&

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Escola de Quimica

Programa de P6s-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos

Producao de Biossurfatante por
Pseudomonas aeruginosa EQ 109

a Partir de Glicerol

Autora: Flavia Padilha Bastos dos Santos
Orientadora: Dra. Francisca Pess6a de Franca

Co—Orientadora: Dra.Léa Maria de Almeida Lopes

RIO DE JANEIRO
22 de Novembro de 2011

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



ii

FLAVIA PADILHA BASTOS DOS SANTOS

Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa
EQ 109 a Partir de Glicerol

EQ/UFRJ

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



iii

FLAVIA PADILHA BASTOS DOS SANTOS

Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa
EQ 109 a Partir de Glicerol

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO CURSO DE POS-QRADUACAO
EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS QUIMICOS E BIOQUIMICOS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS

REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM
CIENCIAS.

ESCOLA DE QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
22 de Novembro de 2011

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



FICHA CATALOGRAFICA

iv

S237p Santos, Flavia Padilha Bastos dos.

Producdo de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ109 a Partir de
Glicerol/ Flavia Padilha Bastos dos Santos. — 2011.
xx, 122 f.: il.

Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, Rio de Janeiro,
2011.

Orientadoras: Francisca Pessoa de Franga e L.éa Maria de Almeida Lopes

1. Biossurfatante. 2. Biosurfactant. 3. Produgdo. 4. Glicerol. 5. Planejamento
de experimentos. 6. Pseudomonas aeruginosa. 7. Biodiesel. — Teses. 1. Franca,
Francisca Pessoa de. (Orient.). II. Lopes, Léa Maria de Almeida (Orient.). IIL
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Programa em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica. IV. Titulo.

CDD: 579.26

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



FLAVIA PADILHA BASTOS DOS SANTOS

Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa
EQ 109 a Partir de Glicerol

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO CURSO DE POS-GRADUACAO
EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS QUIMICOS E BIOQUIMICOS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENGAO DO GRAU DE DOUTOR EM
CIENCIAS.

— —

APROVADAPOR: _ —— (~— - 7
Dra. Francusca P/§ssoa de Franga — TPQB/UFRJ

A dll /XJL\QM% WB

riajde Aimeida Lopes — IMA/UFRJ

U briYeon Rabinovitch — LFB/IOC/FIOCRUZ/R]
L A & g__,«;,(, K

Dr. Silvio S@’ da Silva - EEL/USP

Dra. Vicelma Luiz Cardoso — EQ/UFU

E{’Q){&Q

S

Dra. Eliana Flavia\Camporese Sérvulo - TPQB/UFRJ

Rio de Janeiro, 22 de novembro de 2011
dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011

vi

“em Cristo todos os tesouros da sabedoria
e do conhecimento estido ocultos.”
Colossenses 2.3

Biblia Sagrada

Ao meu Deus e ao meu Senhor Jesus
Cristo, pela capacitacao e pela graca.

Ofereco



vii

Ao meu marido Alex pela ajuda, pelo
consolo, pelo incentivo e por estar sempre
perto para me fazer crer no potencial que Deus
depositou na minha vida.

A minha filha Manuela por compreender a
minha auséncia em muitos momentos, sempre
com um SOrriso no rosto.

Dedico

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



viii

AGRADECIMENTOS

@ Aos meus pais Berenice e Ivon (in memorian) por me ensinarem que estudar
€ uma ferramenta fundamental para que sonhos profissionais se concretizem;

@ Aos meus irméaos pelo apoio;

@ As minhas orientadoras Francisca e Léa pela confianga e por me dar a
liberdade necessaria para o desenvolvimento de um bom trabalho de pesquisa;

@ A minha sogra Sonely e ao meu sogro Ricardo que durante todo este trabalho
foram quem, com carinho e ateng¢ao, ensinaram e cuidaram da minha filha Manuela;

@ Ao meu cunhado Diogo e a Aretha pelo coracao aberto e pela disponibilidade
em me socorrer em todos os momentos;

@ Ao meu pastor Edimilson e a Aurinha e aos membros da IEVV em Pedra de
Guaratiba pelas oracdes e por todo o apoio espiritual;

@ Aos jovens da IEVV em Pedra de Guaratiba, ao grupo de teatro, ao grupo de
oragao dos jovens e das mulheres, pela compreensdo quando estive ausente;

@ Aos membros da IEVV no Recreio dos Bandeirantes pelas oragdes e por se
dedicarem com tanto amor aos sonhos que Deus depositou no meu coracao;

@ Aos meus amigos Caoxande e Marcela por acompanharem todo o meu
crescimento e por estarem sempre por perto com uma palavra de vitéria nos labios;

@ Aos meus amigos Ricardo e Kris pela dedicacéo e apoio incondicionais;

@ Aos amigos do laboratério 109, Jamille, Ulrich, Tereza, Diogo, Aike, Renata,
Cadu, Gustavo, Rafael Bittencourt, Camila, Rafael Lima, Dill, Milton, Kally,
Felizberto, Virginia, que juntos formaram uma equipe maravilhosa, onde se pbéde ver
que a ajuda mutua é fundamental para a realizagdo de um excelente trabalho com
desprendimento e o companheirismo. Ninguém vence sozinho, obrigada;

@ Ao amigo Hugo Schumacher pela ajuda no inglés;

@ Aos funcionarios Marcia e Thiago pelas andlises no Instituto de
Macromoléculas Eloisa Mano;

@ A professora Eliana Flavia pela gentileza de, por muitas vezes, ceder seu
laboratério para ensaios e ao funcionario Paulinho;

d Aos funcionarios da secretaria da pds-graducdo Roselee, Julio, Lucia e
Marlene pela amabilidade no atendimento;

@ A Universidade Federal do Parana na pessoa da professora Joana Léa, pela
analise dos agucares;

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



ix

@ Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento, CNPq, pelo apoio
financeiro;

@ A todos que de alguma forma trocaram experiéncias, informagoes,
ensinamentos e puderam me ajudar a entender como conciliar o trabalho na familia,
em casa, na igreja e na universidade. OBRIGADA.

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011

“Eu quero saber como Deus criou este mundo.
Nao estou interessado neste ou naquele
fendbmeno, no espectro deste ou daquele
elemento. Eu quero conhecer os pensamentos
Dele, o resto sdo detalhes”

Albert Einstein



xi

SANTOS, Flavia Padilha Bastos dos. Produc¢ao de Biossurfatante por Pseudomonas
aeruginosa EQ 109 a Partir de Glicerol. Rio de Janeiro, 2011. Tese (Doutorado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos)-Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

RESUMO

A oferta de glicerol, subproduto da producdo de biodiesel, aumentou
significativamente nos ultimos anos, gerando um grande interesse por seu
aproveitamento biotecnolégico. Neste trabalho avaliou-se a producdo de
biossurfatante a partir de glicerol, empregando a Pseudomonas aeruginosa EQ 109
isolada de ambiente contaminado com dleo cru. Para avaliar as melhores respostas
foi utilizado um planejamento fatorial 23 investigando a influéncia do pH,
concentragdo inicial de biomassa e concentragdo inicial de glicerol . Os
experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer com 500 mL de capacidade
contendo 100 mL do meio de produgao, sob agitagdo de 150 rpm, a temperatura de
30°C % 1°C, realizando-se amostragens nos tempos 24h, 48h e 72 h. A produgéo de
biossurfatante foi monitorada através da medida do indice de emulsificagcdo em
querosene de aviagao, consumo de glicerol, diminuicdo da tensao superficial e
biomassa final produzida no caldo livre de células, atingindo um valor de 75% para o
indice de emulsificagcdo do querosene de aviagdo com 72 horas de fermentacao. Os
resultados mostraram que as variaveis independentes que obtiveram melhores
respostas foram pH 7,0; concentragao inicial de glicerol, 50g/L e concentragéo inicial
de biomassa de 6,3x107° g/L. Com os parametros otimizados, foram realizados
experimentos em fermentadores com capacidade de 2L e 3L e o biossurfatante
produzido foi recuperado com um rendimento de 0,68g de biossurfatante/g de
glicerol. Ap6s a recuperagdo o biossurfatante foi purificado até cerca de 90% de
pureza, dado este confirmado pela analise termogravimétrica TGA. No
biossurfatante recuperado, foram realizados testes de estabilidade em diferentes
salinidades e temperaturas, ensaio de tolerancia ao calcio, ensaio do indice de
emulsificacdo de diferentes matérias-primas (hexano, biodiesel, borra oleosa,
querosene de aviagcao) além da caracterizagcao através da analise espectrométrica
FTIR, analise reométrica e analise dos acgucares. Os resultados indicaram a
possivel formagdo de um ramnolipideo estavel em diferentes temperaturas e
salinidades que emulsificou o querosene de aviagdo em solugdo a 100 mg/L de
CaCOs;. A analise de agucares revelou a formacao de um biossurfatante composto
de acgucares neutros composto de 19% de ramnose, 35% de manose, 2% de
galactose e 44% de glicose.
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ABSTRACT

The supply of glycerol, a byproduct of biodiesel production has increased
significantly in the last years, generating a great interest in its use of biotechnology.
In this study it was evaluated the production of biossurfactant from glycerol, using the
EQ 109 Pseudomonas aeruginosa isolated from the environment contaminated with
crude oil. To evaluate the best responses it was used a 2° factorial design,
investigating the influence of pH, initial biomass concentration and initial glycerol
concentration. The experiments were performed in flasks with 500 mL capacity
containing 100 mL of mineral medium with glycerol, under agitation of 150 rpm at a
temperature of 30°C = 1°C, samples were made in 24 hr, 48 hr and 72 hr. The
production of biossurfactant was monitored through the index of aviation kerosene
emulsification, consumption of glycerol, decreased surface tension and final biomass
produced in cell-free broth, reaching a value of 75% in the index of aviation kerosene
emulsification with 72 hours of fermentation. Results showed that the independent
variables that best results obtained were pH 7.0, initial glycerol concentration 50 g / L
and initial biomass concentration of 6.3 x10° g/L. With parameters optimized
experiments were performed in a fermentors of 2L and 3L capacity and the produced
biosurfactant was recovered in a yield of 0.68 biosurfactating/g of glycerol. After
recovery the biosurfactant was purified to about 90% as confirmed by
thermogavimetric analysis (TGA). Stability tests were performed diferent
temperatures and salinities, calcium tolerance test, index of aviation kerosene
emulsification, test of different raw materials (hexane biodiesel, olly sludge, aviation
kerosene) as well as characterization through spectrometric analysis(FTIR), reometer
analysis and sugar analysis.The results indicated the possible formation of a stable
rhamnolipid in a different temperatures and salinities that emulsify a aviation
kerosene in a solution of 100 mg/L of CaCOs;. The sugar analysis revealed the
formation of a biosurfactant with neutral sugars such as rhamnose (19%), mannose
(35%), galactose (2%) and glucose (44%).
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Introducao 2

A industria petrolifera tem buscado caminhos alternativos para a producéo de
energia e a possibilidade de esgotamento e escassez dessas fontes fosseis, ainda
nesse século, € uma das problematicas a ser questionadas, como a poluicdo
decorrente da emissédo de gases (CO2, NOy, SO, etc.), agravando o efeito estufa e,

consequentemente, causando problemas ambientais (RO e BURGILLO, 2009).

O biodiesel veio suprir parte das expectativas do segmento energético.
Diversas sao as fontes renovaveis que podem ser utilizadas para a fabricacdo do
biodiesel, como qualquer 6leo vegetal novo ou usado. Quando estes éleos ou
gorduras reagem quimicamente com o alcool etilico ou o metanol, estimulados por
um catalisador, resultam em um combustivel de alta qualidade que substitui o éleo
diesel, sem necessidade de modificagdo do motor (VICENTE; MARTINEZ; ARACIL,
2007).

A glicerina “loira” (nome dado devido ao seu aspecto amarelado), um co-
produto da producdo de biodiesel, tem gerado discussdées quanto ao seu
aproveitamento, ja que a oferta deste co-produto aumentou significativamente
devido a insercao do biodiesel no mercado mundial. Por este motivo, é necessario
buscar novas aplicagdes e solugdes que venham compatibilizar a producédo deste
biocombustivel com a alta oferta do glicerol, componente principal da glicerina
‘loira”. A producdo de biossurfatantes a partir de glicerol € uma alternativa
promissora, pois estes sdo menos téxicos ao ambiente que os produzidos

quimicamente.

Os surfatantes por apresentarem propriedades tensoativas e emulsificantes
tém diversas aplicagdes no setor do petréleo, como na prospecgao e transporte; na
limpeza de tanques de armazenamento e na biorremediagdo de areas contaminadas
com petroleo ou seus derivados. Podem ser utilizados para diminuir a tenséo
superficial, aumentar a solubilidade, o poder de detergéncia e a capacidade
espumante. As industrias petroliferas sdo uma das que mais utilizam os beneficios
dos surfatantes, principalmente, para aumentar a solubilidade dos componentes do
petréleo (BOGNOLO, 1999; SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007).

Muitos biossurfatantes sao do tipo n&o-ibnicos (neutros), anidnicos e poucos

sao catidnicos. Estes compostos apresentam moléculas anfifilicas possuindo uma
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porcao hidrofilica e outra lipofilica. A porcéo lipofilica da molécula é formada por
longas cadeias de acidos graxos e a porgéo hidrofilica pode ser um aminoacido,
peptideo, hidroxido, fosfato, grupo carboxilico ou carboidrato (BOGNOLO, 1999).
Uma variedade de micro-organismos pode produzir biossurfatantes a partir de
acgucar, 6leos e alcanos e a maioria é produzida em condicdo de aerobiose e em
meio aquoso (MULLIGAN, 2005).

Um dos compostos biossurfatantes mais investigados sdo os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa. Ramnolipideos sao glicolipideos
formados por uma ou duas ramnoses € uma moléculas de acido graxo hidrofébico.
Possuem um excelente poder emulsificante e podem atuar em uma grande
variedade de hidrocarbonetos, compostos aromaticos e éleos vegetais. Com isto, as
aplicagdes para estas substancias é bastante ampla desde medicamentos para uso

tépico até o tratamento de areas impactadas com 6leo (LOVAGLIO et al, 2011).

Associando a necessidade de compatibilizar a oferta de glicerol com a
produgdo de bioprodutos de alto valor agregado, o estudo tem como objetivo
principal a utilizagdo de glicerol como unica fonte de carbono para a produgéo de

biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ109
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2.1 Objetivo geral

Esta tese propde produzir um biossurfatante a partir da utilizagdo de glicerol,
como principal fonte de carbono e energia por Pseudomonas aeruginosa EQ 109,
pois foi verificado que na literatura existem alguns trabalhos relacionados a
producao de biossurfatante por Pseudomonas sp a partir de glicerol, entretanto
nenhum deles enfatiza o desenvolvimento de uma tecnologia para producédo de
biossurfatante visando o aumento da produgéo de 6leo em pogos de petroleo, sejam
eles novos ou ja em processamento. Para isto, o produto deve apresentar boas
propriedades, tais como: compatibilidade com outros polimeros, estabilidade em

altas salinidades e em altas temperaturas.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar a influéncia de diversos valores de temperatura, pH, teor inicial
de células na formagao de biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa

EQ 109 e suas possiveis interagoes;

e Produzir o biossurfatante em fermentador utilizando os parametros de

maior influéncia estudados no item anterior;
e Recuperar o biossurfatante obtido como extrato e sua purificagao;

o Estudar a estabilidade do extrato recuperado em elevadas temperaturas

e salinidades;

e Caracterizar fisico-quimicamente e instrumentalmente o extrato.
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3.1 Uma Nova Visao para o Segmento Energético

3.1.1 Aspectos gerais

Atualmente, em grande parte do mundo ha uma preocupagdo em aliar o
crescimento econdmico com a preservagcao do meio ambiente, visando garantir para
as futuras geragcbes um ambiente saudavel e equilibrado por meio do
desenvolvimento sustentavel (LUCION et al, 2006).

Fontes renovaveis de energia seguem a visdo da sustentabilidade, pois sé&o
capazes de suprir as necessidades da geracao atual sem comprometer as geragdes
futuras contribuindo com a diminuicdo de emissées de poluentes. Para isto, um
empreendimento deve atender a quatro requisitos basicos: ser ecologicamente
correto, economicamente viavel, socialmente justo e culturalmente aceito (GARCEZ
e VIANNA 2009; DEMIRBAS, 2009).

Quando se fala a respeito de recursos energéticos € importante ressaltar que
80,3% da energia consumida no mundo vém de combustiveis fosseis, sendo 57,7%
deste total utilizado pelo setor de transporte (ESCOBAR et al, 2009).

A emissdo de gases na atmosfera esta intimamente ligada ao processo de
combustdo de motores diesel, onde os principais agentes poluidores sdao NOy e
material particulado, que podem contribuir para o desenvolvimento de cancer,
induzir efeitos sobre a saude cardiovascular e respiratoria; promover polui¢cao do ar,
da agua e do solo; reduzir a visibilidade e alterar o clima global (ONER e ALTUN,
2009). Devido a isto, surge a necessidade do desenvolvimento e da aplicagao de
tecnologias ambientais limpas que agregam muitos beneficios, dentre eles o

gerenciamento de residuos e a reducao das emissoes (DOVI et al, 2009).

E necessario intensificar os estudos nestas tecnologias para todos os
biocombustiveis e avaliar quais sdo as melhores op¢des para o ambiente (PONTON,
2009).
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3.1.2 Biocombustiveis

As estatisticas atuais para a produgao global de biocombustiveis alcangaram o
nivel recorde de 34 milhées de toneladas em 2007 correspondendo a 1,5% do total
de combustiveis consumidos em estradas de rodagem, sendo que a Agéncia
Internacional de Energia (IEA) prevé um aumento para 5% até o final de 2030 (WEC,
2010).

As estratégias de implantar os biocombustiveis no mercado mundial
dependem de fatores como a adequagao aos mecanismos dos motores, quer sejam
veiculares ou nao, principalmente devido as diferentes propriedades de cada um
deles, dos impactos ambientais causados pela producdo e uso e da logistica de

distribuicao.

A pesquisa de fontes renovaveis no Brasil e Estados Unidos tém crescido
significativamente, porém paises como Cuba e Venezuela colocam em duvida os
aspectos promissores destas fontes, pois estas poderiam intensificar a produ¢cdo em
areas antes destinadas ao cultivo de alimentos aumentando as diferengas sociais,
sobretudo na América Latina (SUAREZ et al, 2009).

O potencial de producdo de etanol a partir de residuos da agricultura foi
avaliado por Najafi et al (2009). Os autores relatam a importancia dos
biocombustiveis no Ira, pais onde foi desenvolvida a pesquisa. O estudo prevé que
neste pais a produgcao de petroleo pode atingir 6,8 mbd (milhées de barris dia) em
2030, porém além da necessidade de uma grande infra-estrutura para geragao de
eletricidade na producgao, o Ira precisa importar gasolina para seu consumo interno.
Com isto os biocombustiveis acabam sendo uma opc¢ao adequada. Foi investigada a
producao de etanol a partir de residuos do cultivo de arroz, cevada, cana-de-agucar,
milho e trigo, sendo que este ultimo obteve o melhor rendimento (0,9 bilhdes de

galdes por ano).

A pesquisa mundial em biocombustiveis tem aumentado ao longo dos anos (LI
et al, 2009) como na Suécia e Holanda (ULMANEN;VERBONG; RAVEN,2009), na
China (XUAN et al, 2009; YANG et al, 2009, YAN e CROOKES, 2009) e em paises
comunistas como Bulgaria, Roménia e Cazaquistdao (SREBOTNJAK e HARDI,
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2011). O Brasil é referéncia mundial em produg¢ao de etanol e avanga também para
ser um grande potencial na fabricagéo de biodiesel (WEC, 2010).

3.1.2.1 Biodiesel
a) Conceitos iniciais

O petréleo, assim como todos os seus derivados, possui um papel importante
em todas as areas da sociedade, porém os altos precos e o impacto ambiental tém
intensificado o debate entre varias organizagdes internacionais quanto a produgao
de biocombustiveis, como o biodiesel (BASHA; GOPAL; JEBARAJ, 2009; ESCOBAR
et al, 2009).

A definigdo para biodiesel adotada na Lei n°® 11.097, de 13 de setembro de

2005, que introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira é:

“Biodiesel: biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustéo interna com ignigdo por compressdo ou, conforme regulamento, para
geragcdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem fossil” (http://www.mct.gov.br/index.php/content/view/
2698.html).

O biodiesel ¢ um biocombustivel produzido a partir de 6leos e gorduras,
vegetais ou animais. Em virtude das estruturas moleculares pouco ramificadas,
alguns o6leos naturais podem ser utilizados como combustiveis devido ao seu alto
poder calorifico, cerca de 80% em relacao ao diesel de petréleo. Contudo, a maioria
dos oleos vegetais apresenta viscosidade dez vezes maior que o petrodiesel e por
isso ha a necessidade de conversdo destes 6leos em produtos com menores
viscosidades (NIKIEMA e HEITZ, 2008).

Comercialmente € feita uma mistura do diesel com biodiesel em diferentes
proporcdées e sdo chamadas de B5, B20 ou B100, onde os valores numéricos
representam a % v/v de biodiesel presente na mistura (JANAUN e ELLIS, 2010).
Atualmente, esta mistura ja alcangou 5% na Europa, chegando a 30% na Alemanha,
e 5% no Brasil. Espera-se que no Brasil, em 2012, esta porcentagem aumente para

7% até 10%, conforme declaragédo do diretor da Agencia Nacional de Petroleo, Gas
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Natural e Biocombustiveis, Allan Kardec (http://www1.folha.uol.com.br/ambiente/

876379-mistura-de-biodiesel-no-diesel-convencional-pode-aumentar.shtml).

b) Motivagéo para o uso do biodiesel

A reducao de emissdes gasosas tdxicas no meio ambiente € uma das principais
razdes para o uso do biodiesel, além da questdo de inclusdo social de agricultores
de baixa renda. Além disso, ele pode ser utilizado sem modificagcdo dos motores, é
biodegradavel, possui baixas concentracbes de enxofre e aromaticos, alta
combustdo, dentre outros aspectos (ATADASHI, AROUA, AZIZ; 2010; CORONADO
et al, 2009).

Mufoz et al (2011) verificaram que o biodiesel aumenta a lubricidade de novos
combustiveis diesel com baixos teores de enxofre. Lubricidade pode ser definida
como a capacidade de um determinado composto de prevenir o desgaste quando
duas superficies entram em contato. O teste se baseia em verificar o dano causado
por um esfera de 6 mm em um disco de agco que contém a amostra. Para este teste
a adicdo de apenas 100 ppm de biodiesel ao diesel (sem aditivos) obteve um
desgaste 338 milimetros, resultado apropriado para motores diesel. Os autores
também fizeram testes de compatibilidade de diferentes misturas diesel/biodiesel
com elastdmeros em diferentes temperaturas (50°C e 90°C) e com motores, onde o

biodiesel se mostrou uma 6tima adaptacéo.

Rehman, Phalke e Pandey (2011), utilizaram misturas de biodiesel de pinhao-
manso/diesel como combustivel em uma turbina a gas. Os autores relatam que
existem muitos estudos a respeito do desempenho deste combustivel em motores
de combustao interna, porém em turbinas a gas a pesquisa € escassa. Foram
comparadas as performances do diesel, biodiesel e de duas misturas, uma contendo
15% de biodiesel (b1) em diesel e outra 25% (b2). As misturas obtiveram melhores
resultados em relagdo ao diesel quanto as emissbes gasosas de CO e
hidrocarbonetos. Além disso, o 6leo de pinhdo-manso tem caracteristicas préximas
ao diesel que sao aprimoradas com a esterificacdo, processo este que transforma o

6leo em biodiesel.
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Kegl (2007) estudou os efeitos do biodiesel nas emissdes oriundas de motores
diesel de 6nibus e verificou, dentre outras, as caracteristicas da injegdo no motor
com o objetivo de diminuir as emissdes de gases toxicos. Os resultados indicaram
que, com o uso do biodiesel, um tempo curto de injecéo € essencial para reduzir os

gases emitidos.
¢) Processos de produgéo

A conversao dos 6leos em biodiesel pode ser feita por varios processos, mas
o principal é a reacao de transesterificacdo (LEUNG; WU; LEUNG, 2010) quer seja
acida (HAN et al 2009) ou basica (ABREU et al, 2004) utilizando diferentes tipos de
catalisadores quimicos (KAUR e ALI, 2011; TANG et al, 2011) ou enzimaticos
(HAMA et al, 2011; ROBLES-MEDINA et al, 2009; MA e HANNA, 1999). Outros
processos tém sido descritos na literatura como a hidro-esterificagdo (de SOUSA et
al, 2010; SUAREZ et al, 2009), a esterificagdgo (CARMO Jr. et al, 2009) e
interesterificacdo (XU; DU; LIU, 2005). Um diagrama de blocos com o processo

comumente utilizado esta representado na Figura 1.

Diversas sao as fontes renovaveis que podem ser utilizadas para a fabricacéo
do biodiesel, destacando-se 6leos vegetais (PATIL e DENG, 2009) in natura (NABI,
RAHMAN; AKHTER, 2009) ou usados (de SOUZA et al, 2009) e restos de gordura
animal (ONER e ALTUN, 2009). Quando estes O6leos ou gorduras reagem
quimicamente com o alcool etilico ou o metanol, estimulados por um catalisador,
resulta um combustivel de alta qualidade que substitui o 6leo diesel féssil sem
necessidade de modificacdo do motor (MORON-VILARREYS et al, 2007; VICENTE;
MARTINEZ; ARACIL, 2007).

A literatura tem descrito que os processos de produgao de biodiesel podem
ser realizados em diferentes tipos de reatores. Behzadi e Farid (2009) investigaram
a producao de biodiesel utilizando um reator continuo gas-liquido onde o 6leo ou
gordura aquecidos e atomizados entravam em contato com vapor de metanol em
contracorrente no reator. Os autores alcancaram conversdes de 94-96% de biodiesel
em seus experimentos, operando com 5-7 g de metdxido de sodio/L de metanol em

uma vazio de 17,2 L/h e de 6leo de 10 L/h. O sucesso da conversao foi atribuido ao
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processo de atomizagao que aumenta a area de contato do metanol com o 6leo ou a
gordura, as elevadas temperaturas de reagao e ao reciclo de metanol.

Olao vegetal ou
Gordura animal

Catalisador
l {NaOHIKOH)

Etanol/Metanol

Transesterificagdo

Fase pesada | 5 Fase lava

v Y

Glicerol bruto Ester etilico ou
) metilico
‘I I i (BIODIESEL)

Adigao de acido para
remogao de sabdo

l

Precipitagao de sais.
Separagao de gliceral

l

Neutralizagdo do
excesso de dcido

Evaporacao de b e i Destilagio :
dlcools | . ; ;

4 I
L
ettty |
i ] 1
[ Glicerol destilado : | Residuo de glicerol
FERMENTAGAO ! H !

Figura 1 Diagrama de blocos genérico da producao de biodiesel e da purificagédo do
glicerol (RIVALDI et al 2008).

Um processo continuo também foi utilizado por Chongkong, Tongurai,
Chetpattananondh (2009), além de um processo em batelada. Os autores
verificaram que a esterificacdo continua para a producao de biodiesel de destilado
de acido palmitico (residuo da producédo deste acido graxo), gerou um processo
econbmico e um biodiesel de alta qualidade apresentando a maioria das

propriedades em conformidade com padrdes internacionais.

Shibasaki-Kitakawa et al (2007) utilizaram diferentes resinas de troca idnica

como catalisador heterogéneo na produg¢ao de biodiesel. O processo foi conduzido
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de maneira continua e batelada empregando trioleina 99%, etanol e diferentes
resinas para produzir etil-oleato (biodiesel). Os autores constataram que a resina de
troca anibnica de menor densidade e menor tamanho de particula obtiveram a
melhor taxa de conversao. Verificou-se que para o processo em batelada o uso da
combinacdo de um método de regeneracéo da resina em trés passos fez com que a
atividade catalitica nao fosse perdida. O processo continuo obteve elevados

rendimentos quando empregado um reator com leito fixo empacotado com a resina.

A cinética e os processos de sintese de biodiesel tém sido muito estudados, a
fim de diminuir os custos de producgao. Di Serio et al (2005) realizaram sintese de
biodiesel usando catalisadores acidos de Lewis. Os autores estudaram os
catalisadores mais ativos (sais carboxilicos de Cd, Mn, Pb, Zn) e foi feita uma
correlacido das atividades com a acidez do cation. A atividade do melhor catalisador
Pb(CH3COO), foi reduzida pela agua formada durante a esterificacdo, entretanto
com uma baixa concentracdo de catalisador (4x10%1 razido em peso de
catalisador para o Oleo) foi possivel a obtengdo de uma produtividade elevada
(96%), uma baixa concentragao final de acidos graxos livres (<1%) e um tempo de

reacao relativamente curto (200 min).

Varios parametros devem ser levados em consideragdo em um processo de
producdo. Eevera, Rajendran, Saradha (2009) realizaram a otimizacdo e a
caracterizagdao do processo de producdao de biodiesel no intuito de avaliar a
adequacdo do produto em varias condigdes ambientais. Oleos vegetais comestiveis
(coco, palma, amendoim e farelo de arroz) e de nao comestiveis (noz de karanja,
semente de amargosa e de algodao) foram utilizados para otimizar as variaveis do
processo de formacdo de biodiesel, tais como: concentragdo do catalisador;
quantidade necessaria de metanol para a reagao; tempo de reagao e temperatura de
reacao. Os autores verificaram que a adicdo de excesso de catalisador causa maior
participacao de triglicerideos na reagdo de saponificacdo; o processo de produgao
de biodiesel é incompleto quando a quantidade de metanol ¢ inferior ao valor 6timo,
quando a temperatura aumenta além do nivel 6timo o rendimento do éster diminui
devido a aceleragao do processo de saponificacdo de triglicerideos; o excesso no
tempo de reacao favorece a reagao inversa de transesterificacdo que resulta em

uma redugao no rendimento de éster. As condi¢coes o6timas de reagdo para a
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producdo de metil-ésteres a partir de 6leos comestiveis foram as seguintes: o tempo
de reacdo de 90 min a 50 ° C, 180 mL de metanol para 1000 mL de déleo e 1,5%
NaOH como catalisador. Para os nao-comestiveis os parametros 6timos séao
semelhantes a O6leos comestiveis, exceto para a quantidade de metanol (210
mL/1000 mL de 6leo).

Aliske et al (2006) estudaram a concentracado de biodiesel em uma mistura de
Oleo diesel. Os autores apresentaram um método de medida que cobre uma larga
faixa de misturas (0-100%) de biodiesel em dleo diesel, utilizando espectrofotometria
de infravermelho e verificaram um pico de absor¢cédo para a carbonila (C=0) que
estava presente somente no biodiesel, tornando possivel a medida dos percentuais,

mesmo em baixas concentragcdes, melhorando o controle de qualidade.

Algumas tecnologias tém sido propostas para minimizar o custo da produgéo
deste biocombustivel, seja em meios acidos, basicos, a partir de microalgas
(CHISTI, 2007) ou com a contribuigcdo de enzimas como as lipases (ANTCZAK et al,
2009; DIZGE et al, 2009). O Brasil esta desenvolvendo varias tecnologias onde a lei
brasileira ajustou os percentuais do biodiesel misturados ao éleo diesel em 2% até
2008 e a 5% a partir de 2013 (ALISKE et al, 2006; TORRES et al, 2006). Atualmente
este percentual é de 4%, sendo previsto também o aumento para 5% ja para o inicio
de 2010 (GARCIA, 2009, online).

Marchetti, Miguel e Errazu (2007) fizeram uma revisdo dos possiveis métodos
de producao do biodiesel como a tradicional transesterificacdo de 6leos ou gorduras
utilizando: catalise alcalina, catalise acida, lipase como catalisador e diferentes
alcodis. Todos 0s processos sao viaveis, porém o mais econdmico foi 0 processo de

catalise acida.

Keskin, Guru e Altiparmak (2007) avaliaram os efeitos de aditivos no consumo
e nas emissbes de um combustivel feito com 60% biodiesel (proveniente de éleo de
pinheiro) e 40% de dleo diesel enriquecido com aditivos de manganés e niquel. Os
autores verificaram que estes aditivos metalicos aumentaram o consumo em 6%,
entretanto a emissdo de CO e a opacidade da fumaga decresceram por volta de

64% e 30% respectivamente, além de baixas emissdes de NO.
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Lapinskiené, Martinkus e Réb daité (2006) tiveram como objetivo determinar a
toxicidade de diesel e biodiesel através da medida da biodegradacdo destes
materiais em um solo aerado. Os resultados indicaram que o Oleo diesel tem
propriedades toxicas em concentragdes acima de 3%(p/p), enquanto o biodiesel ndo
apresentou toxicidade em concentragoes até 12% (p/p), devido ser mais facilmente
biodegradado.

A mistura do biodiesel com o diesel aumenta as propriedades de lubrificacéo e
a biodegradabilidade, reduz as emissdes de gases toxicos e a necessidade de

manutencao do motor, aumentando sua vida util.
d) Biodiesel no mundo

A producdo mundial de biocombustiveis aumentou em 70% nos ultimos dois
anos. Nos Estados Unidos, Brasil e Europa a producdo é elevada. Enquanto no
Brasil e nos Estados Unidos o bioetanol é o biocombustivel dominante, na Europa o
biodiesel conta com mais de 80% da produgéao total de biocombustiveis ocasionando
0 aumento do debate a respeito do uso de sementes que servem de alimentos
versus a producao de biodiesel, principalmente quanto a producéo a partir de 6leos
de consumo humano (JANAUM e ELLIS, 2010; KAJARSTAD e JOHNSSON, 2009;
SRINIVASAN, 2009).

Atualmente a lider mundial em producao de biodiesel é a Alemanha chegando
a 2,6 milhdes de toneladas principalmente a partir da semente de colza
(http://sustentabilidade.allianz.com.br/?203/Perfil-da-bioenergia-preservando-a-

natureza).

Mulugetta (2009) avaliou os aspectos econémicos do biodiesel na Africa sub-
saarica, tendo como foco a producao de combustiveis de 6leo de palma, mamona e
pinhdo-manso em Gana, Quénia e Tanzania, respectivamente. Os resultados
mostraram que o 6leo de palma foi ligeiramente melhor que o pinhdo-manso e a
mamona foi considerada a pior matéria-prima. A razao para isto foi que o rendimento
por hectare do 6leo de palma foi significativamente mais elevado que os outros dois.
Além disto, o subproduto proveniente da extracdo do o6leo de palma pode ser

utiizado como alimento para animais e como fertilizante, enquanto que os
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provenientes do processamento do pinhdo-manso e da mamona, somente tém
aplicagdo como adubo. Apesar disto, a utilizagdo do pinhdo-manso pode ser
interessante, tendo em vista que a planta pode crescer em variadas condi¢cdes

climaticas e pedoldgicas.

Na Espanha, Del Rio e Burguilo (2009) analisaram o impacto de energias
renovaveis na sustentabilidade. Os autores avaliaram energia proveniente do vento,
do sol e do biodiesel. Segundo eles, a Espanha ocupa o quinto lugar em produgéo
de biodiesel na Europa, depois da Alemanha, Franga, Itdlia e Inglaterra. Apesar
disto, obteve um crescimento na producdo deste biocombustivel de 5000% nos

ultimos dois anos onde apenas 40% sao consumidos no pais.

Na Tailandia, as iniciativas e o potencial da producdo de biodiesel foram
revistos por Siriwardhana, Opathella e Jha (2009). Os autores relatam que o plano
do governo € aumentar a utilizacdo de biodiesel de 365 milhdes de litros em 2007
para 3100 milhdes de litros até 2012.

e) Biodiesel no Brasil

O Brasil tem se consolidado como uma nacao auto-suficiente na produgcao de
petroleo e com a descoberta de novas reservas, pode também se tornar um
potencial exportador do 6leo cru, no entanto, em virtude da necessidade de reducgao
das emissdes gasosas e a oportunidade de combater a ma distribuicdo de renda, a
producao de biodiesel pode atender as expectativas. Para isto, uma grande cadeia
de producado de biodiesel estd sendo desenvolvida baseada na agricultura familiar,
contribuindo tanto para a redugdo do aquecimento global como para a geragao de

emprego e renda no campo.

Adicionalmente, o pais estd ocupando um lugar de destaque no que diz
respeito ao conhecimento da tecnologia vinculada a produgdo de biodiesel e a

pesquisa de novos insumos.

Garcez e Vianna (2009) estudaram a politica brasileira em relagao ao biodiesel,
levando em consideracdo os aspectos ambientais e sociais envolvidos na
sustentabilidade. Foram discutidas as perspectivas do Programa Nacional de
Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB) langado oficialmente em 6 de dezembro de
dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011
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2004. Através do grupo de trabalho interministerial para biodiesel (GTIB), foi
avaliada a viabilidade da utilizagao de 6leo vegetal (biodiesel) como fonte de energia
alternativa sugerindo politicas futuras, segundo um decreto do Presidente em
exercicio Luis Inacio Lula da Silva. Os autores criticaram o uso da palavra
viabilidade que ndo € sinbnimo de sustentabilidade. Foi ainda discutido o fato do
decreto ndo mencionar os 6leos residuais como matérias-primas para a producao do
biodiesel, apesar de indicar a necessidade da expansao da agricultura familiar no

Brasil, a qual ainda esta limitada aos produtores de gréos.
f) Fatores criticos

E necessario levar em consideracdo varios fatores para que se possam avaliar
os beneficios da producdo de biodiesel, tais como: a matéria-prima utilizada na
fabricagdo, a logistica da distribuicdo, as tecnologias de obtengcédo e o estudo dos

residuos gerados durante todo o processo.

Ha uma crescente preocupacdo quanto a ocupagao de areas de florestas, ou
antes, destinadas a produgédo de alimentos. Devido a este fato, outras oleaginosas
tém sido testadas como a mamona e o pinhdo-manso, pois estas tém baixo impacto
na producédo de alimentos e podem se adaptar muito bem em regides semi-aridas,
ideal para o Brasil (SUAREZ et al, 2009).

Cesar e Batalha (2010) relatam que a producao de biodiesel a partir de 6leo de
mamona esta encontrando muitas dificuldades, dentre elas a baixa produtividade, o
manuseio inadequado e a influéncia de intermediarios na cadeia de produgéo. Além
disto, os autores afirmam que a producao de biodiesel a partir do 6leo de mamona é
inviavel no Brasil no curto prazo e parece ser uma possibilidade muito distante

futuramente.
3.1.3 Glicerol

A introducgao do biodiesel na matriz energética de varios paises fez com que um
co-produto da fabricacdo deste biocombustivel, o glicerol, tivesse sua oferta
aumentada significativamente face a demanda do mercado mundial, acarretando
queda de precos (PACHECO, 2004).
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Para atender a demanda interna da adigdo obrigatéria de 5% de biodiesel ao
diesel comum, o Brasil produzira 2,6 milhdes de toneladas do biocombustivel por
ano, gerando quase 300 mil toneladas de glicerol, sendo que em 2004, antes da
queda de precgos, a producao foi de 800 mil toneladas do co-produto. Buscam-se
novas aplicagbes para o glicerol no mundo. Na Europa ndo se tem mais como
estocar o produto e varias industrias estdo queimando o glicerol em caldeiras para
geragao de energia térmica (http://www.biodieselbr.com/biodiesel/glicerina/biodiesel-

glicerina.htm).

O glicerol é um polialcool sendo este termo utilizado somente ao composto
puro, 1,2,3-propanotriol, enquanto o termo glicerina aplica-se para purificacdo de
compostos comerciais que contém normalmente quantidades maiores ou iguais a
95% de glicerol (de ARRUDA; RODRIGUES; FELIPE, 2007). Pode ser, portanto,
aplicado a uma ampla variedade de produtos utilizados nas industrias de

cosméticos, farmacéutica, petroquimica e de alimentos (KNOTHE et al, 2006).

Na fabricagdo de biodiesel, o glicerol é um co-produto no processo. Um dos
parametros importantes a serem avaliados na producido é a quantidade deste co-
produto dissolvido no biocombustivel, o qual acarreta corrosdo dos equipamentos.
Para isto a pesquisa tem se intensificado para aumentar a pureza do biodiesel, seja
através de membranas ceramicas para microfiltracdo (GOMES; PEREIRA; de
BARROS, 2010), membranas poliméricas (SALEH; TREMBLAY; DUBE, 2010) ou via
neutralizacdo quimica e saponificacdo (HAJEK e SKOPAL, 2010). A Figura 2 mostra

resumidamente as reagdes que ocorrem no processo (RIVALDI et al, 2008).

A RESOLUCAO ANP N° 7, DE 19.3.2008 - DOU 20.3.2008, determina que a
quantidade limite de glicerol (% em massa) livre em biodiesel seja de 0,02% e de
glicerol total de 0,25%. Para isto investigam-se op¢des para a determinagao analitica
deste composto no biocombustivel. Bansal et al (2008) adotaram a cromatografia em
camada fina e analise de imagens para determinar a quantidade de glicerol em
biodiesel. Os autores garantem que esta técnica é viavel economicamente além de
ser facilmente executavel. Outros autores, como Bournay et al. (2005), produziram
biodiesel através de um novo processo heterogéneo e obtiveram glicerol com 98%

de pureza, limpido e incolor.
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Figura 2 (a) Reacédo global; (b) Reacdes consecutivas de transesterificacdo de

triglicerideos. R1, R2, R3 e R representam grupos alquilas (RIVALDI et al, 2008)

O aumento da producdo de biodiesel fez com que houvesse um excedente
consideravel de glicerol, causando um desequilibrio econdmico e acarretando queda
de preco. O preco FOB (Free On Board) do glicerol bruto no Brasil varia de
R$200,00/t a R$400,00/t, sendo o valor do glicerol “loiro” (parcialmente tratado para
remocgdo de impurezas) de R$600,00/t a R$800,00/t (RIVALDI et al, 2008). Inicia-se
uma preocupacado com o excedente de glicerol e a projecdo para 2013 € de 488
milhées L/ano. Devido a estes fatos procuram-se alternativas em transformar este
co-produto em produtos com alto valor agregado, incluindo produtos obtidos de

fermentacao.

A glicerina (home comercial do produto com pureza de 95%) tem seu uso em
diversos campos da ciéncia e da industria. A Figura 3 mostra algumas aplicagdes

habituais desta matéria-prima.
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Figura 3 Principais setores industriais de utilizagado de glicerina (MOTA, da SILVA e
GONCALVES, 2009).

Chatzifragkou et al (2011) investigaram a capacidade de assimilagdo de
glicerol por quinze micro-organismos eucariéticos para a conversao deste co-produto
da fabricacdo de biodiesel em diferentes metabdlitos. As cepas utilizadas foram:
Candida boidinii ATTC 32195; Candida curvata NRRL-Y 1511; Candida oleophila
ATCC 20177; Candida (Metschnikowia) pulcherrima LFMB 1; Cunninghamella
echinulata ATHUM 4411; Mortierella isabellina MUCL 15102; Mortierella ramanniana
MUCL 9235; Mucor sp. LGAM 365; P. membranifaciens LFMB 8; Rhodotorula sp.
LFMB 6; Rhodotorula sp. LFMB 22; T. elegans CCF 1465; Y. lipolytica LFMB 19;
Zygosaccharomyces rouxii LFMB 3; Zygorhynchus moelleri MUCL 1430. Segundo os
autores as leveduras apresentaram uma maior producdo de biomassa, sendo que
apenas uma cepa acumulou lipideo intracelularmente. As cepas Zygomycetes sp
acumularam lipideos dentro dos micélios e, de maneira geral, o glicerol foi um
substrato adequado para a produgao de acidos organicos, polidis, proteina celular e

acido gamalinoleico (GLA) ou émega-6.
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O efeito de glicerol como fonte de carbono e energia unica no crescimento e
composi¢cao de acidos graxos de Rhodotorula glutinis foi pesquisado por Easterling
et al (2009). Os autores tiveram como objetivo determinar o efeito do glicerol sobre o
crescimento de Rhodotorula glutinis; avaliar os efeitos do glicerol no acumulo de
lipideos e determinar o efeito do uso de glicerol como uma fonte de carbono unica
ou secundaria no conteudo de metil-ésteres de acidos graxos produzidos pela
levedura. Foi demonstrado que o glicerol pode ser utilizado como fonte unica de
carbono ou pode ser combinado com outras fontes, tais como xilose e dextrose.
Além disso, os resultados indicaram que a composi¢cao dos acidos graxos foi afetada
pela fonte de carbono utilizada, sendo o indice de acidos insaturados de 53% com

glicerol como fonte Unica e de 25% quando o substrato foi apenas xilose.

Os autores da Silva, Mack e Contiero (2009) avaliaram glicerol com o intuito de
verificar sua potencialidade como uma abundante e promissora fonte de carbono em
bioprocessos. O estudo fez uma revisdo ampla da literatura a respeito da
bioconversdo de glicerol em produtos com alto valor agregado, tais como: 1,3 —
propanodiol, di-hidroxiacetona, etanol, acido citrico, pigmentos, poli-alcanoatos e
biossurfatantes. Para a produgao de 1,3-propanodiol a partir de glicerol por cepas de
Clostridium sp Cardenas et al (2007) utilizaram 13 cepas diferentes. A cepa IBUN
13A foi capaz de produzir 1,3-propanodiol a partir de glicerol industrial sem

purificagdo, com um rendimento (Ys) de 0,951 mol.mol™.

Um grande interesse tem surgido em se produzir materiais plasticos
biodegradaveis, porém o alto custo na producéo destes polimeros limita a aplicagéao
industrial. Com intuito de diminuir esta limitacdo, Cavalheiro et al (2009) avaliaram a
producao de poli-hidroxialcanoatos (PHAs) por Cupriavidus necator a partir de
residuo glicerinoso (GRP) da industria de biodiesel. O micro-organismo utilizado
acumulou poli(3-hidroxibutirato) P(3HB), a partir de residuo glicerinoso (GRP) e de
glicerol comercial (PG), sendo este ultimo utilizado como controle. Foram alcangadas
produtividades entre 0,6 g de PHB/L.h e 1,5 g PHB/ L.h para o glicerol comercial
com um conteudo maximo celular em peso seco 82,5 g/L, sendo 62% P(3HB).
Quando foi utilizado residuo glicerinoso a produtividade final foi de 0,84g PHB/L.h
com um conteudo maximo celular em peso seco de 68,8 g/L e acumulagéo de 38%
de P(3HB).
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Imandi et al (2007) examinaram a produc¢ao de acido citrico por Yarrowia
lipolytica utilizando glicerol proveniente da fabricagdo de biodiesel e aplicaram o
desenho experimental de Doehlert, pelo método de superficie de resposta, para
desenvolver uma correlacdo matematica entre concentragao de extrato de levedura,
glicerol e solugdo salina tendo como resposta um valor maximo de producédo. O
meétodo foi capaz de determinar a concentragdo 6tima dos constituintes: extrato de
levedura 0, 2682 g/L; glicerol: 54,4081 g/L; solugéo salina 13,6936 % v/v. Com este

valores a maxima producao de acido citrico foi de 77,3999 g/L.

Bonet et al (2009) transformaram glicerol em triacetina. Esta ultima foi obtida
como a maioria dos acetais e cetais, a partir da reagao do glicerol com um aldeido

ou cetona sob catalise acida.

Outras aplicagcées tém sido propostas para a utilizagdo de glicerol, como a
producgéo de hidrogénio. Sanchez, D’Angelo e Comelli (2010) estudaram a produgao
de hidrogénio a partir de glicerol utilizando um catalisador de niquel (5,8%p/v)
suportado em alumina (Ni/Al,O3). Os autores avaliaram o comportamento catalitico
em condigbes pré-determinadas (600°C-700°C, pressao atmosférica, proporgéo
molar glicerol:agua 16:1, alimentacdo 0,17L/min, WHSV 3,4-10h'1 e tempo de
corrente de 4 a 8 horas) atingindo uma taxa de 99,7% de conversao do glicerol a

hidrogénio em quatro horas a 650°C.

Selembo et al (2009) verificaram que hidrogénio foi produzido a partir de
residuo glicerinoso da produgcdo de  Dbiodiesel, a uma taxa de
0,41m%*m?3.d+0,1m*/m3.d, através de células de eletrdlise microbiana, onde os micro-
organismos suportados no anodo, oxidam matéria organica liberando elétrons e H*

em solucgao.

Com o mesmo intuito, Sabourin-Provost e Hallenbeck(2009) investigaram a
alta conversado de fracdo de glicerol de industria de biodiesel em hidrogénio por
fotofermentacdo. A bactéria fotossintética Rhodopseudomonas palustris foi capaz
realizar a converséo fotofermentativa de glicerol, puro e uma fragao glicerol bruto e
produzir de hidrogénio. Os autores obtiveram rendimentos relativamente elevados,

até 6 mols de Hy/mol de glicerol.
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Uma inovadora alternativa € utilizar o glicerol como fonte de carbono para
producdo de biossurfatante por micro-organismos que geralmente sao
exopolissacarideos que possuem fungdes, dentre outras: proteger a célula
bacteriana, sequestrar cations essenciais e a aderéncia em superficies sélidas,

principalmente, na formagao de biofilmes.

3.2 Polissacarideos

Os polissacarideos também chamados de gomas ou biopolimeros sao
substancias hidrofilicas que se dissolvem ou se dispersam em agua e como
consequéncia aumentam a viscosidade de um sistema. Geralmente sdo obtidos de
plantas e algas marinhas. A literatura tem descrito processos fermentativos para a
producado destes compostos e grande maioria sdo exopolissacarideos (EPS) que
possuem propriedades fisicas, estruturais e quimicas semelhantes aos derivados de

algas e plantas.

Os biopolimeros obtidos de plantas (goma de guar, goma arabica e pectinas),
de algas (carragena, alginatos), de crustaceos (quitina) ainda dominam o mercado,
sendo que os de origem microbiana (goma xantana, gelana, pululana) representam
apenas uma pequena fragdo (CANILHA et al, 2006). Os micro-organismos s&o 0s
agentes produtores mais adequados por apresentar taxas de crescimento mais
elevadas em relacdo as plantas, porém o alto custo das fontes de carbono utilizadas,
principalmente acucares como a glicose, sacarose e frutose limitam o potencial de
mercado desses biopolimeros.Por isso, é fundamental a busca de fontes de carbono

mais baratas para esta producao (HILLIOU et al, 2009).

Os polissacarideos sintetizados por bactérias dividem-se em trés grupos,
segundo sua localizagcdo celular: intracelulares, integrantes da parede celular e
extracelulares. A pesquisa visando aplicagdo industrial, de modo geral, esta
concentrada nos polissacarideos extracelulares, pois apresentam um processo de
extracdo e purificagdo mais simples, além de possibilitarem uma produtividade mais

elevada.

Os exopolisacarideos sao polissacarideos extracelulares e as bactérias

Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, tém sido capazes de sintetiza-los
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com eficiéncia. Apds a purificagdo estes compostos podem ser facilmente
caracterizados por técnicas usuais aos polimeros. A origem de alguns

polissacarideos soluveis em agua estao descritos na TABELA 1 (RINAUDO, 2004).

TABELA 1 Origem de alguns polissacarideos soluveis em agua (RINAUDO, 2004)

Origem Polissacarideos
Plantas, algas, sementes, raizes Pectinas, hemiceluloses, alginatos,
carragena, galactomananas,

glucomananas, agarose

Polissacarideos animais (humanos, Hialuronano, quitina, glicogénio,

crustaceos) sulfato de condroitina
Polissacarideos bacterianos Xantana, succinoglicana, gelana,
hialuronano

Polissacarideos de  fungos e Curdulana, ecleroglucana, quitina

leveduras

Derivados quimicos da celulose e Carboximetilcelulose, metilcelulose,

amido amido catiénico, hidroxipropilamido.

A solubilidade em agua também é uma grande vantagem dos polissacarideos,
ou biopolimeros, principalmente no que diz respeito ao elevado grau de

biodegradabilidade em relagdo aos polimeros sintetizados quimicamente.

A biodegradagdo é um fenbmeno natural, porém complexo. Além disso,
existem fendmenos intrinsecos a biodegradacdo com a biodeterioracéo,
biofragmentacao e assimilagcdo. Lucas et al (2008) investigaram os mecanismos e
técnicas para estimar a biodegradacdo polimérica. Os autores relatam que ha a
necessidade de se estudar mais o ultimo estagio que é a assimilagao enfatizando a
importancia da integragdo dos novos materiais liberados no ambiente e a

certificacdo de que eles entraram no ciclo biogeoquimico.
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Diversas sao as aplicacbes para estes biopolimeros desde a recuperacao
avangada de petréleo utilizando biossurfatantes (FANG et al, 2007) até a utilizagéao
como biomateriais em implantes (NAIR e LAURENCIN, 2007).

3.3 Surfatantes e Biossurfatantes

Os surfatantes sao elementos importantes para muitos produtos
industrializados e possuem um papel de destaque em varios processos industriais.
Estes reduzem a tensdo superficial ou interfacial de um liquido, a qual mede a
tendéncia da superficie deste liquido retrair por unidade de comprimento, sendo a
unidade mais utilizada mN/m (miliNewton por metro) e é representada por [].

No interior de um liquido inserido em um recipiente, as for¢cas de atracao entre
as moléculas sao compensadas em todas as diregcdes. Na superficie em contato
com o ar (ou com outro liquido no caso de tensao interfacial) ndo ha essa
compensagao, resultando em uma forga que puxa em dire¢cao ao seio do liquido. A
adicdo de um surfatante faz com que a energia na superficie diminua por

compensagao, diminuindo assim, a tensao [.

Os surfatantes sdo moléculas anfipaticas que possuem uma porgao hidrofilica
(polar) e uma porcao lipofilica (apolar). A porcao lipofilica geralmente € uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porgéo hidrofilica pode ser ibnica (anidénica ou catibénica),
nao-ibnica ou anfotérica. Isto faz com que eles se distribuam nas interfaces
formando um filme molecular, que reduz a tensao interfacial e superficial. Sao
capazes de aumentar a solubilidade, o poder de detergéncia e a capacidade
espumante. As industrias petroliferas sdo as que mais utilizam os beneficios dos
surfatantes, principalmente para aumentar a solubilidade dos componentes do
petroleo (BOGNOLO, 1999; MULLIGAN, 2005; VAN HAMME; SINGH; WARD,
2006).

A industria de surfatantes move cerca de US $ 9 bilhdes por ano. Sabe-se que
os surfatantes produzidos microbiologicamente tém uma elevada biodegradabilidade
em comparagao aos sintéticos e por isso despertam o interesse industrial (MAIER e
SOBERON-CHAVES, 2000).

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



Levantamento Bibliografico 26

Os biossurfatantes sédo surfatantes produzidos por micro-organismos € uma
variedade deles pode produzi-los. Alguns sdo produzidos a partir de substratos
como acucares, 6leos e alcanos sendo formados como subprodutos metabdlicos
(COLLA e COSTA, 2003). Algumas estruturas tipicas de biossurfatantes estao

representadas na Figura 4.

Barbosa e Paz (2007) utilizaram 6leo de pequi como substrato para produzir
biossurfatante pela bactéria Chromobacterium violaceum. Os resultados obtidos
indicaram um indice emulsificacdo de n-hexadecano maximo de 43,3% com 60

horas de cultivo.

Costa, Nitschke e Contiero (2006) produziram biotensoativos a partir de
residuos oleosos. Foram isolados dezoito tipos de micro-organismos provenientes
de solos de abatedouros, aterros industriais e postos de gasolina. As espécies
Pseudomonas sp. de linhagem LMI 6¢ e LMI 7a sintetizaram ramnolipideos a partir
de residuos de oOleos e gorduras, sendo a borra de soja e o 6leo de soja as melhores

fontes para producao de biossurfatante, no caso.

Nawawi, Jamal e Alan (2010) utilizaram borra de 6leo de palma para a
producao de biossurfatante. Esta borra foi coletada de uma fabrica de 6leo de palma
na Malasia e, a temperatura ambiente, possui 0 aspecto alaranjado e é semi-sodlida.
Foram isoladas vinte e dois tipos de micro-organismos, sendo empregadas apenas
bactérias. @ Os resultados indicaram que dentre os nutrientes usados para
preparagao do meio de cultivo, glicose, sacarose, NaNO3, FeSO4, MgSO4 e K;HPO,
foram essenciais na produgdo e a cepa S02 mostrou a menor tensdo superficial,
36,2 mN/m.
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Figura 4 Estruturas tipicas de biossurfatantes. (a) Quatro estruturas diferentes de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa (b) Soforose lipideo por C. bombicola
(MULLIGAN, 2005).

Muitos dos biossurfatantes sdo do tipo nao-idnicos (neutros), anibnicos e
poucos catibnicos, onde a presenca de grupos contendo nitrogénio concede certo
carater catidbnico a parte da molécula, como exemplo, a adsor¢do em solidos
dispersos e na floculagédo. A porgéo lipofilica da molécula esta baseada em longas
cadeias de acidos graxos. A porg¢ao hidrofilica pode ser um aminoacido, peptideo,
hidroxido, fosfato, grupo carboxilico ou carboidrato (FONSECA et al, 2007,
BOGNOLO, 1999; DESAI e BANAT, 1997; HEALY; DEVINE; MURPHY, 1996).

Enquanto os surfatantes sintéticos sdo classificados segundo a natureza do
grupamento polar, os biossurfatantes sdo classificados principalmente por suas

composi¢des quimicas e origem microbiana (DESAI e BANAT, 1997).
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Existem inumeras aplicagdes para os biosurfatantes (NITSKE e PASTORE,
2002) como a biorremediacao de areas contaminadas (THAVASI; JAYALAKSHMI,
BANAT, 2011) e na recuperagdo avangada de petroleo (BANAT, 1995),
aumentando a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo e diminuindo a
viscosidade do oleo, respectivamente (JOSEPH e JOSEPH, 2009; CALVO et al,
2009; CAMEOTRA e SINGH, 2008; WHANG et al, 2008); na remogao de metais
pesados (DAS; MUKHERJEE; SEN, 2009); em aplicacbes terapéuticas
(RODRIGUES et al, 2006; ZHAO et al, 1999); em alimentos como emulsionantes de
matérias primas (NITSKE e COSTA, 2007); em produtos de higiene; na industria
téxtil, farmacéutica e cosmética (GHARAEI-FATHABAD, 2011; DESAI e BANAT,
1997; HEALY; DEVINE; MURPHY, 1996).

Lai et al (2009) utilizaram biossurfatante para remog¢ao de hidrocarbonetos
totais de petréleo (TPH) de um solo contaminado com 6leo. Os autores compararam
a eficiéncia dos biossurfatantes produzidos por Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtillis com os surfatantes sintéticos Tween 80 e Triton X-100. Obteve-se a maior
eficiéncia de remocédo quando utilizados os ramnolipideos, com 63% para o solo
contaminado com 9000mg TPH/solo seco, o que n&o aconteceu quando
empregados surfatantes sintéticos. Foram produzidos também, biossurfatantes a
partir de Serratia marcescens e Agrobacterium sp QS-6, porém estes nao

apresentaram resultados significativos na remogéo de TPH.

Das, Mukherjee e Sem (2009) investigaram a acédo anti-adesiva de um
biossurfatante. O biossurfatante foi produzido pelo micro-organismo Bacillus
circulans, isolado de ambiente marinho, em meio contendo glicerol. A atividade anti-
adesiva do biossurfatante foi testada em discos de poliestireno incubados a 37°C por
um periodo de 12 horas em caldo nutriente com as seguintes cepas bacterianas:
Escherichia coli (NCIM 2931), Micrococcus flavus (NCIM 2376), Proteus vulgaris
(NCIM 2857), Serratia marcescens (NCIM 2397), Citrobacter freundii (NCIM 2488),
Klebsiella aerogenes (NCIM 2098), Alcaligens faecalis (NCIM 2105) e Salmonella
typhimurium (NCIM 2501). As porcentagens de inibicdo da adesao variaram de 15%
a 89% usando 0,1-10 g/L do biossurfatante puro sendo apresentando um 6timo

potencial em aplicagbes biomédicas, instrumentos cirurgicos e implantes.
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Muitos micro-organismos que produzem biossurfatantes sdo aerobios e poucos
sao anaerobios. A maior parte dos biossurfatantes € produzida pelo crescimento
aerobio de micro-organismos em meio aquoso contendo uma fonte de carbono
(carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou misturas disto) e s&o secretados
dentro do meio de cultura durante o processo de crescimento auxiliando no
transporte de compostos insoluveis atravées das membranas celulares
(GRISHCHENKOV et al, 2000).

A literatura apresenta diversos micro-organismos produtores de biossurfatante,
dentre eles pode-se citar alguns nado tdo comuns como Candida ishiwadae
(THANONSUB et al, 2004), Pseudozyma siamensis (MORITA et al, 2008),
Alcanivorax sp. (OLIVERA et al, 2009) e Rhodococcus sp (SHAVANDI et al, 2011).

Os tipos e a origem microbiana dos biossurfatantes estdo descritas na TABELA 2.

TABELA 2 Tipo e origem microbiana de biossurfatantes (adaptado de MULLIGAN,
2005).

Tipo Micro-organismo

Trealose lipideos Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium spp.,
Mycobacterium spp., Rhodococus erythropolis,

Nocardia sp

Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa, Pseudomomas sp.,

Serratia rubidea
Soforose lipideos Candida apicola, Candida bombicola,
Candida lipolytica, Candida bogoriensis

Glicolipideos Alcanivorax  borkumensis,  Arthrobacter  sp.,

Corynebacterium sp.,R. erythropolis,
Serratia marcesceus, Tsukamurella sp.

Celobiose lipideos Ustilago maydis
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TABELA 2 Tipo e origem microbiana de biosurfatantes (adaptado de MULLIGAN,

2005) - continuagéo.
Tipo
Fosfolipideos
Poliol lipideos
Diglicosil diglicerideos
Lichesina A, Lichesina B

Lipopolissacarideos

Alasan

Streptofactina
Surfatante particulado
Biosur PM

Emulsan

Liposan
Manana-lipideo-proteina

Carboidrato-lipideo-

proteina

Micro-organismo
Acinetobacter sp.
Rhodotorula glutinus, Rhodotorula graminus
Lactobacillus fermentii
Bacillus licheniformis
Acinetobacter calcoaceticus (RAG1)
Pseudomonas sp., Candida lipolytica
Acinetobacter radioresistens
Streptomyces tendae
Pseudomonas marginalis
Pseudomonas maltophia
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Candida tropicalis

Pseudomonas fluorescens

A composi¢gdo e rendimentos dos biossurfatantes dependem do micro-

organismo, pH, composicdo do meio, substrato e temperatura usada para o

crescimento. Os biossurfatantes sdo biodegradaveis e podem ser produzidos em
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grandes quantidades pelos micro-organismos, podendo substituir os tradicionais
surfatantes sintéticos (MULLIGAN, 2005).

As propriedades fisico-quimicas e a composicdo quimica de trealose lipideos
produzidos por Rhodococcus erythropolis 51T7 foram estudadas por Marqués et al
(2009). Os autores verificaram que o biossurfatante € um tetraester trealose (THL)
onde a concentragao micelar critica (CMC) foi de 0,037 g/L e a tenséao interfacial

contra hexadecano foi 5mN/m.

Morita et al (2007) estudaram a conversdao microbioldégica de glicerol em
biossurfatantes glicolipidicos pela levedura Pseudozyma antartica JCM 10317. Este
micro-organismo produziu eficientemente manosileritritol lipideo (MEL), 16, 3 g/L, em

uma batelada alimentada de glicerol.

Na producido de biossurfatantes também deve ser levado em consideracéo a
caracterizagao dos produtos formados e os processos de extragao e purificagao que
muitas vezes sao dispendiosos e, em geral, aumentam o custo total do produto.
Antes dos processos envolvendo caracterizacao e purificagdo, € necessario que a
pesquisa tenha um conhecimento antecipado dos parametros que irdo ser
estudados, assim como a otimizacdo e tendéncias estatisticas. Além disto faz-se

necessario a minimizagao dos custos e tempos (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Monteiro et al (2007) fizeram a caracterizacdo estrutural e molecular de um
biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa quando cultivadas em um
meio contendo glicerol e nitrato de aménio. O micro-organismo produziu uma mistura
de doze ramnolipideos, os quais reduziram tensao superficial até 27 mN/m. Wey;
Choub; Chan (2005) comprovaram que este micro-organismo foi capaz assimilar
sete fontes de carbono diferentes e produzir ramnolipideo, sédo elas: glicose, glicerol,

Oleo de oliva, éleo de girassol, 6leo de semente de uva, diesel e querosene.

Haba et al (2007) estudaram os efeitos da temperatura e dos nutrientes na
producdo de poli 3(hidroxi-alcanoatos) por Pseudomonas aeruginosa 47T2 (NCBIM
40044), em substratos oleosos. Os autores verificaram que os polimeros variaram na
natureza e numero dos mondmeros e a mais alta produtividade de 8,2g PHA/(g

biomassa residual.h) ocorreu a 37°C. Os micro-organismos também foram capazes
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de produzir até 10g/L de ramnolipideos quando cultivados em meio contendo 6leo
de cozinha residual.

Segundo Costa et al (2006), uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa LBI,
produziu ramnolipideos utilizando como substrato 6leos naturais do ambiente

brasileiro como 6leo de cupuacgu, andiroba, dentre outros.

3.4 O Importante Papel de Pseudomonas aeruginosa na Produgao

de Biossurfatantes

Espécies microbianas sdo capazes de produzir polissacarideos com
caracteristicas surfatantes, especialmente os micro-organismos procariotas. As
bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas sp, também tém sido apontadas
como as de melhor aptidao para o processo. Um grande numero de polissacarideos
bacterianos ja foi produzido, mas poucos comercialmente (SUTHERLAND, 2001).
Eles podem formar uma grande série de polimeros com estruturas moleculares
distintas e aplicagbes em diferentes dominios, tais como cosméticos, alimentos,
tintas e clarificagdo da agua (RINAUDO, 2004).

Pseudomonas sp  produzem ramnolipideos, que sao glicolipideos com
caracteristicas surfatantes e podem diminuir a tensdo superficial da agua de
72mN/m para 30 mN/m. Estas bactérias apresentam o incoveniente de serem
patdogenas oportunistas (VASCONCELLOS, 2005). Normalmente encontram-se
bastante difundidas no ambiente incluindo agua, solo e plantas (WU et al, 2008).
Diversas aplica¢des tém sido citadas na literatura para estes micro-organismos que
podendo agir consorciados como na biodegradacao de hidrocarbonetos e 6leo diesel
(KACZORECK e OLSZANOWSKI, 2011) ou na producao de ramnolipideos (ABDEL-
MAWGOUD et al, 2011; DARVISHI et al, 2011).

Muitas sao as fontes de carbono que podem ser utilizadas para a producéo de
ramnolipideos pelo género Pseudomonas sp como 6leo de palma (OLIVEIRA et al,
2009; PORNSUNTHORNTAWEE et al, 2009), 6leo de soja (PRIETO et al, 2008;
CHA et al, 2008), 6leo de oliva (ABOUSEUOUD et al, 2009) hidrocarbonetos de
petréleo (VERMA; BHARGAVA; PRUTHIB, 2006), residuos de diferentes
composi¢des (HILLIOU et al, 2009; QIUZHUO; WEIMIN; JUAN, 2008) e meios
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enriquecidos (LOTFABAD et al, 2009; DAGBERT; MEYLHEU; BELLON-FONTAINE,
2008; HUNG; SANTSCHI; GILLOW, 2005).

Freitas et al (2009a) verificaram o comportamento emulsificante e as
propriedades reoldégicas de um exopolissacarideo (EPS) produzido por
Pseudomonas oleovorans cultivada em glicerol gerado pela industria do biodiesel.
Os autores obtiveram um heteropolissacarideo extracelular de alta massa molar
(4,6X10°g), composto por aglicares (galactose, 68%; manose, 17%; glicose 13%;
ramnose, 2%; fucose, 4%) e de grupamentos acila (3,04%) com comportamento de
fluido pseudoplastico em meio aquoso. O EPS foi capaz de estabilizar emulsbes de
agua com varios compostos hidrofébicos, incluindo os hidrocarbonetos e 6leos

vegetais e minerais.

Freitas et al (2009b) caracterizaram um polissacarideo produzido por
Pseudomonas sp. utilizando glicerol como fonte de carbono. Os autores observaram
que o exopolissacarideo era composto principalmente por galactose, com pequenas
quantidades de manose, glicose e ramnose. A sua estrutura amorfa conferiu uma
temperatura de transicdo vitrea de -155,7°C. A solucdo aquosa possuia
propriedades viscoelasticas similares a goma guar, além de um carater
polieletrolitico. Adicionalmente, o exopolissacarideo demonstrou boa floculagao,

propriedades emulsificantes e capacidade para formagao filmes.

Camilios Neto et al (2008) otimizou a producdo de ramnolipideos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 suportadas em bagaco de cana. Os
autores observaram que a produc¢dao em cultura liquida é dificultada pela formacéao
de espuma, por isso utilizaram bagaco de cana impregnado com uma solugao
contendo glicerol. Conseguiram aumentar a produgao do biossurfatante cerca de 10
vezes em comparagdo a culturas em meio liquido, atingindo 172 g de
ramnolipideo/kg de substrato, apds 12 dias de processo. O rendimento foi de 46g de
ramnolipideo/L de solugdo e o indice de emulsificagdo em querosene atingiu valores

superiores a 90%.

Santa Anna et al (2002) utilizaram diferentes fontes de carbono (n-hexadecano,
Oleo parafinico, glicerol e 6leo de babacu) e de diferentes fontes de nitrogénio

(NaNO3;, (NH4),SO4, CH4N,O) para a producdo de biossurfatantes com
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Pseudomonas aeruginosa PA1 isolada de residuo oleoso de uma planta de
processamento do nordeste do Brasil. O glicerol foi considerado a melhor fonte de
carbono de acordo com os testes realizados, em uma raz&do C/N=60/1 e nitrato de
sédio como fonte de nitrogénio. Foram realizados testes de toxicidade com o meio,
utilizando dois micro-organismos, Daphnia similis e Vibrio fisheri, obtendo um valor

de 13,0 mg/L e 13,8 mg/L, respectivamente.

Pornsunthorntawee et al (2009) verificaram a produg¢ao de biossurfatante por
Pseudomonas aeruginosa SP4, utilizando cultivos em batelada em sequencial
(SBRs) e analisaram os efeitos da adicao de 6leo e o tempo de ciclo. O micro-
organismo foi isolado de um solo contaminado com o6leo na Tailandia, sendo a
temperatura de operacao de 37°C, usando meio mineral acrescido de dleo de palma.
Os resultados demonstraram que dois dias de ciclo foram suficientes para se obter

uma diminui¢ao da tensao superficial de 59% e uma remoc¢ao de 6leo de 97%.

A melhoria na produgéo de di-ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa J16
foi estudada por Wei et al (2008). Andlises de RMN e espectrometria de massas
mostraram que o biossurfatante consistia principalmente de monorramnolipideos
(RL2) e dirramnolipideos (RL1) dependendo das fontes de nitrogénio e carbono
utilizadas. Trés parametros foram avaliados (concentragdes de glicerol, (NH4),SO,4 e
MgS0O,4.7H,0) em um experimento fatorial de dois niveis, sendo a metodologia da
superficie de resposta utilizada para avaliar as melhores concentracdes destes trés
parametros. A melhor concentragao de glicerol foi de 0,38 mol/L, 33,3 mmol/L para
(NH4)2SO4 e de 577umol/L para MgS0O4.7H0.

Rooney et al (2009) isolaram e caracterizaram bactérias produtoras de
ramnolipideos de uma unidade de biodiesel. As bactérias foram isoladas de solos de
uma instalagdo de biodiesel utilizando glicerol como unica fonte de carbono. Os
micro-organismos identificados foram: Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormaechei, Pantoea stewartii e Pseudomonas aeruginosa.

As espécies foram capazes de produzir, principalmente, mono e di-ramnolipideos.

O glicerol foi uma das fontes de carbono estudadas por Costa et al (2009) para
a producdo de ramnolipideos e poli-hidroxialcanoatos por varias cepas de

Pseudomonas aeruginosa. A caracterizacdo dos polimeros e dos surfatantes
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produzidos foram feitas por HPLC e cromatrografia gasosa acoplada ao
espectrémetro de massas. As cepas foram capazes de produzir cerca de 220 mg/L a

partir de um meio contendo 2% m/v de glicerol.

3.5 Aplicagoes Industriais para os Biossurfatantes: Recuperagao

Avancgada de Petréleo e a Era Pré-Sal

O petréleo resultante da decomposicdo de matéria organica € composto
basicamente de hidrocarbonetos fazendo parte de diversos produtos utilizados no
dia-a-dia do homem. Ele fica acumulado em rochas reservatério, as quais
apresentam vazios, poros e fissuras interligados onde podem circular os

hidrocarbonetos e a agua.

A recuperagao do petroleo é feita através de perfuragdes na rocha sendo
necessario que a pressao do pogo produtor seja menor que a do reservatorio para
que acontega a migragao do oleo para o pogo. A remocéao pode ser feita de diversas
formas como por injecdo de agua, gas ou fluidos. Estes métodos, porém, retiram
uma pequena parte do 6leo armazenado na rocha, muitas vezes apenas 15% do
total. Devido a isto a pesquisa tem se intensificado quanto a otimizacdo dos métodos
de exploracdo e recuperagao de petrdleo. A recuperagdo avangada engloba todos
os métodos que tenham como objetivo principal acelerar e aumentar a produgéo
total de um poco de petroleo (CURBELO, 2006).

Neste cenario a pesquisa biotecnoldogica tem desempenhado um papel
significativo. A recuperagdo microbiolégica melhorada de petroleo (MEOR) é a
estimulacdo de micro-organismos para a produgcdo de metabdlitos que visam
aumentar a producao de 6leo no pogo de petrdleo, sendo os biossurfatantes uma

das mais promissoras e avancadas técnicas de remoc¢ao do 6leo (SEN, 2008).

A utilizagdo de biossurfatantes para este fim tem sido relatada na literatura ha
alguns anos (BRYANT e BURCHFLELD, 1989; BANAT, 1995). Estudos recentes
tém utilizado micro-organismos autoctones com a finalidade de aumentar a
biomassa celular e os biossurfatantes para entrar em zonas de baixa permeabilidade
da rocha reservatério (RECKSIDLER et al, 2010; SAMIR et al, 2010; BAO et al,
2009).
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Além dos biossurfatantes produzidos por diferentes micro-organismos como
Bacillus licheniformis (AL-SULAIMANI et al, 2010), Bacillus subtillis (WANG et al,
2009), Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (FANG et al, 2007) outros
métodos s&o aplicados como a injecéo de CO, (EFTEKHART et al, 2011).

A preocupagao com a melhoria na produgcdo do o6leo cresceu principalmente
com a descoberta de novas reservas. No Brasil os dados atuais indicam a
ocorréncia de reservatorios do tipo carbonato abaixo de uma camada de sal que se
estende do litoral do Espirito Santo até o litoral de Santa Catarina. Estima-se que a
camada pré-sal tenha uma area de 112 mil km? Desse total, 41mil km? j& foram
licitados e concedidos. Essa camada tem aproximadamente 800 km de comprimento
e, em algumas areas, 200 km de largura (LIMA, 2011). A Figura 5 ilustra estas

informacgdes.

AS DESCOBERTAS DA CAMADA PRE-SAL NA BACIA DE SANTOS
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Figura 5 As descobertas da camada pré-sal na Bacia de Santos (LIMA, 2011).

Com isto buscam-se tecnologias eficazes que tornem possivel a extracdo do

maior volume deste 6leo. Os biossurfatantes sdo uma 6tima alternativa para este
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fim, principalmente quando a fonte de carbono utilizada para a produgdo é um
residuo, como o glicerol. Para isto também €& necessario inserir na pesquisa
cientifica a caracterizacido do biossurfatante formado para que ele tenha uma melhor

aplicabilidade, assim como um tratamento estatistico eficiente.
3.6 Vantagens do Tratamento Estatistico e da Caracterizagao

Para um experimento ou pesquisa tornar-se eficiente, € necessario conhecer
quais as variaveis importantes do processo e analisar as tendéncias estatisticas da
resposta que se deseja obter, sendo o planejamento de experimentos uma
ferramenta eficaz para este intuito (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Muitas vezes é necessario mais de um delineamento experimental para que a
pesquisa alcance seu intuito principal. O planejamento por ser uma ferramenta
fundamentada na teoria estatistica, melhora a qualidade das informagdes obtidas
nos resultados, minimizando custos e tempos, maximizando rendimentos e
aumentando a produtividade (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

O tipo mais simples de planejamento ¢ o fatorial do tipo 2%, onde k é o nimero
total de variaveis independentes investigadas cada uma em dois niveis. Em um
planejamento fatorial cada tentativa completa ou réplica do experimento, todas as
combinagdes possiveis dos niveis dos fatores devem ser investigadas
(MONTGOMERY e RUNGER, 2003).

Joshi; Yadav; Desai (2008) aplicaram a metodologia da superficie de resposta
com planejamento fatorial completo 2*, para averiguar os componentes 6timos para
melhorar a producao de liquesina por Bacillus liqueniformis R2. O planejamento fez
com que a producdo do biossurfatante fosse aumentada, alcancando tensbes

superficiais de 29 mN/m.

A tensao superficial ndo é, isoladamente, uma ferramenta para determinar
todas as propriedades de um biossurfatante, principalmente porque estes compostos
tém estruturas quimicas diversas que incluem glicolipideos, fosfolipideos, acidos
graxos, lipideos neutros, lipopeptidios e estruturas complexas como lipoproteinas
(ABDEL-MAWGOUD, ABOULWAFA, HASSOUNA, 2009). Devido a isto, sao

necessarias técnicas mais apuradas como a analise termogravimétrica (TG), a
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espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR),

viscosimetria e analise dos agucares que compde a molécula.
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CAPITULO 4

Metodologia
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4.1 Micro-organismo para Producgao de Biossurfatante

Utilizou-se a bactéria Pseudomonas aeruginosa EQ109 oriunda de ambiente
contaminado com Oleo cru, cedida pelo banco de cepas do Laboratério de
Microbiologia do Petréleo da Escola de Quimica da UFRJ e mantida em Agar
nutriente glicosado (composigdo em g/L: glicose 5; peptona 10; extrato de carne 3;
Agar-Agar 15) a 4+1°C e pH 7,0.

4.2 Meio de cultura

Para a conducdo dos experimentos utilizou-se o meio de cultura com a
seguinte composicao (g/L): (NH4):HPO, 3,3; KoHPO4, 5,8; KHPO,4, 3,7; 50 de
glicerol (VETEC); 10mL de solugdo 100mmol/L de MgSO4 e 1mL de solugdo de
micronutrientes (em g/L: FeS04.7H,0, 2,78; MnCl,.4H,0, 1,98; CoS04.7H,0, 2,81;
CaCl,.2H,0, 1,67; CuCl,.2H,0, 0,17; ZnS04.7H,0, 0,29 e HCI 1,0 mol/L) em pH 7,0
(FREITAS et al, 2008). O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C+1°C, 1atm por

20 minutos.
4.3 Experimentos

4.3.1 Analise da Influéncia do pH, da Concentragdo Inicial de Biomassa e da
Concentracéo Inicial de Glicerol Utilizando um Planejamento Experimental 2° para a

Produgéo de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109.
a) Preparo do In6culo

Os indculos foram preparados em frascos Erlenmeyer com capacidade de 500
mL contendo 100 mL de meio e diferentes concentragcbes de glicerol: 30,0; 40,0 e
50,0 g/L. Apds inoculacao os frascos foram incubados em mesa agitadora modelo
Tecnal® TE-420 a 170 rpm e 30 °C +1°C/24h (VIEIRA et al,2005).

b) Desenho Experimental

Realizou-se um planejamento experimental 2% em duplicata, utilizando-se trés
variaveis: pH (A), concentragdo de indculo (B) e concentragao inicial de glicerol (C) e

cada variavel com dois niveis, superior (+1) e inferior (-1), e quatro pontos centrais
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(0), a fim de otimizar os parametros para o inicio do processo em fermentador

conforme TABELA 3, acompanhado dos ensaios controle.

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer com capacidade de
500 mL contendo 100 mL de meio incubados em mesa agitadora modelo Tecnal®
TE-420 a 150 rpm, sob temperatura de 30°C+1°C, por um periodo de trés dias.
Foram realizadas amostragens nos tempos 24 horas, 48 horas e 72 horas. O pH foi

controlado em 7,0 diariamente com solugcdes de NaOH 30%m/v e HCI 0,45 mol/L.

Como resposta foi adotada a concentracdo de biomassa final (XF g/L), o indice
de emulsificagdo (IE%), a diminuicdo da tensao superficial (DT %), o consumo de
glicerol (CG %) nos intervalos de tempo de fermentagédo de 24 horas, 48 horas e 72
horas. Os resultados obtidos para o tempo de 72 horas foram avaliados

estatisticamente pelo software Design Expert 7.1.5., da Stat- Ease Inc.®

TABELA 3 Experimentos Realizados Segundo Planejamento Fatorial 23

Experimentos A: pH B: Biomassa Inicial x 10” C: Concentragao Inicial de
Glicerol (g/L)
(g/(L de meio))

1 5,0 (-1) 3.1 (1) 30 (-1)

2 5,0 (-1) 3,1(-1) 30 (-1)
3 7,0 (+1) 3,1(-1) 30 (-1)
4 7,0 (+1) 3,1 (-1) 30 (-1)
5 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30 (-1)
6 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30 (-1)
7 7,0 (+1) 6,2 (+1) 30 (-1)
8 7.0 (+1) 6,2 (+1) 30 (-1)
9 5,0 (-1) 3,1 (-1) 50 (+1)
10 5,0 (-1) 3,1 (-1) 50 (+1)
11 7,0 (+1) 3,1(-1) 50 (+1)
12 7,0 (+1) 3,1(-1) 50 (+1)
13 5,0 (-1) 6,2 (+1) 50 (+1)
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Realizados Segundo Planejamento Fatorial

23

Experimentos A: pH B: Biomassa Inicial x 10” C: Concentracgao Inicial de
Glicerol (g/L)
(9/(L de meio))
14 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30 (+1)
15 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50 (+1)
16 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50 (+1)
17 6,0 (0) 4,7 (0) 40 (0)
18 6,0 (0) 4,7 (0) 40 (0)
19 6,0 (0) 4,7 (0) 40 (0)
20 6,0 (0) 4,7 (0) 40 (0)
21 5,0 (-1) Controle 30 (-1)
22 5,0 (-1) Controle 50 (+1)
23 7,0 (+1) Controle 30 (-1)
24 7,0 (+1) Controle 50 (+1)
25 6,0 (0) Controle 40 (0)

4.4 Produgdo de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109 em

Fermentador: Fase |

Os experimentos foram conduzidos em fermentador com capacidade para 2L,

modelo Multigen marca New Brunswick Scientific (Figura 6), contendo 1L de meio e

50g/L de glicerol, inoculado com 10% de inoculo de 24 horas, agitagdo de 300 RPM

sob temperatura de 30°C+1°C. Foram realizadas amostragens nos tempos de 0, 24

horas, 48 horas e 72 horas tendo como respostas as medidas de indice de

emulsificacao (IE %), diminuicdo da tensao superficial (DT%), consumo de glicerol

(CG %) e biomassa final (Xf). O pH foi controlado manualmente em 7,0 com
solucdes de NaOH 30% m/v e H,SO4 0,2 mol/L.
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Figura 6 — Fermentador utilizado no experimento, capacidade total de 2L, modelo

Multigen marca New Brunswick Scientific Co. (New Jersey, EUA)

4.5 Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109 em

Fermentador: Fase Il

Os experimentos foram conduzidos em fermentador com capacidade para 3L,
modelo Bio Flo/Celligen 115 marca New Brunswick Scientific (Figura 7), contendo 1L
de meio e 50g/L de glicerol, inoculado com 10% de indculo de 24 horas, agitagao de
300 RPM sob temperatura de 30+1°C. Foram realizadas amostragens nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas tendo como respostas as medidas de indice de
emulsificagao (IE %), consumo de glicerol (CG %), biomassa final (Xf) e diminuicao
da tensado superficial (%DT). O pH foi controlado automaticamente em 7,0 com
solucdes de NaOH 30% m/v e H,SO4 0,2 mol/L.
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Figura 7 Fermentador utilizado no experimento, capacidade de 3L, modelo Bio

Flo/Celligen 115, New Brunswick Scientific (New Jersey, EUA).
4.6 Recuperacgao e Purificagdao do Biossurfatante

O caldo fermentado livre de células por meio da centrifugagdo a 7000xg por 20
minutos foi tratado com etanol a 95% v/v na proporcéo 1:3. A mistura foi mantida sob
agitagdo por 4 horas. Apds isto, o Experimento foi conservado em geladeira a +4°C
por 12 horas. O precipitado formado (biossurfatante) foi retirado apos centrifugagao
a 6000xg por 20 minutos, armazenado em placa de Petri e estocado em dessecador

até estar completamente seco.

Para a purificagdo, foi preparada uma solugcéo 2,0 g/L do biossurfatante em
estoque. Esta solugdo foi mantida sob agitagdo em placa agitadora por 12 horas a
temperatura ambiente. Apdés completa solubilizagao foi feita uma nova precipitagéo
com alcool 95%v/v sob agitagdo intensa e a solugdo resultante foi mantida em

geladeira a + 4°C por 12 horas. Apds este periodo o precipitado formado
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(biossurfatante) foi retirado por centrifugacéo a 7000xg por 20 minutos, armazenado
em placa de Petri e mantido em dessecador até estar completamente seco. A Figura

8 ilustra de maneira simplificada o método utilizado.
4.7 Determinagoes Analiticas

As determinag¢des analiticas foram realizadas em cultivo livre de células obtido
pela centrifugagédo do meio fermentado durante 30 minutos a 4100 g em centrifuga

Fabbe-Primar®, modelo 103.
4.7.1 indice de emulsificagdo ou atividade emulsificante

O liquido fermentado livre de células foi utilizado para determinar o indice de
emulsificacao pelo método adaptado e descrito por Cooper e Goldenberg (1987).
Para determinacdo do indice foi utilizado o mosto fermentado adicionado de
querosene de aviagao na propor¢cao 1:1 pela homogeneizacdo em voértex por 2
minutos, a 25°C+1°C. A leitura foi realizada através de medicdo da altura da
emulsdo formada apdés 24 horas de repouso. O indice foi calculado através da
equacdo: indice de emulsificagdo (%) = He X 100 / H;, onde H, = altura da emuls3o;

H: = altura total do liquido.
4.7.2 Tenséo superficial

A tensao superficial foi medida em tensidmetro da modelo K11 marca KRUSS,
utilizando um anel de platina-iridium. As analises foram realizadas 25°C+1°C e o
aparelho foi previamente calibrado conforme o método descrito por Du Nouy
(COOPER e ZAJIC, 1979).

4.7.3 Determinagdo da Biomassa

A biomassa foi quantificada relacionando-se a absorvancia em comprimento de
onda de 480 nm em espectrofotdbmetro modelo Oddyssey (Hach®), com peso seco
obtido a 80°C até valor constante em estufa modelo 119 marca Fabbe®. Para ambas
as determinagbes as células foram previamente lavadas trés vezes com agua

destilada.
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4.7.4 pH

O pH foi medido utilizando potenciémetro digital DM-20 precisdo = +0,01 e

calibrado com solucdes de tampéao fosfato pH 4,0 e 7,0 a 25°C+1°C.
4.7.5 Dosagem de Glicerol

O método utilizado para a determinagao de glicerol foi um método adaptado ao
descrito por Coks e Van Rede (1966) apud Leal (2004). O método baseia-se na
reacao da amostra que contém glicerol com periodato de sddio (NalO4) em solugao
aquosa acida para produzir formaldeido e acido férmico, sendo este ultimo usado
para determinacdo de glicerol, através da titulagio com NaOH O0,125N. A
percentagem de glicerol contida na amostra foi determinada segundo a Equagéao 1

abaixo:

G — 9,209 M{(V1 -V2)
B Vam (1)

G= teor de glicerol (Y%om/v)

M= concentracao de NaOH em mol/L

V1= volume da solugdo de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL)
V2= volume da solu¢do de NaOH gasto na titulagdo do branco (mL)
Vam= volume de amostra

4.8 Caracterizacdao do Biossurfatante Produzido por Analises Qualitativas e

Quantitativas
4.8.1 Determinagéo da Concentragéo Micelar Critica

A concentragdo micelar critica do biossurfatante foi determinada por
tensiometria do anel em tensidmetro da modelo K11 (KRUSS). O método baseou-se
no preparo de solugbes com diferentes concentragbes do biossurfatante impuro e

posterior leitura em tensidmetro, utilizando um anel de platina-iridium. As analises
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foram realizadas a 25°C+1°C (OZDEMIR; PEKER; HELVACI, 2004; MANIASSO,
2001).

Com os valores de tensao superficial, foi feito um grafico de tenséo superficial
(mN/m) contra concentracdo (g/L), sendo o valor da CMC o ponto de

descontinuidade no gréfico.

4.8.2 Determinagdo do Indice de Emulsificagdo em Diferentes Temperaturas e

Concentragbes de NaCl

Avaliou-se o indice de emulsificacdo, conforme descrito no item 4.7.1, para
cada Experimento listado na TABELA 4 comparando-se solugdes 4,0 g/L de
biossurfatante impuro e purificado na mesma concentragdo. Este teste teve como
objetivo avaliar a estabilidade do biossurfatante em condigdes de salinidade
semelhantes a agua do mar e em niveis superiores a esta salinidade, associadas a
diferentes temperaturas conforme método adaptado de Abdel-Mawgoud, Aboulwafa,
Hassouna, 2009. Para realizacdo do ensaio, 2 mL da solugdo em estudo foi
colocada em um tubo de ensaio coberto com papel aluminio que foi mantido em
estufa por uma hora na temperatura teste. Apds este periodo, o tubo de ensaio foi
retirado deixando-se em repouso para retornar a temperatura ambiente. Verificou-se
0 nivel da solugdo com o intuito de observar alguma perda sendo logo depois
adicionado 2 mL de querosene de aviagdo para avaliagdo do indice de

emulsificagao.
4.8.3 Ensaio de tolerancia ao calcio

Avaliou-se o indice de emulsificacdo do querosene de aviagao de solugdes 4,0
g/L do biossurfatante impuro e purificado adicionadas de CaCOj; em diferentes
concentracgdes (0,1 g/L; 1,0 g/L e 10 g/L) conforme TABELA 5. Estas concentragdes
foram escolhidas devido a composi¢cao das rochas que acumulam petrdleo, as quais
sao formadas, dentre outros componentes, de carbonato de calcio em elevadas

concentragoes.
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TABELA 4 Determinacdo do indice de emulsificacdo em diferentes temperaturas e

concentragcdes de NaCl

Experimentos* Salinidade Temperatura
(solugao 4,0 g/L) (% NacCl) (°C)
1elp 3,5 50
2,e2p 3,5 50
31e3p 55 50
4,e4p 5,5 50
5e5p 3,5 100
6,e 6p 3,5 100
7,e7p 55 100
8,e8p 55 100
9,e9% 4,5 75
10, 10p 4,5 75
11,e11p 4,5 75
12,e12p 0 (Controle) 100
13,e13p 0 (Controle) 50
14,e 145 0 (Controle) 75
15,e 15p 3,5 (Controle) Tamb
16,e 16p 4,5 (Controle) Tamb
17,e17p 5,5 (Controle) Tamb
18,6 18p 0 (Controle) Tamb
19,619 BRANCO agua Tamb
20,e 20p BRANCO 3,5 Tamb
21,e21p BRANCO 4,5 Tamb
22,e22p BRANCO 5,5 Tamb

*I=impuro; P=purificado; Tamb=temperatura ambiente
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TABELA 5 Ensaio de tolerancia ao calcio

Experimentos* CaCO; (g/L)

(solugcao 4,0 g/L)

1|e1p 0,1
2|92p 1,0
3|e3p 10

*I=impuro; P=purificado
4.8.4 Ensaio de indice do emulsificacdo de diferentes matérias primas

Avaliou-se o indice de emulsificacdo do querosene de aviagao, biodiesel,

hexano e 6leo cru para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado.
4.8.5 Ensaio de resisténcia a autoclavagem

Avaliou-se o indice de emulsificagdo do querosene de aviagado para solugdes
4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado antes e apds autoclavagem (1,0 atm,
121°C+1°C por 20 minutos).

4.8.6 Analise Espectrofotométrica na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourrier (FTIR)

A analise espectrofotométrica na regido do infravermelho foi realizada no
Laboratério de Apoio Instrumental (LAPIN 1) do Instituto de Macromoléculas
Professora Eloisa Mano em espectrofotdbmetro FTIR - modelo 1720 X, da Perkin-
Elmer (USA), controlado por computador digital DEC Station 320 X. Pastilhas de

KBr foram preparadas, na proporgéo de 2 mg do biopolimero para 200 mg de KBr.
4.8.7 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise térmica foi realizada no Laboratério de Apoio Instrumental (LAPIN 1)
do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano, em analisador
termogravimétrico modelo TGA Q-500, da TA Instruments (USA). A analise foi
efetuada no intervalo entre 30°C e 800°C, em atmosfera inerte (nitrogénio) e taxa de

aquecimento de 20°C/minuto. O aparelho TGA-Q500 utiliza, aproximadamente,
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vazao de nitrogénio de 40 mL/minuto na balan¢a e 60 mL/minuto na amostra. Nesta
analise foram obtidas curvas de perda de massa e a primeira derivada

correspondente (DTA).
4.8.8 Analise de agucares

A composicdo monossacaridica foi realizada no Laboratério de Quimica de
Carboidratos Vegetais do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana. Realizou-se a hidrélise acida total de amostras do
biossurfatante purificado pesando em torno de 2 mg. A hidrdlise foi feita com acido
tricloroacético 1,0 mol/L em tubo hermeticamente fechado a 100 °C+1°C por um
periodo de 5 horas. Apds a hidrolise, o excesso de acido foi evaporado. O material

hidrolisado foi lavado com agua destilada duas vezes que foi evaporada.

Os monossacarideos resultantes da hidrélise acida total foram reduzidos com
borohidreto de sodio (NaBHs) em temperatura ambiente por 16 horas em meio
aquoso (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). ions hidreto (H") formados pelo agente
redutor NaBH; reduzem os grupamentos carbonila dos monossacarideos para
formar alditéis. Apds a reducao do acgucar, o excesso do NaBH, foi eliminado pela

adicao de acido acético glacial até o meio tornar-se acido.

A solucdo foi filtrada com algoddo sendo o filtrado evaporado até secura.
Lavagens sucessivas foram feitas com metanol removendo o acido bdérico
remanescente por co-destilagdo, na forma de borato de trimetila. Os alditéis secos
resultantes foram acetilados com piridina (catalisador) e anidrido acético (agente de
acetilacao) (1:1, v/ v) em tubos de hidrolise hermeticamente fechados por 16 horas
a 25 °C+1°C(WOLFROM; THOMPSON, 1963).

Este processo foi interrompido por adigdo de gelo moido ao Experimento e os
acetatos de alditol foram extraidos com 1mL de cloroférmio. A piridina residual foi
complexada com uma solugao aquosa de sulfato de cobre (CuSQO4) a 5% (p/v). O
complexo de cobre-piridina foi separado da fase de cloroférmio e eliminado por

sucessivas lavagens com agua destilada e CuSO,.

A fase de cloroférmio contendo os acetatos de alditol foi coletada e seca. A
amostra foi ressolubilizada em acetona para analise por cromatografia liquido -
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gasosa (GLC). A analise por GLC foi realizada utilizando um modelo de
cromatografo Hewlett Packard 5890 A Série Il, com detector de ionizagdo de chama
(FID) e injetor com uma temperatura de 250°C; coluna capilar DB-210 (30m x 0,25
milimetros de didmetro interno) com espessura do filme 0,25um a 220°C e nitrogénio
como gas de arraste com um fluxo de 2,0 mL/min (SLONEKER, 1972).

4.8.9 Analise Reolbgica

Foram preparadas solucdes do biossurfatante recuperado impuro e purificado
na concentragcdo de 4,0 g/L cada uma. Para a completa dissolu¢do das amostras
cada solucdo 4,0 g/L foi mantida sob agitacdo durante 12 horas em temperatura
ambiente e para completa dissolu¢do, antes da leitura, a solugado do biossurfatante
puro foi aquecida a 60°C por cerca de uma hora. As medidas de viscosidade foram
realizadas no redmetro AR 2000 (TA Instruments). A caracterizagdo reoldgica foi
determinada pelo cisalhamento continuo na faixa de 1s”’ a 700s” em ciclos

ascendentes e descendentes de taxas de deformagado de 3 minutos cada (30°C).
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CAPITULO 5

Resultados e Discussao
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5.1 Avaliagao das Variaveis de Resposta para o Teste com Pseudomonas
aeruginosa em Fung¢ao do Tempo de Fermentagao

5.1.1 Indice de emulsificagéo (IE)

A TABELA 6 apresenta o sumario do desenho experimental, com os niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores reportados para o indice de

emulsificagao séo os valores médios.

De acordo com a Figura 8 observa-se que os valores maximos para o indice de
emulsificacao estdo no tempo de 72 horas. O maior valor obtido foi de 75% para o

Experimento 8, onde os niveis sdo superiores para todos os parametros estudados.

Para um estudo detalhado das influéncias dos parametros nesta resposta (IE) o
tempo de 72 horas parece ser o mais apropriado, pois foi neste tempo que a

atividade emulsificante apresentou os melhores resultados.

O indice de emulsificagdo € uma ferramenta simples e barata para a avaliagao
da produgdo de surfatantes. Silva et al (2010) investigaram a producédo de
biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa UCP0992 utilizando glicerol como
substrato e verificaram que o indice de emulsificagdo para alguns compostos
hidrofébicos como 6leo de soja, 6leo de semente de algodao, benzeno, hexadecano,
6leo de motor e petroleo. Os autores relataram que para este ultimo houve uma

emulsificacao de 100% utilizando o caldo fermentado livre de células.

Vieira et al (2005) estudaram a producgao de biossurfatante por duas linhagens
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 e PLAR) e verificaram que a variavel que
mais influenciou no aumento deste indice, que atingiu um valor maximo de 100%
para a espécie ATCC 9027, foi a origem do micro-organismo em comparagao a
outros parametros estudados, tais como: concentracdo de Oleo de soja residual
(g/L), concentragao de nitrato de aménio (g/L) e concentragdo de levedura cervejeira

residual (g/L).
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TABELA 6 Desenho experimental para o indice de emulsificacdo do querosene de

aviagéao (IE)

Experimentos A: pH B: Concentracdo C: Concentragao IE (%)
Inicial de Biomassa Inicial de
X 10'5(g/L) Glicerol (g/L) 24 48 72
horas horas horas
lae1b 5,0 (-1) 3,1 (-1) 30,0 (-1) 0 0 48
2ae2b 7,0 (+1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 0 0 25
3ae3b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 15 35 30
4ae 4b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 23 47 50
5ae 5b 5,0 (-1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 0 9 20
6a e 6b 7,0 (+1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 3 11 10
7ae7b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 19 23 68
8ae8b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 25 40 75
9a, 9b, 9c e 9d 6,0 (0) 4,7 (0) 40,0 (0) 0 49 65
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Experimentos

Experimentos: 1: A:5,0 (-1); B:3,1 x 10°%(-1); C:30,0(-1). 2: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°%(-1); C:30,0(-1). 3: A: 5,0(-1); B:6,2 x 10°(+1); C:30,0(-1). 4: A:7,0 (+1); B:6,2 x 10°3(+1);
C:30,0 (-1). 5: A:5,0 (-1); B:3,1 x 10°(-1); C:50,0(+1). 6: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°3(-1); C:50,0 (+1). 7: A:5,0 (-1); B:6,2 x 10°%(+1); C:50,0(+1). 8: A:7,0(+1); B:6,2 x 10°(+1);
C:50,0 (+1). 9: A: 6,0(0); B:4,7 x 10°%(0); C:40,0(0); onde A:pH; B: [Biomassa inicial] em g/L e C: [Glicerol inicial] em g/L.

Figura 8 indice de emulsificacdo para querosene de aviacdo em funcdo do tempo de

fermentacao para cada experimento. |IE meio = 0,2%.
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5.1.2 Consumo de glicerol

A TABELA 7 apresenta o sumario do desenho experimental, com os niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores reportados para consumo de

glicerol s&o os valores médios.

Conforme Figura 9, a maior parte dos valores maximos obtidos para o consumo
de glicerol encontra-se no tempo de 72 horas de fermentacédo, onde o melhor valor
foi 48 % de consumo, para niveis superiores, ou seja, pH=7,0, concentracdo inicial

de biomassa (6,2 X 10°°g/L) e inferior para concentragao inicial de glicerol (30 g/L).

TABELA 7 — Desenho experimental para consumo de glicerol por Pseudomonas
aeruginosa EQ 109 (CG)

Experimentos A: pH B: Concentragao C: Concentragao CG (%)
Inicial de Biomassa Inicial de Glicerol
x 10°%(g/L) (g/L) 24 48 72
horas horas horas

lae 1b 5,0 (-1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 10 31 44
2ae?2b 7,0 (+1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 14 - 42
3ae3b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 5 27 36
4aedb 7,0 (+1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 5 29 48
5a e 5b 5,0 (-1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 11 11 21
6a e 6b 7,0 (+1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 15 16 21
7ae7b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 17 28 37
8ae8b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 23 32 35
9a, 9b, 9ce 9d 6,0 (0) 4,7 (0) 40,0 (0) 15 26 40

Para a sintese de biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa a partir de
hidrocarbonetos, foi sugerido que possam existir dois mecanismos. O primeiro € o
aumento da solubilidade dos hidrocarbonetos e desse modo elevar a
biodisponibilidade para a célula; e o segundo € a interagdo com a célula, fazendo
com que a superficie celular torne-se mais hidrofobica e se associe mais facilmente
com substratos hidrofébicos (MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000). O glicerol é
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soluvel em agua e a fonte de carbono esta diretamente em contato com a célula o
que torna mais facil a biodisponibilidade, possivelmente eliminando o primeiro

mecanismo.

60

50

40

H48h

20 : - = W72h

Consumo de glicerol (%)

10 @l A8

Experimentos

Experimentos: 1: A:5,0 (-1); B:3,1 x 105(-1); C:30,0(-1). 2: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°(-1); C:30,0(-1). 3: A: 5,0(-1); B:6,2 x 10°(+1); C:30,0(-1). 4: A:7,0 (+1); B:6,2 x 105(+1);
C:30,0 (-1). 5: A:5,0 (-1); B:3,1 x 10°(-1); C:50,0(+1). 6: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°%(-1); C:50,0 (+1). 7: A:5,0 (-1); B:6,2 x 10°°(+1); C:50,0(+1). 8: A:7,0(+1); B:6,2 x 10°5(+1);
C:50,0 (+1). 9: A: 6,0(0); B:4,7 x 10°°(0); C:40,0(0); onde A:pH; B: [Biomassa inicial] em g/L e C: [Glicerol inicial] em g/L.

Figura 9 Consumo de glicerol por Pseudomonas aeruginosa EQ 109 em func¢ao do

tempo de fermentacao para cada experimento.
5.1.3 Crescimento celular (biomassa final)

A TABELA 8 apresenta o sumario do desenho experimental, com os niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores reportados para o crescimento

celular sdo os valores médios.

Através da Figura 10 observa-se que no tempo de fermentagcéo de 72 horas os
maiores valores para crescimento celular foram para os Experimentos 1, 2, 4, 5¢e 6
onde a concentracao de inicial de biomassa, em sua maioria, esta no nivel inferior.
Para os Experimentos 3, 7, 8 e 9 os valores maximos de consumo foram obtidos em

48 horas de fermentacao, havendo decréscimo apos este intervalo de tempo.
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Isto pode ser explicado pelo fato de que quando uma populagido microbiana &

inoculada em um novo meio de cultura o crescimento geralmente n&o se inicia de

imediato, a cultura passa por uma adaptacdo que nao ocorre se esta for inoculada

no mesmo meio. Esta fase é seguida de um crescimento exponencial, uma fase

estacionaria e por ultimo uma fase de declinio ou morte (MADIGAN, 2004).

Provavelmente os experimentos atingiram fases diferentes em relagdo aos tempos

de experimento.

TABELA 8 Desenho experimental

Pseudomonas aeruginosa EQ 109 (Xf).

para crescimento celular (biomassa) de

Experimentos A: pH B: Concentracgao C: Concentragao Xf* (g/L)
de Biomassa Inicial de Glicerol
Inicial x 10°%(g/L) (g/L) 24 48 72
horas horas horas
lae 1b 5,0 (-1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 0,61 2,09 3,61
2ae?2b 7,0 (+1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 0,95 2,01 3,81
3ae3b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 1,24 3,31 2,26
4aedb 7,0 (+1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 0,90 2,67 4,56
5a e 5b 5,0 (-1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 0,74 0,58 2,97
6a e 6b 7,0 (+1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 0,97 0,88 3,33
7ae7b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 1,62 3,60 2,64
8ae8b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 1,70 4,48 3,45
9a, 9b, 9c e 9d 6,0 (0) 4,7 (0) 40,0 (0) 1,61 3,51 245

*Relacéo entre Absorvancia 4sonm : peso seco g/L para Pseudomonas areuginosa: 37,25:6,75g/L.
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Experimentos: 1: A:5,0 (-1); B:3,1 x 105(-1); C:30,0(-1). 2: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°(-1); C:30,0(-1). 3: A: 5,0(-1); B:6,2 x 10°(+1); C:30,0(-1). 4: A:7,0 (+1); B:6,2 x 10°(+1);
C:30,0 (-1). 5: A:5,0 (-1); B:3,1 x 10°(-1); C:50,0(+1). 6: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°%(-1); C:50,0 (+1). 7: A:5,0 (-1); B:6,2 x 10°°(+1); C:50,0(+1). 8: A:7,0(+1); B:6,2 x 10°(+1);
C:50,0 (+1). 9: A: 6,0(0); B:4,7 x 10°%(0); C:40,0(0); onde A:pH; B: [Biomassa inicial] em g/L e C: [Glicerol inicial] em g/L.

Figura 10 Crescimento celular de Pseudomonas aeruginosa EQ 109 em fung¢ao do

tempo de fermentacao para cada experimento.

5.1.4 Diminui¢cdo da tensao supefficial

A TABELA 9 apresenta o sumario do desenho experimental, com os niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores reportados para a diminuigao da
tensdo superficial sdo os valores médios. Para este paréametro foi feita analise
somente no tempo de 72 horas.
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TABELA 9 Desenho experimental para diminuicdo da tensdo superficial por

Pseudomonas aeruginosa EQ 109 (DT)

Experimentos A: pH B: Concentragdo C: Concentragao Inicial DT (%)
de Biomassa de Glicerol (g/L)
Inicial x 10°(g/L)

1ae 1b 5,0 (-1) 3,1 (-1) 30,0 (-1) 10
2ae2b 7,0 (+1) 3,1(-1) 30,0 (-1) 0
3ae 3b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 6
4ae 4b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 30,0 (-1) 5
5a e 5b 5,0 (-1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 6
6a e 6b 7,0 (+1) 3,1(-1) 50,0 (+1) 44
7ae7b 5,0 (-1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 9
8a e 8b 7,0 (+1) 6,2 (+1) 50,0 (+1) 42
9a, 9b, 9c e 9d 6,0 (0) 4,7 (0) 40,0 (0) 8
50
9 40
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g 2
3% ¥
o2
BS o 72h
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Experimentos: 1: A:5,0 (-1); B:3,1 x 105(-1); C:30,0(-1). 2: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°(-1); C:30,0(-1). 3: A: 5,0(-1); B:6,2 x 10°(+1); C:30,0(-1). 4: A:7,0 (+1); B:6,2 x 10°5(+1);

C:30,0 (-1). 5: A:5,0 (-1); B:3,1 x 10°%(-1); C:50,0(+1). 6: A:7,0(+1); B:3,1 x 10°°(-1); C:50,0 (+1). 7: A:5,0 (-1); B:6,2 x 10°(+1); C:50,0(+1). 8: A:7,0(+1); B:6,2 x 10°(+1);
C:50,0 (+1). 9: A: 6,0(0); B:4,7 x 10°°(0); C:40,0(0); onde A:pH; B: [Biomassa inicial] em g/L e C: [Glicerol inicial] em g/L.

Figura 11 Diminuicdo da tensao superficial por Pseudomonas aeruginosa EQ 109

em funcéo dos experimentos .TS meio = 64,5 mN/m
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De acordo com a Figura 11 os Experimentos 6 e 8 obtiveram os melhores

resultados para a diminuicao da tensao superficial, 44% e 42% respectivamente.

Ficou evidente que no tempo de 72 horas de fermentagdo, as respostas

obtiveram os melhores resultados, o que pode ser melhor observado na TABELA 10.

TABELA 10 Respostas maximas no tempo de 72 horas de fermentagao

Resposta Experimento Niveis Valor maximo
observado
A B C
Indice de emulsificacéo 8ae8b +1 +1 +1 75%
Consumo de glicerol 4a eb 4b +1 +1 -1 48%
Crescimento celular 4aedb +1 +1 -1 4,56 g/L
Diminuicdo da tensao superficial 6a e 6b +1 -1 +1 44%
2ae?2b +1 +1 +1 42%

A TABELA 10 demonstra que as melhores respostas foram obtidas de
Experimentos diferentes, fazendo-se necessaria a analise estatistica dos dados para

a verificacao das interagdes entre os parametros.
5.2 Analise Estatistica dos Dados

Para que um experimento seja feito eficientemente, um caminho cientifico para
planejar o experimento deve ser considerado. Através do desenho estatistico dos
experimentos os dados sdo coletados e podem ser analisados por métodos
estatisticos resultando em conclusdes obijetivas e validas (MONTGOMERY, 2003). A
esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de forma

que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informagéo que procuramos.

A analise de variancia (Analysis of Variance- ANOVA) é uma técnica usada
para testar a igualdade das médias populacionais diferentes. Esse nome provém do
fato de usar medidas relacionadas a variancia para fazer inferéncias sobre médias
populacionais. As técnicas de analise de variancia também possuem suposig¢ao de

que as amostras sdo aleatérias e que as populagbes sejam normalmente
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distribuidas e possuam a mesma variancia. Em um planejamento fatorial cada
tentativa completa ou réplica do experimento, todas as combinagdes possiveis dos
niveis dos fatores sao investigadas (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

A analise do planejamento experimental foi feito utilizando o software Design
Expert 7.1.6™ da Stat-Ease.

5.2.1 Indice de emulsificacdo

Com o planejamento experimental verificou-se a influéncia das variaveis
independentes (pH, concentragdo inicial de biomassa e concentragao inicial de
glicerol) sobre os valores do indice de emulsificagdo, buscando definir as faixas

6timas de operacdo, que no caso maximizem esta resposta.

Uma descricdo esquematica para avaliar esta resposta pode ser vista na Figura
12. O maior valor esta destacado, podendo-se perceber que o efeito principal do

fator A (pH), quando este passa do nivel inferior para o superior ha um aumento na

resposta.
Design-Expert® Software Cube
indice de Emulsificagao Indice de Emulsificagao
X1 = A pH 2 2
X2 = B: [Biomassa inicial] 68.2 75.0

X3 = C: [Glicerol inicial]

2 2
B+: 6.00E-05 30.0 50.0
s ‘e
Q
kS
©
@ 2 2
g 20.0 10.0 C+:50.0
ks
@
o C: [Glicerol inicial]
2 2
B-: 3.00E-05 475 25.0 C-:30.0
A-:5.00 A: pH A+:7.00

Figura 12 Representagcdo esquematica para os resultados obtidos para o indice de

emulsificacao para querosene de aviagao.
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Antes de realizar a analise de variancia € necessario verificar o grafico de
perturbacado (Figura 13), o qual indica o que acontece com o0s parametros em
relagdo a resposta. Quanto mais inclinada for a reta, mais influente é a variavel
independente, mostrando que a concentracido inicial de biomassa foi a mais

influente.

Os dados do planejamento fatorial foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) que esta descrita na TABELA 11, pela qual se descreve o
modelo, se verificam a varidveis que apresentam significancia, assim como outros

parametros.

Valores de p inferiores a 0,05 indicam que o modelo e os termos sao
significativos e valores inferiores a este, ndo sdo. Notou-se pela TABELA 10 que a
curvatura possuia um valor de p inferior a 0,05, o que a tornou significativa. Isto quer
dizer que a resposta € melhor descrita por um modelo n&o-linear, ou seja, ha
evidéncias que devam existir termos quadraticos no modelo. Isto significa que para
esta resposta € necessario a existéncia de pontos axiais e o simples planejamento
experimental de dois niveis com pontos centrais, ndo pode descrever um modelo
quadratico, ja que possui apenas um grau de liberdade. Apesar disto, a resposta
pdde ser descrita por um modelo linear ja que o valor de F de 21,15 fez com que o
modelo apresentasse significAncia. Neste caso, B, AB, BC foram termos
significativos do modelo. Se houverem muitos termos insignificantes no modelo (n&o
contando os exigidos para apoiar a hierarquia), pode-se reduzir os termos, por isso

retirou-se AC e ABC, aumentando-se o valor de F para 26,48.

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



Resultados e Discussao 63
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Figura 13 Grafico de perturbagao para o indice de emulsificagdo para querosene de

aviagao

O modelo matematico linear codificado para o indice de emulsificacdo foi dado

pela Equacéo 2:
indice de emulsificagio (%): 40,71 + (-0,71A) + 15,09B + 2,59C + 7,41AB + (13,21BC) (2)

Observando-se os coeficientes dos termos no modelo, verificou-se que os
sinais positivos de B e C mostraram que o aumento da concentracio inicial de
biomassa e da concentragéo inicial de glicerol promoveu o aumento do indice de
emulsificacdo, enquanto que o aumento do pH (A) nao foi significativo, pois possuiu

um valor muito baixo.

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de correlagdo confirmou que 91%

da variabilidade dos dados se ajustaram ao modelo.

Avaliaram-se as interagdes entre os termos do modelo e os unicos termos que
se interceptaram foram B e C, indicando que houve uma forte interagao entre a
concentragéo inicial de biomassa e a concentragdo inicial de glicerol, para um
maximo na resposta, com pH 7,0. Isto péde ser confirmado pelo grafico de interagao

(Figura 14). Se as retas fossem paralelas o efeito de interagdo nao seria importante.

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



Resultados e Discussao 64

TABELA 11 ANOVA completa para todos os termos no indice de emulsificagao para

querosene de aviagao.

Fonte Soma dos Graus de Média dos Valorde F Valorde p
quadrados liberdade quadrados
Modelo 7592,86 7 1084.69 21,15 <0,0001
A 8,07 1 8.07 0,16 0,6992
B 3641,03 1 3641.03 70,99 < 0,0001
C 106,93 1 106.93 2,08 0,1766
AB 879,66 1 879.66 17,15 0,0016
AC 0,12 1 0.12 2,27e-03 0,9629
BC 2792,16 1 2792.16 54,44 <0,0001
ABC 164,89 1 164.89 3,21 0,1005
Curvatura 1809,32 1 1809.32 35,28 < 0,0001
Erro puro 564,19 11 51.29
Total 9966,37 19

A= pH; B= Concentrag¢ao inicial de biomassa; C= Concentragao inicial de glicerol

No Diagrama de Pareto (Figura 15), o qual mostrou os efeitos negativos e os

efeitos positivos ao nivel de confianga de 95%, verificou-se que os parametros que

mais influenciaram no indice de emulsificacdo foram a concentragao inicial de

biomassa (B), a interacdo concentragao inicial de biomassa/concentragao inicial de

glicerol (BC) e a interagao pH/concentragao inicial de biomassa (AB). Estes trés sao

efeitos positivos, ou seja, quando estes parametros passaram de um nivel superior

(+1) para um nivel inferior (-1) o indice de emulsificagéo foi reduzido.
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Interaction
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Figura 14 — Interagdo entre concentragcéo de biomassa inicial e concentragao inicial

de glicerol para a variavel de resposta indice de emulsificagdo para querosene de

aviagdo em pH 7,0.
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Figura 15 Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo das variaveis estudadas

para o indice de emulsificacao.
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5.2.2 Consumo de glicerol

Com o planejamento experimental verificou-se a influéncia das variaveis
independentes (pH, concentragdo inicial de biomassa e concentragado inicial de
glicerol) sobre os valores do consumo de glicerol, buscando definir as faixas étimas

de operacgao, ou seja, faixas que maximizem a resposta.

Uma descricdo esquematica para avaliar esta resposta pode ser vista na Figura
16. Os maiores valores estao localizados na face do cubo que possui nivel inferior
para C (concentragdo inicial de glicerol), indicando que uma menor concentragao

inicial de glicerol produz um maior consumo deste.

Os dados do planejamento fatorial também foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) que esta descrita na TABELA 12.

O valor de F de 8, 86 mostrou que o modelo foi significativo e a curvatura nao,
podendo ser descrito linearmente. B, C e BC sao os termos significativos. Para
melhor descrevé-lo retirou-se AB, AC e ABC, aumentando-se o valor de F para
11,98.

Design-Expert® Software Cube

Consumo de glicerol Consumo  de glicerol

X1=A pH 2 2
X2 = B: [Biomassa inicial] 36.30 34.92

X3 = C: [Glicerol inicial]

r 26
B+: 6.00E-05 35.80 47.84
5 4o
Q
£
e 2
& 20.53 20.53 C+: 50.0
1S
kel
m
Glicerol Inicial
2 2
B-: 3.00E-05 43.46 42.24 C-: 30.0
A-: 5.00 A: pH A+:7.00

Figura 16 Representacdo esquematica para os resultados obtidos para o consumo

de glicerol.
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O modelo matematico codificado para o consumo de glicerol foi dado pela

Equacéo 3:
Consumo de glicerol % = + 35,20 + 1,18A + 3,51B + (- 7,13C) + (-1,53AC) + 4,03BC (3)

Observando-se os coeficientes dos termos no modelo, verificou-se que os
sinais positivos de A e B mostraram que o aumento do pH e da concentracio inicial
de biomassa promoveu o0 aumento do consumo de glicerol, enquanto que o aumento

da concentracgao inicial de glicerol (C) diminuiu este consumo.

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de correlagdo confirmou que 78%

da variabilidade dos dados se ajustam ao modelo.

TABELA 12 ANOVA para todos os termos de consumo de glicerol

Fonte Soma dos Graus de Média dos Valor de F Valor de p
quadrados liberdade quadrados
Modelo 1418,92 7 202,70 8,86 0,0009
A 22,22 1 22,22 0,97 0,3455
B 197,23 1 197,23 8,62 0,0135
C 814,02 1 814,02 35,58 <0,0001
AB 35,23 1 35,23 1,54 0,2404
AC 37,22 1 37,22 1,63 0,2284
BC 259,37 1 259,37 11,34 0,0063
ABC 53,63 1 53,63 2,34 0,1540
Curvatura 69,26 1 69,26 3,03 0,1098
Erro puro 251,67 11 22,88
Corr Total 1739,85 19

A= pH; B= Concentra¢ao inicial de biomassa; C= Concentrag¢ao inicial de glicerol

Para o consumo de glicerol ndo houve a intersegcédo entre os parametros, por
isso decidiu-se mostrar o grafico do termo significante BC. Este grafico indicou que
quando C esta em um nivel inferior o aumento da biomassa n&o influenciou o

consumo de glicerol, porém quando C estd em um nivel superior o aumento da
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biomassa promoveu o aumento do consumo. Isto pdde ser confirmado pelo grafico
de interacéo (Figura 17).
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Figura 17 Interac&o entre concentragao inicial de biomassa e concentragao inicial de

glicerol para a variavel de resposta consumo de glicerol em pH 7,0.

No Diagrama de Pareto (Figura 18), verificou-se que os parametros que
influenciaram no consumo de glicerol foram a concentracéo inicial de glicerol (C), o
termo concentracao inicial de biomassa/concentragao inicial de glicerol (BC) e a
concentracao inicial de biomassa (B), respectivamente. Para a concentragao inicial
de glicerol, observou-se um efeito negativo, ou seja, quando a este parametro

passou de um nivel superior (+1) para um nivel inferior (-1) a resposta (consumo de

glicerol) foi aumentada.
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Figura 18 Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo dos parametros estudados
para o consumo de glicerol.

5.2.3 Diminuigdo da tenséo superficial

Com o planejamento experimental verificou-se a influéncia das variaveis
independentes (pH, concentragdo inicial de biomassa e concentragdo inicial de
glicerol) sobre os valores da diminuicdo da tensao superficial, buscando definir as

faixas otimas de operacéao, ou seja, faixas que maximizem a resposta.

Uma descricdo esquematica para avaliar esta resposta pode ser vista na Figura
19. O maior valor esta destacado e se situa onde todos os niveis sdo superiores,
como valor de 43,4%.
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Figura 19 Representacdo esquematica dos resultados experimentais para

diminuigéo da tensao superficial pH 7,0.

Os dados do planejamento fatorial também forma submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) que esta descrita na TABELA 13.

O valor de F de 49,45 implica o modelo é significativo, porém a curvatura
possui um valor de p inferior a 0,05 indicando que a resposta pode ser melhor
descrita por um modelo quadratico. B, C e BC sao termos significativos do modelo.
Para melhorar o modelo retirou-se AB, AC e ABC, aumentando-se o valor de F para
90,90.

O modelo matematico codificado para a diminuicdo da tensado superficial foi

dado pela Equacéo 4
Diminuigdo da tensao superficial % = + 15,76 + 1,05A + 6,61B + 9,14C + 10,89BC (4)

Observando-se os coeficientes dos termos no modelo, verificaram-se sinais
positivos para os trés parametros estudados, mostrando que o aumento destes

promoveu o0 aumento da diminuicao da tensao superficial.
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O valor obtido para o quadrado do coeficiente de correlagao confirma que 96%
da variabilidade dos dados se ajustam ao modelo.

TABELA 13 ANOVA para todos os termos do modelo da diminuicdo da tensao

superficial
Fonte Soma dos Graus de Média dos Valor de F Valor de p
quadrados liberdade quadrados
Modelo 3974,40 7 567,77 49,45 <0.0001
A 17,66 1 17,66 1,54 0,2407
B 698,99 1 698,99 60,88 <0.0001
C 1336,25 1 1336,25 116,38 <0.0001
AB 2,96 1 2,96 0,26 0,6217
AC 8,25 1 8,25 0,72 0,4147
BC 1895,76 1 1895,76 165,11 < 0.0001
ABC 14,53 1 14,53 1,27 0,2845
Curvatura 1685,98 1 1685,98 146,84 < 0,0001
Erro puro 126,30 11 11,48
Corr Total 5786,68 19

A= pH; B= Concentra¢ao inicial de biomassa; C= Concentrag¢ao inicial de glicerol

Avaliaram-se as interagdes entre os termos do modelo e os unicos termos que
se interceptaram foram B e C, indicando que os fatores que mais influenciaram na
diminuicdo da tensdo superficial foram a concentragdo inicial de biomassa e a
concentragéo inicial de glicerol, mantendo—se o pH=7,0. Isto péde ser confirmado
pelo grafico de interacdo (Figura 20). Se as retas fossem paralelas o efeito de

interacado nao seria importante.

No Diagrama de Pareto (Figura 21), verificou-se que os parametros que
influenciaram no consumo de (glicerol foram a concentragdo inicial de
biomassa/concentragao inicial de glicerol (BC), a concentragao inicial de glicerol (C)
e a concentracao inicial de biomassa (B), respectivamente. Estes trés efeitos foram
positivos, ou seja, quando estes parametros passaram de um nivel superior (+1)

para um nivel inferior (-1) a resposta foi reduzida.
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Figura 20 Interagdo entre concentracgéo inicial de biomassa e concentragédo inicial de

glicerol para a variavel de resposta diminuigdo da tensao superficial, com pH 7,0.
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Figura 21 Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo dos parametros estudados

para a diminuicao da tensao superficial.
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5.2.4 Crescimento celular (biomassa final)

Com o planejamento experimental verificou-se a influéncia das variaveis
independentes (pH, concentragdo inicial de biomassa e concentragao inicial de
glicerol) sobre os valores do crescimento celular, buscando definir as faixas étimas

de operacgao, ou seja, faixas que maximizem a resposta.

O modelo matematico codificado para o crescimento celular nao foi
considerado significativo, apesar da redugdo dos termos nao significativos do
modelo e até mesmo da implantagdo de transformadas como logaritmos na base 10

e logaritmo neperiano (Ln), os quais reduzem o erro no calculo.

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de correlagdo confirma que

apenas 50% da variabilidade dos dados se ajustaram ao modelo.

Os dados do planejamento fatorial também foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA), obtendo-se um valor de F igual a 1,56, mostrando que o modelo

nao foi significativo.

Avaliaram-se as interagdes entre os termos do modelo e os unicos termos que
se interceptaram foram A e B, indicando que os fatores que influenciaram o
crescimento celular foram, principalmente, o pH e a concentragdo inicial de
biomassa, com concentragao inicial de glicerol igual a 40g/L. Isto pbéde ser

confirmado pelo grafico de interacao (Figura 22).
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Figura 22 Interagado entre concentracgéo inicial de biomassa e concentragéo inicial de

glicerol para a variavel de resposta diminuigdo da tensao superficial.

No Diagrama de Pareto (Figura 23), o qual mostrou os efeitos negativos e os
efeitos positivos ao nivel de confianga de 95%, verificou-se que os parametros nao

foram significativos.
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Figura 23 Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo dos parametros estudados

para o crescimento celular.
5.3 Precipitagdao com Etanol: Analise qualitativa

O precipitado formado apresentou uma coloragdao levemente rosada, sendo
produzida uma maior quantidade nos experimentos com nivel superior do pH (+1).
As caracteristicas fisicas e quimicas do precipitado formado serdo discutidas

posteriormente.

5.4 Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109 em

Fermentador: Fase |

Os melhores resultados para os parametros estudados neste experimento
foram verificados no tempo de 72 horas de fermentagdo, como mostra a Figura 24.
As analises foram feitas com o liquido fermentado livre de células. Este experimento
foi realizado em duplicata e os resultados reportados representam a média dos

valores nas respostas.
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Figura 24 Respostas estudadas em fungdo do tempo de fermentagdo para
Pseudomonas aeruginosa EQ 109. Concentracao inicial de glicerol = 50g/L; pH 7,0;
indculo inicial =6,2x10'5 g/L; Tensao do meio= 69 mN/m; Maximos em 72 horas: IE
do querosene de aviacao: 63%, DT: 29%; Xfinal: 1,29g/L e CG: 24% .

De acordo com a Figura 24 observou-se que a diminuicdo da tensao superficial
nao obteve alteragdes significativas a partir de 24 horas de fermentagao. Isto pode
ser devido ao fato da concentragao do biossurfatante no meio ja estar acima da
CMC (concentracdao micelar critica que sera discutida posteriormente) onde ha
formacéo de micelas no interior da solug¢do, as quais ndo provocam mais variacoes
na tensao superficial (DALTIN, 2011).

O indice de emulsificacdo do querosene de aviagao assim como a biomassa
aumentaram gradativamente até atingir um maximo de 60% e 1,20 g/L,
respectivamente. Oliveira et al (2006) investigaram a producao de biossurfatante por

Pseudomonas aeruginosa utilizando 6leo de dendé como fonte de carbono. Os
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autores verificaram que o a emulsificagdo atingiu um valor de 100% quando utilizado

oleo diesel.

5.5 Producao de Biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109em

Fermentador: Fase Il

Apos teste preliminares verificou-se a necessidade do controle do pH. Segundo
a Figura 25 foi confirmado que para os parametros estudados neste experimento 72
horas de fermentacdo ainda € o melhor intervalo para producido do biossurfatante,
pois € onde os resultados apresentam maximos. Este experimento foi realizado em
duplicata e os resultados reportados representam a média dos valores nas
respostas.

Neste teste notou-se que a concentracdo de biomassa aumentou alcangando
um maximo de 1,37 g/L em cerca de 50 horas de fermentagdo. A queda da
biomassa pode representar uma fase de declinio ou morte de células bacterianas. O
grafico de oxigénio dissolvido em funcdo do tempo de fermentagao confirma isto
(Figura 26). Conforme esta figura a % de oxigénio dissolvido (%OD) no meio de
producao no inicio do experimento é elevada e reduz até cerca de 30 horas de
fermentacdo, indicando que ha consumo do oxigénio de entrada (fase de
crescimento). Quando este valor é zero todo o oxigénio que entra no sistema é
consumido pelos micro-organismos (fase estacionaria). Apés quase 50 horas de
fermentacdo a %OD volta a aumentar, ou seja, ndo ha mais consumo de todo o
oxigénio apontando declinio ou morte celular, mas o biossurfatante continua sendo

produzido.
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Figura 25 — Parametros estudados em fungdo do tempo de fermentagdo para
Pseudomonas aeruginosa EQ 109. Concentracéo inicial de glicerol = 50g/L; pH=7,0;
inoculo inicial= 6,2x107° g/L; Tensdao do meio= 69 mN/m. Maximos em 72 horas: IE
do querosene de aviacido: 72%, DT: 19%, CG: 60% . Maximo para Xfinal em 48
horas: 1,37 g/L.
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Figura 26 — Oxigénio dissolvido em fungdo do tempo de fermentagao para produgao

de biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109.

Apos a extragdo do biossurfatante este foi seco e pesado para o calculo do
rendimento em relagdo a biomassa, do rendimento em relagdo ao substrato e da
produtividade volumétrica no tempo de fermentacdo de 72 horas, segundo as

equacoes:

e Rendimento em relacido a biomassa:

X X-XO0
Y|=)=——=0,058 g de biomassa/g de substrato (5)
S S0-S
e Rendimento em relagédo ao produto:
P P—-PO
Y g = m = 0,68 g de produto/g de substrato (6)
e Produtividade volumétrica:
P—-PO .
P = TV = 0,19 g de produto. L"".h" (7)

onde X é a concentracao final de biomassa em g/L; X, a concentragao inicial de
biomassa em g/L; Sp a concentragao inicial de substrato em g/L; S a concentragao
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final de substrato em g/L; Py a concentragédo inicial de produto em g/L; P a
concentragéo final de produto em g/L; V o volume de meio e t o tempo de

fermentacao.

5.6 Caracterizagao do Biossurfatante
5.6.1 Propriedades Fisicas

a) Caracteristicas

O Dbiossurfatante recuperado impuro apresentou uma coloracdo marrom
avermelhada com odor rascante além de formar grumos sélidos apds secagem a
temperatura ambiente em dessecador. O extrato de biossurfatante purificado
apresentou uma coloragao marrom intensa, podendo indicar maior concentracdo de
pigmento insoluvel em agua. Isto pode ser confirmado pela aparéncia acinzentada
de uma amostra que foi purificada a partir de uma solucéo estoque de biossurfatante
na concentragéo de 6,0g/L. Esta solugdo que era mantida em geladeira foi diluida
até a concentragdo de 2,0 g/L mantida sob agitagdo durante 12 horas. Apds este
periodo foi feita a precipitagdo com alcool 95%v/v sob agitagao intensa e a solugao
resultante foi mantida em geladeira a + 4°C por 12 horas. Passado este tempo o
precipitado formado (biossurfatante) foi centrifugado a 10000xg por 20 minutos,
armazenado em placa de Petri e mantido em dessecador até estar completamente

seco. A Figura 27 ilustra estas afirmacgdes.

Abdel Mawgoud, Abouuwafa e Hassouna (2009) -caracterizaram um
ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa a partir de oleo de soja e
observaram que o liquido deste composto apresentava coloragcdo marrom

amarelada, aparéncia viscosa e pegajosa com odor de fruta.
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Figura 27 Extratos de biossurfatante secos produzidos por Pseudomonas

aeruginosa EQ 109 a partir de glicerol.
b) Concentracédo Micelar Critica

A concentragao micelar critica (CMC) € um dos parametros mais importantes a
serem avaliados em um tensoativo, como ponto de ebulicdo e fusdo em sustancias
puras. Ela pode ser determinada pela variacdo das propriedades fisicas como a
tensao superficial e € onde moléculas de surfatante se associam dinamicamente no
seio do liquido para formar micelas que séo agregados de dimensdes colidais, pois
ha um acumulo na superficie. A importancia deste parametro esta no fato de que a
partir da CMC a tensdo medida permanece constante (MANIASSO, 2001).

Através da Figura 28 notou-se a diminuigdo da tensao superficial da agua de
cerca de 70 mN/m para 35 mN/m. O valor da CMC foi 4,0g/L para o biossurfatante
impuro. Em concentracdes superiores a CMC o tensoativo excedente tende a formar
micelas no interior da solugcdo, as quais ndo modificam muito o valor da tensao
superficial. Vale ressaltar que nao foi feita a CMC para o biossurfatante purificado,
pois cerca de 30% da amostra de biossurfatante impuro gerava este no seu estado
purificado e ndo é interessante industrialmente o custo gerado na purificagdo, por

isso optou-se por fazer a CMC com o biossurfatante impuro.
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Figura 28 — Tenséo superficial em fungdo da concentragdo de biossurfatante impuro
(pH 7,0).

c) Tolerancia ao calcio

Sabe-se que as rochas reservatorio, onde o petréleo esta armazenado, séo
compostas principalmente de areia e calcario (carbonatos de calcio). Este teste teve
0 objetivo de observar o comportamento emulsificante do biossurfatante frente a

diferentes concentragdes de carbonato de calcio.

A Figura 29 mostra os resultados do indice de emulsificacdo do querosene de
aviagao para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado adicionadas de
CaCOs. Notou-se que nao houve muita diferenga entre o puro e o impuro nas
diferentes concentragcbes de carbonato de calcio e quanto maior esta concentracao
menor era o indice. O valor maximo alcangado foi 29% para uma solugao 4,0 g/L do

biossurfatante puro adicionada de 0,1 g/L de CaCOs.
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Figura 29 Efeito das concentragbes de CaCO; no indice de emulsificagcdo do

querosene de aviagao para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado.

Para verificar a solubilidade de hexadecano residual em solo; Bai, Bruseau e
Miller (1998) avaliaram o impacto de ions Na*, Ca®* e Mg®* nesta propriedade. Os
autores afirmaram que quando um eletrdlito é adicionado a uma solugcdo de
ramnolipidio, este pode agregar-se a parte polar do surfatante reduzindo a repulsao
eletrostatica entre os grupos polares dos biossurfatantes. Entdo, a parte polar que
efetivamente age em solu¢cdo decresce aumentando o numero de micelas e o
volume dentro delas. Como resultado a solubilizagdo de um solvente apolar na
micela ou vesicula é aumentado. Estes efeitos foram observados, pois os autores
utilizaram concentragées muito baixas de calcio na forma de cloreto na faixa de 0,05
mM a 0,8 mM. Neste experimento a faixa foi de 1TmM (0,1 g/L) a 100 mM (10 g/L),

mesmo porque as concentragdes de calcio em rochas reservatério séo elevadas.
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d) Resisténcia a autoclavagem

A Figura 30 mostrou que nao ha variagao significante na atividade emulsificante
do querosene de aviagao das solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e puro
quando estas foram expostas a uma temperatura de 121+1°C a 1atm por 20

minutos.
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Figura 30 Efeito da autoclavagem no indice de emulsificagdo do querosene de

aviagao para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado.
e) indice de emulsificagdo de diferentes matérias-primas

Através das Figuras 31 e 32 notou-se que as variagbes importantes foram
verificadas para o biodiesel e hexano. Para o éleo cru somente foi observada
emulsificacdo com a solugcdo do biossurfatante em seu estado puro sem a

possibilidade de quantificar o indice.
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Figura 31 - indice de emulsificagdo do querosene de aviacdo (QAV), biodiesel e

hexano para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado.
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Figura 32 - Emulsificacdo do: (a) biodiesel; (b) hexano; (c) querosene de aviagao e

(d) borra oleosa para solugdes 4,0 g/L do biossurfatante impuro e purificado.

dos Santos, F. P. B/ Novembro 2011



Resultados e Discussao 86

f) Estabilidade em diferentes temperaturas e salinidades

Para avaliar a resposta do indice de emulsificacdo do querosene de aviagao
para os parametros temperatura foi feita uma analise estatistica utilizando o software
Design Expert 8.0.6. com um planejamento fatorial 2° em duplicata e trés pontos

centrais. Os valores médios das respostas estao descritos na TABELA 14.

TABELA 14 Matriz do planejamento fatorial 22 com trés pontos centrais

Experimentos Salinidade Temperatura IE (%) IE (%)
(sol. 4,0 g/L) (% NacCl) (°C) (sol. 4,0 g/L) (sol. 4,0 g/L)
A B Puro Impuro
1 3,5 50 44 15
2 3,5 50 37 30
3 5,5 50 51 33
4 55 50 46 29
5 3,5 100 50 48
6 3,5 100 48 35
7 5,5 100 42 44
8 5,5 100 43 50
9 4.5 75 43 29
10 4,5 75 50 38
11 4,5 75 36 55
12 0 (Controle) 100 43 36
13 0 (Controle) 50 43 36
14 0 (Controle) 75 53 29
15 3,5 (Controle) Tamb 89 36
16 4,5 (Controle) Tamb 53 45
17 5,5 (Controle) Tamb 53 37
18 0 (Controle) Tamb 51 44
19 BRANCO agua Tamb - -
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TABELA 14 Matriz do planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais -

continuagao

Experimentos Salinidade Temperatura IE (%) IE (%)
(sol. 4,0 g/L) (% NacCl) (°C) (sol. 4,0 g/L) (sol. 4,0 g/L)
A B Puro Impuro
20 BRANCO 3,5 Tamb - -
21 BRANCO 4,5 Tamb - -
22 BRANCO 5,5 Tamb - -

A Figura 33 mostra, de uma maneira geral, onde os valores maximos de indice
de emulsificacdo em diferentes salinidade. Percebe-se que os maiores valores do
indice de emulsificacdo foram para a solugdo do biossurfatante puro para o
Experimento 15: Controle A: 3,5; B:Tamb (IEmsx.= 89%).

100 -
90
80 -
70
60
50 o
30 @B o . ).

20 BBt ... - A

10 B8 . N . = B =
U i

®puro
Mimpuro

indice de emulsificacao (%)

T T

1 23 456 7 8 91011213141516 1718

Experimentos

Experimentos: 1: A:3,5 (-1); B:50(-1); 2: 3,5 (-1); B:50(-1); 3: A: 5,5(+1); B:50(-1); 4: A: 5,5(+1); B:50(-1); 5: A:3,5 (-1); B:100(+1); 6: A:3,5 (-1);
B:100(+1). 7: A:5,5 (+1); B:100(+1). 8: A:5,5 (+1); B:100(+1). 9: A: 4,5(0); B:75. 10: A: 4,5(0); B:75. 11: A: 4,5(0); B:75. 12: Controle A: 0; B:100.
13: Controle A: 0; B: 75. 14: Controle A: 0; B: 50. 15: Controle A: 3,5; B:Tamb. 16: Controle A: 4,5; B: Tamb. 17: Controle A: 5,5; B:Tamb. 18:

Controle A: 0; B:Tamb; onde A:[NaCl] em %m/v; B: temperatura em °C e Tamb: temperatura ambiente: 28+2°C.

Figura 33 Experimentos para o estudo do efeito da salinidade e temperatura no

indice de emulsificagcdo do querosene de aviacao.
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O programa Design Expert 8.0.1.0, sugere que um modelo de dois fatores com
interacao (2F1) é o melhor ajuste para o indice de emulsificagao tanto para solugao

4,0g/L de biossurfatante impuro como para o purificado.

O modelo nada mais é que uma equacado que relaciona a resposta com as
variaveis de entrada controladas, sendo estabelecido como residuo a diferenga entre

o valor experimental e o valor ajustado pelo modelo, o qual € dado pela Equacgéo 8:
Y=BQ+B1A+BQB+B12AB+£ (8)

Sendo Y a resposta, Bo 0 efeito médio global, A (salinidade) e B (temperatura)
as variaveis de entrada controladas, 31 € B2, os efeitos dos niveis, 12 0 efeito da

interacdo e € um componente de erro.
f.1) Solugéo de Biossurfatante Impuro

Através da analise de varidncia (ANOVA) para o modelo do indice de
emulsificacdo do querosene de aviagao para a solugdo do biossurfatante impuro
verificou-se que este nao era significativo sendo necessario ajustes. Vale ressaltar
que mesmo que nao haja significancia no modelo isto ndo quer dizer que o
fendmeno ndo possa ser descrito, porém optou-se por ajustar manualmente o
modelo verificando quais as melhores alternativas para que o valor de p fosse menor
que 0,005. Devido a isto, foi necessaria a aplicacdo de uma transformacéao (In) e a
retirada interacdo para que o modelo representasse melhor o fendbmeno. O modelo

codificado proposto esta descrito na Equacao 9:

A TABELA 15 mostra a anadlise de variancia para esta resposta. Os valores de
F sdo comparados a valores tabelados a 95% de confianga. Se o valor de F é maior
que o tabelado a hipotese de ndo haver influéncia (nula) é rejeitada, ou seja, o fator
afeta significativamente o indice de emulsificagdo. Os valores de p inferiores a 0,05

indicam que ha significancia, mostrando que o modelo é valido.

O modelo adotado pode ser avaliado através do grafico de probabilidade
normal dos residuos conforme mostrado na Figura 36, sendo que os valores

préximos a reta indicam a validade do modelo proposto.
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O quadrado do coeficiente de correlagao (Rz) indica que apenas 54,2% da
variabilidade dos dados se ajustaram ao modelo.

TABELA 15 ANOVA para o indice de emulsificacdo do querosene de aviagao para

uma solugéao 4,0 g/L do biossurfatante impuro.

Fator sSQ GL MQ F P
Modelo 0,71 2 0,35 4,75 0,0048
A 0,13 1 0,13 1,76 0,2218
B 0,58 1 0,58 7,73 0,0239
Residuo 0,60 8 0,075

Falta de ajuste 0,084 2 0,042 0,49 0,6333
Erro 0,51 6 0,086

Total 1,31 10

A: salinidade; B: temperatura; SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica

Design-Expert® Software

Ln(indice de emulsificagao impuro) Norm al PIOt Of ReSIduals
Color points by value of
Ln(Indice de emulsificagao impuro):
a 4.00733
99
2.70805
95 =
> 90
= =
o 80
g " .
S O
= O
o 50 [=1S)
X |
© 30 o
g 2 a
=
z 10
5 -
1
I I I I I I I
0.6 0.4 0.2 0 02 0.4 0.6
Residuals

Figura 34 Probabilidade normal dos residuos para o modelo do indice de

emulsificacdo do querosene de aviagao para solugao do biossurfatante impuro.
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f.2) Solugéo de Biossurfatante Puro

Da mesma forma que o item anterior foi feita uma analise de varidncia
(ANOVA) para o indice de emulsificagdo do querosene de aviagao de uma solugao
4,0 g/L do biossurfatante puro, porém o modelo mesmo com ajustes n&o foi

significativo em nivel de 95% de confianga.

Os testes estatisticos indicaram que o biossurfatante nao sofre variagdes

significativas em sua estabilidade.
5.6.2 Analises Instrumentais
a) Analise Espectrométrica no Infra-Vermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIV) € uma
importante técnica de caracterizagdo de materiais, sendo muito utilizada na

identificacdo da natureza quimica de varios tipos de materiais.

Esta € uma metodologia que detecta similaridades ou diferengas nas estruturas
quimicas dos compostos. Pode ser usada para a quantificagao dos biossurfatantes,
pois a grande maioria possui um radical carbonila, ligagdo éster ou acido carboxilico,
0s quais absorvem energia na regiao infravermelha do espectro eletromagnético
(BATISTA, 2002, GARTSHORE; LIM; COOPER, 2000).

Os espectros FTIR do biossurfatante puro e impuro foi comparado espectros
aos obtidos para a goma xantana comercial (FARIA et al, 2011) além da
comparagao com a literatura (LOVAGLIO et al, 2011; FREITAS et al, 2009;
PORSUNTHORNTAWEE et al, 2008). As duas areas preliminares para serem
examinadas em um espectro sdo as regides de 4000 a 1300 cm™ e de 900 a 650
cm” onde estdo situadas as absor¢cdes de grupamentos funcionais importantes
(Figura 35).

O espectro do extrato de biossurfatante purificado (Figura 37b) mostrou
importantes bandas de absorcéo entre 4000-400 cm™: 3335,0: banda de estiramento
larga do grupamento O-H de acidos carboxilicos; 2964,5: estiramento assimétrico e
simétrico de CH, ou de CHs; 1655,3: estiramento de grupamentos carbonila C=0

caracteristica de polissacarideos (SINGH et al, 2011); 1538,9 e 1409,2: vibracdes de
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estiramento dos grupos carbonila —-COO-H; 1263,0: estiramento simétrico de grupos
carbonila; 1096,23 e 1024: vibragdo de deformag&o de grupos carbonila de éster;
865,4, 798,6 e 700,3 sao caracteristicas de ligagdes glicosidicas. Estas bandas

sugerem a presencga de ramnolipideos no extrato de biossurfatante.
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Figura 35 Carta simplificada das frequéncias dos grupos funcionais mais comuns

Bharali e Konwar (2011) obtiveram um espectro semelhante para um
ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa utilizando meio mineral
adicionado de hexadecano como fonte de carbono. Os autores afirmam que picos
em 2927,03; 2860,39; 1725 e 1300 a 1100 cm” sdo importantes bandas
caracteristicas de um tipo de biossurfatante glicolipidico. Outras bandas e picos
importantes em 3430,19 cm™, estiramento de OH’; picos de adsorc&o forte em 3000-
2700 cm™, alongamento de hidrocarbonetos alifaticos —CH; picos caracteristicos
para grupos éster em 1725,32 cm™, vibracdes de estiramento para grupos carbonila
-C=0; pico forte em 1638,1 cm™, vibragdes de alongamento dos grupos carbonila -
COO-; picos de absorgdo entre 1300 e 1.000 cm™, vibragdo de deformacdo de

grupos carbonila de éster (Figura 36).
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Figura 37 - Espectros FTIR de amostras do extrato de biossurfatante impuro (a) e

puro (b) em pastilhas de KBr.
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b) Analise Termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica se baseia no estudo da variagcédo de massa de uma
amostra resultante de uma transformacdo (fisica sublimagdo, evaporacéo,
condensacgao) ou quimica (degradacdo, decomposigdo, oxidagdo) em fungdo da
temperatura. E um processo continuo que envolve a medida da variacdo de massa
de uma amostra em funcdo da temperatura ou do tempo a uma temperatura
constante. Como resultado é possivel caracterizar o perfil de degradagdo de
polimeros e muitos outros materiais. O equipamento de termogravimetria é
basicamente constituido por uma microbalanga, um forno, um programador de
temperatura e um sistema de aquisicdo de dados (MOTHE e AZEVEDO, 2009;
LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

A termogravimetria derivada DTG indica as temperaturas correspondentes ao
inicio e ao instante em que a velocidade de reagdo é maxima e auxiliam na

visualizagao de curvas termogravimétricas (IONASHIRO, 2004).

A Figura 38 mostra as curvas termogravimétricas (TG) além das curvas
termogravimétricas derivadas (DTG), das amostras do extrato de biossurfatante
impuro (a), purificado (b) e uma terceira amostra purificada utilizando na precipitagao

etanol 95%v/v a uma temperatura de 4+1°C (c).

Observou-se um padrao diferenciado na curva termogravimétrica do extrato de
biossurfatante  impuro  (Figura 38a) quando comparadas as curvas
termogravimétricas dos extratos purificados, principalmente no que diz respeito ao o
residuo formado a 800°C, que sugere uma grande quantidade de material inorganico
(cerca de 70%). A purificagao utilizando precipitagdo etanol a temperatura ambiente
(Figura 38b) mostrou-se eficaz ja que o residuo final foi cerca de 15%. Para o
purificado utilizando etanol resfriado na precipitagéo esse residuo foi de 9% (Figura
38c).

A umidade nao se mostrou diferente para as trés curvas, cerca de 10%. A
temperatura inicial de decomposigédo n&o variou para os extratos puros (239,33°C
para curva b e 237,30°C para curva c¢), porém isso ndo aconteceu quando

comparadas ao extrato impuro (212,04°C). Sabe-se que a temperatura inicial indica
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a estabilidade térmica de um determinado composto. Quanto mais elevada esta
temperatura menor sera a degradagdo (de ALMEIDA e MOTHE, 2009).
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Figura 38 — Curvas termogravimétricas do extrato de biossurfatante impuro (a);

purificado (b) e purificado com etanol a 4°C+1°C.
c) Analise Reoldgica

A reologia, no caso de fluidos, estuda o comportamento e as propriedades do
escoamento devido a agcao de uma forga por unidade de area em planos hipotéticos
de liquido, chamada tensdo de cisalhamento t. A viscosidade n € a resisténcia ao
escoamento e €, matematicamente, a derivada do grafico da tensao de cisalhamento
versus taxa de cisalhamento y, medida do gradiente de velocidade entre os planos
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Pode-se dizer como exemplo, que durante o escoamento de um fluido em um
tubo as moléculas colidem entre si e quanto mais proximas das paredes menor € a
velocidade de escoamento aumentando em diregdo ao centro do liquido. Quando
esta velocidade é praticamente igual diz-se que o fluido tem comportamento

newtoniano e a derivada do grafico é 0.
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A Figura 39 mostrou o comportamento de uma solugdo 4,0 g/L do

biossurfatante impuro e outra 4,0 g/L do biossurfatante purificado. Notou-se que os

fluidos comportam-se como fluidos newtonianos, com viscosidade muito baixa na

ordem de 107 Pa.s.
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Figura 39 Curvas de viscosidade para solugdo 4,0g/L de biossurfatante impuro
(Am 2) e solugdo 4,0 g/L de biossurfatante purificado (Am 1). 30°C.

5.6.3 Determinagdo da composicdo monossacaridica

A analise de acucares foi uma das ferramentas principais para a confirmagao

da producdo do ramnolipideo. Freitas et al (2008) encontraram quatro principais

constituintes de um exopolissacarideo produzido por Pseudomonas oleovorans a

partir de glicerol: 70% em mol do conteudo principal de carboidratos era galactose,

23% manose, 3% glicose e 4% ramnose.

A Figura 40 mostra as porcentagem de agucares na amostra.
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Figura 40 Analise de agucares para o biossurfatante recuperado purificado de

solugao estoque 6,0 g/L (a) e para o biossurfatante recuperado purificado (b)

Observou-se pelos graficos da figura 40 que o biossurfatante recuperado de
solucdo estoque apresentou uma quantidade maior de agucares na analise. Isto

pode ser devido ao fato da degradacgéo de algum agucar.
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CAPITULO 6

Conclusoes e Sugestoes
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6.1 Conclusoes

A metodologia do planejamento de experimentos pdde demonstrar a

necessidade da verificagcdo da interacdo dos parametros para a obtencdo de uma

melhor resposta, o que minimiza o tempo de analise e melhora as condi¢cdes para

um experimento de maior porte, como a utilizagdo de um fermentador. Os modelos

puderam, a 95% de confianca, explicar as variacbes dos dados.

1) O comportamento das variaveis independentes para a obtengdo de uma

melhor resposta pode ser resumido em:

Para o aumento do indice de emulsificagdo do querosene de aviagao, a
concentragdo inicial de biomassa e a concentragao inicial de glicerol
foram as que mais influenciaram no aumento deste indice em pH 7,0.

IE%maximo=75%;

Para o aumento do consumo de glicerol a interacédo entre os parametros
estudados nado foi influente, porém verificou-se a importancia da
concentragao inicial de biomassa e da concentragao inicial de glicerol,
em pH 7,0. CG%maximo=43%.

A diminuicdo da tensao superficial foi a resposta que obteve o melhor
coeficiente de correlacdo para o modelo proposto. As variaveis de
influéncia foram a concentracao inicial de biomassa e a concentragao

inicial de glicerol, em pH=7,0. DT%maximo=44%;

O crescimento celular ndo apresentou um modelo significante, porém é
influenciado pelo pH e pela concentracao inicial de biomassa, com uma

concentracéo inicial de glicerol de 40g/L. XF maximo g/L=4,56g/L.

2) Obteve-se um bom rendimento para o ensaio em fermentador na fase Il de

0,68 g de produto/g de substrato;

3) O processo de fermentacédo ocorreu em pouco tempo, 72 horas, utilizando

meio  mineral e (glicerol sem alimentacdo adicional, gerando

significativamente um baixo custo ao processo;
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4) O biossurfatante nao sofreu alteragdes expressivas quando exposto a
diferentes temperaturas e salinidades confirmadas pela analise estatistica

dos dados, tanto o extrato puro quanto o impuro;

5) A técnica de termogravimetria mostrou que o processo de purificagéo foi

eficiente;

6) O conjunto de analises instrumentais com a analise de agucares sugere a

formagao de um ramnolipideo.
6.2 Sugestoes

1) O processo se mostrou eficiente utilizando glicerol técnico, propde-se entao,
a utilizacdo de glicerol residual proveniente da industria de biodiesel para

novos trabalhos.

2) Para uma melhor avaliagdo da estrutura e classificagdo do ramnolipideo
podem ser utilizadas outras técnicas de caracterizagdo, como HPLC além

da comparacdo com um padrao sintético de ramnolipideo.

3) A producdo em pequena escala gerou uma quantidade pequena de
biossurfatante, tanto impuro (13,7 g/L) como o purificado (0.9 g/L). Propbe-

se uma producao em fermentadores de maior porte.
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