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Resumo

RESUMO

Os surfactantes produzidos por micro-organismos apresentam as mesmas caracteristicas dos
surfactantes sintéticos, sendo capazes de reduzir a tensdo superficial em solu¢des aquosas e
em misturas de hidrocarbonetos Neste trabalho estudou-se a producdo de biossurfactante por
fermentacdo de gorduras provenientes de flotadores de estacdo de tratamento de efluentes de
abatedouros de aves e suinos, contendo 19,48 g/l de gordura e 0,2 g/L. de nitrogénio.
Avaliou-se a produgdo de raminolipideo empregando duas linhagens de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027 e 10145) em relacdo as varidveis de processo: concentragdo de
efluente gorduroso, concentracdo de nitrogénio, pela adicdo de nitrato de amonio, e
concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual, aplicando um planejamento fatorial
(PF) e um planejamento composto central (PCC). Os experimentos ocorreram em um reator
batelada, modelo B. Braun International com volume ttil de 1,5 L para fermentagdes em 48
horas com nivel de aeracdo de 0,5 vvm, velocidade de agitacdo de 550 rpm e concentragdo
inicial do micro-organismo de 1,0 £ 0,2 g/LL de células. Os resultados do PF mostraram que a
linhagem Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 apresentou-se como a mais eficiente para
produzir biossurfactante em relacdo a ATCC 9027, pois nas mesmas condicdes das varidveis
de processo, a linhagem ATCC 10145 conseguiu produzir 0,94 g/L. a mais de raminose e
reduzir em 0,8 dina/cm a tensdo superficial do meio em relacdo ao resultado obtido pela
ATCC 9027. Além disso, a linhagem ATCC 10145 apresentou indice de emulsificagdo de
100% e crescimento celular 1,17 g/L a mais que ATCC 9027, apresentando um produc¢do do
raminolipideo parcialmente associada ao crescimento celular, com o melhor tempo de
fermentacdo de 48 horas. Com a linhagem escolhida pelo PF, fez-se uma otimizag¢do dos
resultados em um PCC. As varidveis utilizadas no PCC foram: concentragao de efluente,
concentracdo de nitrato de amonio e concentragdo de levedura cervejeira autolisada residual.
Na otimizacdo dos resultados, a melhor concentracdo de efluente para a producdo do
biossurfactante com Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 foi de 60 g/L, com concentragdao
de levedura cervejeira autolisada residual de 15 g/L, sem a adicdo de nitrato de amdnio como
fonte de nitrogénio, alcangando 3,84g/L. de raminose e 100% de indice de emulsificagao.

Palavras-chave: Biossurfactante, efluente gorduroso, raminose.

viii



Abstract

ABSTRACT

Surfactants produced by microorganisms have the same characteristics of synthetics
surfactants, both are able to reduce surface tension in aqueous solutions and at hydrocarbon
mixtures. In this work biosurfactant production was studied by fermentation of fats from
slaughters house's floaters in a treatment plant effluents, what contains 19.48% of fat and 0.2
g/L of nitrogen used to Rhamnolipid using two Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 and
ATCC 10145) in relation to the process variables: concentrations of fatty effluent, nitrogen by
ammonium nitrate addition, brewery residual yeast, using a complete factorial experimental
design and central composite design (CDD). The experiments were carried out in the
bioreactor model B. Braun International with working volume of 1.5 L for 48 hours with
aeration level of 0.5 vvm, agitation speed of 550 rpm and initial concentration of micro-
organism was 1.0 = 0.2 g/L cells. The results of factorial experimental design showed that the
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 was more efficient than ATCC 9027, because for the
same conditions of process variables, the strain ATCC 10145 was able to produce 0.94 g/L.
rhamnose more than ATCC 9027, and was capable to reduce the superficial tension to 0.8
dyne/cm in relation to the result obtained by ATCC 9027. Furthermore, strain ATCC 10145
showed emulsifying activity of 100% and cell growth of 1.17 g/LL more than ATCC 9027,
with production of rhamnolipid partially associated to cell growth, and the best fermentation
time of 48 hours. From the strain chosen in the factorial experimental design, the optimization
of results was carried out in a CCD. The variables used in the CCD were: concentrations of
fatty effluent, ammonium nitrate, and brewery residual yeast. In the optimization of the
results, the best concentration of fatty effluent for the biosurfactant production by
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 was 60 g/L, with concentration of brewery residual
yeast 15 g/L, without the addition of ammonium nitrate as a source of nitrogen, producing
3.84 g/L thamnose and 100% for emulsifying activity.

Keywords: Biosurfactant, fatty effluent, rhamnose.

X



CAPITULO 1
INTRODUCAO

A maioria dos surfactantes disponiveis no mercado € produzida a partir do petrdleo.
Porém, a crescente preocupacdo com o meio ambiente tem estimulado pesquisas para a
producdo de surfactantes naturais, segundo Nitschke e Pastore (2002), que sdao metabdlitos
microbianos e possuem moléculas com por¢des hidrofilicas e hidrofébicas que se distribuem
nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade, o que proporciona o
fator de reducdo da tensao superficial e interfacial de substancias aquosas. A parte hidrofilica
€ composta por grupos anidnicos, catidnicos, ndo-anidnicos ou anféteros. J4 o lado
hidrofébico, ainda é em sua maior parte composto por um hidrocarboneto (ARAUJO et al.,
2003).

Os surfactantes podem possuir acdo emulsificante, solubilizante e formacao de micelas
(concentragdo micelar critica — CMC, que € um dos indices mais utilizados para avaliacao da
atividade surfactante). Essa concentracdo de micelas corresponde a concentragdo minima de
surfactante necessdria para atingir a menor tensdo superficial ou interfacial de uma fase
aquosa (ARAUJO er al., 2003). Segundo Barbosa e Paz (2007), os surfactantes produzidos
por micro-organismos e os surfactantes quimicos possuem estruturas semelhantes com a parte
hidrofilica composta de aminoécidos ou peptideos e a parte hidrofébica formada por uma
cadeia hidrocarbdnica.

Para os biossurfactantes a classificagdo se dd pela sua composicdo e pelo micro-
organismo utilizado em sua producdo (BANAT, 2000). Segundo Tuleva et al. (2002), os
raminolipideos s@o biossurfactantes que pertencem a classe glicolipideos sendo produzidos
principalmente pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, bactérias Gram-negativas a partir de
hidrocarbonetos. Os raminolipideos se mostram eficientes na biorremediacdo de solos
poluidos por compostos oleosos (SANTA ANNA et al., 2007). Para Pirdllo (2006), os
raminolipideos constituem de uma ou duas moléculas de raminose ligadas a uma ou duas
cadeias de 4cido graxo, com 8-12 &4tomos de carbono, que podem ser saturados ou
insaturados.

A utilizacdo de biossurfactantes possui a grande vantagem de que podem ser
modificados por técnicas genéticas e/ou bioquimicas conforme a necessidade de seu uso e

assim atendem a normas especificas relacionadas a biodegradabilidade, o que € contrario aos
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surfactantes, que por ndo serem biodegraddveis geram problemas ambientais devido sua
toxicidade e acimulo em ecossistemas naturais (KRONEMBERGER, 2007).

Para Kronemberger (2007) os biossurfactantes também sdo usados para facilitar o
transporte de petréleo em tubulagdes, pois reduz a viscosidade, reduzindo assim custos no
transporte.

Nitschke e Pastore (2002) relatam que a grande aplicacdo dos biossurfactantes se da
com as suas propriedades de emulsdo, separacao, solubilizacdo, reducdo da tensao superficial
e viscosidade, e essas caracteristicas fornecem uma vasta gama de uso por inddstrias de
alimentos, agricolas, téxteis e farmacéuticas. Para Barbosa e Paz (2007) e para Gallert e
Winter (2002), os biossurfactantes possuem a detergéncia como caracteristica principal, o que
torna este um produto versatil para a reduzir polui¢cdes ambientais.

Os biossurfactantes sao utilizados em processos de biorremediagdo para degradarem
substratos insoluveis em dgua, gorduras e 6leos, conforme Mulligan (2004) e Pattanathu et al.
(2008). Esses fatores estimularam a idéia de producgdo de biossurfactante, a partir dos residuos
gerados em abatedouros visando a sua utiliza¢do na prépria estacdo de tratamento de efluente
dessa inddustria.

A producdo comercial de biossurfactantes com a finalidade de substituicdo de
surfactantes quimicos é um objetivo a ser alcancado em longo prazo (COLLA, 2003). Para
Desai e Banat (1997) o custo para se produzir um biossurfactante é cerca de 3 a 10 vezes
acima o custo de um surfactante quimico, isso devido a utiliza¢do, em sua maioria das vezes,
de substratos caros, o que faz com que sejam pesquisados substratos alternativos, como o
etanol, glicerol e efluentes industriais. Segundo Wu et al. (2007) € necessario o
desenvolvimento de um biossurfactante com uma boa relacao custo eficécia.

A utilizacdo de efluentes industriais, como residuos agricolas e/ou residuos gordurosos
como substrato é uma alternativa de baixo custo para a producdo de biossurfactantes
(BARBOSA e PAZ, 2007). Os residuos gordurosos provenientes da industria frigorifica, com
alta carga organica, gorduras, nitrogénio e fosforo, segundo Pacheco (2006b) podem ser esta
alternativa como substrato. Neste contexto, este trabalho se propde a estudar a produgao de
biossurfactante por fermentacdo de um efluente com alto teor de gordura proveniente dos

flotadores de abatedouros de aves e suinos.



CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1 - Geral

Este trabalho possui como objetivo geral estudar a producdo de biossurfactante por
fermentacdo de gorduras provenientes de flotadores da estacdo de tratamento de efluentes de
abatedouros de aves e suinos.
2.2 - Especificos

e Selecionar uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa entre dois tipos (ATCC 9027 e
10145) que seja capaz de produzir um biossurfactante a partir de residuo de flotadores
de abatedouros de aves e suinos;

e Otimizar a produ¢do de raminolipideos em relacdo as varidveis: concentracdo de
efluente, concentracdo de nitrato de amoénio e de levedura cervejeira autolisada
residual;

e Avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos na otimizacao;

¢ Determinar por meio de estudo cinético o tempo 6timo de fermentacao;

e Comparar a produ¢do do biossurfactante com valores obtidos pela literatura para

verificacdo da viabilidade de sua produgio;



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - A industria frigorifica

O abate de aves e suinos no Brasil possui uma producdo em torno de 12 milhdes de
toneladas de carne por ano, sendo aproximadamente 9 milhdes de carne de frango e 3 milhdes
de carne suina, segundo a tltima pesquisa realizada no setor em 2009 (COLDEBELLA e
SCHEUERMANN, 2009).

A obtencdo de carnes e derivados geram alguns subprodutos e residuos que devem
sofrer processamentos especificos, como gorduras, ossos e aparas de carne. Em geral, o
objetivo final do processamento ou destinacao destes residuos € feito conforme a legislagao da
regido em que o frigorifico estd instalado. Por exemplo, o sangue pode ser vendido para
industria de fertilizantes e para processamento com o intuito de comercializacdo de seus
componentes, como a albumina e o plasma ou até mesmo enviado para graxarias para a
producdo de farinha de sangue, util no preparo de racdes animais (PACHECO, 2006a).

Em geral, a industria frigorifica pode ser dividida em: abatedouros, frigorificos e
graxarias. Os abatedouros sdo os locais onde ocorre o abate de animais; o frigorifico € o setor
em que ocorre o processamento da carne e geragdo de derivados, embora alguns frigorificos
também possam exercer a fungcdo dos abatedouros; e na graxaria ocorre o processamento de
subprodutos ou residuos, tanto dos abatedouros como dos frigorificos, como sangue, 0ssos e
gorduras. Na graxaria os produtos principais sdo a gordura animal para a inddstria quimica e a
farinha de carne e de ossos para racdes de animais (PACHECO, 2006a).

Em geral, os efluentes da industria frigorifica sdo caracterizados por conterem uma
alta carga organica, altos teores de gordura, e de nitrogénio, fésforo e sal (VILAS BOAS et
al., 2001). Coldebella e Scheuermann (2009) classificam os residuos frigorificos em:
subprodutos ndo comestiveis e efluentes liquidos.

Os subprodutos ndo comestiveis sdo formados por visceras, 6érgaos, sangue, 0Ssos €
gorduras e sdo transformados em farinha animal para a producdo de racdo. Estima-se que o
Brasil produza em média 4 milhdes de toneladas de farinha animal por ano. Os efluentes
liquidos sdo formados por dguas utilizadas no abate, processamento de carnes € por isso

apresentam quantidades varidveis de sangue e gordura. Estes efluentes liquidos sdo tratados
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por flotacdo até separar as fases com os solidos e a fase liquida propriamente dita
(COLDEBELLA e SCHEUERMANN, 2009).

Segundo Pacheco (2006a), as etapas do tratamento de efluentes de frigorificos sdo as
seguintes: tratamento primario; equalizacao; tratamento secundério e tratamento tercidrio.

No tratamento primdrio ocorre a remocdo de soOlidos grosseiros por acdo fisico-
mecanica com grades ou peneiras; na equalizacdo hd a minimizacdo de eventuais s6lidos em
suspensdo. Ha a absorcao significativa de vazdes de cargas poluentes dos efluentes liquidos a
serem tratados, permitindo a operacdo como um todo. No tratamento secunddrio ocorre a
remog¢do de solidos coloidais, emulsionados e dissolvidos por agdo bioldgica. O tratamento
secundério geralmente € realizado em lagoas de estabilizagdo, como as lagoas anaerdbias. No
tratamento tercidrio ocorre a remog¢ao suplementar de sélidos, matéria orgénica e organismos
patogénicos possivelmente existentes, com a adi¢do de coagulantes ou utilizagdo de sistemas
biologicos (PACHECO, 2006a).

Os efluentes de frigorificos geralmente apresentam duas linhas principais: a linha
verde e a linha vermelha (Figura 3.1): os efluentes da linha verde possuem grande quantidade
de solidos, sendo assim, em grande parte dos casos o pré-tratamento consiste em
peneiramento ou centrifugacdo, reduzindo a quantidade de soélidos no efluente e
consequentemente a carga poluidora a ser tratada; Ja os efluentes da linha vermelha possuem
elevadas concentracdes de gorduras e proteinas. O tratamento mais adequado € a flotacao para
a remocdo de gorduras, pela formacdo do flotado industrial. As gorduras e proteinas

removidas sdo reaproveitadas na graxaria como matéria-prima (PACHECO, 2006a).

3.1.1 Flotado industrial

A industria frigorifica tem uma grande geracdo de efluentes, estimada em cerca de 149
milhdes de toneladas ao ano. Estes efluentes sdo constituidos em geral por dgua do
processamento de residuos de sangue, gorduras e restos de carnes. A quantidade de dgua para
abater um frango é da ordem de 30 litros e de um suino aproximadamente 850 litros segundo
ultimo levantamento realizado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 1995; BRASIL,
1999). Em geral, o tratamento ocorre com a adicdo de agentes coagulantes e subsequente
processo de flotacdo, em que € possivel separar a parte organica do efluente sob a forma de
um lodo rico em proteinas e lipideos. Esse lodo pode ser centrifugado para retirar o excesso
de dgua e gordura existente, transformando o lodo em um composto organico denominado

flotado industrial, que possui matéria seca na faixa de 35%. Estimativas dizem que a industria
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frigorifica produz aproximadamente 1 milhdo de toneladas de flotado industrial ao ano

(AGUILAR et al., 2002).

Linha verde
Linha vermelha
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Fig. 3.1 - Fluxograma industria frigorifica (PACHECO 2006a).

Os efluentes também sdo constituidos, em alguns frigorificos, de esgoto sanitdrio e

aguas pluviais, captadas na industria, em que a soma destes constituintes implica em uma
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importante fonte de poluicdo de dguas e, consequentemente, altos valores de DQO. Processos
como recuperagdo do sangue, das gorduras e do conteddo das visceras podem reduzir
substancialmente as cargas poluidoras e ainda produzir subprodutos rentdveis
(CAVALCANTI e BRAILE, 1993; MAARTENS et al. 1996, RAJESHWARI et al., 2000).

A formacdo do flotado industrial se d4 com a adicdo de um polimero catidnico
(poliacrilamida cationica). Um dos polimeros comerciais conhecido por FLONEX 9045 ¢
fabricado pela empresa SNF Floerger®, utilizado na concentracio de 5 mg/L de efluente a
receber tratamento (http://www.snfbr.com).

Zanotto et al. (2006) estudaram a composicdo do flotado industrial oriundo de um
efluente frigorifico para determinar o teor de massa seca, proteina bruta, extrato etéreo, fibra

bruta, cinzas, cdlcio, fésforo, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco (Tabela 3.1)

Tab. 3.1 - Composicao do Flotado Industrial (ZANOTTO et al., 2006)
Intervalo de confianca de 95%

Itens analisados Valor Médio
Valor Minimo Valor Maximo
Matéria seca (%) 35,12 33,88 36,36
Proteina bruta (%) 44,03 43,44 4451
Extrato etéreo (%)* 32,74 31,78 33,70
Fibra bruta (%) 1,92 1,79 2,04
Cinzas (%) 543 5,22 5,64
Cilcio (%) 1,03 0,96 1,10
Fosforo (%) 1,03 1,00 1,05
Magnésio (%) 0,17 0,13 0,21
Cobre (mg/Kg) 164,42 98,57 230,26
Ferro (mg/Kg) 2511,12 2059,27 2962,97
Manganés (mg/Kg) 165,01 98,13 231,88
Zinco (mg/Kg) 434,05 265,48 602,63

*correspondente a lipideos.

Segundo Zanotto et al. (2006), os elevados valores de proteina bruta e extrato etéreo
indicam que o flotado industrial é uma possivel matéria-prima para fabricacdo de ingredientes
de origem animal, como ragdes.

Silva et al. (2007) estudaram a flotacio de um efluente frigorifico e concluiram que

com o processo de flotacdo teve eficiéncia de 78% de remocdo de turbidez, 53% de remocado
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de DQO e 68% de remocao de 6leos e graxas. Foi utilizado cloreto férrico na dosagem de 30 a
70 mL para coagulacgdo e floculante a 2 mg/L.

Segundo Pacheco (2006b) a industria frigorifica acarreta volumes significativos de
efluentes, caracterizados principalmente por possuirem uma alta carga organica (gorduras) e
altos teores de nitrogénio e fosforo, pois estes efluentes sdo constituidos por fragmentos de
carnes, de gorduras, de visceras e de tecidos organicos diversos. Conforme Pacheco e
Yamanaka (2006), para minimizar os impactos ambientais de seus efluentes e atenderem as
legislagdes ambientais, ha a necessidade de um correto tratamento destes.

A Tabela 3.2 mostra alguns valores médios de cargas e concentracdo de poluentes

gerados na industria frigorifica.

Tab. 3.2 - Cargas e concentragdes de poluentes da industria frigorifica (CETESB, 1993)

Parimetro Carga Concentraciao
(Kg/t matéria-prima) (mg/L)
Sélidos em suspensao 0,018 61
Solidos dissolvidos totais 0,21 201
Oleos e graxas 0,14 109
Nitrogénio total 0,17 493
Nitrato 0,081 263
Foésforo Total 0,0021 6,3

3.2 - Surfactantes e biossurfactantes

Segundo Kronemberger 2007, os surfactantes sdo moléculas tensoativas que tem como
principal funcdo fisioldgica permitir o crescimento de micro-organanismos em substratos
imisciveis em dgua devido a reducdo da tensao superficial, o que torna o substrato livre para
assimilac@o e metabolizagdo pelo micro-organismo.

Os surfactantes naturais (biossurfactantes) sdo metabdlitos microbianos, com
moléculas hidrofilicas e hidrofébicas que se distribuem nas interfaces entre as fases fluidas
com diferentes graus de polaridade, proporcionando fator de redugdo da tensdo superficial e

interfacial de substancias aquosas (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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A utilizacdo de micro-organismos na producdo de surfactantes representa um
progresso, ja que os micro-organismos sdo capazes de agir em um vasto campo de aplicagdo,
de acordo com a Tabela 3.3 (PIROLLO, 2006).

Pir6llo (2006) defende a utilizacdo dos biossurfactantes no lugar dos surfactantes
quimicos por possuirem: biocompatibilidade em diversas aplicacdes, como por exemplo em
aditivos de alimentos; especificidade de aplicacdes por serem moléculas organicas complexas
com grupos funcionais especificos; eficiéncia em diversas condicdes de pH, temperatura e

salinidade.

Tab. 3.3 - Aplicagdes dos biossurfactantes (PIROLLO, 2006)
Funcoes Campos de Aplicacoes

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediagdo, 6leos e alimentos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Detergentes Produtos de limpeza e agricultura
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de minérios
Sequestrantes de metais Mineracao
Formadores de Vesiculas Cosméticos e sistemas de liberacdo de drogas
Redutores de Viscosidade Transporte em tubulacdes e oleodutos
Dispersantes Misturas carvdo-dgua e calcario-dgua
Fungicidas Controle bioldgico de fitopatdgenos

Os biossurfactantes podem apresentar diversas estruturas, como vesiculas esféricas,
micelas e estruturas laminares (Figura 3.2), que se acumulam em interfaces que possuem
polaridades diferentes, o que proporciona que os biossurfactantes possuam a propriedade de
reduzir as tensdes superficial ou interfacial devido um remanejamento molecular,

influenciando as liga¢des hidrofébicas e hidrofilicas (COLLA, 2003).

Vesicula

Fig. 3.2 - Estruturas dos biossurfactantes
(COLLA, 2003)
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Dentre os tipos de surfactantes tem-se os glicolipideos, que se dividem em trealose,
soforolipideos e raminolipideos (COLLA, 2003). Segundo a defini¢do de Homberg (2001), os
glicolipideos sdo hidroxi-acidos graxos ligados a uma molécula de acucar através de uma
ligacdo glicosidica. Nesta definicdlo somente se enquadra os raminolipideos e os
soforolipideos.

A produgdo de biossurfactantes vem ocorrendo a partir de varios substratos como € o
caso de 6leos residuais de fritura e residuos de 6leo de girassol. Mesmo com todo o avango da
ciéncia, pesquisadores ainda enfrentam o problema de dosar o equilibrio entre carboidratos e
lipideos com o crescimento ideal para o micro-organismo, consequentemente, para a produgdo

de biossurfactante. (NAWAWI et al., 2010).

3.2.1 - Tipos de Biossurfactantes

A composi¢do de um biossurfactante € varidvel conforme o micro-organismo, pH em
que atua, nutrientes, substratos e temperatura utilizados, apresentando diversas estruturas
quimicas, segundo Desai e Banat (1997).

Pir6llo (2006) apresenta uma listagem com as principais classes de biossurfactantes e

micro-organismos envolvidos (Tabela 3.4).

Tab. 3.4- Tipos de biossurfactante e micro-organismos produtores (PIROLLO, 2006)

Tipos de biossurfactante Micro-organismo
GLICOLIPIDEOS
Raminolipideos Pseudomonas aeruginosa
Soforolipideos Torulopsis bombicola, T. apicola
Trealolipideos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

LIPOPEPTIDEOS E LIPOPROTEINAS

Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorences
Serrawetina Serratia marcescens
Surfactina Bacillus subtilis
Subltilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

ACIDOS GRAXOS, LIPIDEOS NEUTROS E FOSFOLIPIDEOS

Acidos Graxos Corynebacterium lepus

10
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Lipideos Neutros Nocardia eryrthropolis
Fosfolipideos Acidithiobacillus thiooxidans

SURFACTANTES POLIMERICOS

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Carboidrato-lipideo-proteina Pseudomonas fluorences
Manana-lipideo-proteina Candida tropicalis

SURFACTANTES PARTICULADOS
Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

Células Vdrias bactérias

Mukherjee et al. (2006) classifica os biossurfactantes em um grupo que compreende
os biossurfactanes com baixa massa molecular, em que estdo os glicolipideos e lipopeptideos
e os demais tipos de biossurfactantes no grupo de compostos com elevada massa molecular,

como os surfactantes poliméricos.

3.2.1.1 - Glicolipideos:

Segundo Desai e Banat (1997) os glicolipideos sdo os surfactantes microbianos mais
estudados, sendo formados por uma longa cadeia de dcidos alifaticos ou hidréxi-dcidos
ligados a uma ou duas moléculas de raminose. Dentre os glicolipideos tem-se os
raminolipideos, produzidos por Pseudomonas aeruginosa, sendo esta producdo primeiramente
citada por Jarvis e Johnson (1949).

Kitamoto et al. (2002) estudaram as principais fungdes e aplicacdes potenciais dos
glicolipideos, em que hd destaque para os biossurfactantes por possuirem menor toxicidade
em relacdo a seus homdlogos quimicos.

O raminolipideos do tipo I, denominado L-ramnosil-L-ramnosil-f-hidroxidecanoil-f3-
hidroxidecanoato (Figura 3.3) e tipo II, L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato
(Figura 3.4) sdo os principais glicolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa

(HELVACI et al., 2004).
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Fig. 3.3 - Estrutura do raminolipideo tipo I produzido por Pseudomonas aeruginosa
(DESAI e BANAT, 1997)
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Fig. 3.4 - Estrutura do raminolipideo tipo II produzido por Pseudomonas aeruginosa
(DESAI e BANAT, 1997)

Raminolipideos foram estudados por Rahman et al. (2003) para verificar possiveis
métodos que aumentassem a taxa de biodegradacdo da borra de petrdleo, fazendo com que
assim tivessem uma reducdo no tempo da biorremediacdo. A conclusdo foi que o solo
contaminado onde foi utilizado raminolipideos no tratamento promoveu um aumento da
disponibilidade dos compostos para os micro-organismos usados na biorremediacao.

Guo-Liang et al. (2005) também estudaram a biodegradacdo de petréleo cru na
presenca dos raminolipideos e Pseudomonas aeruginosa e perceberam que com a adicao de
0,22 g/LL de raminolipideo obteve uma degradagdo acima de 58% de todo o petrdleo, pois os

raminolipideos facilitaram o acesso das bactérias ao petréleo.
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A producdo de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa também foi estudada por
Juwarkar et al. (2007), em que o foco do estudo foi a remogao de cidmio e chumbo de solos
contaminados. Utilizando uma solucdo com 0,1% de raminolipideo de Pseudomonas
aeruginosa conseguiram uma remog¢do de 92% de cadmio e 88% de chumbo em testes
durante um periodo de 36 horas. A remocdo destes metais do solo utilizando somente dgua
pura obteve a remog¢do de cddmio e chumbo, respectivamente, de 2,7% e 9,8%.

Os raminolipideos apresentam uma baixa toxidade em relacdo aos surfactantes
quimicos. Por exemplo, o raminolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1 em
comparacdo com um surfactante quimico apresentou uma toxicidade 10 vezes menor
(SANTA ANNA et al. 2007).

O uso de raminolipideos no tratamento de queimaduras também foi estudado por
Stipcevic et al. (2006), em que fazendo o tratamento destas em alguns ratos com solugdo de
0,1% de raminolipideo obteve-se uma melhor cicatrizacdo, em torno de 35 dias. Os ratos ndo
tratados estiveram com o ferimento em torno de 45 dias.

A producgdo de um raminolipideo pela linhagem Pseudomonas aeruginosa LLBI a partir
da fermentacao de residuos da fabricacdo do 6leo de girassol foi estudada por Fernandes et al.
(2005) em fermentacdo por 48 horas, em que foi obtido 12,1 g/L de raminolipideos.

Ja os soforolipideos (Figura 3.5) sdo formados por molécula de soforose ligada a uma

longa cadeia de acido graxo hidroxilado.

CH,OR CH,
O —O—CH
OH
{?thﬁ
HO COOH
ROH.C @
R = CH,CO
0
OH
H
OH

Fig.3.5- Estrutura do soforolipideo produzido por Torulopsis bombicola (DESAl e
BANAT, 1997)
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Os soforolipideos exibem excelente biodegradabilidade e produtividade de até 300
g/L, conforme a producdo de ésteres soforolipideos estudada por Shin ef al. (2010) utilizando
6leo de cozinha como substrato em Candida bombicola ATCC 22214.

A producdo de soforolipideos induz a produgao de celulase em culturas de Candida
bombicola, cultivadas em glicerol como fonte de carbono. A celulase € um grupo de enzimas
que podem hidrolisar a celulose sdlida para a glicose. Uma grande escala de producdo de
celulase € importante para uma economia global de uma biorefinaria a partir de materiais
lignoceluldsicos (JU e LO ,2009).

O efeito da composicdo do meio de cultura sobre a estrutura e estado fisico de
soforolipideos produzidos por Candida bombicola ATCC 22214 foi investigado por Cooper e
Cavalero (2003). Mesmo que a produgao de soforolipideos ocorra em presenga de substratos
de carboidratos simples, melhores rendimentos ocorrem quando um substrato hidrofébico
adicional € fornecido, segundo Hommel et al. (1994).

A producdo de soforolipideos pela levedura Candida bombicola utilizando substratos
simples e de baixo custo no processo fermentativo foi investigada por Pakshirajan e Daverey
(2009). O substratos utilizados foram o melaco de cana-de-agicar, 6leo de soja, de girassol e
azeite de oliva, em 5 dias de fermentagdo, proporcionando uma produtividade maxima de
soforolipideos de 23,23 g/L, sendo uma produtividade comparével a obtida quando substratos
convencionais sao utilizados, como extrato de levedura e uréia.

Os trealolipideos (Figura 3.6) sdo formados pela ligacdo do dissacarideo trealose
ligado a 2 moléculas de &4cido B-hidroxicarboxilico de cadeia longa e ramificada. Os
trealolipideos sdo sintetizados por diferentes espécies de actinomicetos € a composi¢do €

influenciada pelas condi¢des de cultivo (DESAIL 1987).

3.4.1.2 - Lipopeptideos e lipoproteinas:

Os lipopeptideos sao produzidos pelo género de bactérias Bacillus e estes apresentam
alta eficiéncia como tensoativos (FIECHTER, 1992). Segundo Vollbrecht (1998), existem
lipopeptideos que possuem atividades bioldgicas funcionando como antibactericidas e
antivirais.

A surfactina (Fig. 3.7) € um tipo de lipopeptideo produzido por linhagens de B.
subtilis, que € um dos biossurfactantes mais conhecidos desta classificacdo (REIS et al.,
2004). A surfactina € um lipopeptideo cicliclo formado por uma cadeia com sete aminoacidos
e suas extremidades ligadas a grupamentos carboxila e hidroxila de dcido graxo P-

hidroxilado, variando esta cadeia de 13 a 15 dtomos (LANG, 2002).
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Fig. 3.6 - Estrutura do trealolipideo produzido por Rhodococcus erythropolis (DESAl e
BANAT, 1997)
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Fig. 3.7 - Estrutura do lipopeptideo surfactina produzido por Bacillus subtilis
(BARROS et al., 2007)

Os biossurfactantes produzidos por Baccillus sp. sdo estdveis em concentragdes de
NaCl de 2 a 3% (BARROS et al., 2007). Estes autores relatam que os lipopeptideos sao

capazes de alterar as propriedades fisicas e quimicas das interfaces de solugdes aquosas.
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Os lipopeptideos atuam na membrana celular de micro-organismos de maneira

semelhante a dos surfactantes sintéticos (CAMEOTRA E MAKKAR, 1998).

3.2.1.3 - Acidos graxos e fosfolipideos:

Os fosfolipideos (Figura 3.8) fazem parte da estrutura de membranas de micro-
organismos, e sdo formados por uma molécula de glicerol ligada a duas moléculas de 4acidos
graxos por uma ligacdo éster. Também sdo ligados a um grupamento fosfato e este

grupamento pode apresentar diferentes constituintes, segundo Zajic e Seffens (1984).

) R 1e R2- substituintes alquil,
I ¥ =H, CH,NH,,
R, — C —0O—CH, CH,CH(NH,)-OCH;
| CH,CHOHCH,OH,
R, — C —O —CH O CH,CHOHCH,OPO;

] | ¥
O H)' —O0—P —0 —X

O

Fig. 3.8 - Estrutura do fosfolipideo (COOPER E ZAJIC, 1980)

Assim como na produgdo dos glicolipideos, a producdo de fosfolipideos também ¢é
influenciada pelas condi¢des em que a fermentagdo ocorre, bem como pelo tipo de substrato
que se utiliza como fonte de carbono, podendo ser produzido diferentes tipos de fosfolipideos
(DESAI e BANAT, 1997). Os principais tipos de fosfolipideos: fosfatidiliositol,
fosfatildiglicerol e 4cido fosfatidico (COOPER E ZAJIC, 1980).

3.2.1.4 - Poliméricos:

Os biossurfactantes poliméricos apresentam alta afinidade por interfaces dleo/dgua,
facilitando a formac¢do de emulsdes estdveis, fazendo com que mesmo em baixas
concentracdes sejam alcancados elevados indices de emulsificagcdes (KOSARIC et al., 1987).

Dentre os biossurfactantes poliméricos disponiveis no mercado tem-se o Emulsan

(Figura 3.9) e o Liposan, possuindo alto poder emulsificante (KARANTH ez al., 1999).
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Segundo Cirgliano e Carman (1984), no Emulsan 4cidos graxos estdo ligados a um esqueleto
de heteropolissacarideos e o Liposan € constituido de carboidratos e proteinas.

Um biossurfactante polimérico produzido por Acinetobacter radioresistens KA-53 foi
estudado por Navon-Venezia et al. (1995), recebendo a denominacdo “Alasan”. Este
biossurfactante possui atividade dispersante até 3 vezes maior quando seu uso ocorre em

solugdes neutras ou alcalinas.

i
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(CH,), CHOH
2
CHOH ek
=0
'
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N |
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Fig. 3.9 - Estrutura do surfactante polimérico Emulsan produzido por Acinetobacter
calcoaceticus (NITSCHKE e PASTORE, 2002)

3.2.1.5 - Particulados:

Os biossurfactantes particulados sdo vesiculas e células microbianas com atividade
surfactante. Existem células microbianas com elevada hidrofobicidade superficial, sendo
consideradas  biossurfactantes, como alguns micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos, por exemplo espécies de Cyanobacteria e Serratia sp. As bactérias do

género Acinetobacter sp. produzem vesiculas extracelulares (DESAI e BANAT, 1997).
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3.2.2 - Propriedades gerais e funcoes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam vdrias funcoes fisioldgicas, sendo descritas abaixo
(NITSCHKE e PASTORE, 2002):

¢ Solubilizacdo de hidrocarbonetos insoliveis em dgua e emulsificacdo;

e Aderéncia e liberacio da célula a superficie: relacionada a estratégia de
sobrevivéncia de micro-organismos, que € a de colonizar um nicho ecolégico em
que este micro-organismo tenha condi¢des de sobrevivéncia. Os micro-
organismos podem utilizar os surfactantes ligados a sua parede celular para se
aderirem em um determinado local, conforme sua necessidade, buscando meios
mais favordveis a sua sobrevivéncia;

e Atividade antibitica: como os raminolipideos oriundos de Pseudomonas
aeruginosa, em que com estes surfactantes os micro-organismos ganham maior
chance de sobrevivéncia e maior competitividade por nutrientes;

e Facilitar o transporte de hidrocarbonetos: funcdo atribuida aos biossurfactantes
que estdo ligados a parede celular de Torulopsis tropicalis;

Uma outra fun¢do do biossurfactante, principalmente os lipopeptideos, segundo
Kitamoto et al. (2002), é funcionar como “agente de dispersdo” quando micro-organismos
patogénicos infectam plantas ou animais, bem como “agente umectante” para a superficie de
células hospedeiras.

A aderéncia e liberacao da célula a superficies € uma propriedada dos biossurfactantes
mencionada por Ron e Rosenberg (2002), em que os micro-organismos podem utilizar
surfactantes ligados a parede celular para regular suas propriedades da superficie celular,
buscando a aderéncia ou ndo de um local conforme a necessidade de encontrar novos habitats
com condi¢Oes mais favordveis a disponibilidade de nutrientes.

Os surfactantes, quimicos ou bioldgicos reduzem a tensdo superficial do meio aquoso.
Essa tensdo superficial € o aumento das forgas atrativas intermoleculares na superficie do
meio. Sabe-se que os liquidos apresentam a tendéncia de adotar uma forma que diminua sua
area de superficie para que as moléculas se mantenham juntas em um maior nimero possivel.
Gotas de liquidos tendem a assumir um formato que apresente uma menor razao
superficie/volume, e este formato € o esférico. Sabe-se que as forcas de coesdo entre as
moléculas de um meio aquoso sdo compartilhadas com atomos vizinhos e, aquelas que nao
tém dtomos vizinhos acima delas apresentam uma maior for¢a de atragdo com seus “vizinhos”

mais proximos, conforme Figura 3.10 (PIROLLO, 2006).
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Fig. 3.10 - Forcas intermoleculares no interior e na superficie de um liquido (PIROLLO,
2006)

A tensdo superficial de um meio aquoso pode ser medida com o auxilio de um
tensidmetro. Para ilustrar o efeito de um biossurfactante, Kronemberger (2007) mostrou que a
tensdo superficial da dgua destilada € aproximadamente igual a 72 mN/m, mas a adicdo de
surfactantes pode reduzir este valor para 30 mN/m. Ainda para este autor, a utilizacdo de um
surfactante (quimico ou biol6gico) reduz a tensdo superficial até um valor critico, em que a
partir deste valor as moléculas do surfactante se associam e formam estruturas
supramoleculares, como por exemplo as micelas, e pode-se chamar este valor de CMC, que é
a concentracdo micelar critica, que tem como objetivo medir a eficiéncia do surfactante em

questao.

3.2.3 - Producio de biossurfacantes

Normalmente a producdo de biossurfactantes ocorre quando os substratos do meio sao
compostos insoldveis, como hidrocarbonetos. Para o primeiro passo para formacdo dos
biossurfactantes hd a formacdo de moléculas que constituirdo as partes hidrofilicas e
hidrofébicas do composto, e segundo Colla (2003) todo o processo pode ocorrer pela:

e assimilacdo de hidrocarbonetos que estdo na solugdo aquosa;

e pelo contato direto entre micro-organismo e substrato, formando agregados

celulares, ar e gotas de hidrocarbonetos, em que tem-se um aumento da

lipoficidade da superficie celular devido as camadas lipofilicas;
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e pela assimilacdo do hidrocarboneto emulsificado, no qual pelo contato com a
célula, ocorre a conversdo do substrato em pequenas goticulas, o que gera uma
pseudo-solubilizacgdo.

A producao de um biossurfactante envolve os processos de concentracdo, recupera¢ao

e purificagcdo do produto final (SARACHAT et al., 2009).

Apés o contato entre a célula e o substrato, Colla (2003) afirma que os
hidrocarbonetos sdo oxidados a alcodis, seguido de uma oxidagd@o a aldeidos e acidos graxos.

Maximizar o rendimento na producdo de um biossurfactante significa alcangar altas
taxas de concentracdes finais do produto em menor tempo possivel, mas estabelecer um
modelo para tal € complicado devido a composi¢do que cada biossurfactante possui,
dependendo da cultura microbiana utilizada e determinadas condi¢cdes de produgdo (LIN,
1996).

A maioria dos biossurfactantes pode ser recuperada facilmente apds o processo de
fermentacdo da cultura de micro-organismos a partir de técnicas como a precipitagao,
cristalizacao ou centrifugacdo (SARACHAT et al., 2009).

A producdo dos biossurfactantes € influenciada devido as fontes de carbono,
concentracdo de nitrogénio, fésforo, manganés e ferro no meio, além dos fatores como pH e
temperatura (PIROLLO, 2006).

A fonte de carbono para producio de um biossurfactante pode ser escolhida pelo custo
e pela forma de aplicabilidade que pretende utilizar o produto final. Essa fonte de carbono é
importante no processo de fermentacdo devido fornecer caracteristicas a estrutura do
biossurfactante (ALMEIDA, 2002).

Muitos micro-organismos podem ser produtores de biossurfactantes para uma
variedade de substratos, porém, cada biossurfactantes apresenta caracteristicas bioquimicas e
estruturais conforme o substrato utilizado (BANAT et al. 2010).

Ferraz et al. (2010) pesquisaram a producdo de biossurfactantes utilizando o residuo
de mandioca manipueira integral e pré-tratada. Os melhores resultados foram obtidos com os
isolados LB19 no meio integral e LB17 no meio pré-tratado.

Wu et al. (2007) isolaram Pseudomonas aeruginosa em diferentes fontes de carbono
(glicose, oleo vegetal e 4cidos graxos) e de nitrogénio (uréia e nitrato de amodnio), pois
segundo Maier e Chavez (2009) , tantao a fonte de carbono quanto a fonte de nitrogénio
afetam a producdo de raminilipideo. A glicose e glicerol foram eficazes como fontes de
carbono, tendo em uma fermentagdo a quantidade de raminolipideo respectivamente para cada

fonte de 7,50 g/L e 4,93 g/L. A tensao superficial apds a producdo do raminolipideo foi de
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26,5 dina/cm e foram obtidos indices de emulsificacao acima de 70%. Nos estudos de Wu et
al. (2007), a linhagem Pseudomonas aeruginosa EM1 ndo foi capaz de utilizar eficientemente
a sacarose como substrato para a producdo de raminolipideo, quando foi alcancada a
concentracao de 0,06 g/L. A fonte de nitrogénio mais eficiente para Pseudomonas aeruginosa
EMI1 foi NaNOj3 proporcionando um rendimento de raminolipideos de 8,63 g/L.

Pseudomonas fluorescens foram utilizadas para a producdo de um biossurfactante,
estudando a influéncia da concentragdo de nitrogénio. Nitrato de sédio e nitrato de amdnio
foram as melhores fontes de nitrogénio, proporcionando melhor crescimento da biomassa,
respectivamente de 3,3 g/L. e 2,2 g/LL (ABOUSEOUD et al., 2007)

Biossurfactantes também ja foram produzidos por fermentacdo em dguas residudrias
contendo 6leo como fonte de carbono e Pseudomonas aeruginosa S6, e segundo Yin et al.
(2008) apresentam um potencial para utilizacdo em biorremediacdo de contaminacao de 6leo
bruto de petréleo. A linhagem Pseudomonas aeruginosa SP4 conseguiu uma reducdo da
tensdo superficial da dgua de 72 dina/cm para 33,9 dina/cm.

A producdo de biossurfactantes é influenciada nido sé pelas fontes de carbono e
nitrogé€nio, mas pela presenca de fésforo, ferro, manganés e magnésio no meio de produgao.
Além disso, fatores operacionais, como temperatura e velocidade de agitacio durante a
fermentagdo também podem interferir na producdo (FONTES et al., 2008).

Wei et al. (2005) produziram um raminolipideo utilizando Pseudomonas aeruginosa
J4 a partir de uma variedade de substratos de carbono (glicose, glicerol, 6leo de oliva) A
producdo foi controlado com temperatura de 30°C e velocidade de agitacao 200 rpm. A taxa
de produgdo do raminolipideo foi influenciada pela fonte de carbono. Com glicose e glicerol
obteve-se 1400 a 2100 mg/L para a concentragdo do raminolipideo, enquanto que quando a
produgdo ocorreu com azeite de oliva, a concentragdo do raminolipideo obteve-se uma maior
producdo, de até 3600 mg/L, com indices de emulsificacdo entre 70 e 78%.

Cha et al. (2007) produziram biossurfactante utilizando uma nova linhagem de
bactéria isolada de lodo ativado, identificada como Pseudomonas aeruginosa EMSI,
cultivada em 6leo de soja acidificado como fonte de carbono, residual de frituras. Obteve-se a
producdo méxima de 5g/L de biossurfactante utilizando a composicao do meio de 2% de 6leo
de soja acidificado, 0,3% de NH4NOs3, 0,03% de solucdo KH,PO4 e a mesma quantidade de
K,HPOy, 0,02% sulfato de magnésio hepta-hidratado,e  0,025% de CaCl,-2H,0O, com
fermentacao sob agitacdo a 200 rpm em um periodo de 100 horas a 30°C. Nesta fermentagao,
a producdo do biossurfactante foi uma funcdo do crescimento celular, com uma producdo

méxima durante a fase exponencial de crescimento. Pornsunthorntawee et al. (2009)
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estudaram as propriedades da formacdo de raminolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa SP4 com fermentacdo em 6leo de palma por 48 horas e velocidade de agitagao
200 rpm. Para Pornsunthorntawee et al. (2009) esta linhagem produz varios raminolipideos,
em que entre os princiapais estd o L-ramnosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato. As
propriedades do biossurfactante foram investigadas em uma solucdo tampdo de pH 7.4 O
ponto maximo de obtencdo da concentracdo do biossurfactante foi de 2700 mg/L,
ocasionando redug¢do da tensdo superficial d meio para 30mN/m. A producio de
raminolipideos também foi estudada por Benincasa e Accorsini (2008), utilizando
Pseudomonas aeruginosa LBI cultivada em residuos provenientes do processamento do 6leo
de girassol. A concentracdo de raminolipideos obtida chegou a 7,3 g/L.

A técnica de fracionamento em coluna de espuma foi utilizada por Sarachat et al.
(2009) para purificacdo e concentragdo de um biossurfactante produzido a partir do 6leo de
palma com Pseudomonas aeruginosa SP4. Os efeitos da vazdo de ar e tempo de operacdo no
processo foram estudados, em que a melhor taxa de fluxo de ar foi de 30mL/min e um tempo
de operacido de 4 horas, recuperando 97% do biossurfactante produzido.

Wei et al. (2008) estudaram a produg¢do de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa J16 utilizando glicerol como fonte de carbono e cloreto de amo6nio como fonte de
nitrogénio, chegando a 4,67 g/ de raminose produzida.

A sintese de biossurfactantes também vem sendo produzida utilizando enzimas
microbianas, tornando assim a producdo continua e de facil recuperagdo. Vadrias reacdes
enzimaticas vem sendo estudadas, e as preocupacdes sdo com a incidéncia sobre a sintese de
ésteres de dcidos graxos de agucar pela esterificacdo de carboidratos (YAHYA et al., 1999)

Segundo Yan et al.(2001) embora o método enzimdtico para a producdo de
biossurfactantes tenha vantagens em comparacdo com o método de fermentacdo, ainda
existem algumas dificuldades como a estabilidade, a atividade da enzima e a solubilidade do
substrato.

Para Bounsuet et al. (1999), a escolha de produzir um biossurfactante por fermentacao
ou método enzimatico ocorre conforme o objetivo do biossurfactante desejado. A fermentacao
¢ o método mais adequado para a aplicagdo em tratamentos ambientais, pois a pureza do
produto ndo € necessariamente exigida, como nos casos de recuperagdo de Oleo e
biorremediacdo. No entanto, para a aplicacdo em especialidades quimicas e farmacéuticas, o
método enzimdtico, em que o produto pode ser facilmente purificado, torna-se mais
recomenddvel. Uma producao de um glicolipideo pelo método enzimatico € a sintese do butil-

L-glicosideo a partir da maltose.
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Rodrigues et al. (2006) estudaram a cinética da producao de biossurfactante produzido
por linhagens de Lactobacillus, em que para esta linhagem a producao se inicia nas primeiras
4 horas de fermentagdo, com um valor minimo da tensdo superficial de 39,5 mN/m para
Lactobacillus  pentosus CECT-4023, com uma concentracdo final de 1,4 g de
biossurfactante/L ao final de 72 horas de fermentagao.

Oliveira et al. (2008) estudaram a produgdo de raminolipideos por uma linhagem de
Pseudomonas alcaligenes a partir do 6leo de palma como fonte de carbono, por ser uma fonte
renovavel. A producdo do biossurfactante sofreu maior influéncia conforme a concentragao
do 6leo de palma, em fermentacdo por 48 horas com velocidade de agitagdo de 220 rpm e pH
7,0. A melhor producgdo de biossurfactantes ocorre em 2,3 g/L produzidos de raminolipideos e
indices de emulsificagdo acima de 70% em querosene de aviagcdo. Um aumento gradual na
concentracdo de raminolipideos levou a uma menor tensdo superficial, chegando a 31mN/m.
Para o mesmo autor, em pesquisas sobre o potencial de emulsificacdo de um biossurfactante
produzido por Rhodococcus sp. com diversos hidrocarbonetos como fonte de carbono
(substrato), como resultado da sintese do biossurfactante, a tensdao superficial do meio foi
reduzida de 68 mN/m para valores abaixo de 30 mN/m e o biossurfactante foi capaz de formar
emulsodes estdveis com 90% de indice de emulsificagdo. Segundo Oliveira ef al. (2008) o
indice de emulsificacdo de um biossurfactante depende da interagdo direta da porgdo
hidrofébica do biossurfactante com os substratos (hidrocarbonetos).

Jamal et al. (2010) estudaram a producdo de biossurfactante a partir do 6leo de palma,
com teor de dcido graxo no intervalo de 21 a 25%, em fermentacao com 180 rpm a 30°C, com
uma cultura mista de micro-organismos. A tensdo superficial inicial da producdo do meio
antes da inoculacdo foi de 54,5 mN/m e a diminui¢do da tensdo superficial esteve aliada ao
crescimento microbiano, que teve o valor minimo de 30,1 mN/m. A emulsificacdo foi causada
pela continua agitac¢do, o que contribui para uma reducdo da tensao superficial.

A caracterizacdo estrutural de um raminolipideo produzido por Pseudomonas
aeruginosa MRO1 ¢ relatada por Noghabi et al. (2010), em que 77,2% do biossurfactante
produzido foi composto por um mono-raminolipideo e 22,8% por um di-raminolipideo, em
fermentacdo por 48 horas, na qual produziu-se 5,5 g/L. de raminolipideo e teve um indice de
emulsificacdo de 65%. Sobre o crescimento celular, € atingido a fase estaciondria € mesmo

assim a producao do raminolipideo continua até as 48 horas.
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3.2.4 - Aplicacdes

A maior utilizacdo dos biossurfactantes ainda € na industria petrolifera, os quais sdo
incorporados em formulagdes de dleos lubrificantes. Contudo, as aplicacdes se dividem em
diversas dreas (NITSCHKE e PASTORE, 2002):

e Dbiorremediacdo: os biossurfactantes aumentam a interacdo entre dgua e Oleo,

acelerando a degradagdo por micro-organismos no ambiente;

® limpeza de reservatérios de 6leos: os biossurfactantes diminuem a viscosidade dos

residuos de 6leos que ficam sedimenados no fundo de tanques de estocagem e que
assim, seriam dificeis de serem removidos por um bombeamento normal. Com
uma viscosidade menor, o bombeamento destes residuos € facilitado.

Para Pinto e Martins (2009) os biossurfactantes também podem ser utilizados na
melhora da recuperagdo de dleos e transferéncia de 6leo cru.

Biossurfactantes também podem ser utilizados na industria de alimento, segundo
Desai e Banat (1997), principalmente devido a caracteristica de formacgdo e estabilizacdo de
emulsdes, sendo utilizados como emulsificantes em alimentos (KACHHOLTZ e
SCHLINGMANN, 1987).

Para Banat (2000) outras aplicacdes para os emulsificantes podem ser descritas, como
melhorar a consisténcia e textura de produtos a base de gorduras e em solubilizagdo de
aromas.

Segundo Kitamoto et al. (2002) mais de 1 milhdo de toneladas de surfactantes sdo
produzidos a cada ano para o mercado interno s6 no Japao. Eles sdo utilizados em diversos
setores como téxteis, papel, polimeros, plasticos, cosméticos, farmacéutico e alimenticio,
sendo um dos produtos quimicos mais utilizados diariamente. O rdpido desenvolvimento da
inddstria quimica que comecou na década de 1960 levou ao desenvolvimento de uma ampla
variedade de surfactantes quimicos derivados do petréleo. Por outro lado, surfactantes
naturais vem sendo produzidos a partir de materias de origem animal ou vegetal com o
aumento da consciéncia ambiental e énfase em uma sociedade sustentavel, em harmonia com
0 meio ambiente.

Mulligan (2004) investigou os avangos na aplicacdo dos biossurfactantes em &reas
ambientais, visando aplicacdes sustentiveis e renovdveis. Para Mulligan (2009),
contaminantes organicos e inorganicos podem ser tratados por biodegradacdo, pois os
biossurfacantes reforcam a solubiliza¢do dos contaminantes.

O processo de remediagdo com a utilizacdo de micro-organismos em locais

contaminados (solos) se da devido a biodegrada¢do de hidrocarbonetos por uma populagdo de
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z

micro-organismos nativos no local. Este € um processo primdrio em que 0s compostos
poluidores sdo removidos do meio ambiente e a degradacdo é estimulada pela adi¢do de
biossurfactantes. Essa biorremediacdo também é recomenddvel em locais contaminados por
metais pesados, como uranio, chumbo e cddmio (MILLER, 1995). Para Pir6llo (2006) a
dispersdo e/ou solubilizagdo de compostos organicos com baixa solubilidade em dgua é um
ponto importante para a adoc¢do da biorremediacdo. A capacidade dos biossurfactantes em
emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em dgua aumenta a degradacdo destes compostos no
ambiente (NITSCHKE e PASTORE, 2002). A utilizacio de biossurfactantes na
biodegradacdo aumenta a solubilidade de Oleos na dgua, proporcionando uma maior
biodisponibilidade dos substratos hidrofébicos, levando a uma maior taxa de degradacdo do
petréleo, quando em um derramamento no mar (WU et al., 2007).

Para Cameotra e Makkar (1998), a biodegradabilidade e baixa toxidade permite o uso
em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, além de ser adequados para aplicagdes

em processos de tratamento de residuos.

3.3 - Residuo de leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares que possuem grande capacidade de assimilar alguns
substratos, com alta velocidade de crescimento em relacdo a fungos filamentosos e que
apresentam biomassa de facil separagdo em relacdo a bactérias. As leveduras do género
Saccharomyces possuem um grande valor nutricional e industrial, tendo uma grande
utilizacdo em diversas dreas industriais, como na panificacdo e industria de dlcool e bebidas
fermentadas, em que segundo a Food and Drug Administration (FDA) é considerado um
organismo “seguro’” no sentido de ter sua utilizacdo alimenticia (SGARBIERI, 1996).

O residuo de levedura é um subproduto da industria cervejeira com a disponibilidade
de aproximadamente 2 milhdes de toneladas/ano em nosso pais. Nas industrias de cerveja do

z

Brasil a matéria prima é composta de malte de cevada misturado a cereais ou maltose
(SGARBIERI et al., 2002).

O residuo de cervejaria pode ser correspondente a massa resultante da aglutinagao da
casca de cereais com os residuos do processo resultante da mistura do malte moido com a
dgua, com o intuito de promover a hidrélise do amido a agicares. O residuo de cervejaria

possui elevadas concentragdes de proteina e carboidratos (CLARK er al., 1987). Segundo
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Cabral Filho (1999), o residuo de levedura da cervejaria possui aproximadamente 32,3% de
proteina bruta e 68,4% de nutrientes digestiveis totais, embora ainda exista uma variabilidade
na composicao, pois em experimentos, West et al. (1994) conseguiram 29,6% de proteina e
65,5% de nutrientes digestiveis totais. Portanto, o residuo de cervejaria € considerado como
um produto com um médio valor protéico, segundo Cabral Filho (1999).

Trabalhar com residuo de levedura tem alguns fatores limitantes, como os baixos
valores de massa seca, que giram em torno de 20 a 30 %, que pode trazer o agravante da
dificuldade no transporte a longa distancia (PHIPPS ef al.,1995). No Brasil o residuo de
levedura é comercializado de forma umida em periodos de 20 a 30 dias. Uma solug@o para
esse problema € a desidratacdo parcial do residuo (CABRAL FILHO, 1999). Segundo a
Revista Alcoobras (2001), o processo de secagem agrega valor a levedura e estima-se que as
usinas secam aproximadamente 50 mil toneladas/ano, o que movimenta cerca de R$350
milhdes.

No Brasil a biomassa de levedura, em especial a originada no setor sucro-alcooleiro, é
foco de muitos estudos devido a seu grande excedente, visto que o pais tem uma grande
produtividade de cana-de-actucar, consequentemente, uma grande producao de dlcool e sub-
produtos. Esses micro-organismos possuem uma alta velocidade de crescimento, gerando um
excesso em sua producdo (MOREIRA et al., 2002).

Segundo a Revista Alcoobras (2001), no processo de secagem a levedura é colocada
em tubulagcdes até encontrar-se com um ar filtrado e aquecido por vapor, em que de um lado
do equipamento sai a umidade da levedura na forma de vapor e do outro, o produto seco para
ser embalado. O creme de levedura excedente do processo de fermentacdo passa por um
secador (spray dryer) em forma de cone com um disco interno em rotacdo aproximadamente
de 5000 rpm a 100°C, proporcionando a secagem.

O residuo de levedura autolisado pode ser obtido a partir da biomassa de levedura, em
que hd uma ruptura das paredes celulares da biomassa de levedura lavada e seca (OLIVEIRA,
2003). Na autdlise ocorre um processo de hidrélise das proteinas de levedura em que estas sdao
hidrolisadas a aminodcidos e peptideos. Este processo pode ser induzido com o aumento da
temperatura e adi¢do de substancias que favorecam a ativagao de enzimas e o rompimento da
parede celular (Figura 3.11), em que uma dessas substincias sdo as nucleases, atuando sobre
acidos nucléicos (SGARBIERI et al., 2002). Segundo Amorim e Lopes (2009), a levedura
autolisada é obtida por um processo de autodigestdo enzimadtica das proteinas e de outros

componentes celulares.
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Leveduraintegra Levedura autolisada

Fig. 3.11 - Levedura Saccharomyces cerevisae integra e autolisada (MARTINS, 2009)

Segundo a Associacao Européia para produtos de leveduras
(http://www.eurasyp.org/public.levure.autolyse.screen), a levedura autolisada possui de 8 a
11% de nitrogénio total, com teor protéico de 50 a 69%, quantidade de carboidratos entre 15 a
25 % e de 3 a 10% de lipideos

A presenca de uma parece celular rigida pode ser um empecilho para a utilizacdo da
proteina de levedura para o consumo humano, segundo Oliveira (2003). A composi¢ao
quimica da parede celular torna dificil sua digestdo por enzimas humanas, fazendo com que a
biodisponibilidade das proteinas seja baixa. (GALVEZ et al., 1990). Pesquisas vém sendo
feitas com o objetivo de utilizar a levedura como uma fonte de proteinas para alimentagdo
humana e animal, prescrito por Sgarbieri et al., 2002.

Amorim e Lopes (2009) salientam que as principais diferencas entre as leveduras
autolisadas e na forma integra sdo que a autolisada pode ser obtida pela autodigestdo
enzimatica das proteinas e demais componentes.

Para Oliveira (2003) as leveduras sdo ricas em acidos nucléicos, e estes estdo presentes
numa proporc¢ao de 8 a 25 g de 4cidos nucléicos para cada 100 g de proteina.

Oliveira (2003) preparou um residuo de levedura autolisado no setor de bioquimica do
Centro de Quimica e Alimentos e Nutricdo Aplicada, do Instituo de Tecnologia de Alimentos
em Campinas-SP. Este autor lavou a biomassa de levedura e ressuspendeu em 4gua,
adicionando posteriormente alguns reagentes autolisantes e plasmolizantes. Essa mistura com
pH 5,5 foi conduzida a uma dorna e mantido em fermentacdo a 55°C por 24 horas, com
agitacdo mecanica e posteriormente uma desidratacdo em “spray dryer”.

Segundo Santos (2009) a producdo mundial de leveduras de cerveja é de cerca de

80.000 ton/ano, tendo um crescimento menor que 2% ao ano enquanto o crescimento de
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leveduras inativas secas de cana-de-actcar no Brasil é de aproximadamente 4% ao ano, com

producdo de 75.000 ton/ano.

3.4 - Emulsoes

Emulsdes podem ser definidas como um sistema de dois ou mais liquidos imisciveis,
em que as gotas da fase dispersa possuem um didmetro na ordem de 0,1 a 100 nm, sendo que
a maioria das emulsdes sao formadas de uma fase aquosa e outra oleosa (SHAW, 1991). Para
a formacdo de uma emulsdo € necessario a adicdo de um agente emulsificante, também
chamado tensoativo (ROSEN, 2004).

A emulsao € considerada 6leo em dgua - O/A - quando o 6leo € a fase dispersa e a
dgua a fase continua. Ja quando tem-se a d4gua como meio disperso € o 6leo como uma fase
continua, considera-se a nomenclatura dgua em O6leo - A/O - (KOKAL, 2002). Bobbio e

Bobbio (1992) apresentam alguns tipos de emulsdes que ocorrem em alimentos (Tabela 3.5).

Tab. 3.5 - Tipos de emulsdes em alimentos (BOBBIO e BOBBIO, 1992)

Tipo de Tipo de
Estabilizado por
Alimento emulsao
Leite O/A Fosfolipideos
Creme de leite A/O Fosfolipideos, proteinas e emulsionantes sintéticos
Maionese A/O Proteinas, fosfolipideos e polissacarideos
Sorvete O/A Proteinas, fosfolipideos e polissacarideos

Segundo Djuve et al. (2001) para se determinar a estabilidade de uma emulsao deve-se
levar em conta as propriedades interfaciais dgua-dleo, pois a formagdo da interface entre as
fases dispersa e continua aumentam a energia livre do sistema, o que termodinamicamente
caracteriza as emulsdes como um sistema instavel.

Manning e Thompson (1995) listam alguns fatores que podem afetar a estabilidade de
uma emulsdo: a viscosidade da fase continua, pois dificulta a mobilidade das gotas, o que
reduz sua taxa de colis@o; a rigidez do filme interfacial, em que tendo um filme interfacial
rigido tem-se uma dificuldade na coalescéncia das gotas, promovendo uma estabilidade da

emulsdo; o tamanho das gotas, em que emulsdes com gotas pequenas sao mais estaveis do que



Capitulo 3 - Revisdo Bibliogrdfica

aquelas em que a coalescéncia gerou gotas de maior tamanho; a temperatura, em que a

emulsio é desestabilizada com o aumento desta.

3.5 - Planejamento de experimentos

O planejamento de experimentos é necessdrio para se chegar a otimizacdo de um
processo, desenvolver formulacdes dentro de parametros estabelecidos e avaliar os efeitos e
impactos que os fatores possuem em relagdo a resposta desejada. A realizacdo dos
experimentos, de forma confidvel e significativa, ocorre quando da utilizacdo de um método
cientifico de planejamento. Durante a realizacao de andlises experimentais etapas devem ser
seguidas: a realizacdo do planejamento e a andlise estatistica dos dados (RODRIGUES e
IEMMA, 2005).

Um exemplo de planejamento de experimentos € o planejamento fatorial, que envolve
todas as combinacdes possiveis entre todos os niveis das varidveis, permitindo assim avaliar
quais varidveis interferem em uma determinada resposta, mencionando também quais destas
variaveis sdo importantes (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Para Rodrigues e Iemma (2005) as vantagens do uso do planejamento experimental
sdo:

¢ reducdo do tempo de experimentagdo, pois permite a otimiza¢do do nimero de

experimentos;

¢ reducdo dos custos relativos a execugdo dos ensaios;

e permitir a avaliacdo e a minimizacao do erro experimental;

e possibilitar uma otimiza¢cdo multivariada;

e permitir a verificagdo conjunta da influéncia das varidveis estudadas;

e possibilidade de otimizar mais de uma resposta a0 mesmo tempo.

Para Box et al. (1978), a metodologia do planejamento de experimentos aliada a uma
andlise de superficies de resposta permite estatisticamente verificar os efeitos individuais,
interacdes entre as varidveis, avaliacdo de erros experimentais € 0 equacionamento empirico

dos resultados.



CAPITULO 4
MATERIAL E METODOS

4.1 - Micro-organismo

As linhagens de Pseudomonas aeruginosa utilizadas foram ATCC 9027 e ATCC
10145 oriundas da Cole¢do de Culturas Tropicais da Fundacao André Tosello, em Campinas-

SP.

4.2 - Fonte de carbono

A fonte de carbono para a producdo do biossurfactante foi obtida a partir de efluente
gorduroso, denominado flotado industrial, cedido por uma empresa frigorifica da regido de
Uberlandia-MG. O flotado industrial foi obtido por um processo de tratamento de flotacao do
efluente gorduroso com a adicio de um polimero catidnico (poliacrilamida cationica)
conhecido comercialmente por FLONEX 9045, fabricado pela empresa SNF Floerger®,
utilizado na concentragdo de 5 mg/L de efluente a receber tratamento. A amostra cedida para
os estudos foi colocada em recipientes de 5 litros, os quais foram armazenados sob
refrigeracdo a 7°C para a utilizacdo durante todo o desenvolvimento dos experimentos
evitando possiveis variagcdes na composi¢ao do efluente.

Também foi utilizado residuo de levedura como um nutriente, denominado, levedura
cervejeira autolisada residual, com a composicao de carboidratos de 15 a 25%, e teor de

lipideos de 3 a 10%.

4.3 - Caracterizacdo da matéria-prima: efluente gorduroso

O efluente gorduroso (Figura 4.1) utilizado na producdo do biossurfactante foi
caracterizado por meio de andlises para quantificar a concentragdo de nitrogé€nio total (item

4.3.1). e o teor percentual de gordura (item 4.3.2).
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Fig. 4.1 - Amostra efluente gorduroso (Foto tirada pelo autor)

4.3.1 - Concentracio de Nitrogénio Kjeldhal total

A concentracdo de Nitrogénio Kjeldhal total (nitrogé€nio organico e amonio) foi feita
para verificar a quantidade de nitrogénio presente no efluente gorduroso utilizado nos
experimentos. A concentracdo nitrogénio foi determinada por método titulométrico apds
digestdo com &cido sulftrico e catdlise com sulfato de cobre e potdssio, conforme disposto no

APENDICE 1 (APHA, 1998).

4.3.2 - Determinacao do teor percentual de gordura

A concentracdo total de gordura presente no efluente foi determinada pelo método de

Bligh-Dyer. A descricdo detalhada do método, apresentado por Cecchi (1999) encontra-se no

ANEXO 1.

4.4 - Meios de cultura

4.4.1 - Meio de cultura para a manutencao das linhagens

As bactérias foram mantidas em tubos de ensaio com meio gelose nutriente inclinado,

cuja composicdo é apresentada na Tabela 4.1. Quinzenalmente as linhagens eram repicadas
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para um novo tubo com gelose nutriente. Apds a incubacdo por 48 horas em estufa a 30 +

0,5°C, os cultivos foram mantidos sob refrigeracdo a 7°C = 1°C.

A pureza dos cultivos foi periodicamente verificada pelo método de Gram, conforme

Oplustil (1999).

Tab. 4.1 - Composicao do meio de cultura para manuten¢do das linhagens

Componentes Concentracao (g/L)
Sacarose 20,0
Extrato de carne 3,0
Peptona de carne bacterioldgica 5,0
Agar bacteriolégico 20,0

pH do meio ajustado em 7 utilizando NaOH 0, 1N e esteriliza¢do a 121°C/15min.

4.4.2 - Meio de cultura para o preparo do indculo

Para o crescimento das culturas bacterianas visando a obten¢do do indculo foi

utilizado o meio proposto por LIMA et al. (2007) e SANTOS et al. (2002), conforme descrito
na Tabela 4.2.

Tab. 4.2 - Composicdo do meio de cultura para crescimento do micro-organismo

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 10,0
Levedura cervejeira autolisada residual (LCA) 11,0
NH4NO3 5,7
MgSO,7H,0 0,2
Na,HPO, 7,0
KH,PO4 3,0

pH do meio ajustado em 7 utilizando NaOH 0, 1N e esteriliza¢do a 121°C/15min.

4.4.3 - Meio de cultura utilizado no processo fermentativo para a produciao do biossurfactante

O meio utilizado para a producdo do biossurfactante foi baseado em LIMA er al. (2007)

e SANTOS et al. (2002), conforme Tabela 4.3.
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Tab. 4.3 - Composi¢@o do meio de cultura para a producio do biossurfactante

Componentes Concentracao (g/L)
MgSO47H,O 0,2
Na,HPO4 7,0
KH,PO4 3,0
NH4NO3 *
Efluente gorduroso *
Levedura cervejeira autolisada residual (LCA) *

pH do meio ajustado em 7 utilizando NaOH 0, IN. Esteriliza¢do a 121°C/15min.

*Concentragdes de levedura cervejeira autolisada residual, NH;NOjs e efluente gorduroso foram utilizadas com

base nas concentra¢des requeridas em cada experimento do planejamento.

O meio de cultura (Produgdo) foi preparado em um reator batelada modelo B. Braun
Biotech International, com volume total 2,0 litros e volume util de 1,5 litros, A Figura 4.2
mostra a unidade experimental (bioreator), sendo: (/) agitador mecanico; (2) rotdmetro para

controle de aeracdo; (3) camisa de resfriamento com entrada de 4gua para controle da

temperatura; (4) painel de controle.

(1) Agitador

mecanico

(2) Rotametro:

(3) Camuisa de restriamento
entrada de agua

Fig. 4.2 - Reator B. Braun Biotech International (Foto tirada pelo autor)

A realizacdo das fermentacdes ocorreu apds o preparo do meio de cultura (Produgdo)

no proprio reator, com nivel de aeracao de 0,5 vvm e velocidade de agitacdo 550 rpm, estas

empregadas por Lima et al. (2007).

(4) Painel

de controle
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4.5 - Avaliacdo da producao do biossurfactante

A avaliacdo da producdo do biossurfactante ocorreu apds o periodo fermentativo de 48
horas, com a retirada de aliquota de 30 mL, em duplicata, para centrifugacdo na centrifuga
Beckman Coulter J-25 a 12.500 rpm (correspondente a um campo centrifugo relativo de
18.900 g) por 20 minutos, para a remo¢do de células. No sobrenadante realizaram-se as

andlise de tensdo superficial, indice de emulsificacdo e quantidade de raminose presente.

4.6 - Experimentos

Os experimentos foram realizados com auxilio de planejamento fatorial (PF) e de

planejamento composto central (PCC).

4.6.1 - Preparo do in6culo

Para ativacdo dos micro-organismos armazenados em tubos de ensaio foram
transferidas 4 alcadas dos mesmos para 100 mL de meio de crescimento (item 4.4.2), em
frasco Erlenmeyer de 500 mL a 30 % 0,5°C sob agitagdo de 170 rpm em uma incubadora
rotativa (430 RDB da marca Nova Etica) por um periodo de 24 horas.

O volume do meio de crescimento do micro-organismo contendo 100 mL de indculo
foi adicionado ao reator B. Braun International com o meio de producdo do biossurfactante
em um volume de 1,5 L para fermenta¢do em 48 horas com aeracao de 0,5 vvm e agitacdo de
550 rpm, conforme Lima et al. (2007), a 30 £ 0,5°C, com pH 7,0. Apés este periodo, retirou-
se amostras de 30 mL que foram centrifugadas para a separagao das células (biomassa) do
sobrenadante. As andlises de concentragdo de raminose, tensdo superficial e indice de

emulsificacdo foram realizadas no sobrenadante, apds a realiza¢ao da fermentacao.

4.6.2 - Avaliacdo das variaveis concentracio de efluente gorduroso, nitrato de amonio e

concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual aplicando um planejamento

experimental fatorial

Com o propoésito de obter experimentos significativos e confidveis, utilizou-se um
tratamento estatistico dentro de um planejamento fatorial (PF). Adotou-se um teste de

hipétese 7-Student com area de rejeicao de 5%.
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Para selecionar a linhagem de Pseudomonas aeruginosa e verificar tendéncias de
alguma varidvel do processo para a produ¢do do raminolipideo escolheu-se fazer um PF a
dois niveis com quatro varidveis (2%), totalizando 16 experimentos. As varidveis escolhidas
para avalia¢do no planejamento foram: concentra¢dao de efluente gorduroso; concentracao de
nitrato de amoénio (NA); concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual (LCA) e
linhagem do micro-organismo.

As respostas analisadas para o planejamento efetuado foram: concentracdo de
raminose, tensdo superficial, indice de emulsificacdo e crescimento celular (massa seca). Os
célculos estatisticos foram realizados com auxilio do Software Statistica 7.1, da StatSoft.
Neste planejamento foi estabelecido o nivel superior com o sinal +1 das varidveis escolhidas
para o planejamento, sendo a concentragdo de efluente gorduroso de 50 g/L, concentragao de
nitrato de amonio 7 g/L, concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual 15 g/L, e
linhagem de micro-organismo ATCC 10145. O nivel inferior das varidveis escolhidas foi
representado por -1 sendo a concentracdo de gordura 10 g/L, concentracdo de nitrato de
amonio 1 g/L, concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual 5g/L. e linhagem de
micro-organismo ATCC 9027. As concentragdes adotadas nos niveis superiores e inferiores
foram escolhidas conforme revisdo da literatura (BANAT et al., 2002; RAHMAN et al.,
2002; SANTA ANNA et al, 2001; SANTOS et al., 2002). A realizacdo de todos os
experimentos ocorreu a 30 + 0,5°C, com pH 7,0 por um periodo de fermentacao de 48 horas,
nivel de aeracdo 0,5 vvm, velocidade de agitacdo de 550 rpm e concentracdo de micro-
organismos inicial de 1,0 = 0,2 g/LL de células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e

ATCC 10145. A Tabela 4.4 mostra a matriz de planejamento utilizada.

4.6.3 - Estudo cinético entre as linhagems ATCC 9027 e ATCC 10145

Visando ajustar o tempo de fermentacado e verificar a reprodutibilidade dos resultados
foi realizado um estudo cinético do processo fermentativo para as duas linhagem de
Pseudomonas aeruginosa. Neste estudo foi adotado o meio de cultura de LIMA et al. (2007) e
SANTOS et al. (2002), ja apresentado na Tabela 4.3, sendo as concentragdes de efluente
gorduroso, nitrato de amonio e levedura cervejeira residual definidas conforme as melhores
condi¢des apresentadas no planejamento fatorial. As condicdes operacionais foram: volume
util do reator 1,5 L com aeracdo 0,5 vvm, velocidade de agitacdo de 550 rpm e temperatura de
30 £ 0,5°C, a mesma empregada por Lima et al. (2007). A concentra¢do de micro-organismos
inicial foi de 1,0 £ 0,2 g/L de células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC

10145. Amostras de 30 mL foram retiradas para acompanhamento nos seguintes tempos: 0,
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12, 24, 32, 48, 72, 96 e 120 horas, para andlises das respostas: concentracdo de raminose;

tensdo superficial; indice de emulsificacdo; e concentracdo final de células.

Tab. 4.4 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2

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

Experimentos com menor concentracdo adotou-se -1 e com a maior concentragdo +1.

Para a Linhagem, -1 representou Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e +1 a ATCC 10145.
NA - concentragdo de nitrato de amdnio.

LCA - concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual.

4.6.4 - Planejamento composto central (PCC) para as varidveis concentracio de efluente

gorduroso, nitrato de amoénio e concentracido de levedura cervejeira autolisada residual

O PCC foi utilizado para maximizar a producdo do biossurfactante em relacdo as
varidveis estudadas concentracdo de efluente gorduroso, concentracdo de nitrato de amonio
(NA) e concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual (LCA) pela técnica de
superficie de respostas.

O Planejamento composto central foi realizado com 8 experimentos (2°) mais 3
réplicas no ponto central e 6 experimentos no ponto axial. O a de ortogonalidade foi de

1,3533, resultando em 17 experimentos (Tabela 4.5).
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Tab. 4.5 - Matriz do planejamento composto central

Experimento Concentracao de efluente (g/L) NA (g/L) LCA (g/L)
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -al 0
10 +a 0
11 0 -a 0
12 0 +a 0
13 0 0 -o
14 0 0 +a
15 0 0
16 0 0
17 0 0 0

NA - concentracdo de nitrato de amdnio.
LCA - concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual.

Todos os niveis das varidveis estudadas foram adimensionalizados (codificados) pela
utilizacdo da Equacao 4.1.

X :M 4.1)

! {X 41 X -1 }
2
X, = valor codificado da varidvel (n = 1,2...)
X =valor da variavel a ser calculada;
X, = valor da varidvel no ponto central;
X, = valor da varidvel no nivel superior;
X _, = valor da varidvel no nivel inferior.

As Equagdes codificadas (4.2, 4.3 e 4.4) s@o as equagdes para cada varidvel estudada

no experimento:
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X (concentragiio de efluente —50)  (concentragdo de efluente — 50) 4.2)
1= = .
[70 - 30} [20]
2
v, (NA-23) _ (NA-15) (4.3)
[4 -~ 0,6} [1,7]
2
oo (LCA —215) _ (LCA-15) 4.4)
[20 - 10} [5]
2

A Tabela 4.6 mostra as varidveis apresentadas na Tabela 4.5 em suas grandezas reais.

Tab. 4.6 - Matriz do planejamento composto central com valores reais para concentracdo de
efluente, nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada

Experimento Efluente (g/L) NA (g/L) LCA (g/L)
1 30 0,6 10
2 30 0,6 20
3 30 4 10
4 30 4 20
5 70 0,6 10
6 70 0,6 20
7 70 4 10
8 70 4 20
9 23 2,3 15
10 77 2,3 15
11 50 0 15
12 50 4,6 15
13 50 2,3 8,2
14 50 2,3 21,8
15 50 2,3 15
16 50 2,3 15
17 50 2,3 15

NA — concentrac¢io de nitrato de amonio (g/L).
LCA - concentracio de levedura cervejeira autolisada residual (g/L).
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As respostas para o planejamento realizado foram: producdo de raminose, tensio
superficial, indice de emulsificacdo e crescimento celular (massa seca).

A realizacdo de todos os experimentos se deu a 30 £ 0,5°C, com pH 7,0 com um
periodo de fermentacao de 48 horas e com a concentragdo de micro-organismos inicial para a
fermentacdo de aproximadamente 1,0 + 0,2 g/LL de células de Pseudomonas aeruginosa. A
Equacgdo 4.5 mostra a equacdo empirica de 2* ordem que representa cada uma das respostas

estudadas.

Resposta = B() +aX; + bX2 +cX3 + dX12 + eX22 + fX32 + gX1X2 + hX1X3 + iX2X3 (45)

Sendo:

Bo = valor médio da resposta;

a, b, c,...1 = parametro da equagao;
X = Concentragdo de efluente;
X, = Concentragdo de NA;

X3 = Concentracdo de LCA;

Os célculos estatisticos foram realizados com auxilio do Software Statistica 7.1, da
StatSoft., verificando quais varidveis influenciam em determinada respostas pelos valores de ¢
de Student, sendo eliminados os efeitos com nivel de significancia maior que 5% e a
otimizacdo foi realizada utilizando a técnica de superficie de respostas e um algoritmo

implementado no Sofware Maple 9.5.

4.6.5 - Estudo cinético para avaliar melhor tempo de fermentacio no reator

Um estudo cinético foi realizado com o intuito de determinar o tempo de processo. A
fermentacdo foi realizada empregando as varidveis independentes concentracdes de efluente,
de nitrato de amonio e de levedura cervejeira autolisada residual no ponto de otimizagdo das
respostas obtidas no PCC do item 4.6.4.

As concentracoes de MgSO,7H,0, Na,HPO; e KH;PO; foram as mesmas
apresentados na Tabela 4.3.

O estudo cinético foi realizado no reator, modelo B. Braun Biotech International,
apresentado na Figura 4.2 a 30 + 0,5°C, com pH 7,0, volume util do reator 1,5 L, aeracdo de
0,5 vvm e velocidade de agitacao de 550 rpm, determinados por Lima et al. (2007), e

concentracdo de micro-organismos inicial de 1,0 + 0,2 g/L de células. Aliquotas de 30 mL
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foram retiradas nos tempos 0, 6,10, 12, 16, 24, 36, 48 e 72 horas para andlise da concentragdo

de raminose, tensdo superficial, indice de emulsificagdo e concentracdo final de células. Os

resultados gréficos da cinética foram obtidos com auxilio do Software Origin Graph 8.0.

4.7 - Procedimentos analiticos

4.7.1 - Acompanhamento da fermentacio

Visando evitar a utilizagc@o de culturas contaminadas no processo, 0 acompanhamento
da fermentacgdo foi feito através da observacao microscopica das células coradas pela técnica
de coloragdo de Gram, disposta no ANEXO 2. Este acompanhamento também foi feito

quinzenalmente nos micro-organismos armazenados nos tubos de gelose nutriente.

4.7.2 - Tensao superficial

A tensdo superficial do meio de cultura foi medida para confirmar indiretamente a
producdo de biossurfactantes. Para tanto, amostras dos meios fermentados foram
centrifugadas (30 mL) em centrifuga da marca Beckman Coulter J-25 a 12.500 rpm
(correspondente a um campo centrifugo relativo de 18.900 g) a 25°C por 20 minutos para
remog¢do das células e do sobrenadante, aliquotas de aproximadamente 10 mL dispostas em
placas de Petri foram analisadas em um tensiémetro (Figura 4.3) da marca Fischer (modelo
21) previamente calibrado.O tensiometro foi utilizado com um anel de platina-iridium de 2
cm de diametro e 6,0 cm de altura, o qual era imerso nas amostras contidas nas placas de
Petri, para a realizacdo da leitura, que foi feita por trés vezes, e os resultados expressos como

o valor médio dessas leituras.

Fig. 4.3 - Tensiometro utilizado nas andlises de tensao superficial (Foto tirada pelo autor)
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4.7.3 - Concentracdo de raminose

A concentracdo de raminose foi determinada de acordo com o método descrito por
Rahman et al.(2002) e disposto no APENDICE 2. Para a realizacdo da andlise de
concentracdo de raminose foi construida previamente uma curva de calibragdo utilizando
varias concentracdes conhecidas de raminose (Figura 4.4), também apresentada no
APENDICE 2. A realizagio do teste consistiu em adicionar 1 mL da amostra a 4,5 mL de
dcido sulfdrico (70%) misturando vigorosamente a solucdo, com posterior aquecimento a
100°C por 20 minutos. Apds o aquecimento, resfriou-se a solucio a temperatura ambiente e
adicionou 0,1 mL de 4cido tioglicdlico (3%), deixando-a em repouso por 3 horas sob auséncia
de luz. Posteriormente, fez-se a leitura da absorbancia a um comprimento de onda de 420 nm

utilizando um espectrofotdmetro da marca Genesys - modelo 10UV.

Fig. 4.4 - Amostras para curva de calibracido da raminose (Foto tirada pelo autor)

4.7 4 - Indice de emulsificacio

O indice de emulsificacdo foi determinado segundo o método descrito por Cooper e
Goldenberg (1987). Para a realizacdo deste teste uma aliquota de 6 mL de querosene de
aviacao foi adicionada a 4 mL de caldo fermentado centrifugado, contido em tudo de ensaio
de 1,8 x 15 cm com tampa de rosca.

Com auxilio de um agitador de tubos Vortex, (marca Phoenix, modelo AP56),
apresentado na Figura 4.5, a mistura era agitada vigorosamente por 2 minutos.
Posteriormente, a emulsdo formada foi deixada em repouso por 24 horas para que sé assim

fizesse a leitura do indice de emulsificacdo, que corresponde a um valor percentual, sendo a
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altura da camada emulsionada dividida pela altura total da mistura, e multiplicado por 100

(Equacao 4.6).

Indice de emuls ificagdo = altura da camada emulsionada %100 4.6)

altura total da mistura

Fig. 4.5 - Agitador de tubos Vortex em andlise do indice de emulsificacio

(Foto tirada pelo autor)

4.7.5 - Biomassa (massa seca)

A massa seca foi determinada pela centrifugacdo de 30 mL do meio fermentado em
centrifuga de marca Beckman Coulter J-25, com rotacio de 12.500 rpm (com campo
centrifugo de 18.900 g), por 20 minutos. Em seguida, as células precipitadas foram lavadas
com 4gua destiladas e centrifugadas por mais trés vezes até o sobrenadante apresentar-se
limpido. Apds a centrifugacdo, as amostras foram novamente suspensas em dgua destilada e

depois armazenadas em béqueres de 50 mL previamente guardados em um dessecador e
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tarados para que fossem levados a estufa a 80°C por 48 horas. A determinacdo da massa seca

foi feita pela diferencga do peso inicial e o peso final do béquer.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Acompanhamento da fermentacao

Com o método Gram foi possivel observar que a espécie Pseudomonas aeruginosa

apresenta forma de bastonetes retos, pequenos, finos e Gram-negativo.

5.2 - Caracterizacao do efluente gorduroso

5.2.1 - Quantidade de Nitrogénio Kjeldhal

Uma das varidveis analisadas no planejamento de experimentos foi a influéncia da
concentracdo de nitrogénio e assim, inicialmente determinou-se a concentracdo de Nitrogénio
Kjeldhal na amostra de efluente proveniente dos flotadores da estacdo de tratamento de
efluentes de abatedouro de aves e suinos. Os resultados da andlise mostraram que o efluente
possui 0,2 g/l de nitrogénio, conforme determinado segundo o método disposto no

APENDICE 1.

5.2.2 - Caracterizacao da matéria-prima: quantidade de gordura presente na amostra

Com relagdo a concentracdo de gordura presente neste residuo, o método de Bligh-

Dyer mostrou percentagem de gordura de 19,48 + 1,5 %.

5.3 - Planejamento fatorial a 2 niveis para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC
10145

A partir do planejamento fatorial 2* foi possivel verificar qual das linhagens de
Pseudomonas aeruginosa empregadas proporcionou melhores resultados para a produgao do
biossurfactante. Assim, este planejamento foi realizado com a finalidade de selecionar a
linhagem que seria usada em um segundo planejamento, o Planejamento Composto Central

(PCC). A Tabela 5.1 apresenta os resultados obtidos para a producdo de raminose (RM),
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tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE) e concentracdo final de células (Xj).
Como varidveis foram estudadas: concentracdo de efluente; concentracdo de nitrogénio
utilizando nitrato de amdnio (NA); e concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual

(LCA) e duas linhagens de P. aeruginosa (ATCC 9027 e 10145).

Tab. 5.1 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2

Exp. Efluente NA LCA Linhagem RM TS IE X

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (dina/cm) (%) (g/L)
1 10 1 5 ATCC 9027 1,65 35,6 75,8 1,9
2 50 1 5 ATCC 9027 1,3 34,3 77,2 1,69
3 10 7 5 ATCC 9027 1,04 35,2 70,7 1,93
4 50 7 5 ATCC 9027 1,14 34,8 75,5 1,73
5 10 1 15 ATCC 9027 1,36 33,9 80,6 2,01
6 50 1 15 ATCC 9027 1,7 31,3 85,6 2,39
7 10 7 15 ATCC 9027 1,22 33,3 80,7 1,97
8 50 7 15 ATCC 9027 1,44 32,9 86,2 2,33
9 10 1 5 ATCC 10145 1,54 32,6 87,4 2,03
10 50 1 5 ATCC 10145 1,76 31,9 90,6 2,51
11 10 7 5 ATCC 10145 1,34 33,4 87,0 1,71
12 50 7 5 ATCC 10145 1,56 32,6 88,8 2,05
13 10 1 15 ATCC 10145 1,9 31,2 92,2 3,06
14 50 1 15 ATCC 10145 2,64 30,5 100,0 3,56
15 10 7 15 ATCC 10145 1,8 30,7 94,6 2,90
16 50 7 15 ATCC 10145 2,11 30,8 98,2 3,76

NA — concentracgdo de nitrato de amdnio; LCA — concentrag@o de levedura cervejeira autolisada residual; RM —
concentracdo de raminose; TS — tensdo superficial; IE — indice de emulsificacdo; X; — concentragdo final de
células

Em todos os experimentos a concentracao inicial de células manteve-se em 1,0 £ 0,2
g/L e a tensao superficial inicial do meio de produgdao em 65,6 + 1,2 dina/cm.

Analisando os dados apresentados na Tabela 5.1 e considerando que neste
planejamento fatorial foi considerada uma édrea de rejeicao de 5% em um teste de hipoteses ¢
de Student e relacionando as varidveis independentes com a resposta raminose, obteve-se o

diagrama de Pareto (Figura 5.1).



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

6,012538

. @
L e
| e

262653
L aww

L reeb

. s

.
|

(X4)Linhagem
(Xs)LCA
(X2)NA
(X1)Efluente
X3 X4

XiXs
X1 X4
XoXa
X2 X3
XiXe

,2215146

-,158225

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 5.1 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas e suas interacdes para resposta
concentracdo de raminose

A Figura 5.1 mostra que as varidveis que influenciaram na produgdo de raminose
foram a linhagem (X4), a concentracao de levedura cervejeira autolisada residual (X3 - LCA),
concentracdo de nitrato de amodnio (X, - NA), a concentracdo de efluente (X;) e a interagc@o
entre a levedura cervejeira autolisada residual e a linhagem (X3X4). A linhagem foi a varidvel
que mais influenciou na obtencdo de raminose. O sinal de positivo para X, significa que
quando esta varidvel passa do nivel -1 (ATCC 9027) para o nivel +1 (ATCC 10145) a
resposta concenracao de raminose € aumentada.

A equagdo do modelo empirico ajustada para a concentracdo de raminose em funcio

das varidveis significativas é apresentada na Equagado 5.1:

Raminose = 1,593750 + 0,112500 X; — 0,137500 X, + 0,177500 X3 + 0,237500 X4
+0,088750 X X3 + 0,073750 X X4 + 0,103750 X3X4 (5.1)

A Equagio 5.1 tém o valor do coeficiente de determinacdo (R?) de 0,95, indicando que
cerca de 95 % dos dados experimentais ajustaram-se ao modelo.

A linhagem utilizada trata-se de uma varidvel qualitativa, e na constru¢ao do modelo
empirico s6 sdo levadas em consideracdo as varidveis quantitativas. Assim, tornou-se

necessario uma corre¢ao da Equagdo ajustada 5.1, substituindo a varidvel linhagem (X4) por



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

—1 ou +1, maximizando as respostas de concentracdo de raminose, indice de emulsificacdo e
concentracdo final de células e minimizando a tensdo superficial. Essa correcdo foi feita
também para as demais equacdes para cada resposta estudada. Dessa forma, a equagdo do
modelo empirico ajustada para a concentracdo de raminose em func¢do das varidveis

significativas, com a substitui¢do de X4 por +1, € descrita conforme a Equacdo 5.2:

Raminose = 1,83125 + 0,18625X;, — 0,137500X, + 0,28125X3 + 0,088750 X X3 (5.2)

A op¢do de substitui¢do da linhagem por +1 na Equacao 5.1 maximizou a producdo de
raminose. Por compara¢do, com a Equacdo 5.3 a varidvel X4 foi substituida por -1, mostrando

que era obtido menores concentra¢des de raminose.

Raminose = 1,35625 + 0,03875X; - 0,137500X; + 0,07375X3 + 0,088750XX3 (5.3)

Nas Equacgdes 5.2 e 5.3, o valor negativo do coeficiente de regressdao para X, mostra
que menores concentragdes de nitrato de amonio promovem maior producao de raminose, o
que pode ser observado comparando os experimentos 1 € 3;2e4;5e7;6¢e8;9e 11;10e 12;
13 e 15; 14 e 16. O sinal de positivo para X; e X3 indica que quanto maior a concentracdo de
efluente e de LCA maior producdo de raminose, conforme comparacao entre os experimentos:
1le6;3e8;9¢e14;11¢e16.

Rodrigues et al. (2006) estudaram producdo de biossurfactante produzido por
linhagens de Lactobacillus, € mostraram que para a linhagem Lactobacillus pentosus CECT-
4023, a produgdo iniciava nas primeiras 4 horas de fermentagdo, obtendo a concentracdo final
de 1,4 g de biossurfactante/L, em um tempo total de fermentacdo de 72 horas. Esta
concentracdo de biossurfactante provavelmente foi inferior a maioria das concenragdes
obtidas na Tabela 5.1, pois o biossurfactante raminolipideo apresenta uma ou duas moléculas
de raminose na sua composi¢do e alguns autores (BENINCASA e ACCORSINI, 2008;
SOLANAS et al., 2004) sugerem fatores maiores que 3 na relacdo entre a concentracdo de
raminose e a de raminolipideo.

A Figura 5.2 mostra a distribui¢cdo dos residuos. Percebe-se que a distribui¢do dos
residuos foi aleatéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.3 mostra os
valores preditos em fung¢do dos observados, e mostra que os valores observados ficaram

préoximos dos preditos.
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Fig. 5.2 - Distribuicao dos residuos relativo a concentragdo de raminose
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Fig. 5.3 - Valores preditos em func¢do dos observados relativos a concentracdo de raminose

Em relacdo a tensdo superficial, pode-se dizer que a varidvel mais significativa neste
resultado foi a linhagem do micro-organismo (X4), seguido pela levedura cervejeira autolisada

residual (X3 - LCA) e a concentracdo de efluente (X;), conforme mostra a Figura 5.4.
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Fig. 5.4 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas e suas interacdes para tensao
superficial

Na Figura 5.4, o sinal negativo para o efeito estimado de X4 significa que quando esta
varidvel passa do nivel -1 (ATCC 9027) para o nivel +1 (ATCC 10145) a tensdo superficial é
diminuida.

A equacdo ajustada para a tensdo superficial em relacdo as varidveis significativas

concentracdo de efluente (X;), LCA (X3) e Linhagem (X4) € apresentada pela Equacgao 5.4:
Tensao superficial = 32,81250 — 0,42500 X, — 0,98750 X3 — 1,10000 X4 (5.4)

A Equacdo 5.4 tem coeficiente de determinacao (RZ) de 0,92, indicando que cerca de
92% dos dados experimentais se ajustam ao modelo proposto.

Substituindo X4 por +1 na Equacdo 5.4, a equacdo ajustada para a tensdo superficial
em relacdo as varidveis significativas concentracido de efluente (X;) e LCA (X3) passa a ser

descrita conforme a Equacgdo 5.5
Tensao superficial = 31,7125 - 0,42500 X; — 0,98750 X3 (5.5

Caso fosse adotado a substituicdo da varidvel por X4 por -1 na Equacdo 5.4, a tensdo

superficial serd maior, conforme a Equacao 5.6.
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Tensao superficial = 33,9125 — 0,42500 X; — 0,98750 X3 (5.6)

Os sinais negativos de X; e X3 nas Equagdes 5.5 e 5.6 mostram que maiores
concentracoes de efluente e LCA promovem a reducdo da tensdo superficial, sendo mais
indicado para producdo do biossurfactante, o que pode ser comprovado comparando os
resultados obtidos para a tensdo superficial nos experimentos: 1 e 6;3¢e 8;9¢e 14; 11 e 16.

A Figura 5.5 mostra a distribui¢do dos residuos em torno de zero, sendo aleatéria e
sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.6 mostra os valores preditos ficaram préximos dos

observados para a tensdo superficial.
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Fig. 5.5 - Distribuicao dos residuos relativo a tensdo superficial
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Fig. 5.6 - Valores preditos em funcdo dos observados relativos a tensao superficial

Na Figura 5.7 observa-se para a resposta indice de emulsificacdo que foram
significativas as seguintes varidveis: linhagem do micro-organismo (X4), que apresentou
maior influéncia, seguido pela concentragdo de LCA (X3) e concentracdo de efluente (X;). O
sinal positivo para X4 significa que quando esta varidvel passa do nivel -1 (ATCC 9027) para

o nivel +1 (ATCC 10145) a emulsificagdao ¢ aumentada.
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Fig. 5.7 - Diagrama de Pareto com variaveis estudadas para o indice de emulsificacdo
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A equagdo ajustada para o indice de emulsificacdo (Equagdo 5.7) é dada por:

Indice de Emulsificacio = 85,69375 + 2,06875X, + 4,06875 X3 + 6,65625 X, 5.7

O coeficiente de determinacao (R?) para a Equacdo 5.7 foi de 0,97, indicando que
cerca de 97% dos dados experimentais se ajustam no modelo proposto

Com a substitui¢ao de X4 por +1 na Equagdo 5.7 tem-se a Equagao 5.8

Indice de Emulsificacio = 92,35 + 2,06875X + 4,06875 X; (5.8)

Caso fosse adotado a varidvel linhagem com -1, obteria uma equacdo ajustada que
forneceria um menor indice de emulsificacdo, quando substituido na Equacdo 5.7 (Equacdo

5.9).
Indice de Emulsificacio = 79,0375 + 2,06875X; + 4,06875 X3 5.9

. Os sinais positivos de X; e X3 nas Equagdes 5.8 e 5.9 mostram que maiores
concentracdoes de efluente e LCA proporcionaram maior indice de emulsificacdo. Este
resultado estd de acordo com os observados nos experimentos: 1 € 6; 3¢ 8;9e 14; 11 e 16.

Percebe-se pela distribui¢do dos residuos apresentados na Figura 5.8 uma distribuicao
em torno de zero e aleatéria sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.9 mostra os valores preditos

em funcdo dos observados. Verifica-se que os valores observados ficaram préximos dos

preditos.
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Fig. 5.8 - Distribuic@o dos residuos relativo ao indice de emulsificacio
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Fig. 5.9 - Valores preditos em funcio dos observados relativos ao indice de emulsificacdo

Para o crescimento celular, ou seja, a concentracdo final de células (X¢) verifica-se que
as varidveis LCA (X3), linhagem (X4), interacdo entre o LCA e a linhagem (X3X4), efluente
(X)) e interagdes X;X4 e X X3 sdo significativas, sendo que a concentracdo de LCA ¢é a
varidvel mais significativa, conforme Figura 5.10. Este resultado ja era esperado, pois os

nutrientes presentes na levedura cervejeira residual colaboram para o crescimento dos micro-

organismos.
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Fig. 5.10 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas para resposta concentracao final de
células
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Na Figura 5.10, o sinal de positivo para X4 significa que a linhagem Pseudomonas
aeruginosa ATCC10145 cresceu mais do que a linhagem ATCC 9027. Quando esta varidvel
passa do nivel -1 (ATCC 9027) para o nivel +1 (ATCC 10145) a concentracao final de células
¢ aumentada.

A Equacdo 5.10 representa a resposta ajustada para o crescimento celular, em relacao

as varidveis significativas:

Concentracdo final de células = 2,345625 + 0,156875X; + 0,401875 X3 + 0,351875 X4
+0,105625 X X3 + 0,115625 X;X4 + 0,220625 X3X4 (5.10)

A Equacio 5.10 apresenta coeficiente de determinacio (R*) de 0,97, em que 97% dos
dados experimentais se ajustam ao modelo.

Substituindo X4 por +1 na Equacdo 5.10 tem-se a Equacgdo 5.11 ajustada para o
crescimento celular, em relacdo a concentracdo de efluente (X;) e levedura cervejeira

autolisada residual (X3).

Concentragdo final de células = 2,6975 + 0,2725X; + 0,6225 X3+ 0,105625 X, X3 (5.11)

Caso fosse adotado a varidvel como X4 como -1 em substituicdo na Equagdo 5.10, a

concentracao final de células seria menor, conforme apresentado na Equagdo 5.12:

Concentragdo final de células = 1,99375 + 0,04125X; + 0,18125 X3+ 0,105625 X;X3 (5.12)

Os coeficientes de X; e X3 positivos nas Equagdo 5.11 e 5.12, e nos efeitos estimados
apresentados na Figura 5.10 significam que obtém-se maior concentragdo de células para
maiores concentragdes de efluente e LCA, conforme comparacao dos experimentos 1 e 6; 3 e
8:9e14; 11 e 16.

Como o aumento no crescimento celular ndo é uma resposta de interesse, pois
significa maior producdo de biomassa residual no processo fermentativo, esta resposta foi
analisada no sentido de obter maior concentracdo final de micro-organismo, pois foi
verificado que nas condi¢des de processo em que utilizou-se a linhagem com maior
crescimento celular obteve-se melhores resultados de concentracio de raminose, tensao

superficial e indice de emulsificagao.
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A Figura 5.11 mostra que a distribui¢do dos residuos foi aleatéria em torno de zero,
sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.12 apresenta os valores preditos em fun¢do dos
observados, mostrando que os valores observados ficaram préximos dos preditos, com uma

tendéncia constante e distribui¢do normal dos mesmos.
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Fig. 5.11 - Distribui¢ao dos residuos relativo a concentragao final de células
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Fig. 5.12 - Valores preditos em fun¢ao dos observados relativos a concentracao final de
células



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

Conforme os diagramas de Pareto apresentados anteriormente (Figuras. 5.1, 5.4, 5.7, e
5.10), a varidvel linhagem de micro-organismo foi a que proporcionou maior significancia na
obtencdo das respostas estudadas, ficando esta em segundo lugar somente para a resposta
concentracao celular. Para esta resposta a concentracdo de LCA mostrou-se mais significativa.

De acordo com a Tabela 5.1, os experimentos 6 e 14 foram os que apresentaram
melhores resultados em relagdo ao conjunto de maior producio de raminose e quantidade de
indice de emulsificacdo, crescimento celular e baixa tensdo superficial para as linhagens 9027
e 10145, respectivamente. Verifica-se que nestes experimentos foram empregadas menores
concentracdo de nitrato de amonio e maiores concentracdes de efluente e LCA. Comparando
estes resultados pode-se concluir que a linhagem Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
apresentou melhores resultados do que a linhagem ATCC 9027, pois com as mesmas
condi¢des das varidveis a ATCC 10145 conseguiu produzir 0,94 g/L. a mais de raminose,
reduziu de 0,8 dina/cm a tensdo superficial do meio em relagdo ao resultado obtido pela
ATCC 9027, além de conseguir emulsionar 100% de querosene.

Os resultados obtidos no planejamento fatorial sugerem que a linhagem ATCC 10145
apresentou melhor potencial de producdo do biossurfactante, pois na realiza¢do de todos os
experimentos os melhores resultados (maior concentracdo de raminose, menor tensao
superficial, maior concentracao final de células e maior emulsificacdo) foram obtidos quando
utilizou-se o nivel +1 para a linhagem (X4). Sendo assim, a linhagem ATCC 10145 foi a

escolhida para continuar a realizagdo de novos experimentos.

5.4 - Analise Cinética para as linhagens ATCC 9027 e ATCC 10145

A Figura 5.13 apresenta o estudo cinético em que a linhagem ATCC 10145 apresentou
melhores resultados em relacdo a linhagem ATCC 9027 para as respostas concentragdo de
raminose, tensdo superficial, indice de emulsificacdo e crescimento celular (Massa seca),

conforme Figura 5.13. Assim esta linhagem foi utilizada no delineamento composto central.
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Fig. 5.13 - Evolug¢do ao longo do tempo para concentracdes raminose (RM), tensao superficial
(TS), indice de emulsificacdo (IE) e concentracdo final de células (Xy) em fermentacdo por
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC 10145 em reator batelada com taxa de
aeragdo 0,5 vvm, velocidade de agitagdo de 550 rpm, temperatura de 30 + 0,5°C e volume dtil
de 1,5 L. Meio de cultura composto por: 50 g/L de efluente gorduroso; 1g/LL de NH4NOs. 15
g/LL de levedura cervejeira autolisada residual; 0,2g g/ de MgSO4-7H,0; 7,0 g/L de
Na,HPOy; 3,0 g/L de KH,PO,.

Os resultados apresentados na Figura 5.13, obtida com auxilio do Software Origin
Graph 8.0, mostram que para as duas linhagens estudadas, apds 48 horas de fermentacgdo, a
concentracdo de raminose, a tensdo superficial e o indice de emulsificacdo aumentaram muito
pouco ou mantiveram-se constantes. Nota-se também que o crescimento das células para as
duas linhagens (ATCC9027 e ATCC10145) ocorreu nas primeiras 24 horas, mostrando que a

producdo de biossurfactante foi parcialmente associado ao crescimento, assim como relatado
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por Noghabi ef al. (2010), e em que a melhor producdo do biossurfactante do raminolipideo a
partir de Pseudomonas aeruginosa MRO1 sé ocorre em 48 horas Porém o crescimento celular
atingiu a fase estaciondrio antes deste periodo, € mesmo assim a produ¢do de raminolipideo
continuou até as 48 horas.

Como os valores da concentracdo de raminose, crescimento celular e indice de
emulsificacdo para a P. aeruginosa ATCC 10145 foram superiores aos da P. aeruginosa
ATCC 9027, adotou-se esta linhagem para o préximo planejamento experimental e também o
tempo de 48 horas de fermentagdo. O préximo planejamento (PCC) teve como finalidade a
determinacdo das melhores condi¢des operacionais em relacdo as varidveis anteriormente
estudadas. Este planejamento foi realizado utilizando informagdes dos resultados obtidos no
planejamento fatorial realizado, com as seguintes faixas para a concentracdo de efluente, de
NA e de LCA, respectivamente, 23 a 77 g/, 0 a 4,6 g/l e de 8,2 a 21,8 g/L.

O tempo de 48 horas para a producdo de biossurfactante também foi adotado por
Fernandes et al. (2005), que produziu raminolipideo utilizando a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa LBI e como substrato residuos da fabricacdo do 6leo de girassol. Nesse estudo no

melhor tempo de fermentacao, obteve-se 12,1 g/L. de raminolipideos.

5.5 - Planejamento Composto Central (PCC) para as varidveis concentraciao de efluente,

nitrato de amonio e concentracio de levedura cervejeira autolisada residual

O Planejamento Composto Central (PCC) obtido para as varidveis: concentracdo de
efluente, concentracdo de nitrato de amoénio (NA) e concentragdo de levedura cervejeira
autolisada residual (LCA) estd disposto na Tabela 5.2, com os resultados obtidos para a
producdo de raminose (RM), tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE) e
concentracdo de célula final (Xf) em massa seca. Todos os experimentos foram feitos em
duplicata em um reator modelo B. Braun Biotech International (Figura 4.2) e os resultados
apresentados sdo a média dos valores obtidos. Todos os experimentos foram realizados a 30 +
0,5°C, com pH 7,0, aeragdo 0,5 vvm e agitacdo de 550 rpm. As condic¢des de nivel de aeracao
e velocidade de agitacdo foram selecionadas de acordo de acordo com Lima et al. (2007).

Neste planejamento composto central em todos 0s experimentos a concentragdo inicial
de células manteve-se em 1,0 + 0,2 g/L e a tensdo superficial do meio de produc¢do em torno

de 65,6 = 1,2 dina/cm.
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Tabela 5.2 - Resultados do planejamento composto central em relacdo a concentragido de
efluente, concentracio de nitrato de amonio e concentracao de levedura cervejeira autolisada
residual

Exp. Efluente NA LCA RM TS IE Xy

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (dina/cm) (%) (g/L)
1 30 0,6 10 1,80 30,7 77,81 2,49
2 30 0,6 20 2,01 29,9 100,00 3,56
3 30 4 10 1,53 31,0 76,62 2,19
4 30 4 20 2,36 30,8 100,00 2,36
5 70 0,6 10 3,04 29,1 100,00 1,35
6 70 0,6 20 3,50 28,1 100,00 1,94
7 70 4 10 1,99 30,2 95,24 2,45
8 70 4 20 2,79 29,5 95,60 2,74
9 23 2,3 15 1,81 30,6 92,24 2,66
10 77 2,3 15 3,22 27,1 100,00 2,20
11 50 0 15 3,16 27,7 100,00 2,63
12 50 4,6 15 2,71 29,0 92,86 2,46
13 50 2,3 8,2 2,30 28,9 90,43 3,11
14 50 2,3 21,8 2,71 29,4 100,00 3,79
15 50 2,3 15 3,34 27,3 100,00 3,68
16 50 2,3 15 3,37 27,2 100,00 3,67
17 50 2.3 15 3,39 27,3 100,00 3,67

NA - concentracio de nitrato de amonio; LCA — concentragdo de levedura cervejeira autolisada residual; RM
— concentracdo de raminose; TS — tensdo superficial; IE — indice de emulsifica¢do; X; — concentracio final de
células;

5.5.1 - Anadlise do PCC para a resposta concentracio de raminose

Analisando os dados apresentados no Planejamento Composto Central (Tabela 5.2),
adotando neste planejamento uma édrea de rejeicdo de 5% em um teste de hipdteses ¢ de
Student e relacionando as varidveis independentes com a resposta raminose, obteve-se O

diagrama de Pareto (Figura 5.14), apenas com as varidveis significativas:
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Fig. 5.14 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas e suas interacdes para resposta
concentracdo de raminose

Percebe-se que a varidvel isolada que mais influenciou na producdo de raminose foi a
concentracdo de efluente (X), seguido por LCA (X3) e NA (X»).

A equagdo do modelo empirico ajustada para a concentracdo de raminose em fungao
das varidveis significativas apresentadas no Diagrama de Pareto (Figura 5.14) é descrita pela

Equagdo 5.13:

Raminose = 3,309900 + 0,473555X; — 0,195526X, + 0,245769X3 - 0,396820X;X;
—-0,166611X, X, - 0,401189X5X3 — 0,229500X; X, + 0,121250X,X3 (5.13)

A Equagdo 5.13 apresentou o valor do coeficiente de determinacio (R*) de 0,98,
indicando que cerca de 98% dos dados experimentais ajustam ao modelo.

Os valores positivos para X; e X3 indicam que quanto maior a concentragdao de
efluente e de LCA obtém-se uma maior producao de raminose, conforme comparagio entre os
experimentos: 1 e 6; 3 e 8; 9 e 14, apresentados na Tabela 5.2. O valor negativo para X, indica
que menores concentracdes de nitrato de amonio conduzem a maiores concentragdes de
raminose, conforme comparagdo entre os experimentos: 1 € 3; Se 7; 11 e 12. Em relagdo a
maior concentracao de substrato (efluente), proporcionar maior produg¢do de raminose, esta ja

foi relatada por Lima et al. (2007), em que utilizando como substrato 6leo de soja residual
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obteve-se até 2,3 g/L. de raminose em um periodo de 48 horas. Lang e Wullbrandt (1999)
também relataram a importancia de se trabalhar com elevadas concentracdes de fonte de carbono
para maiores producdes de biossurfactante. Estes autores, em fermentagdo com Pseudomonas
sp., obtiveram concentracio de até 5,4 g/L. de raminolipideo em 150 horas de fermentacao, sendo
a quantidade de fonte de carbono na ordem de 10% (p/v) de residuo de 6leo de milho.

Em relacdo as comparacdes feitas entre a concentracao de raminolipideos e a concentraciao
de raminose, Benincasa e Accorsini (2008) e Solanas et al.(2004) utilizam a relagdo de que a
concentracdo de raminolipideo € aproximadamente 3 vezes a de raminose.

A Figura 5.15 mostra a distribui¢ao dos residuos em torno de zero. A distribuicdo dos
residuos foi aleatéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.16 mostra os
valores preditos em fun¢ao dos observados, em que os valores observados ficaram préximos

dos preditos.
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Fig. 5.15 - Distribui¢do dos residuos em funcao dos valores preditos relativo a concentracao
de raminose
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Fig. 5.16 - Valores preditos em fun¢do dos observados para a concentragdo de raminose

Utilizando uma rotina no Sofware Maple 9.5 calculou-se o ponto estaciondrio (6timo)
para a producdo do raminolipideo. Obteve-se os seguintes valores de A’s: A = -0,4666745008,
Ay =-0,3877097452, A3 = -0,1102357540. Estes valores indicam que hd um ponto de mdximo
para a raminose devido os sinais iguais e negativos para os A’s.

As coordenadas X; = 0,943, X; = -1,177 e X3 = 0,161 representam os valores
codificados que maximizam a resposta.

Com as equacdes de codificacdo apresentadas nas equacoes 4.2, 4,3 e 4.4, determinou-
se os valores reais das concentracdes das varidveis utilizadas no PCC apds a maximizacao da
resposta raminose:

X (Efluente) = 68,86 g/L

X2 (NA) = 0,30 g/L

X3 (LCA) =15,81 g/LL

Com os valores codificados de X;, X, e X3 no ponto de otimizacdo, determinou-se a
concentracdo de raminose neste ponto em 3,67 g/L, sendo préximo da concentracdo de
raminose apresentada nos experimentos 15, 16 e 17, que sdo os pontos centrais € obtiveram as
seguintes concentracdes de raminose: 3,34, 3,37 e 3,39 g/L respectivamente (Tabela 5.2).
Estes valores de concentracdo de raminose podem ser comparados com a producdo de

biossurfactante com Pseudomonas aeruginosa EM1 em glicerol como substrato, em que Wu
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et al. (2007). Noghabi et al. (2010) obtiveram 4,93 g/L. de raminolipideo. em fermentacdo de

Pseudomonas aeruginosa MRO1 em um periodo de 48 horas.

O efeito das varidvies concentracdo de efluente, nitrato de amonio e levedura

N

cervejeira autolisada residual em relagdo a concentracdo de raminose também pode ser

visualizado pelos gréificos de superficies de resposta, conforme Figuras 5.17, 5.19 e 5.21 e

suas curvas de contornos (Figura 5.18, 5.20 e 5.22)
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Fig. 5.17 - Superficie de resposta para sintese de raminose em relagdo a concentracio de
efluente e nitrato de amonio
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Fig. 5.18 - Curvas de contorno para sintese de raminose em relagao a concentragao de
efluente e nitrato de amonio
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Com a superficie de resposta e as curvas de contorno, respectivamente apresentados
nas Figuras 5.17 e 5.18 tem-se que a faixa para os melhores resultados para a concentracio de
raminose estd aproximadamente entre 60 a 80 g/L de efluente e 0 a 1,5 g/LL de nitrato de

amonio.
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Fig. 5.19 - Superficie de resposta para sintese de raminose em relacio a concentracio de
efluente e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.20 - Curvas de contorno para sintese de raminose em relagdo a concentracdo de
efluente e levedura cervejeira autolisada residual
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As Figuras. 5.19 e 5.20 mostram que a faixa para o miximo de concentracdo de
raminose estd aproximadamente entre 55 a 70 g/L de efluente e 14 a 19 g/ de levedura
cervejeira autolisada residual.

Santos et al. (2002) relatam que obtiveram uma maior quantidade raminolipideos quando
trabalharam com altos valores de uma mistura de 6leos vegetais e glicerol, chegando até a 7,4 g/L
em de raminolipideos, utilizando Pseudomonas aeruginosa PA1, podendo chegar a quantificacao

da concentrac@o de raminose utilizando fatores de transformacdo (BENINCASA e ACCORSINI,
2008; SOLANAS et al., 2004).
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Fig. 5.21 - Superficie de resposta para sintese de raminose em relagdo a concentracdo de
nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.22 - Curvas de contorno para sintese de raminose em relagao a concentragdo de
nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada residual
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Observando a Figura. 5.21 e 5.22 pode-se afirmar que a regido de maxima
concentracdo de raminose localiza-se na faixa de 0,0 a 2,5g/L de nitrato de amonio e 14 a 17

g/L de levedura cervejeira autolisada residual.

5.5.2 - Andlise do PCC para a resposta tensdo superficial

Para a resposta tensdo superficial, pode-se dizer que a varidvel isolada mais
significativa foi a concentragdo de efluente (X;) e depois a concentracdo de nitrato de amonio

(X3), conforme o Figura 5.23.

(X1)Efluente

X3X3

Xi1X1

XX

(X2)NA

2 3 4 5 6 7
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 5.23 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas e suas interacdes para tensao
superficial

A equacdo ajustada para a tensdo superficial em relacdo as varidveis significativas

apresentadas na Figura 5.23 € descrita pela Equacdo 5.14:

Tensdo superficial = 27,21836 — 0,87772X; + 0,46811X,; + 0,92500X;X; + 0,65192X,X,
+ 1,08885X3X3 (5.14)

A Equacdo 5.14 apresenta coeficiente de determinacao (R?*) de 0,92, indicando que

cerca de 92% dos dados experimentais se ajustam ao modelo proposto.
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O sinal negativo de X; mostra que menores concentracdes de efluente levam a uma
maior tensdo superficial, ndo sendo mais indicados para producdo do biossurfactante, o que
pode ser comprovado comparando os resultados obtidos para a tensdo superficial nos
experimentos: 1 € 5;2e6;3e7;4¢e8;9e 10 (Tabela 5.2). O sinal positivo para X, mostra
que maiores concentracdes de nitrato de amdnio proporcionam maiores valores de tensao
superficial, ndo sendo o indicado, conforme mostra os experimentos 1 € 3;2e4;5e 7; 6 ¢ §;
11 e 12. Todos os experimentos estdo de acordo com Cooper e Zajic (1980), segundo ele,
compostos tensoativos devem possuir tensao superficial abaixo de 40 dina/cm, e ainda que a
eficiéncia de um biossurfactante pode ser comprovada caso esta tensdo superficial esteja
abaixo de 35 dina/cm.

Os valores de tensdo superficial estdo iguais ou abaixo de 31 dina/cm, semelhante ao
valor de menor tensdo superficial encontrada por Oliveira et al. (2008) na producdo de
raminolipideos por uma linhagem de Pseudomonas alcaligenes a partir do 6leo de palma
como fonte de carbono, por ser uma fonte renovavel, em fermentacdo por 48 horas com
velocidade de agita¢do de 220 rpm e pH 7,0, na qual a tensao superficial foi de 31 mN/m.

A Figura 5.24 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero, sendo aleatéria e
sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.25 mostra os valores preditos em funcio dos observados

em que os observados ficaram préximos dos preditos.
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Fig. 5.24 - Distribui¢do dos residuos relativo a tensao superficial
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Fig. 5.25 - Valores preditos em fun¢do dos observados relativos a tensdo superficial

Com um algoritmo no Sofware Maple 9.5 calculou-se o ponto estaciondrio (6timo),
que apresentou os seguintes valores de A’s: A; = 0,6202782806, A, = 0,9426988377, A3 =
1,102792882. Estes valores indicam um ponto de minimo para tensdo superficial devido os
sinais de A’s serem iguais e positivos. As coordenadas X; = 0,518, X, =- 0,434 ¢ X3 =0,123
representam os valores codificados que minimizaram a resposta.

Com as equagdes de codificacao (Equacgdes 4.2, 4.3 e 4.4) , foram obtidos os valores
reais das concentragdes das varidveis utilizadas no PCC quando da minimizacdo da tensdao
superficial:

X (Efluente) = 60,37 g/LL

Xy (NA) = 1,56 g/L

X3 (LCA) =15,61 g/L.

Com os valores codificados de X, X, e X3 no ponto de otimizacdo, determinou-se que
a tensao superficial neste ponto foi de 26,88 dina/cm, sendo préximo ao valor da tensao
superficial apresentada nos experimentos 15, 16 e 17 (27,3, 27,2 e 27,3 dina/cm
respectivamente), que sdo os valores das tensdes superficiais no ponto central do PCC.
Segundo Reiser et al. (1993) os valores minimos para tensdo superficial encontram-se na
faixa de 25 a 28 dina/cm.

Wu et al. (2007) produziram um biossurfactante a partir da atividade da Pseudomonas
aeruginosa EM1 com glicose e 6leo vegetal como fontes de carbono, que foi capaz de reduzir

a tensdo superficial do meio para 26,5 dina/cm.

68



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

Pinto e Martins (2009) produziram um biossurfactante em que a tensdao superficial
chegou a 28 dina/cm utilizando culturas mista de bactérias em efluentes provenientes da

lavagem de caminhdes transportadores de combustiveis.

Yin et al. (2008) relataram a redugdo para tensdo superficial de 72 para 33,9 dina/cm
quando a produgdo do biossurfactante ocorre empregando Pseudomonas aeruginosa S6 em
aguas residudrias contendo 6leo. A diminui¢do da tensdo superficial também € relatada por
Jamal et al. (2010), que estudaram a produgao de biossurfactante a partir do 6leo de palma,
com teor de dcido graxo no intervalo de 21 a 25%, em fermentacao com 180 rpm a 30°C, com
uma cultura mista de micro-organismos. A tensdo superficial inicial da produ¢cdo do meio
antes da inoculac¢do foi de 54,5 mN/m e uma diminui¢@o na tensdo superficial esteve aliada ao
crescimento microbiano, que teve o valor minimo de 30,1 mN/m

O efeito das varidveis concentracdo de efluente, nitrato de amonio e levedura
cervejeira autolisada residual para a tensdo superficial pode ser visualizado nas superficies de

resposta mostrado nas Figuras. 5.26, 5.28 e 5.30 e suas curvas de contornos (Figuras 5.27,
5.29e5.31)
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Fig. 5.26 - Superficie de resposta para tensdo superficial em relagdo a concentracio de
efluente e nitrato de amonio
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Fig. 5.27 - Curvas de contorno para tensao superficial em relacdo a concentracio de efluente e
nitrato de amonio

Com a superficie de resposta e as curvas de contorno, respectivamente apresentados

nas Figuras. 5.26 e 5.27. determinou-se que a faixa para os melhores resultados para a tensio

superficial (menores valores) estd aproximadamente entre 55 a 65 g/L de efluente e

concentracdo de nitrato de amonio de 1 a 2 g/L.
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Fig. 5.28 - Superficie de resposta para tensdo superficial em relagdo a concentracio de
efluente e levedura cervejeira autolisada residual.
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Fig. 5.29 - Curvas de contorno para tensdo superficial em relacdo a concentracdo de efluente e
levedura cervejeira autolisada residual.

As Figuras 5.28 e 5.29 mostram que a melhor faixa para os valores da tensdo
superficial estd aproximadamente entre 50 a 70 g/L de efluente e concentracdo de levedura

cervejeira autolisada residual de 14 a 17g/L.
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Fig. 5.30 - Superficie de resposta para tensdo superficial em relagdo a concentracdo de nitrato
de amonio e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.31 - Curvas de contorno para tensdo superficial em relacdo a concentragcdo de nitrato de

amonio e levedura cervejeira autolisada residual

Pelas Figuras 5.30 e 5.31 pode-se afirmar que a regidao com menores valores de tensdao

superficial localiza-se na faixa de 1 a 2,5 g/L de nitrato de amoénio e de 14 a 16 g/L de

levedura cervejeira autolisada residual.

5.5.3 - Andlise do PCC para a resposta emulsificacdo

A Figura 5.32 apresenta para a resposta indice de emulsificacdo as varidveis isoladas

significativas: a quantidade de LCA (X3), seguido pela concentracdo de efluente (X;), e por

NA (X3).
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Fig. 5.32 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas para o indice de emulsificacdo
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A equacdo ajustada para o indice de emulsificacdo (Equacdo 5.15) é dada como:

Indice de Emulsificagdo = 100,0478 + 4,0225 X; — 1,7160 X, + 5,0489 X3 — 2,1787 XX,
—2,0094 X,X, —2,6729 X3X3—5,6512 X X3 (5.15)

A Equagdo 5.15 apresentou coeficiente de determinacao (R?*) de 0,96, indicando que
cerca de 96% dos dados experimentais se ajustam ao modelo proposto. Os sinais positivos de
X e X3 mostram que maiores concentragdes de efluentes e LCA proporcionam maior indice
de emulsificacdo, podendo ser um indicativo de melhor producdo do biossurfactante. Este
resultado estd de acordo com os observados nos experimentos: 1 e 6; 3 e 8; 9 e 14,
apresentados na Tabela 5.2. O coeficiente negativo em X, mostra que quando se trabalha com
um nivel menor de concentracdo de nitrato de amoOnio obtém-se maiores indices de
emulsificacdes, conforme comparacdo nos experimentos: 1 e 3;5e7,6¢e8; 11 e 12.

Pelo Sofware Maple 9.5 tem-se os seguintes valores de A’s: A; = -5,283871889, A, =
-2,063112051, A3 = 0,4859839405. Estes valores indicam que hd um ponto de cela para a
emulsificacdo devido os sinais de A’s serem diferentes.

As coordenadas X; = 0,433, X; = -0,512 e X3 = 0,468 representam os valores
codificados que maximizam a resposta.

Com as equacdes de codificac@o apresentadas nas equacoes 4.2, 4.3 e 4.4, determinou-
se os valores reais das concentragdes das varidveis utilizadas no PCC na condicdo da
maximizacao da resposta raminose:

X, (Efluente) = 58,66 g/L

Xo (NA)= 1,43 g/L

X3 (LCA)=17,34 g/LL

Com os valores codificados de X, X, e X3 no ponto de otimizacdo, determinou-se que
o indice de emulsifica¢do neste ponto era de 100%, sendo iguais ao indice de emulsificacdo
apresentado nos pontos centrais. Estes valores indicam que ocorreu a producdo do
biossurfactante, assim como Wu et al. (2007), que obteve valores acima de 70% para o indice
de emulsificacdo na produgdo de biossurfactante a partir de glicose e glicerol com
Pseudomonas aeruginosa EM1 para avaliar a produ¢do de raminolipideos.

Oliveira et al. (2008) também obtiveram indices de emulsificacdo acima de 70%, para
querosene para raminolipideos produzidos por linhagem de Pseudomonas alcaligenes a partir

do 6leo de palma.
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7z

Segundo Jamal et al. (2010), a emulsificagdo também ¢é causada pela continua
agitacdo, o que também contribui para uma reducio da tensao superficial.

Percebe-se pela distribuicdo dos residuos apresentados na Figura 5.33, que hd uma
distribuicdo em torno de zero, aleatéria e sem tendéncia. A Figura 5.34 mostra os valores

preditos em funcdo dos observados. Verifica-se que os observados ficaram préximos dos

preditos.
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Fig. 5.33 - Distribuicdo dos residuos relativo ao indice de emulsificagdao
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Fig. 5.34 - Valores preditos em fun¢ao dos observados relativos ao indice de
emulsificacdao
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O efeito das varidvies concentracdo de efluente, concentracdo de nitrato de amodnio e
concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual para o indice de emulsificacdo pode

ser visualizado nas superficies de resposta das Figuras 5.35, 5.37 e 5.39 e suas curvas de
contornos (Figuras. 5.36, 5.38 ¢ 5.40)
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Fig. 5.35 - Superficie de resposta para emulsificagdo em relagdo a concentracao de
efluente e nitrato de amonio
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Fig. 5.36 - Curvas de contorno para emulsificagdo em relagdo a concentracdo de
efluente e nitrato de amonio
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Com a superficie de resposta e as curvas de contorno, respectivamente apresentados na
Figura 5.35 e Figura 5.36 determinou-se a faixa para os melhores valores de indice de

emulsificacdo entre 60 a 80 g/L para a concentracdo de efluente e entre 0 a 2,5 g/L para a

concentracao de nitrato de amonio.

XN
SO
00K

(nj) QEDRIBERENE
p—
=

_ Bl 100
55 R R I 90
[ 180
[ 70
Il 60

Fig. 5.37 - Superficie de resposta para emulsificagdo em relacio a concentragdo de
efluente e levedura cervejeira autolisada residual

24
22
e 20
?E%g}) 18
8 __§ 16
5214
= 10

B 100

8 B %0

5 [ ]80

20 30 40 50 60 70 g0 EH 70

Bl <0

efluente (g/L)

Fig. 5.38 - Curvas de contorno para emulsificacdo em relagdo a concentracio de
efluente e levedura cervejeira autolisada residual
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As Figuras 5.37 e 5.38 mostram que a faixa que maximiza os valores do indice de
emulsificacdo para baixa concentracdo de efluente € alta concentacdo de levedura cervejeira

autolisada residual e para alta concentracao de efluente € baixa quantidade de LCA.
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Fig. 5.39 - Superficie de resposta para emulsificagdo em relacdo a concentragado de
nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.40 - Curvas de contorno para emulsificacao em relagdo a concentragao de nitrato
de amonio e levedura cervejeira autolisada residual



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

Analisando as Figuras. 5.39 e 5.40 pode-se afirmar que a regido de maximizagdo para
o indice de emulsificagdo localiza-se na faixa de 0 a 2,5 g/L. de nitrato de amonio e de 16 a 22

g/L de levedura cervejeira autolisada residual.

5.5.4 - Andlise do PCC para a resposta concentracio final de células

As varidveis isoladas que mais tiveram influéncia no crescimento ceular (Xy) foram:
concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual (X3) e concentracao de efluente (X)),

conforme Figura 5.41.
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Fig. 5.41 - Diagrama de Pareto com varidveis estudadas para resposta concentracao final de
células

A Equagdo 5.16 representa a resposta ajustada para o crescimento celular, em relagio

as varidveis significativas apresentadas na Figura 5.41:

Concentragdo final de células = 3,584055 — 0,235162X; + 0,260689X3; — 0,630746X,X;
—0,567937X,X5 + 0,426000X; X, — 0,150000X,X5 (5.16)

A Equacdo 5.16 tem coeficiente de determinagdo (R?) de 0,98, indicando que 98% dos
dados experimentais ajustam ao modelo. O coeficiente de X3 positivo indica que maiores

concentracdoes de células foram obtidas para maiores concentragdes de LCA, conforme
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comparacao nos experimentos 1 e 2;3e4;5e 6;7 e 8; 13 e 14 (Tabela 5.2). O sinal negativo
para X; mostra que menores concentracdes de efluente proporcionam maior crescimento
celular, conforme experimentos: 1 e 5;2 e 6; 9 e 10.

A Figura 5.42 mostra a distribuicio dos residuos em torno de zero, com uma
distribuicao dos residuos aleatéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.43
mostra os valores preditos em funcdo dos observados, indicando que os valores observados

ficaram préximos aos preditos.
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Fig. 5.42 - Distribui¢ao dos residuos relativo a concentragao final de células
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Fig. 5.43 - Valores preditos em fun¢ao dos observados relativos a concentracao final de
células
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O efeito das varidvies efluente, nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada
residual para a concentracao final de células pode ser visualizado pela superficie de resposta,

conforme as Figuras 5.44, 5.46 e 5.48 e suas curvas de contorno (Figuras 5.45, 5.47 e 5.49)
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Fig. 5.44 - Superficie de resposta para concentragao final de células em relagdo a
concentragdo de efluente e nitrato de amonio

N

‘

) W I~

[—

nitrato de amoénio (g/L)

0 m3
20 30 40 50 60 70 goE2

) =1
efluente (g/L)

Fig. 5.45 - Curvas de contorno para concentracao final de células em relagdo a concentracao
de efluente e nitrato de amonio

Com a superficie de resposta e as curvas de contorno, respectivamente apresentados
nas Figuras 5.44 e 5.45 obteve-se a faixa para os melhores resultados para concentracdo final

de células situa-se entre 30 e 60 g/L de efluente e entre 0,5 a 3,5g/L para o nitrato de amonio.



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

.
° 5
27
7 5
wh
¢g
e R
- EN
B 3
[ 125
B 2
B 1.5

Fig. 5.46 - Superficie de resposta para concentragdo final de células em relacdo a
concentracdo de efluente e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.47 - Curvas de contorno para concentracao final de células em relacdo a concentracdo
de efluente e levedura cervejeira autolisada residual

As Figuras 546 e 5.47 mostram que a melhor faixa para a maximizacdo da
concentracdo final de células encontra-sem entre 40 a 55 g/L. de efluente e valores acima de

23 g/L de levedura cervejeira autolisada residual.
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Fig. 5.48 - Superficie de resposta para concentracdo final de células em relagdo a
concentracao de nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada residual
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Fig. 5.49 - Curvas de contorno para concentracdo final de células em relagdo a concentragao
de nitrato de amonio e levedura cervejeira autolisada residual

A regido com os melhores valores para a concentracdo final de células conforme
mostrado nas Figuras 5.48 e 5.49 localiza-se entre 1,5 a 3 g/L para o nitrato de amodnio e
valores acima de 22 g/L. para a levedura cervejeira autolisada residual.

Com a utilizagdo do algoritmo implementado pelo Software Maple 9.5 tem-se os

seguintes valores de A’s: A; = -0,8155495773, A, = -0,4000686161, A3 = -0,05672380669,
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tendo um ponto de médximo para a concentracdo celular devido aos sinais iguais e negativos
desses parametros. As coordenadas X; = -0,501, X, = - 0,658 ¢ X3 = 2,592 representam os
valores codificados que maximizam a resposta.

Os valores reais das concentragdes das varidveis utilizadas no PCC, calculados com
auxilio das equacdes de codificacdo (Equagdes 4.2, 4.3 e 4.4) que maximizam a concentracao
celular sdo:

X1 (Efluente) = 39,99 g/L.

X, (NA)= 1,18 g/

X3 (LCA) =27,96 g/L.

No ponto de otimizacdo, determinou-se que a concentracdo celular é de 4,00 g/L,
segundo o Sofware Maple, sendo préximo a concentragdo celular apresentada nos
Experimentos 15, 16 e 17 (3,68, 3,67 e 3,67 g/L respectivamente apresentados na Tabela 5.2),
que sdo o pontos central do PCC e suas réplicas. Este valor é proximo ao crescimento celular
relatado por Abouseoud et al. (2007), que obteve crescimento celular de 3,3 g/l em uma
fermentagao com Pseudomonas fluorescens utilizando como fonte de nitrogé€nio nitrato de

sodio.

5.5.5 - Comparacdo entre as faixas Otimas para a concentracio de raminose, tensio

superficial, indice de emulsificacdo e concentracio final de células

A Tabela 5.3 apresenta os resultados médios obtidos nos pontos centrais dos
experimentos do PCC apresentado na Tabela 5.2 e os valores reais da concentracdao de cada
varidvel obtido com a maximizagdo das respostas concentracdo de raminose, indice de
emulsificacdo, concentracdo final de células e o ponto com menor valor de tensdo superficial
apresentados nos itens 5.5.1, 5.5.2, 5.5.3 e 5.5.4, comparando as faixas 6timas obtidas pela
técnica de superficie de resposta e o ponto 6timo gerado pelo algoritmo do Software Maple

9.5.
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Tab. 5.3 - Resultados das melhores concentragdes de efluente, nitrato de amonio e levedura
cervejeira autolisada residual

Experimentos Efluente (g/LL) NA (g/LL) LCA (g/L)
Ponto central 50 2,3 15
Faixa 6tima para raminose 60a70 O0al,s 14a17
Ponto 6timo Raminose (Maple) 68,86 0,30 15,81
Faixa 6tima para tensao 55a65 la2 14a16
Ponto 6timo Tensao (Maple) 60,37 1,56 15,61
Faixa 6tima para indice de emulsificacao 60 a 80 0a25 16 a22
Ponto 6timo indice de emulsificacdo (Maple) 58,6 1,4 17,3
Faixa 6tima para células 40 a 55 1,5a3,0 >22
Ponto 6timo Células (Maple) 39,99 1,18 27,96

NA — concentracao de nitrato de amonio; LCA — concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual.

Analisando as regides de otimizacdo, obtidas pelas superficies de resposta, para as
varidveis concentra¢ao de raminose, tensdo superficial, indice de emulsificacdo determinou-se
que as melhores condi¢cdes foram: concentracdo de efluente 60 g/L, levedura cervejeira
autolisada residual de 15 g/L e sem a adi¢ao de nitrato de amdnio. A escolha da concentragcao
de efluente foi baseada no fato deste valor ser o menor obtido para esta varidvel dentro da
regido de otimizacdo. A selecdo de 15 g/L de levedura cervejeira autolisada residual também
baseou-se no fato de que este valor foi um dos menores dentro da faixa de otimizacdo e
também nos resultados satisfatérios obtidos na condi¢ao central do planejamento.

A escolha de ndo adicionar nitrato de amonio foi baseado na regidao de otimizacdo
obtida nas superficies de resposta e no resultado do experimento 11 (Tabela 5.2), no qual
obteve-se respostas satisfatorias para a producdo de raminose, tensdao superficial e indice de
emulsificac@o, sem a adi¢ao de fonte de nitrogénio.

Por outro lado, varios pesquisadores tem associado a sintese de raminolipideo a
exaustdo da fonte de nitrogénio e inicio da fase estaciondria de crescimento (RAMANA e
KARANTH, 1989; GUERRA-SANTOS et al., 1984; MULLIGAN e GIBBS, 1989).
Aumentos significativos na producdo de raminolipideos foram observados sob condi¢dao de
limitacdo de nitrogénio (OCHSNER e REISER, 1995; LANG e WULLBRANDT, 1999).
Syldatk et al. (1985) mostraram que a limita¢do de nitrogénio é responsdvel ndo somente pelo
aumento da produgdo de biossurfactante, como também pela mudanga na composi¢do do

biossurfactante produzido. Em relagdo a fonte de nitrogénio, uma utilizacdo com nitrato foi
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relatado por Robert et al. (1989) como sendo a melhor fonte de nitrogénio para producdo de
biossurfactante pela cepa P. aeruginosa 44T1.

Os resultados mostram que o ponto central foi uma condicao satisfatéria em relagdo as
varidveis estudadas. Porém, acredita-se que, como a concentrag¢do de efluente foi uma varidvel
com efeito significativo nas trés respostas, o aumento da mesma possa compensar a nao
adicdo de nitrogénio no processo fermentativo. Um dos pardmetros que foi sempre
considerado na sele¢do da condi¢do de otimizacdo foi a reducdo de custo de processo. Por
isso, a escolha das condi¢des com menor valor das varidveis dentro da regido de otimizagao
foi realizada para a redugdo de gastos no processo.

O efeito das fontes de carbono e nitrogénio para a producdo de raminolipideos
utilizando Pseudomonas aeruginosa PA1 foi estudado por Reis et al. (2010).

A variavel concentracdo celular ndo foi considerada para a sele¢do desta condicao,
porque como ja mencionado anteriormente, a condi¢do de maior produgdo celular promoveu
os melhores resultados de producao de raminose, tensdo superficial e indice de emulsificacdo
e esta condi¢do estd relacionada a maior geracdo de biomassa residual no processo

fermentativo

5.6 - Reprodutibilidade do processo fermentativo com melhores condicoes experimentais
do PCC

A reprodutibilidade do processo fermentativo foi feita objetivando confirmar os
resultados obtidos nos pontos centrais do PCC (Experimentos 15, 16 e 17 da Tabela 5.2). Esta
reprodutibilidade utilizou as concentracdes de efluente de 60 g/L, sem adi¢do de nitrato de
amonio e concentragdo de levedura cervejeira autolisada residual em 15 g/L, selecionadas
com base nas superficies de respostas apresentadas pelo Software Statistica 7.1 no item 5.5. O
teste de reprodutibilidade foi realizado com nivel de aeracdo 0,5 vvm, velocidade de agitacao
550 rpm e concentrac¢do inicial do inéculo 1,0 g/l + 0,2g/L. de células de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145. A tabela 5.4 apresenta a comparagao dos resultados obtidos na
condic¢do selecionada com base nas superficies de resposta e os resultados dos pontos centrais

do planejanto composto central.

85



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

Tab. 5.4 - Comparativo entre os resultados dos pontos centrais do PCC e reproducao melhor
ponto na condi¢do otimizada
Efluente NA LCA RM TS 1IE X

Exp.
(gL) (gh) (gL (g/L) (dina/cm) (%) (g/L)
Melhor
60 0,0 15,0 3,84+0,1 27,5+ 0,5 100  3,65+04
ponto
15 50 2,3 15 3,34 27,3 100 3,68
16 50 2.3 15 3,37 27,2 100 3,67
17 50 2,3 15 3,39 27,3 100 3,67

NA - concentracdo de nitrato de amdnio; LCA — concentracdo de levedura cervejeira autolisada residual; RM —
concentragdo de raminose; TS — tensdo superficial; IE — indice de emulsificacdo; X; — concentragdo final de
células

De acordo com as respostas obtidas na condi¢do selecionada pode-se dizer que a
escolha da condi¢do foi satisfatéria, pois apesar de utilizar uma maior concentragdo de
efluente, que € uma matéria prima residual, nesta condicdo ndo houve adi¢do de nitrato de
amonio no processo. Além disso, pode-se observar que houve reprodutibilidade em todas as
respostas estudas. Os resultados mostraram que a andlise conjunta das varidveis empregando
planejamento de experimentos e utilizando uma faixa adequada para as varidveis de processo,
proporcionaram uma melhora significativa na producdo de raminose, cujo valor maximo que
era de 2,64 g/L no experimento 14 do planejamento fatorial (Tabela 5.1) passou para 3,84 g/L

(Tabela 5.2), o que correspondeu a um aumento de 45,5%.

5.7 - Cinética para avaliar melhor tempo de fermentacdo no reator, empregando
condicdes otimizadas das variaveis concentracdo de efluente, nitrato de amoénio e

levedura cervejeira autolisada residual

O ensaio realizado no reator B. Braun Biotech International teve o intuito de verificar
qual o melhor tempo de fermentacdo no reator, apds otimiza¢do do processo em relagdo as
varidveis concentracdo de efluente, concentracdo de nitrato de amodnio e concentragdo de
levedura cervejeira autolisada residual, para as respostas concentracdo de raminose (RM),
tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE) e concentracao final de células (X;). A
cinética foi realizada nas condi¢des otimizadas anteriormente com a concentragdo inicial de P.

aeruginosa de 1,0 £ 0,2 g/L, pH 7,0 , temperatura de 30 + 0,5°C, com a aeragdo de 0,5vvm e a
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agitacdo de 550 rpm. Aliquotas de 30 mL foram retiras para andlises das respostas nos
tempos: 0, 6, 10, 12, 16, 24, 36, 48 e 72 horas.
A Figura 5.50, obtida pelo Origin Graph 8.0 mostra a cinética de fermentagdo em

relacdo as respostas estudadas.
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Fig. 5.50 - Evolucdo ao longo do tempo das concentragdes raminose (m),
tensdo superficial (A), indice de emulsificacdo (®) e massa seca (¥) em
relagdo ao tempo de fermentacdo. A taxa de aeracdo no reator foi de 0,5 vvm,
agitacdo de 550 rpm, temperatura de 30 + 0,5°C e volume dtil de 1,5 L. Meio
de cultura composto por: 60 g/L de efluente gorduroso; 15 g/L de levedura cervejeira
autolisada residual; 0,2g g/L. de MgSO,7H,0; 7,0 g/L. de Na,HPO,4; 3,0 g/L de
KH,PO,,sem adicdo de NH;NO;

Nota-se na Figura 5.50 que concentragdo de raminose aumenta de forma significativa
nas primeiras 48 horas de fermentacdo, confirmando este o melhor tempo de fermentagao ,
em que obtem-se os maiores valores para a concentracdo de raminose e indice de
emulsificacdo, e o menor em tensdo superficial. O crescimento celular ocorreu nas primeiras
24 horas, sendo verificado pela concentracdo de massa seca em g/L, porém, conforme

mencionado no item 5.4, a concentracdo de raminose ainda continua a aumentar até 48 horas,
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semelhante a produgcdo de raminolipideos por Oliveira et al. (2008). Os resultados
apresentados por esse autor mostrou que a producdo de biossurfactante continuava mesmo
apods o crescimento celular atingir o valor médximo, em fermentacao utilizando Pseudomonas
alcaligenes e 6leo de palma, assim como crescimento defendido por Ramana e Karanth
(1989). Este comportamento mostra que a produ¢do do raminolipideo foi parcialmente
associada ao crescimento celular, segundo Mulligan e Gibbs (1989), pois os micro-
organismos apresentaram crescimento somente até 24 horas, em que entram em regime
estaciondrio, enquanto que ocorre aumento na concentracdo de raminose e indice de

emulsificacdo.
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CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 - Conclusoes

A partir dos resultados foi possivel concluir que:

O teor de gordura de 19,48% presente no flotado industrial e a quantidade de 0,2g/L
de Nitrogénio mostraram ser eficiente para a producdo do biossurfactante por

linhagens de Pseudomonas aeruginosa

Para o residuo efluente gorduroso, a linhagem de Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145 apresentou-se como a mais eficiente para produzir biossurfactante em relacdo a

ATCC 9027,

Melhores resultados para concentracdo de raminose, tensdo superficial e indice de
emulsificacdo foram obtidos para concentracdo de efluente em 60 g/L, concentracdo

de levedura cervejeira autolisada residual de 15 g/L, sem adicdo de nitrato de amdnio;

Para todas as cinéticas realizadas o melhor tempo de fermentacao foi de 48 horas;

Nas melhores condi¢des selecionadas pela técnica de superficie de respostas para as
varidveis concentragdo de efluente, concentragao de nitrato de amodnio e concentragao
de levedura cervejeira autolisada residual, o biossurfactante produzido por
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 correspondeu a 3,84 g/L. de raminose, capaz
de reduzir a tensao superficial do meio para 27,5 dina/cm e indice de emulsificagao de

100%; em querosene de aviagao.

A produgao de raminolipideo foi parcialmente associada ao crescimento celular.

O residuo proveniente de flotadores de abatedouros de aves e suinos se mostrou

eficiente para a produ¢do de raminolipideo.



Conclusoes e Sugestoes

6.2 - Sugestoes para trabalhos futuros

e Avaliar a possibilidade de utilizar o biossurfactante produzido diretamente nas

estacOes de tratamento do efluente do préprio abatedouro;

e Avaliar metodologias simples de concentracdo e purificacgdo do raminolipideo

produzido.

¢ (Quantificar e caracterizar o raminolipideo produzido;

e Avaliar a cinética de consumo de nutrientes do meio fermentado;

e Devido aos resultados promissores, estudar a producdo deste biossurfactante

empregando outros tipos de reatores, tal como reatores de fluxo ascendente com

secdes separadas, sendo uma com sistema de aeracdo central na base do mesmo e a

outra para refluxo do meio fermentado.
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CAPITULO 8
ANEXOS

ANEXO 1:
DETERMINACAO DE GORDURA PELO METODO DE BLIGH-DYER

Material:

Tubos de ensaio de 250 x 25 mm (capacidade aproximada de 70 mL);

Tubos de ensaio de 150 x 15 mm (capacidade aproximada de 30 MIl) com tampa de
rosca;

Agitador para tubos;

Centrifuga de baixa rotacao;

Metanol p.a;

Cloroférmio p.a.;

Sulfato de sddio anidro;

Solucao de sulfato de sédio 1% em dgua.

Procedimento:

Para produtos com teores de gordura acima de 20% (leite integral em pod, extrato
hidrosolivel de soja, amendoim, sementes etc.) pesar entre 2,00 e 5,00 g, e para produtos com
porcentagem menor que 20%, pesar entre 3,00 e 3,50 g. E essencial que as amostras esteja
moidas. Transferir as quantidades pesadas para os tubos de ensaio de 70 mL e adicionar
exatamente 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de 4dgua destilada, tampando
hermeticamente. Os volumes de solvente que foram adicionados (10, 20 e 8 mL)
correspondem a uma relagdo em volume de 1:2:0,8 de cloroférmio: metanol: dgua. Nesta
proporcdo, os trés solventes coexistem em uma solucdo homogénea. Quando as amostras
contém 4gua, acima de 10%, a relacdo dos solventes 1:2:0,8 deve ser feita considerando a
dgua fornecida pela amostra. Colocar os tubos no agitador rotatério por 30 minutos. Em
seguida, adicionar 10 mL de cloroférmio e 10 mL da solu¢do de sulfato de sédio 1%. Tampar
e agitar por mais 2 minutos. A adi¢ao de mais cloroférmio e mais 4gua muda a proporcao para
2:2:1,8, causando a separacdo total do cloroférmio que carrega os lipideos (camada inferior),

portanto todos os lipideos da amostra ficam dissolvidos em 20 mL de cloroférmio. Deixar
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separar as camadas de forma natural ou centrifugar a 1000 rpm por 2 minutos, para acelerar a
separacdo. Retirar entre 13 e 15 ml da camada inferior (cloroférmio) e coloca-los num tubo de
30 mL. Adicionar aproximadamente 1 g de sulfato de sddio anidro, tampar e agitar para
remover os tracos de dgua que invariavelmente sdo arrastados na pipetagem. Filtrar
rapidamente num funil pequeno, usando papel de filtro, onde a solu¢do deve ficar limpida.
Medir 5 mL do filtrado e despeja-los num béquer de 50 MI, previamente pesado. Colocar

béquer numa estufa a 100 °C, até evaporar o solvente. Resfriar em dessecador e pesar.

Resultados e célculos:

Com o peso da gordura, que deve ser feita sempre em duplicata, calcular a % de

lipideos totais em 100 g de amostra, considerando as dilui¢des feitas durante a andlise.
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ANEXO 2:
COLORACAO DE GRAM

Material:

Culturas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, aquecidas a 37°C / 24 h em
gelose simples inclinada;

Bateria de corantes de Gram;

Laminas;

Material para colheita;

Microscépio completo;

Oleo de imersio e xilol;

Papel de filtro;

Cubas para material usado.

Técnicas Segundo Hucker:

1. Fazer o esfregaco fino, bem espalhado, deixar secar e fixar o Marchoux;

2. Recobrir com gotas de Gram I. Deixar 30 segundos. Escorrer e lavar com &4gua
corrente;

3. Recobrir com gotas de Gram II. Deixar 1 minuto. Escorrer e lavar;

4. Tratar com Gram III por 20 segundos ou até comecar o reagente a sair quase incolor.
Escorrer e lavar;

5. Tratar com Gram IV por 5 segundos. Escorrer, lavar e secar.

Observacao — sob imersao.

Diagnéstico:
Células roxas: Gram-positivas;

Células vermelhas: Gram-negativas.



CAPITULO 9
APENDICES

APENDICE 1:
DETERMINACAO DO NITROGENIO KJELDAHL TOTAL (MICRO KJELDAHL)

Adicionar 5 mL da amostra a ser analisada em um baldo Kjeldhal de 500 mL;

Adicionar 2 g de mistura catalisadora composta de sulfato de cobre e sulfato de
potdssio na proporcao 1:1;

Adicionar 10 mL de 4cido sulftirico concentrado;

Lavar as paredes do baldao com 4dgua destilada;

Manter a mistura do baldao em aquecimento até a formacao de uma fumaca no interior
do balao e a passagem da coloragdo azul para verde claro ou incolor. O tempo de digestdo
dura aproximadamente 2 horas, sendo que até seu inicio passa-se cerca de 1 hora;

Aguardar resfriamento da solugdo;

Colocar 300 mL de dgua destilada na solugao;

Adicionar 30 mL de Hidréxido de s6dio 60% lentamente, junto as paredes do baldo,
para que ocorra uma alcalinizagdo;

Adaptar o baldo ao condensador de ar do aparelho Kjeldhal;

Colocar a mangueira de saida do condensador em um erlenmeyer de 250 mL contendo
previamente 25 mL de 4cido bérico e 3 gotas do indicador vermelho de metila/verde de
bromocresol 0,1% alcodlico;

Iniciar destilacdo até viragem do indicador de réseo para azul esverdeado;

Manter em aquecimento por mais 15 minutos apds a viragem do indicador;

Retirar o erlenmeyer, que contém tracos de Nitrogénio e desligar o aquecimento.

Proceder para a titulacdo: titular a solu¢do do erlenmeyer com &cido cloridrico 0,04 N
até a viragem de azul esverdeado para incolor e em excesso fica rosa.

Calcular o valor do Nitrogénio total conforme Equacgao 9.1.

[(V1)-(V2)]x560

Nitrogénio (mg/L) =
& (mg/L) Volume da amostra

9.1)

V1: volume de écido cloridrico gasto na titulacdo da amostra (mL)

V2: volume de 4cido cloridrico gasto na titulacdo do branco (mL)
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APENDICE 2:
METODO DE DETERMINACAO DE RAMINOSE (TIOGLIOLICO)

Adicionar 1mL da amostra a 4,5 mL de 4cido sulfdrico 70% e misturar vigorosamente
a solucao;

Aquecer a solucao a 100 °C por 20 minutos, esfriando-a até atingir temperatura
ambiente;

Adicionar na mistura 0,1 mL de 4cido tioglicélico 3%, preparado a fresco;

Deixar em repouso por 3 horas sob auséncia de luz;

Fazer a leitura da absorbancia com comprimento de onda de 420 nm no
espectrofotometro (Tabela 9.1);

Converter o valor da leitura em concentracdo g/L. de raminose. através de uma curva-

padrdo previamente construida.(Figura 9.1)

Tab. 9.1 - Leitura do espectrofotdmetro em relacdo a solucdo padrdo de raminose para
constru¢do da curva de calibragio

Primeira Segunda Média
RMP
leitura ABS. leitura ABS. ABS.
(g/L)
(420 nm) (420 nm) (420 nm)
0,4 0,438 0,437 0,438
0,3 0,314 0,314 0,314
0,2 0,219 0,218 0,219
0,1 0,121 0,120 0,121
0,05 0,095 0,095 0,095
0,035 0,075 0,077 0,076
0,025 0,038 0,037 0,038

RMP - Concentragdo de raminose de solu¢do padrdo para construcio da curva de calibracdo; ABS — leitura em
absorbancia no espectrofotdometro.

Com a Tabela 9.1 obtem-se a Curva de Calibracdo para concentragdo de raminose

apresentada na Figura 9.1
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Fig. 9.1 - Curva de calibracdo para a concentracao de raminose

Pelo grafico apresentado na Figura 9.1, a concentracdo de raminose em g/L (RM) é dada pela
Equagdo 9.2:

RM =0,904 x Valor da leitura no espectrofotometro em Absorbancia 9.2)



