PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Yarrowia
lipolytica

GIZELE CARDOSO FONTES

DISSERTACAO APRESENTADA AO CORPO DOCENTE DO CURSO DE
POS-GRADUAGCAO EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS QUIMICOS E
BIOQUIMICOS DA ESCOLA DE QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO, COMO PARTE DOS REQUISITOS NECESSARIOS A
OBTENGCAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS.

Orientadores:
Maria Alice Zarur Coelho, D.Sc.

Priscilla Filomena Fonseca Amaral, D.Sc.

ESCOLA DE QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
2008



i

PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Yarrowia
lipolytica

Gizele Cardoso Fontes

Dissertacdo submetida ao corpo docente do curso de pés-graduagao em
tecnologia de processos quimicos e bioquimicos da escola de quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
a obtencgao do grau de Mestre em ciéncias.

Aprovada por:

Orientadores

Prof®. Maria Alice Zarur Coelho, D. Sc.

Prof®. Priscilla Filomena Fonseca Amaral, D.Sc

Banca Examinadora

Prof®. Denise Maria Guimaraes Freire, D.Sc.

Prof®. Juliana Vaz Bevilaqua, D. Sc.

Prof°. Marcio Nele de Sousa, D. Sc.

Rio de Janeiro, R.J. - Brasil
2008



i1

FiIcCHA CATALOGRAFICA

F682p Fontes, Gizele Cardoso
Produgdo de Biossurfactante por Yarrowia lipolytica /

Gizele Cardoso Fontes. --2008.

xv, 122 p. 29,7 cm .

Disserta¢dao (Mestrado) — Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRIJ, Programa de P6s-Graduagdao em Tecnologia
de Processos Quimicos e Bioquimicos — EQ, Rio de

Janeiro,2008.

Orientadores: Maria Alice Zarur Coelho
Priscilla Filomena Fonseca Amaral

1. Biossurfactante; 2. Yarrowia lipolytica; 3.Tensoativos;
4. Otimizacao. I. Coelho, Maria Alice Zarur; Amaral, Priscilla
Filomena Fonseca. II. Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Escola de Quimica. III. Titulo (Série).




v

“Eu creio que a inteligéncia estd manifestada em toda a Natureza. A base do
trabalho cientifico € a conviccdo de mundo, € uma entidade ordenada e
compreensivel e ndo uma coisa ao acaso.”

Albert Einstein

AGRADECO a Deus, por toda forga,
protecdo e por ter permitido completar mais
essa etapa da vida...

DEDICO a minha querida familia, aos meus
pais Divino e Maria Rita pelo carinho e apoio
de sempre...

OFERECO ao meu amado marido Alexandre,
pelo amor, carinho, companheirismo,
paciéncia, incentivo...



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Maria Rita e Divino, por todo amor, amparo, incentivo e
pelos esforcos que realizaram para que eu pudesse chegar até aqui.

Ao meu querido marido Alexandre pela presenga, amor, apoio, alegria,
inspiracao....por me fazer feliz.

A minha irma Jacqueline e meu cunhado Marcos Paulo pelo apoio e
amizade.

A minha segunda familia, Rui, Graga, Rui Jr e Viviane pelo carinho,
oragdes e pela torcida em todos os momentos.
As minhas amigas de republica Priscila, Simone e Grace..que me

acolheram com muito carinho quando cheguei ao Rio de Janeiro.

Agradeco a minha orientadora Alice por abrir as portas do laboratério
para realizacdo de estagio em 2005. Pela oportunidade de realizar este
trabalho e pelos ensinamentos sempre essenciais.

A Priscilla, pela orientagcdo, pela paciéncia e ajuda nos momentos
criticos dos experimentos e por sempre estar disposta a me ajudar.

Ao Professor Marcio Nele por disponibilizar os equipamentos do
Laboratério de Sistemas Particulados e pelo aprendizado. Ao pessoal do
laboratdrio...Kelly, Liane, Rogério e Luis que sempre estiveram prontos a me
ajudar.

A turma do laboratério 103: Ariana, Kelly, Diego, Etel, Livia, Tatiana, ,
André, Roberta, Carlos André, Rafael, Mariana, Natasha, Ana Claudia,

Bernardo, Ana Paula, Ana Iraidy, Luiza...pela ajuda e amizade.

Ao apoio financeiro da FAPERJ e da CAPES.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacéo
deste trabalho.



vi

Resumo da dissertagcdo apresentada a EQ/UFRJ como parte dos requisitos
necessarios para a obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

Gizele Cardoso Fontes

Margo/2008

Orientadoras: Prof®. Maria Alice Zarur Coelho
Prof®. Priscilla Filomena Fonseca Amaral

Programa: Tecnologia em Processos Quimicos e Bioquimicos

Este trabalho tem como objetivo estudar a producédo de biossurfactante por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando planejamento de experimentos
para otimizagdo do meio de produgado, incluindo o emprego de substratos
renovaveis de baixo custo. Os efeitos da aeragéo e da velocidade de agitagcao
foram previamente testados, sendo que as maiores produgdoes de
biossurfactante ocorreram a 250 rpm e com uma razdo volume de meio (Vm) /
volume de frasco (Vf) de 0,5, atingindo indice de emulsificagéo (IE) de 38,91%,
variagdo da tensao superficial (ATS) 14,39 mN/m e didmetro da zona clara
(OS) de 1,15 cm. Planejamentos de experimentos foram realizados afim de
avaliar os efeitos da fonte de nitrogénio e de carbono. Primeiramente um
planejamento fatorial completo 2* foi utilizado visando a influéncia das
interacbes da uréia, sulfato de amoénio, extrato de |évedo e peptona nas
variaveis de resposta IE, ATS e OS. Os melhores resultados (73,18% IE e 20,9
mN/m ATS) foram obtidos em meio de cultivo composto por 10 g.L™! de sulfato
de amoénio e 0,5 g.L™! de extrato de lévedo, sendo que a técnica “oil spreading”
nao demonstrou ser um bom parametro de medida da producdo do
biossurfactante. Um planejamento fatorial completo 2* foi utilizado para na
analise da fonte de carbono: glicerol, hexadecano, 6leo de oliva e glicose. O
glicerol e a glicose foram as fontes de carbono que mais favoreceram a
biossintese do surfactante, atingindo maximo de IE de 82,33% e 20,55 mN/m
de ATS. A utilizacdo de substratos hidrofébicos (hexadecano e 6leo de oliva)
influenciou negativamente a produgao do biossurfactante. Um delineamento
composto central rotacional 22 foi realizado para analisar a interagdo entre a
glicose e glicerol, sendo obtido um nivel 6timo de glicose e glicerol de 4% (p/v)
e 2% (v/v), respectivamente. Sob as condigbes 6timas obtidas acima, o efeito
do pH inicial no crescimento e na producao de biossurfactante foi investigado.
O crescimento e a producéo de biossurfactante foram similares na faixa de pH
estudada (5 a 9). Como fonte de carbono de origens renovaveis para o
crescimento e a produgdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica foram
utilizados o suco de caju e o glicerol, subproduto da producédo do biodiesel. O
suco de caju diluido 1:1 e 1:10 foram analisados sem e com fonte de nitrogénio
(sulfato de aménio) adicional. O suco de caju diluido 1:10 e suplementado com
sulfato de aménio 10 g.L™" apresentou maiores valores de IE (65%) e ATS (23,
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44 mN/m). A fase glicerinosa bruta e a tratada (ambas a 3%vV/v) oriundas da
producdo do biodiesel foram utilizadas como substrato para o crescimento
celular e producao de biossurfactante. Resultados satisfatorios foram obtidos
com a glicerina bruta, com ATS de 22 mN/m e IE de 70,22%. Os resultados
obtidos neste trabalho indicam que o suco de caju clarificado e a glicerina séo
matérias primas renovaveis apropriadas para o crescimento de Y. lipolytica e
para produgao do biossurfactante.
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This work aimed to improve biosurfactant production by Yarrowia IMUFRJ
50682, using experimental designs and renewable substrates of low cost. The
effect of aeration and agitation speed was initially carried out and the best
condition was observed with a medium volume (Vm) / (flask volume) (Vf) ratio of
0.5 and at 250 rpm, reaching an emulsification index (El) of 38,91%, maximum
variation of surface tension of 14,39 mN/m and maximum diameter of clear
zone (0OS) of 1.15 cm. A 2* full factorial design was used to investigate the
effects of the nitrogen source (urea, ammonium sulfate, yeast extract, peptone)
on AST, El and OS. The best results (73.18 % of El and 20.9 mN/m of AST)
were obtained with a medium composed of 10 g/L of ammonium sulfate and 0.5
g/L of yeast extract. The results show that analyses of oil spreading didn’t
reliable in detecting biosurfactant produced by Y.lipolytica. A 2* full factorial
design was carried out to evaluate the effect of the carbon source (glycerol,
hexadecane, olive oil and glucose) on biosurfactant production Glycerol and
glucose were the carbon sources that most favorable biosurfactant production.
It was found that the maximum El and AST produced was 82.33% and 20.55
mN/m, respectively. When hydrophobic substrate (hexadecane and olive oil)
were used, its presented a negative influence in the biosurfactant production.
The interactions of glucose and glycerol were than investigated using a two-
factor central composite design and response surface methodology. The
optimum point was evident and the better levels of glucose and glycerol were
respectively, 4% w/v and 2% v/v and the maximum biosurfactant production
were 81.33% of El and 20.55 mN/m of AST. Under the optimal conditions
obtained above, the effects of initial pH on cell grow and biosurfactant
production was investigated, leading to identical profiles in the pH range studied
(5 to 9). As alternative substrates from renewable-resources the clarified
cashew apple juice (CCAJ) and by product of biodiesel production (glycerol)
were investigated. The microorganism was able to grow and produce
biosurfactant on CCAJ, achieving a maximum emulsification index of 68 % and
maximum variation on surface tension of 18 mN/m, when the CCAJ was diluted
ten times with distilled water and sulfate ammonium (10 g.L™") was added as
nitrogen source. Y.lipolytica growth and biosurfactant production were also
observed when the crude glycerol from biodiesel production (3% v/v) was used
as carbon source and supplementated with sulfate ammonium (10 g.L™),
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reaching 70,22% of El and 22 mN/m of ATS. The results herein obtained
indicate that the clarified cashew apple juice and by product of biodiesel
synthesis are appropriate raw materials for biosurfactant production by
Y.lipolytica.
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1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes constituem uma classe de surfactantes que séao
produzidos a partir de organismos vivos, podendo ser encontrados em
superficies de células microbianas ou secretados extracelularmente. Sao
moléculas anfipaticas constituidas de uma porcdo hidrofilica e outra
hidrofébica.

A maioria dos surfactantes atualmente utilizados nas industrias é
derivada do petrdleo, entretanto esses compostos sdo téxicos para o meio
ambiente, ndo sdo biodegradaveis e sua acumulagédo se torna prejudicial ao
ambiente. Esse acumulo na biosfera pode causar um efeito chamado “estresse
bioldégico” que, frequentemente, é apontado como causa de contaminagdes
prejudiciais a saude.

A necessidade de produtos menos agressivos fez aumentar o interesse
por surfactantes microbianos (biossurfactantes) nas ultimas décadas. As
industrias estédo redirecionando suas tecnologias emergentes e a biotecnologia
apresenta-se como um grande desafio e com varias oportunidades de
aplicacdo (BANAT et al., 2000). Os biossurfactantes apresentam diversas
vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos, podendo ser utilizados em
uma gama de aplicagdes industriais. Entretanto os biossurfactantes ainda n&o
sao amplamente utilizados devido aos altos custos de producgao, associados
aos métodos ineficientes de recuperacdo do produto € o uso de substratos
caros, nao sendo por enquanto capazes de competir economicamente com os
surfactantes quimicos (BANAT et al., 2000).

O problema econbémico da producdo dos biossurfactantes pode ser
significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de nutrientes,
facilmente disponiveis e de baixo custo, uma vez que o meio de cultivo
representa aproximadamente 50 % do valor do produto final (MAKKAR e
CAMEOTRA, 2002). O principal problema na utilizacdo de residuos em
processos biotecnoldgicos envolve a selegdo de um substrato que contenha
um balanco correto de nutrientes que suporte tanto o crescimento celular
quanto a produg¢ao do composto de interesse (MANEERAT et al., 2005).

Os residuos agroindustriais apresentam um grande potencial como
matéria—prima para producdo de biossurfactante, uma vez que s&o ricos em
nutrientes e sdo de baixo custo.
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No Brasil, o problema econdmico da producao de biossurfactantes pode
ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de
nutrientes, como, por exemplo, o pedunculo do caju, pois apenas uma pequena
parte do pedunculo produzido é aproveitada industrialmente, em torno de 2 a 6
% (CAMPOS et al. 2002). A quantidade desperdi¢cada (94 a 92 %) apresenta
elevado potencial, sendo uma matéria-prima rica em carboidratos (agucar e
amido), fibras, vitaminas e sais minerais. A alta taxa de desperdicio do
pedunculo do caju ocorre principalmente devido a sua extrema perecibilidade e
a auséncia de técnicas de manuseio e preservacido adequadas. Ademais, a
intensa adstringéncia do pedunculo, causada pela presenga de polifendis
(taninos), e a formagao de duas fases no interior das garrafas de suco sdo
fatores que diminuem a aceitagdo deste produto no mercado externo
(ASSUNCAO e MERCADANTES, 2003).

De igual modo, o subproduto da produgédo de biodiesel também é uma
matéria-prima de origem renovavel promissora, pois o crescente interesse
mundial no uso de combustiveis a partir de fontes alternativas tem aumentado
a demanda por biocombustiveis, como o biodiesel. A glicerina constitui o
principal subproduto do processo de producdo de biodiesel por
transesterificagdo. Ela é obtida sob a forma bruta, cujo valor € muito baixo
devido a presenga das diversas impurezas presentes (THOMPSON et al.,
2006). Entretanto, este co-produto constitui uma rica fonte de carbono para
obtencdo de produtos de alto valor agregado, como polimeros, através de
conversdo quimica ou bioquimica (rotas fermentativas) e aditivos para
combustiveis, como ésteres e éteres de glicerina (KARINEN et al., 2006).

Desta forma, o estudo da utilizagdo do pedunculo do caju e a glicerina
como meio de cultura para o crescimento celular e, conseqlente, obtencéo de
produtos de alto valor agregado pode indicar rotas econémicas alternativas
para a producao de biossurfactantes.

Com o aumento dos esforgos no desenvolvimento de novas tecnologias
de aplicagdo, no melhoramento das linhagens e dos processos de produgao, e
devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e baixa toxidade, os
biossurfactantes poderdo se tornar compostos de uso comum nas industrias
em um futuro préximo.

Em resposta a esta problematica, pretende-se com esse trabalho o
aumento da producido de substancias com propriedades surfactantes, a partir
da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando meio de cultivo sintético e
substratos de origem renovaveis, diminuindo os custos de produgdo para o
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desenvolvimento de um processo biotecnolégico com potencial de aplicagéo
futura. O trabalho visa dar continuidade aquele desenvolvido por AMARAL
(2007), no qual se vislumbrou o potencial da levedura Y. lipolytica como agente
de produgao de um bioemulsificante, denominado Yansan, o qual apresentou
excelentes propriedades fisico-quimicas.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral estudar a produgdo do
biossurfactante produzido pela levedura Yarrowia lipolytica, através da
otimizagdo do meio de cultivo e da aplicagdo de matérias-primas de origens
renovaveis, visando a diminuicdo dos custos de produgdo e obtencdo de
extrato fermentativo rico em biossurfactante.

Para alcancgar este objetivo, estudos sobre a formulacdo de meios e
condigbes de cultivo para aumentar o estimulo da sintese do biossurfactante
por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foram conduzidos através de:

- Estudo da influéncia da aeragao e velocidade de agitagdo em frascos
agitados;

- Otimizacao das fontes de nitrogénio e carbono;

- Avaliacao do efeito do pH inicial no crescimento celular e na produgao
de biossurfactante;

- Avaliagao do potencial de producao do biossurfactante utilizando suco
de caju clarificado e glicerina, subproduto da producdo do biodiesel, como
mateérias-primas nao convencionais.

O trabalho esta estruturado em quatro partes basicas:

A primeira parte apresenta a revisao bibliografica, como forma de
embasamento aos objetivos propostos neste capitulo, procurando fornecer
base tedrica bem como os resultados obtidos na literatura referentes ao tema
deste trabalho. A segunda parte apresenta os materiais e métodos utilizados
para alcancgar os objetivos propostos. Na terceira parte sdo apresentados os
resultados e as discussdes. Para finalizar, conclusbes e sugestbes para
trabalhos futuros, sdo apresentados na quarta parte.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biossurfactantes

Uma grande quantidade de compostos com propriedades tenso-ativas €
sintetizada por organismos vivos, desde plantas (saponinas), microorganismos
(biossurfactantes), até humanos (sais biliares) (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes, uma classe de agentes surfactantes naturais, séo
compostos anfipaticos, com uma parte hidrofilica e outra hidrofébica (LANG,
2002), capazes de formar diversas estruturas, tais como micelas, vesiculas
esféricas ou irregulares e estruturas lamelares, como mostrados na Figura 3.1
(CHAMPION et al., 1995).

Micela

Vesicula

Figura 3.1. Estruturas basicas formadas por biossurfactantes (CHAMPION et al, 1995).

Quando comparado com os surfactantes sintéticos convencionais, os
biossurfactantes possuem algumas caracteristicas que lhes sao préprias
(BOGNOLO, 1999), a saber:

e Atividade de superficie e interface: os biossurfactantes sao mais
efetivos e eficientes que, por exemplo, sulfonatos aniénicos, ja que reduzem a
tensao superficial mais rapidamente;

e Estruturas complexas e volumosas: aumenta a adsorgcédo na interface
Oleo-agua através de multiplos pontos de ancoragem, aumentando a
estabilidade das cadeias em uma unica fase, o que produz uma efetiva
estabilidade esférica. A grande area interfacial coberta pela molécula adsorvida
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e a multiplicidade de pontos de ancoragem asseguram que nao ocorra
dessorgdo durante a colisdo das particulas, e aumentam grandemente a
estabilidade das emulsdes;

eTolerancia a temperatura: alguns biossurfactantes e sua atividade
interfacial ndo sao afetados, mesmo em altas temperaturas (90°C);

e Tolerancia a forga ibnica: os biossurfactantes ndo precipitam em
solugdo salina de até 10% (m/v) enquanto que solugdes de 2-3% de sal sé&o
suficientes para desativar os surfactantes quimicos;

e Biodegradabilidade: os biossurfactantes s&o facilmente degradados na
agua ou no solo;

e As emulsdes podem ser facilmente quebradas por adicdo de enzimas
como, por exemplo, despolimerases que podem quebrar a emulsdo de
hidrocarbonetos em dleo;

e Concentragdes micelares criticas (CMC) baixas e alta atividade
surfactante;

e Atividade biologica como antimicrobianos, antitumorais, etc
(KITAMOTO et al., 2002);

e Podem ser produzidos a partir do uso de substratos renovaveis: como
por exemplo, efluentes agroindustriais, 6leos vegetais, subprodutos da industria
do petréleo e alimenticia (MANEERAT, 2005).

3.1.1. Classificagao quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes estruturalmente apresentam combinacdes diversas,
principalmente aqueles produzidos por microorganismos na presenca de
hidrocarbonetos (ROSENBERG & RON., 1999)

As moléculas de biossurfactantes apresentam uma parte hidrofdbica
composta por longas cadeias de acido graxos, hidroxi ou alquil B - hidroxi de
acidos graxos enquanto que, a parte hidrofilica pode ser composta de
carboidratos, aminoacidos, peptideos ciclicos, fosfatos, acidos carboxilicos ou
alcoois. Enquanto os surfactantes quimicos sao classificados com base na
natureza de seus grupos polares, os biossurfactantes sdo classificados de
acordo com sua natureza quimica (DESAI & BANAT, 1997).
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As maiores classes de biossurfactantes incluem glicolipideos,
fosfolipideos, acidos graxos e surfactantes poliméricos, sendo estes
apresentados a seguir.

3.1.1.1) Glicolipideos

Os glicolipideos sao os biossurfactantes mais conhecidos e estudados,
sendo considerados de baixo peso molecular (ROSENBERG & RON, 1999). A
sua estrutura é formada por combinagédo de carboidratos e uma longa cadeia
de acidos alifaticos. A Tabela 3.1 apresenta os principais tipos de glicolipideos
e as respectivas espécies produtoras.

Tabela 3.1. Principais biossurfactantes do tipo glicolipideos (SHAFI e KHANNA, 1995).

Biossurfactante - Glicolipideos Espécies microbianas produtoras
Rhodococcus erytropolis
Micolatos de trealose Arthobacter paraffineus
Mycobacterium phlei
Mycobacterium fortitum
Esteres de trealose Micromonospora sp.

Mycobacterium paraffinicum
Rhodococcus erytropolis

Micolatos de mono di e Corynebacterium diptheriae
trissacarideos Mycobacterium smegmatis
Arthobacter sp.
Raminolipideos Pseudomonas. sp
Soforolipideos Torulopis bombicola
Torulopis petrophilum
Candida sp.

A Figura 3.2 apresenta as estruturas quimicas de trés tipos de
biossurfactantes glicolipideos. Os ramnolipideos s&o os glicolipideos mais bem
estudados, sendo produzidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa.
Sua estrutura contém uma ou duas moléculas de ramnose que séo ligadas a
uma ou duas moléculas de acido B - hidroxidecanoico (Fig. 3.2.A). Os
trealolipideos (Fig. 3.2.B) s&o dissacarideos de trealose ligados a acido
micdlico, sendo que em diferentes microorganismos a produgcdo de
trealolipideos, diferem no tamanho da estrutura do acido micélico e numero de
insaturagdes (DESAI & BANAT, 1997). Os soforolipideos (Fig. 3.2.C) sao
produzidos principalmente por leveduras e compreendem de uma molécula de
soforose ligada a uma cadeia de acido graxo (JING et al., 2006).
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©
Figura 3.2. Estruturas dos principais glicolideos. (A) Ramnolipideos do tipo 1 (B)

Trealolipideos (C) Soforolipideos. Fonte: DESAI & BANAT (1997).

3.1.1.2) Biossurfactantes poliméricos

Os biossurfactantes poliméricos possuem alto peso molecular,
apresentam alta viscosidade e resisténcia ao cisalhamento, sendo formados
por complexos de polissacarideos ligados a cadeia hidrocarbonica
(ROSENBERG & RON, 1999). A Figura 3.3 mostra a estrutura quimica do
emulsan, um biossurfactante produzido pela bactéria Acinetobacter
calcoaceticus. A Tabela 3.2 apresenta alguns tipos de biossurfactantes
poliméricos com seus respectivos microorganismos produtores.

CH,

|
||cnzp.
T": CHOH
CH), ':l-':Ha
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c=0
| 04240 7 _
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Q (a)
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L)l .:1: -0 4!*.- o
. | |
c=-0 CHy)z CH,
CH, cH, L

Figura 3.3. Estrutura do biossurfactante emulsan. Fonte : DESAI & BANAT., 1997.
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Tabela 3.2. Biossurfactantes poliméricos (SHAFI e KHANNA, 1995).

Biossurfactante polimérico Microorganismo produtor
Lipopolissacarideos Acinetobacter calcoaceticus
RAG-1
Heteropolissacarideos Acinetobacter calcoaceticus A1
Candida lipolytica
Carboidrato - proteina Candida petrophillum
Endomycopsis lipolytica
Complexo lipidico Candida tropicalis
Manose/eritrose Shizonella melanograma
Ustilago maydis
Complexo lipidico Pseudomonas fluorescence

Debaryomyces poolymorphus

3.1.1.3) Lipopeptideos e lipoproteina

E uma classe de biossurfactantes que inclui uma cadeia de aminoacidos
na parte hidrofilica ligada a uma cadeia de acido graxo. O lipopeptideo mais
conhecido é a surfactina produzido pelo microorganismo Bacillus subtilis, cuja
estrutura é apresentada na Figura 3.4 (MULLIGAN, 2004). Os tipos mais
comuns e o0s respectivos microorganismos produtores estdo descritos na
Tabela 3.3.

/__-\
L

CH4— ngcHng— H—CHy,— CO —GLU - LEU - LEU
CH, VAL

©

O LEU - LEU- ASP

Figura 3.4. Estrutura da surfactina (MULLIGAN, 2005).

Tabela 3.3. Biossurfactantes do tipo lipopeptideos e lipoproteina (DESAI e BANAT, 1997)

Tipos de Lipopeptideos Microorganismo produtor

Lipopeptideos ciclicos Bacillus brevis
Bacillus polymyxia
Lipideos associados a Pseudomonas rubescens
ornitina Thiobacillues thiooxidans
Lipideos associados a Gluconobacter cerinus IFO 3267
ornitina e taurina
Lipideos associados a Agrobacter tumefaciens IFO
lisina 3058
Serratomolide Serratia marcescens

Lichenisina A Bacillus licheniformis
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3.1.1.4) Fosfolipideos e acidos graxos

Certas bactérias e leveduras degradadoras de hidrocarbonetos
produzem grandes quantidades de fosfolipideos e acidos graxos que possuem
propriedades tensoativas. A Figura 3.5 mostra a estrutura da
fosfatidiletanolamina, produzida pela bactéria Acinetobacter sp., a qual se
apresenta na forma de vesicula produzindo microemulsées em solucdes de
alcanos e agua (KAPELI et al, 1979). A Tabela 3.4 apresenta alguns
biossurfactantes do tipo fosfolipideos e acidos graxos.

0
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Figura 3.5. Estrutura da fosfatidiletanolamina (DESAI e BANAT, 1997).

Tabela 3.4. Biossurfactante do tipo fosfolipideos (SHAFI e KHANNA, 1995).

Biossurfactante - fosfolipideos Espécie microbiana produtora
Candida sp.
Fosfolipideos e acidos graxos  Corynebacterium sp.
Micrococcus sp.
Acinetobacter
Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Aspeqillus sp.

3.1.2. Propriedades fisico - quimicas dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam a capacidade de atuar na
interface de sistemas 6leo/agua, ar/agua, solido/agua. Esse processo dindmico
€ baseado na habilidade dos biossurfactantes, como os surfactantes sintéticos,
em reduzir a tensdo superficial e interfacial pelo remanejamento molecular
(GEORGIOU et al.,, 2002). Devido as caracteristicas da sua molécula, os
tensoativos tendem a se posicionar e a se orientar na superficie limite entre
duas fases (Figura 3.6), tornando misciveis duas fases imisciveis como, por
exemplo, agua e 6leo
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Figura 3.6. Estrutura de organizagao das moléculas de surfactantes (Nitschke e Pastore,
2002).

A eficacia de um biossurfactante é determinada pela sua habilidade em
reduzir estas tensdes, sendo a tensdo superficial definida como o trabalho
necessario para aumentar a superficie em uma unidade de area. Com a
presenca do biossurfactante, pouco trabalho é requerido para trazer as
moléculas da fase volumar para a superficie, sendo a tensao superficial
reduzida (MULLIGAN, 2004).

As dinamicas das tensdes superficial e interfacial sdo explicaveis, em
termos de forcas de atracdo tipo van der Waals de curto alcance entre as
moléculas localizadas no interior de um liquido, que estao sujeitas a forgas de
atracdo iguais em todas as diregbes, e as moléculas situadas em uma
superficie de separacdo as quais estdao submetidas as forgas de atracdo nao
balanceadas, do que resulta uma forca em direcdo ao interior do liquido. O
maior numero de moléculas se deslocara da superficie para o interior do liquido
e a superficie tendera por isso a contrair-se espontaneamente (SHAW, 1975).

A Figura 3.7 mostra a correlagdo entre a concentragdo de surfactante,
que se aplica também aos biossurfactantes, com a tensao superficial, tenséo
interfacial e a solubilizagdo. Quando ocorre um aumento na concentragdo do
biossurfactante, este diminui a area interfacial e as moléculas se agregam
formando micelas, na chamada concentragdo micelar critica (CMC), que é a
concentragado na qual as formas micelares comegam a aparecer. A solubilidade
aumenta, com o aumento da concentracdo do biossurfactante, como mostra a
Figura 3.7.



Capitulo 3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 12

CMC
0
3
(=]
g
& . Solubilidade
g | -
Q -~
I N s
é’f =~ —;,-/— — — — Tensdo superficial
(o) o
2 k

Tensdo interfacial

Concentracdo de surfactantes

Figura 3.7.Perfis de tensao interfacial, superficial, CMC e solubilidade em fung¢ao do
aumento da concentragao do surfactante (MULLIGAN, 2004).

Varios fatores afetam a adsorcdo dos biossurfactantes na interface,
como temperatura, forgca idnica, pH, dentre outras. A Figura 3.8 mostra a
influéncia da estrutura dos biossurfactantes: quanto mais ramificada e
insaturada for a cadeia hidrocarbdnica, maior sera a sua concentracdo micelar
critica, pois diminui a eficiéncia do empacotamanto das moléculas de
biossurfactantes na superficie. A eficacia da adsorcao €, portanto, diretamente
relacionada com o tamanho do grupo hidrofébico e a porgcdo hidrofilica das
moléculas (MYERS, 1999).

SIRIRIS SRS IIGeS T

(a) (b)
Figura 3.8. Esquema de adsorcdo das moléculas de biossurfactantes na interface: (a)
maioria da cadeia hidrofébica é linear; (b) Presenga de ramificagao ou multiplas cadeias
hidrocarbdnica (MYERS, 1999).

AMEZCUA - VEGA et al. (2007) estudaram os efeitos das condi¢bes de
cultivo na composigao dos acidos graxos e nas mudangas da tensao superficial
do meio de cultura para producédo de biossurfactante por Candida ingens. Os
autores observaram uma reducdao média de 25 mN/m em relagdo a tensao
superficial inicial, quando a concentragao de extrato de levedura foi de 1g/L. Os
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autores concluiram que a tensao superficial varia de acordo com a composicao
do meio.

Os Dbiossurfactantes em meio aquoso provenientes de Candida
antarctica sdo capazes de reduzir a tensao superficial de 72,25 mN/m para 35
mN/m, além de alcancar baixos valores de concentracdo micelar critica
(ADAMCZAK e BEDNARSKI, 2000).

KIM et al. (2006) obtiveram um biossurfactante do tipo glicolipideos,
produzido por Candida sp. SY16 utilizando fermentagcdo por batelada
alimentada. O glicolipideo foi capaz de reduzir a tenséo superficial do meio de
cultura de 72 mN/m para 30 mN/m quando cultivados em meio contendo 6leo
de soja. Estes autores observaram que a acgao deste tipo de biossurfactante é
dependente do pH: em baixos valores de pH os autores obtiveram baixos
valores de tensao superficial.

A maioria dos biossurfactantes produzidos por via fermentativa,
possuem a capacidade de reduzir a tensdo superficial a valores inferiores a 30
mN/m e a tenséo interfacial em n-alcanos a valores menores que 1 mN/m
(GEORGIOU et al., 2002).

Um parametro frequentemente usado para avaliar o comportamento do
biossurfactante € o balanco lipofilico e hidrofilico. Geralmente biossurfactantes,
com valores de HLB menores que 6, sdo mais soluveis na fase oleosa e com
valores entre 10 e 18 tem caracteristicas opostas (LIN., 1996).

Um ponto importante a ser avaliado € a propriedade tensoativa de
molhabilidade do biossurfactante, segundo DESHPAND et al. (1990), pois
direciona a utilizacdo destes em aplicagcées industriais como nos tratamentos
téxteis, pinturas, recuperacao terciaria do petréleo, dentre outras.

3.1.3) Potencial de aplicagao

As propriedades dos biossurfactantes fazem com que estes sejam
adequados para uma ampla gama de aplicagdes industriais. A Tabela 3.5,
apresenta as diversas possibilidades de aplicagdo dos biossurfactantes (LIN,
1996).
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Tabela 3.5. Potencial de aplicagcdo de biossurfactantes.

FUNCAO AREA DE APLICAGAO
Emulsificantes e dispersantes Cosméticos, tintas, adesivos
Solubilizadores e microemulsoes Farmacéutica
Agentes penetrantes e umectantes Industria téxtil , farmacéutica, tintas
Detergentes Uso doméstico, agricultura, produtos de
alta tecnologia
Agentes espumantes Cosmeéticos
Agentes redutores Tintas
Agentes sequestrantes de metais Mineracéo
Material formador de vesicula Cosméticos, medicamentos
Incremento de crescimento microbiano Tratamento de lodos contendo 6leo
Desemulsificadores Tratamento de lamas
Agentes de fontes de recuperacao Recuperacgao terciaria do petréleo
Agentes redutores de viscosidade Transporte em oleodutos

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera.
Porém as aplicagdes se distribuem entre os mais diversos setores industriais
(BANAT et al., 2000).

Dentro da industria do petréleo atualmente o destaque é para a
aplicagao dos biossurfactantes na area de biorremediagéo de solos impactados
com petréleo. O papel dos biossurfactantes no processo de biorremediacéo
estd voltado principalmente para emulsificagdo dos hidrocarbonetos
aumentando a  solubilidade desses compostos  hidrofobicos e
consequentemente, disponibilizando-os para biodegradagdo pela flora
microbiana nativa (BENTO et al., 2005). A Figura 3.9 apresenta um esquema
de atuagao do biossurfactante na degradagao de hidrocarbonetos.

OBERBREMER et al. (1990) utilizaram uma populagdo microbiana mista
juntamente com soforolipideos, produzidos por Candida sp., ha degradagao de
uma mistura de tretadecano, pentadecano, hexadecano, pristano e fenantreno
em meio mineral. Os autores observaram um aumento significativo na
biodegradabilidade destes compostos, em relagéo ao sistema controle.

SHIN et al. (2006) estudaram a utilizagdo do biossurfactante produzido
pela bactéria Sphingomonas sp. para remediagao de solos contaminados com
fenantreno, um hidrocarboneto poliaromatico. Os autores utilizaram uma
combinagdo do processo de solubilizagdo e biodegradagdo do fenantreno,
testando também a influéncia do pH. Observou-se que a solubilizacdo é
dependente do pH, sendo que esta obteve valores maximos em pH 5 e a
concentracdo de fenantreno foi diminuida com a presenca do biossurfactante,
em relagao ao controle.
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Figura 3.9. Demonstracado do efeito de emulsificagao de um biossurfactante, neste caso
um ramnolipideos produzido por Pseudomonas sp., dentro da interface éleo/agua.
Fonte: FRITSCHE & HOFRICHTER, 2001.

Os biossurfactantes podem ser utilizados na remediacdo de solos
contaminados com metais. A remogao de ions zinco e cromo de solugdes
aquosas na presenca de biossurfactante foi investigada por ZOUBOULIS et al.
(2003). Estes autores utilizaram a surfactina e a lichenisina na etapa de
flotacdo, estagio de separagcdo do metal do material adsorvente. A remogao
dos metais foi significativamente mais eficiente quando se utilizou o
biossurfactante em comparacdo com a aplicacdo convencional de produtos
quimicos.

MULLIGAN et al. (2006) estudaram a aplicacdo da espuma produzida
pelo biossurfactante ramnolipideo na remediagdo de solo contaminado com
metais pesados de cadmio e niquel. Os autores obtiveram remogao maxima
quando utilizaram 0,5% da solugdo de biossurfactante para produgdo da
espuma, a eficiéncia da remocao utilizando a espuma do biossurfactante foi de
73,2% de Cd e 68,1% de Ni, enquanto que a eficiéncia na remocgéao utilizando
solugao liquida de biossurfactante foi de 61,7% de Cd e 51% para o Ni, e a
remogao com agua destilada foi de apenas 18% para ambos os casos.

Outra importante aplicagao dos biossurfactantes € na limpeza de d6leos
em tanques de estocagem, devido a redugao da viscosidade de Oleos pesados,
facilitando sua recuperacao e transporte em oleodutos (BANAT et al., 1993).
Uma investigacao em escala piloto foi realizado por BANAT et al. (1993) para
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avaliar a habilidade do biossurfactante produzido por uma bactéria fazer a
limpeza de 6leos em tanques de estocagem e para recuperagdo de
hidrocarbonetos da lama emulsionada. Duas toneladas de meio de cultivo com
células e biossurfactante foram utilizadas na limpeza de 850m? de lama oleosa
e aproximadamente 91 % (773,5m>) de lama foram recuperados com 6leo cru a
ser reciclado e 76,5m® de materiais, sem hidrocarbonetos foram limpos
manualmente. Esse processo além de apresentar baixos custos, também
apresentou a vantagem de ser um processo menos perigoso que a tecnologia
convencional de limpeza.

Ainda dentro da industria do petroleo, os biossurfactantes tém um
potencial de utilizagdo em recuperacéo avangada do petroleo (MEOR) (BANAT
et al., 2000). Neste processo, os microorganismos do reservatério séo
estimulados a produzir surfactantes, de forma a melhorar a recuperagao do
Oleo pelos efeitos de queda da tensdo interfacial na interface rocha-dleo,
reduzindo as forgas capilares e promovendo a movimentacdo do mesmo
através dos poros da rocha (BANAT et al., 2000).

As estratégias envolvendo MEOR dependem das condicbes do
reservatorio, temperatura, pressdo, pH, porosidade, salinidade, condicdes
geoldgicas e a presengca de flora enddgena. Dentro dessas estratégias
podemos citar a de MAKKAR e CAMEOTRA (1997), que injetaram nos pogos,
melago e micronutrientes organicos de maneira a estimular a producédo de
biossurfactantes pela flora microbiana enddégena. SPRINGHAM (1984)
introduziu bactérias anaerdbicas, Clostridium acetobutylicum, em pogos
contendo 6leo pesado e obteve aumento na recuperagao de 6leo (12%) em
relagdo ao controle. Esse incremento foi atribuido pelo autor, a mudangas na
viscosidade e no pH do 6leo cru, devido a acao do biossurfactante produzido
pela bactéria.

Um outro grande mercado para utilizagdo de biossurfactante esta nas
aplicagbes como agentes antimicrobianos, antivirais, terapéuticos e umectantes
em cosmeéticos (SINGH e CAMEOTRA, 2004).

Um biossurfactante com propriedades antimicrobianas é a iturina A, um
potente lipopeptidico antifungico, produzido por Bacillus subtilis. Em células de
levedura, a iturina rompe a membrana plasmatica pela formacao de pequenas
vesiculas e agregacao de particulas intramembranares, levando a liberaréo do
conteudo celular (THIMON et al., 1995).

Varios estudos comprovam a utilizagdo da surfactina, um lipopeptideo
ciclico produzido por Bacillus subtilis, em aplicagbes terapéuticas (SINGH e
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CAMEOTRA, 2004). Existem trés tipos de surfactina, A, B e C, os quais diferem
em sua sequéncia de aminoacidos. As propriedades antifungicas e
antibacterianas se devem as seguintes caracteristicas apresentadas: indugéo
da formacdo de canais de ions na membrana plasmatica e inibicdo da
adenosina monofosfato (CAMP) (SINGH e CAMEOTRA., 2004).

Em 1995, SHEPERD et al. testaram a utilizacdo de uma gama de
microorganismos para a producdo de biossurfactantes com potencial de
aplicagdo na industria alimenticia. Dos 24 microorganismos testados, nove
apresentaram boa atividade emulsificacdo, mas oito tiveram propriedades de
emulsificacdo melhores do que aqueles ja utilizados na industria de alimentos
como a goma arabica e carboximetilcelulose. Os oitos microorganismos
incluem Candida valida, Candida utilis, Hansenula anémala, Rhodospiridium
diobovatum e Rhodotorula graminis, a alga vermelha Pophiridium cruentum e
as bactérias Klebsiella spp e Acinetobacter calcoaceticus.

3.2. Produgao microbiana de biossurfactantes

Varios microorganismos possuem a capacidade de produzir moléculas
com atividade interfacial (DESAI & BANAT, 1997). Nas ultimas décadas tem-se
aumentado o interesse em identificar e isolar novos microorganismos
produtores de moléculas tenso-ativas que apresentem boas caracteristicas de
surfactante, como baixa CMC (concentragdo micelar critica), baixa toxicidade,
alta atividade de emulsificagcdo, dentre outros (ROSENBERG & RON, 1999).

A maioria dos surfactantes microbianos relatados na literatura sdo de
origem bacteriana como os produzidos por Pseudomonas sp., Acinetobacter
sp., Bacillus sp., Arthrobacter sp. (GOUVEIA et al., 2003). Entretanto, a grande
maioria dos biossurfactantes de origem bacteriana ndo é adequada para
utilizacdo na industria alimenticia, devido a sua natureza patogénica
(SHEPERD et al., 1995).

As leveduras também tém sido estudadas para a producdo de
emulsificadores. Entre as leveduras, espécies de Candida (Yarrowia) tém sido
largamente estudadas e empregadas com sucesso na produgdo de
biossurfactanes. A Tabela 3.6 apresenta as espécies de leveduras mais
estudadas e os respectivos biossurfactantes produzidos.

Uma grande vantagem do uso de leveduras € que muitas delas, como
Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis,



Capitulo 3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 18

apresentam status GRAS (generally regarded as safe). Organismos com status
GRAS néao apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, o que permite
sua utilizagdo para aplicagdes na industria de alimentos e farmacéutica

(BARTH & GAILLARDIN, 1997).

Tabela 3.6. Principais leveduras produtoras de biossurfactantes

Tipo de
Biossurfactante

Microorganismo

produtor

Referéncia

Manoproteina

Soforolipideos

Manosileritritol — lipideos

Complexo carboidrato —
proteina - lipideo

Complexo carboidrato -
proteina

Acido graxo
ND*

Poliéis — lipideos

Kluyveromyces marxianus
Saccharomyces cerevisiae
Wickerhamiella domercqiae

Candida bombicola
Torulopis petrophilum
Candida antarctica
Candida sp. SY16
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

Yarrowia lipolytica NCIM 3589
Debaryomyces polymorphus
Candida tropicalis
Candida lipolytica IA 1065
Candida lipolytica ATCC 8662

Candida ingens
Candida utilis

Cadida valida
Rhodotorula glutinis,

Rhodotorula graminis

LUKONDEH et al ., 2003
CAMERON et al., 1988
JING et al., 2006

CASAS e OCHOA, 1999
COOPER e PADDOCK, 1983
KITAMOTO et al., 1992
KIM et al., 2006
AMARAL et al., 2006

ZINJARDE e PANT, 2002
SINGH e DESAI, 1989
SINGH e DESAI, 1989

VANCE - HARRORP et al., 2003
CIRIGLIANO e CARMAN, 1984

AMEZCUA - VEGA et al., 2007
SHEPERD et al., 1995

SHEPERD et al., 1995
YOON & RHEE, 1983

ND* ndo determinado

Alguns microorganismos podem produzir biossurfactantes quando

crescem em diferentes substratos, estes podem variar desde carboidratos até
hidrocarbonetos. A mudangca do substrato pode alterar a estrutura do
biossurfatante, e consequentemente as propriedades emulsificantes. Estas
mudancas podem ser benéficas quando se deseja propriedades especificas
para uma aplicagao direcionada (COOPER, 1986).

Diversos sao os estudos realizados por varios autores na producao de
biossurfactantes, envolvendo propriedades fisico — quimicas. A maioria dos
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biossurfactantes é geralmente produzida quando as culturas alcangam o
estagio estacionario de crescimento (RON & ROSENBERG, 2001). Porém,
algumas espécies podem apresentar pequena producdo durante a fase
exponencial de crescimento. Exemplos de perfis de produgdo de
bioemulsificante pelas leveduras C. lipolytica IA 1055 (SARUBBO, et al., 2001)) e
Y. lipolyitica IMUFRJ 50682 (AMARAL et al., 2006) sdo apresentados na Figura
3.10. Apesar da producédo de bioemulsificante por Y. lipolytica IMUFRJ 50682
ocorrer durante a fase exponencial de crescimento, a atividade de
emulsificagdo mais significativa se da durante a fase estacionaria.
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Figura 3.10. Perfil da producgao de bioemulsificante pelas leveduras C. lipolytica IA 1055
(A) e Y. lipolyitica IMUFRJ 50682 (B).

3.3. Yarrowia lipolytica

A levedura Yarrowia lipolytica (anteriormente conhecida como Candida,
Endomycopisis ou Saccharomyces lipolytica) € um microorganismo eucarioto,
pertencente ao reino Fungi, a classe dos Ascomicetos e subclasse
Hemiascomiceto. E uma das espécies ndo convencionais mais estudadas
(TSUGAWA et al., 1969). Isso, devido as suas caracteristicas bioquimicas
distintas, sua capacidade de produzir varios intermediarios metabdlicos, intensa
atividade secretora de proteinas e acidos organicos e de biossintese de
peroxissomas (SZABO, 2001).

Yarrowia lipolytica pode ser facilmente isolada de ambientes ricos em
lipideos e proteinas, como produtos lacteos, saladas de carne ou camarao, em
aves cruas, no meio ambiente (como a Baia de Guanabara (RJ)) e em
ambientes com elevadas concentracbes de sais, como aguas do mar
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hipersalinas, dentre outros (BUTINAR et al., 2005; AMARAI et al., 2006; ISMAIL
et al., 2001; VASDINYEI & DEAK, 2003; ISMAIL et al., 2001)

Dujon et al. (2004), estudando a evolugéo de leveduras, determinaram a
sequéncia genbmica de varios microrganismos, incluindo todo o cromossomo 6
de Yarrowia lipolytica. Desta forma, possibilitou estudos de varios genes
responsaveis pela expressdao de proteinas, enzimas e até mesmo das
moléculas de biossurfactantes produzidas por Y. lipolytica que tenham
interesse industrial, permitindo aumentar a expressdo de seus produtos
metabdlicos via engenharia genética. Hoje ela representa uma espécie
aceitavel para técnicas de biologia molecular e genética.

A utilizagdo industrial de Yarrowia lipolytica para a produgdo de acido
citrico ou proteinas celulares permitiu a acumulacdo de dados sobre o
comportamento desta em grandes biorreatores (MADZAK et al., 2004).

No processo de assimilacdo de substratos hidrofobicos, Yarrowia
lipolytica produz moléculas com propriedades tensoativas, como mostra o
trabalho de CIRIGLIANO e CARMAN (1984). Os autores utilizaram diversos
substratos hidrofébicos como fonte de carbono, durante crescimento de
Yarrowia lipolytica e observaram a presenga de biossurfactantes.

AMARAL et al. (2006) isolaram um novo biossurfactante, denominado
Yansan. Este foi secretado durante crescimento de Y. lipolytica em meio
contendo glicose como fonte de carbono. Yansan apresentou alta atividade de
emulsificacdo, mostrando que a producdo de biossurfactantes ndo se da
apenas em meio hidrofébico. Outro trabalho relatado na literatura foi
desenvolvido por SARUBBO et al. (2001), no qual os autores também
utilizaram glicose para a produgao de biossurfactantes por Y. lipolytica.

O catabolismo de substratos hidrofébicos, tais como alcanos, acidos
graxos e triglicerideos nas leveduras, como em Yarrowia lipolytica, incluem
varias vias metabolicas e diferentes compartimentos celulares (FICKERS et al.,
2005).

Os triglicerideos sdo primeiramente hidrolisados por enzimas lipoliticas
(lipases) em &acidos graxos livres, os quais entdo entram na célula; ja os
alcanos passam pela membrana celular diretamente. A primeira oxidagdo dos
alcanos em seu alcool correspondente ocorre no reticulo endoplasmatico pela
citocromo P450 monooxigenase, sendo este posteriormente convertido em seu
acido graxo correspondente por dois passos. Os acidos graxos sao entéo
ativados no reticulo endoplasmatico, no peroxissoma, antes de entrar na via da
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B - oxidagédo dos acidos graxos, que resulta em acetil-CoA e propionil-CoA (no
caso de alcanos de cadeias impares). Dependendo das condi¢bes ambientais
as células podem armazenar os acidos graxos diretamente (FICKERS et al.,
2005). Os intermediarios metabdlicos produzidos na B - oxidagdo entram no
ciclo do glioxalato, o qual interage com o ciclo do acido citrico e o ciclo de
metilcitrato na mitocéndria (FICKERS et al., 2005).

Duas hipdteses tém sido formuladas para explicar o transporte de
substratos apolares para dentro da célula, uma delas é a producdo de
biossurfactantes, anteriormente citada e a outra é a interacdo dos substratos
com a superficie celular da levedura, na qual ha um aumento nas propriedades
apolares da superficie da célula, tornando-as mais hidrofébica (KIM et al.,
2000). A Figura 3.11 mostra a interacédo da levedura Y.lipolytica com substratos
hidrofébicos.

Figura 3.11. Interagdo das células de Y.lipolytica com substrato durante crescimento
com substratos hidrofobicos. Adesao celular de Y.lipolytica a pequenas (a) e grandes (b)
gotas de hexadecano e (c) Adesdo da gota de odleo na superficie celular durante
crescimento da Y.lipolytica em acido rinoleico como substrato (FLICKERS et al., 2005).

O mecanismo de utilizagdo de agucares por leveduras tem sido bastante
estudado em Saccharomyces cerevisiae, sendo que existem algumas
variagbes entre as espécies de levedura. Uma delas é que na maioria das
leveduras ndo convencionais, como Yarrowia lipolytica, ao contrario com que
acontece com S. cerevisiae, a respiragao em presenga de oxigénio é essencial
para o uso de agucares (FLORES et al., 2000).

As membranas celulares ndo s&o totalmente permeaveis para uma
variedade de substancias, incluindo os agucares. O transporte desses solutos é
a etapa inicial do metabolismo de carboidratos, exceto nos casos de um
trissacarideo que € hidrolisado no exterior da célula. O transporte através da
membrana se da por transportadores conhecidos como permeases. O
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transporte de monossacarideos comuns, como glicose, frutose ou manose em
S. cerevisiae é facilitado pelo processo de difusdo, entretanto essa situacao
pode ser diferente em outras leveduras. Em Y. lipolytica, existem sistemas de
transporte de glicose com dois componentes, que apresentam a mesma
atividade independente da concentragcdo de glicose no meio (FLORES et al.,
2000).

RODRIGUEZ e PAIS (2000) estudaram a influéncia do acido acético e
de outros acidos carboxilicos fracos no crescimento e na morte celular de
Yarrowia lipolytica. Estes autores observaram que esta levedura apresenta
crescimento diauxico quando colocadas em meio contendo glicose e acido
citrico ou latico, sugerindo que este acidos sio utilizados em fungdo da
repressao por glicose. A presenga de acido propibénico, butirico e sérbico inibiu
o crescimento da levedura.

3.4. FATORES QUE AFETAM A PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTE

A composicao e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por
microorganismos s&o influenciadas pela natureza das fontes de carbono e
nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca de fosforo, ferro, manganés e
magnésio no meio de produgdo. Além disso, outros fatores, como pH,
temperatura, agitagcdo e forma de conducgédo do processo sdo extremamente
importantes na quantidade e na qualidade do biossurfactante produzido
(BANAT, 1995). Para obtencao de grande quantidade de biossurfactante é de
fundamental importancia o estudo dos requerimentos nutricionais e das
condicdes do processo.

A producdo de biossurfactante pode ser espontanea ou induzida pela
presenca de compostos lipofilicos, por variacbes de pH, temperatura, aeracao
e velocidade de agitagdo, ou ainda, quando o crescimento celular € mantido
sob condi¢cbes de estresse como baixas concentragcdes da fonte de nitrogénio
(DESAI e BANAT, 1997). A Tabela 3.7 apresenta diferentes estratégias para
producao de biossurfactantes.

A producdo de biosurfactantes por “resting cells” € uma forma de
producdo, em que ndo ha multiplicacado celular. Contudo, as células continuam
a utilizar a fonte de carbono para producdo do biossurfactante (DESAI e
BANAT, 1997). Na literatura ha alguns exemplos de producdo de
biossurfactantes por “resting cells” de leveduras, como a produgdo de
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manosileritritol por Candida antarctica (KITAMOTO et al., 1992) e produgao de
soforolipideos por Torulopsis bombicola (GOBBERT et al., 1984; CASAS e
OCHOA, 1999) e Candida apicola (HOMMEL et al., 1993) dentre outros.

Tabela 3.7. Diferentes estratégias de producgao de biossurfactante (SYLDATK e
WAGNER,1987).

Producao de biossurfactante associado ao crescimento celular

Indugao da producao por substratos lipofilicos

Aumento da produgéo por otimizagdo da composi¢do do meio

Aumento da produgdo por otimizagdo das condi¢cbes de pH, aeragao, velocidade de
agitacao, etc.

Aumento da produgdo por adicdo de reagentes, o qual causa uma mudanga ha

permeabilidade da parede celular, como penicilina e EDTA

Producao de biossurfactante por crescimento celular em condigoes limitantes

Condigdes limitantes de nitrogénio
Condicao limitante de cations multivalentes

Condicoes limitantes por mudancgas no ambiente do meio, como pH e temperatura.

Producao de biossurfactante por “resting cell”

Producao por células livres

Produgéao por células imobilizadas

Produgéao por células imobilizadas com remogéo simultdnea do produto

Producao de biossurfactantes por crescimento associado e “resting cells” com adi¢ao

de precursores

3.4.1. A fonte de carbono

A influéncia da fonte de carbono na produgdo de biossurfactante por
diferentes cepas de microorganismos tem sido bastante estudada. A literatura
aponta uma ampla diversidade entre as fontes de carbono. Pareilleux (1979)
isolou compostos tenso-ativos a partir da levedura Candida lipolytica em meio
contendo n-alcanos como fonte de carbono, mas quando foi cultivada em meio
contendo glicose a levedura ndo produziu nenhum bioemulsificante. Em um
estudo similar, ZINJARDE e PANT (2002) mostraram que a biossintese de
surfactante por Y. lipolytica NCIM 3589 utilizando como fonte de carbono
substratos soluveis (glicose, glicerol, acetato de sédio e alcool) ndo é
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viabilizada. Entretanto, em meio contendo d6leo cru e alcanos (Cio — Cis)
detectou-se a producdo de bioemulsificante. Observacdes similares foram
obtidas por Kim e Rehm (1982).

CIRIGLIANO e CARMAM (1984) mostraram que a levedura Y. lipolytica
produz biossurfactantes a partir de diferentes fontes de carbono tais como:
hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de milho e d6leo de
algoddo, sendo que com hexadecano houve maior produgdo de
biossurfactante.

Em 2001, SARUBBO et al. produziram biossurfactante utilizando glicose
como fonte de carbono a partir da levedura C. lipolytica |IA 1055, o qual
apresentou uma alta atividade de emulsificacdo. Estes autores mostraram que
nao é necessaria a presenca de hidrocarbonetos para indugcédo da biossintese
de surfactantes. AMARAL et al. (2006) utilizaram também como fonte de
carbono a glicose para a sintese do biossurfactante denominado Yansan, a
partir de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Yansan apresentou alta atividade de
emulsificacdo e capacidade de estabilizacdo de emulsdes Ooleo/agua.
Adicionalmente, meios de cultura contendo lactose como substrato foram
utilizados para a producdo de manoproteinas, com propriedades
emulsificantes, pela levedura K. marxianus (LUKONDEH et al., 2003).

Apesar da producio de biossurfactantes ocorrer na presenca de fontes
de carbonos soluveis em agua, como os agucares, varios estudos mostram que
as maiores producdes de biossurfactantes sdo obtidas quando substratos
hidrofobicos sédo adicionados (HOMMEL et al., 1994). Muitos trabalhos
descrevem a importancia da combinagao entre um substrato insoluvel em agua
e um carboidrato, como constituintes do meio de cultura.

Os substratos hidrofilicos sdo utilizados primeiramente pelo
microorganismo para o metabolismo celular e para a sintese da porgéo polar
da molécula de biossurfactante, enquanto que os substratos hidrofébicos séo
utilizados exclusivamente para a producdo da porgao hidrocarbbénica do
biossurfactante. As espécies de Candida sao capazes de incorporar
diretamente acidos graxos para a producao de biossurfactante (WEBER et al.,
1992).

As vias metabdlicas envolvidas na sintese de precursores para produg¢ao
de biossurfactante sao diversas e dependem da natureza da principal fonte de
carbono utilizada no meio de cultivo. Por exemplo, quando se utiliza
carboidratos como unica fonte de carbono no meio de cultivo para a producéo
de glicolipideo, o fluxo de carbono é regulado de tal forma que ambas as vias
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lipogénicas (formagao de lipideos) e de formagao da porcao hidrofilica (através
da via glicolitica) sdo especialmente supridas pelo metabolismo microbiano,
como mostra a Figura 3.12.

O substrato hidrofilico utilizado, como por exemplo, a glicose, glicerol ou
outros, é degradado até formar intermediarios da via glicolitica como a glicose
6-fosfato que € um dos principais precursores dos carboidratos presentes na
porcao hidrofilica do biossurfactante (Figura 3.12). Para a producéo de lipideos,
a glicose € oxidada a piruvato por meio da glicolise sendo o piruvato entéo
convertido a acetil-CoA que unida ao oxaloacetato produz malonil-CoA e, em
seguida, acido graxo, um dos precursores para sintese de lipideos (SYLDATK
e WAGNER, 1987).

Por outro lado, quando um hidrocarboneto é utilizado como fonte de
carbono o metabolismo microbiano se dirige principalmente a via lipolitica e a
gliconeogénese (formagcao de glicose a partir de precursores diferentes das
hexoses), podendo desta forma ser utilizado para produzir acidos graxos ou
sacarideos. Para a producdo dos sacarideos a via da gliconeogénese é
ativada. Consiste na oxidagdo dos acidos graxos via B-oxidagcéo a acetil-CoA
(ou propionil-CoA, no caso de acidos graxos de cadeia impar). A partir da
formacao do acetil-CoA, as reagdes envolvidas na sintese dos precursores do
polissacarideo, tal como glicose 6-fosfato, sdo essencialmente o inverso
daquelas envolvidas na glicdlise. Entretanto as reagdes catalisadas pela
piruvato quinase e fosfofrutoquinase-1 sao irreversiveis, desta forma outras
enzimas as quais sao exclusivas para gliconeogénese sdo requeridas para
contornar tais reagcdes (SYLDATK e WAGNER, 1987). As principais reac¢des
sdo apresentadas na Figura 3.13, até a formagao da glicose 6-fosfato que é a
principal precursora dos polissacarideos, dissacarideos a serem formados para
producao da porgao hidrofilica dos glicolipideos.
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Polissacarideos Glicose
Pentoses
Trealose
Soforose thoie 6-p \ l
Ramnose Frutose 6-P
Via das pentoses fosfato
Manose l A

Frutose 1,6 bis P

v

Gliceraldeido 3-P ¢—— Diidroxiacetona P

v A
Glicerol 3-P

Fosfoenolpiruvato L
Glicerol

Piruvato E
I - "\ .
- ™ Aceti-CoA
Oxaloacetato )
/ l Aceti-CoA

Citrato —< M
Malato Malonil-CoA

T / Oxaloacetato ¢
Acido graxo

Succinato Isocitrato

C Lipideos

a-cetoglutarato

Figura 3.12. Metabolismo intermediario relacionado a sintese de precursores de
biossurfactante a partir da utilizagao de carboidratos como substratos. Enzimas chaves
para o controle do fluxo de carbono: A. fosfofrutoquinase; B. Piruvato quinase; C.
isocitrato desidrogenase; D. citrato liase (presentes apenas em leveduras oleaginosas e
fungos). E: piruvato desidrogenase (SYLDATK e WAGNER, 1987).
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Polissacarideos

Glicose 6-P
Trealose
Soforose Frutose 6-P
Ramnose D )
) Via das pentoses fosfato
Manose Frutose 1,6 bis P
Gliceraldeido 3-P ———— Diidroxiacetona P
T 4
Glicerol -P
Fosfoenolpiruvato
C .
Piruvato Lipideos
- oxidagdo . *
Aceti-CoA «—— Acido graxo
Oxaloacetato
/ Hidrocarbonetos
Malato
Citrato
glioxalato
Succinato /

Isocitrato
a-cetoglutarato &

Figura 3.13. Metabolismo intermediario relacionado a sintese de precursores de
biossurfactante a partir da utilizagcdo de hidrocarbonetos como substratos. As enzimas
chaves sao: A. isocitrato liase; B. malato sintase; C. fosfoenolpiruvato carboxilase; D.
frutose — 1,6 bifosfatase (SYLDATK e WAGNER, 1987)

De acordo com SYLDATK e WAGNER (1987) a biossintese do
emulsificante pode acontecer seguindo quatro caminhos diferentes:

- Sintese do carboidrato e do lipideo;

- Sintese da metade de carboidrato, enquanto que a sintese da metade
lipidica dependera do comprimento da cadeia do substrato carbdnico presente
no meio;

- Sintese da metade lipidica, enquanto que a sintese da metade de
carboidrato dependera do substrato utilizado;

- Sintese das metades carboidrato e lipidica dependendo do substrato.

Portanto, um fator que altera a biossintese do surfactante é o
comprimento da cadeia do n-alcano utilizado como fonte de carbono.
KITAMOTO et al. (2001) estudaram a producao de lipideos de manosileritritol
(Mel) pela levedura Candida antarctica frente a diferentes n-alcanos. Observou-
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se que essa espécie nao cresce e nem produz biossurfactante em meio
contendo uma mistura de n-alcanos entre Cio - Cqs. Entretanto quando
cultivado em meio contendo n-alcanos entre C4, € Cqg houve producio, sendo
que o octadecano foi o substrato que promoveu maior rendimento. Ja em meio
contendo n-alcanos com numeros de carbono maior que 19 a produgao foi
minima.

A produgdo de manosileritritol lipideo por C. antarctica, utilizando a
metodologia “resting cell”, também foi significativamente afetada pelo
comprimento da cadeia carbdnica do substrato utilizado, sendo que o maior
rendimento foi obtido utilizando pentadecano como fonte de carbono
(KITAMOTO et al., 1992).

CAVALERO e COOPER (2003) também mostraram que o rendimento da
producdo de biossurfactante aumenta com o aumento do comprimento da
cadeia do n-alcano utilizado (Ci2 para Cis). Entretanto, ZINJARDE e PANT
(2002) demonstraram que a producdo de biossurfactante por Y. lipolytica foi
similar quando se alterou o comprimento da cadeia do n—alcano (Cio a C+s)
utilizado como substrato.

Candida glabrata foi avaliada para a produgdo de biossurfactantes a
partir de 6leo de algodéo e glicose. Utilizou-se um planejamento fatorial, do
qual se concluiu, com um nivel de 95% de confianga, que apenas a
concentragao de glicose produziu um efeito positivo sobre o aumento do indice
de emulsificacdo (LUNA et al, 2005)

CASAS e OCHOA (1999) estudaram a composigdo do meio de produgao
de soforolipideos por Candida bombicola. As fontes de carbono que
promoveram maior producdo de biossurfactante foram glicose (100 g/L)
juntamente com 6leo de girassol (100 g/L), obtendo-se uma concentragao de
120 g/L de biossurfactante ap6s 144h de fermentagéo.

FARIAS e SARUBBO (2006) otimizaram as condi¢ées de produgdo do
biossurfactante por C. lipolytica em meio contendo 6leo de canola (100 g/L) e
glicose (100 g/L). O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tensao
superficial de 71 mN/m para valores em torno de 30 mN/m.

Vaérios Oleos vegetais (milho, soja, agafrédo e girassol) foram utilizados
como substrato para a producao de biossurfactante por Torulopsis bombicola.
O rendimento do biossurfactante foi praticamente igual em todos os dleos
(COOPER e PADDOCK, 1984).
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3.4.2. Fontes de carbono de origens renovaveis

A utilizagdo industrial dos biossurfactantes tem sido dificultada devido
aos altos custos de producido associados ao uso de substratos dispendiosos.
Por outro lado, estes custos podem ser significativamente reduzidos pelo uso
de fontes alternativas de nutrientes, com baixo custo, bem como através da
obtencdo de altos rendimentos em produtos (GALLERT e WINTER, 2002).
Uma possivel solucdo seria o reaproveitamento de subprodutos industriais
como, por exemplo, aqueles provenientes da agroindustria.

Essa estratégia diminui os custos da produgdo do biossurfactante e
consequentemente reduz a poluicdo causada por esses rejeitos quando
langcados no meio ambiente (MANEERAT, 2005). A maioria das industrias
alimenticias utiliza gorduras e 6leos gerando grandes quantidades de residuos
graxos. Com o acumulo desses residuos, tem aumentado o interesse da
utilizacdo desses materiais como fonte de nutrientes para transformacao
microbiana (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002).

THANOMSUB et al. (2004) utilizaram como fonte de carbono o éleo de
soja queimado, proveniente da fritura, para produgdo de um biossurfactante
glicolipidico a partir de Candida ishwadae. Este surfactante exibiu alta atividade
de emulsificacéo.

BEDNARSKI et al. (2004), com o objetivo de avaliar a utilizacédo de
rejeitos gordurosos, empregaram o “soapstock” (residuo da fabrica de sab&o)
como fonte de carbono para indugdo da biossintese de glicolipideos por
leveduras (C. antarctica ATTCC 20509 e C. apicola ATCC 96134). Os autores
mostraram que a eficiéncia na sintese de glicolipideos por leveduras utilizando
“soapstock” foi 7,5 a 8,3 vezes melhor do que em meio ndo suplementado com
“soapstock”.

O residuo da refinaria de 6leo vegetal de soja e a milhocina (residuo
industrial do processamento de milho) foram utilizados como substratos de
baixo custo para a producdo de biossurfactante por Candida sphaerica. Os
resultados obtidos demonstraram que o melhor rendimento em biossurfactante
foi obtido em meio de cultivo contendo 5% de residuo de 6leo vegetal e 2,5%
de milhocina (SOBRINHO et al., 2007)

Similarmente, ALMEIDA et al. (2006) utilizaram como substrato o
residuo do 6leo de soja e a milhocina, e por meio de planejamento fatorial
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demonstraram que a milhocina apresenta um resultado positivo, enquanto que
o residuo de 6leo apresenta um efeito negativo.

A manipueira, agua gerada na prensagem da mandioca, com alto teor de
toxicidade para o meio ambiente, foi utilizada como fonte de carbono para a
producdo de biossurfactante por C. lipolytica. Neste estudo foi realizado um
planejamento fatorial completo para avaliar estatisticamente os principais
efeitos entre as variaveis: concentragcdo de manipueira, de sulfato de amoénio e
de uréia. De acordo com os resultados, a reducdo da tensao superficial foi
significativa em maior concentracdo de manipueira (10%) e menor
concentragéo de sulfato de amoénio e uréia (ANDRADE et al., 2006).

C. glabrata foi cultivada em residuo da industria de fabricagdo de
margarina (gordura vegetal) para a producdo de biossurfactante. Ja nas
primeiras 24 h de cultivo, houve uma reducéo da tensao superficial do meio de
71 mN/m para 27mN/m, permanecendo constante até o final das 144 h de
fermentacdo (GUSMAO et al., 2006).

A produgao de soforolipideos por C. bombicola foi estimulada pela
adicdo de gordura animal, um residuo das industrias de processamento de
carne, obtendo-se uma alta producdo do biossurfactante (120 g/L) em 68 h de
fermentacdo (DESPHANDE e DANIELS, 1995).

O melago de soja, um subproduto da produgédo de dleo de soja, e o
acido oléico foram utilizados como fonte de carbono para a producido de
soforolipideos pela levedura C. bombicola. Os autores reportaram um
rendimento de 21 g/L apds 7 dias de fermentagédo, um valor baixo quando se
comparado com a utilizagdo de glicose e acido oléico (79 g/L) (SOLAIMAN et
al., 2004).

O d6leo de pequi (Caryocar coriaceum camb.) extraido da semente do
fruto foi utilizado como fonte de carbono para producédo de biossurfactante por
C. lipolytica. Um planejamento fatorial completo foi realizado, com sete
condigdes diferentes, visando a otimizagdo do meio de produgdo, com
diferentes combinacdes entre o 6leo de pequi e a glicose. Apos 48 horas de
cultivo, a menor tensao superficial do meio de producao foi de 31,96 mN/m,
observando-se uma reducdo de 60% quando comparada a tensao superficial
da agua (SANTANA et al., 2005).
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3.4.2.1. Suco de caju como substrato nao-convencional

O cajueiro € uma planta tropical, originaria do Brasil, pertencente a
familia Anacardiaceae, Dicotyledonea e ao género Anacardium, dispersa em
quase todo o seu territorio. O caju compde-se da castanha, que é o fruto, e do
pedunculo, considerado pseudofruto (Figura 3.14).

O cajueiro é encontrado em sua maioria na América Central, Africa,
Asia, india, Vietnam e Brasil, sendo estes responsaveis pela maior parte da
producdo mundial de castanha de caju. Atualmente o cajueiro vem sendo
cultivado em 27 paises. O Brasil lidera a produgéo de caju, detendo 95% da
producado mundial (SANTOS et al., 2007).

No Brasil, a area ocupada com cajueiro corresponde a aproximadamente
700.000 ha, sendo que a regido Nordeste responde com mais de 99% da area
colhida e da produgdo nacional (aproximadamente 1,5 milhdes Mg/ano). Os
estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte possuem cerca de 88% da
area cultivada no Pais. Nestes locais, a cajucultura destaca-se, no contexto
socio e econbmico, pelo valor nutritivo e comercial dos seus produtos, que
garantem uma expressiva fonte de renda (SIMOES et al., 2001; IBGE, 1996;
ALMEIDA et al, 1998). Porém, cerca de 90 - 94% do pedunculo é descartado
no meio ambiente, pois é a castanha de caju que tem valor comercial.

Peddnculo
(pseudofruto)

Castanha
(fruto)

Figura 3.14. Caju . (www.amazon.com.br)

O pedunculo também apresenta altos valores nutricionais, constituindo
fonte alimenticia no Nordeste do Brasil (MURA et al., 2001). A composigao
fisico-quimica do pedunculo varia largamente em fun¢do da variedade, do
estadio de maturacdo, do tamanho, da duracdo da colheita e de variagdes
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ambientais regionais, entre outros fatores. Dentre os principais constituintes do
pedunculo pode se citar: vitamina C, taninos, sais minerais, acidos organicos,
aminoacidos, carboidratos, ferro, calcio, fazendo deste um importante alimento
(FAO, 1986).

No entanto, apenas uma pequena parcela do pedunculo produzido é
aproveitada industrialmente. Uma pequena porcentagem, em torno de 6 a 12
%, € consumida ou processada industrialmente para produzir uma larga faixa
de produtos como sucos, sorvetes, licor, mel, geléias, cajuina, refrigerantes
gaseificados, aguardentes e doces. Os produtos processados industrialmente
sdo basicamente consumidos pelo mercado local e ndo apresentam papel
importante na economia regional (MOURA et al., 1998).

A enorme quantidade desperdicada apresenta potencial de aplicagao,
pois € uma matéria-prima rica em acucares, amido, fibras vitaminas e sais
minerais. Pode-se considerar o pedunculo de caju como um substrato nobre e
de baixo custo, aproximadamente R$ 1,00/Kg (ROCHA, 2007).

Desta forma varios trabalhos na literatura estudam a utilizagcdo do suco
de caju como substrato para obtengdo de produtos biotecnoldgicos visando a
diminuicdo dos custos do processo. Segundo (MANEERAT, 2005), a matéria-
prima de um bioprocesso pode ser responsavel por até 30% do custo total do
processo.

Diversas sao as aplicagdes, como por exemplo, a produgdo de acido
hialurénico por Streptococcus zooepidemicus (OLIVEIRA, 2004), a produgao de
biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa (MENDES et al, 2007),
Acinectobacter calcoaceticus (OLIVEIRA et al., 2003), Bacillus subtilis
(ROCHA, 2007).

HONORATO et al. (2007) utilizaram o suco de caju clarificado como
substrato para o cultivo de Leuconostoc mesenteroids e biossintese de
produtos biotecnolégicos de alto valor agregado. O suco de caju demonstrou
ser um bom substrato para o crescimento do microorganismo e produgao de
dextrana, acido latico, manitol e oligossacarideos.

EZERONYE (2004) estudou a utilizagdo do suco de caju como substrato
para a fabricagdo de vinho, concluindo que este apresentou como um bom
substrato para a fermentacdo em escala comercial. OSHO (2005) avaliou o
suco de caju como suporte para o crescimento de leveduras e sugeriu como
reserva alimentar e produgéo de vinho. Outro autor (AKINWALE, 2000) estudou



Capitulo 3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 33

0 uso do suco de caju para melhorar a qualidade nutricional de algumas frutas
tropicais, por este apresentar alta concentragao de vitamina C.

3.4.2.2. Subproduto do biodiesel como substrato ndao-convencional

A alta demanda de energia no mundo industrializado e no setor
domeéstico, bem como os problemas de poluicdo causados devido ao vasto uso
de combustiveis, tém resultado em uma crescente necessidade de desenvolver
fontes de energias renovaveis sem limites de duragcdo e de menor impacto
ambiental que os meios tradicionais existentes, estimulando, assim, a busca de
fontes alternativas para producao de combustiveis (GERIS et al, 2007). Como
exemplos, podemos citar o biodiesel, cuja utilizacdo permite reduzir as
emissdes de mondxido de carbono, comparados a combustiveis derivados do
petroleo.

Biodiesel é definido como ésteres de acidos graxos de cadeia longa
(monoésteres alquilicos) derivados de fontes renovaveis, tais como oleos
vegetais e gorduras animais (MEHER et al, 2004).

O Brasil € um pais que contém grandes plantagées de oleaginosas e,
consequentemente, usufrui de uma diversidade de opgbes para producao de
biodiesel a partir de plantas como palma, babagu, soja, girassol, amendoim,
mamona e dendé. O Governo Brasileiro langou em 06 de dezembro de 2004
(ROUSSEFF, 2004) o marco regulatério que estabeleceu as condigdes legais
para a introducao do biodiesel na Matriz Energética Brasileira de combustiveis
liquidos. Em 2005, a Lei n° 11.097 estabelece a obrigatoriedade da adigéo de
um percentual minimo de biodiesel ao O6leo diesel comercializado ao
consumidor, em qualquer parte do territério nacional. Esse percentual
obrigatdrio sera de 5% em oito anos apds a publicagao da referida lei, havendo
um percentual obrigatdrio intermediario de 2% nos trés anos apds a publicagéo
da mesma.

Das varias metodologias descritas na literatura para obtengdo do
biodiesel, a transesterificacdo de oleos vegetais € o principal método de
escolha, pois as caracteristicas fisicas dos ésteres de acidos graxos obtidas
sdo muito proximas daquelas do diesel (SCHUCHARDT et al., 1998). O processo
geral de obtencao do biodiesel esta esquematizado na Figura 3.15., a partir da
semente de mamona.

Na transesterificacdo de 6leos vegetais, um triacilglicerideo reage com
um alcool na presenga de uma base ou acido forte, produzindo uma mistura de
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ésteres de acidos graxos e glicerol. A Figura 3.16, mostra a equacéao geral da
transesterificagdo de um triacilglicerideo

Sementes de
mamona

/ Prensagem \

Oleo Torta

/ l Desintoxicagao
Transesterificagao

i é.ﬁﬁf,'} o Adubo Rac¢ao animal

catalisador

! }

; ~: - —
Excesso de alcool Biodiesel Glicerina bruta

-—

Figura 3.15. Esquema do processo de producdo do biodiesel, a partir da semente de mamona
(RIBEIRO, 2005)

H,C—OCOR; R{COOR, HZC—CH

catalisador &

HC—OCOR, + 3R;—OH R:COOR; + HC—0OH

*
HzC—OCOR; R1COOR, H2C—0H

Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

Figura 3.16. Equacao geral da transesterificacdo de um triacilglicerideo (GERIS et al., 2007)

A glicerina constitui o principal subproduto do processo de produgao de
biodiesel por transesterificagdo. Ela € obtida sob a forma bruta, cujo valor é
muito baixo devido a presenga de diversas impurezas (THOMPSON et al.,
2006). Entretanto, este subproduto constitui uma fonte de matéria-prima para
produtos de alto valor agregado, como polimeros, através de conversao
quimica ou bioquimica (rotas fermentativas), e aditivos para combustiveis,
como ésteres e éteres de glicerina, que também se apresentam como
alternativa rentavel para este co-produto (KARINEN et al., 2006).

Atualmente, a principal aplicagdo do glicerol é na industria de
cosméticos, sabdo e farmacos, setores que sdo incapazes de absorver o
volume de glicerina a ser gerado com a producéo do biodiesel (GONCALVES
et al., 2006). O aumento da glicerina disponibilizada no mercado brasileiro, com
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a implantacédo do B2 (misturas de 2% de biodiesel em diesel), devera ser da
ordem de 60 a 80 mil toneladas/ano e com a introdu¢do do B5 (misturas de 5%
de biodiesel em diesel), em 2013, a previsdo € que esta produ¢cdo aumente
para 150 mil toneladas por ano (MOTA et al., 2005). Sabe-se que a cada
1.000L de biodiesel produzido, cerca de 100Kg de glicerina € gerada, de
acordo com dados da TECBIO-Tecnologias Bioenergéticas.

ASHBY et al. (2007) avaliaram a aplicagdo do subproduto da produgéo
do biodiesel na produgao de soforolipideos a partir de Candida bombicola. Um
rendimento de 60 g.L™' de biossurfactante foi obtido.

SOUSA et al. (2007) estudou a conversdo da fase glicerinosa em
biossurfactantes por P. aeruginosa. O biossurfactantes produzido foi capaz de
reduzir a tensao superficial da agua em até 54,70%.

A literatura reporta varios trabalhos que estudaram a aplicagdo de
glicerol puro como fonte de carbono para a produgédo de biossurfactantes por
diferentes microorganismos. Como exemplos tem-se Pseudozyma antarctica
(MORITA et al., 2007), Rhodococcus erythropolis (CIAPINA et al., 2007),
Pseudomonas aeruginosa (SANTA ANNA, 2005), Acinetobacter iwoffii e,
Acinectobacter calcoaceticus (OLIVEIRA et al, 2003).

3.4.3. A Fonte de nitrogénio

No meio de produgdo de biossurfactante, o nitrogénio é essencial para o
crescimento celular, sendo também de grande importancia para a sintese de
proteinas e enzimas. Diferentes compostos nitrogenados tém sido empregados
na producdo de biossurfactantes, tais como licor de milho, milhocina
(SANTANA et al., 2005), uréia (VANCE-HARRORP et al., 2003), peptona (KIM et
al., 2006), extrato de levedura (CASAS e OCHOA, 1999; ADAMCZAK e
BEDNARSKI, 2000; JING et al., 2006; AMEZCUA-VEGA, 2007), sulfato de
amoénio (ZINJARDE e PANT, 2002), nitrato de aménio (THANOMSUB et al.,
2004), nitrato de sodio (BEDNARSKI et al., 2004), extrato de carne, farelo de
soja e extrato de malte (MATA-SANDOVAL et al., 2001), dentre outros. O
extrato de levedura é a fonte de nitrogénio mais utilizada para a producao de
biossurfactante, mas sua concentragdo varia de acordo com o microorganismo
€ 0 meio de producéo.

COOPPER e PADDOCK (1983) estudaram o efeito da fonte de
nitrogénio, tais como nitrato de soédio, cloreto de aménio, nitrato de amonio,
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(NH2).CO e extrato de levedura, na producdo de biossurfactante por T.
bombicola em frascos agitados. Os autores observaram que o nitrato n&o é
uma boa fonte de nitrogénio, pois apresentou redugdo na produgédo da
biomassa. Ja com o extrato de levedura, na concentragdo de 5 g/L, houve
melhor producdo de biossurfactante. Quando se substituiu o extrato de
levedura por peptona, a concentracdo obtida de biossurfactante foi reduzida a
metade e quando esta foi substituida por uréia a producao foi muito baixa.

A produgdo de bioemulsificante por Y. lipolytica foi avaliada frente a
diferentes fontes de nitrogénio: sulfato de amonio, cloreto de amédnio, nitrato de
amonio, uréia e nitrato de sodio. Os resultados mostraram que o sulfato de
amoénio e cloreto de aménio foram as fontes de nitrogénio que propiciaram
maior atividade de emulsificacdo, enquanto que esta atividade foi reduzida a
metade quando se utilizou nitrato de amdnio e uréia. Nao foi detectada
atividade de emulsificacédo quando o nitrato de sddio foi utilizado (ZINJARD e
PANT, 2002).

CASAS e OCHOA (1999), para otimizar o meio de produgéo, testaram
diferentes concentragdes de extrato de levedura (1 a 20 g/L) e observaram que
em baixas concentragbes de extrato de levedura (1g/L) a produgédo de
soforolipideos produzidos por Candida bombicola é favorecida. Segundo os
autores, em altas concentracbes de extrato de levedura, a produgao de
biossurfactante diminui devido a exaustdo da fonte de carbono causada pelo
grande crescimento da biomassa.

JOHNSON et al. (1992) relataram a influéncia da fonte de nitrogénio na
producao de biossurfactante pela levedura Rhodotorula glutinis 11P-30, tendo o
nitrato de potassio apresentado o melhor desempenho em relagdo as outras
fontes utilizadas (sulfato de amédnio e uréia).

Como mostra a literatura, varios pesquisadores optaram por utilizar mais
de um tipo de fonte de nitrogénio, obtendo boas concentracbes de
biossurfactante. VANCE —-HARROP et al (1999) utilizaram como fonte de
nitrogénio sulfato de amoénio (0,1%) juntamente com uréia (0,1%) para a
producdo de biossurfactante por C. lipolytica, detectando-se alta atividade de
emulsificagao.

LUKONDEH et al. (2003) realizaram fermentagdes para a producéo do
bioemulsificante produzido por Kluyveromyces marxianus Fll 510700, utilizando
como fonte de nitrogénio extrato de levedura (2g/L) e sulfato de amdnio (5g/L).
O bioemulsificante resultante apresentou alta atividade de emulsificacéo (76%
de fase emulsionada apds 90 dias a 4 °C).



Capitulo 3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 37

Com o objetivo de aperfeigoar o meio de producdo do bioemulsificante
por C. lipolytica, ALBUQUERQUE et al (2006) utilizaram planejamento fatorial
para investigar efeitos e interagcdes das concentragdes de uréia, sulfato de
amonio, dihidrogénio fosfato de potassio e 6leo de milho na atividade de
emulsificagcdo. A presenca de KHyPOy4, (NH4)2SO4 e 6leo de milho tiveram uma
influéncia positiva na atividade de emulsificagdo. Por outro lado a uréia teve
uma influéncia negativa.

A producgao de biossurfactante ocorre principalmente quando a fonte de
nitrogénio esta esgotada, durante a fase estacionaria do crescimento da
biomassa (KIM et al., 2006). A Figura 3.17 apresenta o crescimento celular da
levedura C. antarctica em batelada, em meio contendo ion amdnio (10g/L) e
peptona (1g/L) como fontes de nitrogénio. Observa-se que a produgdo do
glicolipideo ocorre quando ha o esgotamento da fonte de nitrogénio (entre 50 e
200 horas), atingindo um valor de 38 g/L apds 200h de fermentacgéo (KIM et al.,
2006).

ALBRECHT et al. (1996) sugeriram um mecanismo pelo qual a sintese
de biossurfactante acontece em condig¢des limitantes de nitrogénio. Segundo os
autores, esta condicdo causa um declinio na atividade especifica da isocitrato
desidrogenase (dependente de NAD" e NADP™), enzima esta responsavel pela
oxidagdo do isocitrato a a - cetoglutarato no ciclo do acido citrico. Como o
declinio da atividade leva a um acumulo de isocitrato e subsequente citrato na
mitocondria, ambos sao transportados para dentro do citosol onde o citrato &
clivado pela citrato sintase, originando acetil-coA, que € o precursor da sintese
de acido graxo, aumentando dessa forma a produgao de biossurfactante.
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Figura 3.17. Cultivo de Candida antarctica, mostrando o consumo de nitrogénio (aménio)
e o inicio da produgao do biossurfactante MEL-SY16
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Um paréametro bastante estudado pelos pesquisadores é a relacao
quantitativa entre as fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para a producéo
de biossurfactante. Foi estudado o efeito de diferentes relagbes C/N na
producdo do bioemulsificante produzido por Rhodotorula glutinis, utilizando
diferentes hidrocarbonetos. A atividade de emulsificagdo aumentou com o
aumento da relacdo C/N na maioria dos casos, sendo esse aumento observado
em condi¢des limitantes de nitrogénio (ANDRADE et al., 2006). Observagdes
similares foram obtidas com C. tropicalis (SINGH et al., 1990).

A Tabela 3.8 resume alguns dados da produgao de biossurfactantes por
leveduras, apresentando as concentragdes das fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas no meio de cultivo. Coeficientes de rendimento (Yps) de 0,012 a
0,675 g/g e valores de produtividade volumétrica (Qp) entre 0,021 e 1,76 g/L.h
tém sido relatados na producao de biossurfactantes por levedura.

3.4.4. Forma de condugéao do processo

Apo6s a otimizagdo do meio de cultivo, diferentes formas de conducéo de
processos para obtengao de biossurfactantes, tém sido descritas na literatura
de maneira a incrementar a produ¢ao dos mesmos.

De uma forma geral, um processo pode ser operado das seguintes
formas (SILDAKT e WAGNER, 1987):

- Descontinuo (com um indculo por tanque; com ou sem recirculagao de
células);

- Semicontinuo (batelada alimentada - com ou sem recirculagdo de
células);

- Continuo (conduzido em um ou em varios reatores; com ou sem
recirculagéo de células).

Entre as opcdes supracitadas, as fermentacdes por batelada
simples e batelada alimentada sdo as mais utilizadas para estudos de
producao de biossurfactante por leveduras (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8. Dados de estudos da produgao de biossurfactantes produzidos por leveduras
registrados na literatura

Cepa Fonte C Fonte N PB* ™ Modo de Ypis X© WY pix Qp Referéncia
(g/L) (g/L) (h) | condugdo | (g/g) | (glL) | (glg) (g/L.h)
T. bombicola Glicose(500) Extrato 18 48 Batelada 0,012 12,4 1,45 0,375 COOPER &
ATCC22214 Oleo de acafréo levedura (5) (g/L) PADDOCK.,
(1000) 1984
C. bombicola Glicose(100) °CSL (4) 120 68 Batelada 0,6 30 4 1,76 DESPHANDE &
ATCC22214 Gordura animal | Ureia (1,5) (g/L) DANIELS., 1995
(100)
C. tropicalis Hexadecano Ext.levedura(0 0,81U 72 Batelada ND ND ND ND SINGH E DESAI.,
ATCC20336 (10) :3) 1989
Peptona (0,5)
D.polymorphu Hexadecano Ext.levedura(0 0,11 U 72 Batelada ND ND ND ND SINGH E DESAI.,
s (10) 3) 1989
ATCC20499 Peptona (0,5)
Candida sp. * Glicose(15) Peptona (1) 95 200 Batelada 0,475 15,0 6,33 0,475 KIM et al., 2006
SY 16 Oleo de soja (g/L) alimentada
(15)
Candida Glicose(100) Extrato 120 192 Batelada 0,6 23,0 5,21 0,625 CASAS &
bombicola Oleo de girassol | levedura (1) (g/L) “Resting OCHOA., 1999
(100) cell”
C. antarctica Oleo de soja Extrato 46 144 Batelada 0,57 28,4 1,61 0,32 ADAMCZAK &
ATCC20509 (80) levedura (1) (glL) BEDNARSKI.,
2000
C. antarctica “Soapstock” Extrato 15,9 85 Batelada 0,636 | 1,8 8,83 0,1870 | BEDNARSKI et
ATCC20509 (100) levedura (1) (g/L) alimentada al., 2004
NaNO; (2)
C. antarctica Oleo de Extrato 47 144 Batelada 0,587 24 1,95 0,326 KITAMOTO et al.,
T-34 améndoa (80) levedura (1) (g/L) “Resting 1992
cell”
C. antarctica n- octadecano | Extrato 40,5 | 144 | Batelada 0,67 16 2,53 0,281 KITAMOTO et al.,
T-34 (60) levedura (1) (g/L) “Resting 5 2001
NaNO; (2) cell”
Wickerhamiell | Glicose(50) Extrato ND ND Batelada ND ND ND ND JING et al., 2006
a Oleo de canola levedura (2)
Domercqiae (20)
YZA .
C. ingens CB- | Oleo de milho Extrato 5,6 168 Batelada 0,28 23,9 | 0,234 0,033 VEGA etal .,
216 (20) levedura (2) (g/L) 2007
C. lipolitica Hexadecano Extrato 1,3 130 Batelada ND ND ND ND CIRIGLIANO &
ATCC 8662 (10) levedura (6) U/mL CARMAN., 1984
Y. lipolitica Hexadecano (NH4)2SO4 3,0 144 | Batelada ND 3 ND ND ZINJARDE &
NCIM3589 (10) (5) U/mL PANT., 2002
C. lipolitica IA | Oleo de Ureia (0,25) 0,66 | 60 Batelada ND 6 ND ND HARROP et al.,
1055 babagu (50) U/mL alimentada UF 2003
C/
mL
C. lipolitica 1A Oleo de milho Ureia (0,1) 0,235 | 168 Batelada ND 3,5 ND ND HARRORP et al.,
1055 (50) U/mL UFC 1999
/ mL
Y. lipolitica Glicose (20) Peptona (6,4) 2,0 170 Batelada ND ND ND ND AMARAL et al.,
IMUFRJ Extrato U/mL 2006
50682 levedura (10)
C. lipolitica Glicose(100) Extrato 8 48 Batelada 0,04 | ND ND 0,166 FARIAS et al.,
UCP0988 Oleo de canola levedura (2) (g/L) 2006
(100)
K. marxianus Lactose (40) (Ezﬁtfato levedura ND ND Batelada ND ND ND ND LUKONDEH et
al.,
FII 510700 gf\;H:x)zSQx o603
5
C. apicola “Soapstock” Extrato 10,3 | 144 | Batelada 0,10 6,5 9,70 0,071 BEDNARSKI et
ATCC 20509 | (100) levedura (1) (g/L) 3 al., 2004
NaNO; (2)
C. glabrata Glicose(50) Extrato levedura 10 144 | Batelada 0,08 | 18 ND 0,069 | SARUBBO etal.,
UCP 1002 Oleo de (3) NH4NOs (g/L) célim 2006
semente de M L
algodao (75)
Candida. Oleo de soja Extrato levedura 0,25 168 Batelada ND ND ND ND THANOMSUB et
ishiwadae queimado (40) ﬁi—SL),Nog ug al., 2004
(3)
C. sphaerica Residuo de dleo | Mihocina (25) 3,116 | 144 | Batelada 0,06 | 2,26 | 1,37 0,021 Sobrinho et al.,
UCP 995 vegetal (50) (g/L) 4 2006

®PB: producao de biossurfactantes; °T: tempo de producédo do biosurfactante; °X: concentragéo
de células produzidas; %px: coeficiente de rendimento de biosurfactante em relacdo a
concentracgao celular; °*CSL: corn steep liquor;; 'ND: n&o determinado
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O cultivo por batelada e batelada alimentada sdo modos de conducgao de
bioprocessos, cujas caracteristicas tornam suas aplicagdes atrativas para uma
grande gama de processos fermentativos, por exigir menos em termos de
equipamentos e manutengdo. Sdo também mais seguros em relagdo as
condicbes de assepsia, pois ao final de cada batelada o reator é esterilizado
juntamente com o novo meio de cultura, recebendo um novo inéculo, com
todos os controles necessarios, a fim de assegurar a presenga unica do
microorganismo responsavel pelo processo (HISS, 2001).

No decorrer do processo por batelada simples nada é adicionado, exceto
oxigénio no caso de processos aerdbicos, anti-espumante e acido ou base para
controle do pH. Entretanto durante a batelada alimentada os nutrientes, ou
parte deles, sao adicionados ao biorreator por uma corrente de alimentacao,
que por ndo existir descarga, provoca um continuo incremento do volume
ocupado no reator. Normalmente, esta forma de conducado de bioprocessos é
utilizada em sistemas nos quais o agente microbiano € fortemente sensivel a
fendbmenos de inibicdo por substrato, ou repressao catabdlica, tipicamente
manifestados em sistemas que apresentem cinética de formacado de produto
ndo associado ao crescimento (HISS, 2001).

Resultados bastante promissores vém sendo publicados baseados no
uso de batelada alimentada para a producédo de biossurfactantes. A producao
de lipideos de manosileritritol por C. antarctica, foi de 95 g/L apdés 200 h de
fermentacdo por batelada alimentada utilizando glicose e éleo de soja como
fonte de carbono. O rendimento foi 2,6 vezes maior do que o rendimento obtido
na producéo deste por batelada simples (37g/L) (KIM et al., 2006).

RAU et al. (2005) produziram biossurfactante por Pseudozyma aphidis
utilizando éleo de soja e glicose, em batelada alimentada, obtendo uma alta
producao de biossurfactante (168 g/L) ao final de 11 dias de fermentacéo.

Outros modos de conducéo de processo também foram avaliados. KIM
et al (1999) estudaram a producdo de biossurfactante pela levedura T.
bombicola, via processo continuo, com o objetivo de investigar os efeitos da
glicose e do oleo de soja no crescimento celular e na produgdo de
biossurfactante.

Deste modo, a escolha adequada da forma de condug¢do do processo &
um passo importante uma vez que pode alterar a produtividade do produto
desejado.
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3.4.5. Temperatura, pH, aeragao e agitagao

O controle e otimizagdo das condi¢cdes operacionais como temperatura,
agitacédo, pH e aeragdo sédo fundamentais para o sucesso da ampliagdo de
escala de producdo dos Dbiossurfactantes, capazes de torna-los
economicamente competitivos em relagcédo aos surfactantes quimicos.

O efeito do pH em relagdo a producdo de biossurfactante por C.
antarctica foi estudado utilizando tampao fosfato em diferentes pHs (4 - 8).
Todos os tampdes utilizados resultaram em uma diminuicido do rendimento da
producdo do biossurfactante, quando comparados com a &gua destilada
(KITAMOTO et al., 2001).

ZINJARDE e PANT (2002) estudaram a influéncia do pH inicial na
producdo do biossurfactante por Y. lipolytica. Estes observaram que a maior
producao foi obtida em pH inicial igual a 8,0, que corresponde ao pH natural da
agua do mar.

O efeito da temperatura na produgcéo de manosileritritol por “resting cell”
e em condicdes de crescimento celular por C. antarctica foi estudado. Em
ambos 0s casos, a maior producao foi observada a 25° C, sendo que por
‘resting cell” a produgdo de biossurfactante ocorreu em uma faixa ampla de
temperatura. O efeito da aeracdo também foi testado utilizando diferentes
volumes de meio (Vm = 20 - 60mL) em um erlenmeyer de 300 mL (Vf). O
melhor rendimento foi obtido em um volume de 30 mL, que indica uma relagao
Vm/Vf = 0,1, demonstrando a forte influéncia da aeragdo neste sistema
(KITAMOTO et al., 1992).

Aeracdo e agitacdo sido dois fatores importantes que influenciam na
producao de biossurfactante, uma vez que facilitam a transferéncia de oxigénio
da fase gasosa para a fase aquosa (SCHMIDELL, 2001). ADAMCZAK e
BEDNARSKI (2000) avaliaram a influéncia da aeracdo na sintese de
biossurfactante por C. antarctica. A maior producédo de biossurfactante (45,5
g/L) foi alcangcada quando a levedura foi cultivada com uma taxa de aeragao de
1 vwm (volume de ar por volume de meio por minuto) e a concentragdo de
oxigénio dissolvido controlada em 50% do valor da saturagdo. Entretanto
quando se alterou a aeragao para 2 vvm, houve uma producdo intensa de
espuma e a producao de biossurfactante decaiu 84%. A formacdo de espuma
nao é um fator desejado na produc¢do, uma vez que retira do meio reacional
parte do biossurfactante, biomassa e lipideos.
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GUILMANOQV et al. (2002), investigaram o efeito da aerac&o, por meio
de experimentos em frascos agitados, na producdo de soforolipideos por C.
bombicola. O maior rendimento foi obtido com a taxa de aeracao entre 50 e 80
mM Oy/L.h.

Com o objetivo de ampliar o processo de producédo do bioemulsificante
por C. lipolytica, da escala de frascos para a escala de biorreator,
ALBUQUERQUE et al. (2006) estudaram os efeitos da agitagdo e da
temperatura na producdo de biossurfactante frente a diferentes 6leos.
Verificou-se que o aumento da temperatura exerceu um efeito negativo
significativo sobre as atividades de emulsificagado para as emulsdes agua em
hexadecano e agua em o6leo de milho e que o aumento da velocidade de
agitacdo produziu um efeito positivo sobre a atividade de emulsificagdo de
agua em o6leo de canola. As melhores condigdes de operagao para a produgéo
do biosurfactante foram temperatura de 28°C e agitagao de 300 rpm.

A atividade de emulsificacdo do biossurfactante produzido pelas
leveduras Candida tropicalis e Debaryomyces polymorphus nao foi alterada,
em uma faixa de pH entre 4 e 11 (SINGH et al., 1989) Ja a produgdo do
bioemulsificante produzido pela levedura Rhodotorula glutinis durante
fermentagcdo em batelada alimentada foi significativamente influenciada tanto
pela temperatura como pelo pH, sendo as condicbes 6timas obtidas para a
producao, temperatura de 30° C e pH 4 (JOHNSON et al., 1992).

Na mesma direcdo, DESPHANDE e DANIELS (1995) também avaliaram
o efeito da temperatura no crescimento de C. bombicola e na produgao de
soforolipideos. O crescimento celular maximo foi obtido a 30°C, enquanto que a
producao de soforolipideos foi maxima a 27° C.

A maioria das fermentacdes realizadas para producao de biossurfactante
ocorre em uma faixa de temperatura de 25 a 30°C. Existem varios trabalhos na
literatura que estudam a influéncia desse parametro. CASAS e GARCIA —
OCHOA (1999) mostraram que as quantidades de soforolipideo obtidas por C.
bombicola em ambas as temperaturas (25 e 30°C) foram préximas. A
fermentagao realizada a 25°C apresentou crescimento menor de biomassa e
maior taxa de consumo de glicose em comparagao a fermentagao realizada a
30° C.

A acidez do meio de produgao foi um parametro correlacionado com a
eficiéncia da sintese de glicolipideos por C. antarctica e C. apicola. Mantendo o
pH em 5,5 obteve-se maior produgao de glicolipideos. Contudo, quando ndo se
ajustou o pH no meio de cultura, obteve-se um efeito negativo na eficiéncia de
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sintese (BEDNARSKI et al., 2004). Um efeito similar foi observado na produgéo
de glicolipideos por C. antarctica, através de batelada alimentada. O melhor
rendimento da producdo foi com controle do pH, mantendo-se em 4, sendo
significativamente melhorada quando comparada com a fermentagdo sem o
controle do pH (LUNA et al., 2005).



Capitulo 4 — MATERIAIS E METODOS 44

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados foram: peptona e
extrato de Iévedo (Oxoid - Hampshire, UK), glicose (Reagen — R.J., Brasil),
agar-agar, ureéia, sulfato de aménio e glicerol (Vetec — R.J., Brasil), hexadecano
(Sigma-Aldrich CO (MO, USA)).

O odleo de oliva (azeite extravirgem) utilizado foi da marca “Andorinha”
(Elaborado por Simao e Cia, Comércio e Industria S.A., Alferrarede, Portugal)
com 0,5% de acidez maxima.

Os kits enzimaticos para dosagem de glicose e glicerol foram fornecidos
pela Merck e Laborlab, respectivamente.

O suco de caju clarificado, a glicerina bruta e a tratada foram gentilmente
cedidos pela professora Luciana Rocha Barros Goncalves da Universidade
Federal do Ceara. O suco de caju foi processado na Embrapa Agroindustria
Tropical (Ceara). A glicerina bruta foi obtida de uma planta piloto do NUTEC -
Fundagao Nucleo de Tecnologia Industrial do Ceara - da empresa TECBIO.

Foram utilizadas membranas em éster de celulose 0,45 pym (Millipore,
S.P., Brasil).

4.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises foram:
1) Centrifuga Fanem modelo 204-NR,;
2) Centrifuga Sigma 2K 15;
3) Espectrofotémetro Hach DR/4000 UV,
4) Capela de fluxo laminar equipada com luz UV — Labconco;
5) Incubador com agitagao (shaker) Certomat BS-1,
6) Vortex (Tecnal)

7) Microscopio 6tico Olympus, modelo BX51;



Capitulo 4 - MATERIAIS E METODOS 45

8) Tensidometro NIMA DST 9005 (NIMA Technology, Ltd);

9) Viscosimetro Cannon-Fenske, capilar n® 75 (Schott)

4.3. Microrganismo

A levedura empregada no presente trabalho é uma cepa selvagem de
Yarrowia lipolytica 583 IMUFRJ 50682 (Figura 4.1) selecionada de um estuario
da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER e MENDONCA-
HAGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Figura 4.1. Morfologia microscépica da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

(aumento de 1000x).

4.4. Manutencao da cultura

As células foram conservadas a 4°C apos 24 horas de crescimento em
tubos de ensaio com meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo
(em p/v): extrato de Iévedo 1%, peptona 2%, glicose 2% e agar 2%.
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4.5. Obtencao do inéculo

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio sélido YPD
(descrito no item 4.4) inoculava-se, de forma estéril com uma alga de platina,
200 mL de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL. Apés cerca de 70
horas em um incubador rotatério a 28°C, 160 rpm, a absorvancia (570 nm) de
uma amostra deste cultivo era determinada e, em seguida as células eram
centrifugadas de forma estéril a 3.000 g por 10 minutos e ressuspensas em 10
mL de meio de cultivo servindo de indculo dos experimentos que serao
descritos nos itens posteriores. O volume centrifugado desse pré-indculo era
suficiente para se obter uma concentragdo inicial de células de,
aproximadamente, 1,0 + 0,1 mg p.s. cel/mL nos meios de cultivo, esta
concentragéo inicial foi utilizada em todos os experimentos

4.6. Efeito da velocidade de agitagao e aeragao

A influéncia da aeracao foi avaliada pela variacdo da raz&o entre volume
de meio sobre o volume do frasco (Vm/Vf). Os experimentos foram realizados
em Erlenmeyer de 1000 mL com 250 e 500 mL de meio liquido YPD (1% de
extrato de Iévedo, 0,64% de peptona, 2% de glicose, p/v), a 28°C em incubador
rotatério (shaker) em duas velocidades de agitacao diferentes: 160 e 250 rpm.
A Tabela 4.1 resume os experimentos realizados. Tais velocidades de agitagao
foram utilizadas a fim de se verificar a influéncia da dispersdo do oxigénio nas
variaveis de cultivo estudadas (crescimento celular, consumo de substrato e
producdo de biossurfactante). Esses experimentos foram realizados por 96
horas com amostragem diaria para medida de crescimento celular, indice de
emulsificacdo, tensao superficial e método “oil spreading”.

Tabela 4.1. Experimentos realizados para avaliar o efeito da velocidade de

agitacao e aeragao

Experimento Razdao Agitagao
Vm/Vf (rpm)

1 0,3 160
2 0,3 250
3 0,5 250
4 0,5 160
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4.7. Otimizacao da fonte de nitrogénio

Para selecionar as melhores fontes de nitrogénio para a produgédo de
biossurfactante, foi aplicado o método do planejamento fatorial 2* completo,
com o uso do programa de computacgéo Statistica 7.0. Os parametros fixados e
adotados como variaveis independentes foram uréia, sulfato de aménio, extrato
de levedura e peptona (Tabela 4.2), cujos valores mostrados representam os
limites para cada parametro estudado. A fonte de carbono utilizada foi glicose
2% (p/v). Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 1000 mL
contendo 500 mL de meio de cultivo, a 28°C em incubador rotatorio (shaker) a
250 rpm por 96 horas.

As variaveis de resposta utilizadas para a selecdo das melhores
condicbes foram: maxima variacdo da tensdo superficial, indice de
emulsificacao e “oil spreading”.

A Tabela 4.3 mostra os experimentos a serem realizados no
planejamento experimental. Os experimentos foram realizados aleatoriamente.

Tabela 4.2. Fatores e niveis a serem analisados no planejamento experimental 2*

Nivel
Variaveis -1 0 +1
independentes
Uréia (g/L) 0 0,1 0,2
(NH4)2S04 (g/L) 0 5 10
Extrato de 5 10 15
levedura(g/L)

Peptona (g/L) 0 6,4 12,8
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Tabela 4.3. Experimentos gerados pelo software Statistica 7.0

N° Uréia (NH,4).SO, Extrato de Peptona

Exper. levedura
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
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

4.8. Estudo da influéncia da fonte de carbono

Apos a selecdo da melhor fonte de nitrogénio, foi feita a
otimizagdo da fonte de carbono, através de um planejamento fatorial 2*
completo. As variaveis de resposta utilizadas para a selecdo das melhores
condicbes foram: maxima variacdo da tensdo superficial e indice de
emulsificacdo. Os parametros fixados e adotados como variaveis
independentes foram: glicose, glicerol, hexadecano e 6leo de oliva, como
apresentado na Tabela 4.4, cujos valores mostrados representam os limites
para cada parametro estudado. Os experimentos foram realizados em
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL de meio de cultivo, a 28°C em
incubador rotatério (shaker) a 250 rpm por 96 horas.
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Tabela 4.4. Fatores e niveis a serem analisados no planejamento experimental 2*

Nivel
Variaveis -1 0 +1
independentes
Glicose (% p/v) 0 2 4
Hexadecano (% Vv/v) 0 1 2
Oleo de oliva (% v/v) 0 2 4
Glicerol (% v/v) 0 1 2

4.9. Estudo da influéncia do pH inicial na produgao de
biossurfactante

Para se avaliar o efeito do pH inicial na producado de biossurfactante,
variou-se o pH inicial do meio de cultivo, entre 5,0 e 9,0, utilizando NaOH ou
HCI 1M, para ajuste do valor de pH desejado.

Para este fim, utilizou-se como fonte de carbono glicose 4% p/v e glicerol
2% p/v e como fonte de nitrogénio sulfato de aménio 10 g.L™' e extrato de
levedo 0,5 g.L™". Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 1000 mL
contendo 500 mL de meio de cultivo, a 28°C em incubador rotatério (shaker) a
250 rpm por 96 horas.

A producao foi avaliada através da medida de tensao superficial e do
indice de emulsificacao.

4.10. Producao de biossurfactante utilizando fontes de
carbono de origens renovaveis

4.10.1. Suco de caju clarificado

O suco de caju clarificado (CAJC) foi utilizado para a produgdo de
biossurfactantes por Y.lipolytica. A composicdo do CAJC é apresentada na
Tabela 4.6, segundo ROCHA (2007).

A Tabela 4.5 resume os meios de cultivo utilizados. No 1° experimento o
suco de caju foi diluido em 1:1 com agua destilada, e com suplementacao da
fonte de nitrogénio com 0,26 g/L de sulfato de aménio. Essas propor¢des foram
utilizadas para manter a relagdo 6tima de C/N (11,65) obtida nos experimentos
de otimizagcdo da fonte de carbono. A suplementagcdo de nitrogénio se fez
necessaria uma vez que o suco de caju clarificado apresenta baixa
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concentracdo de proteinas soluveis e totais, as quais servem como fonte de
nitrogénio (Tabela 4.6).

No 2° experimento o suco de caju foi diluido 1:1, porém sem adigdo da
fonte de nitrogénio. No 3° experimento o suco de caju foi diluido 1:10, segundo
Rocha (2007). No 4 ° experimento estudou-se a suplementagdo da fonte de
carbono (glicerol 2%) no suco de caju diluido 1:10.

O pH inicial dos meios de cultivo foram ajustados para 7,0 com NaOH
1M. Posteriormente, esterilizou-se o meio por filtracdo utilizando membrana
com poro de didmetro de 0,45 um. A fermentacéo foi conduzida a 28° C, em
incubador rotatério (shaker) a 250 rpm. Em tempos pré-determinados, foram
retiradas amostras para medidas do crescimento celular, pH, tensao superficial,
indice de emulsificacdo do meio de cultivo e determinagdo da concentragao de
agucares e glicerol, quando presentes. Antes de analisadas, as amostras eram
primeiramente filtradas em membrana de diametro de 0,45 ym para a remogao
de células.

Tabela 4.5. Meios de cultivo utilizados para produc¢ao de biossurfactante por Y.lipolytica

Meio de cultivo Fonte de carbono Fonte de nitrogénio
1 CAJC 1:1 ---
2 CAJC 11 2,44 g.L”" (NH4)2S04
3 CAJC 1:10 ---
4 CAJC 1:10 10 g.L™" (NH4),S04

Tabela 4.6. Composicao do suco de caju clarificado

Parametro Concentragao
Glicose (g.L™) 43,67 +0,3
Frutose (g.L™") 42,43+ 0,1

Proteinas soluveis (mg.mL™) 0,10+0,0
Proteinas Totais (mg mL™") 5,19+0,0
Fésforo (g.L” ? 1,21+ 0,0
Potassio (g.L 13,13+ 0.9
Calcio (g.L™ ) <DL
Magnésio (g.L™) 1,17 £ 0,1
Sadio (g.L ™" 0,09 + 0,0
Enxofre (g.L™") 0,81+£0,0
Cobre (mg.L" 1) <DL
Ferro (mg. L ) 6,97 £ 2,7
Zinco (mg.L™) 11,20 + 4,3
Manganés (mg.L™") 6,40+ 0,4

pH = 4,32 + 0,0. (ROCHA, 2007)
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4.10.2. Subproduto do biodiesel

A fase glicerinosa resultante da transesterificagdo do éleo de mamona
foi utilizada para producgao de biossurfactante por Y. lipolytica. Foram utilizadas
para os experimentos a glicerina bruta (pré-tratada) e a glicerina tratada, ver
procedimento no item 4.10.2.1 € 4.10.2.2.

A glicerina bruta e a tratada foram caracterizadas quanto a concentragao
de glicerol (item 4.13.5), quantidade de carbono total (item 4.13.6) e nitrogénio
total (item 4.13.7)

Para avaliagdo do crescimento celular de Y.lipolytica e da producéo de
biossurfactante foram utilizadas glicerina bruta e tratada na concentragdo de
3% v/v cada, com adicdo de 10 g.L™" de sulfato de aménio e 0,5 g.L™' de extrato
de lIévedo como fontes de nitrogénio, sendo que cada experimento foi realizado
em duplicata. As fermentagdes foram conduzidas em Erlenmeyers de 1000 mL
com 500 mL de meio liquido, a 28°C em incubador rotatério (shaker) a 250 rpm
por 96 horas, e a cada 24 horas duas aliquotas eram retiradas, de acordo com
oitem 4.12.

4.10.2.1. Glicerina bruta

Pré-tratamento Glicerina Bruta:

O pH da fase glicerinosa foi corrigido com H,SO4 (N) a fim de eliminar a
alcalinidade livre. Em seguida, foi submetida a aquecimento sob agitacéo, para
eliminagcdo do metanol, até 120°C durante +1 hora, ou até cessar a formagéao
de espuma. O sulfato resultante da neutralizacéo foi separado por decantacao
em funil de separagéo.

4.10.2.2. Glicerina tratada

Hidrélise acida da Glicerina Bruta:

Inicialmente  determinou-se a alcalinidade total da glicerina
(livre+combinada). Em seguida, obteve-se o volume de H,SO4 concentrado que
deve ser adicionado a fase glicerinosa contida em funil de separagdo, de
acordo com a equacao, descrita abaixo.
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AT xm
V2504 :?(Q)XL33 (4.1)

onde: AT — alcalinidade total
m — massa de fase glicerinosa
36 — normalidade do H,SO,4 concentrado

33% (em relacé&o ao volume de HzSOy4)

A fase glicerinosa, além de adicionar o acido, adiciona-se um volume de
agua equivalente a 1/3 do volume de acido determinado. Em seguida, a massa
reacional permanece em repouso até que as duas fases, acido graxo e
glicerina, separem-se. Este procedimento foi realizado em capela.

O tratamento foi realizado no Departamento de Engenharia Quimica, da
Universidade Federal do Ceara, pela aluna Juliana Rabelo de Sousa.

4.11. Esterilizacao dos meios de cultura

Todos os meios sintéticos, assim como os instrumentos utilizados no
manuseio do meio de cultivo, foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 15
minutos. O suco de caju clarificado (CAJC) foi esterilizado por filtragdo em
membrana (éster de celulose - Millipore) estéril com diametro de poros de 0,45
pm.

4.12. Amostragem

Em todos os experimentos foram retiradas aliquotas, por dia de
fermentacao (a cada 24 h). O procedimento consistia em retirar duas amostras
do meio fermentado: uma era diluida para leitura em espectrofotdmetro e
obtengao da concentragéo celular, e a outra aliquota (50 mL) era centrifugada,
sendo ambas retiradas com o auxilio de pipetas estéreis e de forma asséptica
em caémara de fluxo laminar. A amostra era centrifugada a 3000 g durante 5
minutos e filtrada em membrana de celulose com uma porosidade de 0,45 pm,
para remocao de possiveis residuos celulares, sendo o sobrenadante
congelado (-4°C) para posterior analise da producéo de biossurfactante (tensao
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superficial, indice de emulsificagdo, “oil spreading” e viscosidade) e dosagens
de glicose, agucares redutores totais e glicerol, quando presentes no meio de
cultivo. Em todos os procedimentos de amostragem foi observado o maximo
rigor asséptico.

4.13. Determinacgao da producao de biossurfactante

Quatro métodos foram utilizados para acompanhar a producdo do

biossurfactante: tensdo superficial, indice de emulsificagdo técnica “oil

spreading” e viscosidade.

4.13.1 Tensao superficial

A determinagdo da tensdo superficial foi realizada utilizando o
tensibmetro K100 Kriss (Figura 4.2), segundo o método da placa e anel De
Nouy. Para cada amostra analisada foram necessarios 30 mL de sobrenadante
livre de células, mantido a 30°C. O equipamento foi previamente calibrado com
agua destilada na mesma temperatura.

As analises foram realizadas no laboratério de Sistemas Particulados,
sob responsabilidade do professor Marcio Nele de Souza.

Figura 4.2. Tensiémetro K100 Kriiss
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4.13.2. indice de emulsificagdo

O indice de emulsificacado foi realizado, segundo Cooper e Goldenberg
(1987), com algumas modificagdes. Este procedimento consistiu em colocar 1
mL do meio de cultura fermentado (livre de células) em tubo de ensaio,
adicionando o0 mesmo volume de hexadecano, seguidos por agitacdo em alta
velocidade em vortex durante 2 minutos. Apos 24 horas calculou-se a razao
entre a altura da regido emulsificada e altura total (Equacao 4.2). O teste do
indice de emulsificacdo foi realizado em duplicata. A Figura 4.3 mostra o
procedimento da medida.

E,. (%) = iEL #100 (4.2)

S

sendo Hg_ a altura da regido emulsificada e Hs a altura total.

Altura da
1 mL de L
hexadecano —> < emulsdo
Agitar por 2
min / repouso
1 mL de meio 24 hs » Altura

livre de célula total

Figura 4.3. Procedimento de medida do indice de emulsificagao
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4.13.3. Método “Oil spreading”

O método “Oil spreading” foi realizado segundo YOUSSEF et al. (2004),
com algumas modificagbes. Neste método, a produgdo de biossurfactante é
medida pelo espalhamento (cm) do d6leo cru, que se encontra em cima da
agua, pela adigdo de meio de cultivo livre de células. A medida consiste na
adicdo de 50 mL de agua destilada em uma placa de petri, adi¢do de 40 pL de
Oleo cru na superficie da agua (Figura 4.4. A) e posteriormente adigdo de 10 uL
de meio de cultura livre de células na superficie do o6leo cru, levando a
formagao de uma zona clara (Figura 4.4.B). O didmetro da zona clara formada
na superficie do 6leo € medida com auxilio de um paquimetro. O didmetro de
cada amostra é determinado em triplicata.

O dleo cru empregado neste trabalho foi o Petréleo Marlin gentilmente
cedido pela Petroleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS), tendo como principais
caracteristicas: 18,93 °API (petroleo pesado); asfaltenos = 3,1%; relagéo
resinas / asfaltenos = 8,1; relagao saturados / aromaticos = 1,6; 2,66% de N, S
e O.

Para validar a metodologia “oil spreading” construiu-se uma curva
padrdo com concentragdes crescentes de pectina (Figura 4.5), onde se
observou o0 aumento do didmetro da zona clara com aumento da concentracéo
de pectina.

Figura 4.4. Técnica “oil spreading”. Adicdao de 40 puL de éleo cru na superficie da agua
destilada em placa de Petri (A) e posterior adicdo de 10 pL de meio de cultura livre de
células na superficie do 6leo cru, levando a formagao de uma zona clara (B).(Foto: Etel
Kameda)
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Figura 4.5. Curva padrao “oil spreading”. Concentracdo de pectina (mg/L) versus
diametro da zona clara (cm).

4.13.4. Viscosidade

A presencga de alguns bioemulsificantes, como a goma xantana e outros
polissacarideos, aumentam a viscosidade do meio de cultivo durante a sua
producdo por microrganismo (DIAZ et al. 2004), portanto, este parametro foi
utilizado para acompanhar a producdo de biossurfactante/bioemulsificante por
Y.lipolytica. As medidas de viscosidade do meio livre de célula foram realizadas
no viscosimetro de Oswald (Cannon-Fenske), com o capilar n° 75 (Schott), em
banho térmico Koehler KV 3000, sendo calculado a viscosidade cinematica
pela equagao (4.3). Para cada amostra analisada foram necessarios 10 mL de
sobrenadante livre de células, mantidas a 30°C. As analises foram realizadas
no Laboratorio de Modelagem, Simulagdo e Controle de Processos, sob
responsabilidade do Professor Marcio Nele.

V=K(t-v) (4.3)
onde:
V: viscosidade cinematica
K: constante de viscosidade
t: tempo de escoamento do meio
v: fator de correcao
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4.14. Métodos Analiticos

4.14.1. Quantificacdo do Crescimento Celular

O crescimento celular foi acompanhado através de medidas de
absorvancia em espectrofotometro HACH DR/4000 a 570 nm e esses valores
foram convertidos para mg p.s. cél/mL utilizando-se o fator de conversao obtido
pela curva de peso seco, que € apresentada na Figura 4.6. A curva de peso
seco versus absorvancia é obtida usando-se uma suspensao de ceélulas em
solugao salina (agua destilada com 0,9% (p/v) NaCl). Desta suspensao, retira-
se uma amostra (10 mL), que é filtrada em papel de filtro Millipore (0,45 um),
seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, em seguida, pesada. Da
mesma suspensao sao feitas diferentes diluicbes de modo a se obter
concentragcdes celulares distintas e entdo o valor de absorvancia para cada
concentracao é obtida em espectrofotdmetro a 570 nm.

0,35

030 1 y = 0,5684x
025 | R? = 0,9997

0,20 A

0,15 -

mg p.s. cél/mL

0,10 -

0,05 -

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ T
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Abs (570 nm)

Figura 4.6. Curva de peso seco para quantificagdo do crescimento celular de Yarrowia

lipolytica através de medidas de absorvancia em espectrofotometro HACH DR/4000.
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4.14.2. Determinacado da concentracao de glicose

A concentracado de glicose presente do meio de cultivo foi medida pelo
método da glicose oxidase utilizando um kit enzimatico para analise
colorimétrica de glicose (HUMAN GmbH - Germany).

Nesse método, a absorvancia da reagdo enzimatica € medida em
espectrofotbmetro a 500 nm, contra o branco de reagdao, que € composto
apenas pelo Reagente Enzimatico. Tomam-se aliquotas de 15 pL de amostra e
completa-se com 1500 uL de Reagente Enzimatico. Apds a homogeneizagao,
incuba-se por 10 min a 37°C, sendo a absorbancia da amostra e do padrio
mensuradas em no maximo 60 minutos.

O padrdao de glicose pertencente ao kit enzimatico possui uma
concentracdo de 100 mg.dL™" e o Reagente Enzimatico contém: tampao fosfato
(pH 7,5) 100 mmol.L™"; 4-aminofenazona 0,25 mmol.L™"; Fenol 0,75 mmol.L™;
Glicose oxidase 15000 U.L™; Peroxidase 1500 U.L™'; Mutarotase 2000 U.L™.

O calculo de concentragao de glicose é realizado através da Eq. (4.4):

C= 100x(ﬂJ (4.4)
Ap

onde:
Aa = Absorvancia da amostra;
Ap = Absorvancia do padréo;

C = concentragdo de glicose na amostra (mg.dL™")
4.14.3. pH do meio de cultivo

O pH do meio de cultivo livre de células foi determinado utilizando-se um
potencidbmetro da marca Tecnal, modelo Tec-3MP, na temperatura ambiente
(27°C).
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4.14.4. Determinacdo da concentracdo de Acucares Totais

A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo método do
acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS), segundo MILLER (1959). A analise baseia-se
na reducdo, em solugéo alcalina, do acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico.

O procedimento experimental para a determinacdo dos acucares
redutores consistiu em diluir as amostras, até 40 vezes. Adicionar 1 mL de DNS
a 1 mL da amostra devidamente diluida em um tubo de ensaio, apds a
homogeneizagdo aqueceu-se por 10 minutos em Banho Maria (100°C). A
seqguir, resfriou-se as amostras e adicionou-se 10 mL de agua destilada,
homogeneizando. Fez-se entdo a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Uma
curva padrao foi construida previamente utilizando solugdes padrbes de glicose
e frutose entre 0,0 e 1,0 g.L”" (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Curva padrao de DNS (glicose + frutose) para quantificagao de
acgucares redutores presentes no meio de cultivo.

4.14.5. Determinacado da concentracao de glicerol

O (glicerol foi quantificado por método enzimatico-colorimétrico para
quantificagcao de triglicerideos (Kit LABORLAB para triglicerideos).
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A amostra do meio de cultivo foi previamente centrifugada a 14000 rpm
por 10 minutos e diluida em até 30 vezes, com agua destilada. A quantificacao
foi realizada a partir de 10 uL da amostra diluida e 500 uL do reativo de
trabalho, o qual era composto de: reativo enzimatico (lipase 5000 U/L; glicerol
quinase 200 U/L; glicerol fosfato oxidase 1500 U/L; peroxidase 900 U/L; ATP 2
mmol/L; 3-5 HDCBS 2 mmol/L; 4-aminofenazona 1 mmol/L) e 30 mL de reativo
de tampao (50 mmol/L tris, pH 7,6). Apdés homogeneizagédo, procedeu-se a
incubacdo em banho-maria a 37° por 10 minutos, seguidos de resfriamento e
adicdo de 1 mL de agua destilada. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
a 505 nm.

Um branco foi preparado nas condigdes ja descritas, substituindo-se o
volume de amostra por agua. Paralelamente a quantificagdo da amostra foi
preparada uma curva padrao com solugao de glicerol nas concentragdes de 0,0
a 1,0 g.L™'( Figura 4.8).

Os resultados obtidos foram calculados com base na equacgédo 4.4,
descrita a seguir e expresso em g/L.

[Glicerol] = D(f)am x fd (4.5)
c

onde:

DOanm = Densidade 6ptica da amostra
fc = fator de correcéao

fq = fator de diluicéo
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Figura 4.8. Curva padrao glicerol
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4.14.6. Quantificacao de carbono total

A quantificacdo de carbono total das amostras de glicerol bruto e tratado
foram realizadas em um analisador Shimadzu (TOC-V CPH/CPN), que utiliza a
técnica de oxidacdo catalitica a alta temperatura. A amostra é aspirada e
injetada direto no catalisador, este por sua vez a 680°C transforma todo o
carbono da amostra em CO,. O CO; é quantificado por infravermelho nao
dispersivo.

As analises foram realizadas pelo técnico Leandro dos Santos Miranda
do Laboratério de Tecnologia Ambiental sob responsabilidade da Professora
Magali Christe Cammarota (Escola de Quimica/UFRJ).

4.14.7. Quantificacdo de nitrogénio total

Para a determinag&o do nitrogénio total das amostras de glicerina bruta
e tratada, as amostras foram digeridas com persulfato de potassio em meio
alcalino, onde todas as formas de nitrogénio sdo oxidadas a nitrato, que foi
determinado por redugdo em coluna de Cd-Cu seguido de diazotagéo
(GRASSHOFF et al., 1999), tendo sido analisado por injecdo em fluxo.

As andlises foram realizadas pelo Professor Rodolfo Paranhos do
Laboratorio de Hidrobiologia do Departamento de Biologia Marinha/Instituto de
Biologia da UFRJ.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Influéncia da aeragao e velocidade de agitagcao

Dados na literatura indicam que o crescimento celular da Y.lipolytica e a
producdo de biossurfactante podem ser influenciados pela aeracdo e
velocidade de agitagdo do sistema de cultivo (ALBUQUERQUE, 2006), como
foi mencionado na revisdo bibliografica. Portanto, estudou-se o efeito da
aeracgao e agitacado no crescimento celular e na produgdo de surfactante pela
Y.lipolytica, nas condigbes descritas no item 4.6 (Materiais e Métodos).

5.1.1. Os perfis de crescimento celular

Primeiramente podemos observar na Figura 5.1, a qual apresenta os
perfis de crescimento celular para os experimentos realizados sob diferentes
velocidades de agitacdo e aeragdo (Vm/Vf), que os experimentos realizados
em uma menor agitagao (160 rpm) e/ou maior razdo Vm/Vf (0,5) apresentaram
um perfil de crescimento semelhante. Entretanto o experimento conduzido a
250 rpm e Vm/Vf de 0,5 apresentou uma variagdo de biomassa (AX) maior,
assim como um crescimento mais acelerado. Nos trés experimentos (1,3,4)
houve a formacdo de espuma apds 24 horas de fermentacdo, sendo que as
células se deslocaram do meio reacional para a espuma, o que explica o pouco
crescimento celular de 24 hs pra 48 hs.

No experimento conduzido a 250 rpm e Vm/Vf de 0,3 obteve-se uma
taxa de crescimento maior quando comparado com os demais experimentos,
nas primeiras 24 h. Apos este periodo houve a formacéao intensa de espuma e
detectou-se o fendmeno de desaparecimento das células da fase aquosa, no
qual uma grande parte das células aderiu a espuma. E possivel constatar desta
forma que a aeragdo e velocidade de agitagdo tiveram influéncia no
crescimento da Y.lipolytica.
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Concentragao de células (g/L)
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Figura 5.1. Perfil de crescimento de Y.lipolytica sob diferentes condi¢gées de agitagdo e
aeragao (Vm/Vf): Exp.1 (160 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 2 (250 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 3 (250
rpm e Vm/Vf 0,5): Exp. 4 (160 rom e Vm/Vf 0,5)

5.1.2. A producao de biossurfactante

A produgédo de biossurfactante por Y.lipolytica foi influenciada pela razdo
Vm/Vf e velocidade de agitagcdo. Os resultados mostram (Figura 5.2, 5.3 e 5.4)
que com o aumento da velocidade de agitacdo de 160 rpm para 250 rpm, ha
uma tendéncia de aumento da producao de biossurfactante nos trés métodos
utilizados para a medida da atividade de biossurfactante. Esse resultado é
semelhante ao encontrado por AMARAL (2007), YEH et al (2006), e SPENCER
(1979), os quais mencionaram que a produgao de biossurfactante aumentou
com o aumento da velocidade de agitagdo. A maior velocidade de agitagéo
promove uma melhor transferéncia de oxigénio, o que aumenta a taxa
especifica de crescimento celular de Y. lipolytica devido ao seu metabolismo
estritamente aerobio.
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Figura 5.2. Diametro da zona clara do sobrenadante do cultivo de Y.lipolytica sob
diferentes condigoes de agitagao e aeragao (Vm/Vf) : Exp.1 (160 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 2
(250 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 3 (250 rpm e Vm/Vf 0,5): Exp. 4 (160 rpom e Vm/Vf 0,5). Desvio

padrao médio das analises é de 0,27 cm.
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Figura 5.3. indice de emulsificagdo do meio de cultivo livre de células sob diferentes
condigdes de agitagao e aeragao (Vm/Vf) : Exp.1 (160 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 2 (250 rpm e
Vm/Vf 0,3); Exp. 3 (250 rpm e Vm/Vf 0,5): Exp. 4 (160 rpm e Vm/Vf 0,5). Desvio padrao
médio das andlises é de 0,63 %.
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Figura 5.4. Variagao da tensao superficial do meio de cultivo livre de células sob
diferentes condigoes de agitagao e aeragao (Vm/Vf) : Exp.1 (160 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 2
(250 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 3 (250 rpm e Vm/Vf 0,5): Exp. 4 (160 rpom e Vm/Vf 0,5). Desvio

padrao médio das analises é de 0,09 mN/m.

Os maiores valores de atividade emulsionante detectados para os
cultivos agitados em maior velocidade podem estar ligados a fungao fisioldgica
dos emulsionantes microbianos. Tem sido sugerido que a produgado de
bioemulsionantes pode aumentar a solubilizacdo de substratos insoluveis em
agua e, consequentemente, facilitar o transporte de nutrientes para os
microrganismos. Portanto, um maior estresse cisalhante pode induzir maior
excrecao de biossurfactantes ja que o tempo de contato das gotas da fase
organica, dispersas em agua, com 0s microrganismos se torna mais dificil
(AMARAL, 2007).

Ao contrario acontece com alguns microrganismos: 0 aumento da
velocidade de agitagdo diminui o rendimento da producédo do biossurfactante
devido ao efeito cisalhante causar estresse mecanico nas células (MOUSSA et
al. 2006).

No caso de leveduras como Y.lipolytica um aumento na velocidade de
agitacao possivelmente favorece a liberagdo dos surfactantes preso a parede
celular aumentando a quantidade de surfactante livres no meio reacional.
DESAI e BANAT (1997), em sua revisdo, mencionaram que no caso de
leveduras a produgdo de biossurfactante geralmente aumenta com maiores
velocidades de agitagdo e aeragao, corroborando com os estudos realizados
neste trabalho.
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Verifica-se (Figura 5.2, 5.3 e 5.4) que, na maioria dos casos, 0s picos de
producdo foram detectados entre 48 e 96 h de cultivo, aproximadamente, ou
seja, ainda na fase de desaceleragao do crescimento celular.

A influéncia da razdo Vm/Vf foi concomitantemente avaliado com a
velocidade de agitagdo. Os resultados s&o apresentados nas Figuras 5.2, 5.3,
5.4 para as trés metodologias de analise empregadas, e mostram que um
aumento na razdo Vm/Vf de 0,3 para 0,5 promoveu aumento na producgao de
biossurfactante. Este resultado pode ser atribuido a formacado intensa de
espuma quando a razao Vm/Vf &€ menor (0,3) e a velocidade de agitagédo é de
250 rpm. A formagao intensa de espuma diminui a eficiéncia do transporte de
oxigénio no meio liquido e retira as células (como discutido no item 5.1) e o
biossurfactante da fase aquosa, diminuindo o rendimento dos metabdlitos, nédo
sendo a formagéo de espuma desejavel em bioprocessos.

Portanto o maior valor do indice de emulsificacéo (38,91%), da variagao
da tensao superficial (14,39 mN/m) e maior didmetro da zona clara (1,15 cm),
foram obtidos em uma agitagdo de 250 rpm e com uma razdo Vm/Vf igual a
0,5.

Como mostra a Figura 5.5, a viscosidade do meio de cultivo nos 4
experimentos realizados ndo foi alterada com o tempo de fermentacdo. A
viscosidade variou de 1,05 a 0,96 mm®.s™', estando essa variacdo dentro do
erro experimental, o que denota que a viscosidade ndo € um bom parametro a
ser utilizado para detecgéo de biossurfactante produzido por Y. lipolytica.

O resultado pode ser atribuido ao tipo de estrutura molecular e
concentragdo do bioemulsificante produzido por Y.lipolytica nas condi¢des
estudadas. Esses dois parametros sdo os que mais interferem na viscosidade
do meio de cultivo, segundo reporta a literatura. A viscosidade do meio de
fermentagcdo de um bioemulsificante estd diretamente relacionada com a
rigidez de sua molécula que, por sua vez, depende da sua estrutura,
principalmente primaria e secundaria, a qual estad diretamente relacionada ao
microorganismo utilizado e as condigcbes operacionais do processo
(BRADSHAW et al. 1983). A viscosidade é elevada com aumento da
concentracdo do polimero. Este comportamento pode ser atribuido as
interagdes intermoleculares e entrelagamento, devido ao acréscimo efetivo nas
dimensdes da macromolécula e no peso molecular (GARCIA-OCHOA et al.
2000)

Muitos trabalhos mostram que ha mudancas na viscosidade aparente do
meio de cultivo na producdo de bioemulsificantes, sendo este parametro
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bastante utilizado para avaliar o indice de qualidade de biopolimeros (DIAZ et
al. 2004). NITSCHKE e THOMAS (1995) selecionando novas linhagens de
Xanthomonas campestris para produgdo de goma xantana, utilizaram como
parametro a viscosidade do meio de cultivo, e observaram que a viscosidade
do caldo de fermentagcdo aumentou com o tempo de cultivo, mostrando que as
propriedades reoldgicas sdo importantes parametros para sele¢do de novos
microorganismos produtores de bioemulsificantes. Resultados similares foram
encontrados por SCAMPARINI (1991) e GARCIA-CRUZ (2000).

De acordo com os resultados obtidos, a viscosidade do meio de cultivo
nao foi utilizada como parametro de inferéncia da atividade emulsificante nos
proximos experimentos realizados neste trabalho.
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Figura 5.5. Variacao da viscosidade do meio de cultivo livre de células em relagédo ao
tempo de fermentacao sob diferentes condi¢oes de agitagao e aeragao (Vm/Vf) : Exp.1
(160 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 2 (250 rpm e Vm/Vf 0,3); Exp. 3 (250 rom e Vm/Vf 0,5): Exp. 4
(160 rpm e Vm/Vf 0,5). Desvio padrio médio das analises é de 0,09 mm?/s.
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5.2. Influéncia da fonte de nitrogénio

Depois de ter sido estudado o efeito da aeracdo e velocidade de
agitacdo na produgdo de biossurfactante em meio de cultivo padronizado por
AMARAL et al (2006) e de terem sido obtidas as condicbes que permitiram
maior produgdo de biossurfactante (velocidade de agitacédo de 250 rpm e razdo
Vm/Vf de 0,5), procurou-se investigar a influéncia de varias fontes de
nitrogénio, tais como sulfato de amoénio, peptona, uréia e extrato de levedura, e
as respectivas interagdes entre esses compostos por meio de planejamento
fatorial completo 2*, descrito no item 4.5.2.

Os resultados obtidos na realizacdo do planejamento fatorial completo 2*
sdo apresentados na Tabela 5.1, junto com as condi¢des para cada um dos
experimentos. Cabe lembrar que a producdo de biossurfactante foi
acompanhada diariamente (com amostragens de 24h) e a maxima variagao do
indice de emulsificacéo (IE), tensédo superficial (ATS) e “oil spreading” (OS)
foram os parametros utilizados como variavel de resposta.

Os dados apresentados na Tabela 5.1 indicam que ATS, IE e OS variam
de 4,01 a 22,04 mN/m, 1,05 a 60,45% e 0,08 a 0,56 cm, respectivamente, com
diferentes niveis dos componentes do meio. E possivel observar que as
maiores producgdes de biossurfactante, aquelas acima de 40% de IE, valores
acima de 15 mN/m para ATS e 0,32 cm no OS foram obtidas quando a maior
concentragcdo de sulfato de amobnio (10g/L) foi utilizada (experimentos
5,6,7,8,13,14,15 e 16).

A magnitude dos efeitos estimados de cada variavel & apresentada nos
diagramas de Pareto (Figura 5.6), fornecendo o efeito quantitativo estimado
que cada uma das variaveis possui sobre a concentracdo final de
biossurfactante, e estabelecendo quais destes efeitos encontram-se dentro do
grau de confianca estabelecido para a analise (95%).
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Table 5.1. Planejamento experimental e respectivos resultados para a otimizagao da
fonte de nitrogénio

Exp. Peptona Extratode Sulfatode Uréia AST? EI® 0OS°
(g/L) Levedura amoénio (g/L)

(g/L) (g/L)
1 0 5 0 0 6,56 37,33 0,09
2 12,8 5 0 0 14,52 26,12 0,11
3 0 15 0 0 5,1 27,02 0,17
4 12,8 15 0 0 4,01 1,05 0,08
5 0 5 10 0 16,65 453 0,49
6 12,8 5 10 0 22,04 52,26 0,48
7 0 15 10 0 19,66 40,60 0,56
8 12,8 15 10 0 13,03 50,03 0,32
9 0 5 0 0,2 75 3574 0,21
10 12,8 5 0 0,2 6,03 30,66 0,22
11 0 15 0 0,2 933 13,04 0,18
12 12,8 15 0 0,2 4,6 6,21 0,22
13 0 5 10 0,2 15,21 40,33 0,35
14 12,8 5 10 0,2 16,36 50,11 0,35
15 0 15 10 0,2 21,14 60,45 0,44
16 12,8 15 10 0,2 9,44 43,22 0,39
17 6,4 10 5 0,1 13,01 26,01 0,18
18 6,4 10 5 0,1 11,42 24,02 0,48
19 6,4 10 5 0,1 11,03 2548 0,29

2 Variagdo na tensao superficial (mN/m), ® indice de emulsificagéo (%) e © “oil
spreading” (cm)

Com os resultados da anadlise estatistica confirmou-se entdo que a
variavel com maior efeito sobre a producdo de biossurfactante foi a
concentracao de sulfato de aménio, com um efeito de magnitude de 2,69 (IE) e
4,07 (ATS) vezes maior ao correspondente para a concentragdo de extrato de
levedura, sendo ambas as fonte estatisticamente significativas para a ATS e o
IE. Entretanto o efeito da concentracdo de sulfato de ambnio & positivo,
indicando que niveis maiores levariam a obtencdo de concentragdes de
biossurfactante mais altas, enquanto a contracdo de extrato de levedura
apresentou um efeito negativo, ou seja, uma diminuicdo da concentracao deste
levaria a um aumento da producado de biossurfactante. A peptona foi apenas
estatisticamente significativa para o IE.

A uréia ndo influenciou estatisticamente a ATS e o IE, dentro das
condi¢cdes estudadas. Este resultado esta de acordo com trabalhos descritos
na literatura (Cooper e Paddock, 1984; Lukondeh et al, 2003). Zinjard e Pant
(2002), ao estudarem a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na
producao de biossurfactante por Y.lipolytica, mostraram que sulfato de aménio
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e cloreto de amdnio foram as substancias que propiciaram maior atividade de
emulsificacdo enquanto que esta atividade foi reduzida a metade quando se
utilizou uréia.
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Figura 5.6. Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento
fatorial completo 2*. Variavel dependente: variagio na tensio superficial (A) e indice de
emulsificagao (B).

Como podemos observar na Figura 5.7, nenhuma das variaveis
dependentes utilizadas no planejamento foi estatisticamente significativa frente
a variavel de resposta “oil spreading”. Este resultado pode ser atribuido a
metodologia utilizada, pois como mostra a Tabela 5.1, houve uma variagéo
significativa no valor do “oil spreading” para as condi¢gdes do ponto central,
onde se estuda a reprodutibilidade do experimento (A = 0,3). Como a medida
“oil spreading” é qualitativa, indireta e de dificil medi¢cdo, optou-se por nao
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utilizar este como parametro de avaliagdo da producao do biossurfactante nos

experimentos seguintes.
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Figura 5.7. Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento
fatorial completo 2*. A variavel dependente é a metodologia “Oil spreading”

A Tabela 5.2 apresenta a analise de variancia, no qual

mostra que o

modelo para ambas as variaveis de resposta sdo altamente significativos, como
foi evidenciado pelo teste F. Desta forma pode-se gerar superficies de

resposta.
Tabela 5.2. ANOVA para ATS e IE
Fontes de Soma de Graus de | Quadrado meédio F caic
variagoes Quadrados liberdade
ATS IE ATS | |IE ATS IE ATS IE
Regressao | 499,266 | 3.836,48 4 6 | 124,816 | 639,41 | 2540 | 117,10
Residuos 68,784 65,52 14 12 | 4,913 5,46
Falta de 66,782 60,396 12 |10 5,565 6,03
ajuste
Erro puro 2,002 2,12 2 2 1,001 1,06
Total 568,051 | 4.508,88 18 18

ATS: Foos: 4. 14 = 3,11; Coeficiente de correlagao: R? = 87%; p-valor < 0,005

IE: Fo0s:.6.12 = 3,0 ; Coeficiente de correlacéo: R? = 86%; p-valor < 0,005

Os melhores valores de ATS e IE (21,14mN/m e 60,45%)
em meio composto por 10g/L de sulfato de amoénio e 5g/L
levedura.

foram obtidos
de extrato de
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Com o objetivo de interpretar com maior clareza o comportamento da
producdo de biossurfactante (IE e ATS) dentro das possiveis condigdes de
processo, superficies de resposta sdo apresentadas na Figura 5.8 e 5.9. As
concentracdes de peptona e uréia foram fixadas no nivel minimo.

Inicialmente na Figura 5.8, é apresentado o perfil da variagdo da tensao
superficial em funcdo das duas variaveis que possuem maior efeito no
processo, as concentracdes de sulfato de ambnio e de extrato de levedura.
Nesta Figura pode-se observar uma maior inclinagdo da superficie quando
varia a concentracao de sulfato de aménio, e como a interacao entre as duas
variaveis se faz mais importante quando sido avaliadas condi¢cdes elevadas da
concentracdo de sulfato de amobnio. Observa-se que a influéncia da
concentracio de extrato de levedura € menor, sendo a concentragao de sulfato
de amodnio o fator mais representativo do processo.

(A PERedns SEReLY
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Figura 5.8 — Superficie de resposta da variagdo maxima da tensao superficial em relagao
a concentracgao de sulfato de amonio e de extrato de levedura.

Um comportamento analogo ao descrito anteriormente foi obtido quando

representado o comportamento da variavel de resposta indice de emulsificagao

em relacdo as concentragdes de sulfato de aménio e de extrato de levedura
(Figura 5.9).
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Figura 5.9 — Superficie de resposta do indice de emulsificagdao em relagcido a
concentragao de sulfato de aménio e de extrato de levedura.

Com o objetivo de investigar o efeito negativo da concentragdo de
extrato de levedura na produgao de biossurfactante, quatro experimentos foram
realizados em diferentes concentracdes de extrato de levedura (0,5; 1,0; 2,5 e
5 g/L). A concentragédo de sulfato de aménio foi mantida a 10g/L em todos os
experimentos. Como se pode verificar na Figura 5.10, quando a concentragéo
de extrato de levedura é baixa, a producado de biossurfactante é favorecida,
mas diminui bastante quando ndo se adiciona extrato de levedura. Essa
diminuicdo na producdo de biossurfactante atribuido ao aumento da
concentracido de extrato de levedura pode ser devido ao fato de ocorrer desvio
da fonte de carbono para o crescimento celular. Resultados similares foram
encontrados por Casas e Garcia (1999). Os resultados mostraram que 0,5 g/L

de extrato de levedura foi a melhor concentracdo, atingindo 20,9 mN/m de ATS
e 73,18 % de IE.
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Figura 5.10. Resultado experimental da producdo de biossurfactante em diferentes
concentragoes de extrato de levedura. Maxima variagao do Indice de emulsificagdo (A) e
tensao superficial (B).

Fazendo uma avaliagdo econdmica das fontes de nitrogénio utilizadas, o
resultado foi bastante satisfatério, uma vez que o reagente sulfato de amonio é
um dos compostos mais baratos. A Tabela 5.3, apresenta os custos das
materias-primas utilizadas no estudo.

O extrato de Iévedo € o mais caro das substancias avaliadas, porém a
concentragédo otimizada foi de apenas 0,5 g/L, concentracdo inferior aquelas
normalmente reportadas na literatura e 40 vezes menor do que a concentracao
de extrato de lévedo utilizada por AMARAL (2007) para produgdao de
biossurfactante por Y.lipolytica. Desta forma, os resultados do planejamento

experimental possibilitaram a redug¢ao dos custos de produgao.

Tabela 5.3. Custos das fontes de nitrogénio utilizadas no planejamento experimental.

Fonte de nitrogénio  Preco (R$)/kg°

Extrato de Lévedo?® 940,00
Peptona® 740,00
Sulfato de amoénio® 50,00
Uréia® 56,00

*Extrato de lévedo - Oxoid (Hampshire, UK). ° Peptona - Reagen (R.J., Brasil).
¢ Sulfato de aménio - Oxoid (Hampshire, UK). ¢ Uréia - Oxoid (Hampshire, UK).
¢ Prego em reais (R$) fornecido pela empresa Termo-Rio Cientifica Ltda (RJ, Brasil) no dia 21 de
fevereiro 2008.
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5.3. Influéncia da fonte de carbono

Como indica a literatura, a fonte de carbono tem um papel importante na
producao de biossurfactantes, assim como em suas caracteristicas finais. Apos
o estudo das condi¢bes de aeracédo, agitagdo e da obtengdo das concentragdes
otimas de nitrogénio (sulfato de aménio 10 g/L e extrato de levedo 0,5 g/L)
estudou-se a influéncia da fonte de carbono.

A literatura apresenta uma ampla diversidade entre as fontes de
carbono, como mostrado na revisao bibliografica desta dissertagdo. Portanto,
em busca de obter-se um extrato fermentativo rico em biossurfactante, foram
realizados experimentos com substratos hidrofilicos e hidrofébicos no presente
trabalho. Estudou-se primeiramente por meio de um planejamento fatorial 2
completo, descrito no item 4.8 (Materiais e Métodos), o efeito da concentragéo
de glicose, hexadecano, glicerol e dleo de oliva na produgao de biossurfactante
pela levedura Y.lipolytica. Posteriormente, um planejamento fatorial 22 foi
realizado para avaliar os efeitos e as interagcdes entre as concentragdes de
glicose e glicerol no meio de cultivo.

5.3.1. Planejamento fatorial completo 2* para otimizagdo da fonte de
carbono

A Tabela 5.4 mostra os resultados do planejamento fatorial completo 2%,
assim como os valores de concentracdo das fontes de carbono utilizadas em
cada experimento.

Os valores das variaveis respostas |IE e AST variaram de 6,94 a 82,97%
e 2,01 a 27,89 mN/m, nas condi¢cdes estudadas, para os 19 experimentos. E
valido ressaltar que a diferenca entre estes pontos de maximo e minimo é bem
maior do que a variacdo do valor do IE e AST para as condicbes do ponto
central, onde se estuda a reprodutibilidade dos experimentos (A = 1,68),
indicando que as variacbes observadas nos valores do IE e AST sao
decorrentes das formulacdes dos meios de cultivo estudados
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Tabela 5.4. Matriz do planejamento fatorial com os valores reais e os resultados
experimentais.

Exp. Glicerol Oleo de oliva Hexadecano Glicose A TS IE

(% viv) (% viv) (% viv) (% p/v) (mN/m) (%)
0 0 9,04 6,947
19,56 62,37
2,06 11,66
11,05 25,52
2,6 12,80
10,74 70,23
2,01 27,52
9,98 39,38
27,89 56,21
20,23 82,97
14,4 48,82
14,8 40,07
14,98 47,37
12,6 76,89
14,47 38,99
13,09 26,05
10,95 42,31
9,8 43,1
11,2 43,99

2, 2 A NONODMNODNONODNODMNMNODN
NNMNNMMMNOOODMMMNODORMRPMODOPMPMOO
2 2 a2 NDMNDNNOOOONDMNMNDDNNOOO
NNMNNAARARRAREARMAMRRPPOODODOOOOO

2aisoranloceNoaswN

O maior indice de emulsificacdo (82,97 %) e AST (27,89 mN/m) foram
encontrados nos ensaios 10 e 9, respectivamente, quando se realizou o
experimento com maior concentragédo de glicose e sem a presenga de oOleo de
oliva e hexadecano. Além disso, os ensaios que foram realizados utilizando
maiores niveis da concentragao de 6leo de oliva e hexadecano, resultaram em
um menor indice de emulsificagao.

As Figuras 5.11 e 5.12 apresentam os diagramas de Pareto do
planejamento experimental, calculados considerando diferentes tipos de
interacdo entre as variaveis. Analisando-se o diagrama para o indice de
emulsificacdo (Figura 5.11), observou-se que a variavel concentracdo de
glicerol foi a que apresentou um maior efeito significativo sobre a variavel de
resposta (a = 95%), seguido pela concentracdo de glicose, sendo que um
aumento nas concentragdes de glicerol e de glicose mostrou um efeito positivo.
Por outro lado, um aumento nas concentracdes de 6leo de oliva e as interacdes
glicose/glicerol, glicose/hexadecano e 6leo de oliva/glicose apresentaram um
efeito estatisticamente negativo sobre o IE. Além disso, o hexadecano e as
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interagbes Oleo de oliva/hexadecano, glicerol/dleo de oliva n&o influenciaram
significativamente o valor do |IE na faixa de concentracéo estudada.

Ao analisar o diagrama de Pareto para a maxima variagdo na tensao
superficial (Figura 5.12), observou-se que a glicose foi a variavel que
apresentou maior efeito significativo, com uma magnitude de 2,7 vezes maior
que aquela observada para a concentragcédo de glicerol, ambas com um efeito
positivo, similarmente ao observado no IE. No entanto, o hexadecano e o 6leo
de oliva apresentaram um efeito negativo sobre a variavel de resposta ATS.

(1)Gliceral 51,5230 |
1by2 | 48,118
(4)Glicose 47,66339

2,099504

1,387273

Thy3 / - 424842
. ks

Efeito padronizado estimada (valor abhsoluta)

Figura 5.11. Diagrama de Pareto para o indice de emulsificagao.

21.90424

Efeito padronizado estimado (Valor absoluta)

Figura 5.12. Diagrama de Pareto para variagao na tensao superficial.
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Vérios trabalhos na literatura reportam o efeito positivo da glicose e
glicerol, assim como demais fontes de carbono hidrofilicas na produgédo de
biossurfactantes por microorganismos (CAMERON et al.1988; MORITA et al.
2007; LUKONDEH et al. 2003, CIAPINA et al 2007.) Em 2001, Sarubbo et al.
produziram biossurfactante utilizando glicose como fonte de carbono a partir da
levedura C. lipolytica IA 1055, o qual apresentou uma alta atividade de
emulsificacdo. Estes autores mostraram que nao € necessaria presenca de
hidrocarbonetos para inducédo da biossintese de surfactante, corroborando os
resultados obtidos neste trabalho.

Os resultados mostraram que quando Y.lipolytica foi cultivada com
substratos hidrofébicos (hexadecano e 6leo de oliva) como fonte de carbono, a
producdo de biossurfactante n&o foi favorecida. Este resultado pode ser
atribuido a associacao do surfactante produzido a parede celular da levedura.
De acordo com LANG e PHILP (1998) apenas uma pequena por¢cdo do
surfactante produzido é liberado quando substratos hidrofébicos sao utilizados
como fonte de carbono para produgao de biossurfactante por microorganismos.

Um fendmeno observado durante os experimentos com 6leo de oliva e
hexadecano foi que células da levedura Y.lipolytica migraram em grande
quantidade para a fase oleosa, resultando em um baixo crescimento celular na
fase aquosa. De fato, depois da inoculagcdo dos sistemas, e minutos apds a
agitagcdo em shaker, a fase aquosa, de onde foram feitas todas as analises,
ficou limpida, sem a presenca de células.

Trabalhos na literatura mostram a afinidade de leveduras a substratos
hidrofébicos. AMARAL (2007) estudando a superficie celular de Y. lipolytica
IMUFRJ 50682, utilizada neste trabalho, mostrou que a superficie das células é
caracterizada como hidrofilica, apresentando, no entanto, alta afinidade com
superficies, liquidos ou moléculas hidrofébicas quando imersas em agua.
Observou-se também que as interacdes entre as células e as superficies ou
compostos hidrofébicos é mediado por proteinas ou glicoproteinas da parede
celular. Além disso, as interagcdes observadas entre as células e solventes
apolares estéo ligadas a intera¢des apolares ou do tipo Lifshitz-van der Waals.

AGUEDO et al. (2004) fizeram observagdes em microscépio mostrando
a adeséao de gotas de metil ricionelato (substrato hidrofébico) na superficie das
células de Y. lipolytica. A area de contato entre o microrganismo e o substrato
inclui tanto as grandes gotas de substrato, onde o microrganismo se adere,
como as pequenas gotas que sdo adsorvidas na superficie celular
(GUTIERREZ e ERICKSON, 1977).
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Fisiologicamente, a producdo de biossurfactantes é associada com o
mecanismo de assimilacdo de substratos hidrofébicos. Esse mecanismo pode
ocorrer através do contato direto da superficie celular com grandes gotas de
O0leo, com pouca ou nenhuma emulsdo, ou através do contato com uma
pequena gota de odleo, culminando em emulsificacdo. No primeiro caso, o
biossurfactante é retido na parede celular, facilitando o ataque e subsequente
transporte dos compostos hidrofébicos para o interior da célula. No segundo
caso, o biossurfactante livre, liberado no meio de cultivo, formara um complexo
surfactante-hidrocarboneto que pseudo-solubiliza o substrato, aumentando a
disponibilidade destes para a célula.

A adesao do surfactante na superficie celular ndo é interessante, uma
vez que diminui a concentragcdo deste na solucdo aquosa, diminuindo a
producdo. Existem metodologias na literatura que descrevem a recuperagao
dos surfactantes aderidos a parede celular, porém encarece ainda mais o
processo de producdo, nao os tornando economicamente viaveis.

Os resultados mostraram que o glicerol e a glicose foram as melhores
fontes de carbono para a producao do biossurfactante permitindo a liberagao
deste para o meio reacional, atingindo um IE de 82,97% e ATS de 27,52 mN/m.

Na andlise de variancia (Tabela 5.4) nota-se que o modelo estatistico
apresentou um ajuste adequado aos resultados experimentais, para IE e ATS,
podendo dessa forma representar as superficies de resposta.

Tabela 5.4. ANOVA para ATS e IE

Fontes de Soma de Graus de | Quadrado meédio F caic
variagoes Quadrados liberdade
ATS IE ATS IE ATS IE ATS IE
Regressao 682,43 8.085,31 6 7 113,73 | 1.155,04 | 40,95 | 208,49
Residuos 33,32 60,94 12 11 2,77 5,54,
Falta de 32,21 59,53 10 9 3,22 9,36
ajuste
Erro puro 1,11 1,41 2 2 0,55 0,70
Total 715,75 8.146,26 18 18

ATS: Fo0s: 6. 12 = 3,00; Coeficiente de correlagéo: R® = 95,34%: p-valor < 0,005
IE: Fos: 102 = 3,01 ; Coeficiente de correlagéo: R? = 99,25%: p-valor < 0,005

Com o objetivo de analisar a influéncia da concentracdo de glicose
versus a de glicerol na producao do biossurfactante, as Figuras 5.13A e 5.13B
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apresentam as superficies de resposta. Fixou-se a concentracdo de 6leo de
oliva e de hexadecano no nivel minimo estudado.
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Figura 5.13 — Superficie de resposta das variaveis dependentes indice de emulsificagdo
(A) e variagao da tensao superficial (B) em relagdo a concentragao de glicerol e de
glicose.
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Observa-se na superficie de resposta, Figura 5.13A, que com o aumento
na concentragdo de glicerol e glicose obtiveram-se valores maximos do IE.
Porém, ao analisar a superficie de resposta apresentada na Figura 5.13B,
observou-se que valores abaixo daqueles empregados no ponto central para a
concentragao de glicerol favorecem o aumento na produgéo de biossurfactante,
enquanto o efeito observado em relagdo a concentragdo de glicose foi similar
ao mostrado para o IE. As superficies ndo apresentaram um maximo absoluto,
portanto, um estudo mais detalhado da influéncia da concentragao de glicose e
glicerol foi realizado através de um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 22,

5.3.2. Delineamento composto central rotacional 22

Um planejamento experimental completo DCCR 22 foi realizado para
analisar as interagdes entre o glicerol e a glicose e também avaliar a razao
carbono/nitrogénio (C/N). A concentragao de nitrogénio utilizada em todos os
ensaios foi fixada em 10g/L de sulfato de aménio e 0,5 g/L de extrato de
levedura.

A faixa estudada das concentragcdes de glicose e glicerol é apresentada
na Tabela 5.5. Os niveis foram escolhidos de acordo com os resultados do
planejamento fatorial completo 2*, descrito no item 5.3.1. Os valores do ponto
central (2% de glicerol e 4% de glicose) foram escolhidos de acordo com o
experimento n° 10 do planejamento fatorial 2%, onde se observou um IE de 82
% e uma ATS de 20,23 mN/m.

Tabela 5.5. Faixa de valores estudados no DCCR 22

Nivel (g.L™)
Variaveis -1,41 -1 0 1 +1,41
independentes.
Glicerol 0,59 1 2 3 3,41
Glicose 1,17 2 4 6 6,83

Os resultados do planejamento experimental estdo apresentados na
Tabela 5.6 assim como os valores da razdo C/N utilizada em cada
experimento. Os maiores valores de IE e ATS foram encontrados nas
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condigdes do ponto central (experimentos n° 9, 10 e 11). A média dos valores
do IE e da ATS encontrados no ponto central foram 81,13% e 19,55 mN/m,
respectivamente, sendo 2,13 e 2,03 vezes maiores do que aqueles inicialmente
obtidos no processo de producao de biossurfactante, que apresentaram valores
de |IE de 38,16% e 9,63 mN/m de ATS.

Tabela 5.6. Matriz do planejamento experimental DCCR 2% com os valores codificados e
reais em paréntese e os resultados experimentais.

N° Glicerol Glicose Razao indice de A tensao
Exper. (% viv) (% plv) C/N emulsificagcdo superficial
(%) (mN/m)
1 -1(1) -1(2) 5,95 51,42 11,84
2 +1(3) -1(2) 10,49 66,20 13,66
3 -1 (1) +1 (6) 13,32 60,87 12,99
4 +1 (3) +1 (6) 17,86 67,32 16,03
5 -1,41 (0,59) 0 (4) 8,71 54,11 12,10
6 +1,41 (3,41) 0 (4) 15,11 57,88 15,00
7 0 (2) -1,41 (1,17) 6,69 61,47 12,47
8 0(2) +1,41 (6,83) 17,12 73,78 16,22
9 0(2) 0 (4) 11,91 81,87 19,51
10 0(2) 0 (4) 11,91 81,14 19,04
11 0(2) 0 (4) 11,91 80,91 20,11

O efeito da razao C/N também foi avaliado. Como indica na Tabela 5.6,
a razao C/N onde ocorreu a maior produgao de biossurfactante foi de 11,91,
encontrados no ponto central. Quando a razdo de C/N foi abaixo ou acima
deste valor a produgao de biossurfactante nao foi favorecida.

Os diagramas de Pareto (Figura 5.14) mostram que os fatores
correspondentes ao efeito quadratico da concentracao de glicerol e glicose
para ambas as variaveis de resposta apresentaram maior efeito sobre a
producao de bissurfactante. Porém este efeito € negativo, ou seja, excessos
nas concentragoes de glicose e glicerol levam a uma diminui¢do da produgao
de biossurfactante. Por outro lado, os fatores correspondentes ao efeito linear
apresentaram um efeito positivo.
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Tabela 5.7. ANOVA para ATS e IE

Fontes de Soma de Graus de | Quadrado medio F caic
variagoes Quadrados liberdade
ATS IE ATS | IE ATS IE ATS IE
Regressao 93,30 1.215,46 3 4 31,10 | 303,86 | 179,76 | 303,25
Residuos 1,21 6,013 7 6 0,17 1,00
Falta de 0,64 5,51 4 3 0,16 1,83
ajuste
Erro puro 0,57 0,50 2 2 0,28 0,25
Total 94,52 1.221,47 10 10

ATS: Fo 5. 3.4 = 6,59; Coeficiente de correlagéo: R? = 98,71%; p-valor < 0,005
IE: Foos: 46 = 4,53 ; Coeficiente de correlagédo: R? = 99,50%: p-valor < 0,005

Pelos resultados mostrados na Tabela 5.7, observa-se que o valor do
teste f calculado foi cerca de 27 (ATS) e 67 (IE) vezes maior do que o valor
tabelado, indicando que o modelo de 2% ordem obtido é estatisticamente
significativo e preditivo para a variavel estudada. Dessa forma, o indice de
emulsificacdo e a variagdo maxima da tensao superficial podem ser preditos
em funcdo da concentragédo de glicose e glicerol através das equacgdes 5.3 e
54.

IE = 81,30 + 4,82 x;— 6,93 x° + 1,98 x2— 12,74 x2° — 2,08 X1 * X2 (5.3)
ATS = 19,55 + 1,27 x; — 2,68 x4 +0,95 x, — 3,08 x5° (5.4)
onde:
x1: Glicerol
Xo : Glicose

A variagado explicada (R?) pelo modelo foi muito boa, cerca de 98% para
ATS e 99% para IE, o que mostra que os modelos obtidos sao adequados para
explicar o processo estudado. A partir do valor da maxima variagao explicavel,
que foi de 99,39% ATS e 99,95% para IE, pode-se notar que o erro puro do
processo foi bem pequeno, em torno de 0,6% e 0,05%, respectivamente.

A partir do modelo obtido foi entdo possivel obter as curvas de contorno
para analisar as melhores condigdes da concentragdo de glicose e glicerol, que
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levam aos maiores valores de producdo do biossurfactante. As curvas de
contorno obtidas estdo apresentadas nas Figuras 5.15 e 5.16. E possivel
verificar que tanto para a concentracdo de glicose quanto para a de glicerol,
uma faixa restrita localizada no ponto central proporcionou um incremento na
producdo de biossurfactante. Observa-se que foi alcangada uma condi¢cao
otima para a producgao de biossurfactante com concentracéo de glicerol a 2% e
glicose a 4%, atingindo um indice de emulsificagdo de 81% e uma variagcéo
maxima na tensao superficial de 19,55 mN/m.
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Figura 5.15. Curvas de contorno do indice de emulsificagdo em relagdao as concentragdes
de glicerol e de glicose.
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Figura 5.16. Curvas de contorno da variagado da tensao superficial em relagao as
concentragoes de glicerol e de glicose.
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Com intuito de avaliar o crescimento de Y.lipolytica, o consumo de
substrato, e a producao de biossurfactante durante o periodo da fermentacao
obtidos nas condigbes do ponto central do planejamento experimental DCCR
2%, as Figuras 5.17 e 5.18 apresentam, as cinéticas de fermentagéo, baseadas
em experimentos conduzidos em triplicata.

A Figura 5.17 apresenta a cinética de crescimento e a evolugdo do
consumo de glicerol e de glicose por Y. lipolytica. Como mostra a figura,
verifica-se que a levedura consumiu preferencialmente a glicose presente no
meio e posteriormente o glicerol, apresentando desta forma um crescimento
diauxico, no qual se observa um pequeno periodo lag, entre 48 e 72 h, periodo
no qual possivelmente a levedura sintetiza as enzimas responsaveis pela
degradagao do glicerol. A glicose foi praticamente consumida com 48 h de
fermentagcado, sendo apds este periodo o glicerol consumido até sua completa
exaustdo em 96 h de fermentacdo. Crescimento diauxico é um tipo de
crescimento microbiano observado quando se utilizam duas fontes de carbono
no meio de cultivo. Os nutrientes mais comumente utilizados pela célula, como
por exemplo a glicose, sdo preferencialmente consumidos, uma vez que a
célula ndo precisa gastar energia para sintetizar enzimas responsaveis pelo
catabolismo de tais nutrientes. Apés a exaustdo da fonte de carbono mais
facilmente assimilavel, a levedura cessa o crescimento momentaneamente,
pois dirige seu metabolismo para a produ¢do de enzimas que possibilitem o
consumo da préxima fonte de carbono.
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Figura 5.17. Perfil de crescimento e consumo de substrato pela Y.lipolytica , nas
condigoes realizadas no ponto central do planejamento DCCR 2?
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A Figura 5.18 apresenta a evolugado do indice de emulsificagdo e da
tensao superficial durante a fermentacado. Pode-se observar que o maior valor
de IE (81%) e ATS (20 mN/m) foram encontrados em 72 horas de fermentagéo.
Apesar da maior producao ocorrer em 72 h de fermentacdo, uma producao de
IE (58%) significativa foi observada durante o crescimento exponencial da
levedura, com 24 h de fermentacéo, i.e. crescendo com glicose.

A maioria dos biossurfactantes reportados na literatura €, geralmente,
produzida quando as culturas alcangam o estagio estacionario de crescimento.
Porém algumas espécies podem apresentar producdo durante a fase
exponencial de crescimento. Varios biossurfactantes, tais como: produzidos
pela levedura C. lipolytica IA 1055 (SARUBBO et al., 2001) e biotensoativos de
Candida tropicalis 11P-4, glicolipideos de Nocardia sp. SFC-D e biossufactantes
insoluveis em agua de Torulopsis apicola, sdo produzidos principalmente na
fase estacionaria de crescimento, sendo considerados metabdlitos
secundarios. Outros, como alguns ramnolipideos produzidos por Pseudomonas
sp., glicoproteinas de P. fluorescens 378, agentes com atividade superficial de
B. cereus |AF 346 e biodispersan de Bacillus sp. 1AF-343 sao considerados
associados ao crescimento, desta forma um metabdlito primario (DESAI e
BANAT, 1987).
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Figura 5.18. Evolugao da tensao superficial (=) e do indice de emulsificagao (¢) durante a
fermentagao nas condi¢cdes do ponto central do DCCR 22, baseado em triplicata.
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Um fenbmeno observado foi a presenga de um “vale”, ou seja, uma
diminuicdo do IE de emulsificacdo em 48 h de fermentagdo. O valor da tenséo
superficial neste periodo permaneceu constante Este comportamento pode ser
atribuido a presenca de proteases produzidas pela levedura, que segundo
GRANGEMARD et al. (1999) atuariam sobre a por¢éo peptidica do surfactante,
gerando um lipopeptideo de cadeia aberta, diminuindo desta forma a eficiéncia
destes. Uma outra possibilidade é que a levedura durante este periodo utilize o
biossurfactante formado como fonte de carbono. AMARAL (2007) também
observou este fenbmeno ao estudar pela primeira vez a produgdo do Yansan
por Y.lipolytica, mesma linhagem utilizada neste trabalho.

5.4. Influéncia do pH inicial na produgdao de biossurfactante e
crescimento celular

Como mostra a literatura, o pH € um importante parametro a ser
estudado, pois afeta a produgao e a qualidade dos surfactantes produzidos por
microorganismos. Segundo KOSARIC et al. (1987), o pH é um fator de grande
importancia na sintese de biossurfactantes, podendo este variar grandemente
devido as necessidades de cada microorganismo: a modificagdo de pH do meio
para niveis que facilitem a atividade de emulsificagdo sédo estratégias utilizadas
pelos microorganismos para aumentar a produgéo dos biossurfactantes.

Para avaliar a influéncia do pH inicial na produgao do biossurfactante por
Y.lipolytica, o meio de cultivo otimizado (2% de glicerol, 4% de glicose, 10g/L
de sulfato de aménio e 0,5 g/L de extrato de levedura) foi utilizado, variando-se
o pH inicial de 5,0; 6,2; 7,0; 8,0 e 9, 0, sendo 6,2 o pH natural do meio, i.e. sem
ajuste.

A Figura 5.19 apresenta a evolugao do pH durante a fermentagéo. Pode-
se observar que em todos os sistemas, em 24 horas de fermentacdo o pH
atingiu valores muitos acidos (em torno de 2,5), mantendo-se constante apos
este periodo, apenas o meio de pH inicial 9,0 apresentou pH 4,0 em 24 horas
de fermentacdo. Essa brusca diminuicdo no pH pode ter ocorrido devido a
liberagdo de produtos do metabolismo da levedura, como os acidos organicos
(FICKERS et al., 2005) e também devido a fonte de nitrogénio utilizada, o
sulfato de amdnio. ROCHA (2007) observou que ao utilizar sulfato de amdnio
para a producao de biossurfactante o pH diminui para valores acidos quando
se comparado com meio utilizando como fonte de nitrogénio NaNO:s.
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Figura 5.19. Evolugao do pH nos diferentes sistemas de cultivo durante fermentagao

A Figura 5.20 mostra o perfil cinético de crescimento celular. Observou-
se que em todos os meios o crescimento de Y.lipolytica foi semelhante,
mostrando que ser o mesmo independe do pH inicial na faixa estudada (de 5,0
a 9,0), obtendo-se uma massa celular final de aproximadamente 11 g/L.

Concentragao celular (g/L)
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Figura 5.20. Perfil cinético do crescimento celular em sistemas de cultivo com diferentes
pH’s iniciais.

As Figuras 5.21 e 5.22 apresentam os perfis do indice de emulsificagao
e da variagdo da tensdo superficial durante a fermentagao, respectivamente.
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Em ambas as metodologias o perfil de produgdo do biossurfactante foi
semelhante para todos os meios. Analogo aos resultados obtidos nos
experimentos do ponto central do planejamento DCCR 22, 0 maximo do IE
(82%) foi obtido com 72 horas de fermentagdo assim como a maxima variagéo
na tensao superficial, aproximadamente 20 mN/m. Os resultados mostram que
para a produgédo de biossurfactante por Y.lipolytica ndo € necessario o ajuste
do pH inicial, uma vez que estes foram produzidos de uma forma similar nos
meios com pH inicial entre 5,0 e 9,0.

MORIKAWA et al. (2000) verificaram aumento da atividade
biossurfactante com o aumento do pH, e relataram que a atividade superficial
depende do pH devido a presenca de duas cadeias carboxilicas na porcao
peptidica da molécula.

O efeito do pH em relagdo a producdo de biossurfactante por C.
antarctica foi estudado utilizando tampé&o fosfato em diferentes pH’s (4-8).
Todos os tampdes utilizados resultaram em uma diminuicdo do rendimento da
producdo do biossurfactante, quando comparados com a &gua destilada
(KITAMOTO et al. 2001). ZINJARDE e PANT (2002) estudaram a influéncia do
pH inicial na producdo do biossurfactante por Y. lipolytica. Estes observaram
que a maior produgéao foi obtida em pH inicial igual a 8,0, que corresponde ao
pH natural da agua do mar.
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Figura 5.21. Variagao do indice de emulsificagdo durante a fermenta¢ao em sistemas
com diferentes pH’s iniciais
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Figura 5.22. Variagao da tensao superficial durante a fermentagdao em sistemas com
diferentes pH’s iniciais

5.5. Producao de biossurfactante utilizando como substrato o suco de
caju clarificado

Estudou-se o crescimento e a produgdao de biossurfactante por
Y.lipolytica utilizando suco de caju como substrato. Primeiramente se avaliou a
producdo com suco de caju clarificado diluido (1:1) sem adicdo de fonte de
nitrogénio (exp. 1) e com adi¢cao de sulfato de aménio (0,244% p/v) (exp. 2)
para manter a relacgago C/N de 11,65 a qual proporcionou maiores
concentracdes de biossurfactante. Diversos pardmetros do processo foram
monitorados durante o curso do ensaio e os resultados estdo apresentados nas
Figuras 5.23 e 5.24.

A Figura 5.23 apresenta a cinética de crescimento de Y.lipolytica e de
consumo dos agucares redutores presentes no suco de caju.
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Figura 5.23. Perfil de crescimento celular e consumo de aguicares redutores pela
Y.lipolytica em meio contendo suco de caju diluido 1:1 sem fonte de nitrogénio adicional
(exp.1) e em meio de suco de caju diluido 1:1 com adigédo de sulfato de aménio (0,224%
p/v) (exp.2)

Pode-se observar que a variagao da concentracado de biomassa nos dois
ensaios apresentou uma curva tipica de crescimento microbiano. O mesmo
comportamento foi observado por diversos autores com diferentes
microorganismos (NITSCHKE e PASTORE, 2002; LOBATO LIMA et al., 2002;
SANTANNA et al., 2001; ROCHA, 2007).

Observou-se também que no meio com suco de caju suplementado com
sulfato de amonio a taxa de crescimento foi bem maior, atingindo 8,27 g.L™" de
biomassa, enquanto que no meio sem a adigdo da fonte de nitrogénio a
producdo de biomassa foi de 6,21 g.L'1. Resultados similares foram
encontrados por SOUZA et al. (2005) e ROCHA (2007) que ao avaliar o suco
de caju como substrato para o cultivo submerso de Pseudomonas aeruginosa
observaram um maior crescimento com a suplementacdo de fonte de
nitrogénio, uma vez que o suco apresenta baixa concentracdo de proteinas
soluveis e totais, as quais servem de fonte de nitrogénio.

Quanto ao consumo dos agucares redutores presentes no suco de caju,
Y.lipolytica foi capaz de consumir, com uma taxa maior no exp. 2, devido ao
seu maior crescimento celular. O acgucar redutor nio foi totalmente consumido
durante a fermentacdo restando aproximadamente 13 g.L”" (exp. 2) e 20 g.L™
(exp.1) ao final de 96 horas de cultivo.
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Observou-se ainda que o pH do meio de cultivo de ambos os
experimentos foi diminuindo lentamente até atingir valor de 3,2 a 3,8 em 48
horas de fermentacéo, permanecendo posteriormente praticamente constante

Tempo (horas)

‘—0—Exp1 —I—Exp2‘

Figura 5.24. Evolugao do pH durante a fementagao utilizando suco de caju clarificado
diluido1:1, sem adigao de fonte de nitrogénio (exp.1) e com adigdo de sulfato de aménio
0,244 % plv (exp.2).

Portanto, de acordo com os resultados, o suco de caju pode ser utilizado
como um meio de cultivo para crescimento de Y.lipolytica.

A evolucao da tensao superficial e do indice de emulsificagdo ao longo
dos experimentos é apresentada nas Figuras 5.25 e 5.26. Nestes verifica-se
que Y.lipolytica foi capaz de produzir biossurfactante em meio contendo suco
de caju como substrato. A maior produgao do biossurfactante se deu no meio
suplementado com sulfato de amoénio, atingindo um IE de 53,18% e um ATS de
18,28 mN/m.

Embora a maior produgdo de biossurfactante tenha ocorrido em 72
horas de fermentacdo (ja na fase estacionaria do crescimento), uma
quantidade significativa foi produzida com 24 horas de cultivo, na fase
exponencial de crescimento, ou seja, de forma associada ao crescimento.

Pode-se ainda observar que o meio sem a adigdo da fonte de nitrogénio,
nao propiciou uma reducgao significativa na tensao superficial do sistema,
obtendo-se apenas uma variagdao de 11,68 mN/m e o maximo indice de
emulsificagao obtido foi de 40,10%.
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Figura 5.25. Evolugao do indice de emulsificagdo durante cultivo com suco de caju
clarificado diluido 1:1 com a adi¢ao da fonte de nitrogénio (exp.1) e sem a adigao de
nitrogénio (exp.2)
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Figura 5.26. Variacao da tensédo superficial durante cultivo com suco de caju clarificado
diluido 1:1 sem a adig¢ao de nitrogénio (exp.1) e com a adi¢cdo da fonte de nitrogénio
(exp.2)

Segundo SOUZA et al. (2005) e ROCHA et al. (2006) a diluigao do suco
de caju que propiciou maior producdo de biossurfactante pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa foi de 1:10 com agua destilada, suplementado com
fonte de nitrogénio.

Com o objetivo de avaliar e comparar o desempenho de Y. lipolytica
nestas condi¢cdes, foram realizados dois ensaios, com duplicata cada, com
suco de caju diluido de 1:10 sem adicdo de fonte de nitrogénio (exp. 3) e com
de sulfato de aménio 1% (exp. 4).
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A Figura 5.27 apresenta o perfil de crescimento celular e o consumo dos
acgucares redutores totais. Em ambos os ensaios o perfil de crescimento celular
foi semelhante ao obtido nos experimentos com suco de caju diluido 1:1, porém
em 48 horas de fermentagéo as células ainda estavam na fase exponencial de
crescimento, entrando na fase estacionaria apenas apds 72 horas de
fermentagdo. Ao contrario, ROCHA (2007) e SOUZA et al. (2005), observaram
que as células de P. aeruginosas entraram na fase estacionaria com 30 e 25
horas de fermentacao, respectivamente. A concentragdo maxima de biomassa
obtida foi de 6 g.L™" para o experimento sem fonte de nitrogénio (exp 3) e 7 g.L"
' para o experimento com adigdo de fonte de nitrogénio (exp 4).

redutores (g/L)

Concentragao celular (g/L)
Concentragao de agucares

Tempo (horas)
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Figura 5.27. Perfil de crescimento celular e consumo de aguicares redutores pela
Y.lipolytica, cultivado em meio contedo suco de caju diluido 1:10 sem fonte de nitrogénio
(exp.3) e com a adi¢ao de sulfato de amoénio 1%(exp.4)

Quanto ao consumo de acucares redutores, com 48 horas de
fermentagcdo os acucares foram praticamente consumidos, em ambos os
ensaios. O consumo dos agucares redutores por P. aeruginosa foi lento, sendo
que ao final de 70 horas de fermentacdo a concentragao de glicose foi de 4g.L'1
e a de frutose de 3g.L”' (ROCHA, 2007), mostrando a lenta assimilagdo dos
agucares por esse microorganismo quando se comparado com Y.lipolytica.

A Figura 5.28 apresenta os resultados da produgédo de biossurfactante
por Y.lipolytica. Ambos os meios de cultivo avaliados favoreceram a produc¢ao
extracelular do biossurfactante, que foi estimada pelo |IE e a reducao da tensao
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superficial. A maior reducdo na tensao superficial (24,33 mN/m) e maior IE
(65%) foram obtidos no experimento 4, no qual adicionou-se sulfato de aménio
1%. A variagdo maxima da tensao superficial obtida (23,44 mN/m) ocorreu
apos 48 horas de fermentacgao.

O meio de cultivo sem a adicdo da fonte de nitrogénio n&o propiciou uma
reducdo significativa na tensdo superficial (12,55 mN/m) e também nao
apresentou um bom valor para o IE (40,11%). Segundo WILLUMSEN e
KARLSON (1996), um biossurfactante com boas propriedades emulsificantes
apresenta um IE acima de 50%. Os resultados mostram desta forma a
importancia da suplementagao da fonte de nitrogénio no meio de cultivo com
suco de caju para produgcdo de biossurfactante. Embora a maioria dos
microorganismos produza biossurfactante em condigdes limitantes de
nitrogénio (KIM et al., 2006), tem-se a necessidade de uma quantidade inicial
suficiente requerida pelo microorganismo, sendo que o tipo e a quantidade
deste variam de acordo com o microorganismo empregado.
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Figura 5.28. Evolugao da tenséao superficial e do indice de emulsificagdo do meio livre de
células durante cultivo em meio contendo suco de caju diluido 1:10 sem fonte de
nitrogénio (exp.3) e com a adig¢ao de sulfato de aménio 1%(exp.4)

Segundo ROCHA (2007), P.aeruginosa foi capaz de reduzir a tensdo
superficial do meio contendo suco de caju diluido 1:10, de 50 para 29,5 mN/m,
utilizando como fonte de nitrogénio peptona (5 g.L”'). Quando os autores
utilizaram sulfato de aménio (5 g.L™") e NaNOs (5 g.L"') a producdo de
biossurfactante foi desfavorecida.
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A producdo de  Dbiossurfactante pela bactéria Acinetobacter
calcoaceticus, utilizando suco de caju natural e um meio mineral complexo foi
avaliado por ROCHA et al. (2006). Os autores observaram que o valor maximo
alcancado do IE foi 58,8%, valor inferior ao obtido neste trabalho. Nao houve
uma diminuigc&o significativa da tensao superficial do meio durante os ensaios,
diminuindo de 70,0 para 63 mN/m. Contrariamente ao observado neste
trabalho, a producdo de biossurfactante ocorreu apenas durante a fase
estacionaria, tendo um comportamento tipico de um metabdlito secundario.

O suco de caju diluido ndo foi um substrato adequado para o
crescimento da cepa Bacillus subtilis, pois ndo houve crescimento quando
cultivado neste meio, tampouco se observou consumo de agucares e producao
de biossurfactante através da medida da reducdo da tensao superficial do
meio. Porém quando se adicionou sulfato de amdnio um aumento no
crescimento celular foi observado, mas com uma redugéo ndo significativa da
tensao superficial de 64,5 para 56,8 mN/m, (ROCHA, 2007), variagdo essa bem
inferior a obtida neste trabalho que foi de 24,33 mN/m.

De acordo com os resultados o suco de caju diluido 1:10 suplementado
com sulfato de aménio (1%) proporcionou maior produgédo de biossurfactante
(65% IE e 24,33 mN/m ATS), em relagdo ao suco de caju diluido 1:1
suplementado com 0,244% de sulfato de amdnio.

Desta forma, os resultados obtidos para o suco de caju diluido 1:10 e
suplementado com sulfato de aménio permitem obter um meio de cultura
alternativo capaz de suportar o crescimento microbiano e a biossintese do
surfactante. Os carboidratos foram utilizados como fonte de carbono e a
concentragdo de nitrogénio parece ser adequada ao crescimento celular e a
producao de biossurfactante.

5.6. Producao de biossurfactante utilizando como
substrato a fase glicerinosa, subproduto da producao de
biodiesel.
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Primeiramente foi realizada a caracterizagdo das amostras de glicerina
bruta e tratada, frente a concentracao de glicerol, carbono total, nitrogénio total
e pH.

A composicao da fase glicerinosa oriunda da produgéo do biodiesel varia
largamente em funcdo, do processo de transesterificagdo e da eficiéncia da
separacao do biodiesel. Desta forma, neste trabalho, caracterizaram-se todas
as amostras utilizadas. Além disso, os microrganismos tém necessidades
nutricionais que precisam ser satisfeitas pelo meio de cultivo utilizado. Portanto,
esta caracterizacéo indicou também se haveria necessidade de suplementacao
das amostras com nutrientes essenciais. A Tabela 5.8 apresenta os principais
parametros avaliados para as amostras de glicerina bruta e tratada.

Tabela 5.8. Composicao das amostras de glicerina

Analise Glicerina Bruta Glicerina tratada
Concentracgao de 729,51 £ 0,3 741,94 + 0,2
glicerol (g.L™)
Carbono total 310,3 + 0,1 292,75+ 0,1
(g.L™"
Nitrogénio total ND* ND*
(g.L")

*ND nao detectavel, pH =6,0 £ 0,2

Pode-se observar que tanto a glicerina bruta quanto a tratada (Tabela
5.8) possuem uma elevada concentragao de glicerol e carbono total, nutriente
este essencial para a producao de biossurfactante e crescimento celular. O pH
de ambas as amostras apods a correcao foi de 6,0, sendo que o pH da fase
glicerinosa sem a correc¢ao € igual a 13,0, valor muito alcalino para condi¢des
de fermentagdo com microorganismos.

Quanto a quantificagdo de nitrogénio total das duas amostras, este néo
foi detectado, ou esta presente em valores menores que 1,4 ug/L de nitrogénio,
segundo metodologia descrita no item 4.13.7 (Matérias e Métodos).

Desta forma, diante da importédncia da fonte de nitrogénio no
crescimento celular e na producdo de biossurfactante, estudou-se a utilizacéo
da fase glicerinosa como substrato, suplementado com sulfato de aménio 10
g.L™" e extrato de 1&vedo 0,5 g.L™". As fases glicerinosa bruta e a tratada foram
utilizadas em uma concentragao de 3% (v/v) cada, realizado em duplicata. Os
resultados foram comparados com os dados obtidos no ensaio numero 2 do



Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSOES 99

planejamento fatorial completo 2*, utilizado para otimizar a fonte de carbono,
descrito no item 5.3.1, no qual se utilizou 2% (v/v) de glicerol PA (puro).

A Figura 5.29 apresenta o perfil cinético de crescimento de Y.lipolytica
nos diferentes meios testados. A taxa de crescimento de Y.lipolytica foi maior
quando se utilizou a glicerina bruta como substrato, seguida pela glicerina
tratada e posteriormente pela glicerina pura (PA). Tal fato pode ser atribuido a
presenca de acidos graxos na fase glicerinosa bruta, como fonte de carbono
adicional, fazendo com que a taxa de crescimento seja maior. Segundo ASHBY
et al. (2005) o subproduto do processo de sintese do biodiesel, a partir de 6leo
de soja, contém 40% de glicerol, 34% de compostos soluveis em hexano
(sendo estes 92% de razédo acido graxo/metil ester de acido graxo e 6% de
MAG/DAG — monoacil glicerol/diacilglicerol) e 26% de agua, mostrando que ha
acidos graxos presentes.

Ao final de 96 horas de cultivo a producdo de biomassa para o meio
contendo glicerina bruta, tratada e pura, foi de 12,03; 8,99; 7,54 g.L™,
respectivamente.

14
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Figura 5.29. Perfil cinético de crescimento de Y.lipolytica em meio contendo glicerina
bruta (3% vl/v), tratada (3% v/v) e pura (2% v/v).

Resultados similares foram obtidos por ASHBY et al. (2005) que ao
utilizar o subproduto da produgdo do biodiesel (4%) para o crescimento de
Candida bombicola obteve uma producdo de biomassa de 42,5 g.L'1, e ao
utilizar glicerol puro (10% v/v) obteve apenas 8,7 g.L”’, indicando que
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possivelmente altas concentragbes de glicerol no meio tem efeito inibitério no
crescimento celular causado pelo estresse osmatico.

A Figura 5.30 apresenta o consumo de glicerol por Y.lipolytica nos
ensaios realizados. Como se pode observar a concentragao de glicerol inicial é
aproximadamente a mesma nos 3 ensaios. A taxa de consumo foi maior no
experimento com a glicerina bruta, seguido pela tratada e posteriormente pelo
uso do glicerol puro. Ao final de 96h de cultivo o glicerol foi praticamente
consumido nos 3 ensaios.

Concentracao de glicerol (g/L)

0 T T T T
0 24 48 72 96 120

Tempo (horas)

‘ —e— Glicerina Pura —a— Glicerina Tratada —a— Glicerina Bruta ‘

Figura 5.30. Perfil de consumo do glicerol por Y.lipolytica em meio contendo glicerina
bruta (3%), glicerina tratada (3%) e glicerina pura (2%).

O dlicerol é tipicamente consumido pela célula pelo transporte através
da membrana celular por difuséo facilitada sobre um gradiente de concentragéo
e € sequencialmente convertido em diidroxiacetona fosfato (DHAP), um
intermediario comum da via glicolitica, pela agao da glicerol quinase e glicerol
fosfato desidrogenase, respectivamente. A DHAP é enzimaticamente
transformada em seu isbmero gliceraldeido 3-fosfato (G3P), e ambos podem
ser convertidos a glicose pela via da gliconeogénse e subsequentemente aos
agucares presentes nos biossurfactantes ou direcionar para o crescimento
celular. Alternativamente, G3P pode ser convertido a piruvato para
subsequente conversdo a acetil-CoA, principal precursor metabdlico para a
biossintese de acido graxo (LEHNINGER et al., 1995).
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As Figuras 5.31 e 5.32 mostram a evolugdo da tenséo superficial e do
indice de emulsificagdo. Pode-se observar que nos dois métodos utilizados
para verificar a producéo de biossurfactante a maior produgao ocorreu no meio
contendo a glicerina bruta, atingindo IE de 70,22% e ATS de 22 mN/m, em 96
horas de cultivo. Os meios contendo glicerina tratada e pura obteve |IE de 54,55
e 62,73 %, respectivamente e ATS de 17, 45 e 19, 56, respectivamente.

A maior produgao de biossurfactante nos 3 ensaios ocorreu durante a
fase estacionaria, porém houve producdo durante a fase exponencial de
crescimento celular, sendo a producdo de biossurfactante considerada semi-
associada ao crescimento.

indice de emulsificagao (%)

0 24 48 72 96 120

Tempo (horas)

—e— Glicerina Tratada —s— Glicerina Bruta —a— Glicerina Pura

Figura 5.31. Evolugao do indice de emulsificagao durante a produgao de biossurfactante
em meio contendo glicerina bruta, tratada e pura.
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Figura 5.32. Evolugao da tensao superficial durante a producao de biossurfactante em
meio contendo glicerina bruta, tratada e pura.

O fato da produgédo de biossurfactantes ser maior no meio contendo
glicerina bruta pode ter ocorrido devido a presenga de acidos graxos no meio.
Segundo WEBER et al.,, (1992) as espécies de Candida (Yarrowia) s&o
capazes de incorporar diretamente acido graxo para a produgdo de
biossurfactante. Porém utilizam a estratégia de producédo de biossurfactante
para facilitar a absorgdo. Enquanto o glicerol & utilizado principalmente para o
crescimento celular e para producdo da porcédo hidrofilica da molécula de
biossurfactante, os acidos graxos presentes na glicerina bruta s&do utilizados
pela célula diretamente para a producdo dos biossurfactantes. Desta forma, a
porcao lipidica dos biossurfactantes pode ser influenciada pelo tipo de dleo
utilizado na producéo do biodiesel.

Cabe ressaltar que durante os experimentos com a glicerina bruta a
formacédo de espuma foi menos intensa quando se comparado com 0 meio
contendo glicerina tratada ou pura.

SOUSA et al. (2007) estudaram a producédo de biossurfactante pela
bactéria P.aeruginosa utilizando como fonte de carbono a fase glicerinosa (6%)
obtida do processo de producdo do biodiesel e NaNOs; como fonte de
nitrogénio. Os autores obtiveram IE de 64 % frente ao hexadecano e uma
reducao da tensdo superficial da agua de 45,7%. Valores maiores de IE foram
obtidos no presente trabalho com Y.lipolytica atingindo 71,22 % com a glicerina
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bruta, sendo que a reducéo da tensao superficial foi aproximadamente igual ao
valor obtido por SOUSA et al (2007).

MORITA et al. (2007) avaliaram a conversdo microbiana de glicerol em
biossurfactante (glicolipideos) pela levedura Pseudozyma antarctica JCM
10317, observando rendimento de glicolipideos de 16,3 g.L™" em batelada
alimentada com glicerol como fonte de carbono.

CIAPINA et al. (2007) avaliaram a utilizagéo de glicerol puro como fonte
de carbono para producdo de biossurfactante pela bactéria Rhodococcus
erythropolis. Apds 51 horas de cultivo, 1,7 g.L”' de biomassa foram obtidos, o
biossurfactante produzido apresentou um indice de emulsificacdo de 67% e
valores da tensao superficial e interfacial de 43 e 15 mN/m, respectivamente.

ASHBY et al. (2005) comparou a aplicagdo do glicerol puro e o
subproduto da producgao do biodiesel como fonte de carbono para producao de
soforolipideos pela levedura Candida bombicola. Fermentagbes com glicerol
puro resultaram em baixas sinteses de soforolipideos (9 g.L”). Entretanto
quando utilizaram o subproduto do biodiesel, a produ¢do aumentou para 60
g.L”" de biossurfactante.

5.7. Andlise comparativa dos resultados obtidos nas diferentes
etapas do processo de otimizagao

A Tabela 5.9 apresenta um resumo dos resultados obtidos com maior
indice de emulsificacdo (IE) e variagdo da tensdo superficial (ATS) nas
diferentes etapas de otimizagdo do processo de producdo de biossurfactante
por Yarrowia lipolytica. Observa-se, nesta Tabela, que estudando os
parametros de aeracao e velocidade de agitagdo houve um aumento da
producao de biossurfactante de 66,16 % (ATS) e 35,76%(IE).
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Tabela 5.9. Evolugao dos resultados do indice de emulsificagdo e variagdo da tensao
superficial produzido a partir de cultivo de Y.lipolytica, nas diferentes etapas do
processo de otimizagao.

Condigao experimental ATS A Producgao IE A Produgao
(mN/m) maxima ats (%) (%) maxima e (%)

Yansan ? 8,66 100,00 28,66 100,00
Aeracaol/ agitagdo® 14,39 166,16 38,91 135,76
Fonte nitrogénio © 20,90 241,33 73,18 255,33
Fonte carbono® 20,66 238,56 82,97 289,49
Suco de caju clarif. 24,33 280,94 65,00 226,79
Glicerina brutaf 22,00 254,04 70,22 245,01

Condlgoes experimentais:

@ Yansan: agbta(;ao 250 rpm, Vm/Vf: 0,4, meio de cultivo YPD (extrato de Iévedo 1%, peptona 0,64%,
gllcose 2%). =Aeracéo e velocidade de agitacéo: agitagcdo: 250 rpm, Vm/Vf: 0,5. meio de cultivo YPD
€ Fonte de nitrogénio: agltagao 250 rpm, Vm/Vf: 0,5. Meio de cultivo: glicose 2%, sulfato de amonio (1%)
e extrato de 1évedo (0,05%). ¢ Fonte de carbono: agitagéo: 250 rpm, Vm/Vf 0,5. Meio de cultivo: glicose
2%, glicerol 4%, sulfato de aménio (1%) e extrato de lévedo (0,05%). ® Suco de caju clarificado: 250 rpm,
Vm/Vf: 0,5. Meio de cultivo: suco de caju diluido 1:10, sulfato de amoénio (1%). "Glicerina bruta: agitagao:
250 rpm, Vm/Vf: 0,5. Meio de cultivo: glicerina bruta (3%), sulfato de aménio (1%) e extrato de lévedo
(0,05%)

Ao estudar os fatores nutricionais principalmente a fonte de carbono e
nitrogénio, foram obtidas concentragbes bem superiores (2,5 x) do
biotensoativo quando comparado com o sistema inicial. O estudo da melhor
fonte de nitrogénio para produgdo de biossurfactante por Y.lipolytica,
proporcionou um aumento de 141,33% no IE e 155,33% na ATS.

Quanto a otimizacdo da fonte de carbono, ndo houve um aumento
significativo na variagédo da tenséo superficial em relagdo ao estudo da fonte de
nitrogénio, porém houve um aumento consideravel (189,49%) no |IE quando
comparado com a produc¢ao do Yansan.

Tanto o suco de caju clarificado como a glicerina bruta apresentaram
enorme potencial de aplicacdo como matéria — prima ndo convencionais. O
aumento no indice de emulsificacdo maximo obtido foi 126,79% e 145,01%,
respectivamente e o aumento da variacdo da tensao superficial obtida foi de
180,94% e 154,04%, quando se comparado com a produgdo empregando
glicose como matéria-prima (Yansan).

A Figura 5.31 apresenta graficamente os resultados do IE (Fig 5.31.A) e
da ATS (Fig 5.31.B) obtidos durante processo de otimizagdo para as diferentes
condicdes estudadas.
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O maior indice de emulsificagao, 82,97%, foi obtido em meio contendo
glicose (4%) e glicerol (2%) como fonte de carbono. Porém, a maxima variacao
da tenséao superficial (24,33 mN/m) foi obtida no meio contendo suco de caju
clarificado. Adicionalmente o comportamento do meio contendo glicose (4%) e
glicerol (2%) e o meio empregando glicerina bruta foram similares. Tais fatos
podem ser atribuidos a diferenca dos componentes presentes no meio de
cultivo, principalmente a fonte de carbono, alterando desta forma as
caracteristicas estruturais dos biotensoativos produzidos.
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Figura 5.33. Evolugao dos resultados do indice de emulsificagéo (A) e variagao da tensao
superficial (B) produzido a partir de cultivo de Y.lipolytica, nas diferentes etapas do
processo de otimizagao.

O maior indice de emulsificagao, 82,97%, foi obtido em meio contendo
glicose (4%) e glicerol (2%) como fonte de carbono. Porém, a maxima variacao
da tenséao superficial (24,33 mN/m) foi obtida no meio contendo suco de caju
clarificado. Adicionalmente o comportamento do meio contendo glicose (4%) e



Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSOES 106

glicerol (2%) e o meio empregando glicerina bruta foram similares. Tais fatos
podem ser atribuidos a diferenca dos componentes presentes no meio de
cultivo, principalmente a fonte de carbono, alterando desta forma as
caracteristicas estruturais dos biotensoativos produzidos.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

v" A velocidade de agitacdo e aeracdo do sistema afetou o crescimento
celular de Y.lipolytica, assim como a producdo do biossurfactante. O
aumento da agitacdo do sistema de 160 para 250 rpm e da razdao Vm/Vf
de 0,3 para 0,5 conduziu a aumento de producdo do biossurfactante
pelos trés meétodos utilizados para a medida da atividade deste
composto, com valores maximos para indice de emulsificagao (38,91%),
variagdo da tensao superficial (14,39 mN/m) e diametro da zona clara
(1,15 cm) sendo obtidos sob agitacdo de 250 rpm e razdo Vm/Vf de 0,5.

v' A viscosidade do meio de cultivo livre de células nado apresentou
alteragao durante o processo fermentativo, ndo sendo desta forma este
parametro considerado como uma medida da presengca de
biossurfactante no meio de cultivo.

v" Com o planejamento fatorial completo 2*, foi possivel avaliar os efeitos
da fonte de nitrogénio sobre a producao do biossurfactante. O sulfato de
amoénio foi a variavel que apresentou maior influéncia positiva sobre as
variaveis de resposta, seguido pelo extrato de Iévedo, este
apresentando influéncia negativa. A uréia nao foi estatisticamente
significativa, dentro da faixa de concentracdo estudada e a peptona foi
apenas estatisticamente significativa para o IE. Desta forma, a
combinagdo de nitrogénio organico, extrato de lévedo 0,5 gL', e
nitrogénio inorganico, sulfato de aménio 10 g.L™”, propiciou maior IE
(73,18%) e ATS (20,9 mN/m).

v' A variavel de resposta “oil spreading” ndo mostrou ser um bom
parametro para medida de atividade de biossurfactante, uma vez que
houve uma variagao significativa nos valores destes para as condi¢des
do ponto central, realizados no planejamento fatorial completo 2%, sendo
indicada apenas como uma analise qualitativa.



CAPITULO 6 — CONCLUSOES E SUGESTOES 108

v" A fonte de carbono utilizada influenciou na produgéo do biossurfactante.
A glicose e o glicerol foram as variaveis que apresentaram maior
influéncia (positiva) sobre o IE e a ATS, alcangando IE de 82,97% e ATS
de 27,52 mN/m.

v' Substratos hidrofébicos como o ¢6leo de oliva e hexadecano nao
favoreceram a producgéo do biossurfactante de Y.lipolytica apresentando
uma influéncia negativa, devido a migragdo das células para a fase
hidrofébica e possivel agregacao do biossurfactante na parede celular.
Portanto, a utilizagdo de glicose e glicerol favorece a liberagdo dos
surfactantes produzidos para o meio de cultivo, além de serem
reagentes mais baratos, reduzindo os custos de produgéo.

v O delineamento composto central rotacional 2? confirmou que
concentracdo de glicose 2% e de glicerol 4% propicia maiores IE
(81,13%) e ATS (19,55 mN/m), sendo 2,13 e 2,03 vezes maiores do que
0 processo de producao de biossurfactante inicial proposto por AMARAL
(2007), apresentando valores de IE de 38,16% e 9,63 mN/m de ATS.

v" A razdo C/N onde ocorreu a maior producdo de biossurfactante foi de
11,91. Quando a razdo de C/N foi abaixo ou acima deste valor a
producao de biossurfactante nao foi favorecida.

v A secregdo de biossurfactante por Y.lipolytica foi similar quando se
estudou a variacao do pH inicial de 5,0 a 9,0, concluindo que nao é
necessario o ajuste do pH inicial dos meios de cultivo que se encontram
nesta faixa.

v" O suco de caju clarificado pode ser utilizado como substrato para o
cultivo de Yarrowia lipolytica atingindo uma biomassa de 8,27 g.L™". A
condicdo que propiciou maior producado de biossurfactante foi em meio
contendo suco de caju diluido 1:10 e suplementado com o sulfato de
amoénio 1%, obtendo reducao na tensio superficial de 24,33 mN/m e |IE
igual a 65%. Além disso, a utilizacdo do suco de caju como meio de
cultivo nao resultara apenas reducdo no custo da produgdo de
biossurfactantes, mas também trara uma finalidade a um material que é
geralmente descartado nos locais de colheita e contribui a poluigdo
ambiental.

v A fase glicerinosa, proveniente da producao do biodiesel, suplementada
com sulfato de aménio consistiu em um meio de cultura alternativo
capaz de suportar o crescimento de Y.lipolytica e a biossintese do
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surfactante. A glicerina bruta (3% v/v) foi a que proporcionou maior
producdo de biossurfactante atingindo valores de IE de 70,22% e ATS
de 22 mN/m, resultados estes bastantes satisfatérios, que além de
reduzir os custos da matéria - prima, diminuem a gerac¢ao de poluentes e
excedentes na producio de biodiesel.

Portanto, o presente trabalho otimizou o processos de producido do
biossurfactante por Y.lipolytica em frascos agitados, através de
modificagdes na condigdo de aeragdo, velocidade de agitacédo, fonte de
nitrogénio e de carbono utilizadas, obtendo um produto biotecnoldgico bruto
com capacidade de aplicagao futuras em diversos setores.

Em relacdo as aplicacbes de fontes renovaveis como matéria-prima,
esse estudo apresentou dois exemplos de substratos alternativos, o suco de
caju e a fase glicerinosa proveniente da produgao do biodiesel, sendo que
em ambos os resultados obtidos foram satisfatérios, abrindo um leque de
opgdes para viabilizar economicamente o processo de sintese do
biossurfactante.
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6.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Estudar diferentes formas de isolamento e purificagdo do biossurfactante
produzido pela Y. lipolytica em meio contendo glicerol 2% e glicose 4%;

v" Fazer uma caracterizacao fisico — quimica do biossurfactante produzido,
assim como avaliar a emulsdo formada por estes frente a diferentes
hidrocarbonetos;

v" Avaliar o potencial de aplicagdo desses biossurfactantes na industria de
alimentos, na area biomédica e na biorremediacdo de locais
contaminados com hidrocarbonetos;

v Estudar a atividade antimicrobiana e antivirial do biossurfactante
produzido.

v" Aumentar a escala de producgio;

v' Estudar estratégias que diminuam a formagdo de espuma produzida
durante a fermentacdo, como adigao de anti-espumante ou através do
emprego de biorreatores com sistema de aeragédo projetado para este
fim.

v" Otimizar o meio de cultivo contendo suco de caju clarificado para a
obtencio de meio fermentativo rico em biossurfactante..

v/ Otimizar o meio de cultivo contendo a fase glicerinosa proveniente da
producao do biodiesel.
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