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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a gliceriresultante da transesterificagdo do Oleo de
mamona como fonte de carbono e nutrientes Paegeruginosd AMI. O efeito da concentragao
de nutrientes e de condicbes ambientais foi avaldedacordo com dois planejamentos fatoriais
completos sobre o crescimento celular, producduatsurfactante e propriedades tensoativas do
surfactante produzido. A andlise estatistica dawsldoi realizada pelsoftwareStatistica 6.0.
Avaliou-se o efeito da concentracéo de glicerirte enitrato de sédio e do tamanho do in6culo,
de acordo com um planejamento fatorial @ma analise dos efeitos mostrou que o aumento da
concentracdo de nitrato e a reducdo da concentidgdglicerina favoreceram a producao de
biossurfactantes atingindo-se uma concentracdomaage 1,6 g/L de ramnose. A partir deste
resultado, realizou-se um planejamento fatorialgleto 2 avaliando-se os fatores concentracéo
de nitrato e de fosfato, pH e temperatura. Os ta$os mostraram que a reducédo da razao
carbono/nitrogénio (C/N), com um Otimo equivalerde 12, favoreceu a producdo de
ramnolipideos poP. aeruginosd.AMI, bem como a reducdo da concentragcédo de fosfatqpH

7,0 e temperatura de 37 °C. Nestas condicbes ebte\&3 g/L de ramnose, atingindo-se
coeficientes de rendimento em termos de substiaig) (e de biomassa g¥%) de 0,103 g/g e
3,13 g/g, respectivamente. A produtividade voluroatmaxima foi 31,94 mg/Lh. A cinética de
crescimento celular e producéo de biossurfactdotes/aliada, variando-se a razdo C/N de 21 a
86. Os perfis de producdo de biomassa e de ranhedip sugeriram uma cinética mista, semi-
associada ao crescimento. O biossurfactante odgdacordo com a melhor condi¢&o de cultivo
foi capaz de formar emulsdes com querosene, Olemjde éster metilico e 6leo nafténico, com
indice de emulsificagdo de, aproximadamente, 6Qfta atividade emulsificante equivalente a
3,25 unidades mostrou que o biossurfactante foazage formar emulsdes Oleo-agua. O
biossurfactante foi extraido do meio de cultivadivde células e submetido a purificacdo por
cromatografia. A cromatografia em camada delgadstnmo a presenca de dois produtos
majoritarios. O espectro de ressonancia magnéticear H apresentou deslocamentos quimicos
caracteristicos de grupamentos quimicos que coestituma molécula de diramnolipideo tipo
Rha-Rha-GCyo. Entretanto, a elucidagdo completa da estruturarashonolipideo deve ser

complementada por anélises espectroscopicas de res@ucao.

Palavras-chave: glicerina, ramnolipid®o aeruginosa



ABSTRACT
The aim of this work was analysing the glycerir@nfrcastor oil transesterification as a source of
carbon and nutrients t®. aeruginosaLAMI. Nutrients concentration and environmental
conditions were studied using two complete factondanning, with cellular growth,
biosurfactant production and product surface aginaperties as response variables. The statistic
analysis was done using the software StatisticaFatét of all, inoculum size and concentrations
of glycerine and NaN@were analysed with a®Zactorial planning. The increase in nitrate
concentration and a decrease in glycerine condentrdavored biosurfactants production,
reaching a maximum rhamnose concentration of 1.6 Ay/complete 2 factorial planning was
planned based on these results. Nitrate and phtespbacentrations, pH and temperature were
selected factors. Results showed that a decreasebon/nitrogen ratio, with an optimum of 12,
and phosphate concentration favored rhamnolipidyction byP. aeruginosd AMI at pH 7,0
and 37 °C. A rhamnose concentration of 2.3 g/l alatsined, with product yields on substrate
and biomass of 0.103 and 3.13 g/g, respectivelg. viddumetric productivity was 31.94 mg/L.h.
The influence of carbon/nitrogen ration, from 2186, on growth kinetics and biosurfactant
production was studied. Biomass and rhamnolipidsligection behavior suggest a mixed kinetics,
semi-associated to growth. The biosurfactant predugsing the optimized conditions formed
emulsions with kerosene, soybean oil, methyl es(disdiesel) and naphtenic oil, with
emulsification index of about 60%. An emulsificatiactivity of 3.25 units was also obtained,
showing that the biosurfactant may be used to foroilevater emulsions. Finally, the
biosurfactant was extracted from a free-cell ferreémqmedium and submited to chromatographic
purification. The analytical thin layer chromatoging showed the presence of two mainly
products. The Mnuclear magnetic spectra showed characteristraiigpf chemical groups that
are typical of a dirhamnolipid Rha-RhadC;o molecule. However, a complete explanation of the

rhamnolipid structure must be completed by higloltggon spectroscopy analysis.

Keywords: glycerin, rhamnolipid?. aeruginosa.
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1 - INTRODUCAO

O crescente interesse mundial no uso de combustiveartir de fontes renovaveis
tem aumentado a demanda por biocombustiveis. Commmos, pode-se citar o etanol e o
biodiesel, obtidos a partir de matérias-primas véxeis, como a cana-de-acucar,
lignoceluldsicos, oleaginosas e gordura animalfrdesutras, e cuja utilizacdo permite reduzir as
emissBes de mondxido de carbono, comparados a stivdis derivados do petroleo (Ashéty
al., 2005).

As rotas de obtencé&o do biodiesel séo craqueanesiagificacdo e transesterificacao,
sendo esta Ultima a rota predominantemente utdizexdnordeste brasileiro (SEBRAE, 2007). O
processo consiste na reacdo entre um Oleo vegatalédcool de cadeia curta (metanol ou etanol)
na presenca de um catalisador. Os principais resigarados sao tortas e farelos, oriundos da

extracdo do 6leo vegetal, e a glicerina, resultdateeacao de transesterificacao.

A insercdo do biodiesel na matriz energética nationiciou em 2005 com a
implantacdo do B2blendsde 2% de biodiesel em diesel), gerando volumegliderina da
ordem de 60 a 80 mil toneladas por ano e com adug@o do B5klendsde 5% de biodiesel em
diesel), em 2013, a previsdo é que esta produgaerdaa para 150 mil toneladas por ano (Mota
et al, 2005), dada a sua elevada producdo durantasesterificacdo. Sabe-se que a cada 1.000
L de biodiesel produzido, cerca de 100 Kg de glhee® gerada, de acordo com dados da
TECBIO-Tecnologias Bioenergéticas, uma Empresaedadlogia em Biodiesel. Ressalta-se que
a principal aplicagdo do glicerol ocorre na indastte cosméticos, saboaria e farmacos, setores
gue sao incapazes de absorver o volume de glicgenado com a producdo do biodiesel
(Goncgalveset al, 2006). Portanto, havera um excedente de gligercnmercado, ocasionando a

consequente desvalorizacédo deste produto.

Entretanto, a glicerina constitui uma fonte de matgrima para produtos de alto
valor agregado, como polimeros, obtidos atravésateersdo quimica ou bioquimica (rotas
fermentativas) e aditivos para combustiveis, costerés e éteres de glicerina, que também se

apresentam como alternativa rentavel para esteath#o (Karineret al, 2006).
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Os surfactantes constituem uma importante clasgeadieitos quimicos aplicados em
diversos setores da industria. Tais compostos digpis atualmente no mercado sdo, em sua
maioria, derivados do petréleo o que lhes conferecarater ndo biodegradavel e toxico ao meio
ambiente. Entretanto, o crescente aumento na pgiodugndial destes derivados e a necessidade
da obtencdo de produtos compativeis com o amhbigmelado énfase a producédo de surfactantes

biolégicos como alternativa aos produtos existe(Basatet al, 2000).

Os biossurfactantes constituem uma classe de tantas que sao produzidos a partir
de organismos vivos, podendo ser encontrados erarfgtips de ceélulas microbianas ou
excretados extracelularmente. Apesar de apresditarsas vantagens sobre os surfactantes
guimicos, os surfactantes microbianos ainda ndoasdfmamente utilizados devido aos altos
custos de producédo, associados a métodos ineési@l® recuperacdo do produto e ao uso de
substratos caros. O problema econémico da produg@o biossurfactantes pode ser
significativamente reduzido através do uso de ®oraHernativas de nutrientes, facilmente
disponiveis e de baixo custo e que permitam abbasaentracdes de biossurfactante (Kosaric,
1992, Rochat al, 2006).

Bactérias do génerBseudomonaproduzem biossurfactantes que sdo normalmente
denominados ramnolipideos, um glicolipideo formpdouma ou duas moléculas de ramnose e
por uma cadeia de acido graxo. Sao os biossurtastamais estudados e apresentam aplicacao

em diversos setores industriais e em biorremedi¢igésai e Banat, 1997).

Este trabalho teve, portanto, o objetivo de avaliglicerina proveniente da producao
de biodiesel por transesterificacdo do 6leo de mancomo fonte de carbono e nutrientes para o

crescimento e producédo de surfactantedpareruginosd AMI.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituiddasma porcéo hidrofilica e outra
hidrofobica. As principais caracteristicas dessespostos sdo a capacidade de formar agregados
micelares a partir de uma determinada concentraigimminada concentragcdo micelar critica
(CMC), e reduzir a tensao superficial e interfadalliquidos. Os surfactantes constituem uma
classe importante de compostos quimicos que sacadps em diversos setores da industria
moderna (Banatt al, 2000). Industrias americanas registraram um atonde 300 % na
demanda por surfactantes nas ultimas décadas (Q:1ee().

Surfactantes naturais séo sintetizados por uma&dede de organismos vivos, tais
como plantas (saponinas), animais (acidos bilisgesijicrorganismos (glicolipideos) (Bognolo,
1999). Os biossurfactantes sdo produzidos por t@gstdeveduras e fungos e constituem um
grupo diversificado de surfactantes que possuentagples variadas em setores industriais
devido a sua versatilidade funcional (Ishigami eu&y 1997). Apresentam diversas vantagens
em relacdo aos surfactantes sintéticos, tais cbaiga toxicidade, alta biodegrabilidade, elevada
compatibilidade ambiental, biodigestibilidade e tigfdade em condicbes extremas de
temperatura, pH e for¢a idnica (Camedariglakkar, 1998 e Kosaric, 1992). Estas caracteassti
permitem a sua utilizacdo na agricultura, cosmstippoducdo de petréleo, lubrificantes, entre
outros. Como propriedades funcionais pode-se dassaatividade emulsificante, molhabilidade,
solubilizacdo, de-emulsificacdo, inibicdo a corops@omplexacdo de metais e reducdo da
viscosidade de 6leos pesados (Fiechter, 1992).bel&al apresenta essas funcdes associadas a

aplicacbes em alguns setores industriais.

Tabela 1 — Aplicacdes potenciais de biossurfactante

Funcéo Aplicagcédo

Dispersantes e emulsificantes Cosméticos, tinthtsyas para 6leo
Solubilizantes e microemulsdes Produtos farmaagsitic

Agentes umectantes Industria téxtil, tintas e f@aosa

Detergentes Produtos agricolas e domésticos
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Agentes espumantes Cosméticos e produtos parediota
Agentes sequestrantes de metais Mineracdo

Deemulsificantes Tratamento de residuos liquidos

Agentes redutores de viscosidade Transporte dectleatravés de tubulacdes
Recuperacédo Melhorada do Petréleo Recuperacéo radthdo petréleo

Fonte: Banagt al, 2000.

Os surfactantes microbianos apresentam, ainda, odaixalores de CMC
comparativamente aos surfactantes sintéticos, ichuicde reduzir a tensdo superficial da agua
de 72 mN/m para 25-30 mN/m e tensdes interfacisaames que 1 mN/m (Lang, 2002). A
Tabela 2 apresenta as principais classes de biassuntes, bem como, alguns microrganismos
produtores.

Tabela 2 — Principais classes de biossurfactam@srerganismos produtores

Classe Microrganismos Biossurfactantes
o Pseudomonas, Torulopsis, ArthrobacteRamnolipideos, soforolipideos,
Glicolipideos ) ) ) o
Nocardia, Mycobacterium celobiose lipideos
Lipoproteinas e . _
) i Bacillus Surfactina
Lipopeptideos
Acidos graxos,
Fosfolipideos e Rhodococcu. erythropolis Fosfatidiletanolamina
Lipideos Neutros
Biossurfactantes Acinetobacter calcoaceticus, Candida

L, . , Emulsan, liposan
Poliméricos lipolytica

Fonte: Gautam e Tyad006.

2.2 — Surfactantes produzidos por bactérias dorgétrseudomonas

Um dos primeiros trabalhos publicados na literatarantifica sobre a sintese
microbiana de um glicolipideo foi relatado por Jawe Johnson em 1949, a partir do cultivo de
uma linhagem d@. aeruginosam glicerol 3 % e peptona 4 % a 30 °C sob agitaudiendo-se

uma concentracdo de 2,5 g/L. Este trabalho fornerea importante contribuicdo acerca da
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identificacdo de propriedades fisicas e quimicasaa composto obtido. O produto foi obtido
sob a forma cristalina a partir da acidificacaarto livre de células a pH 2 com acido sulfurico.
Os cristais foram separados por filtracdo e suloeta testes de solubilidade em solventes
diversos. Desta forma, verificou-se que o novo @ty era sollvel em éter, etanol, acetona,
dioxano e solucdes diluidas de bicarbonato de s@diestrutura quimica continha unidades de
ramnose e de acidd-hidroxidecandico. Por fim, os autores propuserana @strutura em que
duas unidades do &cidd-hidroxidecandico existiam sob a forma esterificadatretanto, a
ligacdo entre as unidades do acucar ndo foi coemphaite elucidada. Edwards e Hayashi (1965)
verificaram, através de oxidacéo por periodato découla de ramnolipideo, que as ligacbes de
ramnose eram do tipo 1,2 glicosidicas. Desta forasaprimeiras estruturas de ramnolipideo

reportadas na literatura foram do tipo Rivzoe RhaRhagCio.

Syldatk et al. (1985) obtiveram quatro tipos de ramnolipideos aidtivarem
Pseudomonasp DSM 2874 em n-alkanos, reportando duas estrutuwaasn apresentadas como
equivalentes hidrofilicos das moléculas de ramiadip 2 (R2) e ramnolipideo 4 (R4). Os
estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN) ranast a presenca de mono e
diramnolipideos cujas estruturas estdo apresented&sgura 1. Os dois principais tipos foram
isolados em condigfes de limitagdo de nitrogéniogR3, e os outros dois, ramnolipideo 2 (R2)
e ramnolipideo 4 (R4), foram obtidos através dadygéo porresting cells(células na fase
estacionaria de crescimento). Os diferentes rapidelos foram avaliados quanto as suas
propriedades surfactantes e verificou-se que R24 eaitesentaram valores de concentracao
micelar critica (CMC) de 200 mg/L, enquanto queoasnpostos mais hidrofébicos tiveram uma
CMC de 10 a 20 mg/L. Os surfactantes purificadogabim tensdes superficiais minimas de 25
até 31 mN/m. Este resultado indicou que a combmdeauma ou duas unidades de ramnose com

apenas uma unidade de acfdbidroxidecandico conduz a valores maiores de CMC.
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Figura 1 — Tipos de estruturas de ramnolipideodyzidos poiPseudomonasp DSM 2874 sob
diferentes condic¢des de cultivo com glicerol odgaaos como fontes de carbono (Syldettlal,
1985).

Em um processo de co-producdo de biossurfactantgioeianina cultivando
PseudomonaBOP 100 em meio de cultivo contendo etanol coméefde carbono, Osma al.
(1996) identificaram novas estruturas de ramnadipsdcorrespondentes aos ramnolipideos A e
B. A Figura 2 apresenta as duas novas estruturasteNrabalho, avaliaram-se diferentes
concentracdes de etanol sobre o crescimento epsodocdo de biomoléculas pela linhagem
PseudomonadBOP 100 em cultivo em frascos agitados utilizandaN8; como fonte de
nitrogénio. Os ramnolipideos foram caracterizadoscematografia liquida de alta performance
com amostras padrées de ramnolipideos A e B. Aertdragdo de etanol em que houve maxima
producéo de piocianina e biossurfactante foi a 3éndo estes produzidos na fase exponencial e

fase estacionéaria de crescimento, respectivamente.
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Figura 2 — Estruturas das moléculas de ramnolipided produzidos pdPseudomonas

BOP100 em cultivo com etanol como fonte de carli@mmanet al, 1996).

A diversidade estrutural de ramnolipideos sintetizgaporPseudomonas aeruginosa
guanto ao comprimento e presenca de insaturacoeadea carbonica estd bem descrita na
literatura. Benincasa (2001) obteve seis estruturadeculares distintas entre mono e
diramnolipideos ao avaliar a capacidade da linhageaeruginosd.B1 em converter residuos
da industria de O6leos vegetais em biossurfactames.estruturas foram RhaRhaCi,
RhaGoCio, RhaRha@Ciz, RhaRha@yCi21, RhaGoCiz:1 € RhaGeCio. As fragdes molares foram,
respectivamente, 28,9, 23,4, 11,3, 23,0, 7,9 € 5,5%

Bactérias do génerBseudomonasao reconhecidas por sua capacidade de produzir
biossurfactantes. Dentre estas, destacam{3eflorescensa P. aeruginosae aP. rubescan
(Bhattacharyyeet al., 2003). Bhattacharyyat al. (2003) avaliaram duas cepas selvagens de
Pseudomonaguanto a producgéo de surfactantes. O cultivo gdisiiaagens em meio liquido sob
agitacdo durante 15 dias a 37°C forneceu a proddeasurfactantes do tipo lipideo neutro,
fosfolipideos e ramnolipideos. Hernandez-Anguiagto al. (2004) identificaram que uma

linhagem deP. fluorescengossuia atividade surfactante, bem como, verdimague o potencial
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invasivo de patdgenos bacterianos é melhoradoppethucéo de biossurfactantes. A producéo de
ramnolipideos poP. chlororaphisfoi avaliada (Gunther I\ét al, 2005) e obteve-se que, quando
cultivada a temperatura ambiente em meio de samerais contendo 2 % de glicose sob
condicbes estaticas, esta linhagem produz até 1dg/Lsurfactante. Sua composi¢do foi
exclusivamente de monoramnolipideos, sendo que@ies moleculares predominantes foram
um acido hidroxigraxo monoinsaturado de 12 carb@as acido hidroxigraxo saturado de 10

carbonos.
2.3 — Cinética da Producé&o de Biossurfactantes

A cinética de producédo de biossurfactantes exib#aswariacdes entre 0s varios
sistemas possiveis de serem empregados, sendospascgeneralizacdes que podem ser
realizadas (Desai e Banat, 1997). Entretanto, algipos de cinéticas permitem a seguinte
classificacéo: (a) produgédo associada ao cresamn@t produgéo sob condigdes limitantes de
crescimento; (c) producédo por células imobilizadasesting (d) producdo com suplementacéo

de precursores. A Figura 3 apresenta diferentes tip cinética de fermentacéo.
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Figura 3 — Diferentes cinéticas de fermentacdo pevducdo de biossurfactantes. (A) producéo
associada ao crescimento, (B) producéo sob corgdigbéantes de crescimento, (C) producéo

porresting cellsou células imobilizadas. Fonte: Desai e Banaty199
(a) Producéo associada ao crescimento

A producéo associada ao crescimento € caractenmddabtencdo de perfis paralelos
de crescimento e producédo de biossurfactante eicunde substrato. Na Figura 3A este perfil é

apresentado. Rodrigues al (2006), ao realizarem otimizagdo do meio de anlgwmpregando
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metodologia de superficie de resposta, verificage a producdo de biossurfactantes por
Lactococcus lacti$3 eStreptococcus thermophilus foi associada ao crescimento, permitindo
gue o crescimento celular fosse utilizado comoavatiresposta. Emulsan, um bioemulsificante
produzido porAcinetobacter calcoaceticlBRAG-1, foi identificado associado a células daimi

da fase exponencial de crescimento (Goldetaal, 1982).

(b) Producéo sob condicao limitante de crescimento

A producdo sob condicdo limitante de cresciment@atariza-se por um rapido
aumento da taxa de formacdo do produto no iniciofad® estacionaria de crescimento
ocasionada pela exaustdo de algum nutriente, exegtmono. Este comportamento pode ser
visualizado na Figura 3B. Bactérias do génieseudomonaapresentam, em geral, este tipo de
cinética sendo a limitacdo ocasionada por nitragé&ni fosforo. Boulton e Ratledge (1987)
atribuiram este fato ao estimulo do acumulo deléip$s através da limitacdo de nutrientes via

nitrogénio, que consiste a etapa limitante da tsse de ramnolipideos.

(c) Producéo por células imobilizadasresting cells

O emprego de um sistema coesting cellsou células imobilizadas para a producéo
de biossurfactantes € caracterizado pela auséaaisuttiplicacdo celular. Entretanto, as células
continuam a utilizar a fonte de carbono para asétle biossurfactantes, como demonstrado na
Figura 3C (Desai e Banat, 1997). Ramana e Karat®89) ao avaliarem a producdo de
ramnolipideos poP. aeruginosaCFTR-6 verificaram aumento da produtividade abzati um
sistema deesting cellsem meio deficiente em fosfato. Chayabuttaal (2001) empregaram

resting cellgpara a producao de ramnolipideos utilizando féastémmo nutriente limitante.

(d) Producéo com suplementacao de precursores

A adicdo de precursores ao meio de cultivo promov@mento da producéo de
biossurfactantes, bem como interfere na biossimtas®olécula pelo microrganismo (Syldatk e
Wagner, 1987). Este método torna-se promissor devidfluéncia da fonte de carbono sobre as

propriedades fisicas e quimicas dos surfactanteiipidos.
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2.4 — Influéncia das condic¢des nutricionais e anthie sobre a producéo de ramnolipideos

Dados apresentados na literatura mostram que augiodde ramnolipideos por
bactérias do géner®seudomonag bastante influenciada pela fonte de carbonotefale
nitrogénio, concentracdo de fosforo e cations walkntes. A razdo C/N representa um fator
extremamente importante na etapa de otimizacdoedo de cultivo, bem como a razdo C/P. O
uso de fontes de carbono é bastante diversificaddospossivel utilizar fontes simples, como
glicose e glicerol, e substratos mais complexosicclipideos, alcanos, ésteres de acidos graxos,
mostrando que linhagens Bseudomonaapresentam imensa versatilidade metabdlica. Agtno
al (1996) verificaram que uma linhagem dRseudomonadsolada a partir de um solo
contaminado com hidrocarbonetos policiclicos arauat(HPA) foi capaz de crescer e produzir

glicolipideos em n-alcanos {§£Ci7), ésteres de acido graxos¢Cis) e glicerol.

A otimizacdo das condicdes de cultivo consiste ema etapa determinante para a
viabilidade econémica do biossurfactante, pois mento dos niveis de producdo permite que
este seja competitivo com relacdo aos surfactaputiesicos. Neste contexto, Guerra-Sargbal
(1984) utilizaram um processo continuo para a pra@dwe ramnolipideos p®. aeruginosa
com glicose como fonte de carbono. Os autoresicatdm que o nitrato foi a fonte de nitrogénio
mais eficiente com relagdo ao sulfato de amoniae @ extrato de levedura nao favoreceu a
producdo de biossurfactante, mas sim o crescimeatolar, sendo o substrato (glicose)
totalmente consumido. O uso das fontes inorgardeasitrogénio conduziu a uma condi¢cao
limitante de crescimento, atraveés da escassez dasiente e ndo da fonte de carbono, sendo
qgue, a maior producdo de ramnolipideos ocorreu worm razdo C/N equivalente a 18. Assim,
verificou-se que a limitagdo do crescimento favewe@ producdo do biossurfactante. A
influéncia do ferro foi avaliada sobre o crescimeata producdo de biossurfactante, em que a
diminuicdo da concentracdo deste micronutrienteortmeu sua producdo, reduzindo a
concentracdo de biomassa e demonstrando que oai&tat celular é sensivel a concentracdo
de ferro. A suplementacdo de fésforo ao meio dévoudpresentou melhor resultado com uma
razdo C/P de 16, entretanto, este nutriente ndorfivante. Desta forma, este trabalho mostrou a
necessidade em se estabelecer um estado metalmpleedoi atingido através da limitacdo de

algum nutriente, exceto carbono, durante a conddggwocesso.
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Syldatk et al. (1985) avaliaram a producdo de biossurfactantaizamdo
Pseudomonas sPpSM 2874 a partir de n-alcanos e glicerol. A infla@ do pH, temperatura,
diferentes fonte de carbono e nitrogénio e efeéocdtions multivalentes, EDTA e diferentes
concentracdes de NaCl e tampao fosfato foram aliam um cultivo utilizand@sting cells
A presenca de EDTA, BFee Mg causaram uma inibicdo da producdo de biossurfastan
enquanto que a concentracdo dé'Ggio exerceu influéncia. Observou-se, que a praedded
ramnolipideos foi inibida por altas concentra¢cdesndtrientes, sendo este efeito atribuido ao
estresse osmotico. Neste caso, com a auséncia defante de nitrogénio atingiu-se um
coeficiente de rendimento §¥% = 2,0 g/g) maior do que com a suplementacao degtente.
Este comportamento foi distinto ao apresentadontieira producdo de ramnolipideos a partir de
um indculo com células na fase exponencial de icnesito, em que 0 metabolismo de nitrogénio
mostrou-se conectado a biossintese de ramnolipiBésforo foi necessario para a producao de
ramnolipideos, sendo obtida uma concentracdo daemd5 mM. O efeito da temperatura variou
de acordo com a fonte de carbono. No caso do glicema faixa de 27 a 37 °C apresentou-se
Otima, ja para n-alcanos houve um 6timo a 37 °@ndperatura, bem como, a fonte de carbono e
o efeito da limitacdo de nitrogénio interferiramtipp de molécula de ramnolipideo sintetizada,

bem como na proporcéo entre as estruturas obtidas.

O efeito do metabolismo de fosfato sobre a proddgd@amnolipideos foi investigado
por Mulligan et al. (1989). O acompanhamento da atividade das enzenaslvidas no
metabolismo desse nutriente foi relacionada a m@&ulde biossurfactante sendo verificado que o
consumo de fosfato e a inducao da atividade darmenfnsfatase alcalina coincidiram com o
aumento da absorcao de glicose no final da fasenexgial de crescimento e com a producao de
biossurfactantes a partir € aeruginosaRamana e Karanth (1989) ao empregarem um sistema
de resting cellspara a producdo de ramnolipideos poraeruginosaverificaram que fosfato

inorganico atuou como um inibidor.

Osmanet al (1996) e Matsufujet al (1997) avaliaram etanol como fonte de carbono.
Os primeiros autores apresentaram uma técnica-geodoicdo de biossurfactantes e piocianina,
um corante do tipo fenazina, pela linhag&seudomona88OP100 em cultivo em frascos
agitados. A concentracdo de etanol que forneceacwgre maxima de co-producéo foi 3 %,

obtendo-se 3 g/L de ramnolipideos e 0,2 g/L deigimca. A concentracdes acima deste valor,
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houve inibicdo Houve aumento do pH apds cinco daedermentacdo, sendo este aumento
inversamente proporcional a concentracao de etbfaikufuji et al (1997) avaliaram etanol, 1-
propanol, 1-butanol, glicose, sacarose, maltosdicergl sobre o crescimento e producdo de
biossurfactante pd?. aeruginosdFO 3924, encontrando que o etanol foi melhor satspara a
producdo de ramnolipideos e a glicose forneceuiormeescimento. Neste trabalho, avaliou-se
um processo tipo batelada alimentada em que sgeoB g/L de ramnolipideo apds 7 dias de
cultivo a partir de 55,3 g etanol/L, com uma tagadnversado do substrato de 58 %. Esta elevada
producdao foi atribuida ao aumento da razao C/N,imjg@lmente na cultura ndo alimentada era

equivalente a trés, mas atingiu um valor de 50rdara cultivo com alimentacéao.

Mulligan e Gibbs (1989) investigaram a relacdoeentmetabolismo de nitrogénio e a
producdo de glicolipideo pd?. aeruginosaATCC 9027. Bactérias do géneRseudomonas
utilizam nitrato, amonia e aminoacidos como forgendrogénio. O nitrato pode ser reduzido a
nitrito e entdo a amoénia. A amdnia pode ser asmilailpor dois sistemas enzimaticos que
envolvem as enzimas glutamato desidrogenase erghdasintetase. Os autores verificaram a
relacdo da atividade dessas enzimas com a biassimte ramnolipideos. Linhagens que
apresentaram elevada atividade de glutamina ssetefarneceram maior producdo de
ramnolipideos, dado o efeito regulatorio que ageae envolvidas no metabolismo de nitrogénio
possuem sobre a biossintese desse glicolipideaet&mtio, a capacidade de cepas de
Pseudomonasealizarem respiracdo anaerébia através da aag#ilde nitrato por uma rota de
denitrificacdo tem sido avaliada com relacdo a ypgéd de biotensoativos. A presenca de
biossurfactantes quando produzidos em processo@biagrocasiona uma grande formacao de
espuma, acarretando diversos problemas operaciaoam vazamentos, com conseqliente
reducdo do volume reacional e perda do produtopguemanece na espuma. Chayabetral
(2001) propuseram um novo sistema de producdoadsinifactantes pd?. aeruginosaATCC
10145 em meio de cultivo com fésforo como nutridimétante e acido palmitico como fonte de
carbono. A fermentacéo foi inicialmente conduzidéd slenitrificacdo e posteriormente sob
condicOes aerobias. Os autores verificaram o eflstbmitacdo de diferentes nutrientes sobre a
producdo de biossurfactantes, sendo a limitagaddgséoro mais eficiente, fornecendo quatro a
cinco vezes maior produtividade do que a limitagéo nitrogénio em um cultivo comesting
cells A produtividade sob denitrificacdo foi cerca d@ tla obtida sob condicbes aerdbias.

Manreseet al. (1991) estudaram a producéo de ramnolipideo®gendomonad4Tl em Oleo de
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soja como fonte de carbono e nitrato como fonteittegénio, observando que a produtividade
especifica aumentou com a diminuicdo da razao &Ngultivo em frascos agitados. Os autores

apresentaram como possibilidade a absorcao déonvieadenitrificacéo.

O oxigénio promove diversas respostas fisiologisabre bactérias do género
PseudomonasSabraet al (2002) verificaram estas respostas durante ovoudte P. aeruginosa
PAO1 em condi¢cdes controladas de aeracdo. A tedsdoxigénio (p@ foi acompanhada
através de um eletrodo de oxigénio dissolvido eonréator de 2,5 L com agitacdo constante de
500 rpm e temperatura de 37 °C. A taxa de aeramacohstante e equivalente a 1,5 L/min.
Foram avaliados diferentes valores de,pO 5, 10 e 50 % da saturagcdo de ar. O crescimento
mostrou-se bastante influenciado pelo valor dg péndo que a maior produgéo de biomassa foi
obtida com p@= 1 %, bem como, houve a menor fase lag. O efiitestresse oxidativo sobre a
producédo de ramnolipideos foi avaliado, entretamtoerfil de producéo de glicolipideos néo foi

influenciado pela variacao da concentracéo gle O
2.5 — Processos de Recuperacao e Purificacdo deuBiactantes

O processo de recuperacdo de moléculas bioativas, nauitos processos
biotecnologicos, é responsavel por até 60% do daséd da producdo (Desai e Banat, 1997).
Dada a diversidade quimica dos biotensoativoseexista gama de processos de separacao cuja
aplicabilidade depende de caracteristicas fismawp carga idnica da molécula e solubilidade e
localizacdo (intracelular, extracelular e ligadoparede celular). Como apresentam carater
lipofilico, os biossurfactantes permitem o empretp métodos classicos, como extracao,

precipitacdo e cristalizagao para seu isolamento.

Uma das primeiras técnicas utilizadas para recgperale ramnolipideos foi a
precipitacdo em meio acidificado sob refrigerag@mpregada por Jarvis e Johnson (1949).
Obteve-se um produto cristalino, facilmente recager por filtragdo simples. Entretanto, a
extracdo por solvente é outra técnica largamenteresyada, sendo utilizados solventes como
cloroformio-metanol (Benincas@&t al 2002) e acetato de etila (Syldatt al, 1985).
Turkovskayeet al (2001) avaliaram as técnicas de extracao e ptacgw utilizando cloroférmio,
cloroformio/HCI, cloroférmio/metanol, hexano e atet de etila como solventes e etanol,
etanol/acido aceético, acetona e HCl como agentesipgitantes. A eficiéncia do método foi
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acompanhada através da determinacdo da tensadigaper indice de emulsificagcdo com
guerosene dos extratos e precipitados obtidos i aeecultivo apos separacdo da fase organica
e no extrato redissolvido. Através da atividade leificante, verificou-se que os melhores
solventes foram cloroférmio, acetato de etila eraftrmio/metanol, pois 0s extratos
redissolvidos forneceram tensbes superficiais dé; 24,5 e 25,6 mN/m, respectivamente.
Entretanto, os meios de cultivo apds a extracadaaipresentaram baixa tensdo superficial (24,9
— 32,0 mN/m) e altos indices de emulsificacdo (@ema de 50%) indicando que a extracao foi
incompleta. De acordo com os autores, este resulfachonstrou que 0s solventes extrairam
diferentes componentes do biossurfactante. Sylefatd (1985) realizaram a caracterizacao de
guatro ramnolipideos produzidos peseudomonasp DSM 2874 empregando acidificacdo e
extracdo com solvente para recuperacdo dos rarfaedip a partir do meio de cultivo livre de
células. O sobrenadante foi acidificado cop®®, 10 % a pH 2,0 e extraido com acetato de etila.
O solvente foi removido em evaporador rotativo eesiduo submetido a cromatografia em
coluna empregando silica gel 60 como adsorventema solucdo cloroformio-etanol cuja
concentracdo variou de 20 : 1 a 1:1 (v/v). A paafdo foi realizada em cromatografia em
camada delgada (CCD) em silica gel 60 com um staveonstituido por cloroférmio, metanol,
acido aceético e agua destilada. O método permieparacédo dos ramnolipideos sintetizados por
Pseudomonas spSM 2874. Shenclet al (1995) realizaram a precipitacdo dos ramnolipideos
com sulfato de aluminio, seguido de extracdo costase de etila, sendo empregada uma resina
de troca ibnica para purificacdo cromatografica dtisolipideos. Benincas&t al (2004)
utilizaram uma coluna cromatografica com uma resieapoliestireno para separacdo dos

ramnolipideos produzidos pBr aeruginosd.B1 que foram identificados em HPLC-ES-MS.

Syldatk e Wagner (1987) utilizaram um sistema denogdo continua de
ramnolipideos, empregando uma resina amberlite XARm um sistema com células de

Pseudomonas 9dpSM 2874 imobilizadas em reator tipo leito fluiado.

2.6 — Co-produtos do Biodiesel

A cadeia produtiva do biodiesel gera como prinaipsub-produtos a glicerina, a

lecitina, o farelo e a torta da oleaginosa. Esta®uh ser foco de andlises detalhadas, pois podem
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constituir um fator determinante para a viabilidat®noémica do biodiesel (Rathmaan al,
2006).

O processo de purificacdo da glicerina é realizadavés de destilagdo sob presséo
reduzida, resultando em um produto limpido e trarsye, denominado glicerina destilada ou
bidestilada (Avila Filhaet al. 2006).

A queda do preco da glicerina devido ao aumentsu#aoferta tem sido alvo de
analises sobre o impacto nos mercados internacgonational. De acordo com estudo realizado
por Tysson (2005) estima-se que o preco da gliagrode cair de $0,50/Ib a $0,35/Ib até 2010.
De acordo com algumas industrias quimicas nacipoageco médio da glicerina caiu de R$
3,00 o quilo, em 2005, para R$ 1,60 atualmentegimtilo valores de até R$ 0,60 o quilo em
regides onde usinas de biodiesel operam. Um levemtto realizado pela Associacao Brasileira
de Industrias Quimicas (Abiquim) encontrou que pacalade de producdo de industrias de
glicerina é de 35,8 mil toneladas ao ano, mas dugéo situa-se em torno de 12,9 mil, para um
consumo anual de 13,5 mil toneladas. Desse vol#®8®8% sdo destinados a producédo de
cosméticos, 14,5% sdao utilizados pela industrisné&@éutica, 11,9%, pelo setor de tintas e
vernizes e o restante é vendido a outros segmémios.biodieselbr.com)

O biodiesel é produzido, primariamente, por alisedtle triglicerideos com metanol
ou etanol. As matérias-primas para a producao atidsiel sdo oleaginosas, tais como, algodao,
amendoim, dendé, girassol, mamona, pinhdo mansojae Bem como, 6leos de descarte,
gorduras animais e Oleos de fritura. Apés periceldetantacdo de 24 horas, obtém-se uma fase
Oleo, constituida por ésteres alquilicos (metilicostilicos), e uma fase glicerinosa, constituida
por glicerol ou glicerina, principalmente, sabd@spol (metanol ou etanol), hidréxidos, acidos
graxos e ésteres alquilicos, sendo a composicaesdéiimos funcdo do tipo de oleaginosa
utilizada (Ashbyet al, 2006). A proporcdo entre esses componentes édepte do processo de
transesterificacdo e da eficiéncia da separacabiatbesel (Ashbyet al, 2006). A Figura 4

apresenta um fluxograma deste processo.
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Fonte: Parente, 2003.
Figura 4 — Fluxograma do processo de obtencaoatiesel por transesterificacao.

2.7 — Obtencéo de Bioprodutos a partir do Residigef@oso da Industria do Biodiesel

O emprego de residuos agricolas constituidos pbstsiios simples, tais como
carboidratos e lipideos, sdo adequados ao credoint microrganismos e producdo de
metabdlitos, como os biossurfactantes, tornandanaiérias-primas objeto de diversas pesquisas
para a producdo de surfactantes de origem micrakiidenincasat al, 2002; Rahmart al,
2002; Mercadé e Manresa, 1994).

Atualmente, a glicerina resultante da producaoidei¢sel por transesterificacdo tem
sido utilizada em processos fermentativos paratangbo de diversos produtos. Segundo Kuo

(2004), oNational Center for Agricultural Utilization Resedrtem apresentado grande interesse
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em aproveitar o glicerol como substrato para ayggad de 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA),
acido 3-hidroxipropibnico, 1,3-propanediol e ranipialeos.

Papanikolaotet al. (2000) avaliaram uma linhagem @éostridium butyricunpara a
producéo de 1,3-propanediol a partir da glicerimaceltivo em batelada e continuo. Em ambos
os cultivos obteve-se uma producdo de 0,55 g derb@anediol para cada 1 g de glicerol
consumido, atingindo uma produtividade volumétrnigaima de 3,4 g/Lh. O crescimento celular
e a formacgao do produto foram semelhantes aoartiizylicerol PA e a glicerina, indicando que
esta foi um substrato adequado para a linhagenadsaalAshbyet al (2005) também avaliaram
0 potencial desse sub-produto durante o cultivaamesn frascos agitados d& oleovorans
NRRL B-14682 eP. corrugata388 para a producdo de uma mistura de poli(3-kidubirato)
(PHB) e polihidroxialcanoatos de cadeia média (Rif#)- As linhagens apresentaram
capacidade de produzir polimeros PHA a partir doeghl sob as mesmas condi¢cdes de
crescimento, tornando possivel o emprego de umeefgacdo mista. Os autores ainda citam que
a presenca de ésteres, provenientes da glicenoaoperam a miscibilidade dos polimeros

PHA. Isto possibilita o controle de propriedadegfi-quimicas do polimero resultante.

A producgdo de acido citrico pdfarrowia lipolyticaa partir da glicerina bruta foi
avaliada em cultivo em frascos agitados e compaadaultivo com glicose (Papanikolaeual,
2002). Os experimentos conduzidos com glicosecemfia sob as mesmas condi¢cbes de cultivo
(raz&o C/N = 97 e meio tamponando) mostraram qgiecerol como fonte de carbono forneceu
concentracdo de acido citrico e coeficientes dalimento (Y9 (11,9 go/L, 0,39 g/g)
equivalentes a glicose (10,9 g/L e 0,38 g/g). Eant®, em meio formulado com elevada
concentracao de glicerina (80 — 120 g/L) e sobtdigdio de nitrogénio (razdo C/N = 261) foi
atingida uma producédo de 33 — 35 g/L de &cidocoitei Yo;sde 0,42 — 0,44 g/g. Os autores ainda
verificaram que o glicerol foi assimilado mais dgnente que a glicose pwt lipolyticaem
experimentos realizados com ambos os substrato® donte de carbono. Desta forma, a
producdo de &cido citrico e o crescimentdyddipolyticaforam bem suportados ao empregar a

glicerina bruta como fonte de carbono.

A producéo de glicolipideos a partir da glicerinadvaliada por Ashbegt al (2005).
Foi utilizada uma linhagem d& bombicolaATCC 22214 em um cultivo em batelada alimentada

em biorreator de 2 L em meio de cultivo contend&d.(v/v) de glicerol PA e glicerina derivada
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da transesterificacdo do 6leo de soja, extratewdedura 10 g/L e uréia 1 g/L. A composicao da
matéria-prima foi de 40 % de glicerol, 34 % de 8el&§ em hexano (a4cidos graxos, ésteres de
alquila, monoglicerideos e diglicerideos) e 26%g@a. A producado de soforolipideos a partir da
glicerina foi cerca de 4 vezes maior do que a pr@dwbtida com glicerol PA. O efeito do
estresse osmotico causado pelo glicerol sobressibiese do surfactante foi bastante evidente.
Os compostos sollveis em hexano presentes na imggicdavoreceram a producdo de
glicolipideos visto que estes podem ser usadososaibtese do soforolipideo, enquanto a fracédo
de glicerol € utilizada para o crescimento celufartanto, a glicerina proveniente do biodiesel
apresentou vantagens sobre a producéo de glicetipigorC. bombicolaATCC 22214 com

relacdo ao glicerol PA.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 — Caracterizacao da matéria-prima

Amostras de glicerina bruta e tratada por hidréhsela (ver tépico 3.2) foram
caracterizadas quanto a presenca de macro e nmigremos. Os micro elementos analisados
foram cobre, ferro, manganés e zinco, bem comoiocélmagnésio através de absorcdo atdmica
em equipamento Perkin Elmer Analist 300. Enxofrefésforo foram analisados por
espectrofotometria de UV-visivel em espectrofotdmed00 plus. Todas as andlises foram

conduzidas em triplicata.

A viscosidade foi determinada de acordo com norn&TM 445 de 2001 para
produtos de petréleo. O método consiste em detarnsiiempo para o qual um volume fixo de
liqguido escoa por gravidade através do capilarrdeviscosimetro calibrado, a uma temperatura
rigorosamente controlada. A viscosidade cinemdticaleterminada pelo produto do tempo de

escoamento, em segundos, pela constante de cabldag/iscosimetro.

O teor de carbono total foi realizado em um anddisaShimadzu (TOC-V
CPH/CPN), que utiliza a técnica de oxidacdo catalé alta temperatura. A amostra foi aspirada
e injetada direto no catalisador. Este, por suaav@20 °C, transforma todo o carbono da amostra

em CQ. O CQ foi quantificado por infravermelho ndo dispersivo.
3.2 - Pré-tratamento da matéria-prima

A glicerina resultante da transesterificacdo dw dle mamona foi fornecida pela
Empresa Brasileira de Bioenergia Ind. Com. LtdaBEBJTEC-CE). Apos hidrélise &cida, a
temperatura ambiente, com$0, concentrado, a glicerina foi transferida paralfdeiseparagéo
onde permaneceu em repouso durante 24 horas paaeac& das fases glicerinosa e acido

graxo. A glicerina foi utilizada para formulacédo meio de cultivo para fermentacgéao.
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3.3 — Microrganismo

P. aeruginosaLAMI, proveniente da colecdo de culturas do Lahiia de ecologia
Microbiana e Biotecnologia do Departamento de Rj@ala Universidade Federal do Ceara, foi
mantida em agar nutritivo (peptona 5 g/L; extragacdrne 3 g/L, agar 15 g/L) sob refrigeracdo (5

°C) e repicada a cada dois meses.
3.4 — Ensaios fermentativos

O indculo foi obtido a partir de um cultivo & aeruginosd AMI sob agitacdo de
150 rpm a 30 °C durante 18 horas em caldo nutr@xtrato de carne 3 g/L, peptona 5 g/L).
Apoés este periodo a densidade otica foi determieads#®e necessario, ajustada para 1,25 com
caldo nutritivo (Rochat al,2006).

A glicerina e 0 meio com nutrientes foram estadias separadamente a 121 °C
durante 15 minutos. O meio de fermentacdo foi so@h#ado com as seguintes fontes de
nitrogénio, fésforo e magnésio: Nahl&XH,PO, e MgSQ.7H,0. As concentracdes variaram de
acordo com os fatores e niveis avaliados nos plarejtos fatoriais completo&, Zescritos a
seguir, no item 3.5. No planejament &alizado inicialmente (Tabela 3), as concentagie
fosforo e magnésio foram: KRO, (3,0 g/L) e MgSQ.7H,0 (0,2 g/L). Para o estudo posterior, a
concentracdo de MgQUH,O permaneceu constante e a concentracdo dos deutaentes e

condices ambientais seguiram os niveis do delinrtm? (Tabela 4)

Todos os experimentos foram conduzidos em frasabsniBeyer de 250 mL,
contendo 50 mL de meio de cultivo a 150 rpm dur&@étdoras. Apos este periodo, 0 meio foi
centrifugado a 10.0@0por 15 minutos para separacao de células e orsdapte utilizado para

as determinacfes analiticas.
3.5 — Delineamento experimental

O estudo das condi¢des nutricionais e ambientige s producédo de biossurfactante
foi realizado de acordo com um delineamento fataoanpleto 2. Por este método foi possivel
avaliar as influéncias de algumas variaveis expartais, fatores e efeitos de interacdo sobre

uma ou mais variaveis-resposta (Rodrigaesl, 2006). Inicialmente, avaliou-se o efeito das
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concentracdes de glicerina, nitrato e tamanho douio sobre a producdo de biossurfactantes e
tensdo superficial, cujos niveis estdo apresentadoJabela 3. Os niveis avaliados foram

determinados de acordo com dados da literaturdag$amaet al 2002).

Tabela 3 — Fatores e niveis do planejamento fat@fiattilizado no estudo da influéncia da
concentracdo de glicerol, nitrato e tamanho deulmdboa produgédo de biossurfactante por
aeruginosaLAMI cultivada a 30 °C, 150 rpm e pH 5,4.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
X1 - Concentracao de glicerina (% v/v) 2 5 8
Xo - Concentracdo de NaN@Q/L) 0,5 1,45 2,4
X3 — Tamanho do indculo (% v/v) 1 2 3

A partir da analise de efeitos obtida por estegyanento, os fatores concentragéo de
glicerina e tamanho do in6culo foram fixados. Ouést sobre as condi¢cdes de cultivo foi
complementado através da avaliacdo da concentdacfusfato, concentracdo de nitrogénio, pH
e temperatura através de um delineamento fatodaipteto 2. Nesta etapa, avaliou-se o
crescimento celular, a producédo de biossurfactardetensao superficial final como variaveis-
resposta. A Tabela 4 apresenta os niveis estugeatascada fator. O aumento da concentragédo
de NaNQ foi baseado nos resultados obtidos no planejan®nttem como, os niveis avaliados
para a concentracdo de fosfato foram estabeleciolos base em dados da literatura (Santos,
2003). O pH do meio foi ajustado com uma soluca@él 3,0 M. A andlise dos dados foi
realizada atraves dsmftwareStatistica 6.0. Em ambos os planejamentos reaeauiplicata no

ponto central.

Tabela 4— Fatores e niveis do planejamento fatorialullizado no estudo da influéncia de
condicbes de cultivo sobre a producdo de biomgssmlucdo de biossurfactante e tenséo

superficial potP. aeruginosd AMI cultivada sob agitacdo de 150 rpm.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
X1 - Concentracdo de NaNQy/L) 2,4 3,2 4,0

X2 - Concentracdo de KiRO;, (g/L) 8,43 17,8 27,2
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X3 — pH 4,6 5,8 7,0
X4— Temperatura (°C) 30 33,5 37

3.6 — Efeito de diferentes fontes de nitrogénio

Foram avaliadas trés fontes de nitrogénio, NgN@H,).SO, e peptona, sobre a
producdo de biossurfactantes e crescimento cel@l&. aeruginosaLAMI. Os ensaios foram
realizados durante 96 horas em frascos erlenmey26@ mL sob agitacdo de 150 rpm contendo
50 mL de meio de cultivo cuja composicdo foi, emh: gkH.PQ,, 3,0, KHPO, 7,0 g/L,
MgSO,.7H0, 0,2, GHgOs, 46,3, fonte de nitrogénio 2,4 e pH 7,0. ApOs dqu®d de incubacao
foram determinados a densidade Gtica e o teorrdease.

3.7 — Estudo da cinética de producéo de biossarftee crescimento celular

Os ensaios para avaliacdo da cinética de cres@meelular e producdo de
biossurfactante foram realizados a 37 °C e 150apnirascos erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio de cultivo. A composi¢do do meio éon g/L: KHPO, 8,43, MgSQ.7H,0 0,2 e
pH 7,0. As concentracdes de NajNlOram variadas em 1,0; 1,45; 2,4 e 4,0 g/L e aeotmacao
de glicerina foi de 5 % (v/v) e in6culo de 2 % {y/@btido como descrito anteriormente (item
3.4). Aliquotas foram retiradas em intervalos deh®das, e seguiram para as determinacoes

analiticas de densidade 6tica, ramnose e pH.
3.8 — Determinacé&o do Crescimento Celular

O crescimento celular foi obtido utilizando um nu&tdndireto por determinacédo da
turbidez que é proporcional a densidade celulan dim de relacionar a turbidez com a
concentracao de biomassa em g/L, obteve-se uma dercalibracdo com descrito a segmir.
aeruginosaLAMI foi cultivada em caldo nutritivo sob agitac@ie 150 rpm a 30 °C durante 72
horas. Em seguida, separou-se a biomassa porfeggagdo a 100@p durante 10 minutos,
seguindo-se de trés lavagens com agua. A biomassarisferida para um cadinho previamente
tarado e prosseguiu a secagem em estufa a 60 f@sdéconstante. Prepararam-se suspensodes-
padrdo através de diluicbes seriadas e determmowsabsorbancia a 600 nm em

espectrofotdmetro Spectrofii20 Genesys.
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3.9 — Métodos Analiticos
3.9.1 — Determinacdo de Ramnose

A determinacdo de ramnose, uma forma direta detifjoagdo de ramnolipideos, foi
realizada através do método orcinol-sulftrico, desgor Phamet al. (2004). A solucdo de
orcinol, a 0,19 % (p/v), foi preparada dissolverekie reagente em uma solucdo de acido
sulfarico a 53 % (v/v). O método consistiu em awheir 0,9 mL desta solugdo a uma aliquota de
0,1 mL de amostra, seguido de aquecimento a 80uféntdé 30 minutos. Apés 15 minutos,
determinou-se a absorbancia em espectrofotomegot®pi¢ 20 Genesys a 421 nm. A curva-

padréo foi obtida com solu¢des de ramnose com atnagdes conhecidas, entre 5 e 50 mg/L.
3.9.2 — Determinacéo de Glicerol

A concentracdo de glicerol foi determinada por Catmgrafia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se um cromatégrafo daaroa Water$ acoplado a um detector de
indice de refracéo e coluna SHODEX SC 1011. A fadeel foi agua MiliQ a uma vazao de 0,6

mL/min a 80 °C e o volume de injecédo foi 5 pL.
3.10 — Caracterizacao do Biossurfactante
3.10.1 - indice de Emulsificag&o

O indice de emulsificacdo foi determinado de acatdm Cooper e Goldenberg
(1987), utilizando 2 mL de querosene comercialral2de meio de cultivo livre de células. A
mistura foi agitada em agitador tipo vortex duradtemin. O indice de emulsificacdo foi

determinado apos 24 horas, de acordo com a eq(B¢qwoposta por Wait al., 2005:

IE,, (%) = Hee 4100 (1)

total

sendo Hg a altura da fase emulsionada.
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3.10.2 — Tenséo Superficial

A tensdo superficial, uma medida indireta da préadugle biossurfactantes, foi
determinada no meio livre de células utilizandoTensiometro (Kriss K6) a 25 °C. As medidas

foram realizadas em triplicata.
3.10.3 - Atividade Emulsificante

A atividade emulsificante foi determinada de acocdon metodologia descrita por
Cirigliano e Carman (1985) com pequenas modificact®es amostras foram filtradas em
membrana Millipore 0,45 um. O filtrado (1 mL) fmlocado em tubos de vidro (15 por 125 mm)
e diluido com 1mL de tampé&o acetato de sodio O(pH13,6); em seguida, adicionou-se 0,5 mL
de guerosene e o tubo foi submetido a agitacdogaadar de tubos tipo vortex, em velocidade
maxima. A emulsdo resultante permaneceu em rep@asol0 minutos; em seguida, a
absorbancia da fase aquosa foi medida em espeadtrafzo Spectronft 20 Genesys. Uma
unidade de atividade emulsificante foi definida caanquantidade de biossurfactante que mudou

a absorbéancia da fase aquosa a 540ryxy)(Bor 1,0 nas condi¢des descritas anteriormente.
3.11 — Extracao e purificacdo do biossurfactante
3.11.1 — Extracéo liquido-liquido

A extracdo de biossurfactante foi realizada no nagocultivo livre de células,
previamente removidas por centrifugacdo a 108® 15 minutos. O pH do meio foi ajustado
para 2,0 com 8O, 6 N e mantido sob refrigeracdo (5 °C) por 12o¥%efnigh). Apos este
periodo, o meio foi centrifugado a 3500 rpm pom#futos e o precipitado resultante foi lavado
trés vezes com agua destilada e armazenado. Onhadarge foi submetido a extragdo com uma
mistura de CHGle CHOH (2:1 v/v).
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3.11.2 — Cromatografia em coluna e em camada delgad

Para realizacdo de cromatografia em coluna o exwhtido a partir da extracao
liquido-liquido descrita anteriormente foi utilizadpara separacdo dos constituintes. Na
cromatografia em coluna, Silica Gel 60 foi utiliaadomo fase estacionaria e uma mistura
cloroférmio-metanol, cuja razdo variou de 20:1 & {v/v), foi utilizada como eluente. Os
compostos isolados foram purificados em cromat@rain camada delgada sobre silica
(cromatofolhas), sendo o eluente composto por unstura de cloroformio, metanol e acido
aceético (65:15:2) (Syldatkt al, 1985). A presenca de glicolipideos foi identifiaapor uma
solucdo de vanilina, apos aquecimento em chap® & 0Realizou-se espectro de ressonancia
magnética nuclear Htom CXOD como solvente para um dos compostos purificadweartir da

cromatografia em coluna.
3.12 — Calculo da Raz&o C/N

O calculo da razdo C/N foi baseado na determindgéquantidade de carbono na
formula quimica do glicerol (§E130s3), correspondente a 39,1 %, e na quantidade dméitio na
formula quimica do NaN§) equivalente a 19,2 %. Assim, calculou-se as curagbes de
carbono e de nitrogénio multiplicando-se as prapesc percentuais pelas respectivas

concentracdes de glicerol e de nitrato de sddio.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizagdo da matéria-prima
Foi realizada a caracterizagéo fisica e quimicglidarina bruta e tratada (ver tépico

3.2), cujos dados estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracterizacdo de macro e microelemeatgticerina bruta e tratada resultante da
transesterificacdo do 6leo de mamona.

Elementos Glicerina Bruta Glicerina Tratada
Ferro (ppm) 5,369+ 0,127 5,163 0,146

Zinco (ppm) 12,308+ 0,604 23,62& 0,551

Cobre (ppm) ND ND
Manganés (ppm) ND ND

Célcio (g/Kg) 61,481+ 3,898 52,85& 4,770
Magneésio (g/Kg) 45,167+ 0,672 58,94% 3,595

Enxofre (g/KQg) ND 5,693+ 1,359
Fosforo (g/Kg) 13,22+ 0,668 ND
Carbono Total (mg/L) 306.800 288.350

A composicao da glicerina bruta e tratada diferupoucos elementos. Os teores de
ferro, calcio e magnésio permaneceram proximos apbirélise acida. O teor de enxofre
aumentou na glicerina tratada devido a grande foéimae sulfato de sddio, resultado da reacéo
entre os sais de acido graxo (sabdes) @S0 As concentracdes de cobre e manganés ficaram
abaixo do limite de detec¢éo do equipamento palastas amostras avaliadas. O teor de fésforo
foi reduzido para abaixo do limite de deteccdo apdsatamento acido, sendo inicialmente
equivalente a 13,22 0,668 (g/Kg) na glicerina bruta. O teor de carbtotal foi maior para a
glicerina bruta com relagédo a tratada devido, prelaente, a presenca de fontes de carbono

mais complexas, tais como, ésteres metilicos, agjcaxos e ésteres de glicerol.
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A caracterizagdo da matéria-prima forneceu imptetamlados que auxiliaram na
formulacdo do meio de cultivo. A partir dos resiidts (Tabela 5) pode-se observar que a
glicerina tratada contém nutrientes importantes gacrescimento e producdo de glicolipideos
por bactérias do génemseudomonastais como, ferro, zinco, calcio, magnésio e erexof
(Syldatket al, 1985; Benincaset al, 2002). De acordo com dados da literatura (Santeét al,
2002) o requerimento desses nutrientes varia dedacoom a linhagem. Entretanto, a
concentracdo desses micronutrientes segue, getalmema ordem de grandeza de ppm
(Manresaet al, 1991). A suplementacao de fésforo foi necessarsp que a presenca deste
nutriente néo foi detectada na glicerina tratadeb€la 5). Neste trabalho, a avaliacéo preliminar
da matéria-prima como fonte de carbono e de niisgpara o crescimento 8seudomonas sp
LAMI foi realizada através do planejamento fator2d] descrito no item 3.5 Tabela 3, cujos
resultados estéo apresentados no item 4.2.1.

As viscosidades cineméaticas a 40 °C também foramarrdmadas para ambas as

matérias-primas. A Tabela 6 apresenta os valores.

Tabela 6 — Viscosidades cineméticas a 40 °C desriglas bruta e tratada de acordo com norma
ASTM 445 para produtos de petroleo.

Matéria-prima  Viscosidade (cSt)
Glicerina bruta 105,9
Glicerina tratada 11,70

Pode-se verificar que o tratamento acido reduzidano de 10 vezes a viscosidade
da glicerina bruta. Provavelmente, o aumento dodecagua e a separacdo do material lipidico
através da quebra da emulsdo formada a partir dbSes provenientes da reacdo de

transesterificacdo, promoveram a reducéo da vidadsi

4.2 — Estudo das condi¢Bes de cultivo através ddideamento experimental fatorial

4.2.1 — Influéncia da concentracéo de glicerol ldNO; sobre a producao de biossurfactantes
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O conhecimento da influéncia da concentracéo dergli em processos fermentativos
submersos consiste em um fator importante paraescionento de microrganismos devido ao
elevado estresse osmotico que esta fonte de cadzrsa em meios liquidos (Syldak al,
1985). Além disso, a influéncia da razdo C/N é mdétor importante sobre a producédo de
biossurfactantes (Santa Aneial, 2000). O efeito da limitacdo de nutrientes papacalucéo de
biossurfactantes tem sido estudado devido a suariémzia sobre a lipogénese microbiana
(Kosaric, 1992). Geralmente, o acumulo de lipidgacelular é favorecido quando ha limitacédo
de algum nutriente no meio de cultivo. A limitaghais comumente utilizada é a limitagdo de
nitrogénio. Baseado nestas informac¢des estudowetaito de alguns fatores sobre a producédo de
biossurfactante, através da variacdo na tensaofisigdedo meio e da concentracdo de ramnose.

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos.

Tabela 7 — Matriz de resultados obtidos a partitiieplanejamento fatoriaf2io cultivo deP.
aeruginosaLAMI a 150 rpm e temperatura de 30 °C durante &&s$ e meio de cultivo cuja
composic¢ao foi (g/L): KKHPO, 3,0, MgSQ.7H,O 0,2 e pH 5,4.

Tenséo
_ Glicerol Nitrato In6culo Ramnose o
Ensaio Superficial )
(Y%viv) (g/L) (Yoviv) (mg/L) Final

(mN/m)
1 2 0,5 1 490,94 30,0 6,26
2 2 2,4 1 1632,49 33,0 7,26
3 8 0,5 1 284,69 29,5 5,99
4 8 2,4 1 489,90 33,5 7,13
5 2 0,5 3 711,83 30,8 6,35
6 8 0,5 3 1232,6 29,0 5,04
7 2 2,4 3 1580,0 33,1 7,22
8 8 2,4 3 804,64 32,9 7,67
9 5 1,45 2 1346,2 30,5 7,14
10 5 1,45 2 984,3 30,5 7,13
11 5 1,45 2 1037,81 30,0 7,12
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Uma andlise estatistica dos dados mostrados ndaTalei realizada e a Figura 5
apresenta o diagrama de Pareto, que indica osp®hits fatores estudados sobre a producao de
biossurfactante. De acordo com Garrido-Lopez e T@@5), o comprimento da barra é
proporcional ao valor absoluto dos efeitos estimasl@ linha pontilhada representa o intervalo
de confianga, que neste trabalho foi de 90 %. &fejue atravessam esta linha s&o significantes
em relacdo a resposta. Assim, observou-se queito efe interacdo entre a concentracdo de
glicerol e a concentracdo de NaN@az&ao C/N) foi o mais significativo. O volume uiéculo
nao apresentou efeito significativo para uma pritidalde de 90 %. A concentracao de glicerol,
isoladamente, também n&o foi um fator significatieotretanto, exerceu um efeito negativo
sobre a producao de glicolipideos, provavelment@deao efeito do estresse osmotico (Syldatk
et al, 1985). O diagrama de contorno gerado atravésjagteade um modelo polinomial
apresentado na Figura 6, utilizado apenas parficeeras tendéncias apresentadas pelos fatores
estudados sobre a producdo de biossurfactantesranopge a regido que favorece a maior
producdo de biossurfactante encontra-se delimisda nivel inferior de glicerina (2 %) e
superior de nitrato (2,4 g/L) em que se obteveodygdo maxima (1,6 g/L). Observou-se, ainda,
gue a concentracdo de micronutrientes obtida comivel inferior de glicerina (2 %) foi
suficiente para a producéo de ramnolipideosp@eruginosd AMI. Assim, observando-se que
0 aumento da concentracdo de nitrato favorecia@ugéo de ramnolipideo e com a finalidade de
otimizar a razdo C/N, optou-se em variar novamenincentracdo de NaN®o préximo

planejamento, utilizando maiores valores de comae#o.
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1com?2 -3,21%
(2)Nitrato
(1)Glicerol
(3)Indeulo

1com3

2com3

,517629

1com2com3

p=1
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 5 - Diagrama de Pareto para a producao alsinfactantes pd?. aeruginosac,AMI a

150 rpm e temperatura de 30 °C durante 96 horas.
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Figura 6 - Superficie de resposta gerada atravéajulie de um modelo polinomial para a
variavel-resposta producao de biossurfactante t& par cultivo deP. aeruginosd . AMI a 150
rpm e 30 °C.
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A Figura 7 mostra os efeitos sobre a tensdo sgprfieterminada no meio de
cultivo livre de células. A concentracdo de nitraico Unico efeito significativo sobre esta
variavel-resposta, indicando que a reducao da®uzeatracao promove uma reducédo da
tensao superficial. Ao contrario, 0s ensaios quesgmtaram maior atividade emulsificante
foram aqueles realizados com maior concentrac&itid¢o o que pode ser verificado na

Figura 8 através do indice de emulsificacdo comagpeme.

(2)Conc. Nitrato (g/L 4,622733

1com

(1)Conc. de Glicerol (%viv
1 com

2 com

1*2*

(3) Tamanho do Inéculop ,034932

p=1

Efeitos Estimados (Valores Absolutos)

Figura 7 - Diagrama de Pareto para a variavel-staptensdo superficial obtido através do
cultivo de P. aeruginosaLAMI a 150 rpm e 30 °C durante 96 horas de acordm wm

planejamento fatorial*2+ 3.
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Figura 8 - indice de emulsificagio com querosenézaglo com meio de cultura livre de células
obtido a partir do cultivo de. aeruginosd.AMI a 150 rpm e 30 °C durante 96 horas.

A partir dos resultados obtidos, selecionou-se eoinacdo de 2 % (v/v) de fase
glicerinosa e inoculo de 2 % (v/v) para estudostggmses. A fim de verificar o efeito da
concentracdo de fosfato, do pH e da temperatura, dmmo, do aumento da concentracdo de
NaNG; sobre a produtividade de biossurfactante, realsum planejamento fatorial completo
avaliando como variaveis-respostas a concentraedoassurfactante, a tensédo superficial e o

crescimento celular.

4.2.2 - Avaliacao da influéncia da concentracddodéato e de NaNg) do pH e da temperatura

sobre a producao de biossurfactante

A tensdo superficial representa a tenséo existamtre um liquido e o ar. O valor
minimo de tensdo superficial € um indicativo daiéficia de um surfactante (Fiechter, 1992),
além de ser uma medida indireta da producédo dedBwss no meio de cultivo. Neste contexto,
foram avaliados os efeitos dos fatores concentraigdosfato e de NaNpD do pH e da
temperatura sobre as propriedades superficiaiteddniais dos surfactantes obtidos, através da
analise da tenséo superficial. Aléem das condi¢@esuttivo, a disponibilidade de nutrientes no

meio também influencia no tipo e na quantidadeuwttastante produzido (Syldatt al 1985;
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Benincasat al, 2002). Portanto, um Planejamento Fatorial Coroftefoi utilizado para estudar

o efeito de condi¢des nutricionais e de cultivoreab quantidade de biossurfactante produzido,
medida através da concentracdo de ramnose. Foatizad®ds 19 experimentos como descrito no
item 2.3, Tabela 4 (matriz de planejamento comatsrés e niveis estudados). A Tabela 8
apresenta os resultados obtidos para produca@md®bsa, producao de biossurfactantes e tensao

superficial.

Tabela 8 — Matriz de resultados da producdo desbitactante, crescimento celular, tenséo
superficial final, pH e consumo de glicerol obtidagsds 96 horas de cultivo @ aeruginosa
LAMI a 150 rpm de acordo com um Planejamento Fakafi+ 3.

. Tensdo Consumo de
NaNQ; KH,PO, Temperatura Biomassa Ramnose Superficial pH Glicerol
Ensaio pH Final
(g/L) (g/L) (°C) (g/L) (mg/L) final (%)
(MmN/m)

1 2,4 8,43 4,60 30,0 0,710 718,56 30,07 6,20 79,56
2 4,0 8,43 4,60 30,0 0,699 573,85 30,83 5,20 55,24
3 2,4 27,2 4,60 30,0 0,118 0 46,00 4,70 17,94
4 4,0 27,2 4,60 30,0 0,132 0 4743 4,80 24,83
5 2,4 8,43 7,00 30,0 0,768 1138,22 3300 7,54 67,22
6 4,0 8,43 7,00 30,0 0,762 1037,92 3317 7,76 86,47
7 2,4 27,2 7,00 30,0 0,688 664,67 3117 7,00 77,98
8 4,0 27,2 7,00 30,0 0,772 1009,98 3107 6,91 78,02
9 2,4 8,43 4,60 37,0 0,417 128,24 3497 5,10 23,48
10 4,0 8,43 4,60 37,0 0,483 589,82 3687 5,30 27,69
11 2,4 27,2 4,60 37,0 0,001 0 38,33 4,70 1,65
12 4,0 27,2 4,60 37,0 0,000 0 37,63 4,60 0,16
13 2,4 8,43 7,00 37,0 0,676 1694,61 33 90 7,90 94,25
14 4,0 8,43 7,00 37,0 0,610 1908,18 34 00 8,28 100,00
15 2,4 27,2 7,00 37,0 0,638 698,60 3167 7,10 61,84
16 4,0 27,2 7,00 37,0 0,580 1018,46 3150 7,30 73,17
17 3,2 17,8 5,80 33,5 0,408 871,75 3457 5,46 54,57
18 3,2 17,8 5,80 33,5 0,419 934,13 3533 5,44 65,42
19 3,2 17,8 5,80 33,5 0,555 961,07 3500 5,39 65,26
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Uma analise direta dos resultados mostrou que chradicoes (Ensaios 11 e 12) nédo
favoreceram o crescimento Baaeruginosd.AMI em meio de cultivo contendo como fonte de
carbono, o glicerol, principal constituinte da ghioa bruta proveniente do processo de producéo
de biodiesel. Porém a 30 °C, houve discreto crestimcelular (Ensaios 3 e 4). O favorecimento
do crescimento celular a 30 °C comparativamenteeasaios realizados a 37 °C ocorreu em
todos os ensaios. Houve aumento do pH ao finalttive na maioria dos ensaios, com exceg¢éao
dagueles em que o crescimento foi discreto ou éeigensaios 3, 4, 11 e 12) e para 0s pontos

centrais, onde ocorreu pequena reducdo do pH.

Verificou-se ainda que a reducédo do pH inicial deiande cultivo resultou em
menores tensdes superficiais, atingindo um valoimd de 30 mN/m (Tabela 8), e 0 aumento da
temperatura promoveu uma reducdo desta variac&ehknios 3 e 4 observou-se que a tensdo
superficial foi maior do que nos ensaios 11 e K2e [esultado pode ser atribuido ao consumo de
fontes de carbono de origem lipidica, resultantegliterina e que possuem carater tensoativo,
nos ensaios em que houve crescimento celular (@&)ednsaios 3 e 4), 0 que ndo ocorreu Nos
ensaios 11 e 12, cujo crescimento celular foi aesdremperatura e pH sdo fatores relatados na
literatura por interferir na biossintese seletieardmnolipideos erR. aeruginosaobtendo-se,
assim, uma mistura de diferentes proporcdes decolak desses surfactantes. Sildatkal
(1985), verificaram que a mistura de ramnolipidesistetizados porresting cells de
Pseudomonasp. DSM 2874 utilizando glicerol e n-alcanos como &sntde carbono foi
influenciada pela temperatura, em que moléculasadéter mais hidrofilico (R2 e R4), cujas
cadeias carbdnicas laterais sdo menores que osctiegs R1 e R3, foram sintetizados em
temperaturas abaixo de 37 °C sendo que, as pragasdensoativas variaram em funcéo desta
sintese seletiva. As moléculas de carater maisofflido apresentaram valores maiores de
concentracao micelar critica (CMC) e promoveram ameaor reducdo da tenséo superficial da
agua, do que as moléculas de carater mais hidoaféBiantos (2003), ao estudar a producéo de
biossurfactantes pd?*seudomonas aerugino®Al a partir de glicerol, verificou que a variacido
do pH interferiu na sintese relativa de moléculasmbno e di-ramnolipideos, sendo que os
diramnolipideos foram sintetizados em maior pro@orgo que os monoramnolipideos em pH
acido (5,66) até a neutralidade e, em meio basto moporcdo foi de, aproximadamente, 1:1.
Portanto, baseados nestas informacdes da literatunas resultados experimentais obtidos,

menores valores de tensdo superficial (30 mN/m) @biinicial de 4,6, acredita-se que o
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microrganismo produziu diferentes moléculas deastahte dependo da condi¢cdo de cultivo

adotada.

A Figura 9 mostra os resultados de producdo de dssane de biossurfactante e
consumo de glicerol para todos os ensaios. Obsaeogue o0 consumo de glicerol foi
proporcional a producéo de biossurfactante e azionento celular.

18003 [Ramnose (mg/L)] =

{[Biomassa (g/L)]

| Consumo de Glicerol (%) |

1 23 456 7 8 91011121314151617 1819
Ensaio

Figura 9 — Resultados de producédo de biomassab@s®urfactante e consumo de glicerol para

0s ensaios realizados cdmaeruginosd. AMI de acordo com planejamento fatori&l-®3.

A Tabela 9 mostra os coeficientes de rendimenig {Coeficiente de rendimento
expresso através da razdo entre a quantidade detpréormado e quantidade de substrato
consumido), ¥ (Coeficiente de rendimento expresso através d@orantre a quantidade de
produto e de biomassa formados) e produtividade) (Qgra 0s ensaios em que houve
crescimento e producdo de surfactante. Os ensa®sapresentaram maiores coeficientes de
rendimento ¥;s foram os ensaios 10 e 14 (Tabela 9), entretamte@nsaio 10 a produtividade
volumétrica foi, aproximadamente, 1/3 daquela @btid ensaio 14, que também apresentou
maior valor de ¥;x. Assim, a condicdo em que se obteve um bom remianem termos de

concentracdo de substratop(y= 0,103 g/g), e de biomassapfy= 3,129 g/g), e produtividade
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elevada (@ = 19,88 mg/Lh) foi a do ensaio 14 (Tabela 9). Esessultados obtidos em

fermentacdo em frascos agitados estédo proximostmjobtidos na literatura (Tabela 10).

Tabela 9 — Coeficientes de rendimento para os @nshitidos a partir do planejamento fatorfal 2

apos 96 horas de cultivo & aeruginosd. AMI a 150 rpm com glicerol como fonte de carbono.

_ NaNO; KH:PQ, Yeis  Yex  Qr
Ensaio pH Temperatura

R CN (9/9)  (9'9)  (mg/Lh)
1 2,4 8,43 4,60 30,0 0,0491,012 7,49
2 4,0 8,43 4,60 30,0 0,0560,821 5,98
5 2,4 8,43 7,00 30,0 0,0911,482 11,86
6 4,0 8,43 7,00 30,0 0,0651,363 10,81
7 2,4 27,2 7,00 30,0 0,0460,966 6,92
8 4,0 27,2 7,00 30,0 0,0701,308 10,52
9 2,4 8,43 7,00 37,0 0,029,308 1,34
10 4,0 8,43 7,00 37,0 0,1151,222 6,14
13 2,4 8,43 7,00 37,0 0,0972,508 17,65
14 4,0 8,43 7,00 37,0 0,1033,129 19,88
15 2,4 27,2 7,00 37,0 0,0611,094 7,28
16 4,0 27,2 7,00 37,0 0,0751,757 10,61
17 3,2 17,8 5,80 33,5 0,0862,137 9,08
18 3,2 17,8 5,80 33,5 0,0772,229 9,73
19 3,2 17,8 5,80 33,5 0,0791,732 10,01

Tabela 10 — Coeficientes de rendimentg,f)¥e produtividades volumétricasdara a

producéo de biossurfactantes por espéciédsdadomonas.

Microrganismo  Fonte de carbono ‘P QP Referéncia
. (9/9) (mg/Lh)
P. aeruginosa4T1l Oleo de oliva 2,38 20,0 Manreszall991

P. aeruginos®?Al Glicerol 0,488 18,0 Santos, 2003
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| — Analise de Efeitos

Os dados da Tabela 9 foram analisados estatistitane a Figural0 mostra o
Diagrama de Pareto para efeitos padronizados, mbtidvés d&oftwareStatistica 6.0, para a
producdo de biomassa per aeruginosdcAMI.. Observou-se que as variaveis concentracdo de
fosfato e pH apresentaram efeitos principais sigatif’os, bem como o efeito de interacéo entre

estes. Nitrato e temperatura ndo apresentararoeggnificativos dentro do intervalo estudado.

[AEVIIVITTIVR IV}

(3)pH ,95581

(2)fosfato 1-6,69711
2com3 ,863766
(4)Temperatura
3com4
1 com 3 com4
2com4
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1com4
1 com2com3
1com3
1com?2
(1)nitrato ,0616605

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 10 — Efeitos principais e de interacdo astih partir da relacdo entre os fatores
concentracao de nitrato, concentracdo de fosf&tog pemperatura através de um Planejamento

Fatorial Completo 2+ 3 para a producédo de biomassaRaaeruginosd. AMI.

O efeito negativo da concentracéo de fosfato deeegprovavelmente, ao aumento da
pressdo osmotica do meio de cultivo devido a ekevadcentracdo de sais. D’'Souza-Ault et al.
(1993) estudaram o efeito do estresse osmoticoéstrda adicdo de sais durante o cultivo de
Pseudomonas aerugino2AO1 e verificaram a redugcdo da taxa especificacrdscimento
mediante a adicao crescente de NaCl. Nos ensa&ak(8er Tabela 9), entretanto, houve discreto

crescimento celular, mostrando que esse efeit@@arger dependente da temperatura.
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O pH foi o fator que exerceu maior efeito significa sobre o crescimento celular
(Figura 10). A faixa de pH 6timo de crescimentcedpécies dPseudomonasaria de acordo
com a literatura entre 6,0 e 6,5 (Nitschéteal, 2005).

O Unico efeito de interacdo significativo ocorreure a concentracédo de fosfato e o
pH. Pode-se verificar através da andlise das médaginais (Figura 11) que para pH 4,6 o
efeito do aumento da concentracdo de fosfato exemnagor influéncia sobre a concentracao de
biomassa do que a pH 7,0. Desta forma, verificogteea condicdo em que foi utilizada uma
concentracdo de 27,2 g/L de WD, e pH 4,6 ndo permitiu crescimento celular. Istalsee,
provavelmente, ao efeito do pH sobre a assimilag@dosforo que constitui um nutriente

essencial para o crescimento de microorganismos.
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00t

Conc. Massa Seca (g/L)

_0‘2 L

0,4

8,43 27,2
Conc. Fosfato (g/L)

Figura 11 — Médias marginais obtidas para os fat@@ncentracdo de fosfato e pH para a

variavel-resposta producao de biomassa (pHat;pH 7,0- -).

A analise dos efeitos dos fatores concentracamsfatb e de NaN§) do pH e da
temperatura sobre a tensdo superficial obtida @@d®ras de cultivo € apresentada na Figura 12,
através do diagrama de Pareto.
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(3)pH |
(2)fosfato
2com3

(4)Temperatura

3com4 5,93961

2com4 ,793981
(1)nitrato

lcom?2

lcom4 | -228502
|
1com 3 ,21146$4
|
p=,05

Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 12 — Diagrama de Pareto para a varidvebeapvariacdo da tensédo superficial obtido
através do cultivo dé. aeruginosaLAMI a 150 rpm durante 96 horas de acordo com um
planejamento fatorial*2+ 3.

Dos fatores avaliados, pH, concentracdo de fosfadonperatura apresentaram efeitos
principais significativos sobre a variavel repostaiacdo da tensdo superficial. Os efeitos de
interacdo significativos foram: concentracdo defatos x pH, concentracdo de fosfato x
temperatura e pH x temperatura. A concentracaoitciganndo apresentou efeito significativo,
dentro do intervalo estudado.

Na Figura 13 esta apresentado o Diagrama de Paata a producdo de
biossurfactante (expressa em funcéo da concentdecéamnose).
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(3)pH
(2)fosfato
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1com3

(4)Temperatura
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28443
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p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 13 — Diagrama de Pareto para a variavebstapproducdo de biossurfactante obtido
através do cultivo dé. aeruginosaLAMI a 150 rpm durante 96 horas de acordo com um

planejamento fatorial*2+ 3.

Todos os fatores apresentaram efeitos principgisfgiativos. Os efeitos de interacao
pH x temperatura, concentracdo de nitrato x tentperaconcentracdo de fosfato x pH x
temperatura e concentragao de nitrato x concemtrdedosfato x temperatura. O pH apresentou
efeito positivo, indicando que o pH 7,0 favorecqu@ducéo de biossurfactante. Este resultado é
semelhante a dados de literatura, em que a prodig;éamnolipideo foi 6tima neste pH (Santos,
2003). A reducédo da concentracdo de fosfato fadrkaxel para a producdo de biossurfactante.
Outros autores (Mulligart al., 1989) mostraram que o aumento da relacdo C/Péatrda
reducdo da concentracdo de fésforo favoreceu aipéioddo biossurfactante. A Figura 14 mostra
o efeito da concentracéo de fosfato x pH atravéndiise das médias marginais da concentracao
de biossurfactante. Verificou-se que houve, paraosnos valores de pH, reducdo da producéo de

biossurfactante com o aumento da concentracacstedo
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Figura 14 — Médias marginais obtidas para os fat@@ncentracdo de fosfato e pH para a
variavel-resposta producdo de biossurfactante &r e um planejamento fatorial* Zom

triplicata no ponto central (pH 4;6-; pH 7,0- -).

O efeito estimado para a concentracdo de nitratgtrmo que o aumento da
concentracdo de NaN(ou seja, reducado da razédo C/N, favoreceu a p&odde biossurfactante,
dentro do intervalo estudado. Manretaal. (1991), ao realizarem estudos cinéticos sobre a
producdo de surfactante pBseudomonas aeruginos#T1l utilizando 6leo de oliva como
substrato, verificaram que a reducao da razdo Gfeatou a produtividade de biossurfactante e
reduziu a concentracdo de biomassa. A este faibuiatse a capacidade desta linhagem em
utilizar o nitrato através de respiracdo anaeréhiacondi¢cfes limitantes de oxigénio dissolvido.
Entretanto, o mecanismo dessa regulacdo, bem eaomegcanismo pelo qual ions nitrato afetam

o crescimento celular e a producédo de biossurfegaréio € totalmente conhecido.
Il — Ajuste e Anélise de um Modelo Matemético

A Tabela 11 apresenta os coeficientes de regressac modelo linear proposto para
o crescimento celular. Um modelo polinomial tamiféirproposto para a variavel producao de

biossurfactante e a Tabela 12 apresenta a anélisgcessao.
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Tabela 11 — Coeficientes de regressao para o méidebr proposto para o crescimento celular

de P. aeruginosd. AMI de acordo com um planejamento fatoridl+#3 com triplicata no ponto

central.
Fatores Coeficientes pesvio t(2) p-valor -95,% +95,%
Padréo

Média/Interc. 7,310908 4,720099  1,54889 0,261517 2,9980 27,61985
(2)nitrato -0,963700 1,323155 -0,72834  0,542142 6563 4,72938
(2)fosfato -0,201374  0,139860 -1,43982  0,286577 80&1 0,40040
(3)pH -0,866748 0,756316 -1,14601 0,370413 -4,120B38742
(4)Temperatura -0,202297 0,138350 -1,46222  0,281198,7976 0,39297
1 com 2 0,008826 0,029361 0,30060 0,792089 -0,111513516
1com3 0,140068 0,209155 0,66968 0,572022  -0,759903999
1com4 0,032854 0,038660 0,84982 0,484929 -0,138519919
2com3 0,021330 0,018943 1,12604 0,377105 -0,060210283
2com4 0,004225 0,003959 1,06719 0,397644  -0,01P802126
3com4 0,027130 0,022123  1,22636 0,344854 -0,068112232
1 com 2 com 3 0,000974 0,002272  0,42862 0,709952,0088 0,01075
1 com2com4 -0,000418 0,000779 -0,53690 0,6450%8,0038 0,00293
1com3com4 -0,004920 0,006092 -0,80760 0,504100,0311 0,02129
2com 3 com4 -0,000412 0,000519 -0,79256 0,511118,0026 0,00182

t(2 .0,025)belads 4,30

A avaliagdo da significancia dos coeficientes dalehm pode ser realizada atraves do

teste t e do valor-p para uma probabilidade de 9%#serva-se que nenhum dos fatores foi

significativo, pois todos apresentaram valor p mgiee 0,05. Além disso, os valores do teste t

foram inferiores ao valor tabelado, o que indica @s fatores ndo séo significativos. Assim,

conclui-se que o modelo proposto para a producdoiaieassa ndo se ajustou bem aos dados

experimentais obtidos.
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Tabela 12 — Coeficientes de Regressdo para o mdidelar proposto para a producdo de

biossurfactantes pét. aeruginosd. AMI de acordo com um planejamento fatoriaH.

Fatores Regressao Desvio t(2) p -95,% +95,%
Padrao.

Média/Interc. 22595,01 2641,184 8,5549 0,013390 3091 33959,11
(1)nitrato -2660,97 740,386 -3,5940 0,069449  -5846, 524,66
(2)fosfato -704,45 78,260 -9,0013 0,012118 -1041,1867,72

(3)pH -2848,32 423,205 -6,7304 0,021371  -4669,2327)42

(4)Temperatura -755,68 77,415 -9,7615 0,010332 8108 -422,59
1com?2 42,35 16,429 2,5774 0,123302 -28,34 113,03
1com3 120,76 117,035 1,0318 0,410594 -382,80 3@24,
1com4 94,33 21,633 4,3606 0,048775 1,25 187,41
2com 3 82,66 10,600 7,7984 0,016049 37,05 128,27
2com4 23,67 2,215 10,6837  0,008648 14,14 33,20
3com4 104,65 12,379 8,4542 0,013704 51,39 157,92

1com2com3 6,03 1,271 4,7404 0,041735 0,56 11,50

1 com2com4 -2,25 0,436 -5,1597 0,035570 -4,12 ,37-0

1 com3com4 -5,91 3,409 -1,7344 0,224978 -20,58 ,76 8

2 com 3 com 4 -3,11 0,291 -10,6870  0,008642 -4,36 1,86-

;0,025 tabelads= 4,30

Dentre os fatores estudados, os efeitos princig@isoncentracdo de fosfato, pH e

temperatura foram significativos, os efeitos dermtdo de segunda ordem, concentracdo de

nitrato x temperatura, concentracao de fosfato xqadcentracdo de fosfato x temperatura e pH

X temperatura e os efeitos de interacdo de teroeii@m concentracdo de nitrato X concentragcao

de fosfato x pH, concentracdo de nitrato x conegéty de fosfato x temperatura e concentragéo

de fosfato x pH x temperatura, também se mostraignificativos. O valor do coeficiente de

correlagéo foi de 0,7108, com uma percentagem acé@ explicada pela regressédo de 50,51%.

A andlise da variancia (Tabela 13) mostrou, aigda, houve falta de ajuste do modelo proposto,

visto que 0 valor Hicuiado (Tabela 13) foi maior do que Oufeladce A Figura 15 mostra a
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distribuicdo de residuos que apresenta tendémearlindicando que o teste F para o modelo néo

foi significativo.

Tabela 13 — Analise da variancia para um ajustéen@oial para a variavel producdo de

biossurfactante com. aeruginosd. AMI de acordo com um planejamento fatoriaH23.

Fatores Somas Medias F p-valor
Quadraticas Quadraticas
(2)nitrato 74981 74981 35,719 0,026873
(2)fosfato 1208572 1208572 575,734€,001732
(3)pH 3204261 3204261 1526,43D,000654
(4)Temperatura 50032 50032 23,834 0,039489
1com?2 3452 3452 1,645 0,328247
1com3 13316 13316 6,343 0,128055
1com4 50032 50032 23,834 0,039489
2com 3 8871 8871 4,226 0,176128
2com4 40994 40994 19,529 0,047582
3 com4 260971 260971 124,32(,007948
lcom2com3 47172 47172 22,471 0,041735
lcom2com4 55886 55886 26,623 0,035570
lcom3com4 6315 6315 3,008 0,224978
2com3com4 239753 239753 114,2120,008642
Falta de Ajuste 130816 65408 31,159 0,031096
Erro Puro 4198 2099
Total 5399623

F10,9,0,05~ 3,14 ©k0,05= 19,33
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Figura 15 — Distribuicdo de valores residuais v&rsalores preditos pelo modelo proposto
referente aos efeitos dos fatores concentracadtideone de fosfato, pH e temperatura para a
producéo de biossurfactantes poraeruginosd AMI de acordo com um delineamento fatorial
completo 3

Tabela 14 — Coeficientes de regressao para 0 mguelposto para a variagdo da tenséo
superficial obtido a partir do cultivo d& aeruginosad ,AMI de acordo com um planejamento
fatorial 2 + 3.

Fatores Regressagesvio Padréo t(4) p -95,%  +95,%
Média. -144,315 28,93895 -4,9869 0,00756024,662-63,9673
(1)nitrato 2,262 8,11227 0,2788 0,7942120,262 24,7850
(2)fosfato 11,423 0,85748 13,3216 0,00018%042 13,8039
(3)pH 26,781 4,63698 5,7756 0,0044d3,907 39,6557
(4)Temperatura 4,586 0,84822 5,4064 0,005662,231 6,9409
1com?2 0,183 0,18001 1,0189 0,365863,316 0,6832
1com3 -0,934 1,28233 -0,7287 0,506564,495 2,6259
1com4 0,020 0,23703 0,0828 0,938026,638 0,6777




2com 3 -1,749 0,11614 -15,0593000113 -2,071 -1,4263
2com4 -0,285 0,02427 -11,7206000303 -0,352 -0,2171
3com4 -0,694 0,13563 -5,1191 0,006891,071 -0,3177
1*2*3 0,010 0,01393 0,6972 0,5240740,029 0,0484
1*2*4 -0,008 0,00478 -1,6268 0,1791070,021 0,0055
1*3*4 0,016 0,03735 0,4316 0,68827€0,088 0,1198
2*3*4 0,044 0,00318 13,7448 0,00016D,035 0,0526
ta0.02= 2,78
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Os fatores que se mostraram significativos parar@wel-resposta tenséao superficial

foram concentracao de fosfato, pH e temperatusietaracdes entre concentracao de fosfato x

pH, concentracao de fosfato x temperatura, pH »pésatura e concentracédo de fosfato x pH x

temperatura (Tabela 13). A Tabela 15 apresentaalisarde variancia para o modelo proposto

para a tensao superficial.

Tabela 15 — Analise da variancia para a varidvabasta tensdo superficial obtido a partir do

cultivo deP. aeruginosa. AMI de acordo com um planejamento fatorial compl&t+ 3.

Fatores Soma-s Média-s )
Quadréticas  Quadraticas

(2)nitrato 0,7225 0,7225 2,8669 0,165669
(2)fosfato 48,9994 48,9994 194,4337 0,000153
(3)pH 113,7778 113,7778 451,4800 0,000029

(4)Temperatura  0,9344 0,9344 3,7080 0,126453
1 com 2 0,3803 0,3803 1,5090 0,286629
1 com 3 0,7225 0,7225 2,8669 0,165669
1 com4 0,0803 0,0803 0,3185 0,602627
2com 3 128,4444 128,4444 509,6786 0,000023
2com4 53,2900 53,2900 211,4593 0,000130
3com4 5,2900 5,2900 20,9912 0,010171

1*2*3 0,1225 0,1225 0,4861 0,524074
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1%2*4 0,6669 0,6669 2,6465 0,179107

1*3*4 0,0469 0,0469 0,1863 0,688276

2*3*4 47,6100 47,6100 188,9206 0,000162
Erro 1,0080 0,2520

Total 402,0960

A Figura 16 apresenta os valores preditessusvalores observados com relacdo a

tensdo superficial. O modelo proposto para a tesggerficial € dado pela equacéo (3).

TS=1143, + 2672, + 459, — 175x,X, — 0,285, — 0694X, + 0044,x,X, —14432 Eq. (3)

A percentagem de variacdo das medidas em tornocéd@ardada pelo modelo foi de

98,87% com um coeficiente de correlacédo de 0,9975.
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Figura 16 — Valores preditos e observados obtidparir de um modelo polinomial proposto

para a variavel resposta tenséo superficial delaamm planejamento fatorial complefo+3.

A Figura 17 mostra o comportamento da tensdo do@rém funcao da temperatura

e do pH para concentracdes de,RB, de 8,43 g/L e NaN§de 4 g/L de acordo com a equacédo
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3. Pode-se observar que para uma temperatura 8€ 87pH 7,0 a tensdo superficial atingiu
valores de até 34 mN/m. Este valor ndo representenséo superficial minima obtida a partir do
planejamento (30 mN/m), entretanto verificou-se aatip dos coeficientes de rendimento e
produtividade volumétrica obtidos, que esta coraligdoreceu a producdo de biossurfactante
(ver Tabela 9, ensaio 14). Portanto, assumiu-s@ ¢oeihor condicdo aquela em que se obteve a
maior producdo de biossurfactante, sendo que dae&al das propriedades tensoativas do

biossurfactante produzido sob este condicdo seldada através da determinacéo do indice de
emulsificacdo e da atividade emulsificante.
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Figura 17 — Superficie de resposta obtida a pdatiequacao 3 para a variavel-resposta tenséo
superficial com fatores fixos de KFO, = 8,43 g/L e NaN@= 4,0 g/L.

4.3 — Efeito de diferentes fontes de nitrogénio smo crescimento celular e a producéo do
biossurfactante

Foram avaliadas trés fontes de nitrogénio sobrerescomento e producdo de

biossurfactantes pd?. aeruginosaLAMI. A Tabela 16 apresenta a producao de biomasda
ramnolipideos de acordo com a fonte de nitrogénio.
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Tabela 16 — Producao de biomassa, de ramnolipigit fenal obtidos a partir do cultivo de.
aeruginosaLAMI durante 96 horas sob agitacdo de 150 rpm &3@m meio contendo 2,4 g/L
da fonte de nitrogénio, 3,0 g/L de KPD,, 7,0 g/L de KHPQ,, 0,2 g/L de MgS@7H,0, 5 %
(v/v) de glicerina e pH 7,0.

Fonte de nitrogénio Biomassa (g/L) Ramnolipideo (nig) pH final

NaNG; 0,693 1338,32+ 29,81 7,72
(NH4)2SOy 0,780 1138,22+ 26,69 5,77
Peptona 0,626 1020,96+ 9,80 6,98

Todas as fontes de nitrogénio suportaram o crestameelular, obtendo-se melhor
producdo de biomassa com o sulfato de aménio (ddk#). Pode-se observar que o pH final
variou de acordo com a fonte de nitrogénio util&za8l producdo de biossurfactante com nitrato
de sddio foi maior comparativamente as demais somepreferéncia por nitrato de sodio para a
producdo de ramnolipideos pBseudomonag bastante estudada na literatura (Manetsa,
1991, Mulligan e Gibbs, 1989, Chayabugtaal, 2001), sendo a sua maior eficiéncia atribuida a
possibilidade de assimilar o nitrato através de denitrificante sob condi¢es limitantes de

oxigénio (Hernandez e Rowe, 1987).

4.4 — Estudo da Cinética de Crescimento Celular, Bducéo de Biossurfactante e Consumo

de Glicerol por P. aeruginosaLAMI.

O perfil da cinética de crescimento celular, prédude biossurfactante e consumo de
glicerol para o ensaio 14 (Tabela 9) estd aprederma Figura 18. A Tabela 17 mostra os

coeficientes de rendimento para o ensaio 14 amlde@®6 horas de cultivo.
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Figura 18 — Cinéticas de crescimento celular, pgadude biossurfactante e consumo de glicerol
paraP. aeruginosd. AMI de acordo com o ensaio 14 ([NahG 4,0 g/L, [KHPOy] = 8,43 g/L,
pH7,0eT=37°C).

Tabela 17 — Coeficientes de rendimento obtidos ParaeruginosaLAMI obtidos a partir da
cinética de crescimento celular e producdo de bifssgantes de acordo com o ensaio 14
(INaNGQ;] = 4,0 g/L, [KH,POy] = 8,43 g/L, pH 7,0 e T = 37 °C).

Tempo (h) Yeis(9/9) Yeix (9/9) Qo (mg/Lh)
0 0 0 0
24 0,098 0,810 13,44
48 0,107 2,031 26,65
72 0,116 3,040 31,94
96 0,086 2,811 21,46

Observou-se que a producdo de ramnolipideo inidicante a fase exponencial de
crescimento (24 horas) (Figura 18). A fase estariariniciou em 72 horas, onde se atingiu um
maximo de concentracao de ramnose (2,3 g/L). Hoameumo total de glicerol com 96 horas de

crescimento.
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Observou-se que os coeficientes de rendimentoredaividade volumétrica foram
maximos (¥,x = 3,040 g/g, ¥is= 0,116 g/g e = 31,94 mg/Lh) com 72 horas de cultivo,
ocorrendo uma reducdo com 96 horas de cultivo (&a®, o que pode ser atribuido a escassez
de substrato no meio e consumo do biossurfactante substrato (Figura 18). Santa Amal.
(2005) obtiveram, corR. aeruginosaPAl cultivada em meio sintético contendo gliceramno
fonte de carbono, um valor de,¥maximo em torno de 0,13 g/g com uma razdo C/Nvatgnte
a 60. Manresa&t al. (1991), ao cultivaiP. aeruginosa44T1 em meio contendo 0leo de oliva
como substrato obteve produgdo maxima de ramnebpide 10 g/L e ¥Wx de 2,38 g/g.
Verificou-se, portanto, que os rendimentos obtifmsam proximos a dados da literatura,
indicando que a condicdo utilizada foi adequada @amproducdo de biossurfactante por
aeruginosaLAMI. A Figura 19 mostra a cinética realizada cofitegol PA sob as mesmas
condic¢des de cultivo que o ensaio 14 ([NaN©4,0 g/L, [KH,PO,] =8,43 g/L, pH7,0e T = 37
°C) e [glicerol] = 23,9 g/L).
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Figura 19 — Cinética de crescimento celular e pradue biossurfactante pafaeudomonas sp
LAMI com glicerol PA sob as condi¢Ges de cultivoattsaio 14 ([NaNg) = 4,0 g/L, [KH,PQy]
=8,43¢g/L, pH 7,0, T = 37 °C e [glicerol] = 23,40
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Observou-se que a producgéo de biossurfactante boanaf) PA foi menor (1,54 g/L)
do que a obtida com a glicerina oriunda da produighbiodiesel (2,3 g/L). A este fato pode-se
considerar que a auséncia de micronutrientes, céejoZn e Ca, que sdo constituintes da
glicerina (Tabela 5), interferiram na producéo aimmolipideos poP. aeruginosd AMI (Figura
19). A curva de crescimento mostrou a presencande fase lag até 8 horas de cultivo para o
glicerol PA (Figura 20). A isto atribuiu-se a nesidade das células em se adaptarem a condicéo
de reduzidas concentracdes de micronutrienteseténto, a linhagem foi capaz de crescer e
produzir glicolipideos no meio formulado.

114 T T T T T T T T T T T T T
{ | —w— glicerol PA

1,24 | —®—glicerina " |

1,01 4
/:,\ B
=] i _
=t 0,8 . .
(&) 4 4
3 —
< 0.6 -
2]
)
o
= 4

T T T T T

30 40 50 60 70 80
Tempo (h)
Figura 20 — Cinéticas de crescimento celular garaeruginosaLAMI com glicerol PA e

glicerina sob as condic¢des de cultivo do ensai(iNdNO;] = 4,0 g/L, [KH,POy] = 8,43 g/L, pH
7,0, T =37 °C e [glicerol] = 23,9 g/L).

Avaliaram-se diferentes razGes entre carbono egétrio (C/N) sobre o crescimento
celular, producéo de biossurfactante e consumdickr@. A Figura 21 mostra o comportamento

do crescimento celular com relacdo a diferentésesaZ/N.
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Figura 21 - Comportamento do crescimento celulan gelacdo a razdo C/N em cultivo
submerso d@. aeruginosd. AMI a 150 rpm e 37 °C.

Pode-se observar que o crescimento celular foi megi@ as razdes C/N 86 e 59. A
producdo de biomassa para as demais razbes C/iM favaco influenciadas pela variacdo da
concentracao de nitrato (2,4 e 4,0 g/L) (Tabela 18)

Tabela 18 - Producdes de biomassa a partir dwewtil50 rpm &7 °CdeP. aeruginosd. AMI
em meio formulado com glicerina como fonte de cacbe NaNQ como fonte de nitrogénio
utilizando razdes C/N de 86, 59, 36 e 21.

Razéo C/N Biomassa (g/L)

21 0,722+ 0,0035
36 0,78+ 0,031

59 0,620+ 0,022
86 0,536+ 0,028

Manreseet al. (1991), ao cultivaP. aeruginosat4T1 em meio contendo 6leo de oliva
como substrato observaram que a reducao da rakBita@ireceu a producdo de ramnolipideos,

obtendo uma razdao C/N Gtima equivalente a quatnoa Hipétese para explicar este efeito € a
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possivel reducdo de nitrato por respiracdo anaersdid limitacdo de oxigénio por linhagens
bacterianas denitrificantes (Hernandez e Rowe, )1982quacédo (4) representa 0 processo de

denitrificac@o (Barber e Stuckey, 2000).

5(c +2H,0+4NO; - 2N, +40H"~ +5CO, Eq. (4)

organico)

Pode-se verificar que a denitrificacéo altera odoHneio, através da liberacdo de ions
hidroxila, que é proporcional as concentracdesatbono e de nitrato iniciais, sendo este fato
verificado por Barber e Stuckey (2000) em um precede remocdo de nitrogénio para
tratamento de efluentes sob condicbes anoxicasor@partamento do pH durante o cultivo
(Figura 22) sugeriu que o microrganismo utilizouota de denitrificacdo para assimilacdo de
nitrato. A Figura 22mostra que o pH aumentou durante a fase exponemiabdos 0s ensaios.
Na fase estacionaria, o pH diminuiu para 0s ensaosmenor concentracdo de nitrato (1,0, 1,45
e 2,4 g/L) e, para os ensaios em que se utilizowgA4, de NaN@, o pH manteve-se constante.
Além disso, 0 ensaio com maior concentracdo dergli¢C/N = 21) apresentou pH final maior
do que aquele cuja concentracdo de glicerol foion@/N = 12 e concentracdo de glicerol de 24
g/L) (Figura 23).
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Figura 22 - Comportamento do pH de um cultivdiPdeeruginosd AMI durante 72 horas a 150
rpm e 37 °C em meio de cultivo contendo glicerahodonte de carbono e NaN©omo fonte

de nitrogénio e sob diferentes razdes C/N.
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Figura 23 — Comportamento do pH de um cultivdPd@eruginosad_,AMI durante 96 horas sob
agitacao de 150 rpm e 37 °C em meio de cultivoerwd glicerol como fonte de carbono e

NaNG; como fonte de nitrogénio para uma razdo C/N = 12.



71

Entretanto, a assimilacdo de nitrogénio a partiniti@to, pode ser realizada também
através da reducao a aménia (Mulligetnal, 1989). Este processo ocorre em duas etapas que
estao representadas pelas equacdes 5 e 6 (BéBherkey, 2000).

NO; - NO; + 050, Eq. 5

NO, +2H* +H,0 - NH, +150, Eq. 6

Pode-se verificar que ambos os processos de asshnitle nitrogénio podem
alterar o pH do meio de cultivo. Portanto, o0 mes@o de assimilacdo de nitrato ndo é

totalmente evidente.

Além da concentragdo de nitrogénio, a concentragiial de glicerol também
exerceu influéncia sobre o crescimento celulardsaque a fase estacionaria se iniciou com 72
horas de crescimentgara o ensaio realizado com concentracao iniciagjlderol de 24 g/L
(Figura 19), enquanto que para os ensaios em quidizeu uma concentracdo de glicerol maior

(42 g/L) a fase estacionéria de crescimento fagada com 48 horas de cultivo.

O consumo de glicerol esta apresentado na Figur®Bdervou-se que os perfis de
consumo de glicerol foram semelhantes para todaszges C/N avaliadas. O consumo de

glicerol também néo foi afetado pela variacdo decentracédo de nitrogénio.
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Figura 24 - Perfil do consumo de glicerol a pattrcultivo submerso de. aeruginosaL,AMI a
150 rpm e 37 °C com glicerol como fonte de carberMdaNQ como fonte de nitrogénio para

diferentes razbes C/N.

Os resultados previamente obtidos mostraram qadugéo da razdo C/N favoreceu a
producdo de biotensoativos. As Figuras 25 a 29framaso perfil do crescimento celular e da

producéo de biossurfactantes com relagéo a ra2éo C/
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Figura 25 - Cinética de crescimento celular e pcadude biomassa a partir de um cultivaPde

aeruginosa_LAMI a 150 rpm e 37°C para uma razao C/N = 86.
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Figura 26 - Cinética de crescimento celular e pcadude biomassa a partir de um cultivaPde

aeruginosa_LAMI a 150 rpm e 37°C para uma razao C/N = 59.
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Figura 27 - Cinética de crescimento celular e pcaddude biomassa a partir de um cultivaPde

aeruginosa_AMI a 150 rpm e 37°C para uma razdo C/N = 36.
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Figura 28 - Cinética de crescimento celular e pcadude biomassa a partir de um cultivaPde
aeruginosa_AMI a 150 rpm e 37 °C para uma razdo C/N = 21.
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Figura 29 - Cinética de crescimento celular e pcaddude biomassa a partir de um cultivaPde

aeruginosa_AMI a 150 rpm e 37 °C para uma razdo C/N = 12.

O acompanhamento cinético do crescimento celulda sintese de biossurfactante
mostrou que houve producdo de biossurfactante ta dar 24 horas de cultivo para todas as
condicbes, ou seja, a producdo deste bioprodutinismu antes da fase estacionaria de
crescimento. Desta forma, sugere-se que a singebesisurfactante seguiu uma cinética mista,
semi-associada ao crescimento. Saetoal. (2003) verificaram comportamento semelhante ao
cultivar P. aeruginoséPAl em meio sintético com glicerol como fonte deboao e nitrato de
sodio como fonte de nitrogénio em biorreator dechda.

4.5 — Avaliacéo do biossurfactante produzido quantapacidade de emulsificar hidrocarbonetos

A Figura 30 mostra o comportamento do indice delgfruacdo frente a querosene

utilizando meio de cultivo livre de células de ted® ensaios realizados.
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Figura 30 — Valores de indice de emulsificacdo ieidaide emulsificante com querosene
comercial com meio de cultivo livre de célulasRlaeruginosd_ AMI para os ensaios realizados

de acordo com planejamento fatoriah23.

O indice de emulsificacdo determina a capacidadéidemulsificante em formar
emulsdes. Os resultados mostraram grande variagé® @ ensaios. Isso pode ser observado
através dos ensaios 2, 3, 4, 9, 11, 12 e os pa#ngais que nao apresentaram valores
mensuraveis de indice de emulsificacdo. Para osidensaios, o indice de emulsificagédo variou
de 55 % a 65 %, em média, com exce¢do apenas dm €y que apresentou valor desHe
20,83%. Costaet al. (2006) obtiveram indice de emulsificacdo com gsene de,
aproximadamente, 70 %, para producdo de ramnotipideartir de 6leo de andiroba, e de 65 %

para biossurfactante obtido a partir de 6leo déiputilizandoP. aeruginosd.BI.

O efeito dos fatores estudados também foi veriiceabre a atividade emulsificante,
gue determina a capacidade do biossurfactante pidmdem formar emulsdes 6leo-agua. Neste
método, a turbidez promovida pela dispersdo dadksena fase aquosa € determinada através
da medida da absorbancia a 540 nm. Verificou-se lyjpeve relacdo entre a atividade
emulsificante e indice de emulsificagdo (Figura, ) seja, aqueles ensaios em que houve
formacé@o de emulsédo apresentaram elevada ativetadésificante, com um valor maximo de 3
unidades (ensaio 14), verificando-se que 0 bioastamte produzido a partir deste ensaio possui

boas caracteristicas emulsificantes. O EnsaiotBtanto, apresentou atividade emulsificante de
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1,06 unidades sem apresentar indice de emulsiticag@aral et al. (2006) obtiveram valor
maximo de atividade emulsificante de, aproximaddeehunidades com n-hexadecano em meio
YPD ap6s 50 horas de cultivo d@arrowia lipolyticaa 250 rpm. Liposan, um bioemulsificante
obtido porCandida lipolytica apresentou atividade emulsificante com n-hexadedke 0,98
unidade quando cultivada em meio YNB suplementamn 6 % de 6leo de soja (Cirigliano e
Carman, 1985). Assim, observa-se que o biossunf@ctabtido mostrou boa afinidade para a

formacao de emulsdes com querosene.

Além do querosene, o biossurfactante obtido arpastiensaio 14 ([NaN{ = 4,0
g/L, [KH2POy] = 8,43 g/L, pH 7,0 e T = 37 °C), apresentou bgioseemulsificante para emulses
formadas com substratos de origem vegetal (Olesoffee éster metilico), bem como com 6leo
nafténico (NH20) de origem mineral. A Figura 31 masjue o indice de emulsificacdo foi de,

aproximadamente, 65 % para todos os substratosades] com excecdo do 6leo de mamona.

QUEROSENE OLEO DE MAMONAOLEO DE SOJA ESTER METILICO NH20

Figura 31 — indice de emulsificagdo com diferemstaisstratos hidrofébicos realizados em meio
de cultura livre de células obtido de acordo coemsaio 14 ([NaNg) = 4,0 g/L, [KH:PQ] =
8,43 g/L,pH7,0e T =37°C).



78

4.6 — Purificacdo dos Biossurfactantes obtidosGromatografia em Coluna e Cromatografia em
Camada Delgada.

Os extratos obtidos por extragdo liquido-liquidoafo submetidos a separacéo
cromatogréafica com silica gel 60 como adsorvengefrAcdes obtidas a partir da coluna foram
analisadas por cromatografia em camada delgada XQB revelou a obtencdo de dois
compostos majoritarios. A Figura 32 apresentapmsdessas fracdes em CCD, revelando duas
zonas distintas relativas aos produtos obtidos. r@dyto 2 foi submetido & andlise por
ressonancia magnética nucleat (RMN-H'!, 300MHz, CQOD). O Produto 1 purificado foi

obtido em quantidade muito pequena impossibilitamdbtencdo de um espectro de RMN-H

‘e

A B C
Figura 32 — Cromatografia em camada delgada dosalgideos produzidos pét. aeruginosa

LAMI com glicerol como substrato e cultivo de 72&® a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm. A —
Produto 1; B — Mistura 1 + 2; C — Produto 2.
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1 Monoramnolipideo R =H

2 Diramnolipideo R=

Figura 33 — Estruturas de mono (Rhgo) e diramnolipideos (Rha-RhaC,0) (Sharmagt al
2007).

Os deslocamentos quimicos foram semelhantes ai®®ipor um espectro de RMN
H' de ramnolipideos produzidos p@seudomonasp GRR cujas estruturas estdo apresentadas
na Figura 33 (Sharnet al, 2007). Desta forma, analisando-se o espectroMié-R* (Anexo D)
verificou-se que ocorreu um tripleto edy 0,95 com integracdo para 6 hidrogénios,
correspondendo a presenca de duas metilas terrdmasdeia alifatica (nimero 1 Figura 33). Os
hidrogénios referentes ao grupamento, QHimero 2 Figura 33) na cadeia carbdnica que possu
uma ligacéo éster formaram um multipleto &p2,55, com integracéo referente a 4 hidrogénios,
correspondendo a presenca de dois grupamentos. Wi@rogénios dos grupamentos LCitie
iniciam a cadeia alifatica (namero 4 Figura 33)egpntarandy 1,65 e também apresentaram
integracao de, aproximadamente, 4 hidrogénios sporelendo a dois grupos. A diferenca de
deslocamentos quimicos entre os grupos Géle-se a presenca dos atomos de oxigénio das
ligacdes éster e carbonila que tornam os hidrogéigados aos atomos de carbono préximos a
estes grupos oxigenados mais desprotegidos. OsgBitios ligados a atomos de carbono
oxigenados, tipo H-CO, apresentaram deslocamenigsiaps em uma faixa de 3,3 a 4,15,

correspondendo aos hidrogénios da molécula de eni@m como, aos prétons ligados aos
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atomos de carbono ligados aos grupos éster e dlabArintegracdo sugere a presenca de duas
unidades de ramnose (Figura 33). Entretanto, coféhio ligado ao carbono localizado na
posicao 3’ (Figura 33) apresedab5,29 sob a forma de um penteto, cuja integracéivagnte a

1 indica a presenca de um unico grupamento dgste@is atomos de hidrogénio ligados a cadeia
alifatica (namero 5 Figura 33), bem como, ao gropdila da unidade de ramnose, apresentaram
oy 1,30 na forma de multipletos. A integracdo indiogwe as cadeias carbonicas laterais
possuem, provavelmente, 10 atomos de carbonos.efempca de hidrogénios cody 4,96
confirma a presenca de atomos de carbono anom@ricoero 6 Figura 33). Entretanto, o
deslocamento referente ao hidrogénio da moléculagim ficou superposto ao sinal daquele
hidrogénio, impossibilitando a quantificacdo desatsavés da integracdo do pico. Assim,
observou-se que o espectro de RMN4fdrneceu uma elucidacdo parcial da estrutura, que
apresenta caracteristicas de uma molécula de ditgigeo (acido 2-Qx-L-ramnopiranosile-
L-ramnopiranosile-hidroxidecanoile-hidroxidecandico). A caracterizacdo estrutural plata

pode ser obtida através da anélise conjunta detespele infravermelho e RMN*&
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5 — CONCLUSOES

A producéo de ramnolipideos foi favorecida atrade@sitilizacdo do nitrato de sodio
como fonte de nitrogénio e a avaliagdo das condiglie cultivo sobrd®. aeruginosaLAMI
mostrou que reduzida razao C/N, concentracéo datdode 8,43 g/L, concentracao de nitrato de
4,0 g/L, temperatura de 37 °C e pH 7,0 apresentpradutividade maxima de 31,94 mg/Lh de
ramnolipideo, ¥ = 3,04 g/g e ¥)s= 0,116 g/g com 72 horas de cultivo. A maior pigihude
biossurfactantes com a reducgéo da razdo C/N sugsripossivel rota de denitrificacdo para a

assimilacéo do nitrato.

O emprego do planejamento experimental como femganenostrou-se eficiente
guanto a analise de efeitos sobre as variaveigstsdproducdo de biomassa, producdo de
biossurfactante e tensdo superficial), entretanfiy foi possivel a otimizacdo da tenséo
superficial, bem como, a obtencdo de um modelo métteo para a producdo de
biossurfactantes, pois 0 modelo proposto ndo stoajlaos dados experimentais, sendo possivel

gue ele seja muito simples para descrever o fendmagn estudado.

As propriedades tensoativas do biossurfactanteidatie emulsificante e indice de
emulsificacdo foram funcdo das condi¢Bes nutrig@aaambientais, obtendo-se maior indice de
emulsificagcéo (&) equivalente a 70 % e atividade emulsificante @& Bnidades. Além disso,

o biossurfactante foi capaz de formar emulsdes &mnde, aproximadamente, 60 % com Oleo
de soja, éster metilico, 6leo nafténico (NH20)eEstsultados mostraram que o biossurfactante
produzido apresentou boas caracteristicas emalsiés para emulsificar hidrocarbonetos de

origem mineral e 6leo vegetais.

A silica gel 60 mostrou-se um adsorvente adequada @ isolamento e purificacdo
dos ramnolipideos produzidos poraeruginosa AMI. O espectro de RMN Hdo composto de
maior polaridade mostrou que a estrutura do rampiu@o foi semelhante a estrutura de um
diramnolipideo Rha-Rha:@10. Entretanto, o espectro de RMN ebnstituiu apenas uma etapa

preliminar da caracterizacdo da estrutura dos répideos.

Com base nos resultados obtidos neste trabalhaeaiga resultante do processo de

transesterificacdo do 6leo de mamona, cuja com@osigntém micronutrientes, tais como, ferro,
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7

zinco, célcio, magnésio e enxofre, € uma fonte albano e de nutrientes adequada para o

crescimento e producéo de biossurfactante®paeruginosd.AMI.
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6 — TRABALHOS FUTUROS

A realizacéo deste trabalho permitiu a aberturaal@s linhas de pesquisa dentro do tema
estudado:
- Avaliar o processo fermentativo em biorreator aipalos resultados obtidos em
frascos agitados;
- Aprimorar as técnicas de purificacdo do biossuafatet;
- Realizar a caracterizagéo estrutural do biossanfidéetpurificado;
- Caracterizar os fatores de viruléncia que a linhmgmpregada sintetiza, tais como,
fenazinas e proteases;
- Avaliar o cultivo deresting cells livres ou imobilizadas, da linhageAseudomonas

sp LAMI utilizando a glicerina como fonte de carboaautrientes.
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ANEXO A - Curva padrédo de biomassa pBraaeruginosa_AMI obtida a partir do cultivo em

caldo nutritivo sob agitacéo de 150rpm a 30°C kofas de cultivo.
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Y=A+B*X

1.2 Parametro  Valor Erro N
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ANEXO B — Curva padrao de ramnose obtida de acordo comdmétrcinol-sulfurico
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Y=A+B*X
7 Parametro  Valor Erro
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ANEXO C - Cromatograma obtido para o glicerol a partiadélise em HPLC com agua MiliQ

como fase mdvel.
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ANEXO D - Espectro de RMN Hem solvente CEDD do ramnolipideo produzido pdt.
aeruginosaLAMI referente ao produto 2 obtido por CCD.
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