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A linhagem Flavobacterium sp. AU-1, isolada de solo impactado por hidrocarbonetos, foi testada
quanto a capacidade de produzir compostos tensoativos em meio basico mineral suplementado com
insumos de baixo custo. Preliminarmente, foram realizados experimentos para selecdo da fonte de
carbono - glicerol, querosene, dleo de soja in natura (IN), 6leo de soja de fritura (DF), agucar cristal e
dextrose P.A. — em fun¢&o da reducao da tensao superficial do meio fermentado. Exceto para glicerol
e querosene, o crescimento da bactéria a 30°C, em frascos Erlenmeyers, sob agitacdo de 150 rpm
por 48 horas, propiciou a produgéo de biossurfatante, uma vez que a tensdo do mosto original de 71
mN/m foi reduzida a 45 mN/m, correspondendo a redugbes de TS de 28 a 40%. Também,
independentemente da solubilidade da fonte de carbono, a sintese de biossurfactante pela linhagem
isolada ocorreu nas primeiras 24 horas de processo, de modo analogo ao crescimento. Entretanto,
quando o bioprocesso foi realizado com acgucar cristal (fonte de carbono soluvel) foi evidenciado o
aumento da TS na 72?2 hora, indicando a degradagao do bioproduto. A analise da producéo de
compostos tensoativos a partir de 6leo DF e diferentes fontes de nitrogénio - nitrato de sdédio, ureia,
levedura residual cervejeira e sulfato de aménio — individualmente e em variadas propor¢des, através
de planejamento de mistura do tipo simplex-lattice [4,3] indicou ser a ureia e o nitrato de sddio,
individualmente (p<0,05), as mais apropriadas. O teste t de Student, a partir da analise das médias
para valores de diluicdo micelar critica, indicou que estatisticamente é favoravel a substituicdo do
nitrato de sédio pelo fertilizante salitre do Chile, uma fonte de nitrogénio economicamente mais
vantajosa. A partir de um planejamento fatorial completo 2° com ponto central foi possivel determinar
que as concentragdes de 6leo de soja DF e de fertilizante sdo estatisticamente significantes para a
produgdo de biossurfatante pela linhgem de Flavobacterium isolada. A maior quantidade de
biossurfactante, determinada pela andlise da diluicdo micelar critica (DMC), foi alcancada em 24

horas de processo para meio constituido de 100 mL/L de éleo de soja DF e 8,8 g/L de salitre do Chile.
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The Flavobacterium sp. AU-1 strain, isolated from hydrocarbon—bearing soil, was tested as the
capacity to produce active surface agents from the -cultivation in mineral alkaline medium
supplemented with low cost raw materials. Preliminarily, experiments were accomplished to select the
carbon source (glycerol, kerosene, in natura soy oil, frying soy oil, granulated sugar and dextrose P.A.)
bearing in mind the reduction of the final surface tension of the fermented medium. Except glycerol
and kerosene, the bacterium growth at 30°C, in Erlenmeyer’s flasks, under stirring at 150 rpm for 48
hours, provided the production of bio-surfactant, since the surface tension of original must was 71 mN/
m and was reduced to 45 mN/m, corresponding to a reduction of ST from 28% to 40%. In addition,
independent of the solubility of carbon source, the synthesis of bio-surfactant by the isolated strain
occurred in the first 24 hours of process, in a similar way to growth. However, when the bio-process
was conducted with granulated sugar (soluble carbon source) it was shown an increase of ST in the
72" hour, indicating the degradation of bio-product. The analysis of surface active compounds
production using DF oil and different sources of nitrogen (P.A sodium nitrate, P.A. urea, brewer
residual yeast and P.A. ammonium sulphate), through a mixture planning of the simplex-lattice type
[4,3], indicated to be individually the urea or P.A sodium nitrate the most appropriate chemicals for the
CMD"" reduction (p<0.05). The t test of Student from the analysis of average values for the CMD, has
indicated that statistically favours the replacement of the P.A. sodium nitrate by fertilizer Chile's
saltpetre, a more cost-effective source of nitrogen. From a full factorial design 22 with central point it
was possible to determine that the concentration of soybean oil DF and fertilizer are statistical
significant for the production of bio-surfactant by the isolate strain of Flavobacterium. The largest
amount of bio-surfactant, determined by the DMC analysis, was achieved in 24 hours in case of

medium consisting of 100 mL/L of soybean oil DF and 8.8 g/L of Chile's saltpetre.
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1 INTRODUGAO

O termo surfatante tem sua origem na abreviatura da expressédo em inglés Surface
Active Agents (CRISTOFI et ISHIVA, 2002). Na lingua portuguesa, este termo € muito
usado, embora fosse mais correto denominar estes compostos de tensoativos. Os
surfatantes sao moléculas anfifilicas ou anfipaticas, visto serem constituidas de duas fragoes
distintas — apolar (hidrofébica) e polar (hidrofilica). Por essa razao, os surfatantes possuem
a capacidade de interagir com liquidos de diferentes caracteristicas, como, por exemplo,
misturas de 6leo (apolar) e agua (polar). Também podem se posicionar na superficie do
fluido formando uma pelicula ou filme, resultando na reducdo da tensao superficial na
interface liquido/ar (ZANA, 2005). Essas caracteristicas conferem aos surfatantes diversas
possibilidades de aplicagdo para uso doméstico ou industrial, tais como: detergéncia,
emulsificacao, lubrificacdo, espumante, molhabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases
(URUM et PEKDEMIR, 2004; MULLIGAN, 2005).

Em geral, os surfatantes comercializados sé&o sintetizados a partir de hidrocarbonetos
do petréleo. No entanto, diferentes sistemas bioldgicos sdo capazes de produzir moléculas
com propriedades tensoativas, como: plantas (saponinas); animais (sais biliares) e micro-
organismos, onde diferentes espécies microbianas sao capazes de produzir diferentes
moléculas tensoativas. No organismo produtor, essas moléculas sao fundamentais em vista
das diferentes fungdes que desempenham. Mas, na maioria das vezes, favorecem a
interacdo do micro-organismo com o ambiente, permitindo o seu desenvolvimento a partir de
compostos insoluveis em agua (HAMME, SINGH et WARD, 2006).

Os Dbiossurfatantes de origem microbiana podem ser produzidos por
biotransformagdes de hidrocarbonetos de petréleo, bem como de matérias-primas
renovaveis, e se tem dado especial atencdo aos residuos industriais, como por exemplo:
glicerol, Oleos vegetais ja utilizados em frituras, residuos de monoculturas e de
processamento vegetal, entre outros (DESAI et BANAT, 1997; MULLIGAN, 2005). Essa
busca por insumos de menor custo se faz necessaria, visto que os surfatantes quimicos
apresentam custo inferior aos biossurfatantes, sendo, por essa razdo, mais comercializados.
Ainda no contexto de reducédo de custos, ¢ indicada a utilizagao dos fertilizantes comerciais
em substituicdo aos produtos quimicos comumente empregados na formulacdo de meios de
cultura. Oliveira et al. (2006) conseguiram obter quantidades consideraveis de ramnolipidio
pelo cultivo de Pseudomonas aeruginosa FR. a partir de 6leo de dendé e N:P:K (10:10:10).

O Brasil se destaca no cenario econdmico internacional como maior exportador de




2

soja do mundo, tendo no ano comercial de 2007, uma area cultivada de 22 milhdes de
hectares destinados a producdo do grdo, gerando 23,7 bilhdes de toneladas de gréos de
soja, correspondentes a uma arrecadagao de 6,7 bilhdes de ddlares. O complexo dleo,

farelo e grao de soja teve uma participagao de cerca de 7% na balanga comercial brasileira,

do total negociado no mesmo ano (www.abiove.com.br, 2008). O éleo de soja apresenta

diferentes aplicagdes como, por exemplo, na producao de biodiesel. Porém, no Brasil, esse
Oleo vegetal é, sobretudo, direcionado para o setor alimenticio, particularmente para a fritura
por imersdo de alimentos, seja em residéncias, pequenos comércios (lanchonetes, fast-
foods, etc.), e no setor industrial, em especial, na fritura de batatas. O 6leo de soja é o de
maior consumo no mercado brasileiro, basicamente, porque os demais Oleos vegetais
(canola, azeite de oliva, girassol, etc) apresentam custo superior. Consequentemente, o 6leo
de soja procedente da fritura de alimentos se apresenta como uma fonte alternativa de
carbono de baixo custo e grande disponibilidade em todo o territério nacional. Lima et al.
(2007; 2009) utilizaram 6leo de soja de fritura como fonte de carbono para a producao de
biossurfatante em quantidade compativel e, em alguns casos, inclusive superior aos
resultados referidos em trabalhos disponiveis na literatura.

Ademais, o oleo apresenta modificagcdo de sua composicdo apds uso em alguns
ciclos de fritura, o que o torna um rejeito industrial potencialmente poluente, cujo descarte se
realizado sem tratamento, é extremamente danoso para o ambiente (NITSCHKE et
PASTORE, 2002). A sua importancia econdémica reside na fabricagdo do sabdo e como fonte
de carbono para processos fermentativos.

Em face da capacidade de varias espécies microbianas de produzir biossurfatantes
de estruturas quimicas diversas, tem sido dada grande importancia ao isolamento de micro-
organismos na busca de potenciais produtores. Em geral, sdo coletadas amostras em locais
contaminados com moléculas apolares como, por exemplo, ambientes contaminados com
petréleo e seus derivados, ou ainda, em misturas que contenham alcool (BOGNOLO, 1999;
HOLMBERG, 2001; BODOUR, DREES et MAIER, 2003; CUNHA et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2006; BALOGUN et FAGADE, 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008; LIMA et al.,
2009). Essa escolha se baseia nos aspectos ecofiosiolégicos dos processos degradativos
que ocorrem em solos impactados com compostos organicos recalcitrantes, visto que,
existem micro-organismos capazes de sobreviver nestas condi¢des adversas e, até mesmo,
utilizar o contaminante em seus processos metabdlicos. Geralmente, os hidrocarbonetos
sdo utilizados como fonte energética para a manutengdo das fungdes vitais da célula, e

como fonte de carbono para seu crescimento, ou seja, aumento da biomassa (MOREIRA et
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SIQUEIRA, 2006). A producgéo de biossurfatantes, entre outras fungdes, € uma das formas
encontradas pelos micro-organismos para conseguir metabolizar os hidrocarbonetos. A parte
lipofilica (caracteristica apolar) do biossurfatante se liga ao contaminante (também com
caracteristica apolar), facilitando assim, a sua entrada (pinocitose) na célula, e sua posterior
mineralizacdo (metabolizagao, ou seja, crescimento plastico e transformacdo em CO,)
(HOLMBERG, 2001).

Em 2003, o género Flavobacterium foi primeiramente descrito como possivel
produtor de agente tensoativo por BODOUR, DREES et MAIER. (2003). Nesta publicacao,
esses autores fizeram um rastreamento de potenciais produtores de biossurfatantes,
obtendo mais de 1300 culturas isoladas de solos, ndo contaminados e contaminados com
petréleo, das quais 45 se mostraram potencialmente produtoras, e dentre estas, um
representante do género supracitado. No ano seguinte, esses autores obtiveram os
flavolipidios e os caracterizaram empregando diversas técnicas analiticas (BODOUR et al,,
2004).

A diversidade de micro-organismos produtores de biossurfatantes € acompanhada
pela quantidade elevada de fatores que influenciam os processos fermentativos, de natureza
fisica e quimica, bem como aqueles inerentes ao proprio micro-organismo, ja que diferentes
linhagens da mesma espécie respondem diferenciadamente aos mesmos fatores. A
diferenca do metabolismo microbiano de diferentes linhagens da mesma espécie esta
diretamente relacionada com fatores genéticos (DESAI et BANAT, 1997). Um dos fatores
mais criticos para o crescimento microbiano é a fonte de carbono. Esta pode se apresentar
na forma soluvel (agucar e alcool, por exemplo) em agua ou insoluvel, comos os 6leos
vegetais (THANIYAVARN et al., 2006; ABOUSEOUD et al., 2008).

Como em qualquer processo produtivo, busca-se sempre a reducao dos custos e
maximizagdo dos rendimentos. No caso dos processos fermentativos, a otimizacdo do
rendimento e da produtividade pode ser realizada pelo estudo das variaveis que influenciam
0 processo. Ja a reducao de custo, faz-se pela busca de matérias-primas de menor custo

dos que as de emprego atual.




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a potencialidade de uma linhagem
isolada de Flavobacterium sp. em produzir compostos com propriedades tensoativas a partir

de insumos de baixo custo e alta disponibilidade.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o emprego de fontes de carbono de baixo custo apropriadas para a
biossintese do produto;

v Comparar o crescimento do micro-organismo e a produg¢ao do tensoativo bioldgico
em meios de cultura constituidos de fonte de carbono soluvel (agucar cristal) e
insoluvel (6leo de soja in natura e residual).

v Verificar os efeitos qualitativos e quantitativos de quatro diferentes fontes de
nitrogénio, através de planejamento experimental do tipo mistura;

v Comparar a utilizagao de nitrato de sddio grau P.A. e o seu correspondente comercial
(fertilizante salitre do Chile), através de técnicas estatisticas.

v Avaliar as melhores concentragdes de carbono (6leo de soja de fritura) e de
nitrogénio (fertilizante salitre do Chile) para a produgéo de flavolipidios em escala de
bancada (frascos agitados) através de planejamento experimental 2 com ponto
central.




3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Surfatantes

Os surfatantes sdo compostos anfifilicos, termo usado para denominar uma ampla
classe de moléculas que em comum apresentam em sua estrutura uma parte hidrofilica
(cabeca) e outra hidrofobica (cauda) (Figura 3.1). A “cauda” geralmente € composta por uma
ou duas cadeias carbénicas hidrofébicas (alifaticas, linear ou ramificada; grupos aromaticos
ou policiclicos). A “cabecga”, de acordo com a sua carga, permite classificar os surfatantes
em: nao-ibnicos, ibnicos e zwitteribnicos ou anfoteros, conforme Tabela 3.1 (ZANA, 2005;
HAMME, SINGH et WARD, 2006).

Regido Regido
hidrofilica hidrofébica
NN NN

Figura 3.1 - Representacao esquematica da estrutura de um surfatante.

Segundo Maniasso (2001), os surfatantes zwitteribnicos podem apresentar
prevaléncia de uma das espécies, anidnica ou catiénica, dependendo do pH da solucéo e da
conformacao da sua estrutura.

A caracteristica dual dos surfatantes é responsavel pelo seu comportamento peculiar
em agua, visto que as porg¢des hidrofébicas sdo energeticamente desfavoraveis no que diz
respeito ao contato com a agua, pois esta é polar (ZANA, 2005). Em agua, os surfatantes
tendem a se alocar na superficie do sistema, na interface agual/ar: a regido polar do
surfatante se situa na agua e a regiao apolar voltada para a interface com o ar (Figura 3.2).

Esse comportamento ocasiona a redugao da tensao superficial da agua.




Tabela 3.1 - Exemplos de surfatantes comerciais e classificacao quanto a

porcao hidrofilica

Tipo Agente tensoativo

Brometo de cetiltrimetil amdnio (CTAB)
Catidnico Brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB)
Cloreto de cetilpiridino (CICP)
Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Anidnico Dihexadecil fosfato (DHF)
Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sédico (Aerosol OT)
Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100)
Néo i6énico Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35)
Polisorbatos (Incluindo Tween)
3-(dodecildimetil aménio) propano 1-sulfato (SB-12)
4-(dodecildimetil ambnio) butirato (DAB)

Fonte: MANIASSO, 2001; HAMME, SINGH et WARD, 2006.

Sedode

o oo °o o
00002090
3330888
00000090

Figura 3.2 - Representacao da alocacao dos surfatantes na superficie de um liquido polar
(ZANA, 2005).

Zwitterionico
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No interior do liquido, as moléculas da agua interagem com as moléculas vizinhas,
em todos os sentidos, o que possibilita a aproximacgédo das moléculas, por conta das forcas
de atracdo, mas a acgao das forgas repulsivas impede que duas ou mais moléculas ocupem
0 mesmo espago ao mesmo tempo, criando um distanciamento entre elas (Figura 3.3). Por
outro lado, as moléculas situadas na superficie livre do liquido interagem apenas com as
moléculas situadas lateralmente e as localizadas bem abaixo da superficie. Como resultado
das interagcdes que ocorrem na superficie e no interior do liquido, tem-se a formacao na
superficie da agua de uma espécie de membrana, representada pela tensao superficial, uma
vez que para rompé-la é necessario aplicar uma determinada forca, que pode ser definida
como “a medida da energia livre da superficie por unidade de area necessaria para trazer
uma molécula do interior do liquido para a superficie "(MANIASSO, 2001; ZANA, 2005).

Figura 3.3 - Esquema mostrando as for¢cas moleculares envolvidas na formacgdo da
membrana (tensao superficial) (ZANA, 2005).

Quando a concentragao de surfatante na solugéo cresce, a quantidade de surfatante
na camada superior do sistema aquatico (interface ar/agua - Figura 3.4 A) cresce até o
ponto em que a superficie satura (Figura 3.4 B). A partir desse ponto, a concentragdo em
solugdo pode ser, ainda, incrementada e o surfatante pode se apresentar, ainda, na forma

molecular dispersa na solugéo (Figura 3.4 B).
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Figura 3.4 — Representacgao da interagao das moléculas de surfatante em um sistema
agua-ar (A: saturagao da superficie;B: monémeros em solugéo).Fonte: ZANA, 2005.

Contudo, a energia livre do sistema cresce em virtude do aumento da concentragao
do surfatante em solucéo, elevando, assim, o numero de cadeias hidrofébicas em contato
com a agua. A partir desse momento, conforme pode ser visualizado na Figura 3.5, as
moléculas tendem a se auto-organizar em micelas para diminuir a energia livre do sistema
(ZANA, 2005). Micela (do latim mic(a) = grao; e ella = sufixo para pequeno) indica o aspecto
visual da estrutura formada (FUHRHOP et KONING, 1999).

As micelas sao espécies termodinamicamente estaveis no equilibrio quimico quando
os surfatantes estéo livres em solugéo, sendo um processo espontaneo e reversivel (ZANA,
2005). Devido a presenca de surfatantes, uma menor energia é requerida para trazer uma
molécula até a superficie e a tensao superficial é reduzida. Por exemplo, um bom surfatante
permite baixar a tenséo superficial da agua de 72 para 35mN/m (MULLIGAN, 2005). De
modo analogo, a presenca de surfatante pode reduzir a energia entre dois liquidos
imisciveis, denominada tensao interfacial. Por isso, a eficacia de um surfatante costuma ser
determinada por sua capacidade de reduzir a tensao superficial ou a tensao interfacial dos
sistemas.

As micelas se formam apds uma determinada concentragdo, denominada

Concentracao Micelar Critica (CMC). Essa concentragao de surfatante corresponde a menor
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quantidade requerida para maior reducdo da tensao superficial, a qual é influenciada pela
temperatura, forga i6nica e pH (MULLIGAN, 2005).

Propriedades fisicas

Mondmero Micela

? cMC j%%%}

o

Solubilidade

Tenséao
superficial

Tensao

interfacial

Concentragao do surfatante

Figura 3.5 - Tensao superficial, tensao interfacial e solubilidade em fun¢do da concentragao
de surfatante (MULLIGAN, 2005).

Os compostos insoluveis ou pouco soluveis em agua podem ser solubilizados no

interior das micelas, na regido apolar, como exposto na figura 3.6 (MULLIGAN, 2005).

'Compostos

Organicos

Figura 3.6 - Representagdo esquematica da solubilizagdo de compostos apolares no

interior de micelas.
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Alguns surfatantes podem se auto-organizar na forma de camadas duplas chamadas
vesiculas, ou lipossomos quando formado por fosfolipidios (ZANA, 2005). Tais estruturas
(Figura 3.7) sao influenciadas pela natureza do solvente, que este apolar ou polar, a

possibilidade da interagao com ions vizinhos e pela natureza dos monémeros do surfatante
(SANZ-MEDEL et al., 1999).

i

Monoémero
Micela f;«-m%) A‘“ :::)
e A

Micela cilindrica Vesicula

Figura 3.7 - Representacdo esquematica de algumas estruturas organizadas de surfatantes
(SANZ-MEDEL et al., 1999).

Vesiculas, em geral, sdo bem menos dindmicas que as micelas e formam agregados
mais estaveis. A dindmica de interacdo de solutos com as vesiculas é controlada pela
estabilidade cinética vesicular. Essa interacao, responsavel pela manutencado de solutos no
interior de vesiculas, € bem maior do que nas micelas (ZANA, 2005).
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3.2 Biossurfatantes

3.2.1 Aspectos gerais

Segundo Bognolo (1999), o termo biossurfatante € definido como uma molécula
tensoativa (surfatante) produzida por células vivas, como vegetais (como saponinas), micro-
organismos (glicolipidios, por exemplo) e, inclusive, por animais de grande complexidade
estrutural (incluindo o homem) como, por exemplo, os acidos biliares.

Pelo fato do reduzido tempo de geracdo dos micro-organismos (tempo em que uma
célula leva para formar outra idéntica por divisdo mitética, ou seja, sem perda de material
genético) em comparagdo com o tempo de geracao de plantas e/ou animais (formacao de
novos individuos completos ou crescimento celular em meio apropriado), os primeiros sdo
preferenciais como fontes produtoras de tensoativos bioldgicos (LANG, 2002). Apesar de
sua importancia biolégica, os biossurfatantes tém sido alvo de pesquisas sistematicas ha
menos de meio século, inseridos no contexto de trabalhos direcionados para o
desenvolvimento de novos antibidticos, quando se observou que muitas das culturas haviam
desenvolvido um comportamento tensoativo ao final do crescimento (BOGNOLO, 1999).

Apesar da grande diversidade estrutural dos biossurfatantes, esses apresentam
alguns aspectos em comum, tais como (DESAI et BANAT, 1997; NITSCHKE et PASTORE,
2002; REIS, SERVULO et DE FRANCA, 2004; MULLIGAN, 2005; HAMME, SINGH et
WARD, 2006):

* Baixa toxicidade - os biossurfatantes sdo moléculas naturais e, comprovadamente,
nao causam danos aos seres vivos estruturalmente mais complexos (plantas e
animais), embora alguns possam ter acao antimicrobianos;

* Biodegradabilidade - sao facilmente degradaveis na agua e no solo, o que os torna
adequados para diferentes aplicagdes ambientais ;

» Tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica - sdo moléculas naturalmente produzidas
por micro-organismos em diferentes condicbes ambientais para exercer diferentes
funcdes. Evolutivamente, foram selecionadas as moléculas estaveis e ativas nas
condi¢des ambientais mais adversas. Alguns tensoativos biolégicos s&o capazes de
suportar concentragéo de até 10% de NaCl, enquanto uma concentragéo salina de 2-

3% é suficiente para inativar surfatantes quimicos convencionais (BOGNOLO, 1999).
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3.2.2 Tipos de biossurfatantes

A maior parte desses compostos s&o anibnicos ou neutros. Apenas alguns sao
catibnicos, como os que apresentam um grupamento amino. A porgao hidrofébica da
molécula é constituida de uma ou muitas cadeias longas de acidos graxos, com um numero
entre 10 e 18 atomos de carbono, enquanto a porgcao hidrofilica pode ser um carboidrato,
um aminoacido, um peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou alcool (BANAT, 1995;
BOGNOLO, 1999; MULLIGAN, 2005).

Uma forma de classificar os biossurfatantes é através de sua massa molecular
(Tabela 3.2). As moléculas de baixa massa molecular baixam a tensao superficial de forma
mais eficiente, enquanto as de alta massa molecular se caracterizam por formar emulsdes
de sistemas oOleo/agua mais estaveis. A massa molecular dos biossurfatantes, geralmente,
situa-se entre 500 e 1500 Da e seu valor de CMC varia de 1 a 300 mg/L (ROSENBERG et
RON, 1999; BODOUR et al, 2004; HAMME, SINGH et WARD, 2006).

Tabela 3.2 — Classificagdo dos biossurfatantes produzidos por diferentes micro-organismos.

Classe Biossurfatante Micro-organismo

Baixa massa Ramnolipidio Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea

molecular Trealolipidios Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus erythropolis,
Soforolipidios Candida lipolytica, Torulopsis bombicola

Celobioselipidios  Ustila maydis

Surfactina Bacillus subtilis, B. papumilis
Fosfolipidios Acinetobacter sp., Acidithiobacillus thiooxidans
Lipopeptidios Bacillus subtilis, B. papumilis, B. licheniformis,

P.syringae, P. fluorescens

Flavolipidios Flavobacterium sp.
Gramicidina Bacillus brevis
Serrawetina Serratia marcescens
Alta massa Alasan Acinetobacter redioresistens
molecular Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Fonte: ROSENBERG et RON, 1999 e HAMME, SINGH et WARD, 2006.
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A presenca de diferentes porgdes hidrofilicas faz com que os biossurfatantes sejam

agrupados em diferentes classes, de acordo com sua composigao, sendo eles:

Glicolipidios — Sao os biossurfatantes mais conhecidos. Sao constituidos por
carboidratos (acucares) combinados com acidos alifaticos ou hidroxialifaticos (DESAI et
BANAT, 1997). Por vezes, a mesma espécie microbiana é capaz de produzir diferentes tipos
de glicolipidios, dependendo da fonte de carbono disponivel para seu crescimento (DESAI
et BANAT, 1997; COSTA, NITSCHKE et CONTIEIRO, 2008). Para exemplificar algumas

estruturas de glicolipidios, a seguir sdo apresentadas as figuras 3.8, 3.9 e 3.10.

O—CH—(CH,);—CH,

H 0] (|3H2
CH, c=0

OH OH

Figura 3.8 - Estrutura de um ramnolipidio (DESAI et BANAT, 1997).

CH,OR |CH3
or—O0—CH
OH
(C|3Hz)15
HO COOCH
ROH,C 0
—O0
OH
H
OH

Figura 3.9 - Estrutura de um soforolipidio (DESAI et BANAT, 1997).
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Figura 3.10 - Estrutura de um trealose lipidio (DESAI et BANAT, 1997).

Fosfolipidios — Sao formados por uma molécula de glicerol unida a dois acidos
graxos por meio de ligagbes éster e a um grupamento fosfato. Quando determinadas
espécies de bactérias e leveduras sao crescidas em meio com grandes concentragdes de
hidrocarbonetos, ocorre um aumento consideravel do teor de fosfolipidios dentro das células
microbianas (BOGNOLO, 1999). Beebe et Umbreit (1971) relataram a produgédo de trés
diferentes fosfolipidios em meio exaurido (apdés o crescimento) para Acidithiobacillus
thiooxidans, tendo S° (insoltvel) como fonte de energia. O fosfolipidio encontrado em maior

proporgéo foi o fosfatidilglicerol.

Figura 3.11 - Estrutura de um fosfatidilglicerol.
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Lipopeptideos — Sdo compostos produzidos, principalmente, por espécies do género
Bacillus. Essas moléculas apresentam propriedades tensoativas, sendo que algumas
também possuem propriedades antimicrobianas. Sao exemplos de lipopeptideos: viscosina,
subtilisina e surfactina (Figura 3.12) (DESAI et BANAT, 1997).

l-Asp —— D-Leu —L—Leu—Cl) (|3H3
HC— -
Lval (G
\ (|3H2 CH,4
D-Leu — L-Leu —— [=Glu—C=0

Figura 3.12 - Estrututra da surfactina (DESAI et BANAT, 1997).

Polimérico — Emulsan (Figura 3.13) é o biossurfatante polimérico mais estudado. E
formado por um complexo de polissacarideos e proteinas. Acinetobacter calcoaceticus RAG-
1 produz este potente bioemulsificador (DESAI et BANAT, 1997).

iy
CH
o (o
(CHy)g ?HOH
CH,
CHOH |
| C=0
|
O (0]
- (|3H C CH, -
2 HO o o 00
(0]
O
NH NH
Ho M ! o]
C=0 Cc=0
Cc=0 | |
CH
CHj (C|3H2)12 3
CH3

Figura 3.13 - Estrutura do emulsan (DESAI et BANAT, 1997).
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Flavolipidios — Nova classe de biossurfatantes, primeiramente caracterizados por
Bodour et al. (2004). A estrutura do flavolipidio € mostrada na Figura 3.14. Os grupamentos
polares de todos os flavolipidios foram previamente determinados como estruturalmente
semelhante a artrobactin, notadamente quelantes de ferro, e esta estreitamente ligada a
estrutura de aerobactin. Isso resulta de uma fragdo de acido citrico e duas moléculas de
cadaverina. O grupamento apolar € composto por dois grupos acidos de cadeia ramificada,
R e R', variando de 6 a 10 atomos decarbono. Esses grupos acidos podem substituir os
grupos acetil encontrados em artrobactin e aerobactin, aumentando o comprimento da

cadeia para 17 a 21 carbonos.

o H
R 12.NJo N
T Y=o
O RII |
i
HO —(li —(%OOH
CH,
O Ru |
; /lL /C =0
R |}| N
OH H
ReR' R"
Flavolipidios (CH5),CH(CH_),CH=CH (1) elou
(CH3),CH(CH2)n CH,CH (S)n=0até 4
Artrobactin CH; H
Aerobactin CH; COOH

Figura 3.14 - Estrutura do flavolipidio e sua correlagcdo com outros biossurfatantes
(BODOUR et al., 2004).
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3.3 O género Flavobacterium

Flavobacterium € uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonetes finos, de 0,3
a 0,5 ym por 2 a 5 ym. Sob certas condigdes nutricionais podem formar filamentos de
células (10 a 40 um). As espécies desse género sao aerodbias estritas ou facultativas, e se
movimentam por deslizamento, excluindo Flavobacterium branchiophilum. Nao apresentam
flagelos. Algumas espécies desse género sao patdgenos oportunistas, podendo inclusive,
infectar seres humanos (BERNADET et BOWMAN, 2006).

Muitos aspectos da fisiologia e bioquimica acerca do género estdao por ser
descobertos, pois, baseado em observacbes fenotipicas, o género se apresenta muito
diverso metabolicamente. Entende-se por fendtipo as caracteristicas herdaveis e
observaveis. (BERNADET et BOWMAN, 2006).

Os membros do género Flavobacterium podem ser encontrados em uma diversidade
de habitats e em diferentes condigdes ambientais. Ocorrem, geralmente, em ambientes
aquaticos, tanto em agua doce como salgada, porém, também podem ser isolados de solos
naturais e impactados por diferentes contaminantes (BERNADET et BOWMAN, 2006).

Representantes desse género podem produzir, basicamente, dois tipos de
pigmentos: carotendides e/ou flexirubina (BERNADET et BOWMAN, 2006). A localizacao
dos pigmentos € diferenciada: os carotendides estdo dispersos no citoplasma enquanto a
flexirubina esta presente na parte exterior da membrana celular. Os pigmentos geralmente
nao se difundem no meio. O conhecimento da natureza do pigmento pode ser util, visto que
os carotendides usualmente sdo produzidos por membros marinhos, enquanto a flexirubina
€ associada as espécies com membros que habitam aguas doces e solos. Uma mesma
linhagem microbiana pode produzir ambos os pigmentos, sendo que algumas podem né&o
produzi-lo (BERNADET et BOWMAN, 2006).




18

3.4 Fungoées biologicas dos biossurfatantes

Embora a exata fungao fisioldgica dos biossurfatantes ainda nao tenha sido
completamente elucidada, sabe-se que exercem influéncia sobre a sobrevivéncia de micro-
organismos por estarem relacionadas com (LANG, 2002; HAMME, SINGH et WARD,
2006):

e mobilidade - movimentacdo, deslizamento, ou ainda, desprendimento de
superficies;

« interacbes entre células — formacao, manutengao e maturacéo de biofilme;

¢ patogénese;

e quorum sensing — mecanismo de comunicacao entre células geralmente estimulada
por mudangas ambientais e populacionais;

¢ amensalismo — ou seja, a inibicdo do crescimento de outras populagdes;

e acesso ao substrato — através do contato direto interfacial e pseudossolubilizacao.

A mobilidade celular € um processo essencial ao micro-organismo na busca por
novos ambientes a serem colonizados para um continuo crescimento e multiplicagado da
populacdo. Um complexo mecanismo de detecgdo e sinalizacdo permite que os micro-
organismos desloquem-se em resposta aos fatores externos (luz, pH, potencial redox,
nutrientes, substancias toxicas) e internos (for¢a préton motora). Uma vez recebido o sinal e
decifrado, o movimento pode ocorrer via rotacao flagelar ou deslizamento, por meio de um
movimento friccional da membrana protéica contra a superficie. Neste caso, se o micro-
organismo estiver na interface, moléculas de biossurfatantes podem ser secretadas para
reduzir a tensao interfacial e facilitar o movimento da colénia como uma unidade (HAMME,
SINGH et WARD, 2006).

Como forma de assimilar hidrocarbonetos insolUveis em agua e solos, alguns autores
relacionam a produgcdo de moléculas tensoativas como mecanismos de obtencdo dos
mesmos (LANG, 2002; HAMME, SINGH et WARD, 2006). O mecanismo pode consistir no
contato direto das células com grandes goticulas de 6leo, sem que haja emulsificagédo, ou
pelo contato com pequenas goticulas de 6leo, levando a emulsificacao. No primeiro caso, o
biossurfatante fica retido na por¢céo externa da superficie celular, facilitando a ligagéo e o
subsequente transporte do composto hidrofébico para o interior da célula. No segundo caso,

0 micro-organismo pode ter acesso ao substrato pseudossolubilizado em micelas de
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surfatantes ou emulsdes.

Knickerbocker et al. (2000) relataram que a colonizagdo de enxofre S° (insoltvel) se
da por meio da producao de fosfolipidios por Acidithiobacillus thiooxidans, onde, para esta
espécie, as interagdes hidrofobicas sao importantes para a adesao celular nos granulos de
enxofre e posterior metabolizagao.

E possivel que alguns biossurfatantes sejam, também, produzidos como moléculas
de carbono para armazenamento externo, e ndo como agentes interfaciais. Por exemplo,
HOMMEL et al. (1994) sugeriram que soforolipidios de Candida albicans, crescendo em
glicose ou frutose, sdo produzidos para esta finalidade ou como uma adaptacéo a alta forga
osmodtica.

Fatores de ordem econdmica depdem contra o emprego de surfatantes de origem
biolégica, visto que seu custo de produgdo ainda ndo é vantajoso frente aos seus
concorrentes quimicos (HOLMBERG, 2001). Makkar et Cameotra (1999) estimaram que
50% do preco do bioproduto advém do meio fermentativo. Em face dessa problematica,
busca-se a diminuicdo do custo de produgdo dos mesmos utilizando substratos orgénicos

alternativos como os residuos agroindustriais e industriais.

3.5 Insumos de baixo custo

3.5.1 Oleo de soja

Segundo a Resolugdo RDC n° 253, de 15 de setembro de 2005 (ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), definem-se 6leos vegetais e gorduras como os produtos
constituidos, principalmente, de gliceridios de acidos graxos de espécie(s) vegetal(ais).
Também podem conter pequenas quantidades de outros lipidios como fosfolipidios,
constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres naturalmente presentes no 6leo ou na
gordura. Os oleos vegetais se apresentam na forma liquida a temperatura de 25°C e as
gorduras vegetais se apresentam na forma sdlida ou pastosa a temperatura de 25°C.

Os 6leos vegetais constituem um dos mais importantes derivados das plantas, com
uma produgao nacional da ordem de 6 milhdes de toneladas no ano de 2008. Cerca de dois
tercos desta producao é usada em produtos alimenticios, sobretudo fritura de alimentos.
Estes dleos também fazem parte da dieta humana, onde mais de 90% dos 6leos produzidos
séo de origem vegetal, usados em comidas e em produtos industrializados comestiveis.

Na figura 3.15 & possivel observar o incremento na producéo de 6leo de soja, bem




20

como o0 aumento crescente do consumo interno.

65007 [m—m Producéo

6000 [—®— Consumo interno
| |—*—Exportacéo

5500

5000

Producéo (em 1000 t)
&
8
|

3000
2500
2000
1500 —
100 4+4———W——p—FF—+F"—"—7"—"—7"—"—T7—"—7—"
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Ano

Figura 3.15 - Produgao, consumo interno e exportacdo de oleo de soja.
Fonte dos dados ABIOVE (www.abiove.com.br).

Em 2008, o governo brasileiro decidiu aumentar a mistura obrigatéria de biodiesel ao
diesel comum, e o setor de insumos pode sentir o impacto de tal decisao, pois cerca de 80%
do biodiesel brasileiro é produzido a partir de 6leo de soja. Como reflexo, observa-se no
mesmo ano uma diminuigdo na exportacdo do produto, face a necessidade de atender a
demanda interna da matéria-prima (www.biodieselbr.com).

A fritura por imersao € provavelmente um dos processos mais dindmicos no que
tange a transformacdo dos alimentos. Essencialmente, o processo envolve a imersdo do
alimento no 6leo quente, que é, normalmente, reaproveitado ou completado por diversas
vezes com oleo novo, antes da sua disposigéao final.

A maioria dos processos de fritura ocorre em temperaturas entre 175-195 °C. Ja os
produtos extrusados geralmente sao fritos a 190-215 °C. Essas altas temperaturas e a
presenca de ar na mistura iniciam uma série de modificagdes quimicas e fisicas no dleo

utilizado, resultado da decomposicédo dos constituintes neles presentes (SANIBAL et
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MANCINI FILHO, 2004; ALADEDUNYE et PRZYBYLSKI, 2009).

Sanibal et Mancini Filho (2004) estudaram as transformag¢des quimicas dos
constituintes do 6leo de soja (Tabela 3.3) por ciclos de 5 horas diarias de aquecimento em
fritadeira elétrica a temperatura controlada de 180°C = 5°C por 10 dias, totalizando um
periodo de fritura de 50 horas. A cada hora foram realizadas duas frituras de batatas palito
pré-fritas congeladas. Analisando a tabela pode-se observar uma redugdo expressiva da
porcentagem de acidos graxos poli-insaturados, bem como um incremento da porcentagem

de acidos graxos monoinsaturados frans.

Tabela 3.3 - Composigao percentual de acidos graxos de 6leo de soja em diversos tempos

de utilizagcdo no processo de fritura por imersao de batata palito.

Tempo de fritura (horas)

Acidos graxos

0 10 20 30 40 50
Nao identificados 0,07 0,22 0,27 0,37 0,24 0,40
Total saturados 15,24 17,38 18,94 21,01 22,59 23,26
Total monoins. 22,69 23,89 24,75 25,95 26,67 26,64
Total polins 59,90 52,95 46,61 40,45 35,54 32,58
Total mono trans 0,00 2,10 6,35 9,11 11,99 14,27
Total poli trans 2,10 3,26 3,08 3,11 2,97 2,85

Fonte: SANIBAL et MANCINI FILHO, 2004.

Costa, Nitschke et Contieiro (2008) observaram diferengas nas propriedades de
ramnolipidios produzidos por duas cepas diferentes do género Pseudomonas (LMI 6¢c e LMI
7a), isoladas de solos de aterros pertencentes a industrias de 6leos, abatedouros de aves e
postos de gasolina. Esses isolados foram crescidos utilizando quatro diferentes substratos
insoluveis (6leo de soja usado, borra de soja, gordura de frango e gordura vegetal) como
fonte de carbono. Essas diferencas podem estar associadas a diferengas na composicao
dos 6leos e na atividade de algumas enzimas bacterianas, como lipases (SHABTAI et DAYA-
MISHNE, 1992).

3.5.2 Levedura residual cervejeira

As células ativas da levedura Saccharomyces sao utilizadas de diferentes formas na

industria, sobretudo na panificacdo e fermentacéo alcodlica. Na forma inativa, comumente
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tem sido utilizada como alimento na racdo animal como fonte de proteinas e outros
nutrientes. Na alimentacdo humana s&o utilizadas principalmente na forma de derivados,
como complemento nutritivo, aromatizante e realgador de sabor (YAMADA et al., 2003).

A espécie Saccharomyces cerevisae utilizada como agente de fermentagédo (paes,
cerveja, alcool etilico) é produzida de tal forma, que os processos sdao bem controlados e
exibem alto grau de pureza (YAMADA et al., 2003).

Nas destilarias de alcool (etanol) e nas cervejarias, ao final do processo de
fermentacéao, as leveduras sdo separadas do mosto fermentado e reutilizadas como inéculo
em nova fermentacgéo. O reaproveitamento das células é feito no maximo cinco vezes, por
causa de reducao da viabilidade celular e do nivel de contaminagao. Quando as células nao
podem ser mais reaproveitadas, sao normalmente tratadas termicamente, e usadas
diretamente (células integras) ou processadas para obtencéo de derivados (YAMADA et al.,
2003). Note-se ainda que ocorre crescimento celular durante o processo fermentativo, o que
gera excedentes de células de levedura.

Além de apresentar elevado teor de proteina (30% a 70%), os produtos de levedura
sao ricos em vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, acido pantoténico, niacina, acido fdlico e
biotina), e sais minerais, sendo os micro e macro elementos, particularmente selénio e fibra
dietética (YAMADA et al., 2003).

3.6 Fatores que influenciam na producgao de biossurfatante

Nos processos produtivos industriais a palavra-chave é eficiéncia. Por eficiéncia
entende-se maior quantidade produzida com o menor tempo. Nos bioprocessos, maiores
produtividades podem ser alcangadas pelo emprego de: linhagens mais adaptadas (indugéo
de mutagao, engenharia genética, isolamento de cepas novas, selecao direcional); meios de
cultivo e condicdes ambientais (fatores abidticos) mais adequados (pH, temperatura,
agitacao e aeracao). Por outro lado, para a diminuicdo de custos busca-se, a priori, insumos
de menor custo, principalmente das fontes de carbono e nitrogénio, visto serem utilizadas
em maiores quantidades (DESAI et BANAT, 1997; MUKHERJEE, DAS et SEN, 2006;
AMEZCUA-VEGA et al., 2007; SINGH, HAMME et WARD, 2007).

Pelo fato de uma gama de micro-organismos sintetizarem biossurfatantes a partir de
diferentes substratos como fonte de carbono, por exemplo, acglcares, Oleos vegetais,
residuos agroindustriais, alcanos, entre outros, fazem-se necessarios estudos especificos
para cada substrato/linhagem visando sua otimizacao (SINGH, HAMME et WARD, 2007).
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A literatura aponta para uma diversidade de fontes de carbono e nitrogénio que foram
empregadas na producado de biossurfatantes por diferentes espécies de micro-organismos. A
seguir sado descritos alguns resultados publicados que corroboram as diferengas
supracitadas, e como a composicdo do meio interferiu na sintese dos bioprodutos.

Thaniyavarn et al. (2006) obtiveram diferencas significativas de rendimento para a
producdo de ramnolipidios pela linhagem Pseudomonas aeruginosa A41 a partir de
diferentes fontes de carbono (2% v/v): azeite de oliva, 6leo de palmeira, 6leo de coco, acido
laurico, acido miriastico, acido palmitico, acido estearico, acido oléico e acido linoleico. A
maior concentragao do bioproduto, 6,58 g/L, foi obtida pelo cultivo em azeite de oliva. No
entanto, para o 6leo de coco e o de palmeira foram produzidos apenas 2,9 g/L de
ramnolipidios. Segundo os autores, apesar do menor rendimento, o éleo de palmeira é mais
vantajoso do ponto de vista econdmico e da sua disponibilidade, visto ser no sudeste
asiatico uma fonte abundante e de baixo custo.

Haba et al. (2000) obtiveram produgdes similares de ramnolipidios, de 2,7 g/L, a
partir dos 6leos residuais de fritura de azeite de oliva e de 6leo de girassol, embora com
propriedades (determinadas pela técnica de deslocamento do 6leo) diferenciadas em fungao
do tamanho dos acidos graxos (C12>C14>C16) e do grau de saturagéo (C18:2>C18:1) do
Oleo. Lima et al. (2009), trabalhando com outra linhagem de Pseudomonas aeruginosa,
obtiveram maiores concentragdes de ramnolipidios (3,3 g/L), utilizando 6leo de soja residual
da fritura de alimentos como fonte de carbono; embora, como salientado pelos autores, a
otimizagdo da aeragao e agitacdo tenham sido fundamentais para o aumento do rendimento.

Reis, Sérvulo et Franga (2004) estudaram o efeito de diferentes fontes de carbono
(20 g/L) - agucar cristal, caldo de cana, vinhoto, glicerol, manitol e 6leo de soja - no
crescimento celular e na modificagao da tensado superficial do meio de cultura por Bacillus
subtilis ATCC 6633. Todas as fontes de carbono testadas foram favoraveis ao crescimento e
producao de biossurfatante, embora os valores maximos tenham sido obtidos para o agucar
cristal. O melagco favoreceu o crescimento celular em detrimento da producdo de
biossurfatante, provavelmente pelo fato do subproduto da industria agucareira conter alguns
elementos (sais € aminoacidos) que favorecem o crescimento celular. Segundo os autores,
a producao de biossurfatante e o crescimento celular ndo foram influenciados pelo pH inicial
do meio na faixa de 5,5 a 8,5.

Santa Anna et al. (2002), variaram a fonte de nitrogénio (nitrato de sddio, sulfato de
amonio e ureia) e a relagdo C/N, obtendo valor maximo de 3,16 g/L de ramnolipidio para P.

aeruginosa PA1 crescida em nitrado de sédio, na relagao C/N 60.
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llori, Amobi et Odocha (2005), estudando os fatores que afetam a producdo de
biossurfatante por Aeromonas sp. evidenciaram producdo mais rapida de glicolipidio a partir
de graos de soja como fonte de nitrogénio do que utilizando nitrato de aménio, de 2 e 6 dias,
respectivamente. A adigao de NaCl (0,5 a 20% p/v) também estimulou a produgéo, sendo
obtido o maximo de produgdao com 5%.

Na Tabela 3.4 estdo relacionadas algumas vantagens do emprego de diferentes
matérias-primas, inclusive residuos agroindustriais, nos processos produtivos (MAKKAR et
CAMEOTRA, 1999).

Tabela 3.4 — Vantagens e desvantagens da utilizacdo de substratos de baixo custo para a

producdo de biossurfatantes.

Fonte de carbono

Vantagem

Desvantagem

Carboidratos

Abundante na maioria das
de

(agricultura, silvicultura)

regides agronegocios

Baixo custo dos residuos

Baixas conversdes de todo o
substrato na producdo de

biosurfatantes lipidicos

Abundante em  algumas Cysto de producdo do
regidbes com fontes de pjossurfatante atrelado ao
petroleo preco do petroleo (quando
Hidrocarbonetos n&o é residuo)

Altos rendimentos na Utlizacdo de residuos de
producdo de glicolipidios hidrocarbonetos ainda pouco
quando fornecido carboidratos €studado

Abundante em  algumas Custo de produgdo do
regibes de agronegdcios biossurfatante atrelado ao

Trigliceridios, acidos
graxos, Oleos vegetais e

gordura animal

(agricultura, silvicultura,

suinocultura, avicultura)

Altos

producgao

rendimentos
de

quando fornecido carboidratos

na

glicolipidios

preco de Oleos vegetais néo
residuais e ao pregco das

gorduras animais

Fonte: MAKKAR et CAMEOTRA, 1999.
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3.7 Aplicacao dos biossurfatantes

Os biossurfatantes, diferentemente dos surfatantes sintéticos, apresentam
propriedades de agao especifica, e maior tolerancia no que tange as condigdes ambientais
(pH, forgca ibnica, temperatura, etc) (BOGNOLO, 1999), o que contribui para seu uso
preferencial em aplicagées mais nobres (SINGH, HAMME et WARD, 2007). Na Tabela 3.5

foram compiladas algumas possiveis aplicagdes industriais dos biossurfatantes.

Tabela 3.5 - Diferentes aplicagcbes dos biossurfatantes quimicos e forma de atuacéo.

Industria Aplicacéo Papel do surfatante

Petrdleo Recuperagao de Incremento da recuperacao de 6leo; estimulagdo da
Oleo e de- liberagdo do O6leo em capilares; molhamento de
emulsificacao superficies soélidas; diminuicdo da tensao superficial e

interfacial; solubilizacdo de o6leo.

De-emulsificagcdo de emulsbes de 6leo, reducdo da

viscosidade, agente tensoativo

Ambiental Biorremediacgao Solubilizacdo e incremento da degradagdao de

hidrocarbonetos; remogao de metais pesados;

Alimentar Emulsificacéo e Emulsificacao; de-emulsificacao; espumante;

de-elmusificacdo  antiespulmante; agente lubrificante

Estudos Microbiologia Comportamento e fisiologia celular; comunicagao
Biolégico celular; acesso a nutrientes; amensalismo; antibidticos

(bactérias e fungos), agente antiviral, agente adesivo;

Bioprocesso Processos Biocatalise em ambientes de duas fases, recuepragao
"Downstreaming”  de produtos intracelulares; incremento na produgao de

enzimas extracelulares

Cosmético Saude e produtos  Emulsificante; agente espumante; agente
de beleza antimicrobiano; mediador de agao enzimatica

Mineracao Tratamento de Utilizacdo como sequestrante de metal pesado em
efluentes sistema de flotagao

Quimica Sintese Sintese de nano tubos;
Analitica Criacao de ambientes favoraveis a catalise de reagdes

Fonte: ZOBOULIS et al.,2003; SINGH, HAMME et WARD, 2007; PALANISAMY, 2008.




26

O emprego de biossurfatantes na biorremediacdo é realizado, basicamente, para
auxiliar na remogao de compostos insoluveis, ou seja, compostos apolares e na remogao ou
quelacdo de metais pesados. Urum et Pekdemir (2004), trabalhando com diferentes
biossurfatantes (aescina, lecitina, ramnolipidio, saponina e tanino), obtiveram como melhor
removedor de 6leo cru em solo o tanino, retirando cerca de 60% da contaminacéo inicial de
87,5 mg/kg do referido 6leo. Para tal descontaminacgao foi utilizado uma solugdo 0,004% de
tanino em agua.

Desai et Banat (1997) verificaram que a adi¢cdo de emulsan ao Boscan (6leo cru
pesado venezuelano) resultou num efetivo decréscimo de sua viscosidade, de um valor de
200.000 cP para 100 cP. Apés a aplicacao do biossurfatante foi possivel transportar o éleo
através de oleoduto comercial por 26.000 milhas. Uma outra aplicagédo relacionada com a
industria do petroleo esta na limpeza de reservatérios de 6leo. Residuos e fracbes de 6leos
pesados que se depositam no fundo de tanques de estocagem sao altamente viscosos e
podem se tornar depdsitos solidos dificeis de serem removidos por bombeamento
convencional. A remogao requer, normalmente, lavagens com solventes ou limpeza manual,
ambas perigosas, demoradas e caras. Como alternativa na redugdo da viscosidade e
formagdo de emulsédo 6leo/agua, estuda-se a possibilidade do emprego de biossurfatantes
para estas finalidades (BOGNOLO, 1999).

Ja na remocdo de metais, que ndo sdo passiveis de degradagdo, ou seja,
transformacdo em outro composto menos téxico, o tratamento é voltado para a
concentragao, como, por exemplo, a precipitacdo ou o sequestro e posterior disposicao final
de forma ambientalmente correta (SINGH et CAMEOTRA, 2004). Zouboulis et al. (2003)
utilizaram surfactina e liquenisina (como sorvente ou adsorvente coloidal) na separagéo de
Cr®, Zn** e Fe** de goetita através de métodos de flotagdo, ambos os biossurfatantes foram
capazes de remover Cr®* (50 mg/L) em pH 4. A surfactina se mostrou efetiva na remogao de
Zn* (50 mg/L), enquanto a liquesina se mostrou ineficiente. Bodour et al. (2004) verificaram
que os flavolipidios podem quelar Cd?*, porém sio mais eficientes para a complexagdo de
Fe*, em virtude da formagao de complexos mais estaveis. No mesmo estudo, a constante
de estabilidade encontrada para o complexo Cd-flavolipidio (3,61) foi semelhante a de
outras constantes de estabilidade determinadas para outros ligantes organicos como, por
exemplo, acido acético (1,2 a 3,2), acido oxalico (4,1) e acido citrico (4,5).

Na quimica analitica, muitas das propriedades dos surfatantes sao importantes,
dentre elas, a formagao de micelas, que oferecem interessantes perspectivas na area dos

métodos cinéticos de analises, pois criam ambientes cataliticos (MANIASSO, 2001). Dentro
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da quimica aplicada, Xie, Ye et Liu (2006) utilizaram ramnolipidios na sintese in situ de
nanoparticulas de prata, dentro de micelas reversas, ou seja, uma microemulsdo de agua
em O6leo. Os autores relatam que o diagrama de fase ramnolipidio/n-butanol/n-heptano/agua
€ um sistema pseudoternario favoravel a sintese de nanoparticulas. Palanisamy (2008)
também utilizou ramnolipidios na sintese de nanotubos de NiO.

Diversos biossurfatantes apresentam atividade antimicrobiana, permitindo o seu
emprego também na industria farmacéutica. Por exemplo, iturina, um lipopeptideo produzido
por linhagens de B. subtilis, apresenta atividade antifungica, através do rompimento da
membrana plasmatica por formacao de pequenas vesiculas e agregados em particulas
intramembranares (SINGH et CAMEOTRA, 2004). Os autores relatam a surfactina como
poderoso agente de terapia trombolitica, indicando o seu uso para o tratamento de doencgas
relacionadas com o pulmao, miocardio e cérebro. Dentre as vantagens da utilizacao da
surfactina, sdo citadas a reducao dos efeitos colaterais (desordens causadas pela utilizagdo
de algum medicamento) e a possibilidade de administracdo por longos periodos.

As propriedades dos biossurfatantes também podem ser extremamente Uteis na
industria alimentar. A acdo combinada das caracteristicas antiadesiva, emulsificadora e
antimicrobiana de alguns biossurfatantes tem chamado atengcdo no que tange a aplicagéo
em alimentos como agente de remocéao de biofilme (NITSCKE et COSTA, 2007).

3.8 Planejamento experimental

Na pesquisa, busca-se, a priori, saber dentre as varidveis passiveis de
estudos/observagbes, quais sdo aquelas que influenciam o sistema de forma mais
proeminente, ou seja, que sua modificagdo acompanhe uma modificagcdo no sistema
(CALADO et MONTGOMERY, 2003). Segundo estes autores, o planejamento experimental
€ uma das técnicas estatisticas utilizadas para determinar as variaveis que exercem maior
influéncia no desempenho do processo. Esta técnica, associada a analise de superficies de
resposta, fornecem informagbes seguras sobre o processo, diminuindo o empirismo que
envolve técnicas de tentativa e erro (RODRIGUES et IEMMA, 2005). Para se ter éxito no
planejamento experimental, o experimentador deve arquitetar os ensaios de forma que eles
sejam capazes de fornecer informagdes que resultem na objetividade cientifica (NETO,
SCARMINIO et BRUNS, 2002).

Portanto, ainda citando Calado et Montgomery (2003), os pesquisadores podem

determinar as variaveis que exercem maior influéncia no sistema, tendo como resultado:
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1. reducdo da variagdo do processo e melhor concordancia entre os valores
nominais obtidos e os valores pretendidos;
reducéo do tempo de processo;
reducdo de custos relativos as operacdes realizadas;

4. melhoria no rendimento de processos.

O processo microbiano de sintese dos biossurfatantes é complexo, envolvendo
diversas variaveis, portanto a analise e planejamento de experimentos sao mais confiaveis
para este fim.

As metodologias estatisticas, principalmente planejamentos experimentais (completo
e fracionario), foram utilizadas por alguns autores em estudos com o propésito de definir as
condi¢bes para a producgéao de diferentes bioprodutos, incluindo os biossurfatantes. A seguir,
sdo descritos alguns destes estudos.

Valpuesta (2008) utilizou Bacillus subtilis isolado de sistema Landfarming para a
produgdo de biossurfatante. Foi utilizado um planejamento experimental fatorial 32, para
estudar as variaveis independentes relagcao carbono/nitrogénio (3, 9 ou 15) e agitagéo (50,
150 ou 250 rpm), que indicou como melhores condigdes: relagédo C/N de 3 e agitagao de 250
rpm.

Pacheco (2008) realizou um planejamento experimental fatorial fracionado 2%* para a
producdo de biossurfatante por Rhodococcus erythropolis, variando: concentracdo de
Glicerol (10, 20 ou 30 g/L), Nitrato de Sdédio (1; 3,4 ou 5,8 g/L), Cloreto de Sdodio (0, 1 ou 2g/
L), Sulfato de Magnésio (0; 0,1 ou 0,2 g/L), Cloreto Férrico (0; 0,01 ou 0,02 g/L), Cloreto de
Calcio (0; 0,02 ou 0,04 g/L), Extrato de Levedura (0; 0,1 ou 0,2 g/L) e solu¢do de elementos
tracos (0; 0,5 ou 1 mL/L), totalizando 16 experimentos acrescidos de 4 pontos centrais. Os
fatores que influenciaram positivamente as variaveis e respectivos valores ideais foram:
Glicerol (10 g/L), Nitrato de Sodio (1 g/L) e Extrato de Levedura (0,2 g/L).

Os trabalhos relacionados acima revelam a importancia da utilizagdo do
planejamento de experimentos para objetivar a selecdo de variavéis importantes no

crescimento microbiano ou na producao do produto de interesse.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

A linhagem Flavobacterium sp. AU-1 utilizada neste trabalho foi previamente isolada
de um solo impactado com hidrocarbonetos, no ano de 2002. A cultura foi identificada
através de métodos de bioquimica classica, no Laboratério de Enterobactérias do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob coordenagao da Dra. Dalia dos Prazeres Rodrigues.

A cultura, que apresenta coloragao laranja caracteristica de compostos do tipo
carotendides (BERNADET et BOWMAN, 2006), consta do acervo do Laboratério de

Microbiologia Industrial da Escola de Quimica /UFRJ.

4.2 Manutengao das culturas e preparo de inéculo

A linhagem bacteriana foi mantida em Agar Nutriente (glicose 5 g/L; peptona 5 g/L e
extrato de Iévedo 3 g/L) sob refrigeragdo a cerca de 4°C (cultura estoque), através de
repiques mensais.

Para a preparacao dos inéculos, a cultura estoque foi ativada e propagada em tubos
contendo Agar Nutriente inclinado, incubados em estufa bacteriana a cerca de 28°C.
Decorridas 48 horas de incubacao, as células bacterianas foram suspensas em 10 mL de
solugdo salina (0,9% NaCl) estéril, com auxilio de alga previamente esterillizada por
aquecimento ao rubro, e, apés homogeneizagao em vortex, foi feita a contagem das células
em camara de Neubauer. A partir da determinacdo da concentracao celular foi calculado o
volume de suspensao celular de modo a padronizar a concentragao inicial de células a ser
empregada, como inéculo, nos ensaios de producao de biossurfatante.

O cultivo em gelose teve como finalidade obter uma massa concentrada de células
isenta de constituintes do meio de cultura. Embora, seja pratica comum em bioprocessos
industriais 0 emprego de células previamente cultivadas em meios liquidos apropriados na
inoculagédo do meio de produgado. A concentragao volumétrica de indculo varia de 5 a 50%,

porém comumente utiliza-se cerca de 10% v/v (SCHMIDELL et al., 2001).
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4.3 Insumos

Atualmente, as industrias estdo principalmente focadas na redugdo dos custos de
produgao e na minimizagao dos efluentes e residuos gerados. Assim, o0 uso de insumos de
baixo custo e de grande disponibilidade no territério nacional pode contribuir para tornar o
bioprocesso economicamente viavel, garantindo que o custo do bioproduto seja comparavel
ao dos produtos quimicos comercialmente empregados com o mesmo fim.

Por exemplo, o agucar cristal vem sendo utilizado como matéria-prima por diferentes
industrias brasileiras para produ¢ao microbiana de produtos de alto valor agregado, como
por exemplo, acido latico e acido citrico. Outra possibilidade é fazer uso de matérias-primas
nao convencionais, como os rejeitos industriais.

Neste estudo foram testados dois rejeitos que ja estdo sendo usados como matérias-
primas em outros processos industriais, mas cuja quantidade gerada em nada impede a

disposigao para obtencéo de produtos de maior valor agregado.

4.3.1 Oleo de soja residual (DF)

Oleo de soja residual, ora em diante denominado 6leo de soja DF (de fritura) foi
obtido em estabelecimento comercial (restaurante) localizado na Freguesia, bairro de
Jacarepagua — Rio de Janeiro, RJ, que utiliza apenas 6leo da marca Soya®. O mesmo foi
utilizado por um periodo de 6 dias, em maquina industrial de fritura por imersao, na
preparacdo de diversos produtos alimenticios, como relatado pelo préprio dono do
estabelecimento.

Foi recolhido um volume total de 5 L que, apdés acondicionamento em garrafas
plasticas, foi estocado sob refrigeracdo em geladeira, a cerca de 4°C, a fim de empregar o
mesmo material em todos os ensaios, sem risco de que viesse a sofrer alteracdo da sua
composi¢ao durante o periodo de estocagem.

As garrafas plasticas do tipo PET, utilizadas para a estocagem do 6leo residual,
foram previamente lavadas com agua e detergente neutro, exaustivamente, enxaguadas
com agua destilada, ringcadas com pequeno volume de etanol para facilitar a secagem do

seu interior, o que foi assegurado pela injecao de ar.
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4.3.2 Oleo de soja IN

Foi utilizado o da mesma marca do 6leo residual (item 4.3.1) para fins comparativos.
4.3.3 Acucar cristal

Foi utilizado o da marca Unigo.
4.3.4 Levedura residual cervejeira

Outro insumo empregado como fonte alternativa de nitrogénio, em alguns

experimentos, foi a levedura inativada seca, gentilmente cedida pela AmBev (Companhia de

Bebidas das Américas) onde a composigado desse residuo é apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Composigao basica do residuo seco de Saccharomyces cerevisae.

Constituintes Concentragao (g/kg)
Umidade (maxima) 80

Proteina bruta (minima) 400

Matéria fibrosa (maxima) 30

Matéria mineral (maxima) 80
Aflatoxinas 5x10°

4.3.5 Fertilizante salitre do Chile

Outra fonte alternativa de nitrogénio usada foi o fertilizante comercial da marca
Vitaplan® - Salitre do Chile, € um produto natural extraido do deserto do Atacama, no Chile,
rico em NaNO:s.

Esse produto é principalmente usado como adubo nitrogenado, visto que fornece
nitrogénio e sodio, que é um elemento benéfico para o crescimento de varias culturas
vegetais, aumentando a absorgéo de potassio, calcio e magnésio, e ainda apresenta menor
salinidade devido a auséncia de cloro.

Segundo informagdes constantes no rétulo, o produto comercializado contém 15% de
nitrogénio soluvel e 14% de Oxido de potassio. Com o propdsito de analisar outros

constituintes presentes no salitre do Chile utilizado, que poderiam interferir na produgao
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microbiana de biossurfatante, foi realizada caracterizagdo parcial por difracdo de raios-X
(DRX), no Laboratério de Analises de Materiais do CETEM/MCT. O produto foi também
analisado por absorg¢ao atdbmica para quantificacdo das concentracdes totais presentes de

calcio e ferro.

4.4 Meios de cultura

As composicdes dos dois meios utilizados na conducdo dos experimentos estéo
descritas na Tabela 4.2. As formulagdes de ambos os meios tiveram como base o meio
Mineral Salt Medium (MSM), o qual €& normalmente indicado para a producdo de
biossurfatante por bactérias, em especial Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, até o
momento, as espécies bacterianas mais estudadas com este propoésito (DESAI et BANAT,
1997; VALPUESTA, 2008).

O meio MSM-1, comparativamente ao meio original (REIS, SERVULO et FRANCA,
2004), ndo apresenta uma série de microssais em sua composi¢cdo conforme proposto por
Ramana et Karanth (1989). Esse meio foi acrescido de diferentes fontes de carbono
dependendo do interesse do experimento.

A modificagdo do meio MSM-2 se deve principalmente a substituicido da fonte de
nitrogénio inorganico, NaNO; P.A., por salitre do Chile (NaNO3), que por ser um produto

comercial apresenta menor custo.

Tabela 4.2 — Composi¢gdo dos meios de cultura utilizados
para a producgao de biossurfatante por Flavobacterium sp.

Concentracgao (g/L)

Constituintes

MSM-1 MSM-2
NaNO; 40 e
Salitre do Chile - 4.4
KCI 01 e
KH,PO, 0,5 0,5
KzHPO, 1,0 1,0
CaCl,.2H.0 005 e
MgS0..7H,0 05 e

Os meios constituidos de fonte de carbono soluvel, apds o ajuste do pH para 7,3 com
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solucdo 0,1 M de NaOH, foram esterilizados por autoclavacéo a pressao de 0,5 atm (110°C)
por 15 min., para evitar a caramelizagdo do substrato. No caso dos meios formulados com
as fontes de carbono insoluveis, foi feita a autoclavagdo do meio mineral a pressao de 1 atm
(121°C) por 15 min., sendo o substrato posteriormente adicionado.

De modo a garantir a esterilidade dos meios, antes do seu emprego, todos 0s meios

foram incubados em estufa bacteriolégica por 24 horas.

4.5 Condi¢bes operacionais

Os ensaios foram conduzidos em escala de bancada, em frascos Erlenmeyers de
500 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio MSM-1 ou MSM-2, dependendo do
objetivo do ensaio, assim como a fonte de carbono. Apéds inoculagido com volume adequado
da suspenséao de células em agua destilada (item 4.2), padronizado para uma concentragao
inicial de 10° células/mL no meio de producgdo, os cultivos foram incubados em mesa
agitadora a 150 rpm e 30°C por periodos de tempo de 24 a 72 horas, quando foram feitas as
determinacdes analiticas

O monitoramento da sintese de biossurfatante foi realizado indiretamente através da
determinacido da tensdo superficial do meio apés fermentagao, visto que na presenca de
compostos com propriedades tensoativas ocorre a reducéo do valor da tensao superficial da
agua e, por conseguinte, o valor da tensao superficial do meio (MULLIGAN, 2005).

A determinacdo da tensdo superficial foi feita no mosto isento de células, com o
intuito de evitar interferéncias. Para tanto, o meio fermentado foi previamente centrifugado
10.000g por 40 min. e temperatura de 4°C.

4.6 Pureza da cultura

O acompanhamento da morfologia microscopica € fundamental para garantir a
pureza dos cultivos durante a manuteng¢ao da cultura, no preparo do inéculo e nos ensaios
de producao de biossurfatante. Com esse propdsito, antes de cada inoculagao e ao final do
periodo de incubagdo, amostras dos cultivos preparadas segundo a técnica de coloracéo de
Gram (MADIGAM et MARTINKO, 2004) foram visualizadas em microscopio otico
(OLYMPUS modelo CH30).

No caso das culturas estoque, que foram cultivadas em meio sélido, foi ainda

possivel confirmar a sua pureza através de exames macroscopicos, posto que as espécies
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de Flavobacterium se caracterizam pela producao de pigmento (BERNADET, NAKAGAWA
et HOLMES, 2002).

4.7 Determinac¢des analiticas

4.7.1 Concentragao celular

A contagem de células foi feita em microscépio optico com auxilio da camara de
Neubauer (KLINGEBERG, VORLOP et ANTRANIKIAN, 1990). Com esse fim, amostras dos
cultivos foram adequadamente diluidas para permitir uma contagem total entre 200 e 300

células no volume de 1 mm?® correspondente aos 25 quadrantes centrais da camara.

4.7.2 Tensao superficial

A analise da tensao superficial foi usada para determinar qualitativamente a sintese
bioldégica do composto tensoativo. A tensao superficial foi determinada pelo método Du Nouy
(COOPER, ZAJIC et GERSON, 1979) usando tensiémetro SIGMA 70 System Unit (KSV
Instruments Ltd). O equipamento é dotado de um anel de platina-iridium com 2,0 cm de
didmetro e 6,4 cm de altura, o qual é imerso no liquido a ser analisado, contido em um
recipiente com 5,0 cm de didmetro. As analises foram realizadas a 25°C e em triplicata.

As medidas foram feitas nos meios antes e apés fermentagao, no segundo caso, sendo

previamente centrifugados a 10.000 x g por 20 min a 4°C para remogao das células.

4.7.3 Diluigao micelar critica (DMC)

A quantidade de biossurfatante produzido foi determinada, indiretamente, pela
determinagdo da DMC (OLIVEIRA et al., 2006). Para tanto, amostras do mosto fermentado
centrifugado a 10.000 x g por 40 min. a 4°C, para remocéo de células, foram diluidas 10
(DMC™) e 100 vezes (DMC-2), em agua destilada, tendo sido determinado o valor de tensao

superficial correspondente a cada diluicdo conforme descrito no item 4.7.2.
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4.7.4. pH

As medig¢des de pH foram feitas através de potenciémetro modelo DMPH-1 Digimed.
4.8 Experimentos
4.8.1 Efeito da fonte de carbono

Neste ensaio, a producao de biossurfatante pela linhagem isolada de Flavobacterium

sp. AU-1 foi avaliada no meio MSM-1 para diferentes fontes de carbono (Tabela 4.3), com
base nas caracteristicas fisioldgicas descritas por BERNADET et BOWMAN, 2006.

Tabela 4.3 — Fontes de carbono empregadas e respectivas
concentragdes no meio para producao de biossurfatante.

Fonte de carbono Quantidade (em 1L)
Dextrose 10g
Sacarose 10g
Glicerol 10 mL

Oleo de soja IN* 10 mL

Oleo de soja DF** 10 mL
Querosene 10 mL

* In natura;** De fritura (procedente de estabelecimento comercial).

A avaliagao foi feita considerando a variagao da tensao superficial entre o meio antes
da inoculacdo e o meio fermentado na 482 hora de processo. Em geral, a tens&o superficial
do mosto fermentado é usada como parametro indicativo da capacidade de producao de
composto com propriedade tensoativa por um dado micro-organismo em determinadas
condicbes de cultivo, especialmente quando nao é possivel ser efetuada a quantificagéo ou
separacao do biossurfatante do mosto (OLIVEIRA et al., 2006). A sintese de biossurfatante
por Flavobacterium é um fato recente, por conseguinte, ainda nao foi desenvolvida
metodologia que possibilite a sua quantificagdo, quer por pesagem apds recuperacao, quer
indiretamente pela analise de um dos constituintes da molécula, como é o caso do composto
tensoativo (ramnolipidio) produzido por diferentes espécies de Pseudomonas (Lima et al.,
2007;2009).
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4.8.2 Avaliacao do crescimento e da sintese do biossurfatante em fungao do tempo

Ensaios foram realizados com o intuito de determinar o grau de interdependéncia
entre a fonte de carbono e o tempo de processo na producdo de biossurfatante por
Flavobacterium sp. Para tanto, a bactéria foi cultivada no meio MSM-1 (Tabela 4.2) na
presenca de diferentes fontes de carbono: soluvel (agucar cristal 10g/L) e insoluvel (6leo de
soja IN ou DF 10mL/L) em agua.

Nessa etapa, os experimentos foram realizados usando frascos de sacrificio (um
frasco para cada amostragem), a fim de evitar que frequientes retiradas de amostras, para
realizagdo das determinagbes quantitativas, pudessem alterar a relacdo volume de
meio/volume de ar (headspace). A crescente redugao do volume no decorrer do tempo, por
causa das amostragens, implicaria em aumentos da concentragao de O, dissolvido no meio
de cultura. Portanto, ndo seria possivel garantir a confiabilidade dos resultados que seriam
comprometidos por mudangas das condi¢des de cultivo.

Em diferentes tempos de processo (24, 48 e 72 horas), foram feitas as
determinagbes de pH, crescimento celular e biossurfatante. Novamente, a sintese de

biossurfatante foi avaliada pela variagao da tenséo superficial do meio.

4.9 Planejamento estatistico

Selecionadas as variaveis importantes do processo, € necessario avaliar
quantitativamente as suas influéncias sobre a resposta de interesse, bem como suas
possiveis interagbes, e por fim, segue-se com as analises dos proprios dados para a
validacdo do modelo. A analise de varidncia univariavel (ANOVA) considera que as
observagdes sejam normal e independentemente distribuidas com a mesma variancia para
cada tratamento ao nivel do fato. Essas suposi¢cdes devem ser verificadas pela analise de
residuos. Para realizar essas verificagoes, alguns graficos podem ser utilizados como, por
exemplo, a distribuicdo normal dos residuos. Residuo é a diferenga na resposta observada e
a prevista pelo modelo (CALADO et MONTGOMERY, 2003).

O valor p é o menor nivel de significancia que levaria a rejeicao da hipétese nula Ho
para os dados fornecidos, ou seja, o valor p € o menor valor de a em que os dados sao
significantes (CALADO et MONTGOMERY, 2003). Na Tabela 4.4 estdo expostas as
interpretagdes do valor p segundo Triola (1999), que foram adotadas para a interpretagao

dos resultados no decorrer do desenvolvimento do presente estudo.




37

Tabela 4.4 - Interpretacbes para os valores p obtidos nos testes de hipoteses

Valor p Interpretacao

inferior a 0,01 Elevada significancia estatistica

Evidéncia muito forte contra a hipotese nula

entre 0,01 e 0,05 Estatisticamente significante

Evidéncia adequada contra a hipotese nula

superior a 0,05 Evidéncia insuficiente contra a hipotese nula

No caso do presente estudo, buscou-se a sele¢cao dos pardmetros em uma tentativa

de melhorar o desempenho final, ou seja, uma maior redugéo da tensao superficial final.

4.9.1 Estudo da co-integragao quali e quantitativa e sele¢cao de diferentes fontes de

nitrogénio

Com o propésito de obter resultados significativos e confiaveis, os experimentos
foram conduzidos de acordo com método estatistico de planejamento de misturas para a
selegdo da fonte de nitrogénio (levedura residual cervejeira, ureia, nitrato de sddio e sulfato
de amoénio).

Mistura é a proporcao entre os diferentes componentes que fazem parte do estudo.
Quando se altera a quantidade de um componente, o(s) outro(s) componente(s) também se

altera(m), conforme pode ser descrito na equacao abaixo:

q
in=xl+x2+...+xq=1 (1)

i=1

Portanto, os componentes ndo sdo independentes uns dos outros e obedecem a
soma das fragbes da mistura, de todos os componentes, que deve ser igual a 100% ou 1.
Essa é a grande diferenca dos planejamentos fatoriais, onde as variaveis (ou componentes)
sdo independentes entre si.

O planejamento de misturas empregado foi do Simplex-lattice [4,3] onde g=4em =
3. Tal planejamento caracteriza-se pela mistura de quatro componentes em 25 proporcoes
especificas, compondo 25 pontos experimentais sobre o “Simplex”, distribuidos

simetricamente em pontos determinados. Tal planejamento experimental gera uma matriz
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(25%4), cujos elementos sdo proporgoes dos componentes da mistura, representadas por
massas de ureia, levedura residual cervejeira, sulfato de aménio e nitrato de sddio,
adicionados de mais dois pontos centrais, totalizando 27 experimentos sumarizados na
Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Composi¢cao em g/L das diferentes fontes de nitrogénio utilizadas.

Ensaio Ureia Levedura SquaAto.de Nitrato de Sédio
Amoénio
1 1,4 - -—-- -
2 - 10,3 - -
3 - e 3,1 -
4 - - - 4,0
5 0,5 6,9 - -
6 0,5 - 21 -
7 0,5 - - 2,6
8 - 3,4 21 -
9 - 3,4 - 2,6
10 - - 1,0 2,6
11 1,0 3,4 e -
12 1,0 - 1,0 -
13 1,0 - - 1,3
14 -—-- 6,9 1,0 -
15 - 6,9 - 1,3
16 - - 21 1,3
17 0,5 3,4 1,0 -
18 0,5 3,4 - 1,3
19 0,5 e 1,0 1,3
20 - 3,4 1,0 1,3
21 0,9 1,3 0,4 0,5
22 0,2 6,4 0,4 0,5
23 0,2 1,3 1,9 0,5
24 0,2 1,3 0,4 25
25 0,3 25 0,8 1,0
26 0,3 25 0,8 1,0
27 0,3 25 0,8 1,0
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Os experimentos foram realizados de forma totalmente aleatéria com pontos
centrais. As quantidades das por¢des unitarias foram definidas de modo a ter para cada uma
a concentragdo de 0,65 g/L de nitrogénio no meio de cultura. Essa concentragado
corresponde a quantidade de nitrogénio no meio original (MSM) constituido de 4 g/L de
nitrato de sodio (RAMANA et KARANTH,1989).

Simplex pode ser definido como um poliedro de n dimensdes e n + 1 vértices, onde n
€ o0 numero de componentes (ou variaveis). O Simplex obtido para um sistema de misturas
de quatro componentes é representado por um tetraedro equilatero, no qual os vértices séo
ocupados por pontos que representam os componentes puros (pontos vermelhos), misturas
entre dois componentes (pontos amarelos), mistura entre trés componentes (pontos azuis) e
mistura dos quatros componentes (ponto verde), conforme demonstrado a seguir na figura
4.1,

@Porcao unitaria
OMistura binaria
®Mistura terciaria
oMistura quartenaria

Figura 4.1 - Tetraedro representando os pontos de amostra do planejamento por mistura do tipo
Simplex-lattice [4,3] e ponto central. Modificado de CALADO et MONTGOMERY, 2003.
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No planejamento de misturas, usualmente sado utilizados quatro modelos diferentes

(equagbes 2 a 5):

q
Linear: y=) B,x, (2)
i=1
q q
Quadratico: y=z Bixl.-l-z z Byx:x; (3)
i=1 i<j
Cubico:

q q q
)’=ZBI~X,'+ZZﬁij‘xixj+zz5,'jxixj(xi_xj)+z 2 ZBijkxixjxk (4)
i=1

i<j i<j i<j<k

q q
Cubico especial: y=z Bixl.+z Z Bl.].xixj+z Z Z B X% ; Xy, (5)
i=1 ' ‘

i<j i<j<k

Os parametros B; representam as respostas esperadas para os componetes puros, o

q
termo Z B;x, representa a porgo linear da mistura (CALADO et MONTGOMERY, 2003).

i=1

Nessa etapa, a determinacdo da tensao superficial foi feita ndo s6 para amostras
diretamente retiradas do mosto, mas também para amostras diluidas (1/10 e 1/100). Tal fato
teve como propdsito obter resultados que pudessem contribuir para estimar a quantidade
produzida de biossurfatante. Como anteriormente mencionado, a determinacdo da tensao
superficial € importante para definir a potencialidade de um micro-organismo em produzir
biossurfatante. Contudo, esse paradmetro ndo permite avaliar a sintese em termos
quantitativos, uma vez que atingido certo valor de tensao superficial ndo mais ocorre a sua
reducdo, mesmo que o produto continue a ser produzido (BEHRING et al., 2004). Por isso,
foi também adotado como critério de analise, a determinagao da diluicdo micelar critica
(DMC), que corresponde a tensdo superficial do mosto previamente diluido como, por
exemplo, a 10x (DMC™) e a 100x (DMC?).
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4.9.2 Andlise comparativa entre nitrato de sodio P.A. e fertilizante comercial (Salitre do
Chile)

A substituicdo do reagente quimico NaNO; (nitrato de sodio) P.A por um produto de
natureza quimica semelhante e custo menor (fertilizante comercial Salitre do Chile -
Vitaplan®), foi analisada estatisticamente. Para tanto, foi utilizado o teste t de Student para a
comparagao das médias, por meio de um teste de hipétese de comparagcdo de médias.
Nesse teste, sdo formuladas duas hipoteses, sendo definidas como hipétese nula, ou Hy, €
hipétese alternativa, ou Hi, em que o objetivo é rejeitar a hipdtese nula. No caso do teste t
de Student para comparacao de médias, a hipétese nula é:

HOZ)_C

qui =X fertilizante
e a hipoétese alternativa é:

lexqm.#x

fertilizante

Onde: qui = quimico

Se o valor p for maior que 0,05, entdo conclui-se que nao ha evidéncias para rejeitar
Ho e aceita-se as médias como sendo iguais.

Os experimentos foram realizados no meio MSM-2, com 6leo de soja DF como fonte
de carbono na concentragdo de 10mL/L. As quantidades utilizadas de nitrato de sddio e de
fertilizante, calculadas de modo a reproduzir a concentragao de nitrogénio no mosto de base
(0,65 g/L), foram 4 g/L e 4,4 g/L, respectivamente. Na 242 hora de processo, foi feita a
determinacgao da diferenca entre o valor da DMC™ final e inicial, sendo os ensaios realizados

em triplicata para cada tipo de fonte estudada.
4.9.3 Avaliagdo da melhor relagao carbono (6leo de soja DF) e nitrogénio (fertilizante)

A proposta desse experimento foi estabelecer as melhores condigbes nutricionais
face aos elementos de maior importancia para o crescimento e a sintese de biossurfatante.
Nos ensaios foram utilizados 6leo de soja DF e fertilizante (salitre do Chile) com fontes de

carbono e nitrogénio, respectivamente.
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4.9.3.1 Planejamento fatorial completo 2 (k = 2) com ponto central

Um planejamento fatorial 2% utiliza k fatores em dois niveis distintos. No presente
estudo, foi utilizada como ferramenta para determinagdo da relagao C/N, um planejamento
fatorial 22, em que se variou a concentragdo de carbono e concentragdo de nitrogénio,
acrescido de trés réplicas no ponto central, totalizando sete experimentos.

Uma das preocupagdes que se tem em alguns modelos é a suposicdo de
linearidade, como por exemplo nos modelos do tipo 2%, em que k = nimero de variaveis. A
inclusdo de pontos centrais nesses tipos de planejamento, podera indicar uma distor¢ao do
plano inclinado e a nao linearidade do modelo, bem como permitirda uma estimativa
independente do erro, pois as réplicas no ponto central ndo repercutem nas estimativas
usuais dos efeitos (CALADO et MONTGOMERY, 2003).

Na Tabela 4.6 podem-se visualizar as concentragbes de carbono e nitrogénio

utilizadas neste planejamento 22 com pontos centrais.

Tabela 4.6 — Variaveis escalonadas utilizadas no planejamento.

Ensaio Carbono (mL/L) Nitrogénio (g/L)
1 10 (-1) 4.4 (-1)
2 100 (+1) 4,4 (-1)
3 10 (-1) 8,8 (+1)
4 100 (+1) 8,8 (+1)
PC 55 (0) 6,6 (0)

Para a realizagdo da ANOVA, optou-se por trabalhar com as variaveis

escalonadas. Seguem as férmulas para o escalonamento:

. XX, _
= =1 YT
X -X

1 —_—
2 2
Os parametros de conducgao do processo foram os mesmos utilizados anteriormente,

com a fonte de nitrogénio e fertilizante tendo as mesmas modificacbes realizadas como

descrito no item 4.4.
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4.10 Sumario cronolégico

A Figura 4.2 sumariza em ordem cronoldgica os experimentos realizados.

Selecao de fonte de carbono:

Glicerol
, Querosene
Oleo de soja (IN e DF)
Acucar cristal
Dextrose

Comparacdo da utilizacdo de
3 fontes de carbono:

Acgucar cristal
Oleo de soja IN e DF

Caracterizacao parcial
fertilizante (Salitre do Chile)

DRX e absor¢do atémica

Selecao de fonte
de nitrogénio — Planejamento
de mistura [4,3]

Ureia
Levedura residual
Nitrato de sadio
Sulfato de amdnio

Comparacao entre duas
fontes de nitrogénio:

Nitrato de sodio P.A.
Salitre do Chile (Fertilizante)

Planejamento 2E2 com
ponto central.

Variaveis, em concentracgao:
Carbono e nitrogénio.

Figura 4.2 - Diagrama de quadros indicando a ordem de execugao dos experimentos com base
nos resultados preliminares.




44

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Efeito da fonte de carbono

A Figura 5.1 apresenta a sintese de biossurfatante pela linhagem isolada
Flavobacterium sp. AU-1 a partir de diferentes fontes de carbono. A selecdo da fonte de
carbono foi feita pela analise da tensao superficial no meio fermentado e da porcentagem de

variacao da tensao superficial apos 48 horas de cultivo.

60 — I Tens3o superficial final
I % de variacdo da tensao superficial

50

ou % da variacao
w H
o o

Tensao superficial final (mMN/m)
N
o

10

Glic. Quer. Soja.IN Soja.DF AC Dex.
Fonte de Carbono

Figura 5.1 - Tens&o superficial final (mMN/m) e % da variagao da tens&o superficial utilizando seis
diferentes fontes de carbono. GLIC - Glicerol; QUER - Querosene; Soja IN - Oleo de Soja in natura;
Soja DF. - Oleo de Soja depois de frito; AC. - Agucar Cristal comercial e Dex - Dextrose P.A.

Considerando que o aumento da quantidade de biossurfatante produzido ocasiona a
reducdo do valor da tensdo superficial, pode-se concluir que, a excecdo dos meios
formulados com glicerol e querosene, os demais foram mais favoraveis a sintese do
composto tensoativo pela linhagem testada, independentemente da solubilidade da fonte de

carbono em agua. Além disso, as variagdes percentuais das tensdes superficiais foram
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maximas e similares para dextrose, acucar cristal, 6leo de soja in natura e 6leo de soja
residual DF. Cabe enfatizar que a composi¢c&o basica dos constituintes dos meios utilizados,
a excecgao das fontes de carbono, foi a mesma, o que fez com que os valores de tensao
superficial dos meios estéreis fossem os mesmos.

A estrutura do biossurfatante é dependente da espécie microbiana que o produz, e
nao necessariamente, as linhagens de uma mesma espécie microbiana sao igualmente
produtoras potenciais de biossurfatante. Destaca-se, ainda, que a maioria dos micro-
organismos capazes de sintetizar biossurfatantes produz uma mistura de moléculas com
propriedade tensoativa, sendo a natureza delas e suas proporgdes influenciadas pelas
condi¢cdes nutricionais e ambientais de cultivo. Em suma, de acordo com a linhagem e as
condicbes de cultivo, os compostos tensoativos podem ser gerados em quantidades
diferenciadas, como também podem ser estruturalmente diversificados, o que possibilita
existirem os mais diversos tipos de compostos, com as mais diferentes caracteristicas,
permitindo o seu emprego em distintas aplicacdes (DESAI et BANAT, 1997; COSTA,
NITSCHKE et PASTORE, 2008).

Segundo varios autores, a presenga de biossurfatantes é fundamentalmente
necessaria para que 0s micro-organismos possam assimilar substratos insoluveis em agua,
como é o caso dos hidrocarbonetos (DESAI et BANAT, 1997; MULLIGAN, 2005; HAMME,
SINGH et WARD, 2006). O transporte de compostos hidrofobicos para dentro da célula, e
seu subsequente consumo, em geral, requer a prévia formagdo de micelas. No entanto,
existem alguns estudos que demonstram que os biossurfatantes também podem ser
produzidos a partir de substratos soluveis em agua, como glicose (DESAI et BANAT, 1997;
MULLIGAN, 2005). Como exemplos, podem-se citar linhagens dos géneros Pseudomonas e
Bacillus produtores de ramnolipidios e lipopeptidios, respectivamente, cujos cultivos em
substratos solUveis ou insoluveis ocasionam expressiva redugdo dos valores de tensao
superficial, em ambos os casos (PRUTHI et CAMEOTRA, 1997; REIS, SERVULO et
FRANCA, 2004).

Experimentos conduzidos por Santa Anna et al. (2002) com a linhagem
Pseudomonas aeruginosa PA1, indicaram produgdes maximas de ramnolipidio para 6leo de
babacu e glicerol, quando foram alcangados valores de tensdo superficial nos meios
fermentados de 27,6 mN/m e 27,4 mN/m, respectivamente. Esses valores diferem pouco
entre si, porém, a grande diferenca das fontes citadas se deu pela concentracao final do
produto (200 mg/L para o6leo de babacu e 690 mg/L para glicerol). Estes resultados

demonstram que a partir de um determinado valor, a tensado superficial ndo mais varia,
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mesmo que a quantidade do biossurfatante seja incrementada.

Por outro lado, Abouseoud et al. (2008), cultivando uma outra linhagem do género
Pseudomonas, P. fluorescens DSMZ 1985, evidenciaram producdo de biossurfatante em
n-hexadecano e azeite de oliva, mas nao a partir de fonte soltuvel de carbono (glicose),
sugerindo a necessidade da presenca da fonte insoluvel para induzir a producao do
bioproduto. Nesse estudo, a melhor resposta foi obtida para azeite de oliva, sendo a tensao
superficial do meio fermentado de 38 mN/m.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a possibilidade de bactérias do
género Flavobacterium de sintetizar biossurfatantes, independente da solubilidade do

substrato. Contudo, os valores de tensao superficial nos mostos fermentados, ao redor de

45 mN/m, ndo foram de todo satisfatério. Conforme citado por Mulligan (2005), um micro-
organismo é considerado promissor, se produz composto tensoativo capaz de reduzir a
tensao superficial do meio fermentado para valores proximos de 40 mN/m.

Em face da potencialidade dessa cultura microbiana em produzir compostos com
propriedades tensoativas, foi dada continuidade ao estudo, com o intuito de definir a
formulacdo de um meio de cultura com insumos de baixo custo que permitam incrementar a
biossintese do produto. Nesse contexto, foram selecionados: agucar cristal e os 6leos de
soja IN e DF.
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5.2 Avaliacao do crescimento e sintese do biossurfatante em fungao do tempo

A Figura 5.2 apresenta os dados referentes a tensao superficial, em valores médios,
em trés diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) para cultivos em meio MSM-1 com distintas

fontes de carbono: agucar cristal, éleo de soja IN (in natura) e 6leo de soja residual (DF).

80 —

- [ 24h
70 — I 48h

60 —

50 —

40 —

30 —

20 —

Tenséo superficial final (mMN/m)

10 —

Agucar cristal Oleo de soja IN Oleo de soja DF

Fonte

Figura 5.2 - Variagéo da tensédo superficial em fungéo da fonte de carbono e do tempo de processo.

Analisando a figura pode-se inferir que as trés fontes de carbono estimularam
similarmente a sintese do biossufatante pela bactéria em estudo. Contudo, aparentemente,
o metabolismo microbiano variou em funcdo da fonte de carbono empregada. No caso da
fonte de carbono solivel em agua, houve um ligeiro aumento da tensao superficial ao final
do processo, provavelmente em decorréncia da degradacido do tensoativo bioldgico e seu
consumo. A metabolizagcdo do biossurfatante pode estar relacionada ao esgotamento da
fonte de carbono principal (sacarose) e a utilizagao do bioproduto como fonte secundaria de
carbono, fendmeno conhecido como diauxia. Segundo Hogg (2005), o fenémeno diauxico é

representado pelo consumo preferencial de um substrato, geralmente o de maior valor
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energético, seguindo-se o consumo de outro substrato por ventura também presente no
meio, ou do produto gerado durante o metabolismo.

Davies, Lynch et Varley (1999), cultivando Bacillus subtilis ATCC 21332 em meio
constituido de 10 g/L de dextrose e 4 g/L de nitrato de amdnio, observaram consumo total
do substrato em 14 horas de processo. Isso demonstra a rapida metabolizagdo de agucares
pelas espécies bacterianas.

No presente estudo, o emprego de fontes de carbono insoluveis em agua (6leo de
soja IN e DF) para a producdo de biossurfatante por Flavobacterium AU-1 apresentou
comportamento semelhante ao evidenciado para a fonte solluvel, visto que os valores
minimos de tensao superficial alcangados foram similares. No entanto, pelo emprego das
fontes de carbono imisciveis em agua, pelo menos, durante o tempo de processo
monitorado, nao foi observada a degradagédo dos compostos tensoativos produzidos.

Segundo Koch et al. (1991), a maioria dos compostos com atividade tensoativa é
produzida quando os micro-organismos s&o cultivados em meios contendo substratos de
baixa solubilidade em agua. Esses autores também observaram a perda da capacidade de
uma linhagem mutante, Pseudomonas aureaginosa PG201, de crescer a custa de
n-hexadecano como fonte de carbono, em virtude de ndo mais secretar ramnolipidios.
Entretanto, a producao de biossurfatante por Serratia marcescens a partir de 6leos vegetais
foi atribuida a presenca do acido linoléico, cujo conteudo corresponde a cerca de 60% do
6leo de girassol (FERRAZ, ARAUJO et PASTORE, 2002).

Portanto, com base nos dados obtidos e nas informagdes levantadas, pode-se
concluir que a capacidade de sintese de biossurfatante pela linhagem isolada independe da
solubilidade do substrato em agua. Nota-se, ainda, que a composi¢cao do dleo vegetal
também nao interferiu no processo, ja que os valores finais de tensao superficial nos meios
com Oleo in natura e 6leo de fritura, foram semelhantes se considerados os desvios (teste t
de Student, p>0,05).

A composicdo dos Oleos de fritura é afetada pela perda de acidos graxos
poli-insaturados. Os compostos constituintes dos 6leos sofrem alteragbes, como resultado
de reagdes de polimerizacao, oxidacao e hidrélise (SANIBAL et MANCINI FILHO, 2004). As
alteracbes que ocorrem em um Oleo durante o processo de fritura derivam de reacbes
hidroliticas e oxidativas. A intensidade com que essas reag¢des ocorrem depende de varios
fatores, particularmente, temperatura e tempo de fritura, relacdo superficie/volume do 6leo,
tipo de aquecimento, tipo do 6leo empregado, adigdo de 6leo novo e natureza do alimento a

ser frito. A degradacdo do 6leo depende da maior ou menor presenga de acidos graxos
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insaturados em sua composicdo. Oleos vegetais que possuem uma grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados estdo mais sujeitos a oxidacdo do que dleos que possuem
maior quantidade de acidos graxos saturados (SANIBAL et MANCINI FILHO, 2004). O efeito
da relacao superficie/volume também é um fator importante a ser considerado no estudo da
degradacao que o 6leo tende a sofrer durante a fritura. Quanto maior essa relagdo, maior a
taxa de degradacdo do dleo. Isto acontece porque a superficie especifica de 6leo em
contato com o ar esta diretamente relacionada com o desenvolvimento das reacgbes
oxidativas (SANIBAL et MANCINI FILHO, 2004).

Nas condicbes do presente estudo, a producdo de compostos tensoativos,
independentemente da solubilidade, ocorreu em no maximo, 24 horas. Cabe salientar que o
maximo de crescimento para as trés fontes de carbono também foi determinado nas
primeiras 24 horas, variando de 1,1 x 10% a 1,9 x 108 células/mL. Esses valores praticamente
nao variaram ao longo do processo; por isso, os dados nao foram apresentados. O pH final
de todos os cultivos, ao longo de todo o periodo ficou em torno da neutralidade, com valores
variando de 7,01 até 7,20.

Em face dos resultados obtidos, o dleo de soja de fritura (DF) foi selecionado para a
continuidade do trabalho, visto ser a redugdao de custos fundamental para tornar os
biossurfatantes competitivos em relacdo aos surfatantes sintéticos que s&o mais
comercializados. Entretanto, cabe enfatizar que a fonte de carbono interfere na estrutura do
biossurfatante, bem como na quantidade produzida (DESAI et BANAT, 1997).

5.3 Estudo da co-integragao quali e quantitativa de fontes de nitrogénio

Um planejamento experimental de misturas Simplex-lattice [4,3] com ponto central foi
desenvolvido para avaliar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio, visando a producgao
de biossurfatante por Flavobacterium AU-1, a partir de 6leo de soja de fritura (DF).
Formulagbes do meio foram testadas com as seguintes fontes de nitrogénio: sulfato de
amonio, nitrato de sodio, ureia e residuo da industria cervejeira (levedura).

A Tabela 5.1 apresenta as proporgdes, em porcentagem, de cada componente e as
respostas obtidas para a diferenca entre os valores de tensao superficial do meio estéril e do
mosto fermentado (ATS = TSica — TSrina) € apenas os valores de diluicao micelar critica,

DMC™, ja que a resposta para DMC™ foram zero para todos os casos.
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Tabela 5.1 — Componentes empregados (em %) em cada ensaio € as respostas obtidas.

Componentes em % Respostas em A
Ensaio  yreja  Levedura (NH:).SO;  NaNO; TS DMC-
1 1 0 0 0 30 18
2 0 1 0 0 0 0
3 0 0 1 0 22 0
4 0 0 0 1 27 16
5 0,33 0,67 0 0 0 2
6 0,33 0 0,67 0 22 0
7 0,33 0 0 0,67 27 16
8 0 0,33 0,67 0 0 4
9 0 0,33 0 0,67 0 3
10 0 0 0,33 0,67 26 12
11 0,67 0,33 0 0 0 4
12 0,67 0 0,33 0 26 14
13 0,67 0 0 0,33 26 16
14 0 0,67 0,33 0 4
15 0 0,67 0 0,33 4
16 0 0 0,67 0,33 22 4
17 0,33 0,33 0,33 0 1
18 0,33 0,33 0 0,33 3
19 0,33 0 0,33 0,33 25 0
20 0 0,33 0,33 0,33 0 1
21 0,625 0,125 0,125 0,125 0 2
22 0,125 0,625 0,125 0,125 0 2
23 0,125 0,125 0,625 0,125 0 6
24 0,125 0,125 0,125 0,625 0 5
25 0,250 0,250 0,250 0,250 0 3
26 0,250 0,250 0,250 0,250 0 4
27 0,250 0,250 0,250 0,250 0 2

A DMC (Diluicao Micelar Critica) indica indiretamente a quantidade de tensoativo

biolégico produzido, pois, quanto menor o valor da tensao superficial para a maior diluigcao,
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maior a quantiade de biossurfatante. Logo, pode-se concluir que os ensaios de 1 e 4,
correspondentes as composigdes unitarias (100%) de wureia e nitrato de sddio,
respectivamente, bem como os ensaios 7 e 13, cujo meio era composto de 0,33% de ureia e
0,67% de nitrato de sédio e 0,67% de ureia e 0,33% de nitrato de sddio, respectivamente,
foram as melhores condi¢cbes nutricionais, uma vez que levaram aos maiores valores
percentuais de ADMC™.

Em todos os ensaios realizados com levedura residual cervejeira como constituinte
unico ou parcial do meio, ndo houve variacao de tensdo superficial em relacdo aos
respectivos meios estéreis. Isso € consequéncia da presenca de debris celulares, que séo
particulas de células mortas, como parede celular e constituintes de membranas, que dada
a sua natureza, apresentam moléculas anfipaticas. Esse fato também foi relatado por outros
autores para meios constituidos de extrato de levedo ou levedura residual cervejeira (REIS,
SERVULO et FRANCA, 2004; VALPUESTA, 2008).

A analise estatistica dos valores de tensao superficial, apresentados na Tabela 5.2,
empregando o programa Statistica 7.0 (StatSoft) foi feita fundamentada no planejamento de
mistura. Como o planejamento de mistura possibilita empregar 4 diferentes modelos, a
analise estatistica depende preliminarmente da escolha do modelo que melhor se adeque as
respostas obtidas.

Avaliando os efeitos da mistura para as quatro fontes de nitrogénio para os valores
de ADMC, foi realizado uma Analise de Variancia (ANOVA) para os modelos obtidos. A

Tabela 5.2 expbe os valores obtidos na ANOVA.

Tabela 5.2 — Analise de varidncia para o ajuste de diferentes modelos a resposta ADMC".

Modelo SQef GLef MQef SQerr GLerr MQerr F p R?
LN 422,20 3 140,73 422,32 23 18,36 7,66 0,0010 0,50
QD 224,39 6 37,40 197,92 17 11,64 3,21 0,0270 0,77
CB 53,10 6 8,85 89,90 7 12,84 0,69 0,6670 0,89
CBE 54,93 4 13,73 143,00 13 11,00 1,25 10,3390 0,83
Total 844,52 26 32,48

Ajustado

LN — Linear; QD — Quadratico; CB — Cubico; CBE — Cubico Especial. SQ — soma quadratica; GL —
graus de liberdade; MQ — média quadratica; ef — efeitos; err — erro.

Os modelos linear (LN) e quadratico (QD) foram os que apresentaram significancia

estatistica, de acordo com valor de p (<0,05). O valor do coeficiente de correlagado (R?) do




52

modelo quadratico de 0,77 indica que este modelo explica 77% da variabilidade encontrada.
Apesar dos modelos cubico (CB) e cubico especial (CBE) apresentarem valores de R? um
pouco maior que o modelo quadratico, eles nao foram significativamente estatisticos
(p>0,05). Portanto, o modelo quadratico foi escolhido para dar prosseguimento as analises
estatisticas.

A seguir, o grafico de Pareto para os termos do modelo quadratico (Figura
5.3).

AB

(A)Ureia

(D)Nitrato de Sodio

(B)Levedura ’

(C)Sulfato de Aménio |

p=.05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 5.3 - Grafico de Pareto para as variaveis do modelo quadratico do ADMC-.

Analisando o grafico de Pareto apresentado na e Figura 5.3, verifica-se que a
levedura residual cervejeira ndo favorece a produgdo de biossurfatante por Flavobacterium
sp. AU-1. Amézcuea-Vega et al. (2007) também encontram resultado semelhante para a
producao de biossurfatante por Candida ingens, onde, inclusive, estudaram a influencia das
relagdes C/N (20 e 30 g/g), C/Fe (520 e 780 g/g), C/Mg (80 e 360 g/g), C/P (10 e 30 g/g) e
extrato de levedura (0,01 e 1 g/g) através de um planejamento experimental 2°'. A partir da
ANOVA, foram determinadas como variaveis mais significativas (p<0,05): C/P e C/Fe e as
interacées C/P-C/Fe, C/P-extrato de levedura e C/Fe-extrato de levedura. As interagdes com
o extrato de levedura foram significativas, sendo que o mesmo n&o aconteceu com o efeito

principal.
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Na Figura 5.6 é mostrada a superficie de resposta de ADMC™" para a mistura ternaria
de nitrato de sddio, ureia e sulfato de aménio, utilizando o modelo quadratico e a levedura
no nivel 0.

Nitrato de Sadio
0,0041,00

1,00 : - : 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Ureia Sulfato de Amédnio

Figura 5.4 - Superficie de resposta para nitrato de sédio, ureia e sulfato de sménio.
Modelo quadratico e nivel da levedura igual a zero.

Observa-se que a ureia e o nitrato de sédio, combinados em varias proporgdes, mas
em particular separadamente, sdo as melhores opgdes. Porém, para dar continuidade aos
experimentos, optou-se pela utilizagdo do nitrato de sédio isoladamente, pois a ureia
apresenta um atomo de carbono em sua estrutura, que poderia concorrer como fonte de
carbono, mascarando os resultados.

De acordo com Davies, Lynch et Varley (1999), o emprego do ion aménio como fonte
de nitrogénio favoreceu o crescimento celular de Bacillus subtilis ATCC 21332, enquanto o
ion nitrato foi consumido durante seu metabolismo secundario. Entende-se por metabolismo

secundario as reagdes que ocorrem na célula, que ndo sdo fundamentalmente necessarias
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ao crescimento celular. Santa Anna et al.(2002) obtiveram valor maximo de rendimento para
a producdo de ramnolipidio por Pseudomonas aeruginosa PA1 a partir de glicerol como
fonte de carbono e nitrato de sddio como fonte de nitrogénio, comparativamente a ureia e
sulfato de aménio.

A Figura 5.5 apresenta o grafico de distribuicdo normal dos residuos para os valores
obtidos para ADMC™". A distribuicdo dos residuos, em alguns pontos, se afasta da linha de
distribuicdo normal, indicando um modelo menos adequado. Porém, segundo Neto,
Scarminio et Bruns (1999), dependendo dos erros que estamos dispostos a tolerar nas
previsdes feitas a partir da equagao de regressao, pode ser que a falta de ajuste do modelo,
bem como da heteroscedasticidade das respostas, ou seja, a dispersdo dos pontos em torno
da reta, ndo tenha qualquer importancia pratica. Portanto, o que se propds ao realizar o
planejamento de mistura para decidir por uma fonte de nitrogénio ou de uma mistura, o

modelo, apesar de fraco, satisfaz no auxilio da tomada de deciséao.

Valor Normal Esperado

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
Residuo
Figura 5.5 - Gréfico da distribuigdo normal dos residuos para ADMC™.
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5.4 Caracterizagao parcial do fertilizante salitre do Chile

De acordo com as interpretagbes qualitativas do espectro de Difragcdo de Raio-X,
efetuadas por comparagdo com padrdes do banco de dados PDF02, por meio do software
Bruker Diffrac™s, foi detectada, principalmente, a presenga de Nitratina (KNO;), Dolomita
(CaMg(CO:s),), e limenita (FeTiO,).

A andlise posterior do fertilizante por absorgdo atdmica com chama de acetileno
indicou ainda concentracoes de Ca e Fe, de 770 e 176 mg/Kg, respectivamente.

Baseado nestes dados, o fertilizante comercial se apresenta como uma possivel
alternativa como fonte de nitrogénio, além do seu conteuddo em calcio e magnésio,
elementos importantes para a atividade metabdlica dos micro-organismos. O ferro também é
um elemento de interesse, principalmente como co-fator dos citocromos, enzimas
envolvidas na respiragédo celular. Porém, no fertilizante, o ferro presente ndo esta em uma

forma prontamente assimilavel.

5.5 Andlise comparativa entre nitrato de sédio P.A. e fertilizante comercial (salitre do
Chile)

Considerando os dados obtidos na caracterizagdo parcial do fertilizante salitre do
Chile, foi dado prosseguimento ao estudo, para avaliar a possibilidade do uso do produto
comercial, de baixo custo, em substituicdo ao nitrato de sddio. Ainda, com base nas
informacdes obtidas quanto a presencga de calcio e magnésio no produto comercial, o meio
constituido de 10g/L de 6leo de soja DF n&o foi suplementado com esses elementos.

O emprego do programa computacional Statistica 7.0 (StatSoft) permitiu o

levantamento dos dados apresentados na Tabela 5.3, como resultado do teste t de Student.

Tabela 5.3 - Resultados do teste t de Student para a comparacao das médias.

Média QUI (DP) Média SC (DP) valort  GL p

QUIvs. SC 22,7 (1,1) 21,6 (1,2) 0,8660 2 0,4777

QUI — Nitrato de sddio - Reagente quimico grau P.A.
SC — Fertilizante - Salitre do Chile marca Vitaplan®.
GL — Graus de liberdade.

Na Tabela 5.4, observa-se que o valor de p € de 0,4770, ou seja, maior do que 0,05,
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o que indica que ndo se tem evidéncias suficientes para rejeitar Ho (hipotese nula), e que,
portanto, as médias s&o estatisticamente iguais. Uma forma grafica de visualizar essa tabela

€ através do grafico Box & Whisker (Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Grafico Box & Whisker para o teste t de Student para a comparagéo entre as médias
obtidas na produgdo de biossurfatante utilizando como fonte de nitrogénio o reagente P.A. ou o
fertilizante Salitre do Chile e tendo como resposta final o ADMC' do mosto fermentado.

Graficamente, pode ser observado que as médias estdo préximas e as médias +
1,96* DP de ambas as fontes de nitrogénio estdo parcialmente sobrepostas. O valor de 1,96
se refere ao nivel de confianga de 95% na distribuicdo normal, ou seja, normalizando os
valores obtidos, 95% deles devem estar entre -1,96*DP e +1,96*DP.

Oliveira et al. (2006) estudaram a produgdo de biossurfatante por Pseudomonas
aeruginosa FR, utilizando fertilizante comercial N:P:K (10:10:10) Ouro Verde como fonte de
nutrientes (nitrogénio, fésforo e potassio). O uso do produto comercial favoreceu o
crescimento celular e a producdo de biossurfatante de modo analogo ao determinado nos
meios convencionais, isso €, nos meios preparados com reagentes P.A.

Portanto, em n&o havendo razdo estatistica para optar pelo reagente quimico em

detrimento ao fertilizante, seguiu-se com esse ultimo na condugao dos testes.
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5.6 Melhor relagao carbono (6leo de soja DF) e nitrogénio (fertilizante)

Um planejamento fatorial completo 2 com ponto central foi realizado a fim de se
obter as melhores concentragdes de carbono e nitrogénio, bem como, analisar de forma
indireta a relacao C/N. A Tabela 5.4, a seguir, mostra os niveis (analisados com seus valores

escalonados), bem como as respostas obtidas.

Tabela 5.4 — Variaveis escalonadas utilizadas no planejamento.

Ensaio Carbono Nitrogénio ADMC™ (DP)
1 - - 17,5
2 + - 22,5
3 - + 22
4 + + 23
PC 0 0 22,0 (1)

PC — Ponto Central; DP — Desvio-padrao.

Os dados da tabela acima foram submetidos a uma ANOVA, com os resultados

expostos na tabela a seguir (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — ANOVA do planejamento 22 com ponto central e resposta ADMC™".
SQ GL MS F p

Curvatura 1,2273 1 1,2273 1,4727 0,2705
(1)Carbono 18,0000 1 18,0000 21,6000 0,0035
(2)Nitrogénio 12,5000 1 12,5000 15,0000 0,0082
1 by 2 8,0000 1 8,0000 9,6000 0,0212
Erro 5,0000 6 0,8333

Total SQ 44,7273 10

A curvatura nao € estatisticamente significativa, ou n&o existe evidéncia de curvatura,
pois o valor p 0,2705 é maior do que 0,05 (valor p do teste com 95% de confianga) indica
dessa forma, que ndo é necessaria a adicdo de pontos axiais nos experimentos para
melhorar o modelo. Entretanto, as duas variaveis, bem como sua interagdo, foram
significativas. Pode-se inferir que a relagdo entre carbono e nitrogénio é uma relagao

importante na produgao de biossurfatante. O R*> do modelo quadratico foi de 0,86.
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A Figura 5.7 apresenta o grafico de Pareto, onde se pode observar claramente os

efeitos importantes, bem como a ndo significancia estatistica da curvatura no modelo.

{(1Carbano / /
/ 3672983
/ -319839

121356

=

b4

(ZMitrogénia

1by2

Cureatr.

T

p=05
Efeitos estimados (Valores absolutos)
Figura 5.7 - Gréfico de Pareto para planejamento 22 com ponto central.

As Figuras 5.8 e 5.9 mostram a tendéncia de deslocamento do ponto 6timo para uma
regiao com 100 mL de dleo de soja DF e 8,8 g de salitre. Neste estudo buscou-se, a priori,
avaliar os efeitos do carbono e nitrogénio. A relacao 6leo de soja (100mL) e 8,8 g de salitre
do Chile foi a que apresentou maior ADMC"' (23 mN/m). O aumento da relagdo entre
carbono e nitrogénio para, teoricamente 130, ocorreu um decréscimo na producédo do
bioproduto, e como no presente trabalho nao foi avaliada a relacdo C/N, e apesar dos
resultados indicarem claramente a interacdo entre carbono e nitrogénio, faz-se necessario

novos estudos para garantir que o ponto étimo foi conseguido.
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Figura 5.8 - Grafico de médias marginais tendo ADMC™" como resposta.

No grafico de médias marginais, quando as linhas sio paralelas, isso indica que nao

ha interacao entre os fatores. Na Figura 5.8 é facilmente visualizada a interagao dos fatores.

A Figura 5.9 apresenta a superficie de resposta para o planejamento 22 com ponto
central. Apesar de estatisticamente ndo haver curvatura no modelo, observa-se que os
valores estudados das variaveis, tanto para carbono (100 mL/L) e nitrogénio (8,8 g/L),
extrapolaram a tendéncia central (55 mL/L de éleo de soja e 6,6 g/L de fertilizante), ou seja,
as diferencas observadas no ponto central e nos niveis superiores demonstram pouca
tendéncia de incremento. Isso pode ocorrer, pois, como as variaveis foram estudadas numa
ampla gama, variando de 10 a 100 mL/L de fonte de carbono e somente dobrando a
quantidade de salitre do Chile (4,4 g e 8,8 g/L), o ponto 6timo pode estar entre os valores

estudados.
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Figura 5.9 - Superficie de resposta para o ADMC' do planejamento 22 com PC.
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A Figura 5.10 apresenta o grafico de distribuicdo normal dos residuos. Como se pode

observar no grafico, os pontos estao préoximos a reta, indicando a normalidade dos dados.
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Conforme a Tabela 5.4, onde se pode ser observado que os valores finais de
resposta foram muito proximos - 17,5 e 23 mN/m - mesmo para relagdes de C/N variando de
10 a 100 mL/L de 6leo de soja e 4,4 a 8,8 g/L de salitre do Chile, pode ser constatado pela
analise do grafico das médias marginais (Figura 5.8) em conjunto com o grafico de
superficies de resposta (Figura 5.9) que ambos os fatores estudados (carbono e nitrogénio)
sdo variaveis importantes na resposta da tensao superficial.
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6 Consideragoées finais

A contribuicdo técnica deste estudo no cenario do desenvolvimento de bioprodutos
ainda € incipiente. Mas, os resultados obtidos corroboram a possibilidade de serem
produzidos, a partir de rejeitos industriais, produtos alternativos, mais eficientes e nao
poluentes, aos produtos normalmente usados em diferentes setores industriais. O uso de
rejeitos industriais além de reduzir o custo do bioprocesso, reduz a carga de poluentes que
diariamente contribui para o impacto no ambiente.

O dleo de soja queimado, apesar da possibilidade de uso em outras atividades
tecnoldgicas, seria de interesse dada a vasta disponibilidade no territério nacional,
particularmente nas capitais e cidades mais desenvolvidas. Segundo Phan et Phan (2008),
os custos dos 6leos vegetais residuais podem ser duas a trés vezes inferiores aos seus
correspondentes 6leos virgens.

A proxima etapa sera caracterizar as moléculas com propriedades tensoativas
produzidas pela linhagem isolada de Flavobacterium sp. a fim de definir as possiveis

aplicagdes.
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7 CONCLUSOES

A partir das analises dos resultados, conclui-se que:

* Alinhagem Flavobacterium AU-1, isolada de solo contaminado com hidrocarbonetos,
se mostrou capaz de produzir biossurfatante a partir de diferentes fontes de carbono
(dextrose, acucar cristal, e 6leos de soja, in natura e apds uso para fritura de
alimentos) visto a redugcdo da tensdo superficial do meio apdés 48 horas de

crescimento;

* A biossintese do composto tensoativo ocorreu independente do uso de fontes de

carbono soluvel (agucar cristal) ou insoluvel (6leos de soja in natura e de fritura);

* O d6leo de soja residual proveniente de fritura, dentre as trés fontes de carbono
estudadas, por meio da reducido da tensdo superficial se mostrou um apto para a
producao de biossurfatante; sendo o tempo de processo nas condi¢gdes nutricionais e

ambientais ensaiadas de 24 horas;

* O planejamento de mistura mostrou que as porgdes unitarias de nitrato de sédio e
ureia, comparativamente as demais fontes de nitrogénio testadas (sulfato de aménio,
levedura residual cervejeira) foram mais favoraveis para a producado de flavolipidios

pela linhagem isolada;

« A anadlise estatistica em fungdo da variagdo da diluicdo micelar critica ADMC
revelou que é possivel substituir o nitrato de soédio grau P.A. pelo fertilizante

comercial salitre do Chile, uma fonte de menor custo.
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8 SUGESTOES

Baseado nos resultados apresentados na presente dissertagdo, sugere-se para

estudos posteriores:

» Caracterizar as macromoléculas obtidas a partir de fontes soluveis e insolluveis;

» Avaliar a toxicidade do bioproduto;

» Estabelecer metodologia para quantificagdo deste biossurfatante;

» Avaliar as possiveis aplicagdes dos flavolipidios, particularmente, de uso mais nobre,
agregando assim, valor ao biossurfatante;

» Maximizar rendimento e produtividade através do estudo dos componentes do meio,
utilizando metodologias estatisticas como, por exemplo, planejamento de
experimentos;

» Estudar as condigdes operacionais do bioprocesso como: aeragido, agitacdo e
temperatura de modo a favorecer a formacao do bioproduto;

» Realizar o escalonamento do bioprocesso.
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