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LIMA, Jamille Ribeiro Coelho de. Producdo de bioprodutos por Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50678 a partir de glicerol bruto. Rio de Janeiro, 2013. Tese
(Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos)-Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

RESUMO

Em razdo das consequéncias ambientais negativas, relacionadas a queima de
combustiveis fosseis bem como as preocupacdes sobre o abastecimento de
petréleo, a busca por combustiveis renovaveis, também conhecidos por
biocombustiveis, tem sido estimulada. Como resultado, diversas pesquisas
desenvolveram novos biocombustiveis, comercialmente atrativos, dentre ele o
biodiesel. Compostos ndo derivados de petroleo devem ser considerados como
alternativas em potencial, particularmente quando exibem algumas
caracteristicas, por exemplo, competitividade com motores e socialmente
aceitos. A partir de matérias-primas simples, como 6leos comestiveis e nao-
comestiveis, o biodiesel é produzido através do processo de transesterificacao,
gerando glicerol bruto como principal coproduto de valor agregado. Dada sua
natureza biodegradavel, o glicerol bruto pode ser assimilado por diversos
micro-organismos, dentre eles a levedura Yarrowia lipolytica. Neste estudo foi
realizado um planejamento experimental 3% completo, utilizando a levedura
desenvolvida em meio mineral contendo glicerol bruto como unica fonte de
carbono, incubada sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital e em
fermentador, visando a obtencdo de bioprodutos (biossurfatante e &cidos
graxos). Os parametros investigados no primeiro caso foram: a concentragéao
inicial de biomassa, a concentracdo inicial de glicerol e o pH, enquanto as
variaveis independentes nos testes em fermentador foram a producdo de
biomassa, a diminuicdo da tensdo superficial e o indice de emulsificacdo em
QAV. Foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica dos biossurfatantes impuro
e parcialmente purificado, bem como testes quantitativos e qualitativos nos
lipidios sintetizados. Com aproximadamente 96 horas de processo observou-se
a ocorréncia maxima de biossurfatante, ndo liberado extracelularmente,
obtendo-se uma reducao de tenséo superficial de 72 para 34,2 mN/m no meio
de cultivo. A atuacdo deste biossurfatante na sua forma bruta foi estavel
quando submetido a temperatura de 100°C. O composto também contribuiu
para a remocdo de 99% do O6leo diesel em solo franco-argiloso, na
concentracdo micelar critica de 7g/L. Adicionalmente, os acidos graxos foram
sintetizados em 72 h, registrando a maior concentracdo de 2,7g/L de lipidio
total. Acidos oleico, estearico e palmitico foram identificados, sendo a sintese
do primeiro de maior significancia (55 %). Os bioprodutos sintetizados
claramente possuem potencial econdmico ja que podem ser aplicados em
diferentes processos industriais, incluindo a indastria do petréleo, bem como
alimenticia.
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ABSTRACT

Because of the negative, related to the burning of fossil fuels and concerns
about oil supplies, the search for renewable fuels , also known as biofuels ,
environmental consequences have been stimulated . As a result, many
researches have developed new biofuels commercially attractive, among them
the biodiesel. Compounds petroleum should not be considered as potential
alternatives, particularly when exhibit certain characteristics, for example,
competition with engines and socially acceptable . From simple materials such
as edible and non - edible oils , biodiesel is produced through the
transesterification process, generating crude glycerol as the main value-added
coproduct. Given its biodegradable nature, the crude glycerol can be
assimilated by many micro -organisms , including the yeast Yarrowia lipolytica .
In this study an experimental design was carried out 33 full, using the yeast
developed in mineral medium containing crude glycerol as sole carbon source,
incubated under agitation at 200 rpm in an orbital shaker and fermenter in order
to obtain bio-products (biosurfactant and fatty acids). The parameters
investigated were the first case: the initial biomass concentration of the initial
glycerol concentration and pH as the independent variables in the fermentor
tests were biomass production, decrease the surface tension and the
emulsifying index in jet fuel. Physicochemical characterization of crude and
partially purified biosurfactant was performed as well as quantitative and
qualitative tests on synthesized lipids . With approximately 96 hours of process
observed occurrence of the maximum biosurfactant not released extracellularly
, resulting in a reduction in surface tension from 72 to 34.2 mN/m on the
medium. The activities of this biosurfactant in its raw form was stable when
subjected to a temperature of 100°C. The compound also contributed to the
removal of 99 % of diesel oil in clay loam soil, the critical micelle concentration
of 7 g / L. Additionally, the fatty acids were synthesized in 72 h , recording the
highest concentration of 2.7 g / L of total lipid. Oleic, stearic and palmitic acids
were identified, the first synthesis of greater significance (55 %). The
bioproducts synthesized clearly have economic potential as it can be applied in
different industrial processes , including the oil industry , as well as food.
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Capitulo 1

Introducao

Em razdo das conseqiéncias ambientais negativas, relacionadas a
gueima de combustiveis fésseis e as preocupacdes sobre o abastecimento de
petréleo tém se estimulado a procura por combustiveis renovaveis, também
conhecidos como  biocombustiveis. A cada ano o0 consumo de
energia aumenta e as reservas de petroleo diminuem, mesmo com as recentes
descobertas do combustivel na camada do pré-sal. Ressaltam-se 0s possiveis
problemas ambientais decorrentes a exploragao, transporte e queima deste
combustivel. Além disso, hd o problema politico, representado por cada
ameaca de crise internacional, que faz o preco do barril de petréleo
disparar (CANDEIA, 2008; FERRARI, 2005).

O termo biocombustivel refere-se aos combustiveis liquidos ou gasosos,

produzidos predominantemente a partir de uma biomassa que pode ser de

Lima, J.R.C./Fevereiro 2014



origem vegetal ou de outras fontes, tais como algas, gordura animal e
leveduras (BILICH et al., 2006, DERMIBAS, 2003).

Os biocombustiveis apresentam-se como fontes renovaveis que irdo
suplementar ou substituir os atuais combustiveis, principalmente porque estes
compostos sdo ambientalmente corretos, isto €, participam do ciclo do
carbono. Outra importante vantagem estd no seu potencial econémico, uma
vez que se tornara mais competitivo em relacéo ao preco do barril de petréleo
em um futuro ndo muito distante. E importante salientar outros beneficios dos
biocombustiveis, tais como, sustentabilidade, desenvolvimento regional e
social, diminuicdo da emisséo dos gases de efeito estufa e desenvolvimento da
agricultura (REIJNDERS, 2006, CARDENAS et al., 2006).

O biodiesel é um biocombustivel produzido a partir de 6leos e gorduras,
vegetais ou animais. Em virtude das estruturas moleculares pouco ramificadas,
alguns 6leos naturais podem ser utilizados como combustiveis devido ao seu
alto poder calorifico, cerca de 80% em relacdo ao diesel de petroleo. A
producdo deste biocombustivel a partir de Oleos e gorduras rende grande
guantidade de glicerina bruta, também denominada glicerina “loira” ou glicerina
impura, composta por aproximadamente 80% de glicerol (PERES et al., 2009).

A producdo de biodiesel tem aumentado a cada ano, estudos norte-
americanos prediziam uma producdo de 1,3 bilhdes de litros de biodiesel
anuais, entretanto em 2007 a producdo foi de 1,5 e 5,7 bilh6es de litros,
respectivamente nos Estados Unidos e na Europa. Em 2008 a producao de
biodiesel ja havia aumentado em 180% comparado ao ano anterior (WILSON,
2002; SMITH et al., 2010; LOZADA et al., 2010). No Brasil, no més de marco
de 2013 houve producdo aproximada de 2.717.483 m®/dia de biodiesel em 67
plantas autorizadas para essa operacao (ANP, 2013).

Uma rota para aproveitamento da glicerina loira é o refino, visando a
obtencéo de glicerina pura que é destinada para varios setores da industria de
processos quimicos. Ocorre que, devido os aumentos das operagcbes para
obtencdo de biodiesel aliado ao desaquecimento do mercado mundial, ha
sobra de glicerina loira, tendo destinacdo como residuo, e por conseguinte,
aproveitada em unidades de incineracdo, em fornos e em demais processos

térmicos. Dada a corrosividade e a sua inflamabilidade, a NBR 10.004 da
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ABNT -Classificacdo de Residuos Soélidos- classifica a glicerina loira como
residuo perigoso, classe 1 (ABNT, 2004).

Os processos convencionais atualmente aplicados em escala industrial
no Brasil produzem aproximadamente, 1 tonelada de glicerina loira para cada
10 toneladas de biodiesel. De acordo com a ANP, Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, no inicio desta década foram
produzidos aproximadamente 1.735,95 m®dia de glicerol (ANP, 2011).

Neste contexto o glicerol é um co-produto renovavel e com a nova
tendéncia energética do pais suas reservas aumentardo. Pesquisas Sao
realizadas com intuito de valorizar o glicerol bruto e processos termo-quimicos
para a transformacéo do glicerol em propilenoglicol, acetol, hidrogénio e varios
outros compostos ja se encontram bem inseridos na literatura (ALHANASH et
al., 2008; CHIU et al., 2006; DASARI et al., 2005; CORTIGHT et al., 2002).
Processos biotecnologicos vém sendo desenvolvidos nos ultimos anos, tais
como producado de biossurfatante, lipideos e acidos organicos, com intuito de
transformar o glicerol em produtos com valor agregado.

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfatantes, isto é, reduzem a tensdo superficial e interfacial, além de
apresentarem capacidade emulsificante, sdo conhecidos como biossurfatantes
ou biotensoativos. A maior vantagem dos biossurfatantes quando comparados
aos surfatantes sintéticos reside na sua diversidade estrutural, baixa toxicidade
e biodegradabilidade, além de ndo conterem petréleo em suas
estruturas. Devido a essas propriedades podem ser usados para diversas
aplicac6es que se estendem desde biorremediacdo de areas contaminadas de
poluentes, a industria de alimentos, farmacéutica e cosmética (da SILVA et al.,
2009; PASTORE e NITSCHKE, 2002).

Os biossurfatantes podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis
(acucares, Oleos vegetais e glicerol) as quais valorizam economicamente o
produto, j& que diminuem seu preco final contribuindo para a reducdo da
poluicdo ambiental, ao utilizarem co-substratos remanescentes das industrias.

Adicionalmente podem ser produzidos lipideos microbianos,
concomitantemente a producdo de biossurfatantes. Tais compostos podem
competir com os lipideos de fontes agricolas para a producdo de Biodiesel,

assim como, producado de acidos graxos poli-insaturados da familia émega 3-6-
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9, estes ultimos de grande importancia na acao contra diversas patologias,
sendo utilizados como alimento funcional, na modulagdo do desenvolvimento
fisico, fisiologico e mental do organismo.

As consideracGes econdmicas e ambientas motivam a realizacdo dessa
pesquisa que tem como objetivo a sintese de coprodutos (biossurfatante e
lipideos) economicamente viaveis, em cultura submersa, a partir de glicerina
bruta, residuo da fabricagdo de biodiesel de soja, com uso de linhagem de
leveduras, nativas do Brasil. Visto que o produto apresenta cerca de 80% de
glicerol e 20% de impurezas aproximadamente, os efeitos destes compostos
interferentes  serdo analisados em relacdo ao rendimento dos
compostos sintetizados nos bioprocessos. Assim, visa-se, agregar valor a
glicerina loira, incrementando a sustentabilidade ambiental do negdcio de
biocombustiveis, estratégico para o Brasil no cenario de aquecimento global.

Associando a necessidade de compatibilizar a oferta de glicerol com a
producdo de bioprodutos de alto valor agregado, o estudo teve como objetivo
principal a utilizacdo de glicerol como Unica fonte de carbono para a produgéo
de biossurfatante por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678.
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Capitulo 2

Objetivos

2.1. Objetivo geral
Caracterizar diferentes bioprodutos sintetizados a partir da uma
linhagem leveduriforme, utilizando o glicerol bruto proveniente da Industria de

Biodiesel de soja, como Unica de carbono.

2.2. Objetivos especificos

e Testar diferentes linhagens leveduriformes quanto a producéo de
bioprodutos;

¢ Sintetizar bioprodutos tais como, biossurfatante e lipideos;
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e Avaliar variaveis pH, concentracdo de glicerol e biomassa em frascos
Erlenmeyer de 500 mL e varidveis aeracdo, agitagdo e temperatura em
biorreator com capacidade de 3L, ambos com a utilizacdo de um

planejamento experimental,

e Produzir o biossurfatante em biorreator utilizando os parametros de
maior influéncia estudados no item anterior;

e Recuperar o biossurfatante obtido como extrato e sua purificacao;

e Estudar a estabilidade do extrato recuperado em elevadas temperaturas
e salinidades;

e Caracterizar o biossurfatante produzido quanto as propriedades fisico
quimicos;

e Aplicar o biossurfatante em solo contaminado com compostos

hidrofébicos.
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Capitulo 3

Levantamento Bibliografico

3.1. Biodiesel

ALei n° 11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, introduziu o

biodiesel na matriz energética brasileira e ampliou a competéncia
administrativa da ANP, que passou, desde entdo, a denominar-se Agéncia
Nacional do Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis. A partir da publicacao da
citada lei, a ANP assumiu a atribuicdo de regular e fiscalizar as atividades
relativas a produgdo, controle de qualidade, distribuicdo, revenda e
comercializacao do biodiesel e da mistura Oleo diesel-biodiesel (BX). De acordo
com a referida Lei, o conceito de Biodiesel é:

“Biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustéo interna com ignicdo por compressado ou, conforme regulamento, para geracdo de

outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil”
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A producéo e o uso do biodiesel no Brasil propiciam o desenvolvimento
de uma fonte energética sustentavel sob os aspectos ambiental, econémico e
social e também trazem a perspectiva da reducdo das importacdes de 6leo
diesel, gerando divisas para o Pais. Além da diminuicdo da dependéncia do
diesel importado, o biodiesel traz outros efeitos indiretos de sua producéo e
uso, como o incremento a economias locais e regionais, tanto na etapa agricola
como na industria de bens e servicos. Com a ampliagdo do mercado do
biodiesel, milhares de familias brasileiras s@o beneficiadas, principalmente
agricultores do semi-arido brasileiro, com o aumento de renda proveniente do
cultivo e comercializacado das plantas oleaginosas utilizadas na producéo do
biodiesel (PERES et al., 2009; CANAKCI, 2007).

Outro beneficio para a sociedade, resultante da ampliacdo do uso do
biodiesel, é o efeito positivo sobre o0 meio ambiente, acarretando a diminui¢ao
das principais emissdes veiculares em comparacdo ao diesel derivado do
petréleo. O biodiesel pode ser usado puro ou em mistura com o 6leo diesel em
qualquer proporcdo. Tem aplicagdo singular quando em mistura com o Gleo
diesel devido o ultrabaixo teor de enxofre, e porque confere a este, melhores
caracteristicas de lubricidade. E visto como uma alternativa excelente o uso
dos ésteres em adicdo de 5 a 8% para reconstituir essa lubricidade (ARRUDA
et al., 2006)

Mundialmente passou-se a adotar uma nomenclatura bastante
apropriada para identificar a concentracdo do Biodiesel na mistura, Biodiesel
BXX, onde XX é a percentagem em volume do Biodiesel a mistura. Por
exemplo, o B2, B5, B20 e B100 sdo combustiveis com uma concentracao de
2%, 5%, 20% e 100% de Biodiesel, respectivamente (DEMIRBAS, 2009).

A possibilidade do uso de 6leos vegetais como combustivel foi
reconhecido desde os primordios dos motores a diesel. Rudolph Christian Karl
Diesel, inventou o motor a combustéo interna que leva seu nome, registrou a
patente de um motor desenvolvido para operar com 6leo de amendoim e é
curioso que este autor, escreveu no prefacio do livro Termodinamica em 1911,

0S seguintes dizeres:
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“O motor a diesel pode ser alimentado com 0leos vegetais e podera ajudar
consideravelmente o desenvolvimento da agricultura nos paises aonde ele vier a ser usado.
Isso parece um sonho do futuro, mas eu posso predizer com inteira conviccdo que esse modo
de emprego do motor diesel pode, em dado tempo, adquirir uma grande importancia”
(DEMIRBAS, 2003).

Por muito tempo, os motores a diesel funcionaram por injecao indireta, a
base de petréleo filtrado, 6leos vegetais ou de peixe. O 6leo diesel surgiu
apenas na década de 1950 com o advento da injecdo direta, sem a pré-
camara, devido ao baixo consumo de combustivel, entretanto, os motores a
injecdo ndo foram obrigados a funcionar com 6leo diesel, mas podiam e ainda
podem funcionar com qualquer tipo de Oleo, tanto de origem vegetal ou quanto
de origem animal desde que seja regulada a pressdo no sistema de injecdo
(BALAT et al., 2008).

Os fatores econdmicos aliados a necessidade mundial de desenvolver
fontes de energia ndo poluentes impulsionaram a pesquisa por novos
combustiveis a partir de fontes renovaveis. Entretanto, para ser eficiente, um
combustivel alternativo deve apresentar certas caracteristicas, como por
exemplo: ser competitivo, ser compativel aos motores existentes, ser
econdmico e ambientalmente correto (RAJENDRA et al., 2009; MEHER et al.,
2006).

Na comparacdo com o diesel de petréleo, ambientalmente o biodiesel &
significativamente mais vantajoso, além de necessitar de pouca ou nenhuma
modificacdo do motor (MEKHILEF et al.,2011). Estudos do National Biodiesel
Board, associacdo que representa a industria de biodiesel nos Estados Unidos,
demonstraram que a queima do combustivel em relacdo a queima de derivados
do petréleo, podem emitir 48% em média menos mondéxido de carbono; 47%
menos material particulado; 67% menos hidrocarbonetos, além de perda
imperceptivel de poténcia, reducdo de carbono depositado e desgastes da
pecas do motor. Como esses percentuais variam de acordo com a quantidade
de biodiesel adicionado ao diesel de petréleo, no B3 essas redug¢des ocorreram
de modo proporcional (HANSEN et al., 2010; ANP e NBB, 2011).

A producdo de biodiesel pode ser realizada por 3 processos:
emulsificacao, pirolise, e transesterificacdo, tradicionalmente o mais utilizado. A

reacdo de transesterificagdo pode ser aplicada na industria de pequeno e
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grande porte. Alguns compostos oriundos de aplicacdes em pequena escala
séo usados como intermediarios na industria farmacéutica e como aditivos para
a induastria alimenticia (HAN, 2009; DOSSIN et al., 2006; BAJPAI E TYAGI,
2006).

A transesterificacdo de &cidos graxos livres ou de triglicerideos é a
principal etapa da producdo do biodiesel do ponto de vista quantitativo e
qualitativo, dado que o processo de transesterificacdo tem como propésito, a
reducdo da viscosidade do 6leo, uma vez que Odleos vegetais, por exemplo,
possuem uma viscosidade cerca de 10 a 20 vezes superior ao diesel
convencional, podendo danificar o motor, problemas estes ndo observados em
presenca de biodiesel, mesmo quando na forma B100 (RAHMAT, ABDULLAH,
MOHAMED, 2010).

A partir da escolha da matéria-prima e das condi¢cdes aplicadas na
reacao de transesterificacdo, isto €, natureza do 6leo ou da gordura, e escolha
do alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) e catalisador, uma planta
industrial para a producdo do biodiesel pode adotar o fluxograma de processo
apresentado na Figura 1. Vale ressaltar que o operacdo também pode ser
conduzida empregando o] método de fluido supercritico
(SCM)(HASHEMINEJAD et al., 2011).

De forma geral, a primeira etapa do processo diz respeito a recepcédo da
matéria-prima e das operacdes de analises e armazenamento temporario,
seguido de operacBes de medidas do volume de material a ser admitido no
equipamento, do volume de alcool e do teor de catalisador.

A reacdo de transesterificacdo ocorre em reatores continuos que
funcionam a temperaturas entre 60 e 250°C, sob presséo de 0,1 a 10 MPa, de
modo a garantir uma razao de alcool para éster produzido de 5:15. A reacao de
transesterificagdo propriamente dita € a reacdo entre 0 4cido graxo ou um
triglicerideo com alcodis de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol, em
presenca de um catalisador que pode ser alcalino, acido ou enzimatico,

utilizado preferencialmente nesta ordem (ELLIS et al., 2008).
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fonte: Parente (2003).

Figura 1- Fluxograma de producéo de biodiesel

Os catalisadores alcalinos, como metilatos de sédio ou de potassio sédo
0s mais utilizados no Brasil. As principais vantagens deste tipo de catalisadores
sao justificadas pela alta reatividade destes compostos, bem como a presséo
requerida ser menor quando comparados com outros. Catalisadores acidos,
como o acido sulfarico, &cido sulfénico e acido fosférico provocam corroséo nos
equipamentos, implicando na aplicacdo de materiais alternativos, isto €,
catalisadores solidos sulfonados, que objetivam minimizar o problema da
corrosdo, assim como facilitar o processo de separacdo do catalisador da
mistura. Por outro lado, os catalisadores enzimaticos tornam o0s custos do
processo muito elevados em relacdo aos catalisadores quimicos e sdo pouco
utilizados na induastria, sendo mais aplicados em plantas piloto com fins de
pesquisa (CHEN, JU e MOU, 2007).
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A reacdo de transesterificacdo ocorre em trés etapas distintas: na
primeira, as moléculas dos triglicerideos séo atacadas por anions do alcool,
formando compostos comumente conhecidos como FAME, sigla inglesa para
ésteres metilados de acidos graxos, bem como moléculas de diglicerideos. Na
segunda fase da transesterificacdo ocorre ataque do anion nas moléculas de
diglicerideos produzindo FAME e monoglicerideos. Na terceira e Ultima etapa
do processo, as moléculas de monoglicerideos sdo atacadas pelo anion
proveniente do alcool e novamente forma-se FAME e glicerol, coproduto de
grande valor agregado. Posteriormente ocorre a separacdo das fases leve e
pesada por decantacdo, ja que a mistura entre o glicerol e o biodiesel é

heterogénea e as fases sao imisciveis.

Na etapa final do processo de transesterificacdo de acidos graxos ou de
glicerideos séo necessarias reacdes de neutralizacao do catalisador e posterior
separacao da mistura, bem como da separacédo do alcool que esta presente em
excesso no sistema e do glicerol que foi formado. A etapa de separacédo do
catalisador e do &lcool ocorre em colunas de destilagdo acopladas aos
reatores. Do ponto de vista ambiental, o volume de solvente aplicado e do
gasto de energia demandado, representam um dos pontos criticos durante a
producao de biodiesel (EEVERA et al., 2009)

Os principais residuos presentes no biodiesel na forma de produto final
sdo: agua, alcool, tracos de acidos graxos livres e do catalisador. O contetdo
de acido graxo livre deve ser inferior a 0,5% (m/v), caso contrario poderdo
ocorrer reacdes de saponificacdo, prejudidando seriamente a qualidade do
produto. Estes mesmos residuos também sdo encontrados no glicerol que
dependendo da sua utilizacdo podera ou ndo ser purificado por meio de
processos que incluem destilagcdo, evaporacéo, ajuste de pH , dentre outros.

A producéo de glicerol foi descrita pelo professor alemédo Rochieder, a
partir de uma reacdo de Oleo de mamona com etanol. Durante os anos
seguintes, pesquisas com outros 0Oleos vegetais, foram conduzidas, porém
apenas nos anos 1960 o produto obtido através da reacdo de
transesterificacdo, de ésteres de acidos graxos, passou a ser utilizado como
combustivel (BOZBAS, 2008).
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A validacdo dos beneficios da producao de biodiesel depende de varios
fatores, como, por exemplo, escolha da matéria-prima, do catalisador e do
alcool, logistica de armazenamento e distribuicdo e da escolha da tecnologia
de producéo, levando em consideracdo todos os residuos que sao gerados
durante o processo (RANGANATHAN et al., 2008).

O quadro 1 apresenta as principais matérias-primas utilizadas na
producdo mundial de biodiesel.

EUA EUROPA BRASIL CHINA
Glycina Max Brassica Glycina Max Brassica
campestres campestres

(soja)

Helianthus annus Helianthus annus Gordura animal Oleo de fritura
(girassol)

Brassica Gossypium sp
campestres(colza) (algodao)

Oleo de fritura

fonte: Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2011), Nacional Biodiesel
Board (2011), DERMIBAS (2009); SHARMA et al. (2008); e FUKUDA et al. (2001).

Quadro 1 — Algumas matérias-primas usadas para a producédo de biodiesel.

No Brasil, o biodiesel é produzido principalmente, a partir de 6leos
vegetais, como o de soja. Devido aos diferentes tipos de solos e climas, o
cultivo de inumeras espécies € diversificado com finalidade de serem
aproveitadas para producdo de biodiesel e a escolha da matéria-prima é
baseada no cultivo tradicional da regido. Na Tabela 1 estdo assinaladas as

regioes brasileiras passiveis de cultivos de oleaginosas.

Tabela 1- Percentual das matérias-primas utilizadas para a producéo de

Biodiesel por regido do Brasil
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Matéria-Prima

MNordeste Centro-Oeste Sudeste

Oleodesoa | 14,11% | 4998% | 90,96% | 45,36% | 74,57%
GorduraBovina | ... 3229% | 539% | 4823% | 23,35%
OleodeAlgodio | 1819% | 17,73% | 126% | 152% | 0,05%
Outros Materiais Graxos 67,71% 1,00% 0,83%

D s R i & i s
S i R & .

Oleo de Naho-Farrageiro 0,33%

fonte: Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2013)

Atualmente no Brasil a maior producdo de biodiesel € proveniente do
Oleo de soja, com excecao da regido Norte, onde se destacam outras fontes de
material graxo, como os 6leos de mamona e babacu (ANP, 2013), embora
estas matérias primas ndo sdo assinaladas no tabela apresentada pela
Instituicdo. A oleaginosa que apresenta o melhor resultado é o dendezeiro, que
permite um alto rendimento na extragdo de 6leo por hectare, embora a planta
demore muito para atingir sua produtividade maxima, ao contrario das outras
oleaginosas, que tém cultura rotativa anual. A soja se caracteriza como um
vegetal com a menor quantidade de grdos por producdo de 6leo e € a
preferéncia dos produtores por resultar valorosos subprodutos, como o farelo e
proteinas. Por outro lado, a plantacdo de mamona, se torna atraente por conta
dos baixos custos de manutengcdo, e por gerar emprego e fomentar a
agricultura familiar (BILICH, 2006).

Ferrari et al. (2005), utilizando o processo de transesterificacdo com
catalise alcalina, verificaram que o teor de enxofre e carbono no biodiesel
foram inferiores aos presentes no oleo diesel, representando uma diminui¢ao

nas emissbes destes compostos na atmosfera. Os autores observaram um
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aumento no numero de cetano (relacionado com o tempo entre a injecdo de
combustivel e inicio da combustdo), o que geralmente resulta na reducéo da
emissdo pela exaustdo e consequentemente na diminuicdo do consumo de
combustivel, além de e reduzir o barulho do motor.

Marchetti et al. (2007) realizaram uma revisdo dos possiveis métodos de
producdo de biodiesel, como a tradicional transesterificacdo de Oleos ou
gorduras em diferentes alcodis, metanol, butanol e etanol utilizando catalise
alcalina (KOH, NaOH), catalise acida( H,SO,) e transesterificacdo enzimatica.

Candeia et al. (2008), estudaram a possibilidade da producdo de
biodiesel de soja a partir de dois alcoois, 0 metanol e o etanol, destacaram que
0 maior rendimento ocorreu com a utilizacdo do alcool metilico (98,1%) apesar
do bom resultado obtido com o alcool etilico (96%). Outra vantagem se deu em
relacdo ao tempo, a obtencdo do biodiesel com metanol levou metade do
tempo necessario para a producao de biodiesel a partir de etanol.

Existe um crescente interesse na producdo de biodiesel por algas.
Talvez haja possibilidade desses organismos apresentarem uma maior
competitividade em relacdo aos vegetais, considerando que além de nao
necessitar de grandes espacos para producdo, tdo pouco sdo considerados
como alimento. O maior obstaculo para comercializacédo do biodiesel produzido
a partir de algas é o alto custo na producao desses organismos responsaveis
por uma alta eficiéncia na sintese de 6leo (ELLIS e JANUAUN, 2010).

A Tabela 2 mostra comparativamente a producéo de biodiesel a partir de

algas e vegetais.
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Tabela 2 - Comparacdo na producdo de biodiesel a partir de algas e

vegetais.
Fator Alga Vegetal
Tecnologia Reator Agricultura
Tempo de producdo 5-7 dias em cultivo de Alguns meses

batelada

Concentracéo de Mais de 40-50% de 6leo  Menos de 20% em
6leo (%) nas células sementes ou frutos
Terra ocupada 0,010 - 0,013 2,24
(ha/prod)
Custo (US$/L) 2,4 0,6 -0,8
Potencial de llimitado Limitado

desenvolvimento
fonte: ELLIS e JANAUN, 2010

Para o Brasil atender a demanda interna obrigatdria da mistura de 5% de
biodiesel ao diesel comum, necessita-se uma producdo de 2,6 milhdes de
toneladas do biocombustivel por ano, gerando aproximadamente quase 300 mil
toneladas de glicerol. Ressalta-se que o excedente de glicerol vem sendo
queimado em caldeiras ou despejado no ambiente sem tratamento prévio.
Porém solucbes mais apropriadas vém sendo estudadas tais como, processo
de purificacdo mais econdmica, substrato para producdo de biomassa para
aplicacdo industrial, producdo de &cidos orgéanicos, biossurfatantes, aromas,
lipideos e formas de utilizacdo do glicerol como co-substrato em &reas
impactadas; dentre outras aplicacdes (JOHNSON e TACONI,2007).

3.2. Glicerol

O glicerol (Figura 2) é um polialcool descoberto em 1779, pelo quimico
sueco Carl W. Scheele. Quimicamente, o composto € denominado 1,2,3-
propanotriol. O termo glicerina se aplica aos compostos comerciais purificados
que contém normalmente quantidades iguais ou maiores a 95% de glicerol
(ARRUDA et al, 2006).

O glicerol, na sua forma, pura apresenta-se como um liquido viscoso,

incolor, inodoro e higroscopico, com doce, solivel em agua e alcool, insolavel
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em éter e em cloroformio. Por outro lado, o glicerol na sua forma bruta
apresenta-se como um liquido viscoso, pardo escuro, contendo quantidades
variaveis de sabao, metanol ou etanol, mono, di ou triglicerideos, oligbmeros de
glicerol, polimeros e agua (JAVANI et al.,2011; OOI et al., 2004).
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Figura 2 - Estrutura quimica da glicerina (A), glicerina bruta(B) e

glicerina pura(C).

No sistema metabdlico dos micro-organismos, o glicerol é considerado
fundamental como precursor de varios compostos e, como regulador de
diferentes mecanismos bioquimicos intracelulares (LAGES, SILVA-GRACA e
LUCAS, 1999). Em micro-organismos eucariotos, o glicerol constitui o principal
composto formado para regular as variagcbes de atividade de agua em
ambientes altamente osmofilicos (WANG et al., 2001). Nos seres humanos, 0
glicerol participa na termorregulacdo do corpo, resisténcia as altas
temperaturas, resisténcia dos musculos em atividades fisicas e resposta neural
da variacdo da glicemia (YANG et al., 2009).

O glicerol € um coproduto natural do processo de transesterificacdo. Por
causa do excesso de glicerina no mercado, gerado com a produgdo de
biodiesel, a sua producao que era realizada por sintese quimica, a partir de
cloreto de alil, via epicloridina, encontra-se em declinio. Um nimero variado de
industrias aplica a glicerina em seus produtos, tais como, a induastria
farmacéutica, cosmeéticos, alimentos e petroquimica (ARRUDA et al., 2006).

Neste contexto, o glicerol apresenta-se como um composto muito
versatil podendo ser aplicado em varias vertentes industriais, tais como na
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fabricacéo de produtos para higiene bucal, de uso pessoal e para alimentos. As
principais aplicacdes hoje sdo: cosméticos (40%), alimentos (24%), sintese de
resinas (18%), e produtos farmacéuticos (7%). O glicerol também apresenta
aplicacdo como lubrificante de maquinas industriais (POSADA E CARDONA,
2010; BONDIOLI, 2003).

Quando a inclusdo foi de apenas 3% de biodiesel ao 6leo diesel,
resultou uma producdo de 120.000 toneladas de glicerina bruta por ano para
uma demanda nacional de aproximadamente 23.000 ton./ano. Com a
obrigatoriedade do uso do biodiesel na Europa, o glicerol ja se apresenta
saturado no mercado. H4, portanto a necessidade de se considerar a grande
demanda de glicerol, uma vez que pode representar comprometimento da
saude ambiental, estimulando pesquisas relacionadas ao aproveitamento do
produto (JOHNSON e TACONI, 2007; HIRSCHMANN et al., 2005)

Processos termoquimicos para a transformacdo do glicerol em
propilenoglicol, acetol, hidrogénio e véarios outros compostos ja se encontram
consolidados na literatura (ALHANASH et al., 2008; CHIU et al., 2006; DASARI
et al., 2005 CORTIGHT et al., 2002). Diversos processos biotecnolégicos vém
sendo desenvolvidos nos ultimos anos com intuito de transformar o glicerol em
produtos com valor agregado, tais como, 1-3 propanodiol, acidos organicos,
lipideos, butenol e carotendides (MANTZOURIDOU, 2009; WEN et al., 2009;
MU et al., 2008; KOUTINA et al., 2007,2008; MORGUNOQV et al., 2004).

3.3. Glicerol como co-produto do biodiesel e suas possiveis aplicacdes

O desenvolvimento das tecnologias dos biocombustiveis acabou
alternando o cenario da agricultura e da producdo animal. Grdos antes
empregados apenas na nutricdo de animais, hoje, notoriamente competem com
a producdo de biodiesel, principalmente soja e milho, responséaveis pela base
da alimentacao de suinos e aves.

A literatura relata que o glicerol bruto possui energia bruta na faixa de
3600 a 3750 Kcal/Kg, enquanto a glicerina possui 4305 Kcal/Kg. Estudos
desenvolvidos com suinos na fase de engorda afirmaram que o glicerol pode
ser adicionado em 10% da dieta sem comprometimento no crescimento. Ja em

aves, o nivel inicial pode ser de 10%, adicionado a dieta nutricional, entretanto,
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deve ser diminuida quando o animal completa 17 dias, ja que os altos niveis do
substrato podem afetar os niveis de carcaga (HENN e ZANIN,2009;
WALDROUP et al., 2006, CERRATE et al.,2006).

Em ruminantes, os estudos baseam-se no glicerol bruto proveniente da
producdo de biodiesel a partir de matéria-prima ndo comestivel. Apesar de
apresentarem uma potencialidade toxica, no rimen destes animais ocorre uma
transformacao destes compostos em estruturas menos agressivas, toleradas
por algumas espécies de ruminantes. A suplementacdo com glicerina bruta
potencializa a fermentacdo aumentando a producdo de propionato e a
digestabilidade em todo aparelho digestivo do gado (FERRARO et al.,2009;
WANG et al.,2001).

Alguns estudos abordaram a producéao de etanol por micro-organismos,
a partir do glicerol. Jarvis et al. (1997) observaram a producao de bioetanol por
Klebsiella planticola, a partir de meio contendo glicerol no periodo de 42 dias
de processo. Ito el al. (2005) através de seus estudos mostraram que a
Enterobacter aerogenes HU-101 foi capaz de transformar residuo de biodiesel
contendo glicerol em H; e etanol.

Sharma et al. (2011) apresentaram rendimentos na conversao do glicerol
bruto bastante promissores para producao de hidrogénio e 1,3-propanodiol. Na
concentracéo de 3g/L de glicerol puro os valores de rendimento foram de 0.20
mol/mol de glicerol e 0.46 mol/mol de glicerol respectivamente. Utilizando
glicose como co-substrato no processo em uma proporcdo de
3:1(glicerol:glicose), houve um aumento significativo no rendimento de
hidrogénio e de 1,3-propanodiol; 0.37mol/mol glicerol e 0.65 mol/mol glicerol,
respectivamente. Utilizando a somente o glicerol bruto as respostas na
producado de hidrogénio foram semelhantes ao glicerol puro, 0,17- 0,18 mol H2/
mol de glicerol.

Anteriormente, Logan et al. (2009) utilizando células microbianas de
eletrolise verificaram que a producéo de hidrogénio foi menor utilizando glicerol
buto como substrato provavelmente devido a presenca de metanol e sabao,
que podem estar dificultando o processo de eletrolise.

Outra aplicacdo do glicerol se deu como co-substrato da producéo de
biogas (RAHMAT, ABDULLAH, MOHAMED, 2010). Os autores observaram

que o tratamento da fragdo organica de um esgoto produziu 1400 ml de metano
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/dia e que apos a adicédo do residuo de glicerol esse niumero passou a ser de
2094 ml metano /dia. A adicdo de 1% v/v de glicerol propiciou um incremento
da producao de 479 mL/d para 1210 mL/d de metano, correspondendo a um
aumento de 60%.

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com intuito de buscar
solugdes em longo prazo para o aproveitamento do glicerol excedente da
produgcédo do biodiesel, avaliando o glicerol como uma promissora fonte de
carbono para a bioconversédo da molécula em produtos de alto valor agregado.
A Figura 3 sintetiza as principais vias metabdlicas utilizadas pelos micro-
organismos para a formagdo produtos de interesse, tais como, biomassa, 1,3
propanodiol, &cido acético, etanol, acido latico, dentre outros.

fonte: Xiu et al. (2007)
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Figura 3- Principais vias do metabolismo microbiano do glicerol.
A Tabela 3 exemplifica a sintese de compostos de interesse industrias por
alguns micro-organismos utilizando glicerol bruto proveniente da industria do

biodiesel, como fonte de carbono, encontrados na literatura.
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Tabela 3 — Principais produtos da fermentacéo do glicerol bruto.

Micro-organismos Produto Referéncia

Aspergillus Niger Acido oxalico Rymowicz et al. (2011)
Lactobacillus sp. Acido latico Garai-Ibabe et al. (2008)
Yarrowia lipolytica Acido citrico Levinson et al. (2007)
Lentinula edodes Biomassa Papanikolaou et al.

Acido graxo  (2010)

Clostridium butyricum 1,3- Papanikolaou et al
propanodiol (2008)

Klebsiella planticola Etanol Jarvis et al. (1997)
Pseudomonas aeruginosa Biossurfatante Santos (2011)
Enterobacter aerogenes HU-101 Bioetanol Ito et al. (2005)

fonte: Elaboracao prépria

Levinson et al. (2007), obtiveram uma producdo de 21,6g/L de &cido
citrico a partir de 40g/L de glicerol utilizando Yarrowia lypolitica. Em outro
estudo com Y. lipolytica foi possivel a partir de 200mg/L de residuo glicerinoso
proveniente da fabricacdo de biodiesel, obter a producédo de 123mg/L de acido
citrico, isto é um rendimento de aproximadamente 62% (RYMOWICZ et al.,
2011).

Song e Lee (2001), estudando a fermentacdo de glicerol por
Anaerobiospirillum succiniciproducens, verificaram que 0 micro-organismo
converteu com eficiéncia a molécula em sucinato. Uma producédo de 19g/L
desse composto foi obtido quando o glicerol foi utilizado como Unica fonte de
carbono em meio acrescido de extrato de levedura e uma producéo de 29,6g/L
guando o meio sofreu acréscimo de glicose, ficando claro também o papel do
glicerol como co-substrato.

O composto 1,3 propanodiol (PDO) pode ser utilizado para producéo de
bioplasticos como poliésteres, poliéter e poliuretanos com excelentes
propriedades plasticas (YANG et al., 2009; ZHAO et al., 2008). Os bioplasticos
sdo ambientalmente interessantes visto que sdo biodegradaveis. Garai-lbabe et
al. (2008) e Claisse et al. (2000) observaram que bactérias produtoras de acido
latico, como o Lactobacillus sp., utilizaram o glicerol como Unica fonte de
carbono para formacao de 1,3 propanodiol e &cido propiénico. Cardenas (2006)

e Himmi et al.(1999), verificaram que apenas a adicao de 4ug/L de biotina ao
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meio, permitiu ao Clostridium butyricum converter altas concentracdes de
glicerol proveniente do biodiesel, em 1,3- PDO.

Aghaiea et al.(2009), observaram uma remoc¢ao de 67,4% de ferro de
uma amostra de caulim iraniana quando utilizaram o fungo filamentoso
Aspergillus niger. A partir da analise do método de superficie de resposta, cujas
variaveis analisadas foram: concentracao inicial de esporos, concentracdo de
glicose e pH. Os pesquisadores conseguiram obter uma producdo de 79,84 e
73,12 g/L de acido oxalico e citrico, respectivamente.

Na mesma linha cientifica Rymowicz et al. (2011), utilizaram o glicerol
bruto proveniente da industria do biodiesel em meio submerso também na
presenca de uma linhagem de Aspergillus niger, com o objetivo de clareamento
do caulim. Em meio contendo 50g/L de glicerol bruto, o micro-organismo
sintetizou 48,9g/L de acido oxalico, proporcionando um clareamaneto de 79,2%
do minério em oposicdo a 74%, quando ndo ocorrem enriquecimento do meio

com acido oxalico.

3.4. Surfactantes e biossurfactantes

Surfactante € um composto caracterizado pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. O termo interface denota
o limite entre duas fases imisciveis, enquanto o termo superficie indica que
uma das fases € gasosa. Outra propriedade fundamental dos surfactantes é a
tendéncia de formar agregados chamados micelas que, geralmente, se formam
a baixas concentracdes em agua. A concentracdo minima na qual se inicia a
formacdo de micelas chama-se concentracdo micelar critica (CMC), sendo uma

importante caracteristica de um surfactante.

Estas propriedades tornam os surfactantes adequados para uma ampla
gama de aplicagdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagéo,
lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e
dispersédo de fases e sua utilizagdo se concentra nas industrias de petroleo,
cosmeticos, produtos de higiene e limpeza, sendo que este ultimo € o setor que
utiliza a maior parte dos surfactantes produzidos como matéria-prima para
fabricacdo de detergentes de uso domeéstico. A grande maioria dos

surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados de
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petréleo. Entretanto, o aumento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislacdes de controle do meio
ambiente levou a procura por surfactantes naturais como alternativa aos
produtos existentes (Barros et al., 2007).

Os surfatantes, sdo moléculas anfipaticas que possuem uma porcao
hidrofilica (polar) e uma porcao lipofilica (apolar). A porgéo lipofilica geralmente
€ uma cadeia hidrocarbonada enquanto a por¢do hidrofilica pode ser ibnica
(anidnica ou catidnica), ndo-ibnica ou anféterica. Muitos dos biossurfatantes
sdo do tipo n&o-idnicos (neutros), anidnicos e poucos catibnicos, cuja
presenca de grupos contendo nitrogénio concede certo grau de carater
catibnico a parte da molécula, como exemplo, a adsor¢do em sélidos dispersos
e na floculacdo. A porcado lipofilica da molécula estd baseada em longas
cadeias de &acidos graxos. A porcao hidrofilica pode ser um aminoacido,
peptideo, hidroxido, fosfato, grupo carboxilico ou carboidrato (CHA et al, 2008;
BOGNOLO, 1999).

Um tensoativo catibnico possui em geral a formula RnX+Y- , onde R
representa uma ou mais cadeias hidrofébicas, X é um elemento capaz de
formar uma estrutura catibnica e Y € um contra ion. Em principio, X pode ser N,
P, S, As, Te, Sb, Bi e os halogénios. Dentre os tensoativos anidnicos mais
frequentemente utilizados estdo aqueles que possuem sais de acidos
carboxilicos (graxos) monoproticos ou polipréticos com metais alcalinos ou
alcalinos terrosos, acidos como sulfarico, sulfénico e fosférico contendo um
substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado. Para os anféteros (os
quais possuem ambos grupos anidnicos e catibnicos no meio hidrofébico), e
dependendo do pH da solugdo e da estrutura, pode prevalecer a espécie
anibnica, catibnica ou neutra (MANIASSO, 2001)

Os tensoativos anfoteros mais comuns incluem N-alquil e C-alquil betaina
e sultaina como também alcool amino fosfatidil e 4cidos. Os tensoativos néo-
ibnicos sao derivados do polioxietileno e polioxipropileno (de compostos com
alquil fenol e alcool, esteres de acidos graxos, alquilaminas, amidas e
mercaptanas) ou polialcoois, ésteres de carboidratos, amidas de alcodis graxos
e oxidos de amidas graxas. Isto faz com que eles se distribuam nas interfaces
formando um filme molecular, que reduz a tenséo interfacial e superficial.

(DESAI e BANAT, 1997; HEALY; DEVINE e MURPHY, 1996).
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Todos estes compostos sdo capazes aumentar a solubilidade, o poder de
detergéncia e a capacidade espumante. Varios segmentos industriais, como a
industria do petroleo, utilizam os beneficios dos surfatantes, principalmente
para aumentar a solubilidade dos componentes do petréleo (MULLIGAN, 2011;
CAMEOTRA e SING, 2008; BOGNOLO, 1999).

Muitos micro-organismos que produzem biossurfatantes sao aerobios e
poucos sdo anaerédbios. A maior parte dos biossurfatantes é produzida pelo
crescimento aerdbio de micro-organismos em meio aquoso contendo uma fonte
de carbono (carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou misturas) e sao
secretados no meio de cultura durante o processo de crescimento auxiliando
no transporte de compostos insollveis através das membranas celulares. A
composicao e rendimentos dos biossurfatantes dependem do micro-organismo,
pH, composi¢do do meio, temperatura e substrato utilizado (GRISHCHENKOV
et al, 2000; MULLIGAN, 2011). A Tabela 4 apresenta os principais surfactantes

de origem sintética e natural.

Tabela 4- Principais surfactantes de origem natural e sintética.

Naturais Sintéticos

Alquil poliglicosidens Alcanolaminas

Bipssurfactantes Alquil e aril éter carboxilatos

Amidas de deidos graxos Alquil aril sulfatos

Aminas de dcidos graxos Alquil aril #er sulfatos

Glucamidas Alquil etoxilados

Lecitinas Alquil sulfonatos

Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados

Saponinas Aminodxidos

Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas

Esteres de sacarose Co-polimeros de dxido de
etil/propilenc

Sulfatos de dlcoois graxos naturais ~ Acidos graxos etoxilados

fonte: Colla e Costa, 2010

A maior vantagem dos biossurfatantes em relagdo aos surfatantes
sintéticos reside na sua biodiversidade estrutural, baixa toxicidade,
biodegradabilidade. Apesar das vantagens apresentadas, os biossurfatantes

ndo sdo amplamente utilizados devido ao alto custo de producéo, associados a
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baixa produtividade e ao uso de substrato caro. A utilizacdo de residuos
industriais apresenta-se como uma possivel estratégia para a valorizacao
econOmica do biossurfatante, assim como para redugéo da poluigcdo ambiental
(DESAI e BANAT, 1997; da Silva, 2009).

Enquanto os surfatantes sintéticos séo classificados segundo a natureza
do grupamento polar, os biossurfatantes sao classificados principalmente por
suas composi¢cfes quimicas e origem microbiana (DESAI e BANAT, 1997). A

Tabela 5 mostra as principais classes de biossurfatantes.

Tabela 5 - Classificacdo dos biossurfatantes produzidos por diferentes micro-
organismos.

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
- tamnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serraweting

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros
¢ fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios
Surlactantes poliméricos

- emulsan

- bindispersan

- lipasan

- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

Frevdomonas aeriainosg
Torulopsis bombicola, T, apicola
Riodococcus ervifiropolis,
Myveobacterium sp.

Bacillus licheniformis
FPrewdomonas fluorescens
Serrafia maveescens
Bacillus subiilis

Bacilluz subtilis

Bacilius brevis

Bacilius podvinma

Corvmebacterinm lepis
Nocardia ervthropolis
Fhiobactllus thiooxidans

Acingiohacter calcogoeiicus
Acinetohacter caleogceticus
Candida lipolviica
FPrevigdomonas fluovescens
Cuandida tropicalis

Acinetobacter caleoacetions
Virias bactérias

fonte: Nitschke e Pastore (2002) ; Dos Santos (2011)

Os bioemulsificantes podem ser sintetizados por trés vias: os produzidos
exclusivamente a partir de alcanos como fonte Unica de carbono
(Corynebacterium sp); os produzidos exclusivamente a partir de substratos

misciveis em agua (Bacillus sp) e aqueles produzidos tanto na presenca de
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alcanos como na presenca de substratos misciveis em agua (Pseudomonas
sp). Geralmente a producdo dos bioemulsificantes por leveduras requer a
auséncia de subtratos insollUveis em agua, visto que estes representam um
desafio no isolamento do biossurfatante (AMARAL et a., 2006).

Em funcdo dos grupos lipofilicos e hidrofilicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se localizarem nas interfaces das fases fluidas com
diferentes graus de polaridade. A adsor¢cdo a superficie de liquidos e a
formacdo de micelas devem-se a solubilidade dos biossurfatantes (dos
SANTOS, 2010) (Figura 4).

—> —>
N&o ocorre interacdo Ligacdo entre a parte apolar Ligagdo entre a parte polar
significativa entre as moléculas (regido hidrofébica) e o residuo (regido hidrofilica) e o residuo
o [
U A f‘»:]
,'r, \' " g e ,.' '0.\ ‘”
Remoc&o do residuo pela a¢éo Formagéo de micelas
do surfactante eliminando o residuo

fonte: Propria autora.

Figura 4- Representacdo esquematica da atuacéo do surfatante.

A concentracdo que determina o inicio do processo de formacdo das
micelas (miceliza¢do) chamada de concentracdo micelar critica, CMC, € uma
propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante. Micelas sdo agregados
moleculares, possuindo ambas as regifes estruturais hidrofilica e hidrofébica,
as quais dinamicamente se associam espontaneamente em solugéo aquosa a
partir de certa concentracdo critica (CMC), formando grandes agregados
moleculares de dimensdes coloidais, chamados micelas. Abaixo da CMC, o
tensoativo esta predominantemente na forma de mondmeros; quando a
concentracdo estd abaixo, porém proxima da CMC, existe um equilibrio

dindmico entre mondémeros e micelas (Figura 5). A combinacdo destas
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propriedades distintas confere a molécula caracteristicas Unicas na dissolucao
aguosa (MANIASSO, 2001).

Fﬂ?ﬁ?“’w &
~o T é%o

Abaixo da CMC Acima da CMC
(monamercs} [Monomencs & micekas)

fonte: Prépria autora.

Figura 5- Formacao do agregado micelar

Existem inumeras aplicacdes para os biosurfatantes, tais como a
biorremediacdo de &reas contaminadas e na recuperacdo avancada de
petréleo, em razdo do aumento da solubildade de contaminantes hidrofébicos
no solo e diminuindo a viscosidade do 6leo, respectivamente (CALVO et al,
2009; CAMEOTRA e SINGH, 2008; WHANG et al, 2008); na remocédo de
metais pesados (DAS; MUKHERJEE e SEN, 2009); em aplicacdes terapéuticas
(ZHAO et al, 1999); nos alimentos como emulsionantes de matérias primas; em
produtos de higiene; na industria téxtil, farmacéutica e cosmética (DESAI e
BANAT, 1997; HEALY; DEVINE e MURPHY, 1996). O quadro 2 exemplifica
melhor algumas aplicagcées dos biossurfatantes.
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Funcbes Campos de aplicacao

Emulsionante e dispersante Cosmeéticos, tintas, biorremediacéo,
6leos, alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Detergentes Produtos de limpeza e agricultura
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e
flotacdo de minérios
Agente espessante Tintas e alimentos
Sequestrador de minérios Mineracao
Formadores de vesiculas Cosméticos e sistemas de liberacédo de
drogas
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos
Demulsificantes Tratamento de residuos e recuperacao
de petréleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacées, oleodutos
Dispersantes Mistura carvao-agua, calcareo-agua
Fungicida Controle biolégico de fitopatdégenos
Agente de recuperacao Recuperacao melhorada de petréleo

fonte: Nitschke e Pastore (2002).
Quadro 2- Aplicacdes dos biossurfatantes

Das et al. (2009), produziram biossurfactantes estudando a bactéria
marinha, Bacillus circulans e usando o glicerol, como fonte de carbono.
Comparado com outras fontes de carbono, os resultados mostraram que a
fonte de carbono afeta a qualidade e a quantidade da producdo destes
compostos e comprovaram também que a concentracdo minima inibitéria de
biossurfactante nos testes de agéo antimicrobiana foi mais significativa quando
produzida a partir de glicerol, amido e sacarose em detrimento a meios
contendo glicose.

Meira et al. (2007), avaliaram o aproveitamento de varios residuos da
cadeia de producdo de biodiesel, farelos de algoddo, canola, girassol, soja,
farelo de girassol/bagaco de cana-de-acucar (1:1), e perceberam que 0s
substratos adicionados de glicerol apresentaram a maxima producgédo de 2,5¢g/L
de extrato de ramnolipideos parcialmente purificado ou 12,5g/Kg substrato
seco de ramnolipideos apos 12 dias de fermentacao.

Santa’Anna et al. (2002) utilizaram Pseudomonas aeruginosa PAl, e
diversos substratos para a formacao de biossurfactantes, entre eles, 6leo de
babacu, manitol, glicerol e manose. A melhor fonte de carbono para a producao
de biossurfactante foi o glicerol e na concentracéo de 3%v/v de glicerol houve a

melhor producéo, correspondente a 2,65g/L de ramnolipideos.
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Alguns pesquisadores estudaram a bioconversdo de glicerol em
biossurfactantes glicolipidicos pela levedura Pzeudozyma antarctica JCM
10317 e Pzeudozyma siamenses CBS 9960. Tais micro-organismos
produziram de forma eficiente 16,3 g/L de manosileritritol em uma batelada
alimentada de glicerol (MORITA et al., 2008; MORITA et al., 2007).

Prieto et al. (2008) verificaram a producdo de ramnolipideos pela
Pseudomonas aeruginosas LBM 10 em diferentes fontes de carbono, e
perceberam que em todas as fontes utilizadas, de baixo custo e de féacil
disponibilidade, foi possivel a producédo de biossurfatantes, obtendo melhores
resultados com 0leo de soja e glicerol.

Como dito anteriormente, o custo elevado do biossurfatante ocorre-devido
a utilizacdo de substratos caros, assim como, em consequéncia das operacdes
de extracdo e purificacdo. Portanto, faz-se necessario planejamento
experimental para determinar e mesmo quantificar, a influéncia das variaveis
sobre as respostas desejaveis, antecipando os melhores parametros a serem
estudados assim como a otimizagdo do rendimento dos processos
(RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Monteiro et al. (2007) fizeram a caracterizacao estrutural e molecular de
um biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa quando cultivadas
em um meio contendo glicerol e nitrato de amoénio. O micro-organismo produziu
uma mistura de doze ramnolipideos, os quais reduziram tensao superficial até
27 mN/m. Hua et al. (2009) comprovaram que este micro-organismo foi capaz
assimilar sete fontes de carbono diferentes e produzir ramnolipideo, séo elas:
glicose, glicerol, dleo de oliva, 6leo de girassol, 6leo de semente de uva, diesel
e querosene.

Haba et al. (2007) estudaram os efeitos da temperatura e dos nutrientes
na producéo de poli 3(hidroxi-alcanoatos) por Pseudomonas aeruginosa 47T2
(NCBIM 40044), em substratos oleosos. Os autores verificaram que 0s
polimeros variaram na natureza e namero dos monémeros e a mais alta
produtividade, 8,2g PHA/(g biomassa residual.h), ocorreu a 37°C. Os micro-
organismos também foram capazes de produzir até 10g/L de ramnolipideos
qguando cultivados em meio contendo 6leo de cozinha residual. Segundo Costa
et al (2006), uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa LBI, produziu
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ramnolipideos utilizando como substrato 6leos naturais do ambiente brasileiro
como Oleo de cupuacu, andiroba, dentre outros.

A utilizacdo de substratos de baixo custo para a producdo de
biossurfatantes torna-se fundamental, considerando os valores dos processos
fermentativos, como também, das operacdes de purificacdo (LI et al., 2007).

Obeserva-se na literatura estudos demonstrando que a producdo de
biossurfatante através da utilizacdo de residuos agroindustrias viabiliza,
economicamente, o processo para obtencdo desse polimero uma vez que o
meio de cultivo representa aproximadamente 50% do custo final do produto.
Esta estratégia diminui os custos de producdo, assim como, diminuem o0s

danos ambientais causados pelo descarte desses residuos.

3.5. Lipideos microbianos

Outra aplicacdo biotecnoldgica é a producdo de lipideos a partir do
glicerol. O termo lipidio, tradicionalmente, tem sido usado para descrever
acidos graxos e seus derivados, terpenos, esterois, carotenoides e acidos
biliares, que tem em comum a pronta solubilidade em solventes organicos, tais
como: hexano, benzeno, cloroférmio ou metanol. Componentes do suco
celular, os lipideos podem ser sintetizados por micro-organismos, sejam
procariotos ou eucariotos. A capacidade dos micro-organismos de sintetizarem
lipideos é conhecida desde o primeiro quarto do século XIX, mas o interesse
pelo aproveitamento dessa capacidade de sintese data dos ultimos 25 anos
daquele século e inico do século XXI (ANDRADE 2009).

Os lipideos podem estar combinados na natureza com outros
compostos, tais como: proteinas aminoacidos ou polissacarideos. Muitos
lipideos contem glicerol, que podem ser esterificados com uma, duas ou trés
moléculas de acidos graxos e formar, monogliceridios, diglicerideos e
triglicerideos. Geralmente os trigliceridios e seus acidos graxos compreendem
uma grande fracdo dos lipideos produzidos por fungos. Os acidos graxos
podem compreender até 88% da fracdo lipidica, e dentre eles, os compostos
com dezesseis e dezoito carbonos sdo mais abundantes. Os &cidos graxos
insaturados (oléico e linoleico) predominam sobre os acidos graxos saturados
(RUEGGE, 2001)
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Nos micro-organismos, os lipideos séo sintetizados durante a fase de
crescimento como parte de seu processo metabdlico e como reserva de
carbono. A composicado, qualidade e quantidade de lipideos variam de espécie
para espécie de acordo com condi¢cBes de cultivo, disponibilidade de nutrientes
e com estagio de crescimento (RATLEDGE, 2004).

O acumulo de lipidio (Figura 6) pode ser realizado por dois caminhos:
através da presenca de precursores na sintese de acidos graxos; ou atraves da
absorcdo de Oleos, acidos graxos e triacilgliceréis do meio de cultura. A
levedura Yarrowia lipolytica € facilmente encontrada em ambiente rico em
substratos hidrofobicos e com isso desenvolveu um mecanismo eficiente para
uso destes substratos que consiste no acumulo de fracbes de lipideos,
principalmente sob a forma de triacilglicerdis ou estéril ésteres (BEOPOULOS
et al., 2009).

Piruvato
> ’ Esterdides
Glicose ol ‘ e
Piip Acetil-CoA graxos
wboxicin \
= \ Glutamina
Fosfoenolpiruvato g \. Prolina

(PEP) - Oxalaceta!

Serina

Arginina

Glicina

Cisteina Phiavato Purinas

Pirimidinas,

Tirosina

Triptofano

Fenilalanina ‘
\
\ Porfirinas, heme

fonte: Nelson e Cox, 2011.

Figura 6- Biossintese de lipideos

Muitos autores tém estudado a sintese de gorduras por via microbiana,
grande parte deles voltados para a possibilidade de obter alternativa para a
caréncia de alimentos e outra, para a producdo de energia. Além dessas

perspectivas, a biotecnologia de lipideos acena com outros usos industriais,
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tais como interesterificacdo, obtencdo de esterodis, de ésteres de ceras, de
biossurfatantes e modificacbes de 6leos comentiveis por lipases microbianas.
Como supridores de lipideos, os micro-organismos oferecem algumas
vantagens potencias em relacdo aos animais e vegetais: grande rapidez de
geracdo; menor area de producdo, para uma mesma massa de material graxo
e melhor controle da producao e do produto (RATLEDGE, 2004)

A gordura sintetizada pelos micro-organismos € encontrada no interior
das células sob a forma de goticulas, nos vacuolos ou exteriormente, difusa no
citoplasma. Sua composicdo define sua utilizacdo; para a industrializacdo o
conteudo em acidos graxos € importante e para alimentacdo 0 que mais

interessa € a fracao trigliceridica.

A qualidade dos lipideos é dependente dos acompanhantes; para fins
de alimentacdo € melhor quando os teores de esterdis e de fosfolipideos séo
baixos. Ao contrério, se h& interesse pela sua obtencdo, € vantajoso obter
menos triglicerideos. Para alguns autores a presenca de substancias toxicas
nao deve ser preocupante, porque o0s Oleos antes de serem usados passam

por refinamento, que devem elimina-las.

Nem todos 0s micro-organismos sdo capazes de acumular gordura de
forma substancial. Papanikolaou et al. (2008) observaram a acdo do fungo
Mortierella isabellina, que apresentou um rendimento de 0,08 g/g na producao
de lipideo por glicerol consumido, em experimentos conduzidos a temperatura
de 33°C e pH 7.0 £ 0.1 e glicerol puro e bruto, como fonte de carbono. Cabe
ressaltar que todos o0s experimentos mostraram o mesmo rendimento em
relagdo a utilizagdo de glicerol puro e do proveniente da industria do biodiesel o
que evidencia o potencial de aproveitamento do glicerol bruto para fins
industriais.

Os mesmos pesquisadores analisando quinze espécies de fungos
observaram acumulo de lipideos em meio com limitagdo de nitrogénio e
concentracdo de 30g/L de glicerol bruto. As leveduras apresetaram um
acumulo aproximado de 22% (m/m), sendo a espécie Rhodotorula sp. a mais
eficiente. Com relacdo aos fungos o acumulo foi de aproximadamente 42,6%

(m/m), ocorrendo predominancia de acido linoleico. Nas mesmas condi¢des a
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levedura Yarrowia lipolytica produziu 29,2g/L de acido acético e 19,4g/L de
manitol, enquanto a levedura Pichia membranifaciens sintetizou 28,4g/L de
biomassa em presenca de 90g/L de glicerol bruto.

Em estudo com Yarrowia lipolytica, Papanikolaou et al. (2002) obtiveram
uma produtividade de 0,129 lipideo/h, no crescimento em residuo glicerinoso
em um sistema continuo. Os pesquisadores observaram que a inativacao da
ATP-citrato liase, mesmo em excesso de fonte de carbono diminuiu o nivel de
acumulo de lipidio. Os fungos pluricelulares e leveduras sdo os organismos
mais promissores oferecendo possibilidade de producdo econdémica produzindo
acidos graxos simples.

A pesquisa sobre lipideos de micro-organismos serve como base para a
identificacdo e exploragdo de oportunidades biotecnolégicas, que incluem o
desenvolvimento de produtos economicamente competitivos e aplicacoes.

3.5.1. Acidos graxos insaturados

A producdo microbiana de Oleos de outra forma referida como Single
Cell Oil (SCO), é agora uma realidade econdmica. Existe consideravel
interesse nos acidos graxos insaturados como fonte de alimentacéo funcional.
Os acidos graxos das séries n-3, n-6, n-9 (Figura 7) sdo precursores de
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, atuando na prevencdo de
doencas cardiacas, sendo encontrados no tecido neural e na retina de seres
humanos e animais (RATLEDGE, 2004).
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Figura 7- Formacéao de acidos graxos insaturados por micro-organismos.
Na atualidade, pesquisas tém enfatizado o importante papel dos

metabdlitos insaturados, tais como &cido y-linolénico (18:3) da familia w6, acido
eicosapentaendico (20:5) e acido docosaexaendico (22:6) da familia w3,
representados por EPA e DHA, respectivamente. Embora os acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) possam ser sintetizados no corpo a partir da
biotransformacéo dos acidos graxos essenciais por reacfes de dessaturacao e
elongacéo, a ingestéo direta dos metabdlitos ativos tem se mostrado eficiente,
principalmente para gestantes, idosos, lactantes, criancas prematuras e para
individuos que apresentam insuficiéncia da enzima A6-dessaturase, decorrente
de caréncias nutricionais ou do proprio envelhecimento. O mercado mundial
apresenta uma gama bastante ampla de suplementos alimentares
(encapsulados) de AGPI w6 e w3 e de produtos nos quais estes acidos séo
incorporados, como leites e derivados, formulas lacteas infantis, biscoitos,

paes, ovos, massas e sucos de frutas (CARVALHO et al. 2003).
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Os diversos acidos graxos insaturados, seja monossaturado ou poli-
insaturado, tornam-se de especial interesse em relacdo a prevencdo e
tratamento de diversas patologias. No metabolismo humano atuam como
reguladores de concentracbes de colesterol relacionados diretamente a
doencas cardiovasculares. A administracdo de 0leos ricos em acidos graxos
insaturados, ou seus concentrados, em humanos tem demonstrado efeitos
benéficos na aterosclerose, trombose e arritmia. Outros efeitos resultantes da
ingestao dos acidos graxos insaturados foram observados em certos processos
inflamatorios e alérgicos, como eczema atbpico, psoriase, asma e artrite
reumatdide. Também foram observados efeitos na sindrome pré-menstrual,
diabetes e de certos tipos de céancer. Estudos enfatizam que estes acidos
afetam também as fun¢Bes imunoldgicas, inibindo a proliferacdo de linfocitos, a
producdo de anticorpos e de citocinas pré-inflamatérias (BARO et al., 2002)

Sabe-se que o0s acidos graxos insaturados, como dito anteriormente
servem como suplemento alimentar. Alguns paises ndo recomendam o uso de
6leo animal, como fonte de &cidos graxos poli-insaturados para gestantes e
recém-nascidos, visto que existe uma mistura dos acidos docosa-hexaenoico e
ecosapentaenoico, sendo o segundo inibidor da absorcdo do primeiro que €
crucial para o desenvolvimento neural. Além disso, devido a poluicdo ambiental
pode ser encontrados no figado e em outros orgdos de peixes dioxinas, PCBs
e metais pesados, como composto de mercurio. Com iSsO 0S processos de
sintese de lipideos por micro-organismos tornam-se bastante interessante, ja
que estes sao capazes de sintetizar unicamente um acido graxo insaturado ou
em concomitadncia com outro acido graxo insaturado em menor quantidade
(COX e NELSON, 2011).

3.6. Aplicacdes industrias para o0s biossurfatantes: Recuperacao
Melhorada de Petroleo.

O petréleo € formado a partir da decomposicédo da matéria organica ao
longo do tempo, sendo encontrado nos poros de determinadas camadas
sedimentares conhecidas como “rochas reservatorio”. Trata-se, portanto, de um
energético ndo renovavel, o que aumenta a importancia da descoberta de
novos campos produtores ou de novas regides produtoras. Segundo maior
produtor de petréleo na América do Sul, o Brasil vive em constante crescimento

no setor. No fim dos anos 1970, o Pais produzia, em média, 200 mil barris de
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petréleo por dia. Em 2009, alcancou a marca de dois milh6es de barris diarios.
O crescimento da producédo neste periodo associou-se as grandes descobertas
maritimas de petrdleo e gas na Bacia de Campos, que comegou com a
descoberta do campo de Garoupa (RJ), em 1974, iniciando a busca em aguas
cada vez mais profundas.

No primeiro semestre de 2008, a Petrobras anunciou a descoberta de
um campo de petroleo no Pré-sal, abaixo de uma camada geoldgica de dois
quildmetros de espessura de sal, ilustrada na figura 8, na Bacia de Santos. O
potencial dessa descoberta e das seguintes na regido do Pré-sal coloca o
Brasil no mesmo nivel de reserva dos grandes produtores mundiais. A
preocupacao com a melhoria na producdo do 6leo cresceu principalmente com
a descoberta destas novas reservas. No Brasil os dados atuais indicam a
ocorréncia de reservatorios do tipo carbonato abaixo de uma camada de sal
gue 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 km2. Desse total,
41mil km2 ja foram licitados e concedidos. Essa camada tem aproximadamente
800 km de comprimento e, em algumas areas, 200 km de largura (LIMA, 2011).

A figura 8 apresenta esquematicamente a posicdo da camada Pré-sal.

— PROFUNDIDADE

Oleo estd sob camada
- Je 53! que pode ter
~ até 2 mil metros de
espessura

Plataforma perfura
abaixo da camada de
sal para extrair o dleo

Essas reservas
estio localizadas
entre 5 mil e 7 mil
metros abaixo do
nivel do mar

fonte: www.petrobras.br

Figura 8- Representacéo da camada Pré-sal
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Os reservatorios de petroleo, assim que descobertos, possuem energia
natural suficiente para produzir os fluidos até a superficie, denominados como
“pocos surgentes”. Isto €, possuem pressao suficiente para vencer as perdas
no meio poroso, na coluna e linhas de producéo. A quantidade de o6leo que é
recuperavel €& determinada por uma série de fatores, incluindo a
permeabilidade das rochas, a for¢ca dos impulsos naturais (a presenca de gas,
a pressao da agua adjacente ou gravidade), e a viscosidade do 6leo. Quando a
rocha reservatorio esta "compactada”, como o xisto, o petrdleo geralmente nao
pode fluir, mas quando elas sdo permeaveis, como no arenito, o petroleo flui
livremente. O fluxo de petréleo € muitas vezes ajudado por pressées naturais
ao redor das rochas reservatdrio, como o0 gas natural que pode estar dissolvido
no Oleo, gas natural presente acima do petroleo e agua abaixo do petréleo e da
forca da gravidade (BORGES, 2009).

Porém, com o desencadear da producdo, esta energia natural é
reduzida, e a pressdo disponivel se torna insuficiente para continuar
produzindo uma vazdo economicamente viavel, devido aos efeitos de
descompressdao dos fluidos no reservatério, das forcas capilares, forcas
gravitacionais, efeitos da viscosidade e resisténcias oferecidas pelas
tortuosidades e estrangulamentos dos canais porosos. Sendo necessario 0 uso

de métodos de recuperacdo para o aumento da produtividade do campo.

3.6.1. Métodos de Recuperacao de Petrdleo

O tempo de vida de um reservatério de petroleo é dividido em trés
estagios (ndo sendo necessariamente dependentes). Na recuperagao primaria
apenas a energia de formacéao € utilizada; na secundaria técnicas especiais de
recuperacao sao utilizadas para manter (parcialmente) a energia de formacao,
tais como injecado de agua e re-injecdo de gas natural. A caracteristica dessa
fase da producéo é que apenas fluidos nativos do reservatério (na maioria das
vezes agua) sdo injetados dentro do reservatorio e assim as condigfes naturais
nao sao modificadas. E para aumentar ainda mais o fator de recuperacao,
parte-se para o terceiro estagio, que € a injecdo de fluidos deslocantes que

contem substancias que naturalmente nunca estiveram em contado com o
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reservatorio, e que sdo capazes de modificar as condi¢cdes de formacéo e de
mecanismo de deslocamento (LAKATOS, 2008).

Apesar da utilizacdo dos métodos de recuperacdo secundéria, estes s6
conseguem elevar a recuperacdo média de 15% para 30% (restando 70% do
0leo no reservatorio) sendo que sua curva de producédo continua a declinar. Na
maioria dos casos, 0s campos ja estdo em avancado estagio de exploracao e
acabam atingindo seu limite econdmico, passando a ser tamponados e
abandonados, mesmo ainda contendo volumes consideraveis de acumulacdes
de 6leo (CARRERO, 2007). Os métodos de recuperacao terciarios sdo os mais
indicados para a recuperagdo dos campos maduros, pois buscam recuperar
reservatérios que apresentam Oleos com alta viscosidade e elevadas tensfes
interfaciais. Neste cenario, as aplicacbes dos métodos convencionais de
recuperacdo secundaria ndo sao suficientes.

Com o objetivo de aumentar o fator de recuperacao e minimizar o efeito
da parafinagcdo em reservatorio, varios métodos tém sido desenvolvidos, tais
como: métodos quimicos; com a injecdo de polimeros e surfactantes, métodos
térmicos e métodos misciveis como injecdo de solventes organicos (DONG et
al.,, 2009) e métodos microbiologicos. A recuperacdo microbiolégica de
hidrocarbonetos (Microbial Enhanced Oil Recovery — MEOR) consiste na
adicdo de bactérias junto a agua de injecdo na formacdo. O incremento na
producado pode ser feito por efeitos bioldgicos ou bioquimicos.

Com relacao aos efeitos biologicos, as bactérias em contato com o meio
aquoso cheio de nutrientes, realizam reacfes metabdlicas que incluem a
quebra das cadeias mais longas dos hidrocarbonetos, produzindo um 6leo mais
leve, equivalendo-se a um craqueamento biolégico do petréleo. Duplamente
interessante, pois além de aumentar a recuperacéo do 6leo pesado, este ainda
se tornaria mais tecnicamente atraente. Sobre os efeitos bioquimicos, foi
testada em laboratorio a producédo de produtos quimicos através das atividades
dos micro-organismos como: surfatantes que reduzem a tenséo interfacial entre
a agua e o Oleo, gases como (CO;, Nz, H, e CH4) que permitem elevar a
pressdo do reservatorio, acidos que atuam aumentando a porosidade e
permeabilidade do meio poroso, solventes que levam a dissolucéo do oleo e,

por fim, os polimeros que sdo responsaveis pelo controle da mobilidade. A
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recuperacdo MEOR se assemelha muito a recuperacdo quimica, pois utiliza
dos mesmos processos fisicos para a recuperagédo (YOUSSEF ET AL., 2013).

A diferenca essencial estd no modo de introdugdo dos produtos
quimicos, no MEOR esses produtos sdo gerados dentro do reservatorio.
Parametros associados as propriedades das rochas e dos fluidos devem ser
analisados, tais como pH, potencial de oxidagdo, temperatura, gases
dissolvidos, geometria e tamanho dos poros, pressdo, ions, minerais, sais e
flora microbiologica. Uma das grandes aplicacbes deste método pode ser
observada na estimulacéo ciclica de pocos produtores, pois estes tém a funcéo
de remover os depdsitos parafinicos e asfalténicos préximos a regido do poco.

Como em qualquer outro método de recuperacgdo, existem vantagens e
desvantagens neste método. Entre as vantagens, pode-se destacar sua
atratividade econdmica por necessitar de minimas alteracdes nas facilidades
de producédo e nas facilidades de operacdo. Pode se aplicado para uma larga
escala de Oleos. Além de que, a atividade microbiolégica pode ser facilmente
interrompida ao cessar a injecdo de nutrientes. Como desvantagens tém-se
algumas restricbes a reservatérios de elevadas temperaturas (T>72°C) e
salinidades (teor sal>10%), que apresentam dificuldades no controle do perfil
do desempenho microbiolégico, como taxas de reacdo, concentracdes
requeridas do produto, estequiometria, falta de critérios para aplicacéo,
necessidade de aperfeicoamento do método através de testes laboratoriais e
simulacdes para prever o mecanismo da recuperacédo do 6leo. Para a aplicacéo
microbiolégica é importante que 0s micro-organismos sejam capazes de se
moverem dentro do reservatorio (YOUSSEF el al.,2009)

Estudos em laboratério e modelos matematicos vém sendo
desenvolvidos para investigar o transporte dos micro-organismos na rocha
reservatorio, seu crescimento celular e suas retengcbes que reduzem a

permeabilidade do meio poroso.

3.7. Planejamento Experimental

O planejamento de experimentos constitui uma ferramenta estatistica
que pode ser utilizada num programa de experimentos realizado com intuito de
determinar, e mesmo quantificar, a influéncia das variaveis sobre as respostas

desejaveis, sendo indispensavel para que resultados confiaveis sejam obtidos
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e para que analises estatisticas possam ser realizadas (RODRIGUES e
IEMMA; 2005).

Dentre as vantagens do uso desta ferramenta, destaca-se a reducao do
tempo de experimentacdo, que permite menor numero de experimentos; a
reducdo dos custos relativos a execucao dos ensaios, que esta relacionado a
reducdo da quantidade de experimentos; permissdo da avaliacdo e
minimizagéo do erro experimental; bem como uma otimizagdo multivariada e o

nao-requerimento de elevados conhecimentos de estatistica.

O planejamento experimental trabalha com opera¢cdes matematicas
simples, mesmo considerando em sua estrutura efeitos complexos como os de
sinergia e antagonia (DE BARROS NETO et al., 1995; RODRIGUES e IEMMA,
2005).

O planejamento experimental funciona como um sistema de bloco, ou
seja, o comportamento do bloco é conhecido pela forma como as variaveis de
resposta, ou variaveis dependentes, respondem quando o experimentador
promove mudancas nas variaveis de entrada, variaveis independentes, ou,
simplesmente, fatores (DE BARROS NETO et al., 1995).

Para a execucdo do planejamento experimental sdo necessarios 4
fatores: (1) o planejamento ou o delineamento; (2) a realizacdo dos
experimentos; (3) a andlise dos resultados; (4) a interpretacdo dos resultados
(DE BARROS NETO et al., 1995; RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Serdo apresentados os Diagramas de pareto e de contorno,
representando visualmente os efeitos estatisticamente mais significativos
analisados na Tabela ANOVA, assim como as interacdes entre as variaveis
dependentes (indice e emulsificacdo, diminucdo da tensédo superficial e
degradacéo de glicerol) e independentes (pH, concentracdo de glicerol e
concentracéo inicial de biomassa) relacionadas a producdo de biossurfatante.
Os gréaficos mostram a tendéncia dos melhores resultados relacionados aos
parametros citados anteriormente.

A avaliagcdo e as estimacdes dos efeitos séo realizadas por pacote
computacional Statistica ™% for Windows®, versdo 7,0, produzido pela
Statsoft, onde s&o realizados todos o0s testes necesséarios a interpretacdo

estatistica.
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3.8. Yarrowia sp. : Aspectos gerais

O género Yarrowia compreende um grupo de fungos leveduriformes
encontrados em diversos ecossistemas, tais como rios e solos, e em casos
especiais, em seres humanos e em animais. As espécies desse género
compreendem organismos eucariotos, ndo fotossintéticos, constituidos por
organelas citoplasmaticas, parede celular e membrana plasmaética rica em
esterdis principalmente ergoesterol (KUTZMAN e FELL, 2000; Andrade, 2010).

Geralmente as espécies sdo dimorficas, podendo aparecer
microscopicamente na forma de leveduras apresentando células alongadas ou
ovaladas, medindo em média 3 a 7 um de largura e 3 a 14 um de comprimento,
na forma de micélio apresentando pseudohifas ou apresentar hifas verdadeiras.
Além disso formam coldnias umidas, cremosas de aspecto liso, ou rugoso e
coloracdo branco-amarelada (KUTZMAN e FELL, 2000).

3.8.1. Yarrowia lipolytica

A Yarrowia lipolytica (Figura 8) é uma levedura estritamente aerdbia que
pertence a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos e foi
anteriormente designada por Candida lipolytica. Este micro-organismo nao é
considerado patogénico e se encontra distribuido na natureza, em solo, aguas
e alguns residuos industriais (KURTZMAM e FELL, 1998; ZINJARDE e PANT,
2002).

As coldnias de Yarrowia lipolytica podem apresentar elevacdo, e em
geral, curvatura convexa. Sob algumas condi¢cdes de cultivos as células desta
levedura podem apresentar pseudofilamentos e/ou formas elipticas tipicas de
levedura (KURTZMAM e FELL, 1998).

Esta levedura € bastante diferente dos modelos celulares mais
estudados como Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe
(consideradas leveduras “convencionais”) em relagéo a fisiologia, genética e
biologia molecular e, portanto, pertence ao grupo das leveduras “néo-
convencionais”, sendo a espécie mais estudada desse grupo (BARTH e
GAILLARDIN, 1997).
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Por ndo ser considerada patogénica, a levedura ja foi utilizada em
aplicacfes industriais como na producdo de proteinas de micro-organismos
unicelulares, aroma de péssego e acido citrico, em processos considerados
pela American Food and Drug Administration como GRAS (Generally Regarded
As Safe) (TSUGAWA et al.,, 1969). Além disso, é capaz de excretar vérias
enzimas, como proteases, lipases, proteinas heterdlogas, esterases e
fosfatases, todas de grande interesse biotecnologico (FICKERS et al., 2011,
FICKERS et al., 2002).

Na maioria das leveduras “n&o-convencionais”, como Y. lipolytica, em
contraste com S. cerevisiae, a respiracdo em presenca de oxigénio é essencial
para o uso de acUcares e sendo aerobio restrito, Y. lipolytica ndo tem sua taxa
de respiracdo, seu conteudo de citocromos ou propriedades mitocondriais
afetados por altas concentracdes de glicose (FLORES et al., 2000).

A gama de substratos utilizados por Yarrowia lipolytica inclui alcanos,
acidos graxos, acidos organicos, proteinas e alguns acucares (principalmente
glicose). Apesar de alguns trabalhos terem reportado a inclusdo de sacarose
nessa gama de substratos, algumas cepas ndo apresentam atividade
invertasica detectavel (KURTZMAN e FELL, 1988).

Algumas espécies de leveduras exibem dimorfismo, ou seja, a
habilidade de alternar, reversivelmente, entre duas formas morfologicas:
células ovoides e hifas bastante alongadas. Yarrowia lipolytica € um fungo que
apresenta dimorfismo naturalmente, formando células de leveduras, pseudo-
hifas e hifas septadas (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

Embora existam varios mecanismos envolvidos na regulacdo do
dimorfismo, a limitacdo do nitrogénio parece ser um dos sinais mais
importantes envolvidos no processo. A formacdo de pseudo-hifas em
Saccharomyces cerevisiae tem sido identificada como uma resposta a limitagdo
de nitrogénio (ANDREA et al., 2010). Em contraste com S. cerevisiae, Szabo
(2002) apresentou resultados mostrando que a formacéo de hifas em culturas
de Yarrowia lipolytica foi inibida pela limitacdo de nitrogénio, enquanto que a
fonte de carbono, aparentemente nao foi importante para a formacao de
filamentos.

A complexidade e multiplicidade de genes permite que a Y. lipolytica

utilize uma grande variedade de substratos, podendo acumular lipideos em
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niveis superiores a 50% do massa seca da célula. Y. Lipolytica pode, portanto,
ser considerada uma levedura oleaginosa. A acumulagcdo lipidica
provavelmente é reforcada pelas muitas saliéncias na superficie da célula,
facilitando a absorcédo de substratos hidrofébicos a partir do meio. As cadeias
alifaticas internalizadas sdo entdo divididas para atender as necessidades de
crescimento, ou acumular de forma inalterada ou modificada, consistindo
principalmente de triacilgliceréis (TAG) e ésteres de estéril (SE). A biossintese
de TAG € um outro processo de armazenamento de energia fornecendo acidos
graxos para a formacéao de fosfolipideos de membrana. A formacéo de ésteres
fornecem o0s esterdis necessarios para a proliferacdo da membrana
(RATLEDGE, 2005, MLICKOVA et al., 2004).

As moléculas se acumulam em um compartimento da célula
especializada conhecido como o corpo de lipideos, sendo constituido de
lipideos envolto por uma monocamada de fosfolipido, em que muitas proteinas
com diversas atividades bioquimicas séo incorporados (FUJIMOTO et al.,
2008; ZWEYTICK et al., 2000). Os corpos lipidicos desempenham um papel
fundamental, ndo s6 no armazenamento de lipidos, mas também no
metabolismo, degradacéo e trafico de substrato (BROWN, 2001).

Alguns modelos tém sido desenvolvidos para o estudo do metabolismo
de lipidos. Estes modelos incluem Saccharomyces cerevisiae, que tem sido
usada como um modelo genético em estudos que melhoraram grandemente a
nossa compreensao do metabolismo lipidico (CZABANY, ATHENSTAEDT,
DAUM, 2007). As enzimas envolvidas na biossintese de TAG, armazenamento
e degradacdo sdo muito similares entre espécies, e particularmente entre
leveduras, mas S. cerevisiae ndo é uma levedura oleaginosa e acumula
apenas quantidades moderadas de lipidos (inferior a 15% da sua biomassa).
Além disso, ao contrario de S. cerevisiae, que produz quantidades similares de
TAG e SE, Y. lipolytica armazena principalmente TAGs (> 90%). Esta levedura
também é capaz em acumular quantidades significativas de acido graxo livre
no interior da célula.

As caracteristicas Unicas de Y. lipolytica, juntamente com a
disponibilidade de ferramentas genéticas eficientes para esta espécie, tém
estimulado o interesse no uso desta levedura, como modelo para a producéo

de bio-0leo, com grande potencial para aplicacdes biotecnolédgicas. Varias
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tecnologias, incluindo varias configuracbes de fermentacao, ja foram utilizados
para a producdo de Oleos (Single Cell Oil) pelas cepas de Y. lipolytica
cultivadas em varias substratos agroindustriais, subprodutos ou residuos
(FICKERS ET AL., 2005; PAPANIKOLAOU ET AL., 2002). As potenciais
aplicacdes destes processos incluem producdo de lipideos de reserva com
estruturas especificas (por exemplo, éleos enriquecidos em acidos graxos poli-
insaturados essenciais) e a producao de 6leos ndo-especificos para utilizacdo

como matérias-primas renovaveis para a sintese de biocombustiveis.
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Capitulo 4
Materiais e Métodos

4.1. Matérias-primas

Glicerol puro: utilizou-se o glicerol comercial (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
contendo pureza de 99,5% e o Glicerol bruto, obtido da planta piloto de
producdo de biodiesel de soja, cedido gentilmente pelo Professor Luis
Guilherme da Costa Marques, do Instituto Virtual Internacional de Mudancas
Globais — COPPE, Universidade Federal do Rio de Janeiro. O biodiesel de soja
foi produzido por transesterificacdo ndo enzimética utilizando etanol e hidroxido
de potassio (KOH) como catalisador do processo. O glicerol foi caracterizado e

suas especificagoes estdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Caracterizacdo das amostras de glicerol bruto e glicerol PA.

Resultados
Analitos Glicerol bruto  Glicerol Metodologia
PA*

Densidade (g/L) 1,05 1,26 ASTM D4052
pH 9,9 5,9 ASTM E70-07
Teor de etanol [% (m/m)] 2,8 NR EN 14110

Agua [% (m/m)] 9,3 NR EN 12937

Teor de KOH [% (m/m)] 2,0 NR BS 5711-5

Teor de glicerol [% (m/m)] 84,4 99,9 BS 5711-3
Monoglicerideos [% (m/m)] NR NR EN 14105
Diglicerideos [% (m/m)] 1,0 NR EN 14105
Triglicerideos [% (m/m)] <05 NR EN 14105
Aluminio [% (m/m)] 0,0015 <0,6 ASTM D5185-09
Célcio (ug/g) <0,2 <0,2 ASTM D5185-09
Cromo (ug/g) <0,1 <0,1 ASTM D5185-09
Cobre (ug/g) 0,52 < 0,006 ASTM D5185-09
Ferro (ug/qQ) 12,6 <0,5 ASTM D5185-09
Magnésio (1g/g) <0,2 <0,2 ASTM D5185-09
Manganés (ug/g) 0,11 <0,02 ASTM D5185-09
Saodio (1g/g) 938 <0,04 ASTM D5185-09
Chumbo (ug/g) 0,12 < 0,006 ASTM D5185-09
Zinco (ug/g) 1,08 0,20 ASTM D5185-09
Potassio (mg/g) 50,7 <0,2 ASTM D5185-09

NR — néo realizado

*Especificagfes do fabricante

As determinacbes quantitativas nos dois tipos de glicerol foram

realizadas pelo Laboratério ASG do Brasil, no Rio de Janeiro e pelo Laboratorio

de Espectrometria Atbmica da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC), em Florianopolis.
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4.2. Selecao das linhagens

A selecdo foi realizada em relacdo a capacidade de producdo de
bioprodutos (acido citrico, oxalico e a-cetaglutarato e biossurfatante) pelas
linhagens. Utilizou-se trés linhagens da levedura Yarrowia lipolytica: ATCC
18943, IMUFRJ 52335, isolada do lago de Juturnaiba - RJ e IMUFRJ 50678,
proveniente do estuario da Ilha do Funddo-RJ. Ressalta-se que o tempo de
crescimento foi o0 mesmo para todas as linhagens que em 48 horas
apresentavam-se em fase exponencial de crescimento.

A manutencdo dos micro-organismos foi realizada por meio de
subcultivos mensais, em tubos de ensaio contendo o meio 4gar Sabouraud
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 6leo mineral, a fim de manter todas as suas
caracteristicas viaveis até o fim do estudo. A incubacéo foi conduzida a 30+1°C
e 0 armazenando a 4 £1°C em refrigerador (Brastemp 340L).

Para sintese do bioproduto utilizou-se o meio de cultura M1 de
composi¢cdo em g/L: KH,PO,4 - 7,00; Na,HPO, -2,50; MgSO, - 1,50; CaCl,-
0,15; FeCls - 0,15; ZnSO4 - 0,02; MnSO, - 0,06; extrato de lévedo - 0,50,
(NH4)2SO4 - 0,5 (PAPANIKOLAOQOU et al.; 2010). O meio foi esterilizado a
121°C por 15 minutos. Para a escolha da linhagem, os experimentos foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio de
cultura (M1) adicionado de 30 g/L de glicerol P.A. e incubacéo (Tecnal, TE-420)
sob agitacao de 180 rpm a 28+1°C /5 dias.

ApoOs o crescimento das linhagens foram determinados os teores de
acido citrico, acido oxalico, acido a-cetaglutarato e diminuicdo da tensé&o

superficial.

4.3. Producdao de biossurfatante

Considerando que a linhagem Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678 apresentou diminuicao significativa da
tens&o superficial do meio, experimentos foram conduzidos
visando o efeito de alguns parametros no processo. Para a
indentificacdo das varidveis importantes nas condicoes

experimentalmente estabelecidas foi utilizado planejamento
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fatorial 3° completo, representando 27 combinacées com 3
variaveis em 3 niveis. Todo o tratamento estatistico desta
etapa foi realizado através da andlise dos dados no pacote
computacional Statistica "™°° for Windows®, versdo 7,0,
produzido pela Statsoft.

Os experimentos foram conduzidos sob agitacéo e
temperatura controladas (Tecnal, TE-420) em frascos
Erlenmeyer com capacidade para 500mL contendo 100mL
de meio mineral M1 adicionado de diferentes
concentracoes de glicerol P.A. (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) como unica fonte de carbono e energia, variando
pH, concentracdo de ind6culo e de substrato (Tabela 7).
Adotando-se como resposta tensdo superficial, indice de
emulsificacdo e consumo de glicerol. As variaveis de pH,
concentracao inicial de substrato e biomassa foram

escolhidas através da literatura.
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Tabela 7 — Matriz do planejamento experimental com seus respectivos

valores absolutos e codificados.

Sistem pH Concentracd Concentraca Sistem pH Concentracdo Concentracao

a (A) oinicialde o inicial de a (A) nicial de glicerc inicial de
glicerol (g/L) inoculo(v|v% (g/L) inoculo (v|v9o)
(B) ) (B) (©)
(©)
1 5(-1) 30(1) 10(-1) 15  6(0) 40(0) 30(1)
2 5(-1) 30(-1) 20(0) 16 6(0) 50(1) 10(-1)
3  5(-1) 30(-1) 30(1) 17 6(0) 50(1) 20(0)
4 5(-1) 40(0) 10(-1) 18 6(0) 50(1) 30(1)
5 5(-1) 40(0) 20(0) 19 7(1)  30(-1) 10(-1)
6 5(-1) 40(0) 30(1) 20  7(1)  30(-1) 20(0)
7 5(-1) 50(1) 10(-1) 21 7(1) 30(-1) 30(1)
8 5(-1) 50(1) 20(0) 22 7(2) 40(0) 10(-1)
9 5(1) 50(1) 30(1) 23 7(1) 40(0) 20(0)
10  6(0) 30(-1) 10(-1) 24 7(1) 40(0) 30(1)
11 6(0) 30(-1) 20(0) 25 7(1) 50(1) 10(-1)
12 6(0) 30(-1) 30(1) 26 7(1) 50(1) 20(0)
13 6(0)  40(0) 10(-1) 27 7(2) 50(1) 30(1)
14  6(0) 40(0) 20(0)

Inicialmente foi preparado um pré-inéculo, confeccionado a partir de uma
cultura da levedura em caldo M1a 30+1°C por 24 horas, do qual foram retiradas
aliquotas com auxilio de uma alca de inoculagdo calibrada em 10uL, 0,5x
50mm de diametro (CIAL) e transferidas para frascos Erlenmeyer com
capacidade para 500ml contendo 100 ml de meio mineral M1 (pH 7,0)
adicionado de 20g/L de glicerol comercial como uUnica fonte de carbono. O
sistema foi mantido em incubadora termoestatizada a 200rpm, 30+1°C por 24
horas (Tecnal, TE-420). Esse periodo foi oferecido para que o micro-organismo
atingisse a fase exponencial de crescimento.

Apoés o desenvolvimento do pré-inéculo, aliquota de volumes distintos

foram transferidas para frascos erlenmeyer com capacidade para 500mL
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contendo 100mL de meio M1, nos quais os experimentos foram realizados, de
acordo com as condi¢cOes apresentadas na Tabela 7. O tempo de incubagéo foi
de 96 horas em incubadora termoestatizada a 200 rpm a 30£1°C. Ao final do
periodo, aliquotas foram centrifugadas a 704g (Fanen,206) e em seguida, as
células foram lavadas trés vezes com agua destilada estéril para proceder a
quantificacdo das células.

Os experimentos de producdo do bioproduto foram conduzidos em
erlenmeyer de 500mL contendo 100mL do meio M1 nas condicbes
estabelecidas pelo planejamento experimental de pH e concentracdo de
glicerol, temperatura 30+1°C sob agitacdo de 150rpm em incubadora
termoestatizada (Tecnal, TE- 420) por 5 dias. O in6culo foi preparado nas
mesmas condi¢cdes de processo durante 48 horas; uma aliquota de 10 mL foi
transferida para inoculacdo dos 100 mL do meio.

Durante 5 dias, em periodos de 24 horas, foram quantificados as
concentracdes de células, consumo de glicerol, acidez total, tenséo superficial
e indice de emulsificacdo (MORITA et al., 2007; GARAI-IBABE et al., 2008).
Secéo 4.4.

4.4. Determinacdes analiticas*
4.4.1. Determinagéao do teor de glicerol residual

Foi utilizado para a determinacdo de glicerol um método adaptado ao
descrito por Coks e Van Rede (1966) apud Leal (2004), utilizando técnica de
titulacao indireta. O principio do método consiste na reacao do glicerol presente
na amostra com periodato de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) em solucéo
aguosa acida para produzir formaldeido e acido férmico. A quantificacdo do
acido férmico foi usado como medida indireta da concentracdo do glicerol. As
amostras foram diluidas 1:1 com &agua destilada. Aproximadamente, 5 a 7
gotas do indicador azul de bromotimol foram adicionadas ao meio que
posteriormente foi acidificado com acido sulfarico 0,4mol/L até atingir coloracao
verde. A solugao foi posteriormente neutralizada com hidroxido de sodio 0,05
mol/L até atingir coloracdo azul. A seguir, 20 ml de solucdo de periodato de

sédio foram adicionadas a amostra que foi mantida em repouso ao abrigo da
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luz durante 30 minutos. Passado o periodo de repouso, foram adicionados 2 ml
de etilenoglicol e o sistema foi novamente deixado repouso ao abrigo da luz por
20 minutos. ApGs o periodo a amostra foi diluida em 60 mL de 4gua destilada e
titulada com solucdo de hidroxido de sodio 0,125 mol/L utilizando
potenciometro(DIGIMED, DM-20) para determinar o ponto final, ao obter-se pH
8,1.

O teor de glicerol foi calculado através da seguinte equacéao 1:
G =(9,209N x Vg / Va) [Equacéo 1]

Onde: G - Teor de glicerol, N - Normalidade da solucéo de hidréxido de sodio,

Vg - Volume gasto na titulagdo, Va — Volume da amostra.

*Aliguotas do meio de cultivo retiradas em intervalos de tempo pré-estabelecidos de 24h, foram
submetidos as andlises. As amostras foram centrifugadas a 1811xg por 25 minutos, e 0s
sobrenadantes foram utilizadas para determinagéo dos teores de glicerol.

Para a determinacdo das respostas indice de emulsificacdo e tensdo superficial foram
utilizadas amostras do caldo fermentado com a presenca das células. Testes preliminares
confirmaram melhores resultados na presenca de células junto ao caldo fermentado, devido

provavelmente a presenca de lipideos na parede celular da levedura.

4.4.2. Determinacédo do indice de degradacéao do glicerol

O indice de degradacéo do glicerol foi determinado pela equacéo 2:
%D = [(Gf x 100) / Gi] - 100 [Equacéo 2]

Onde: %D - indice de degradacdo do glicerol, Gf — Concentracdo final do
glicerol, Gi — Concentracéo inicial do glicerol.

4.4.3. indice de emulsificacdo

O meio de cultivo apds o processo foi utilizado para determinar o indice
de emulsificagdo pelo método adaptado e descrito por Cooper e Goldenberg
(1987). Para determinacdo do indice foram utilizados 5,0 mL do liquido
fermentado e 5,0 mL de querosene de aviagao (Figura 9), homogeneizacdo em
vortex por 2 minutos, a 25° C. A leitura foi realizada através de medigéo da
altura da emulsdo formada apdés 24 horas de repouso. O indice de
emulsificac&o foi calculado através da equacéo: indice de emulsificacdo (%) =

He X 100 / Hy, onde He = altura da emulséo; H; = altura total do liquido.
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Figura 9- Aspecto da emulsificacdo do querosene de aviagao.

4.4.4. Tenséo superficial

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

4.4.5. Determinacdo da massa seca da biomassa

A biomassa foi quantificada relacionando-se a absorvancia em
comprimento de onda de 650 nm em espectrofotbmetro (Hach® Mod
Oddyssey), com massa seca obtido a 80°C em estufa (Soc. Fabbe® modelo
119). Para ambas determinacdes as células foram previamente lavadas trés
vezes com agua destilada.
A Absorvanciassonm correspondeu a 0,42 g/L de células secas de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50678

4.4.6. pH
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Os valores de pH nas amostras foram determinados utilizando
potenciometro digital DM-20, com precisao de +0,01, calibrado com solugcdes
tampao fosfato 4,0 e 7,0 a 25 °C.

4.4.7. Analises Cromatograficas

As concentracbes finais de glicerol e de acidos organicos foram
determinadas por métodos cromatograficos, variando os dados da andlise e o
tipo de aparelho, conforme a Tabela 8. Todas as amostras e as fases moveis
foram filtradas em membranas com porosidade de 0,22 pum nédo estéreis. As

amostras foram somente diluidas com a fase moével (1/9).

Tabela 8 - Caracteristicas das analises cromatogréficas para os

diferentes substratos.

Glicerol Acidos organicos
Aparelho HPLC equipado com HPLC equipado com
detector de Ultra Violeta | detector de Infra-
Bomba: Waters 600 vermelho Bomba: 510
Pump pump

Detector: Waters 2487 Detector: 2414 Waters
Coluna: HiperREZ XP Coluna: HPX 87-P
Organic Acid/ Thermo Aminex

Scientific Programa intregrador:
Empower 2005 Waters

Dados da analise Programa Integrador: | Fluxo: 0,6 mm
Empower 2005 Waters | Fase movel: H20
Fase Movel: 0,1% Acido | Temperatura: 80 °C
Fosforico

Vazao: 0,6 mm
Comprimento de onda:
230nm
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Experimentos em biorreator

4.5. Experimentos relacionados a agitacéo, temperatura e aeracao

Os experimentos foram conduzidos em biorreator com capacidade para
3L marca Multigen New Brunswick Scientific (Figura 10) contendo 1L de meio
M1 adicionado de 50 g/L de glicerol bruto e pH 6. Os valores das variaveis
foram selecionados de acordo com a literatura: temperatura (20°, 30° e 40°C),
aeracao (0,5, 1,5, 2,0 vvm) e agitacéo (400, 600, 800 rpm).

Figura 10- Biorreator utilizado no experimento, capacidade de 3L, modelo

Bio Flo/ Celligen 115, New Brunswick Scientific (New Jersey, EUA).

4.6. Extracao do Biossurfatante

Para a quantificacdo do biossurfatante produzido, 50 mL do caldo
fermentado livre de células e com células foram tratados com etanol a 95% v/v
e resfriados a temperatura de + 5°C. A mistura foi mantida em geladeira, a
mesma temperatura, por 48 horas. Apés este tempo o precipitado formado foi
filtrado em equipamento Millipore® com papel de filtro Wathman® 44 e
armazenado em placa de Petri mantida em dessecador (adaptado de FREITAS
et al, 2009).
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4.7. Purificacao

O biossurfatante produzido foi tratado conforme Pimenta (2006). O
método baseia-se na dissolu¢cdo em uma solugédo aquosa de NacCl, precipitacdo
com etanol a 95% v/v, ressolubilizacdo em agua, separacao por precipitacdo e
lavagem durante 10 a 15 minutos com soluc¢des alcodlicas de concentracfes

crescentes em etanol: 70%, 80% e 90% (v/v), até etanol absoluto.

4.8. Caracterizacdo do Biossurfatante produzido por analises qualitativas
e quantitativas.
4.8.1. Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica

A concentracdo micelar critica do biossurfatante foi determinada por
tensiometria do anel (tensibmetro modelo K11, KRUSS). O método foi aplicado
usando-se solucfes do produto bruto em diferentes concentracdes e a leitura
da tensdo superficial foi realizada em tensiébmetro, utilizando um anel de
platina-iridium. As analises foram realizadas a 25+1°C (OZDEMIR; PEKER e
HELVACI, 2004).

Com os valores de tenséo superficial, foi elaborado um grafico de tenséo
superficial versus logaritmo natural (InC) da concentracdo, sendo o valor da
CMC o ponto de descontinuidade no grafico.

4.8.2. Determinacéo do indice de Emulsificacdo em Diferentes Temperaturas e
Concentracdes de NacCl

A atividade emulsificante foi determinada para cada sistema listado na
Tabela 9. Este ensaio teve como objetivo avaliar a estabilidade do
biossurfatante bruto e puro em condi¢cfes de salinidade semelhantes a agua do
mar e em niveis superiores a esta salinidade, associadas a diferentes
temperaturas, conforme metodologia descrita por Abdel-Mawgoud, Aboulwafa,
Hassouna (2009). Para realizacdo do ensaio, 2 mL da solugdo em estudo foi
transferida para um tubo de ensaio coberto por papel aluminio, mantido em
estufa por uma hora na temperatura teste. Apds este periodo, o tubo de ensaio
foi retirado e deixado em repouso até atingir a temperatura do ambiente,
adicionando-se posteriormente 2 mL de querosene de aviacdo para avaliacao
do indice de emulsificacéo.
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Tabela 9- Planejamento experimental em relacdo ao indice de emulsificacédo

em diferentes temperaturas e concentracdes de NacCl.

Sistemas NaCl (% m/v) Temperatura (°C)
1 3,5 50
2 55 50
3 3,5 100
4 55 100
5 4,5 75
6 4,5 75

4.8.3. Ensaio de tolerancia ao calcio

Foi avaliado o indice de emulsificacdo do querosene de aviacdo por
solugdes a 7,0 g/L de biossurfatante bruto e puro adicionados de CaCO3; em
diferentes concentragcdes (Tabela 10), com objetivo de observar o
comportamento emulsificante do biossurfatante frente a diferentes
concentracbes de carbonato de célcio, principal composto das rochas

reservatério de petroleo.

Tabela 10- Ensaio de tolerancia ao calcio

Experimentos CaCOs3
(7,0g/L) (9/L)
lel* 0,1
2e2* 1,0
3e3* 10

*Indica a duplicata.
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4.8.4. Ensaio de indice de emulsificacdo em diferentes matérias-primas

Solucdes de 7,0 g/L do biossurfatante puro e bruto foram avaliados em

relacdo ao querosene de aviacao, biodiesel, 6leo cru e hexano.

4.8.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

As amostras a partir do extrato puro e bruto foram obtidas a partir do
meétodo de precipitacdo com etanol 95%v/v a uma temperatura de 4+1°C. O
equipamento utilizado para as analises térmicas foi um analisador
termogravimétrico modelo TGA- Q500, da TA Instruments (USA). A andlise foi
efetuada no intervalo entre 200°C e 700°C, em atmosfera inerte (nitrogénio) e
taxa de aquecimento de 20°C/min. O aparelho TGA-Q500 utiliza,
aproximadamente, vazdo de nitrogénio de 40 mL/minuto na balanca e 60
mL/minuto na amostra. Nesta andlise foram obtidas curvas de perda de massa
e a primeira derivada correspondente (DTA), realizada no Laboratério de Apoio
Instrumental (LAPIN 1) do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano.

O experimento consiste, basicamente, em depositar a amostra do em
uma capsula suspensa por um fio metalico de platina conectado a uma balanca
este conjunto é inserido em um forno. A curva de aquecimento é programada e
as medidas de tempo, temperatura e massa da amostra foram efetuadas
automaticamente. O equipamento possui, além do forno e da balanca ja
mencionados, controladores de temperatura e um sistema computadorizado de

aguisicao de dados.

4.8.6. Andlise espectrofotométrica na regido do infravermelho com

transformada de Fourrier (FTIR)

A analise espectrofotométrica na regidao do infravermelho foi realizada no
Laboratério de Apoio Instrumental (LAPIN 1) do Instituto de Macromoléculas
Professora Eloisa Mano em espectrometro FTIR (modelo Excalibur 3100,
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Varian) e com acessorios MIRacle ATR(PIKE Technologies), todas com 100

aquisicbes e 4cm™ de resolucéo.

4.9. Aplicacdo do biossurfatante em solo contaminado com compostos
hidrofébicos

A amostra de solo (franco-argiloso) utilizada no experimento foi cedido
pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), sendo procedente de local sem
historico prévio de contaminacgdo, da cidade de S&o Paulo — SP, autoclavado
previamente. O solo utilizado foi peneirado em malha abaixo de 1 mesh,
homogeneizado por mistura e distribuido em saco plastico com capacidade
aproximada de 500Kg, sendo armazenado a temperatura ambiente até o
momento do uso.

Amostras de 20 g do solo foram contaminadas artificialmente com 10%
de dleo diesel. As porcdes de areia contaminadas transferidas para frascos

Erlenmeyer de 250 ml foram submetidas aos seguintes tratamentos:

o adicdo de 40 ml de agua destilada (Controle),
o adicao de 40 ml do extrato puro,
o adicdo de 40 ml de uma solucao do biotensoativo bruto isolado no valor

da CMC (7g/L) e

o adicdo de 40 ml de uma solucao do biotensoativo bruto isolado cinco
vezes o valor da CMC (35g/L).

As amostras foram incubadas em shaker (180 rpm) durante 24 h a
temperatura de 28°C e em seguida foram centrifugados a 5000 x g durante 20
minutos para a separacao da solucdo de lavagem e a areia. O pH das
amostras foi também medida antes e apo0s o tratamento. Foi observado o
potencial emulsificante da solugcdo de lavagem (modificado da Silva et al.,
2009).

4.10. Extracdo de lipideos totais
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A extracdo de lipideos foi realizada através da suspensdo da massa
celular em cloroformio/metanol 2:1 (v/v) e posterior trituracdo em Waring
blender por dois minutos seguido de agitacdo por duas horas a temperatura
ambiente (DA SILVA et al., 2004, CALIXTO, 2010 ). O extrato lipidico foi filtrado
a vacuo em filtro de vidro sinterizado. O residuo celular foi ressuspenso em
cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) e foi repetido o mesmo procedimento anterior. Em
seguida, os dois extratos foram reunidos e evaporados a secura em
evaporador rotatorio a vacuo a temperatura de 40 °C. O extrato lipidico bruto foi
submetido a particdo de Folch (cloroférmio / metanol / KCI 0,75%; 8:4:3 v/v) e 0
sistema foi deixado em repouso durante a noite para separagdo das fases
(FOLCH et al., 1957). Determinaram-se as massas dos lipideos em balanca
(Shimadzu AY 220).

4.10.1. Fracionamento dos Trigliceridios

A fase inferior resultante da particdo de Folch foi retirada e evaporada a
secura. Em seguida, tal fase foi dissolvida em cloroférmio e analisada por
cromatografia em camada fina (TLC) em placa de silica gel 60 (Merck,
Darmstadt, Germany). O solvente de corrida utilizado foi éter de petréleo/éter
etilico/ &acido acético- 80:20:1 (v/v) e as bandas foram visualizadas pela
revelacdo com vapores de iodo (Calixto, 2010) e confirmada com solucéo de
molibdénio em H,SO, (Berg et al., 2002). A identificacdo dos trigliceridios foi
feita por comparacdo com a mobilidade cromatografica utilizando como
padrbes: 6leo de soja; azeite de oliva; fosfatidiletanolamina; acido fosfatidico;
palmitato colesterol; colesterol.

Apds a confirmacdo da presenca dos triglicerideos de interesse, a
amostra bruta foi aplicada em uma coluna de silica gel 60 (70-230 mesh,
Merck, 18 cm). A coluna foi eluida com volumes iguais de cloroférmio, acetona
e metanol, nessa sequéncia. As fracdes coletadas foram concentradas e
analisadas por cromatografia em camada fina (TLC) em placa de silica gel 60
(Merck, Darmstadt, Germany), conforme descrito anteriormente.

A fracdo rica em lipideos parcialmente purificada (fracdo acetona) foi
submetida ao fracionamento em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh, Merck,
18 cm). Para eluicdo foram usados como sistemas de solventes éter de
petrdleo /éter etilico nas propor¢gdes 100:0, 95:5, 90:10, 80:20, 0:100 (v/v). As
Lima, JRC./Fevereiro 2014




fracbes eluidas foram recolhidas em tubos (5ml/ tubo), concentradas e
analisadas por TLC conforme descrito anteriormente. Por fim, as fracdes
contendo triglicerideos foram reunidas e analisadas por TLC.

4.10.2. Identificacédo dos lipideos

Aproximadamente 2,0 mg de amostra de TAGs foram solubilizadas em
1,0 mL de HCI:MeOH 1M e deixadas em vias fechados por 4h a 80°C. Apés a
reacao de transesterificacdo (Figura 11), o material foi seco, sob fluxo de ar,
solubilizado em 1,0 mL de n-hexano, e particionado com agua destilada
3vezes. A fase orgéanica contendo os metil ésteres de acidos graxos foi seca e
solubilizada em 1,0 mL de acetona antes de ser analisada por GC-MS. Os
picos foram identificados por seus espectros de massa utilizando-se um
espectrometro de massa acoplado ao cromatografo gasoso (Finnigan 4000

Gas Chromatography/Mass Spectrometer Electron Impact Mode).

Lipideos Totais

Transesterificacao

Metil ésteres dos acidos graxos

CG acoplada a espectrometria de massa

Figura 11- Resumo do processo descrito a cima para identificacéo de

lipideos.
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Capitulo 5

Resultados e discussao

5.1 Selecao da linhagem de Yarrowia lipolytica

A partir de trés linhagens da levedura Yarrowia lipolytica: ATCC 18943,
IMUFRJ 52335 e IMUFRJ 50678, testes de producdo de acidos organicos e
biossurfatante (expresso na diminui¢cdo da tensdo superficial) foram realizados
com o objetivo de selecionar micro-organismo, assim como, o bioproduto de
maior relevancia produzido.

Apds 96 horas de processo foram quantificadas as concentracbes de
acidos organicos e determinacédo de tenséo superficial do meio (Tabela 11). A
linhagem IMUFRJ 50678 além de produzir acidos organicos diminuiu a tensao
superficial em aproximadamente 50%. Vale ressaltar que de acordo com a
literatura a levedura em questdo é capaz de sintetizar acidos organicos,
biossurfatantes e acumular lipideos (AMARAL et al., 2006; TRINDADE et al.,
2008; BEOPUOLOS et al., 2009 e AXEL et al., 2010).
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Tabela 11- Producéo de acidos organicos por Yarrowia lipolytica e tenséo
superficial (mN/m) do meio de cultivo.

Linhagem ) Acidog Organicos (9/L) Tensao Superficial
Acido Acido Acido a- (mN/m)
citrico oxalico cetaglutarato

YL51670 N.D. 2,15 0,16 49,94

YL2/51 N.D. 6,41 0,35 50,16

YL50678 2,79 8,90 N.D. 29,27

*Condicdo de processo: meio M1, 30 g/L de glicerol P.A., pH 6, 28°C, 160 rpm, Tenséo
superficial do meio:56,51mN/m.
* N.D.: ndo detectado

De acordo com os resultados obtidos os micro-organismos produziram
baixos teores de acidos organicos, entretanto, a linhagem YL 50678 promoveu
diminuicao significativa da tensdo superficial do meio em 51,79 %. Em vista
disso o trabalho passou a ser direcionado para producédo de biossurfatante.

Referéncias tém sido publicadas relacionadas a producdo de &acidos
organicos e lipidio a partir de glicerol utilizando Yarrowia lipolytica,
apresentando resultados distintos aos nossos (PAPANIKOLAOU et al., 2002;
PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2002; PAPANIKOLAOU et al.,2008). Os autores
obtiveram rendimentos de 0,29 g/g de &cido citrico e 0,05-0,10 g/g de lipidio
por massa seca, sendo nossos rendimentos de aproximadamente 0,02 g/g de
acido citrico e 0,42 g/g de lipidio por massa seca. Convém salientar que o0s
experimentos foram conduzidos utilizando as mesmas condi¢cdes descritas na
literatura, entretanto, os resultados nédo foram corroborados. Acredita-se que a
diferenga de resultados tenha sido devido as caracteristicas das linhagens.

As colbnias de Yarrowia lipolytica podem apresentar células em
elevacdo, e em geral, curvatura convexa. Sob algumas condi¢cbes de cultivos
as células desta levedura podem apresentar pseudofilamentos e/ou formas
elipticas tipicas de levedura, como apresentado na Figura 12. Que representa
os aspectos morfolégicos da levedura de maior eficiéncia em relacdo ao teste

de producédo de acidos organicos vista por microscopia.
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Figura 12- Aspectos morfolégicos da Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 vista

por microscopia 6ptica- aumento de 1000 vezes (crédito: Jamille Lima)
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O micro-organismo selecionado para o estudo foi capaz de produzir
acidos organicos, lipideos e biossurfatante, corroborando com a literatura.
André et al. (2010), pesquisando duas espécies de fungos, mostraram sua
capacidade de utilizarem o glicerol como Unica fonte de carbono, em processo
de batelada, produzindo &cido oxdalico e lipideos celulares. A linhagem
Aspergillus niger NRRL 364 em aproximadamente 100 horas promoveu uma
producdo de 2,2 g/L de lipidio e 4,7 g/L de &cido oxalico em meio contendo
30g/L de glicerol, j& a Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678, em nossos
experimentos, no mesmo intervalo de tempo produziu 8,9 g/L de acido oxalico.
Papanikolaou e Agellis (2002) utilizando a cepa de Yarrowia lipolytica LGAM
S(7) nas mesmas condi¢cdes de cultivo do presente estudo e intervalos de
tempo similares obtiveram um rendimento entre 0,05-0,10 g de lipidio por
grama de massa seca’ (Yux). Em contrapartida, Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50678 obteve um rendimento (Yyx ) de 0,42g e 1,959 de lipidio por grama de
massa seca em 48 e 96 horas, respectivamente.

Os pesquisadores ainda obtiveram uma porcentagem de lipidio por
massa seca, de aproximadamente 42%, empregando processo de fermentacao
continuo, diferente deste trabalho.

Nas mesmas condicdes de processo do presente trabalho, porém

apresentando concentracdo de 10g/L de glicerol no meio de cultura,
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Papanikolaou et al.(2008) apresentaram uma producdo de 4,4 g/L de lipidio
acumulado no micro-organismo Motierella isabelina ATHUM 2935,
correspondendo a 51% do lipidio por massa seca, o fungo apresentou uma
concentracdo méaxima de 2,0+0,5 g/L de acido citrico. A linhagem Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50678, em presenca de 30 g/L de glicerol P.A. apresentou
uma concentra¢do maxima de 2,79 g/L (Y.ivgio = 0,029/9), inferior a Y. lipolytica
ACA-DC 50109 que em processo de batelada apresentou um rendimento de
0,29 g/g.

A Figura 13 apresenta o desempenho do micro-organismo em relacao a
producdo de lipidio, biomassa e o consumo de glicerol em um intervalo de
tempo de 96 horas, em meio mineral M1 contendo 30 g/L de glicerol, pH 6,
concentracdo de 10% de in6culo e temperatura de 28+1°C. As condi¢fes foram
escolhidas a partir do crescimento celular.

Figura 13- Producéo de biomassa (g/L), lipidio (g/L) e consumo de
glicerol (%) por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678

7 90
6 - 80

y—

3 / - 40
Yl - 30

2
/ - 20

1

Glicerol consumido (%)

Biomassa {g/L), Lipideos {g/L)

O F'v‘ T T T T O
0 24 48 72 96
Tempo (h)
=4=Biomassa (g/L) ==Lipideos(g/L) Glicerol consumido (%)

A Figura 13 corrobora as informacgfes citadas anteriormente, no tempo
de processo o micro-organismo consumiu aproximadamente 70% de glicerol e
sintetizou em 48 horas, grande quantidade de &cido oxalico, 8,9 g/L (dados ndo
apresentados) e biomassa (5,9 g/L). A maior concentracéo de lipideo (1,95 g/g)

foi observada somente em 96 horas de processo.
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5.2. Experimentos em shaker para avaliacdo da condi¢cdo 6tima para
producao do biossurfatante
5.2.1. Crescimento celular da Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678.

A Tabela 12 apresenta o sumario da matriz experimental, com 0s niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores apresentados sao referentes
as médias dos valores do crescimento celular do micro-organismo.

Substrato, pH, aeracdo e temperatura 6tima afetam diretamente o modo
de crescimento de espécies distintas, os fatores do ambiente tém profunda

influéncia sobre o crescimento dos fungos.

Tabela 12- Crescimento celular da Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 no

tempo de processo.

Sistemas pH Concentracdo Concentragdo Crescimento celular Produtividade

inicial de inicial de (g/L) em 48h
glicerol biomassa L/h
L) ) 48h  72h  96h (gLM)

1 5 30 10 15 2,7 1,7 0,03
2 5 30 20 1,2 2,7 9,6 0,02
3 5 30 30 14 2,6 1,2 0,02
4 5 40 10 1,6 3,1 15 0,03
5 5 40 20 1,7 3,1 1 0,03
6 5 40 30 2 2 1,3 0,04
7 5 50 10 15 15 1,6 0,03
8 5 50 20 2,1 2,1 2,2 0,04
9 5 50 30 2,6 2,6 34 0,05
10 6 30 10 6,3 5,2 6,1 0,13
11 6 30 20 5,2 5 4 0,10
12 6 30 30 5,9 4,9 4,6 0,12
13 6 40 10 3,5 5,6 4,5 0,07
14 6 40 20 5,5 5,8 4,1 0,11
15 6 40 30 5,2 5,6 3,6 0,10
16 6 50 10 15 1,6 1,9 0,03
17 6 50 20 54 5,7 5 0,11
18 6 50 30 55 6,2 4,4 0,11
19 7 30 10 1,2 6 6,1 0,02
20 7 30 20 1,3 4,6 3,9 0,02
21 7 30 30 2,2 6,1 5,7 0,04
22 7 40 10 2,1 4,9 3,8 0,04
23 7 40 20 2,1 49 4,6 0,04
24 7 40 30 1,7 5,6 4,3 0,03
25 7 50 10 2,2 6 5 0,04
26 7 50 20 1,8 6,1 6,2 0,03
27 7 50 30 4,3 6,7 6,1 0,08

*A Absorvanciagso,m correspondeu a 0,42 g/L de células secas de Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50678
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Nos sistemas com pH 5 e concentracdes de 30 e 40 g/L de glicerol inicial
0S maiores crescimentos ocorreram no intervalo de tempo de 72 horas, assim
como todos os sistemas com pH neutro, consumindo uma maior concentracao
de glicerol. Nos sistemas com pH 6 e concentragcdo minima de glicerol de 30
g/L ocorreu logo nas primeiras 48 horas um crescimento entre 5,0 e 6,3 g/L,
com produtividade méxima de 0,13 gL/h . Juszczyk et al.(2013) utilizando
cepas de Yarrowia lipolytica obtiveram utilizando 25 g/L de substrato inicial, um
crescimento de 12g/L e uma produtividade de 1,3gL/h, resultados superiores
aos obtidos nesse estudo.

O gréfico de superficie de resposta (Figura 14) apresenta a interacao
mais significativa entre pH(A)/concentragéo inicial de biomassa (C), relacionado
a variavel crescimento celular. Este gréafico indicou que quando A e C estavam
em niveis extremos (-1, +1) o crescimento celular diminuiu, porém quando A e
C estavam em um nivel central (0) a resposta se tendencia ao seu nivel

maximo.

Figura 14- Gréfico de Superficie de Resposta da interagdo biomassa /pH,;
resposta; crescimento celular (48h).

Chatzifragkou et al. (2011) estudaram 15 fungos, dentre leveduras e

zigomicetos, cultivando todos em meio mineral contendo 30 g/L de glicerol
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como substrato, pH 6 e temperatura de 28+1°C, observaram que em intervalo
de tempo de 48-50 horas, a levedura Rhodotorula sp. foi capaz de produzir
aproximademente 4,8g/L de biomassa e 0,3g/L de lipidio. Yarrowia lipolytica
LFMB 19 foi o Unico micro-organismo sintetizador de &cidos organicos no
estudo, produzindo no mesmo intervalo de tempo 5,8 g/L de biomassa, mesmo
valor encontrado no presente estudo e producéo de 10% (g/g) de lipidio.
Analisando os demais sistemas relacionados ao pH 6, pode-se perceber
gue os sistemas com concentracao de glicerol de 40 e 50 g/L, independente da
concentracdo inicial de indculo, somente apresentaram melhores resultados

apos 72 horas, provavelmente devido a uma possivel inibicdo do substrato.

5.2.3. indice de emulsificagdo em querosene de aviagio (QAV)

A matriz do planejamento experimental relacionado a resposta do indice
de emulsificacéo é representada na Tabela 13, com nivel superior (1), inferior (-
1) e central (0). Os resultados apresentados sdo as médias entre as duplicatas.

Observa-se que os valores maximos para o indice de emulsifica¢do foram
superiores a 60% em alguns sistemas no tempo de 48 horas, atingindo valor
maximo de 64,31%. Tal valor foi obtido no sistema 11, em que 0s niveis para
pH e concentracdo inicial de biomassa foram centrais e nivel inferior para
concentracéo inicial de glicerol. Nos tempos de 72 e 96 horas os valores foram
bastante similares. Para um estudo detalhado das influéncias dos parametros
nesta resposta (E,s) o tempo de 48 horas parece ser o mais apropriado
industrialmente, pois neste tempo alguns sistemas apresentaram uma atividade

emulsificante bastante eficiente.
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Tabela 13- indice de emulsificagio em querosene de aviagio (E24) no tempo

de processo.

Sistemas pH Concentracéo
inicial de
glicerol
(9/L)
1 5 30
2 5 30
3 5 30
4 5 40
5 5 40
6 5 40
7 5 50
8 5 50
9 5 50
10 6 30
11 6 30
12 6 30
13 6 40
14 6 40
15 6 40
16 6 50
17 6 50
18 6 50
19 7 30
20 7 30
21 7 30
22 7 40
23 7 40
24 7 40
25 7 50
26 7 50
27 7 50

Concentracéo
inicial de
biomassa

(%)
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30
10
20
30

indice de emulsificagcdo

48h

59,31
13,62
8,18
44,16
28,85
23,7
8,89
55,65
53,71
48
64,31
62,85
47,64
60,22
58,2
36,36
53,33
60,9
11,2
55,09
55,43
44,94
48,75
38,77
14,83
2,92
42,79

(%)
72h

66,66
63,21
63,21
61,65
60,03
61,5
59,34
65,29
64,07
56,74
64,63
65,83
48,32
60,69
64,37
61,39
63,46
67,17
62,03
57,37
57,99
65,08
63,13
63,11
58,56
43,4
52,68

96h

67,12
63,13
61,65
57,24
63,49
64,31
66,73
66,52
61,55
62,38
67,25
70,62
59,62
64,79
66,34
69,27
64,1
66,59
59,02
59,62
54,31
59,87
53,87
56,01
60,83
57,11
61,99

Das et al. (2009) estudando a producdo de biossurfatante por micro-

organismo marinho, observaram dentre varias fontes de carbono que a maior

producdo de biomassa foi em meio contendo glicerol P.A. Em 60 horas de

processo 0 micro-organismo apresentou uma diminuicdo de tensao superficial

de 57,74 % e um indice de emulsificacdo (E»4) de 80%. Nesse estudo a

levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 também utilizando apenas o glicerol

bruto como fonte Unica de carbono e energia apresentou uma diminuicdo da

tenséo superficial de 40,16% e um E»4 de 64,31%, no intervalo de tempo de 48

horas. Bueno (2008) analisando a linhagem Bacillus sp 2C em meio mineral e
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Oleo diesel como unica fonte de carbono, obteve em 48 horas de fermentacdo

apenas 33,3% de indice de emulsificagéo.

A partir do planejamento experimental verificou-se a influéncia das
variaveis independentes (pH, concentracdo inicial de glicerol e concentracao
inicial de biomassa) sobre os valores do indice de emulsificagdo, buscando

definir as faixas 6timas de operacéo, que levem ao maximo desta resposta.

Os dados do planejamento experimental foram submetidos a uma analise
de variancia (ANOVA) que € responsavel por gerar o Diagrama de Pareto
(Figura 15).

indice de emulsificagdo

AQ) I I /// /////}// I % 3,047811

1Llby2L /// % -1,8468
1Lby3L /// % 1,52%1826
(O /// % 1,37653p

BQ) | ees1382
@BWL) |- eose07

CQ) W ,3265125

MAL)

, 1770362

§

p=1
A:pH, B:Concentragéo inicial de glicerol, C:Concentra¢éo inicial de indculo.
Figura 15- Diagrama de Pareto;
Variavel Indice de Emulsificacao

No Diagrama de Pareto (Figura 15), foi verificado que os parametros que
influenciaram no indice de emulsificacdo foram a variavel pH (A), a interacao
entre pH/concentracao inicial de glicerol (AB) e a interagdo entre concentracao
inicial de glicerol/concentragéo inicial de biomassa (BC), respectivamente. Para
a interacdo entre pH/concentragéo inicial de glicerol, observou-se um efeito
negativo, ou seja, quando este parametro passou de um nivel superior (+1)

para um nivel inferior (-1) a resposta foi aumentada.

Lima, J.R.C./Fevereiro 2014



indice de emulsificagéo

Concentragdo inicial de glicerol

Il 50

‘ 1 40
-1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 B 20

pH

Figura 16- Grafico de contorno da interacdo pH/concentracao inicial de glicerol;
resposta indice de emulsificacéo.

O grafico de contorno (Figura 16) apresenta a interacdo mais
significativa entre pH (A)/concentracdo inicial de glicerol (B), relacionado a
variavel indice de emulsificacdo. Este gréafico indicou que quando A e B
estavam em um nivel inferior, o indice de emulsificagdo diminui, porém quando
A e B estavam em um nivel central (0) a resposta se tendencia ao seu nivel

maximo.
5.2.4. Diminuicdo da Tenséao superficial (DTS)

A Tabela 14 representa a matriz do planejamento experimental
relacionado a diminuicdo da tensao superficial, com nivel superior (1), inferior (-
1) e central (0). Os resultados (figura 18) apresentados sédo as médias entre as
duplicatas no tempo de 48 horas. O tempo foi selecionado a partir dos

resultados da variavel indice de emulsificagéo.
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Tabela 14- Diminuicdo da Tensao superficial (DTS) no tempo de processo de

48 horas.
pH  Glicerol Concentragcdo DTS pH Glicerol Concentracdo DTS
(g/L) inicial de (%) (g/L) inicial de (%)
biomassa biomassa
(%) (%)

1 5(-1) 30(-1) 10(-1) 2131 15 6(0)  40(0) 30(1) 34.10
2 5(1) 30(-1) 20(0) 2918 16 6(0) 50(1) 10(-1) 0,14
3 5(-1) 30(-1) 30(1) 25.30 17 6(0) 50(1) 20(0) 3.85
4 5(-1) 40(0) 10(-1) 30,33 18 6(0) 50(1) 30(1) 38,23
5 5(-1) 40(0) 20(0) 13,24 19 7(1) 30(-1) 10(-1) 13,42
6 5(-1) 40(0) 30(1) 24,28 20 7(1) 30(-1) 20(0) 2.00
7 5(-1) 50(1) 10(-1) 0,81 21 7(1) 30(-1) 30(1) 233
8 5(-1) 50(1) 20(0) 37.02 22 7(1) 40(0) 10(-1) 3.84
9 5(1) 50(1) 30(1) 35,07 23 7(1) 40(0) 20(0) 228
10 6(0) 30(-1) 10(-1) 4,80 24 7(1)  40(0) 30(1) 35,13
11 6(0) 30(-1) 20(0) 4554 25 7(1) 50(1) 10(-1) 0,20
12 6(0) 30(-1) 30(1) 31,50 26 7(1) 50(1) 20(0) 18,14
13 6(0) 40(0) 10(-1) 35,23 27 7(1) 50(1) 30(1) 1,03
14 6(0) 40(0) 20(0) 40.16

Tensd&o superficial do meio: 30 g/L- 56,51 mN/m; 40 g/L: 52,46 mN/m e 50 g/L: 49,35 mN/m.

Os sistemas 11 e 14 apresentaram uma diminui¢cdo da tens&o superficial
superior a 40%, passando a apresentar tensdo superficial de 23,89 e 22,69
mN/m. Bueno (2009) utilizando meio contendo 6leo diesel como Unica fonte de
carbono e pH 6 apresentou apenas uma DST de 8,47%. Costa et al. (2006)
utilizando a bactéria Pseudomonas LMI 6c e LMI 7a em presenca de borra de
soja conseguiram diminuir a tensao superficial de 60 mN/m para 31 mN/m.
Fontes et al. (2010) trabalhando com Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50672
observaram uma melhor variagao na tensao superficial (ATS), ATS 19,5 mN/m,
utilizando concomitantemente glicerol (2%m/v) e (glicose (4%m/v), em
contrapartida, o presente estudo apresentou ATS de 10,97 e 12,30,
respectivamente nos sistemas 11 e 14, utilizando apenas glicerol bruto.

O micro-organismo Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 se apresenta
como potencial produtor de biossurfatante, visto que, alcancou diminuicdo na

tensdo superficial de 40% em alguns sistemas (Figura 17).
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Experimentos: 1-A:5(-1), B:30(-1), C:10(-1); 2-A:5(-1),B:30(-1),C:20(0); 3-A:5(-1),B:30(-1),C:30(1); 4-A:5(-
1),B:40(0),C:10(-1); 5-A:5(-1),B:40(0),C:20(0); 6-A:5(-1),B:40(0),C:30(1); 7-A:5(-1),B50(1),C:10(-1); 8-A:5(-
1),B50(1),C:20(0); 9-A:5(-1),B:50(1),C:30(1); 10-A:6(0),B:30(-1),C:10(-1); 11-A:6(0),B:30(-1),C:20(0); 12-
A:6(0),B:30(-1),C:30(1); 13-A:6(0),B:40(0),C:10(-1); 14-A:6(0),B:40(0),C:20(0); 15-A:6(0)B:40(0),C30(1); 16-
A:6(0),B:50(1),C:10(-1); 17-A:6(0),B:50(1),C:20(0); 18-A:6(0),B:50(1),C:30(1); 19-A:7(1),B:30(-1),C:10(-1); 20-
A:7(1),B:30(-1),C:20(0); 21- A:7(1),B:30(-1),C:30(1); 22-A:7(1),B:40(0),C:10(-1); 23-A:7(1),B:40(0),C:20(0); 24-
A:7(1),B:40(0),C:30(1); 25-A:7(1),B:50(1),C:10(-1); 26-A:7(1),B:50(1),C:20(0); 27-A:7(1),B:50(1),C:30(1).

Figura 17- Grafico da diminuicdo da Tenséo Superficial por Yarrowia lipolytica

IMUFRJ 50678

Vale ressaltar que nos sistemas em que a tensdo superficial foi
modificada e o indice de emulsificacdo permaneceu sem mudancas
significativas, um possivel fator responsavel por esta situacdo pode estar
relacionada a producdo de proteinas que de acordo com Wang et al.(2001) e
Barros et al.(2007) pode contribuir para diminuicdo da tensao interfacial entre
0os componentes hidrofébicos e hidrofilicos.

De acordo com o planejamento experimental verificou-se a influéncia
das variaveis independentes (pH, concentracdo inicial de glicerol e
concentragdo inicial de biomassa), buscando definir as faixas o6timas de

operacéo, que levem ao maximo desta resposta.

Os dados do planejamento fatorial foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) que é responsavel por gerar o Diagrama de Pareto (Figura
18).
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Figura 18- Diagrama de Pareto;
Variavel; Diminui¢do da Tensédo Superficial.

Analisando o Diagrama de Pareto (Figura 18), pode-se verificar que 0s
parametros que influenciaram a diminuicdo da tensao superficial foram o termos
pH (A) e a concentracéo inicial de biomassa(C), respectivamente. Em relacdo ao
pH observou-se um efeito negativo, ou seja, quando este parametro passou de
um nivel superior (+1) para um nivel inferior (-1) a resposta foi aumentada. Ja a
concentracao inicial de biomassa, apresentou um efeito positivo, isto é, quanto o
parametro passou de um nivel inferior (-1) para um nivel superior (+1), houve um
aumento na diminuicdo da tensdo superficial, logo podemos ressaltar que a
levedura obteve crescimento em seu pH 6timo, pH 5, sendo capaz de sintetizar o
bioproduto, assim como em pH 7, onde a sintese em geral foi menor.
Corroborando o estudo de Rodrigues et al. (2006), que sugere um ponto médio

entre o pH 6timo de crescimento e o 6timo para a produ¢do de um composto.

5.2.5. Consumo de glicerol por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678

A Tabela 15 apresenta o sumario da matriz experimental, com os niveis
inferior (-1), superior (+1) e central (0). Os valores apresentados para consumo
de glicerol sdo os valores médios.

Todos os sistemas apresentaram resultados promissores, em 48 horas de

processo 0 micro-organismo consumiu mais de 65% do glicerol bruto inicial.
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Na maioria dos sistemas, independentemente das variaveis, pH, concentracao
inicial de substrato e concentracéo inicial de biomassa a variagdo no consumo
foi bastante similar, até mesmo relacionados ao tempo de cultivo.

Tabela 15 — Glicerol residual nos intervalos do processo.

Sistemas pH Concentracdo Concentragao Glicerol residual
inicial de inicial de (g/L))
glicerol biomassa
(g/L) (%) 48h 72h 96h
1 5 30 10 7,8 2,1 0,58
2 5 30 20 8,0 2,0 2,0
3 5 30 30 8,0 2,1 2,1
4 5 40 10 11,2 2,5 2,3
5 5 40 20 12,6 5,6 4,0
6 5 40 30 12,0 51 3,2
7 5 50 10 4,7 4,7 4,7
8 5 50 20 13,0 3,2 1,6
9 5 50 30 8,0 4,3 1,1
10 6 30 10 7.8 4,2 3,0
11 6 30 20 7,8 3,7 3,6
12 6 30 30 8,2 6,9 5,8
13 6 40 10 12,6 4,2 14
14 6 40 20 12,0 4.3 19
15 6 40 30 3,8 0 0
16 6 50 10 13,0 1,8 0
17 6 50 20 8,0 0 0
18 6 50 30 13,1 2,7 2,0
19 7 30 10 7,8 3,8 19
20 7 30 20 7,8 6,1 6,1
21 7 30 30 8,0 6,8 6,8
22 7 40 10 10,2 6,9 4,6
23 7 40 20 11,2 7,3 4,7
24 7 40 30 12,6 8,0 8,0
25 7 50 10 15,2 7.4 7.4
26 7 50 20 4,7 25 2,5
27 7 50 30 13,0 4,4 15

Diversos estudos sobre a utilizacdo do glicerol como fonte Unica de
energia e carbono ja foram realizados com um numero significativo de espécies
de micro-organismos eucariotos, objetivando a producao de acidos organicos e
lipideos celulares (CHI et al., 2007; EITHIER et al.2011). Como citado
anteriormente, a levedura Yarrowia lipolytica tem capacidade de sintetizar uma
diversidade de compostos a partir do glicerol como substrato.

No planejamento experimental verificou-se a influéncia das variaveis
independentes (pH, concentracdo inicial de glicerol e concentracao inicial de
biomassa) sobre os valores do consumo de glicerol, buscando definir as faixas

otimas de operacgao, que levem ao maximo desta resposta.
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A:pH, B:Concentragéo inicial de glicerol, C:Concentragéo inicial de inéculo.

Figura 19- Diagrama de Pareto
Variavel: Consumo de Glicerol.

No Diagrama de Pareto (Figura 19), verificou-se que os parametros se
comportaram de forma insignificante. Portanto nenhuma das variaveis
independentes influenciou a variavel dependente, consumo de glicerol.

A Tabela 17 resume os resultados significantes obtidos nessa fase
experimental, ficando evidente que no tempo de 48 horas de fermentacédo, as
respostas apresentaram melhores resultados. O valor de pH 6 apresentou
melhores resultados, porém em relagcdo a concentracao inicial de glicerol e
inicial de biomassa, todas as condi¢cdes estudadas apresentaram resultados
similares aos melhores resultados expressos na tabela a seguir, portanto as
condicbes escolhidas foram maxima e minima, respectivamente para o
parametro de concentracdo inicial de glicerol e concentracdo inicial de

biomassa, visto que o objetivo da tese € encontrar uma finalidade para o

glicerol bruto proveniente da industria do biodiesel.
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Tabela 17- Respostas maximas no tempo de 48 horas de processo.

Respostas Experimentos Nivel Valor
maximo*
A B C

indice de 1lae 11b 0 -1 0 64,31%
emulsificacao

12ae 12b 0 -1 +1 62,85%
Diminuicéo da 1lae 11b 0 -1 0 40,16%
tensao superficial

l4ae 14b 0 0 0 45,54%
Crescimento 102 e 10b 0 -1 -1 6,3 g/L

Celular

Valor maximo*; valores obtidos a partir da média das duplicatas

5.3. Fase II: experimentos em biorreator para analise de variaveis.

ApoOs a realizacdo os experimentos anteriores verificou-se a necessidade
de conduzir o processo em biorreator com objetivo de avaliar diferentes valores
de temperatura (20°, 30° e 40°C), aeracao (0,5, 1,5, 2,0 vwm) e agitacao (400,
600, 800 rpm) em meio contendo 50 g/L de glicerol bruto em pH 6, visto que
nao seria possivel controlar as essas variaveis em shaker. Estes experimentos
foram realizados em duplicata e os resultados reportados representam a meédia
dos valores das respostas. Diferentemente dos experimentos em shaker, cujos
resultados apresentaram valores o6timos em 48 horas de processo, em
biorreator os valores significantes foram obtidos somente em 96 horas, devido
provavelmente a adaptacdo do micro-organismo a novas condicdes
(MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004).

Em temperatura de 30+1°C, verificou-se um maior crescimento celular,
comprovando a temperatura Otima para o crescimento do micro-organismo
(RYMOWICZ et al., 2008), assim como maior indice de emulsificacdo (Tabela
18). O crescimento em biorreator foi notério, afirmando o substrato como uma
fonte adequada de crescimento para a Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678. A
taxa de crescimento especifico foi P max = 0,24 h ™, similar a encontrada por
Papanikolaou et al. em seus estudos com a mesma espécie de micro-

organismo.
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Tabela 18- Producéo de biossurfatante por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678
em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) indice de emulsificacdo Glicerol Massa seca
(E 24%) remanescente (g/L)
(/L)
20 23,1 28,4 1,2
30 46,2 15,3 2,9
40 16,7 35,8 1,0

Condig6es do experimento: meio citado contendo 50g/L, pH=6, indculo inicial de 6,2x10"
cél/mL.

No seguinte experimento notou-se que a concentracdo de biomassa
méaxima foi de 2,1 g/L quando a aeracao atingiu 2,0 vvm, em cerca de 96 horas
de processo. O grafico em funcdo da aeracdo em 96 horas de fermentacéo
confirma esta afirmacdo (Figura 20). Conforme esta figura quanto maior a
transferéncia de oxigénio no meio de producdo observaram-se maiores valores

do crescimento celular e do indice de emulsificagéo.
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Concentracao inicial de glicerol 50g/L; pH 6,0; temperatura 30+1 °C; inéculo inicial= 6,2x10*
cél/mL; tempo de processo 96 h; agitacdo de 800 rpm, Consumo de glicerol:+ 50%.
Figura 20 — Parametros estudados em funcao da concentragéo de aeracéo
para Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678.

Passando de 96 horas, a porcentagem do oxigénio que antes era quase
nula, devido ao consumo pelo micro-organismo (fase estacionaria), passou a
aumentar, indicando o momento da fase de declinio. Com concentracédo de 2,0
vvm de oxigénio, verificou-se um consumo superior a 50% do substrato,
portanto foi a concentracdo utilizada no experimento de agitacao.

Em relacédo a agitacéo foi observado que nos valores de 400 e 600 rpm,
os indices de emulsificacdo e os valores de crescimento foram semelhantes
(Tabela 19), porém em agitacdo de 800 rpm a levedura apresentou um maior
crescimento celular e maior indice de emulsificacdo, portanto este valor foi
utilizado nos experimentos posteriores. Convém enfatizar que a agitacdo tem

influéncia na taxa de transferéncia de nutrientes para as células.
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Tabela 19- Crescimento e producéo de bioemulsificante em funcéo da agitacao

por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 em glicerol bruto.

Agitacao (rpm) indice de Massa seca (g/L)
emulsificacéo
(E24%)
400 42,1 0,81
600 44,5 1,23
800 55 2,29

Condicao do experimento: meio citado contendo 50g/L de glicerol bruto; pH 6,0; aeracéo 2,0
vvm; temperatura de 30+1°C; in6culo 6,2x10* cél/mL. Os resultados sio a média de 3 experimentos.

5.4. Sintese do biossurfatante por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 em
funcdo dos melhores valores dos parametros estudados.

A partir da verificagdo dos melhores valores dos parametros, foram
realizadas bateladas no mesmo biorreator com capacidades para 3 litros, no
qual foram seguidas as condicbes de experimento: temperatura 30+1°C,
aeracdo 2,0 vwm, pH=6, agitacdo de 800 rpm, inéculo 6,2x10* cél/mL de
células iniciais, em meio M1 contendo 50 g/L de glicerol bruto, visando a
extracao do bioproduto e quantificacédo dos lipideos.

Com aproximadamente 96 horas de processo observou-se a ocorréncia
maxima de formacao do biossurfatante havendo reducéo de tensao superficial
da agua de 72 mN/m para 34,2 mN/m. As leveduras caracterizam-se por
produzirem biossurfatantes extracelularmente. Porém alguns micro-organismos
nao conseguem excretar os biossurfatantes os quais permanecem aderidos a
célula (WU e JU, 1998). Devido a este contexto, algumas condicfes foram
selecionadas para determinar a melhor resposta para o0s indices de
emulsificagao:
1°) liquido metabdlico com células de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678;
2°) liquido metabdlico livre de células, isto €, o caldo fermentado passou por
processo de centrifugacéo e;

39 liquido metabdlico com células apds tratamento destas com hexano
(substancia apolar responsavel pela extracédo dos lipideos).

Os valores de tensdo superficial apresentaram-se diferentes para o

liquido metabdlico contendo célula de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 e livre

de células. O segundo apresentou valores semelhantes ao da agua, afirmando
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que o bioproduto nédo foi excretado para o meio, permanecendo aderido as
células do micro-organismo. Os valores do indice de emulsificacdo
permaneceram semelhantes, em torno de 40%, para o liquido metabdlico com
células apos tratamento com hexano e contendo células de Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678, corroborando o fato de que o mais provavel é que o
biossurfatante esteja aderido as células ndo sendo excretado para o caldo
fermentado (Tabela 20).
Tabela 20- indice de emulsificacdo em querose de aviacio em solugdes com

diferentes caracteristicas.

Meio de Meio de  Solucédo com
cultivo com cultivo sem células
células células centrifugadas
—tratadas
indice de 42,9 7,7 42,8
emulsificacao
em QAV (%)
Massa seca 9,5 - 2,2

total (g/L)

Condi¢do do experimento: meio citado contendo 50g/L, pH 6, 2,0vvm, temperatura de 30+1°C, 800rpm € 6,2x10*
cél/mL de indculo inicial. Os resultados séo a média de 3 experimentos.

Haba et al. (2007) selecionaram 9 isolados de Pseudomonas sp.
capazes de crescer em meio contendo Oleo (6leo de girassol e oliva) e
acumular compostos tensoativos, variando a tensao superficial final do meio
entre 34 a 36 mN/m. Costa et al. (2008) utilizando cepas da bactéria
Pseudomonas sp. obtiveram uma reducdo de 60mN/m para aproximadamente
31 mN/m. Este trabalho apresentou resultados semelhantes dos demais
pesquisadores; utilizando cepa de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 a reducédo
foi de 72 mN/m para 34,2 mN/m como citado anteriormente, representando
uma diminuicao de quase 50%.

O acumulo maximo do biossurfatante produzido pela Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678, ocorreu na fase exponencial de crescimento do micro-
organismo, cerca de 25,12 g/L, representando um Yp/s de 0,88 g de produto /g
de substrato. Segundo Santos (2010), o efeito da reducéo da tensao superficial
esta diretamente relacionado a concentracdo da solucdo do biossurfatante até
atingir valores da concentracdo micelar critica (CMC). Vale ressaltar que do

ponto de vista biotecnolégico € de maior interesse trabalhar com o extrato
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contendo células, cujo os resultados foram mais promissores e assim diminui-

se 0s gastos e o tempo de extracao.

5.5. Caracterizacdo do Biossurfatante sintetizado por Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678

A) Caracteristicas

O extrato do biossurfatante recuperado impuro apresentou uma
coloracdo amarelada e o extrato de biossurfatante parcialmente purificado
apresentou uma coloracdo mais amarela-esbranquicada (Figura 21), ambas
com odor adocicado, apresentando-se bem fino apds secagem a temperatura
ambiente em dessecador.

Os extratos de biossurfatante foram obtidos de formas similares a partir
da mesma metodologia (adaptado de Freitas et al, 2009), sendo diferente
apenas no inicio do processo de extracdo. Na extracdo do biossurfatante
parcialmente purificado, o caldo fermentado foi centrifugado para retirada das
células, diferentemente do biossurfatante impuro, sem proceder centrifugacéo
para retirada das células, logo todo o caldo fermentado foi utilizado. Os caldos
fermentados com células e livre de células foram submetidos a processo de
precipitacdo com alcool 95%uv/v, sob agitacéo intensa, e a solucéo resultante foi
mantida em geladeira a +4°C por 12 horas. Passado este tempo a solucéo foi
centrifugado a 10000xg por 20 minutos e o precipitado formado (biossurfatante)
foi armazenado em placa de Petri e mantido em dessecador até estar
completamente seco. Abdel Mawgoud, Abouuwafa e Hassouna (2009)
caracterizaram um ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa a
partir de 6leo de soja e observaram que o liquido deste composto apresentava
coloracdo marrom amarelada, de aparéncia viscosa e pegajosa com odor de

fruta.
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Biossurfatante recuparado Biossurfatante recuparado
Parcialmente purificado bruto

Figura 21- Extratos de bissurfatante seco por Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50678 (credito: Jamille R. C. Lima)

B) Concentracédo Micelar Critica

A concentracdo micelar critica (CMC) é um dos parametros mais
importantes a serem avaliados em um tensoativo, como ponto de ebulicdo e
fusdo em sustancias puras, podendo ser determinada pela variagdo das
propriedades fisicas como a tensdo superficial e € onde moléculas de
surfactantes se associam dinamicamente no seio do liquido para formar
micelas que sdo agregados de dimensdes colidais, pois h4 um acumulo na
superficie. A importancia deste parametro esta no fato de que a partir da CMC
a tensdo medida permanece constante (ANDRADE, 2010).

Na Figura 22 a diminuicdo da tensdo superficial da agua de
aproximadamente 70 mN/m para 36 mN/m. O valor da CMC foi 7,0 g/L para o
biossurfatante impuro. Em concentracdes superiores a CMC o0 tensoativo
excedente tende a formar micelas no interior da solugdo, as quais nao
modificam significativamente o valor da tensédo superficial. Vale ressaltar que
nao foi realizada a CMC para o biossurfatante parcialmente purificado, pois
outros experimentos, citados anteriormente, mostraram melhores resultados
quando utilizado o biossurfatante impuro, tornando-se este mais interessante
industrialmente. O biossurfatante impuro de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678
apresentou diminuicdo da tensao superficial semelhantes ao biossurfatante
sintetizado por Candida antarctica, de aproximadamente 70 mN/m para 36
mN/m, diferente da Candida glabrata que apresentou uma diminuicdo da

tenséo superficial chegando a 28 mN/m (Andrade, 2010).
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Figura 22- Tensao superficial em funcdo da concentracéo do biossurfatante
impuro.

C) Toleréancia ao calcio

Sabe-se que as rochas reservatorio, onde o petroleo esta armazenado, sao
compostas principalmente de areia e calcéario (carbonatos de calcio). Este teste
teve como objetivo observar o comportamento emulsificante do biossurfatante
frente a diferentes concentracbes de carbonato de calcio, importante na
recuperagdo do petréleo. A Figura 23 mostra os resultados do indice de
emulsificacdo do querosene de aviagao para solugdes 7,0 g/L do biossurfatante
bruto e parcialmente purificado adicionadas de concentracdes de 0,1; 1,0 e 10
g/L de CaCO3. Notou-se que ndo houve diferencas significativas entre o
resultado do biossurfatante parcialmente puro e o impuro em presenca de 0,1 e
1,0 g/L do carbonato, entretanto, quando se usou 10 g/L do sal o efeito sobre o
indice de emulsificacéo foi grande. O valor maximo alcancado foi em torno de

42% para solucéo 7,0 g/L do biossurfatante adicionada de 0,1 g/L de CaCO3.
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Figura 23- Efeito das concentracdes de CaCO3 no indice de emulsificacdo do
guerosene de aviagdo para solucdes 7,0 g/L do biossurfatante impuro e
parcialmente purificado.

Dos Santos (2010) trabalhando nas mesmas condicdes com
ranminolipideos também notou que ndo houve muita diferenca entre os
resultados do extrato puro e o impuro nas diferentes concentracdes de
carbonato de célcio e quanto maior esta concentracdo menor era o indice de
emulsificacdo. O valor maximo alcancado foi 20% para o extrato impuro,
enquanto este trabalho apresentou 42% no indice de emulsificagdo quando
adicionada de 0,1 g/L de CaCOa3.

D) Estabilidade em alta temperatura

Os testes com as solucdes de biossurfatante bruto e parcialmente
purificado apresentaram-se termoestaveis. A Figura 24 mostrou que ndo houve
variacao significativa na atividade emulsificante do querosene de aviagéo nas
solugcbes 7,0 g/L do biossurfatante bruto e parcialmente purificado, quando
expostos a temperatura de 121+1°C por 1 hora, respectivamente 60% e 30%.
Silva et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes com o extrato de
biossurfatante impuro, quando submeteram o produto produzido por

Pseudomonas aeruginosa UCP0992 a mesma temperatura deste trabalho por
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1 hora, aproximadamente 55% de indice de emulsificacdo em querosene de
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Figura 24- Efeito da alta temperatura no indice de emulsificacdo do QAV
pelos extratos de biossurfatantes impuro e parcialmente purificado.

Vale ressaltar que as mesmas solu¢cdes do biossurfatante impuro e
parcialmente purificado, passando por processo de autoclavagem, a
temperatura de 121+1°C por 20 mim, apresentaram uma perda semelhante,
10% no indice de emulsificacdo, em ambas as solugbes (Figura 25). No
entanto, o biossurfatante impuro apresentou resultados melhores que o
parcialmente purificado, obtendo valores maiores que 50% antes e depois do
processo de autoclavacéo.
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Figura 25- Efeito da autoclavacao no indice de emulsificacdo do querosene de
aviacao por solucdes a 7,0 g/L do biossurfatante bruto e parcialmente
purificado.

Devido a consideracdes econdmicas da industria do petréleo, os resultados
acima tornam-se bastante interessantes, visto que nao existe a necessidade de
etapas de purificacdo que € responséavel pelo aumento em 60% do custo da
producédo total de biossurfatantes. Sendo assim o biossurfatante poderia ser
utilizado na sua forma impura, sendo este, formado de caldo de cultura
fermentado (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Portanto, a aplicabilidade do
biossurfatante na sua forma bruta apresentou-se bastante interessante, devido
aos resultados apresentados em altas temperaturas sem etapas de tratamento
prévio, podendo atuar na recupera¢cdo melhorada do petréleo (MEOR).

E) Indice de emulsificacéo de diferentes produtos

Em relacdo ao extrato de biossurfatante impuro o indice de emulsificacdo
do querosene de aviacdo (QAV) apresentou valor significativo, de 64% o0 que
nao ocorreu com o hexano obtendo-se valor relativamente baixo, de 26%
(Figura 26). Para os demais produtos, Oleo cru, 6leo de soja, 6leo de canola e
biodiesel de soja, foram observadas a emulsdo completa das solugdes.
Quando o bioproduto foi parcialmente purificado, os melhores resultados no

indice de emulsificagdo ocorreram em 0Oleo se soja, 6leo de canola e biodiesel
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de soja, respectivamente, 66,6; 58,3 e 62,5%. Em relacdo ao indice de
emulsificacdo em hexano e em querosene de aviacao, os resultados foram
similares, cerca de 28%. Considerando-se os resultado obtidos, convém fazer
um estudo mais profundo da operacéo de purificacdo, a fim de determinar os

motivos que levaram ao abaixamento a atividade emulsificante.
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Figura 26- indice de emulsificacdo de diferentes matérias-primas pela

solucéo a 7,0g/L de biossurfatante puro e impuro.

Abdel Mawgoud, Abouuwafa e Hassouna (2009) em estudos realizados
com solu¢bes de ramnolipidio produzido por Pseudomonas aeruginosa BS20 a
partir de 6leo de soja apresentaram indice de emulsificacdo do extrato de
biossurfatante impuro, em torno de 60%. No entanto o ramnolipidio ndo obteve
sucesso na emulsificacdo de matérias-primas de outras fonte vegetais,
diferentemente deste estudo que apresentou resultados de 100% de
emulsificacdo para o extrato impuro e parcialmente purificado. O indice de
emulsificacdo em 6leo cru apresentou-se significativamente diferente nos
extratos parcialmente purificado e impuro, respectivamente 38,8 e 100%. Pode-
se concluir que o extrato de biossurfatante impuro foi mais eficiente em

diferentes compostos do que o parcialmente purificado.

F) Estabilidade em diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) a

diferentes temperatura
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A preocupacdo com a melhoria na producdo do Oleo cresceu,
principalmente com a descoberta de novas reservas em um campo de petréleo
chamado Pré-sal, encontrando-se abaixo de uma camada geoldgica de dois
quildbmetros de espessura de sal. Logo se fez necessario a analise de
experimentos em condi¢cdes semelhantes. Para o melhor entendimento da
resposta do indice de emulsificagdo do querosene de aviacdo em relacdo aos
parametros temperatura e concentracao de sal foi confeccionado um diagrama

de Pareto. Os valores médios das respostas estdo descritos na Tabela 21.

Tabela 21- Resultado da influéncia do cloreto de sddio (NaCl) nas solucbes de
biossurfatante impuro e parcialmente purificado.

Sistemas  NaCl (% m/v) Temperatura (°C) I.LE (%) * I.E(%)*
(7g/L) Impuro Parc.
purificado

1 3,5 50 46,6 32,4

2 55 50 45,4 31,2

3 3,5 100 33,2 24,6

4 55 100 33,2 23,4

5 4,5 75 40 29,2

6 4,5 75 40,6 29,6

*Valores médios das duplicatas
*|.E : Indice de emulsificacao em querosene de aviagdo.

No Diagrama de Pareto (Figura 27), pelo qual foram revelados os efeitos
negativos e positivos, ao nivel de confianca de 95%, verificou-se que o
parametro que mais influenciou no indice de emulsificacdo foi a temperatura.
Entretanto, este efeito foi negativo, ou seja, quando este parametro passa de
um nivel inferior (-1) para um nivel superior (+1) o indice de emulsificagéo foi

diminuido.
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NaCl -1,67705

Figura 28- Diagrama de Pareto do efeito da salinidade e temperatura em
relacdo ao indice de emulsificacdo em QAV.

Vale ressaltar que a concentracdo de cloreto de sédio (NaCl) analisada
isoladamente nas mesmas concentracbes apresentadas na tabela em
temperatura ambiente, ndo obtiveram mudancgas significativas (Tabela 21).
Pesquisadores utilizando ramnolipideos de diferentes cepas de Pseudomonas
aeruginosa, P. aeruginosa UCP0992 e P. aeruginosa BS20 também
observaram uma constancia nos valores dos resultados em média 60 % e 35%,
respectivamente, quando analisadas concentracées que variaram de 2,0 a 6,0
% (m/v) de cloreto de sbédio. O respectivo trabalho obteve média de 36% no
indice de emulsificacdo para o extrato impuro e 30% para o extrato
parcialmente purificado.

5.6. Andlises instrumentais

A) Andlise Termogravimétrica (TGA)
A analise termogravimétrica se baseia no estudo da variacdo de massa
de uma amostra resultante de uma transformacao fisica (sublimacao,

evaporacao, condensacao) ou quimica (degradacao, decomposicdo, oxidacao)
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em funcéo da temperatura. E um processo continuo que envolve a medida da
variacdo de massa de uma amostra em funcao da temperatura ou do tempo a
uma temperatura constante. Com o resultado € possivel caracterizar o perfil de
degradacdo de polimeros e muitos outros materiais. A termogravimetria
derivada DTG indica as temperaturas correspondentes ao inicio e ao instante
em que a velocidade de reagdo € maxima e auxiliam na visualizagéo de curvas
termogravimétricas (MOTHE e AZEVEDO, 2009).

Na tentativa de purificar os extratos para melhor visualizacdo do
polimero na curva termogravimétrica, ap0s a extracdo do bioproduto, foi
realizada purificacao utilizando precipitacdo com etanol a temperatura ambiente
e filtracAo em membrana de pequena porosidade (0,8um) em ambos o0s
extratos.

A Figura 28 mostra as curvas termogravimétricas (TG) além das curvas
termogravimétricas derivadas (DTG), das amostras do extrato de biossurfatante
parcialmente purificado (a) e impuro (b). Observou-se um padréo diferenciado
na curva termogravimétrica do extrato de biossurfatante parcialmente purificado
(Figura 28b) quando comparada a curva termogravimétrica do extrato impuro,
principalmente no que diz respeito ao residuo formado a 700°C, que sugere
uma grande quantidade de material inorganico, cerca de aproximadamente
68%. O extrato impuro (Figura 28b) apresentou o residuo final de cerca de
14,55%.

A umidade se mostrou diferente para as duas curvas, em torno de 11%
no extrato impuro e 6,3% no extrato parcialmente purificado. A temperatura
inicial de decomposicao variou para o extrato impuro (264,5°C curva b) quando
comparada ao extrato parcialmente purificado (128,31°C curva a). Sabe-se que
a temperatura inicial indica a estabilidade térmica de um determinado
composto. Quanto mais elevada esta temperatura menor sera a degradacéo
(MOTHE e AZEVEDO, 2009).
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Figura 28 — Curvas termogravimétricas do extrato de biossurfatante impuro (a)
e parcialmente purificado (b).

Assim como o descrito por dos Santos (2010), o polimero produzido em
seu trabalho também se encontrava na faixa de temperatura de degradacéo

entre 200°C e 300°C. A Figura 29 comprova que a presenga do polimero ocorre
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no extrato impuro, isto €, no que permanece com as células. O extrato
parcialmente purificado, isto €, aquele cuja auséncia de células apds a
precipitagdo com etanol e a filtragdo em membranas, apresentou apenas
residuos inorganicos, quanto mais a cima do eixo da temperatura maior a

concentracdo de inorganicos.
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Figura 29- Grafico comparativo entre as duas curvas termogravimétricas do
extrato impuro(a) e parcialmente purificado(b).
B) Analise espectrofotométrica na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) é uma técnica de
inestimavel importancia na analise organica qualitativa, sendo amplamente
utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacoes

organicas.

Esta € uma metodologia que detecta similaridades ou diferengas nas
estruturas quimicas dos compostos. Pode ser usada para a quantificacdo dos

biossurfatantes, pois a grande maioria possui um radical carbonila, ligacao
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%Transmittance

éster ou acido carboxilico, os quais absorvem energia na regiao infravermelha
do espectro eletromagnético.

Os espectros FTIR do biossurfatante parcialmente purificado e impuro
foram comparados ao espectro obtido do biossurfatante sintetizado por
Candida glabrata (ANDRADE, 2010) além da comparacdo com a literatura
(LOPES E FASCIO, 2004). As duas areas preliminares para serem examinadas
em um espectro sdo as regides de 4000 a 1300 cm-1 e de 900 a 650 cm-1
onde estdo situadas as absorc¢des de grupamentos funcionais importantes.

A analise das principais fungdes do extrato impuro (Figura 30 a) apresentou
as bandas 1743 e 1639, funcdo carbonila; 2924 e 2854, funcdo &cido
carboxilico; 3261, funcédo amida; 3261, funcdo amina e 1743, funcédo éster. O
extrato parcialmente purificado (Figura 30 b) apresentou auséncia da funcéo
éster e acido carboxilico, apresentando a banda 1654, referente a funcao
carbonila e a banda 3227 referente a funcdo amina. Os dados obtidos estdo de
acordo com Andrade (2010) e confirmam a presenca do bioproduto no extrato
impuro, devido a presenca do radical carbonila, ligacdo éster ou &cido
carboxilico, os quais absorvem energia na regido infra-vermelho do espectro

eletromagnético.
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Figura 30- Espectrofotometro na regiéo do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) do extrato impuro e parcialmente purificado sintetizado por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678.

5.8. Aplicacdo do biossurfatante impuro em solo contaminado com
compostos hidrofobicos

O tratamento foi realizado com o extrato do bioproduto parcialmente
purificado e impuro, sendo este nas concentracdes da CMC e cinco vezes
maior que a CMC.

O extrato impuro sintetizado por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678, foi
aplicado em solo franco-argiloso, oriundo de Sdo Paulo, contaminado com 6leo
diesel, de acordo com Silva et al. modificado (2010). O resultado de
biorremediacdo apresentou valores significativos sobre a remocédo do 6leo
diesel em solo franco-argiloso, obtendo 99% de remocao, no sistema que foi
aplicado a concentracdo micelar critica (7g/L). Com cinco vezes a
concentracdo micelar critica a porcentagem de remocdo do 6leo diesel foi
apenas de 13%, provavelmente devido a formacao de micelas.

Andrade et al.(2010) trabalhando com meio de cultivo contendo
biossurfatante em contado intermitente com células de Candida lipolytica e
Candida glabrata foi capaz de remover respectivamente, 81,7% e 95,7% de
6leo pesado no solo.

5.9. Extracédo de lipideos

Lima, J.R.C./Fevereiro 2014



A partir das melhores condi¢cdes observadas nos experimentos: pH=6;
50g/L de glicerol bruto; temperatura de 30°C; aeracédo 2,0vwvm e 800 rpm de
agitacao, realizou-se uma batelada em biorreator com capacidade de 3 litros,
para analise de “Single Cell Oil’, também conhecidos como lipidio de célula
Gnica, em periodos de 24 horas.

Foi verificada producédo de lipideos pelas células de Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678, observando uma reserva maxima de lipidio de 2,70 g/L com
42,7% (m/m massa seca), acumulado nas células da levedura em 72 horas de
processo. Esses lipideos foram determinados como lipideos totais, podendo
estar presentes tanto no interior das células quanto sendo constituintes da sua
estrutura extra-celular. A tabela 22 apresenta os dados quantitativos originados
pela Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 a partir da cinética em meio de cultivo

contendo 50 g/L de glicerol bruto em relagéo a producéo de lipidio.

Tabela 22- Dados quantitativos relacionados a producao de lipideos por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678.

Tempo de S, L max Lipidio % Yus Xmax

E)r:;)cesso (L™ (gL (99™) (99™) (gL™)
0 0 0 0 0 0
24 9,83 2,36 46,27 0,05 5,10
48 10,45 2,55 42,85 0,06 5,95
72 11,53 2,70 42,72 0,07 6,32

Condicdo do experimento: pH6+1, 800 rpm, 2,0 vwm, 30°t1 °C, 50 g/L de substrato inicial e
6,2x10* cél/mL de inéculo inicial.

Com o aumento da producéo de biomassa ocorreu aumento significativo
na producdo de lipideos. Quando a biomassa (Xmax) alcancou valores de
6,32g/L, obtivemos valores maximos de lipideos de 2,70g/L. A porcentagem de
acumulo de lipidio em relacdo ao massa seca de células manteve uma faixa
em torno de 40%, informacg&o interessante ja que confirma a potencialidade do
micro-organismo em acumular lipideos (BEOPOULOS et al., 2009).
Papanikolaou e colaboradores obtiveram valores semelhantes de rendimento
do produto em relagdo ao substrato (Yys) que o presente trabalho,
respectivamente 0,08 e 0,07.

De acordo com o resultado da analise da amostra inicial por cromatografia

em camada fina (Figura 31), podem-se observar diferentes classes lipidicas,
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incluindo os triglicerideos, classe, na qual estdo localizados os acidos graxos.
Com tal resultado, pudemos verificar que o micro-organismo em questao foi
capaz de produzir &cidos graxos em todos os intervalos observados, quando
comparado com os padrfes testados, que possuem em sua COMPOSIcao
diferentes acidos graxos. Essa producdo pode ser confirmada, uma vez que 0s
compostos produzidos possuem RFs (indice de retencdo) proximos aos do
padrdo utilizado, referente a triglicerideos.

———

r ® ﬂ

Mg

Triglicerideos —» L L '.!

.

® "
- l,l‘i -

Padrbes: 1- 60leo de soja; 2- azeite de oliva; 3- fosfatidiletanolamina; 4- acido
fosfatidico; 5- palmitato de colesterol; 6- colesterol; 7- Amostra 24h; 8-amostra
48h; 9- amostra 72h. Revelado em vapor de iodo e solu¢cdo de molibdénio em
H>SO4,
Figura 31- Cromatografia em camada fina de lipideos totais produzidos pela
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678
A partir desse resultado inicial, as amostras foram submetidas a dois

fracionamentos em coluna de silica gel 60. O primeiro fracionamento foi
realizado usando os solventes cloroférmio:acetona:metanol, cuja fase eluida
com a acetona e contendo os compostos de interesse, foi submetida a um
outro fracionamento, visando uma purificacdo mais refinada dos compostos de
interesse (os triglicerideos). Essa purificacdo foi realizada, também, em coluna
de silica gel 60, mas utilizando outro sistema de solventes: éter de petroleo
/éter etilico nas propor¢gbes 100:0, 95:5, 90:10, 80:20, 0:100 (v/v), com maior
afinidade a esses compostos. As fragbes eluidas que apresentaram o grupo
lipidico puro de interesse, os triglicerios, foram unidas e pesadas. Apoés

pesagem, verificou-se que a amostra obtida em 48 horas possuia um valor
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aproximado de 300,5mg/L de triglicerideos, enquanto as demais amostras
apresentaram uma quantidade de aproximadamente 18mg/L de triglicerideos
produzidos (Figura 32).

Tarrowialivohtica IMUFRJ 50678

Fasesuperior
(descartada)

Extrato lipidico bruto < Panicio dz Folch
e Fase inferior

CHCI, acstora )20
- -
I
Purificagdo

1821 00 el 1821
.D%;- o meL v

Figura 32- Resultados da extracéo e purificacdo do extrato lipidico bruto

para a obtencéao de triglicerideos purificados.

ApoOs a purificacdo da fracdo de triglicerideos, que possuiam Rf
semelhantes ao dos padrbes de 6leo de soja e azeite de oliva foram
submetidos a processo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa (CG-MS) para identificacdo dos metil ésteres de &cidos graxos.
Primeiramente a identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacao
de tempo de retencdo dos componentes da amostra com a dos padrdes
auténticos dos ésteres metilicos dos acidos graxos. Vale ressaltar que a
analise ndo possibilitou a observacdo dos componentes dos triglicerideos, isto
€, ndo se pode afirmar pela técnica usada se o triglicerideo é formado por um
anico acido graxo (simples) ou por mais de um acido graxo (misto). A Figura 33
a seguir apresenta os cromatogramas nos tempos de 24, 48 e 72 horas e 0s

respectivos acidos graxos produzidos e seus percentuais.
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Figura 33- Cromatograma nos diferentes tempos com o percentual dos acidos
graxos sintetizados pela Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678

A tabela 23 apresenta as os 3 ions moleculares identificados pela

técnica de MS, sendo m/z 270, 298, 296 [M]. Juntamente com esta tabela, a

Figura 34 corrobora com o0s picos visualizados nos cromatogramas, visto que

cada acido apresentou uma fragmentacdo especifica, assim como seus

principais fragmentos.
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Tabela 23- Principais fragmentos dos diferentes acidos graxos presente na

amostra.

Acidos Representacgéo Principais fragmentos (m/z)
graxos
AC. C16:0 55,
palmitico 57,73,75,87,101,129,143,171,199,227,270(M+)
Ac. Ciso 55,57,74,75,87,83,101,129,143,157,185,199,255,
Estearico 298(M+)
Ac. Oleico Cisa 55,69,81,96,98,110,135,265,296(M+)

Fonte: elaboragédo prépria

Os fragmentos de massa foram comparados ao descrito por Tim et al.
(1982) para corroborar os cromatogramas, afirmando a presenca dos acidos a
cima citados. Observar-se que os fragamentos mais abundantes ocorrem em
m/z 50 e m/z 100. A Figura 34 apresenta as principais massas dos fragmentos
observados no espectrémetro de massa referente aos acidos palmitico (a),
esteérico (b) e oleico (c) e as estruturas que os representa. De acordo com
Thurnhofer e Vetter (2005), os acidos graxos saturados sdo determinados pela

m/z 87, acidos graxos insaturados pela m/z 74 e os poli-insaturados pela m/z

79 e m/z 81 (Figura 35).
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Figura 34- Resultado do MS- referente aos acidos palmitico (a), esteérico (b) e

oleico (c).
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(@) Formacéo de m/z 74 via re-arranjo McLafferty ; (b) formacao de m/z 87
por clivagem; (c) estrutura proposta para m/z 81 e (d) estrutura proposta

para m/z 79.
Fonte: Vetter e Thurnhofer, 2005
Figura 35- Estruturas selecionadas para determinacdo dos acidos graxos.

O aparecimento desses fragmentos citados corroboram 0s
cromatogramas e afirmam os acidos como sendo, palmitico, estearico e oleico.
Papanikolaou et al.(2008) observaram em estudos com Mortierlla isabelina,
utilizando glicerol bruto, que os principais acidos graxos sintetizados foram o
oleico, linoleico, palmitico, assim como, acidos em menores concentracdes
como, o estearico, palmitoleico e Y- linolénico, sendo o ultimo produzido nos
momentos inicias do crescimento.

Neste estudo, o micro-organismo Yarrowia lipolytica IMURFJ 50678,
sintetizou os acidos oleico, estearico e palmitico. Em 24 e 72 horas de
processo, houve maior concentracdo de acido oleico, diferentemente do
processo em 48 horas que apresentou maior concentracdo de acido palmitico .
Vale ressaltar que sé foram testados neste estudo os acidos a cima citados,
portanto os percentuais que eventualmente venha a faltar ndo invalidaram o
estudo.

Comparando com outros micro-organismos na literatura, percebemos
gue assim como os demais, a levedura em estudo foi capaz de acumular
grandes percentuais de &acido estearico e oleico. No entanto quando
comparada a cepas da mesma espécie, Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678,
apresentou maior acumulo dos acidos oleico, palmitico e esteéarico, assim como

maior percentual de lipidio por massa seca (Tabela 24).
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Tabela 24- Porcentagem lipidica e perfil dos acidos graxos em leveduras

Acidos graxos

Espécie Lipidio Cl16:0 Ci18.0 cC1i8:1
(% 9g™)
Cryptococcus 58 25 10 57
curvatus
Candida sp. 107 42 44 8 31
Lipomyces 63 34 5 51
starkeyi
Yarrowia 6-14 16 12 40
lipolytica
Yarrowia 36 11 1 28
lipolytica
Yarrowia 43 20 25 55
lipolytica

IMUFRJ 50678

Assim sendo, convém enfatizar que a levedura Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50678 foi capaz de sintetizar compostos com possivel valor comercial,
podendo ter diversas aplicacdes industriais, tais como, biossurfatante na
recuperacao terciaria de petréleo, uma vez que ndo é necessaria a purificacao
do extrato obtido, se tornando mais interessante do ponto de Vvista
biotecnoldgico. Ja os acidos graxos, ap0s purificacdo, podem ser empregados
na indastria de alimentos, visto que a levedura produz uma porcentagem
interessante de acidos graxos, 0os quais podem originar acidos poli-insaturados
de grande valor. Logo, a cadeia de producdo de biodiesel se apresenta
economicamente viavel, visto que seu coproduto produzido em larga escala,

podera apresentar valor econémico.
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Capitulo 6

Conclusodes

v' Testes preliminares apontaram levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678
capaz de sintetizar acidos organicos em maior quantidade dentre as demais
linhagens, produzindo 9,28 g/L de acido oxalico e 2,79 g/L de &cido citrico
em meio contendo glicerol P.A. As linhagens também sintetizaram acido a-

cetaglutarato em menores quantidades;

v' A levedura apresenta-se como um micro-organismo capaz de acumular

lipideos em um nivel significativo (0,42 g de lipideo/ g de massa seca);

v" Nas condi¢bes de pH 6, concentracao de indculo 10% e concentragéao inicial
de 30 g/L de glicerol foram obtidos os seguintes rendimentos : Y gy/gioi =0,67
0/9; Ycilgot =0,02g/g e Y (/x = 0,429/0;
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v" Em 48 horas de processo o sistema com pH 6, 30g/L de glicerol e 10 % de

in6culo apresentou o melhor crescimento celular 6,3 g/L;

v' O sistema com pH 6, concentracdo inicial de 30g/L de glicerol e
concentracdo de inoculo 20%, apresentou uma diminuicdo de tensao
superficial de 40,16% e um indice de emulsificagdo para QAV de 64,31%
em apenas 48 horas de processo;

v" A levedura IMUFRJ Yarrowia lipolyca 50678 apresentou-se como potencial
produtor de biossurfatante, jA que apresentou uma DTS superior a 33% em

alguns sistemas;

v" Alguns sistemas com pH 6, concentracdo inicial de 50g/L de glicerol,
indiferente da concentracéo inicial da biomassa apresentaram 100% de
consumo de glicerol com 96 horas de processo, com 48 horas de processo
alguns sistemas ultrapassou 70% de consumo de glicerol, enfatizando o

enfoque industrial,

v Com aproximadamente 96 horas de processo observou-se a ocorréncia
maxima de biossurfatante havendo reducdo de tensdo superficial de 72
mN/m da agua para 34,2 mN/m, porém a levedura n&o produziu

biossurfatante extracelularmente;

v' Obteve-se um rendimento para o ensaio em biorreator de 0,88 g de produto
bruto/g de substrato;

v" Os espectros FTIR do extrato de biossurfatante apresentaram grupamentos

carbonila; carboxilico; amida; amina e éster;

v A técnica de termogravimetria mostrou que o biossurfatante esta agregado

as células;

v' Observou-se um padréo diferenciado na curva termogravimétrica do extrato
de biossurfatante puro quando comparada a curva termogravimétrica do
extrato bruto, principalmente no que diz respeito ao residuo formado a

700°C, que sugerindo uma grande quantidade de material inorganico,
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aproximadamente 68%. No extrato purificado o residuo final ficou em torno
de 14,55%.

6.1 Observacodes:

v Em relacdo a variavel indice de Emulsificacdo, o grafico de Pareto
apresentou os parametros pH e interacdo do pH com a concentracao inicial
de indculo como parametros significativos. No grafico de efeitos os niveis
mais baixos de pH e da concentracao inicial de glicerol, assim como os

niveis mais altos apresentaram valores minimos para esta variavel.;

v" Em relacao a variavel Diminuicao da Tensao Superficial, o grafico de Pareto
apresentou os parametros pH e concentracdo inicial de in6culo como

parametros significativos;

v' As variaveis independentes analisadas (concentracdo inicial de glicerol,
concentracdo inicial de biomassa e pH) estatisticamente apresentaram

influéncia insignificante em relagdo a concentracéo inicial de glicerol;

v' O processo ocorreu em pouco tempo, 96 horas, utilizando meio mineral e
glicerol sem alimentag&o adicional, gerando  significativamente um baixo

CUSto a0 processo;

v' Apl6s andlise de alguns parametros em biorreator, observou-se que as
melhores respostas relacionadas ao indice de emulsificagdo ocorreram em
temperatura de 30+1°C, 2,0 vwm de aeragdo e 800 rpm de agitagdo. As
respostas apresentaram IE;;%= +50% para QAV, consumo de glicerol

superior a 50% e massa seca aproximada de 2,0g/L;

v" A levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50678 produziu biossurfatante a partir
de glicerol bruto e o0 meio fermentado apresentou IE,4%= 100 para biodiesel,

Oleo cru, 6leo de soja e 6leo de granola e IE24%= 64 para QAV.

v O extrato de biossurfatante bruto e o puro nao sofreram alteracbes

expressivas quando exposto a altas temperaturas por tempos distintos e em
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relacdo ao processo de autoclavagem, em ambos houve perda de 10% no

indice de emulsificacao;

v A atuacdo do biossurfatante na sua forma bruta foi estavel quando
submetido a altas temperatura (100°C), sendo indicado para recuperacdo
melhorada do petréleo (MEOR);

v" Os indices de emulsificacdo do QAV foram constantes em presenca de 0,1
1,0 g/L de CaCOsg, ocorrendo uma diminuicao significativa na presenca de
10g/L;

v' O extrato de biossurfatante na CMC (7g/L) removeu 99% do 6leo diesel em

solo franco-argiloso;

v Em 72 horas de processo observou-se uma producédo maxima de 2,7g/L de
lipidio total. Sintetizando &cidos oleico, estedrico e palmitico, sendo o

primeiro o de maior significancia (55 %).

6.2 Sugestédo para trabalhos futuros

v' Purificar o biossurfatante, podendo assim identifica-lo;

v Aplicar o biossurfatante em solos contaminados decorrentes das atividades
relecionadas a industria do petréleo;

v' Testar o biossurfatante em sistemas verossimeis ao encontrado em pocos
de petroleo maduros;

v Aplicar o biossurfatante em sistemas para inibir a formacao de biofilme;

<\

Purificacdo dos acidos graxos obtidos;
v' Aplicacdo dos &cidos graxos na alimentacdo de animais de diversas

espécies.
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