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SUMARIO

Recentes avangos da Biotecnologia na ultima década fizeram com que
hovesse um significativo crescimento de interesse no desenvolvimento de

métodos biologicos para a produgdo de certos compostos em escala industrial.

Pesquisas na produgdo de Biosurfactantes produzidos por
microorganismos tem tido um grande aumento nos ultimos anos, jé que os
biosurfactantes tem inGmeras aplicagbes nos mais diversos segmentos
industriais , podendo ser utilizandos como emulsificantes, estabilizadores de
emulsio, detergentes, solubilizantes de sélidos dispersos, inibidores de
corrosdo, além de terem vantagens sobre os sintetizados gimicamente por
serem biodegradaveis, serem mais efetivos e especificos, e usualmente ndo 530
tOXICOoS.

Na indtstria alimenticia os biosurfactantes tem grande aplicagdo, j& que
esta é considerada uma das maiores consumidoras de emulsificantes. Eles
podem ser utilizados pelas indistrias de panificagio, a qual emprega os
emulsificantes de tal forma que estes aumentem a aderéncia do amido a
proteina, controlando a consisténcia e textura do produto, retardando o
envelhecimento do produto e também podendo ser utilizados para solubilizarem
“flavors” oleosos. Além das inddstrias de panificagdo, os biosurfactantes
podem atuar na limpeza de plantas de indastrias alimenticias, removendo
residuos oleosos resultantes dos processos de fabricagfio, sendo utilizados pas
industrias de dleos, bebidas, frutas e vegetais e nas industrias que produzem
derivados carneos, atuando tanto na limpeza industrial como no melhoramento

da textura de produtos carneos emulsionados, produzindo uma melhor interacdo

il



com as proteinas, melhorando a textura ¢ ajudando na formacdo da emulsfo,

como no caso das salsichas.

No entanto, a producdo de biosurfactantes tem desejos a serem vencidos
como a baixa concentragio de produto final obtida no meio de fermentagdo,

raramente excedendo a 10g/l.

Este trabalho teve por objetivo, a selegdo de microorganismos capazes
de produzirem extracelularmente biosurfactantes, bem como o estudo do
processo fermentativo para a melhor linhagem selecionada (T°, pH,
concentragio de fonte de carbono, concentragio de NaCl) e como estas
influenciam tanto no crescimento do microorganismo quanto na quantidade de

surfactante produzido.
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SUMMARY

Recents Advances in Biotechnology in the last decade have lead to a
significant growth of attention to developments n biological sciences for

production of a certain compounds on an industrial scale.

Research on biosurfactants produced by microorganisms has increased
greatly in recent years, since such biosurfactants have many applications in
several industrial sectors, being used as emulsifiers, emulsion stabilizers,
detergents, water binding agents and corrosion inhibitors. They also show
advantages over chemically sinthesized compounds since they are

biodegradable, more specific and effectives and usually non - toxic.

In Food Industries, user of biosurfactants show great applicability, being
is one of the major emulsifiers. These emulsifiers can be used by the Bakery
Industry, which applies them to increase the aderence of starch to protein,
controlling the rheology and texture of the products, delaying aging and also
solubilizing flavors. Biosurfactants can also be used in the cleaning of food
processing plants, removing fat residues resulting from the manufacturing
processes, such as the production of vegetable oil, beverages, fruits, vegetables
and meat products. In the latter case they can also modify the texture of the
products, producing a better interaction with the proteins and arding in the

formation of the emulsion sausages.

However, the production of biosurfactans presents some difficulties, for
example, low concentration in the final products obtained through fermentation

rarely exceding 10g/1.

xiv



The objective of this research was the selection of microorganisms
producing, extracellular biosurfactants and the study of the fermentative
process of the best strain, establishing the optimum fermentation conditions
(T°, pH, concentration of glicose, concentration of NaCl) and how these
parameters influence cell growth and the variation in the amounts of surfactants

produced.
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1. INTRODUCAO

Surfactantes sfo compostos que possuem em sua molécula duas
partes funcionais: uma parte hidrofilica, polar e uma hidrofébica, apolar,
geralmente lipofilica. S80 chamados de biosurfactantes, quando estes
compostos sfo produzidos por microorganismos, leveduras, bactérias e
fingos durante um processo fermentativo. O biosurfactante produzido pode
ser excretado no meio de cultura ou pode ser produzido intracelularmente
pela célula, dependendo dos microorganismos e do meio de cultura
utilizado.

Geralmente os biosurfactantes sfio divididos em cinco classes de
compostos: glicolipides, scidos micélicos, complexos de polissacarideos e
lipideos, lipoproteinas - lipopeptideos, fosfolipideos. Também pode ocorrer
modificacdo da parede celular do microorganismo, a qual passa a adquirir
propriedades tensoativas. Tais classes de compostos s@o definidas de acordo
com o balango entre os componentes hidrofilicos e hidrofobicos presentes na
molécula do biosurfactante produzido. A tabela I descreve exemplos de
biosurfactantes produzidos por microorganismos e o tipo de surfactante

produzido .



Tabela 1: Microorganismos produtores de biosurfactantes e tipo de

composto produzido

Microorganismo

Tipo de Surfactante Produzido

Torulopsis bombicola
Pseudomonas aeruginasa
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Arthrobacter paraffineus
Arthrobacter
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas sp. MUB
Torulopsis petrophilum
Candida tropicalis
Corynebacterium lepus

Acinetobacter calcoaceticus

glicolipide (soforose lipide)
glicolipide (ramnose lipide)
lipoproteina (surfactina)
lipoproteina (surfactina)
sacarose e frutose glicolipides
glicolipide
glicolipide (rammnose lipide)
glicolipide (ramnose lipide)

glicolipide e ou proteina

complexo polissacarideo - acido graxo

acidos corinomicolicos

lipopeptideo intracelular

Fonte: Kosaric et alii (1987)



1.1 Propriedades des Biosurfactantes

Quanto as propriedades que caracterizam os biosurfactantes como
compostos tensoativos, podemos citar:
- Os biosurfactantes podem ser idnicos ou ndo-idnicos, podendo ser soliveis
em solventes como o metanol, cloroformio, acetato de etila, diclorometano e
éter etilico.
- Apresentam a capacidade de abaixar a tensdo superficial do meio de
cultura e a tensio interfacial entre a dgua e compostos hidrofobicos.
- Capacidade de formagdo de micelas onde, em solu¢io as moleculas de
surfactantes tendem a se agregar umas com as outras, o que implica na
reducdo da tensdo superficial até se atingir a concentragfo micelar critica
(CMC) .

A tabela II ilustra alguns exemplos destas propriedades dos
biosurfactantes :

Tabela II. Exemplos de propriedades de surfactantes produzidos por

MICrocrganismos :
Surfactante  Tensdio Superficial CMC Tensdo CMC
Minima (mN/m) {mg/1) Interfacial {mg/M)
Minima(mN/m)
Trealose-6-
corinomicolato 39 1 16 5
Raminolipide
RL1 27 10 <1 5
Manose-6-
corinomicolato 40 5 19 50
Maltose-6-
corinomicolato 33 1 1 20

Fonte: Kosaric et alii (1987)
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1.2 Biosurfactantes Produzidos por Leveduras

Geralmente as leveduras sdo caracterizadas por produzirem
biosurfactantes extracelularmente, principalmente quando crescem em meios
de cultura contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono ou como fator
estimulante para a producéo de tais compostos.

Um exemplo disso, € a levedura Candida petrophilum, a qual quando
cresce em n- hexadecano, excreta no meio de cultura um emulsificante com
uma molécula proteica rica em [-Asp, L-Glu, L-Ala e L-Leu (Iguchi te
alli,1969). Outra levedura, a Endomycopsis lypolifica Y-13, uma levedura
que possue ascopéros, utiliza n-dodecano e n-alcanos para produzir
biosurfactantes (Roy et alli,1979).

Surfactantes de estrutura pequena e bem definida sdo formados por
espécies de Torulopsis. A levedura Torulopsis magnoliae quando cresce em
meio de cultura contendo glucose, extrato de levedura e uréia produz

principalmente dois tipos de glicolipides (Gorin et alli,1961).



1.3 Produgfo de Biosurfactantes

1.3.1 Imtroducio

Os biosurfactantes podem ser produzidos extra ou intracelularmente.

A produgdo do biosurfactante em ambos os casos ¢ induzida pela
adi¢fio ao meio de cultura de compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos,
4cidos graxos € Oleos vegetais. Além disso, os biosurfactantes podem ser
produzidos sob condi¢Oes limitadas de nitrogénio, cations multivalentes e
sob condigdes limitantes de crescimento como pH e teroperatura.

Outro método bastante importante na producdo de biosurfactante € o
chamado ‘Resting Cells”, que consiste em primeiro cultivar o
microorganismo sob condi¢bes 6timas de crescimento, e a segulr a massa
celular é transferida para um meio sob condi¢des especiais, as quais
induzem a produgio de metabOlitos secundérios por parte do

microorganismo durante sua fase estacionaria.

1.3.2 Produciio de Biosurfactantes em Meio Contendo Hidrocarbonetos

Muitos microorganismos sfio capazes de crescer em meio de cultura
contendo hidrocarbonetos como tinica fonte de carbono. Leveduras e fungos
preferem degradar hidrocarbonetos saturados como os alcanos enquanto as
bactérias preferem os hidrocarbonetos insaturados € os arométicos.

O principal problema da degradaciio dos hidrocarbonetos atraves dos
microorganismos ¢ a insolubilidade destes compostos em agua, o que

contraditoriamente é o que estimula a produgfo do biosurfactante.



As enzimas microbianas capazes de degradar os hidrocarbonetos e
utiliza-lo como fonte de energia sdo integradas & membrana citoplasmatica,
o que obrigaria a entrada de tais compostos para o interior da célula para
que estes pudessem ser metabolizados, no entanto 0S MiCroOTganismMos
resolveram facilmente este problema. No primeiro caso, é excretado um
composto que provoca a emulsificagdo do hidrocarboneto no meio de
cultura,como ocorre com vérias espécies de Torulopsis (Cutler & Light,
1979: Cooper & Paddock, 1984; Spencer et all1968)e Pseudomonas
(Guerra-Santos et alli,1984) e no outro ocorre uma alteragdo de estrutura da
membrana celular, sintetizando surfactantes ndo -ibnicos agregados a parede
celular, como € o caso da Candida lypolitica e Candida tropicalis (Osumi et
alli, 1975; Fukui & Tanaka, 1981).

Em ambos os casos citados, o principal objetivo da produgéo extra ou
intracelular de biosurfactantes é facilitar a difusfo passiva do hidrocarboneto
para o interior da célula.

No entanto, hidrocarbonetos de cadeias inferiores a 14 carbonos, por
possufrem uma certa solubilidade no meio de cultura, fazem com que seja
possivel o crescimento do microorganismo no meio sem que seja necessaria
a produgio de biosurfactante, jd4 que tfals compostos acabam sendo
metabolizados por mecanismos comuns. No enianto, a producdo do
biosurfactante, tendo estes compostos como indutores, pode ocorrer,
dependendo do tipo de microorganismo.

Hidrocarbonetos com cadeia constituidas de mais que 20 carbonos,
dificultam a acdio dos microorganismos, j& que os hidrocarbonetos durante
sua degradacdo sofrem oxidagdio nas partes terminais da cadeia, cujo
aumento de tamanho exigiria também ataques ao meio dela, o que difilculta

mais sua acéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

YOUNG et alii (1971) estudaram o crescimento de Candida Lypolitica
ATCC 8661 em meio simples contendo n-dodecano como fonte de carbono em
fermentagio continua. O objetivo deste estudo foi avaliar experimentalmente 0
efeito das condicdes do processo fermentativo na composigdo celular,

velocidade de crescimento e demanda de oxigénio nas células.

PAREILLEUX (1979) estudou uma linhagem de Candida Lypolitica a
gual mostrou ser produtora de um polfmero com propriedades emulsificantes
quando cresceu em meio contendo n-tetradecano ou uma Inistwa de
hidrocarbonetos de cadeia linear. Os polimeros recuperados do meio de
fermentagiio foram préviamente caracterizados como moléculas complexas

tendo em suas estruturas proteinas, lipideos e uma molécula de carboidrato.

ROY et alii (1979) estudaram uma caracterizacdo comparativa do
fenbmeno que envolve a emulsificacdio € solubilizagdo de hidrocarbonetos
durante o crescimento da levedura Endomycopsis lipolytica em n-alcanos e
alcenos, onde dois mecanismos tem sido propostos como possiveis causas da
emulsificacdo e solubilizagdo de hidrocarbonetos por compostos com superficie
ativa produzidos por microorganismos. Foi medida a atividade do
biosurfactante produzido em meio de cultura contendo alcanos e alcenos. Um
meio de cultura isento de células foi colocado em contato com 2% de
hidrocarbonetos, cuja mistura foi agitada vigorosamentie por um minuto, e a
seguir foi medida a absorbincia da amostra em intervalos de 3 horas a 610 nm
a fim de se avaliar a turbidez da emulsfo formada pela mistura do meio de

cultura com o hidrocarboneto a ser emulsificado.



COOPER et alii (1979) estudaram ¢ crescimento de uma linhagem de
Corynebacterium lepus em fermentador de bancada, utilizando querosene
como fonte de carbono. Foram feitas medidas da concentracfo micelar critica
{(CMC) indicando uma apreciavel produco de biosurfactantes, a qual é
definida como a concentragfio necessiria de biosurfactante para que haja
formacdo da micela . Apés esta concentracdio a quantidade de biosurfactante
produzido pode continuar aumentando mas nfio hd mais abaixamento da tenséo
superficial do meio. A CMC foi calculada diluindo- se o meio de cultura livre
de células sucessivamente ¢ a seguir medindo sua tensdo superficial para cada
diluicio. Apbs a obtencio dos dados, esta foi estimada tragando-se um gréfico
da tensdio superficial versus o logaritmo da concentrag¢do de biosurfactante
presente. As cujas curvas resultantes sdo plotadas e o ponto de cruzamento
entre elas ¢ denominado de concentracdo micelar critica (CMC). A
composicdo do biosurfactante foi analisada por cromatografia em camada
delgada com vérios tipos de solventes . Foi encontrada a presenca de seis

fosfoiipidéos , wm lpopeptideo , um glicolipide e lipideos neutros .

DUVNJAK et alii (1982) estudaram a producfo de biosurfactante
através da linhagem de Arthrobacter paraffineus ATCC 19558 , quando esta
foi inoculada em meio de cultura modificado de sais minerais com
hidrocarbonetos com cadeias de C8 a C17 . A concentracdo miscelar critica
méxima (CMC) foi obtida quando se utilizou hexadecano como fonte de
carbono.

Foram testados meios de culturas contendo apenas hidrocarbonetos ,
glicose ou ambos, como fonte de carbono a fim de se avaliar a producéo de

biomassa e de surfactante nos diferentes meios de cultura.



Os autores observaram que quando se utilizou glicose ao mves de
hexadecano como fonte de carbono, a biomassa produzida foi 60% menor.
Além disso guando se utilizou um meio de cultura contendo 4% de glicose com
hexadecano houve uma diminuigio de 27% para 21% nas concentracSes de
biomassa e biosurfactantes produzidos.

Foi concluido que no processo de produg@o de biosurfactante por esta
linhagem, a glicose pode ser utilizada como fonte de carbono para o
crescimento do microorganismo, porém o hidrocarboneto deve ser adicionado
posteriormente ao meio de cultura para estimular ento a produgdo de
biosurfactante . Além quando se utilizou apenas glicose como fonte de carbono
o biosurfactante foi ligado & parede das células, e quando se utilizou

hidrocarbonetos, o biosurfactante foi produzido extracelularmente.

ITO & INOUE (1982) estudaram a producdo extracelular de
soforolipides por uma linhagem de Torulopsis bombicola quando esta foi
inoculada em meio de cultura contendo alcanos insoliveis em agua. Uma
estimulago efetiva foi obtida quando se usou hidrocarbonetos de cadeias
contendo de dez a vinte carbonos. Nao foi observada influéncia na produgio de
biosurfactantes por Torulopsis bombicola quando se adicionou ao meio acidos

graxos, glicose, glicerol e 4icoois graxos.

INOUE & ITO (1982) estudaram a possivel fungfo de soforolipides
produzidos por uma linhagem de Torulopsis bombicola, investigando sua
fermentagdo em alcanos. Soforolipides e modelos de compostos
especificamente relatados estimularam o crescimento da linhagem de
Torulopsis bombicola em alcanos insoliiveis e deviam agir como fator de

crescimento especifico.



No entanto, os autores relataram que hd mais de uma maneira da

levedura ser estimulada a incorporar alcanos durante seu crescimento.

KRETSCHMER et alii (1982) estudaram as propriedades tensoativas
de compostos lipofilicos produzidos por uma linhagem de Rhodococcus
erythropolis quando esta cresceu em meio de cultura contendo n-alcanos como
fonte de carbono. Treze componentes foram extraidos de culturas de
Rhodococcus  erythropolis com  diclorometano-metancl, os quais foram
isolados e caracterizados quanto s suas propriedades surfactantes, como 2
tensdo superficial, interfacial e a concentragio miscelar critica . A atividade
interfacial do extrato orgnico foi atribuida ao composto o,a-trealose-6'6-
dicorinomicolatos o qual reduziu a tensdo interfacial de 44mN/m do meio sem
nGculo para 18mN/m. Fosfofatidiletanolaminas, as quais tambeém se
encontravam presentes no solvente orglnico, reduziram a tensio interfacial
para valores abaixo de ImN/m. O composto trealose corinomicplatos, também
produzido por esta linhagem de Rhodococcus erythropolis, teve uma
concentracio critica de micela extremamente baixa quando em solugdes
altamente salinas, e suas propriedades interfaciais também foram consideradas

estaveis quando em pH e concentragdo de fons adequados .

COOPER & PADDOCK (1983) estudaram a capacidade de uma
linhagem de Torulopsis petrophilum em sitetizar um surfactante glicolipide ou
uma proteina emulsificante dependendo do substrato utilizado. As fontes de
carbono utilizadas foram 4% de glicose ou 4% de hexadecano, porém para a
produgdo de glicolipides foi utilizado como fonte de carbono 10% de glicose

com adigio apds o crescimento da linhagem de 9,5% de leo de milho.
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Foi utilizada cromatografia em camada delgada com o sistema de
solvente formado por cloroférmio-metanol-dgua (65:15:2), a fim de se elucidar
a possivel estrutura do glicolipide produzido por esta Iinhag‘em de Torulopsis
petrophilum . Os componentes foram visualizados através da revelacdo do

cromatograma com a-naftol.

RISTAU & WAGNER (1983) relataram a produgfio de ésteres de
trehalose anidnicos de Rhodococcus erythropolis sob condigbes limitantes de
crescimeto. Foi utilizada como fonte de carbono, uma mistura de n-alcanos de
C-14 a C-15 ou querosene. A deficiéncia de nitrogénio, por exemplo, causou a
formagdo de novos glicolipides no meijo de fermentacio . Os resultados
mostraram que sob condigdes controladas de crescimento, a quantidade de
glicolipides aumentou e a composi¢do quantitativa de trahaloselipides pode ser
fortemente influenciada por essas variagles duranie O crescimento de

Rhodococcus erythropolis .

SANTOS et alii (1984) desenvolveram um processo continuo para a
producio de biosurfactante a partir de Pseudomonas aeruginosa DSM2659
com glicose como fonte de carbono . O composto ativo foi identificado como
rhamnnolipides . Foi verificado que a formagao do surfactante ¢ decisivamente
influenciada pela composi¢do e concentragéo dos componentes do meio . Na
presenca de extrato de levedura , a produgdo foi baixa, sendo que 2 produgdo
mais alta foi encontrada utilizando-se nitrato como fonte de nitrogénio ¢ a
proporgdo 6tima carbono : nitrogénio encontrada foi 18 . A concentragdo de
ferro precisou ser minimizada para 27,5 ug de FeSO,.7H,0 por grama de
glicose . Proporgbes de carbono : fosfato menores que 16 foram as que

proporcionaram maior produgdo de rhamnolipides .
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Com um meio contendo 18,2g de glicose por fitro , foi obtida uma
concentragdo de biosurfactante de 1,5 g/l no meio de cultura livre de células ,
que quando comparada com a concentragdo obtida nos processos em batelada ,
foi possivel concluir, de acordo com os autores, que 4 produciio de
biosurfactante nos processos continuos obtida neste estudo foi mais eficiente .
Os autores concluiram que esta produgfo pode ser ainda aumentada através do

desenvolvimento de processos de melhoramento da linhagem .

KOSARIC et alii (1984) estudaram processos para a produgio de
soforose utilizando 4guas residudrias urbanas, devido a rica quantidade de
carboidratos presentes e pelo fato destes serem convertidos em triglicerideos
por organismos oleaginosos, & também por linhagem de Torulopsis bombicola .
Esta linhagem converte estes lipideos em soforolipideos, onde a quantidade

produzida pode variar dependendo da estratégia de produgo.

COOPER & PADDOCK (1984) estudaram dois tipos de fontes de
carbono - carboidratos e Oleos vegetais como fator estimulante para se obter
grandes quantidades de biosurfactantes por Torulopsis bombicola ATCC
22214.

A maioria do surfactante é produzido no final da fase logaritimica de
crescimento. Isto torna possivel que a levedura cresga em uma fonte de carbono
simples e entdo foi adicionado outro tipo de substrato que estimulou & produgéio
de surfactante, a producdo méxima desta ocorreu depois da fase exponencial
de crescimento, ou seja, no inicio da fase estaciondaria. O produto obtido por
esta linhagem , que cresceu nestas duas fontes de carbono, foi caracterizado
como uma mistura de glicolipides. A méxima produgao foi de 70g/l ou 35% do

peso do substrato utilizado.
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MULLINGAN & COQOPER (1985) consideraram a possibilidade de
se usar 4gua residudria que é descartada da secagem de adubo . Esta agua
residudria contém significantes teores de carboidratos glicose, galactose ¢
xilose e alguns aminodcidos como substratos para o crescimento microbiano

para a produgdo de surfactante por Bacillys subtilis.

COOPFR & GOLDENBERG (1987) estudaram duas espécies de
Bacillus sp., a linhagen IAF 343 e a linhagem IAF 346, as quais se mostraram
capazes de produzir biosurfactantes de diferentes estruturas.

A linhagem de Bacillus sp IAF 343 se mostrou capaz de produzir
extracelularmente biosurfactante quando inoculada em meio contendo
substratos insoliveis, cuja produgio de 1g/L foi considerada apreciavel em
relacdo a produgdo da maioria de biosurfactantes anteriormente estudados. No
entanto o lipideo neutro produzido pela linhagem IAF 343 nfo apresentou a
propriedade de diminuir a tens&o superficial da agua. A outra linhagem de
Bacillus cereus, IAF 346, inoculada em meio de cultura de mesma
 composigio produziu um biosurfactante convencional formado por
polissacarideos. O biosurfactante produzido continha quantidades substanciais
de glucosamina, a qual mostrou capacidade de diminuir a tensao superficial da

agua de 72mN/m para 28mN/m.

HOMMEL et alii (1987) estudaram a producdo de uma mistura de
biosurfactantes soliiveis em dgua por fermentacdo em meio contendo n-alcanos
e carboidratos por Torulopsis bombicola com valores para tensao superficial

em torno de 30mN/m e para tensio interfacial de ImN/m.



A maioria dos biosurfactantes foram produzidos no final da fase
exponencial € no comego da fase estaciondria. A produgdo de biosurfactantes ¢

aumentada com o uso de compostos hidrofébicos como fonte de carbono.

ASMER et alii (1988) cultivaram a linhagem ATCC 22214 de
Torulopsis bombicola em meio contendo uma mistura de glicose e acido
oleico, denominado meio A, ¢ em meio contendo apenas acido oleico,
denominado meio B, onde a linhagem produziu grandes quantidades de
soforolipides. No caso do substrato A , foram obtidas 38g/l de surfactante

bruto, e no meio com o substrato B, 77g/L.

VENKATA & KARANTH (1989) estudaram a produgiio de
glicolipides através da linhagem de Pseudomonas aeruginosa CFTR-6, pelo
método de “Resting Cells”, no qual o microorganismo ¢ previamente colocado
em meio de crescimento, onde ele atinge sua fase logaritmica, ¢ depois €
transferido para um meio que induza a produgdo do biosurfsctante.

Neste estudo, a linhagem de Pseudomonas aeruginosa CFTR-6 teve sua
producio inibida quando transferida apés crescimento para um meio contendo
fosfato inorganico, mostrando que para a produgao de glicolipides, o meio de

cultivo a ser utilizado deveria ser isento de fosfato inorgénico.

PALETWALA & DESAI (1989) observaram uma significante produgo
de biosurfactante através de uma linhagem de bactéria gram negativa, cuja
produgdo de tensoativo ocorria apds sua fase logarftmica de crescimento
quando esta era cultivada em meio contendo no minimo 115 unidades/mi de
etanol . No entanto foi verificado que a produgio de biosurfactante se tornou
mais efetiva em meio de cultura contendo uma mistura de hidrocarbonetos

alifaticos e aromaticos.



WATKINSON & MORGAN(1990) estudaram aspectos fisiologicos e
bioquimicos da biodegradagio microbiana de alcanos, sendo esta maior do que
a ocorrida com metano, alcenos e alcinos. Foram analisados vérios fatores
envolvidos no processo de degradagdo de hidrocarbonetos como o substrato
utilizado, os passos metabélicos para a quebra das ligagdes duplas dos alcenos,
aspectos genéticos da regulagdo, co-oxidagdio de hidrocarbonetos alifaticos,
potencial de degradacdo anaerdbica de hidrocarbonetos e o potencial para sua

aplicagfo em biotecnologia.

KITAMOTO et alii (1990) isolaram uma linhagem de levedura
proveniente de um exudado de 4rvore, e observaram que ela acumulava
biosurfactantes abundantemente quando crescia em 6leo de soja como fonte de
carbono.

Os biosurfactantes foram encontrados como uma mistura de quatro
manosileritrito! lipides, onde dois deles se mostraram mais abundantes. O maior
componente encontrado correspondeu a 80% do total de lipides produzido e foi
identificado como 4-0-(di~0-aceti1~0—alcanoil~B~O-manopimnosil)eﬁtritoL A
linhagem de levedura produtora destes compostos foi identificada como

Candida antarctica.

KITAMOTO et alii (1990) estudaram ou trés linhagens de Candida
antarctica que foram caracterizadas como produtoras de biosurfactantes,
constituidos por uma mistura de quatro manosilleritritol lipides. Eles foram
similares aos compostos produzidos pela linhagem isolada T-34, a qual foi
classificada como a methor produtora de lipides em relagio ao total produzido.
A linhagem produziu lipides utilizando vérios Gleos vegetals como fonte de

carbono, mas ndo teve bom desempenho com n-alcanos ou carboidratos.
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A suplementa¢io com extrato de levedura aumentou a produgdo de
lipides. Sob condigdes 6timas com fermentagdo em agitador, a concentracao do

total de lipides produzido foi de 40g/] ap6s 8 dias de fermentagéo.

SINGH et alii (1990) estudaram a produgfo de um biosurfactante por
uma linhagem de Candida tropicalis, quando esta crescia em cultura contendo
hidrocarbonetos como fonte de carbono, exibindo a producdo de um
biosurfactante extracelularmente. O emulsificante mostrou atividade contra
vérios hidrocarbonetos. Altas atividades do emulsificante foram obtidas em

meio contendo condigdes limitantes de nitrogénio.

HOMMEL (1990) estudaram a formagdo ¢ fungdo fisiologica da
producdo de biosurfactantes por microorganismos utilizando hidrocarbonetos.
Foi verificado que o crescimento microbiano utilizando-se fontes de carbono
insoltiveis em agua, como os hidrocarbonetos, € acompanhado por alteragdes
metabdlicas e estruturais das células. O aparecimento de biosurfactantes no
meio de cultura é com frequéncia visto como pré - requisito para o inicio das
interacdes de hidrocarbonetos com as células. Sob este ponto de vista, a
produgfio de biosurfactantes por hidrocarbonetos utilizando microorganismos,
suas estruturas e propriedades fisico - quimicas sio revistas. A produgdo destes
compostos é mais comumente conectada com limitagBes de crescimento no
final da fase exponencial e no inicio da fase estaciondria, onde enzimas
especificas sfio induzidas ou reprimidas. A adigdo de biosurfactantes
purificados em culturas microbianas resultou na inibicdo assim Ccomo RO

estimulo de compostos tensoativos .
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HOROWITZ et alii (1990) estudou o isolamento de surfactantes
proveniente de espuma produzida durante o crescimento de uma linhagem de
Bacillus licheniformis 86. O surfactante foi precipitado do meio de cultura
através de precipitagio é4cida e extraido a seguir com tetrahidrofurano ou
metanol. O surfactante produzido foi caracterizado como aniénico e apresentou
solubilidade em tetrahidrofurano, metanol, cloroférmio, diclorometano, xileno,
tolueno e 4gua alcalina. O surfactante apresentou a propriedade de diminuir a
tensdo superficial da d4gua de 72mN/m para 27mN/m, e a concentragdo miscelar
critica encontrada foi em torno de 10pg surfactante/ml.. A tensdo interfacial
obtida quando se mediu o surfactante em 4% de cloreto de sodio contra n-
hexadecano foi 0,36 mN/m.

Quanto as condigdes de fermentagfio, o surfactante se mostrou estavel
numa faixa de pH de 4,0 a 13,0, e de temperatura de 25 a 120°C, bem como
em solugdes com porcentagens de NaCl entre 0 e 30%.

Além disso, analises preliminares classificaram o surfactante produzido
como uma mistura de lipolipides, diferentes dos tipos de surfactantes ja

produzidos por outras espécies de Bacillus.

JENNY et alii (1991) isolaram compostos com propriedades tensoativas
de uma Linhagem de Bacillus licheniformis e trabalharam na elucidacfio de
sua estrutura. Foram encontrados, por fazerem parte da estrutura do composto,
tragos de acidos graxos saturados de cadeia longa, principalmente o &acido
palmitico e o estedrico, uma pequena quantidade de hidrocarbonetos de cadeia
de 20 a 22 carbonos, e principalmente uma quantidade apreciavel de quatro

diferentes lipopeptideos.
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(Quinze miligramas do composto purificade foram capazes de diminuir a
tensdo superficial da dgua de 72mN/m para 27mN/m, mostrando ser este um
composto com grande poder temsoativo quando comparado com outros
biosurfactantes jé estudados anteriormente. Além disso o surfactante mostrou

atividade antibidtica contra bactéria e leveduras.

JOHNSON et alii (1992) isolaram uma lhnhagem de Rhaodoturola
glutinis TIP - 30, a qual se mostrou grande produtora de um agente
emulsificante extracelular quando foi fermentada em fermentador de bancada,
cujo meio era composto de glicose, sob condigdes limitadas de nitrogénio,
temperatura de 30°C e pH 4,0. Além de produzir um emulsificante extracelular,
a linhagem acumulou intracelularmente uma quantidade significante de lipides.

A atividade do emulsificante produzido foi medida colocando-se 10 mL
do meio de cultura centrifugado e filtrado em membrana millipore 0,45pm, em
contatoc com 0,2mL do composto a ser emulsificado (6leo bruto,
hidrocarbonetos e querosene), cuja mistura foi agitada vigorosamente em

agitador, e a seguir foi medida sua absorbancia a 610nm.

HOMMEL & HUSE (1993), estudaram a produgdo de grandes
quantidades de biosurfactantes do tipo soforose lpides durante a fase
estacionaria por Candida apicola quando esta cresceu em glicose, frutose ou
sacarose. Em contraste nio houve produgiio de soforose lipides com galactose
ou maltose, independentemente se havia adigiio de hidrocarbonetos ou ndo,
fazendo com que a degradagfio de hidrocarbonetos nfio seja um pré-requisito

para a biossintese de biosurfactantes.
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DAVILA et alii (1994) estudaram o potencial de uma possivel aplicagio
industrial de soforolipides produzidos por uma linhagem de Candida
bombicola CBS 6009, produzidos a partir de glicose como fonte de carbono, e
uma fonte lipidica como precursora da produgfio do biosurfactante. Os autores
estudaram a influéneia do co-substrato lipidico sob vérios aspectos quanto a
produgdo de glicolipides. Foi utilizado um fermentador de bancada , no qual ,
além de co-substratos lipidicos, se utilizou também n-alcanos, acidos graxos
metilicos ou ésters etilicos e Oleos vegetais e gordura animal, com a finalidade
de se avaliar a influéncia deste na estrutura do biosurfactante produzido. Em
termos de produgdo, os melhores substratos encontrados foram os Oleos ou
ésteres ricos em 4cidos graxos com cadeias de 18 carbonos (C18 E C18:1).
Além disso foi conseguida uma 6tima produgdo de 340g/L de biosurfactante

quando se utilizon ésteres comoO precursores da produgfio de biosurfactantes .

LIN et alii (1994) estudaram a produgéo de biosurfactantes através da
linhagen de Bacillus licheniformis JF-2 sob condicdes aerdbicas e anaerdbicas
de fermentagio. O biosurfactante produzido apds ter sido purificado e
homogenizado foi analisado por HPLC para anslise de sua composi¢do.
Mostrou-se tratar de um lipolipide com peso molecular de 1035. As andlises
de aminoacidos e espectrometria de massa mosiraram a presenga de uma
molécula peptidica bastante similar & existente na surfactina, um lipopepitideo
produzido por Bacillus subtilis. Sob boas condigdes de processo, a
concentracdo micelar critica encontrada para o biosurfactante produzido foi de

10mg/L e a tensdo interfacial contra o decano de 6 X 107 mN/m.
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VENEZIA et alii (1995) reportaram a produgdo de um agente
emulsificante extracelular , denominado Alasan , por Acinetobacter
radioresistens KAS3 . O emulsificante bruto foi concentrado do meio de
cultura livre de células por precipitaciio com (NH4),S04 obtendo-se um total
de 2,2g/1 . Este bioemulsificante estabiliza uma variedade de emulsdes 6leo-
em-dgua , incluindo n-alcanos acima de 10 carbonos na cadeia, parafina
liquida, dleos de soja e de cdco e Sleo bruto . Alasan mostrou ser de 2,5 a 3
vezes mais ativo apos ser tratado a 100°C, sob condigdes neutras ou alcalmas .

Os autores concluiram que, por essas propriedades, esse bioemulsificante

tem um grande potencial de aplicagdes , dentre elas, na indlstria de cosméticos

g de alimentos .

ASHTAPUTRE & SHAH (1995) estudaram um exopolissacarideo
viscoso produzido por uma linhagem de Sphingomonas paucimobilis GS-1
capaz de emulsificar compostos como xileno, benzeno, 2-metilnaftaleno,
hexadecano, hexano, querosene, Gleo de parafina, dleo castor, de cdco, de oliva
quando utilizados na concentragdio de 1mg/mL. O emulsificante produzido foi
capaz de estabilizar emulsdes mais eficientamente que gomas como a arabica,
caraya, tragacanti e xantana. As emulsdes se mantiveram estdveis por seis
meses, entre temperaturas de 4 a 40°C e numa faixa de pH entre 40 e 10,0, na
presenga de concentragdes de NaCl superiores a 50g/L. O polissacarideo ndo
apresentou toxicidade quando testado em ratos através de testes usados sob

diretrizes da OMS.

ZHANG & MILLER (1995) estudaram o efeito da degradagio de

alcanos por raminolipideos produzidos por espécies de Pseudomonas.



Dois di-raminolipideos foram estudados, um metil éster (dR-Me), e um
na forma 4cida (dR-A). Estes raminolipideos apresentaram diferentes
propriedades quanto a tensfo interfacial, solubilidade e carga elétrica. Por
exemplo, a tensfio interfacial entre o hexadecano e a dgua foi reduzida para
menos de 0,1 mN/m para o composto na forma éster (dR-Me), e para somente
5 mN/m pelo composto com a forma 4cida (dR-A).

A solubilizaciio e biodegradaciio de dois alcanos em diferantes estados
fisicos, liquido e solido, foram realizados pelos dois raminolipideos em
concentraghes entre 7 a 70 @/L. Compostos na forma éster (dR-Me),
produzidos por sete linhagens diferentes de Pseudomonas, degradaram o
hexadecano (liquido) e o octadecano (s6lido).

Oito linhagens testadas , as quais exibiram alta hidrofobicidade na
superficie celular, degradaram o hexadecano na forma liquida, mas tiveram a
degradacio do octadecano na forma sélida inibida.

J4 os compostos na forma 4cida (dR-A), degradaram o hexadecano um
pouco mais que os compostos na forma dR-Me, e no caso do octadecano
somente as linhagens com baixa hidrofobiciadade na superficie celular € que

foram capazes de degrada-lo.

BANAT (1995) estudou as véarias vantagens de se utilizar
biosurfactantes ao invés dos surfactantes quimicos devido a sua alta
biodegrabilidade e baixa toxidez.

Viérias indGstrias como as de petrdleo e outras como as de cosméticos e
as alimenticias teriam grandes aplicagdes para os biosurfactantes como no
tratamento de Aguas residuarias, remogdo do 6leo residual, limpeza de lugares

contaminados com metais como solos e dguas residudrias entre outras vastas

aplicacdes.
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No entanto estas industrias se mostravam um tanto relutantes na
utilizacfio destes compostos devido ao fato destes serem produzidos por

MiCroorganismos.

ZHOU & KOSARIC (1995) estudaram os pré-requisitos para o
processo de fermentagdo industrial de biosurfactantes inclumdo o uso de
substratos de baixo ou isentos de custo, visando a conversdo maxima destes em
produto final. Sob condigdes competitivas , € esperado gue o preco do dleo de
canola caia em relagio ao aumento do prego de outros. A lactose, obtida do
soro de queijo, ¢ um sub-produto da indistria alimenticia. Neste trabalbo, o
bleo de canola juntamente com a glicose ou lactose foram utilizados como
fontes de carbono para a producdo de soforose lipides por uma linhagem de
Candida bombicola. As fermentagdes foram conduzidas em shakers ou em um
reator Bellco 1 L, por um periodo de 5 a 7 dias, a 450rpm e a 30°C. A
produgdo de biosurfactantes chegon a 150 - 160g/l em meio contendo 10% de
glicose, 10,5% de 6leo de canola, 0,1% de uréia e 0,4% de extrato de levedura.
Quando a lactose foi substituida por glicose, 90 - 110g/l de biosurfactante
foram obtidas. O compostos apolar 17-L-2’-O-f-D-glucopyranosil-B-D-
glucopyranosil)-acido  octadecandico 1’-4”-lactona 6°,6”-diacetato foi o
componente encontrado em maior quantidade, 73% . Quando ¢ 6leo de canola
foi substituido por 6leo de girassol, os compostos acima constituiram apenas

50% do total de biosurfactantes produzidos.

DESHPANDE & DANIELS (1996) estudaram o uso de gordura animal
resultante de processos da indistrias de carnes como substrato para a produgfo
de soforolipides por Candida Bombicola.  Foi utilizado um meio de cultura

contendo glicose, gordura animal, sulfato de aménio, 4gua de maceragdo de

22



milho, uréia e fosfato de potassio, cujo meio foi otimizado visando o maximo
crescimento da linhagem. A gordura animal e a glicose foram utilizadas como
fontes de carbono, e a dgua de maceragdo de milho foi utilizado para fornecer
vitaminas e minerais.

O crescimento méaximo da linhagem foi obtido a 30°C, mas a produgdo
méxima de soforolipides ocorreu a 27°C. O fermentador foi mantido em pH 3,0
- 4,0 . A produgfio de soforolipides apds 68 horas foi de 120g/1.

Uma coluna cromatografica contendo silica gel foi utilizada para separar
seis componentes , sendo que O composto presente em maior quantidade
correspondia a 45% do total de biosurfactante produzido. As células no final da
fermentacfo apresentaram 37% de proteinas e 14% de lipideos. A analise de
aminoacidos revelou a alta qualidade da proteina, embora fossem encontrados
baixos niveis de triptofanc. A redugdo do tempo de produgdio ¢ o uso de
substratos de baixo custo de materiais “in natura”, fizeram com que a produgdo
de soforolipides se tornasse competitiva em relagdio a outros surfactantes,
podendo este biosurfactante ser utilizado em inddstrias alimenticias e de

cosmeticos.

MURIEL et alii (1996) estudaram a produgdo extracelular de um
biosurfactante por linhagem de Cladosporium resinae gquando esta cresceu em
meio de cultura contendo hidrocarbonetos e o combustivel JPR como fontes de
carbono. A produgdic de biosurfactantes foi observada devido a redugfio da
tensdo superficial do meio de cultura bem como através do aumento de espuma
e propriedades emulsificantes pertencentes a0 COMposto produzido.

O meio de cultura contendo o combustivel JP8 foi o que proporcionou
melhor crescimento as culturas utilizadas onde a tensdio superficial do meio

diminuiu de 72mN/m para SOmN/m ap6s 25 dias de fermentagao.
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Uma purificagio parcial dos compostos de propriedades emulsificantes ¢
surfactantes obtidos pela linhagem de Cladosporium resinae foi feita através
do fracionamento da espuma presente no meio de crescimento com solventes
orginicos cloroférmio - metanol (2:1), onde a fase diluida em cloroférmio foi
concentrada por evaporagio e a seguir diluida em 4dgua. Em seguida foi
realizada uma cromatografia em fase reversa em coluna C18. A tensdo

superficial da fragdo de espuma extraida para purificagdo foi de 40mN/m.

OSMAN et alii (1996) estudaram a producfo de biosurfactantes
raminolipides, glicolipides e de  piocianina quando uma linhagem de
Pseudomonas BOP100 cresceu em meio de cultura contendo etanol como fonte
de carbono. A piocianina foi produzida durante a fase exponencial, enquanto o
biosurfactante foi produzido na fase estaciondria, indicando que os dois
compostos sdo produzidos por mecanismos e caminhos totalmente diferentes.
A miaxima produciio foi obtida quando se utilizou meio de cultura contendo 3%

de etanol, tendo produzido 3g/L de raminolipides e 0,2g/L de piocianina.

CARRILLO & MARDARAZ (1996) usaram a capacidade hemolitica
de certos microorganismos como critério para um prévio isolamento de
bactérias produtoras de biosurfactantes. Somente 37 das 492 linhagens isoladas
de diferentes origens tiveram atividade hemolitica. As 37 linhagens e mais 49
nio-hemoliticas tiveram sua capacidade tensoativa estudada. Somente cinco
das linhagens testadas, todas com capacidade hemolitica, obtiveram teste
positivo, indicando uma possivel ligagdo entre a capacidade hemolitica da

linhagem com a produgdo de biosurfactantes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 EQUIPAMENTOS

- Agitador rotativo Fermentation Designers Inc.

- Estufa Fanen

- Autoclave Fabbe

- Pontencidémetro Digimed TE - 902

_Tensidbmetro Kruess Processor Tensiometer K12 V3.11(Kruss Gmbh
Alemanha) .

- Espectofotdmetro Coleman, 295 E

- Centrifuga refrigerada Beckman,mod. J-21

3.1.2 REAGENTES

- Glicose, sacarose, maltose, lactose, amido, galactose MERCK

- Melago comercial

- Petréleo bruto cedido pela Petrobras - reservatorio Dom Jodo

- Hidrocarbonetos (n-decano, tetradecano, hexadecano, octadecano, icosano €
octadodecano) SIGMA

- Extrato de levedura DIFCO

- Peptona DIFCO

- Extrato de malte MERCK

- Sais como NaNO; (NH),80,, uréia, MgS0,.TH,O, KH,POy, K,HPO,, Nall
MERCK
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3.2 METODOS

3.2.1. Seleciie de Microorganismos Produtores de Biesurfactantes

Foram testadas 322 linhagens, 230 isoladas de frutas, flores, ¢ vegetais
da regido de Campinas,SP e de Monte Belo, MG, ¢ as 92 linhagens restantes jé
pertenciam a colegdio de culturas do Laboratorio de Bioquimica de Alimentos
da FEA - UNICAMP. As linhagens foram repicadas em meio “Yeast Malt”,
para o crescimento de leveduras. Das 322, foram pré-selecionadas 13
linhagens de leveduras por apresentarem bom crescimento, as quais foram
testadas quanto a capacidade de abaixar a tensio superficial do meio de
fermentacio composto de : 1% glicose, 5% NaCl,. 0,1% (NH;)2804, 0,025%
MgSO,, 0,05% de extrato de leveduras ¢ 1% de solucdo de sais (composicio
em g/l: MnSO4 3,00; FeSG,4 0,10; CaCl, 0,10; CoCl; 0,10; Zn80, 0,10; CuSQO,
0,01; H;BO, 0,01; NaMnO, 0,01) em tampdo fosfato 0,2M - pH7,0.

3.2.2. Selecdo das methores linhagens

As linhagens puras, que quando cultivadas tiveram redugio da tensio
superficial do meio de cultivo, foram centrifugados a 8000 rpm por 10min ¢ a
massa celular quantificada através da determinagfo de peso seco em estufa por
24h. a 105°C.

O sobrenadante centrifugado foi acidificado com HCI IN at¢ pH 2,0 e
deixado em repouso por 24h a 5°C para que ocorresse a precipitagdo do
biosurfactante produzido. As linhagens que apresentaram 2 floculacdo do

biosurfactante pelo método de precipitagio 4cide, foram novamente
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fermentadas e submetidas a novas medidas de tensfio superficial do meio apos
fermentacdo. As medidas foram realizadas com células ¢ sem células, apos
centrifugacio. A linhagem que apresentou major redugfio de tenso superficial

foi escolhida.

3.2.3. Determinacio da Tensdo Superficial

A medida da tenso superficial foi feita utilizando-se um tensibmetro
KRUFESS PROCESSOR TENSIOMETER K12 V3.1H{KRUSS GmbH
Alemanha) . As analises foram feitas pelo método de placa , utilizando uma
placa de platina iriada com perfmetro molhado de 40,0mm, comprimento de
19,9mm e espessura de 0,10mm, denominada placa de Wilhelmy.

As condicdes de analise foram pré-estabelecidas por tentativa, sendo
padronizadas para todo ensaio com as seguintes condigdes: volume médio da
amostra 50ml, temperatura, ambiente, intervalos de medidas de 15segundos, ¢
desvio padriio referente a 5 medidas de: £ 0,20 mN/m.

O equipamento foi calibrado sempre no inicio e término das anélises,
medindo-se a tensdo superficial da 4gua destilada cujo valor ¢ em torno de

72mN/m.

3.2.4. Analise da Atividade Hemolitica como Indicativo da Producio

de Biosurfactante

A linhagem que apresentou maior reducdio da tensdo superficial,

major quantidade de extrato bruto. produzido e melthores condigbes de
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crescimento, foi inoculada em placas de Petri contendo 4% de agar sangue ¢
5% de sangue de carneiro desfibrilado.

O sangue de carneiro foi adicionado ao dgar previamente autoclavado
quando este se encontrava numa faixa de temperatura entre 45°C e 50°C, onde
a seguir as placas foram incubadas por 48h a 30°C.

Ap6s o periodo de incubagdio, o teste foi analisado como positivo se em
torno das colénias que cresceram houve a formagéo de um halo transparente ¢ a
descoloragio do meio indicard que houve hemoélise do sangue ¢

consequentemente produgdo de biosurfactante.

3.2.5. Estado do Processo Fermentativo para a Obtencac de

Biosurfactante

Foram analisados varios pardmetros do processo fermentativo, visando o
aumento da produgdo de biosurfactante. Para tal estudo, utilizou-se um meio de
cultivo  composto de: 1% de glicose, 5%de NaCl, 0,1%(NH,)S0,,
0,025%Mg80Qy, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de solugfo de minerais
(cuja composicdo em g/l foiMnSO4 3,00 ; FeSO, 0,10 ; CaCly 6,10 ; CoCh
0,10 ; ZnSO4 0,10 ; CuSO, 0,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnQO,4 0,01) em tampdo
fosfato 0,2M - pH7,0, o qual foi submetido a variagbes nas condi¢des de
fermentagiio, como tempo de fermentagdo, temperatura & pH, a fim de verificar
como as linhagens se comportavam em relagdo ao crescimento celular e

produgiio de biosurfactantes quando em novas condigdes.
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3.2.5.1. Influéncia da Temperatura de Incubag¢io na Produgfio de

Biosurfactantes

As linhagens selecionadas foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de
250ml contendo 50ml do meio 1% de glicose, 5%de NaCl, 0,1%(NH)80,,
0,025%MgS0,, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de solucdo de sais(cuja
composigdo em g/l sera:MnS04 3,00 ; FeS0, 0,10 ; CaCl, 6,10 ; CoCl, 0,10 ;
ZnSO, 0,10 : CuSO, 0,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnQ, 0,01) em tampdo fosfato
0,2M - pH7,0 e incubadas em diferentes temperaturas, tais como 25°C, 30°C,
40°C e 45°C.

Foi medida a tensdo superficial do sobrenante centrifugado e
quantificada a massa celular e o extrato bruto resultante da acidificacio com

HCL

3.2.5.2. Influéncia do pH na Produgio de Biosurfactantes

As linhagens selecionadas foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de
250ml contendo 50ml do meio 1% de glicose, 5%de NaCl, 0,1%(NH4)SO,,
0,025%MgS0,, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de solug@o de sais(cuja
composi¢io em g/1 foiMnSO4 3,00 ; FeSO, 0,10 ; CaCl, 0,10 ; CoCl, 0,10 ;
ZnSO4 0,10 ; CuS0y 0,01 ; H3;BO4 0,01 ; NaMnO, 0,01) em tampéo fosfato
0,2M em diferentes pHs tais como 6,0, 6,5, 7,0 ¢ 8,0.

Foi medida a tensfo superficial do sobrenante centrifugado, e quantificados a

massa celular e o extrato bruto resultante da acidificacdo com HCL
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3.2.5.3. Influéncia da Concentracio de Na(l na Producio de

Biosurfactantes

As linhagens selecionadas foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de
250m! contendo 50ml do meio composto de: 1% de glicose, 0,1%(NH;)SO;,
0,025%MgS0,, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de solugéo de sais(cuja
composi¢do em g/l sera:MnSO4 3,00 ; FeSO, 0,10 ; CaCl, 0,10 ; CoCl; 0,10 ;
ZnS0, 0,10 ; CuSO4 0,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnO, 0,01) em tampéo fosfato
0,2M - pH7,0, com diferentes concentragdes de NaCl tais como 0%, 1%, 3% e
5%, sendo utilizado neste experimento a methor temperatura e o melhor pH
resultantes de testes descritos e realizados anteriormente.

Foi medida a tensfo superficial do sobrenante centrifugado, ¢ a massa
celular e o exirato bruto resultante da acidificacio com HCI foram secos e

pesados.

3.2.5.4. Influéncia da Concentracio de Glicose na Producio de

Biosurfactantes

As linhagens selecionadas foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de
250ml contendo 50ml do meio com 5% de NaCl, 0,1%(NH4)SO,,
0,025%MgS0s, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de solugdo de sais(cuja
composi¢do em g/l sera&:MnSO4 3,00 ; FeSO,4 0,10 ; CaCl, 0,10 ; Co(Cl; 0,10 ;
ZnSO, 0,10 ; CuSO, 0,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnO, 0,01) em tampéo fosfato
(,2M com diferentes concentragfes de glicose como 0%,1%,3%,5% e7%.

Foi medida a tens3o superficial do sobrenante centrifugado, ¢ a massa celular

e o extrato bruto resultante da acidificagio com HCI foram quantificados como
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descrito nos ftens anteriores. Neste experimento foi utilizada a melhor

temperatura e o methor pH encontrados em testes realizados anteriormente.

3.2.58.5, Influéncia da Fonte de Carbono na Produciio de

Biosurfactantes

As linhagens foram testadas na melhor temperatura, melhor concentragéo
de NaCl e melhor pH resultantes de testes previamente realizados.

Neste experimento, foram testadas diversas fontes de carbono, em
concentragdo igual A concentragfio de glicose que tenha levado a uma maior
producio de biosurfactante, resultante de teste realizado anteriormente a este.
As fontes testadas foram: sacarose, maltose, lactose, galactose, frutose, melaco
e glicerol.

A seguir foi medida a tensdo superficial do sobrenante centrifugado, e foi
quantificada a massa celular ¢ o extrato bruto resultante da acidificagdo com
HC!I por diferenga de peso seco, onde a secagem foi feita por 24h a 105°C,

como descrito anteriormente.

3.2.5.6. Influéncia da Fonte de Nitrogénio na Producfo de Biosurfactantes

Foram testadas varias fontes de nitrogénio no meio de cultivo, para a
linhagem selecionada na concentragio de 0,1%. Neste experimento foram
utilizadas como condicbes do processo fermentativo, a melhor temperatura,

concentracio de NaCl e pH , obtidos de testes realizados previamente a este.
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Para a fonte de nitrogénio que induziu uma maior producgdo de
biosurfactante foi feito um estudo da concentragdo mais adequada, visando um
bom crescimento da linhagem e uma boa produgio de biosurfactante.

As fontes testadas foram : uréia, NaNQj;, (NHy),SO,, peptona, peptona +
(NF,),S04, peptona +NaNO;, peptona + extrato de levedura, peptona + extrato
de levedura +(NHy), SO, extrato de levedura + NaNO; (NHy), SO, + extrato
de levedura + NaNO; e extrato de levedura + peptona + NaNOj + (NH)»50y..
E importante relembrar que a fonte de nitrogénio a ser substituida ¢ composta

por 0,05%de extrato de levedura + 0,01%(NH,),S04.

3.2.5.7. Efeito da Concentracio de Nitrogénic na Produgio de
Biosurfactante.

Com a fonte de nitrogénic que mostrou ser a mais indicada para a
produgio de biosurfactante, foi feito um estudo de concentracdo, sendo que o
processo fermentativo utilizou as melhores condi¢Ges ja testadas como teor de
glicose, NaCl, temperatura ¢ pH. Neste ensaio foram testados extrato de
levedura e peptona mas seguintes concentragbes: (,005%, 0,01%, 0,03%,
0,05%, 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1,0%, em meio de cultivo contendo também,
0,025% de MgS80, e 1% da solugdo de minerais.

Para todas as porcentagens testadas foram feitas medidas de tensdo
superficial no sobrenadante centrifugado e foram feitas determinagdes

quantitativas de massa seca e extrato bruto.
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3.2.5.8. Influéncia da Adicio de Petrdleo e de Hidrocarbonetos com

Diferentes Tamanhos de Cadeia na Producao de Biosurfactantes

As linhagens selecionadas foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de
250ml contendo 50ml do meio com a melhor concentragdo de glicose, NaCl,
temperatura e pH obtidas em testes anteriores, além de 0,1%(NH,)SO;,
0,025%MgS80,, 0,05% de extrato de leveduras e 1% de soluciio de
minerais(cuja composicio em g/l sera:MnS04 3,00 ; FeSO, 0,10 ; CaCl, 0,10 ;
CoCl, 0,10 ; ZnSOy, 0,10 ; CuSO4 0,01 ; H3BO, 0,01 ; NaMnO, 0,01) em
tampio fosfato 0,2M .Foram testados hidrocarbonetos de cadeia saturada e
linear {alcanos) de diferentes tamanhos (petréleo, C10, C14, C16, C18, C20 ¢
C28). Para todos os meios constituidos dos diferentes tipos de hidrocarbonetos
foi medida a tensdo superficial das amostras centrifugadas ¢ a massa celulare o
extrato bruto isento de resquicios de hidrocarboneto foram quantificados

conforme descrito anteriromente.

32.5.9, Influéncia do Tempo de Fermentacio na Produgio de

Biosurfactantes

A linhagen selecionada foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 250ml
contendo 50ml do meio basal dentre das condigdes otimizadas para 0 processo
ferementativo, tais como a melhor concentragdo de glicose, NaCl, fonte de
nitrogénio, temperatura ¢ pH, além de 0,025%MgS04 € 1% de soluglio de
minerais(cuja composigio em g/l sera:MnS04 3,00 ; FeS0, 0,10 ; CaCh 0,10 ;
CoCl, 0,10 ; ZnS04 0,10 ; CuSO; 0,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnO, 0,01} em
tampdo fosfato 0,2M.
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O tempo de fermentagdo variou de 6, 12, 24, 48, 72 até 96 , visando
saber qual o tempo de fermentagdo necessdrio para a producdo méaxima de

biosurfactante.

3.3. Produciio de Biosurfactante pelo método “Resting Cells”

O método de produgio de biosurfactantes por “Resting Cells” consiste
em primeiro inocular a linhagem em meio de cultura contendo uma fonte de
carbono solivel em 4gua, a qual deve proporcionar o crescimento da massa
celular, e s6 entdo, apds a fase logaritmica e total crescimento da linhagem &
que aliquotas deste meio sfo transferidas para um meio de fermentacio que
contenha um substrato insoliivel como fator estimulante para a produgio de
biosurfactante.

A linhagem estudada foi inoculada em meio de cultura contendo a
melhor concentragdo de glicose, NaCl, pH e temperatura resultantes de testes
realizados anteriormente para o processo fermentativo, além de 0,1% de
(NH,),80,, 0,025%de MgSO, . TH,0, 0,1% de extrato de levedura e 1% de
solugdes de sais (composigio em g/l foi:MnSO4 3,00 ; FeSO; 0,10 ; CalCly
0,10 ; CoCl, 0,10 ; ZnSO, 0,10 ; CuSO, 6,01 ; H;BO, 0,01 ; NaMnQOy 0,01)
em tampio fosfato 0,2M.

A seguir, aliquotas de 1, 5, 10 e 20ml foram transferidas para um meic
contendo todos os componentes acima descrito, adicionado de 1% de
petroleo.A seguir, foi verificada qual a quantidade de inoculo mais adequada
para o aumento de produgéo de biosurfactante, levando-se em consideracio se

a variagdo da quantidade de indculo adicionada a0 meio contendo petroleo teve
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alguma influéneia sobre o aumento ou diminuicho da producdo de

biosurfactante.

3.4. Determinacio da Concentraciio Micelar Critica(CMC)

CMC ¢ definida como a concentracfio de surfactante necesséria para se
iniciar a formacfio de micelas em solucfio, onde, apds esta concentragdo a
producdio de surfactante pode continuar aumentando, porém ndo ocorre mais
reducdo da tensdo superficial.

A determinacdio do CMC foi feita medindo - se a tensfio superficial do
meio de fermentacdo através de diluiches sucessivas, sempre diluindo-se
metade da amostra anterior com igual volume de dgua destilada e com igual
volume do meio de cultura sem inoculagfio. As medidas de tensdo superficial
foram determinadas até que se igualasse ao valor de tensfo superficial do meio
diluido com a tensfio da substdncia que diluiu a amostra, a d4gua ou o meio de
cultura sem indculo. A seguir quantificou-se o extrato bruto da amostra diluida
para que fosse possivel o caloulo da CMC. Para tanto construju-se um grafico
com TS(tensdo superficial) x log coSF(concentragio do biosurfactante) onde a
concentragio micelar critica foi determinada para trés meios de cultura
contendo diferentes classes de substrato, um agucar, no caso a glicose, como
padrfio, um hidrocarboneto, o tetradecano o glicerol, com a finalidade de se
observar a diferenga de CMC para diferentes substratos.

No método empregado, duas retas foram ajustadas aos pontos
experimentais alinhados antes ¢ depois da regifo de formagdo das micelas.
Considerou-se CMC como o valor da concentracdo da solugdo (abcissa)

correspondente a intersecgdo das retas, de acordo com a figura 1.
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Fig.1- Determinagio da Concentragdo Micelar Critica de uma Solugio

O ajuste das retas foi feito pelo método dos minimos quadrados

utilizando-se o programa do Microsoft Excel verséo 5.0 .

3.5, Teste de Emulsificacio

Em tubos de ensaio de igual especificagdo, foram colocados 0,1ml da
substincia a ser emulsificada, no caso tetradecano ¢ 6leo de soja e 4ml do meio
de fermentagdo centrifugado a 8000rpm, por 10min e filtrado em membrana
millipore 0,45um, para total remogdo de particulas. A seguir, os tubos foram
agitados em agitador vortex com alta rotagao, vigorosamente. Apds 10 min de
repouso foi medida a absorbancia a 540nm para o meio de cultura sem emulsio
¢ para este emulsionado com tetradecano e 6leo vegetal, onde o aparelho foi

zerado com o meio de cultura sem indculo.
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O teste de emulsificaciio foi feito para os meios de cultura contendo os
seguintes substratos como fonte de carbono: glicose,maltose, sacarose,
petréleo, N-decano com glicose, tetradecano com glicose, octadecano com

glicose, icosano com glicose ¢ octadodecano com glicose.

3.6. Identificacio da Melhor Linhagem Selecionada

A linhagem que apresentou melbor condigdo de crescimento e maior
producio de extrato bruto de biosurfactante foi identificada quanto ao género.

A linhagem selecionada foi suspensa em tubos contendo agua destilada
estéril e inoculadas em placas de petri contendo meio agar GYP
{(4%glicose,0,5%extrato de levedura, 0,5%peptona e 2% de Agar) para a
obtengio de uma cultura pura. As placas fordo incubadas a 25°C por 48 h.
Decorrido o periodo de incubagdo, uma coldnia representativa foi repicada em
tubos contendo meio dgar GYP e mantidas como culturas estoque.

Apbs a obtengdo destas culturas, foram feitas analises microscopicas,
morfolégica e bioquimica (assimilacdo e fermentacio de carboidratos) na

linhagem a ser identificada.
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3.6.1. Caracteristicas Morfolégicas
3.6.1.1. Morfologia em Meio Liquido e Sélido

a) Crescimento em Meio Liquido:

Para a verificacdo das caracteristicas da levedura quanto a0 crescimento
em meio liquido, a linhagem foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 125ml
com 50ml do meio GYP caldo e incubdas a 25°C. Apés 2 ou 3 dias verificou-

se presenga de pelicula e formagdo de sedimento.

b) Crescimento em Meio Sélido:

Para estudo das caracteristics morfologicas em meio sélido as culturas
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio dgar YM. As placas foram
incubadas a 30°C por 3 a 5 dias. Foram observadas a forma e o modo de
reprodugio da levedura, tais como a textura, cor, superficie, elevagdo ¢
aspectosde margens das colénias a olho nu e ern microscdpio com um aumento

de 1000 vezes.

3.6.1.1.2 Formacio de Psendomicélio e Micélio Verdadeiro

A formacio de pseudomicélio e micélio verdadeiro foi verificada de
acordo com o método de Dalmau. Culturas jovens da linhagem em estudo
foram inoculadas na forma de estrias e dois pontos bem separados na

superficie do meio agar farinha de milho, composto de 1,5% de agar e 1,7% de
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extrato de farinha de milho em 1000ml de 4gua destilada. A parte central das
estrias ¢ um dos pontos inoculades foram cobertos por laminula estéril.
A formagio de pseudomicélio ou micélio verdadeiro foram verificados

aravés do microscdpio Otico apos 7 a 10 dias de incubagfo a 30°C.

3.6.1.1.3 Caracteristicas sexuais, formacio de ascos e ascoSporos

A formag@io de ascos e ascosporos foi verificada inoculando-se culturas
da levedura a ser identificada , previamente desenvolvidas em meio dgar YM
durante 48h 2 30°C, nos seguintes meios de cultura em tubos inclinados:

-meio acetato agar:0,5%acetato de sodio. 3H,0,em pH entre 6,7-7,0.
-gorodkowa:0,1%glicose, 1%peptona, 0,5%NaCl e 2%égar

-YM 4gar:0,3% extrato de levedura, 0,3%extrato de malte, 0,5%peptona,
1%glicose e 2%dgar.

-ME #égar:5%extrato de malte 3% agar

Os tubos foram incubados a 27°C por um periodo de 3 a 5 dias, onde se
observou diariamente a formagdo de esporos através da preparagdo de
montagem Gmida. A seguir, 1 gota do material foi fixado sobre uma lanina,
aquecendo-se em chama de bico de Bunsen. A seguir a lamina foi corada com
verde malaquita 5%, lavando-se a lamina em Agua corrente por 30 segundos,e
acrescentando safranina(0,5%) por 30 segundos. Os esporos se coloram de

verde enquanto que as células vegetativas e 0s ascos se coram de vermelho.
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3.6.2. Caracteristicas Fisiologicas

3.6.2.1 Testes da Assimila¢io de Carboidratos:

Foram realizados os seguintes testes de assimilagdo de carboidratos
através dos kits de identificagiio de leveduras API 20C AUX ¢ API 50 CH, do
Laboratorio Bio-Mérieux - Franca.

Os carboidratos testados foram: glucose, 1-sorbose, melibiose, Keto-D-
gluconato, D-ribose, D-arabinose, L-arabinose, L-ramnose, dulcitol, D-xilose,
adonitol, xilitol, arbutina, galactose, D-glucosideo,inositol , salicina, sorbitol,
o-metil-D-manasideo, 2-Metil D-ghucosideo, N-Acetil D-glucosamina,
celobiose, lactose, maltose, sacarose, irehalose, melozitose, rafinose, eriritol,
amido, manitol e melobiose.

Preparacio do inéculo:

Uma suspensdo de células de leveduras foi preparada a partir de células
cultivadas por 48h. em meio “Sabourad - Agar” a 30°C . Em seguida, a massa
celular carrespondente a duas algadas, fol suspensa em 2ml. de solugdo salina
0,85%, com uma densidade igual a 2 na escala de Mc Farland. A seguir, 100pL
desta suspensdio foram transferidos para um jmeio com @ seguinte
cnmposic;ﬁo:sulfato de aménio 0,5%, fosfato monopotassico 0,031%, fosfato
dipotassico 0,045%, fosfato disodico 0,092%, cloreto de sadio 0,01%, cloreto
de calcio 0,005%, sulfato de magnésio 0,02%, histidina 0,0005%, triptofano
0,002%, metionina 0,002%, gelose 0,05%, solugfio de vitaminas 0,1%, solugdo

de oligo elementos 1% em pH entre 6,5 - 6,7.
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3.6.2.2. Teste de Assimilacio de Nitrato

Foi preparada uma solugdo constituida de 11,7g do meio “Yeast Carbon
Base”(YCB) + 0,78G de KNO; em 1000ml de dgua destilada. A seguir Sml
de meio foram distribuidos em tubos de ensaio. Os quais foram esterilizados
2 121°C por 15 minutos.

A linhagem Hansenula anomala IFO 0112 foi utilizada como padréo por
ter a capacidade de assimilar nitrato.

Em 4 tubos contendo meio de assimilagio de nitrato, a linhagem a ser
identificada foi inoculada com agulha apds ter crescido em meio “Yeast
Malt”em tubo inclinado. Os testes foram feitos por 3,5,10 e 15 dias
aproximadamente.

Além disso foram preparados dois reagentes, a fim de se verificar se no
éinal do teste ainda ha nitrato presente no meio, cujos reagentes foram
preparados da seguinte maneira:

» Reagente I: foi composto de 0,5g de 4cido sulfanilico dissolvido em 50ml de
solugdo de 4cido acético SN.

e Reagente II: foi composto de 0,58 de o-naftilamina dissolvida em 100ml de
solugdo de écido acético ou dissolver 0,3ml de dimetil o-naftilamina
dissolvida em 50ml de solugdo de 4cido acético 5N.

Algumas gotas de cada reagente foram adicionadas no meio de cultura de

nitrato. O desenvolvimento da coloragdo rosada ou vermelha indicara a

presenga de nitrito. A auséneia de nitrito na presenga de bom crescimento pode

contudo indicar o consumo completo de nitrato. Por iss0 testou-se a presenca
de nitrato adicionando-se p6 de zinco nos tubos em que foram, adicionados 0s

reagentes I e II ¢ esperou-se alguns minutos.
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Caso o nitrato ainda estivese presente ele seria para niltrito com

desenvolvimento da cor caracteristica rosada.

3.6.2.3.Teste de Fermentacio de Compostos de Carbono

A fermentacic dos carboidratos: glucose, maltose, lactose, galactose e
rafinose foi realizada utilizando o kit de identificagio API - 20C do Laboratorio

Biomerié€ - Franca.

Preparacéo do Inéculo:

Uma suspensdio de células de leveduras foi preparada a partir de células
cultivadas por 48h em meio “Sabourad - Agar” a 30°C . Em seguida, a massa
celular correspondente a duas algadas, foi suspensa em 2ml. de solucéo salina
0,85%, com uma densidade igual 2 2 na escala de Mc Farland. A seguir, 100uL
desta suspensfio foram transferidos para um meio com a seguinte composi¢io:
sulfato de amodnio 0,5%, fosfato monop(}téssico 0,031%, fosfato dipotassico
0,045%, fosfato disodico 0,092%, cloreto de sédio 0,01%, cloreto de célcio
0,005%,sulfato de magnésio 0,02%, histidina 0,0005%, triptofano §,002%,
metiomina 0,002%, gelose 0,05%, solugdo de vitaminas 0,1%, solu¢io de
elementos oligo 1% em pH entre 6,5 - 6,7.

A seguir, com uma pipeta Pasteur, inoculou-se a suspensdo nas cupulas,
sobre as quais adicionou - se dleo mineral a fim de sc obter uma zona de
anaerobiose, onde o resultado foi observado apos 48h.

O teste & considerado positivo com a mudanca de coloragio do meio

original de azul para amarelo, e negativo se permanecer purpura.
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3.6.2.4. Teste de Osmotolerincia

Algumas leveduras, nfio resistentes & altas pressdes osmoticas, podem
crescer em substratos com alto teor de agtcar ou sal. Para verificar se a
linhagem a ser identificada possui ou ndo tal caracteristica, ¢ importante a

realizacio de dois testes:

TESTE 1: Verifica o crescimento da cultura em GYP 4gar com 30% de
glicose.

A cultura é repicada em tubo inclinado de GYP com 50% de glicose. Os tubos
séio incubados a 27°C por 5 a 7 dias, onde ap6s este periodo de tempo observa-
se o crescimento na superficie do meio, considerando o teste positivo se houver

crescimento.

TESTE II: Verifica o crescimento da cultura em 10% de NaCl com 5% de

glicose.

Em um tubo contendo 10% de NaCl com 5% de glicose adicionou-se
0,5mi do meio YNB(Yeast Nitrogen Base). A seguir, acrescenta-se 0,1ml de
indculo com densidade +2(observada através do cartdo com linhas pretas),
onde apds a inoculagiio, incuba-se a 27°C por 2ldias, agitando-se o tubo
diariamente . Observou-se entdo o crescimento da cultura atravég do cartéo

com linhas pretas apés 7,14 ¢ 21 dias de incubagdo.
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3.6.2.5. Teste de Crescimento a 37°C

Para se verificar se a linhagem a ser identificada tem crescimento a uma
temperatura de 37°C, a linhagem foi repicada em meio GYP 4gar, incubada a
37°C em banho maria por 3 a 4 dias. Apos tal periodo se verificou se houve
crescimento na superficie.

O teste sera copsiderado positivo se tal crescimento OCOITer.

3.6.2.6. Teste da Atividade da Uréia

Considerando que certas leveduras tem a capacidade de hidrolisar a uréia
para amdnia em altas concentracdes, procedeu-se da seguinte maneira a fim de
elucidar se a linhagem testada possui tal capacidade.

A cultura foi repicada em meio de uréia-agar , a seguir esta foi incubada
por um periodo de 5 a7 dias a 27°C. Apos tal perfodo, foi observado se houve
produgdo de amdnia pela mudanga de coloracdo do meio que passa de amarelo

arosa.

3.6.2.7. Teste de Atividade de Arbutina

A linhagem a ser identificada foi repicada em tubos inclinados de
arbutina-4gar. A seguir, a cultura foi incubada a 27°C por um periodo que
variarou de 5 a 7 dias. Foi observada a mudanga ou ndo de coloragdo. A
mudanca indica o teste como positivo.

O meio arbutina-agar em que a cultura foi repicada era composto de

0,5% de arbutina, 0,5%extrato de levedura e 2%de agar.



3.6.2.8. Teste de Producéo de Acido

Certas leveduras produzem acido a partir de glicose e tal garacteristica
pode ser verificada através de meio solido contendo carbonato de calcio e
glicose. O 4cido formado ¢ capaz de dissolver o carbonato de sodio disperso no
meio de cultura, possibilitando uma avaliag@o desta fungdo biolégica.

A cultura é repicada em tubos inclinados contendo meio de CaCO;,
4gar,é a seguir incubada a 27°C por um perfodo de 5 a 7 dias, apds o qual
observou-se a formacio ou nfo de 4cido pelo aparecimento de zonas claras e
translticidas no meio opaco, sendo estas zonas muito visiveis & trasparéneia da

huz.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pré-Selecdio de Microorganismos Produtores de Biosurfactantes

Das 322 linhagens testadas, apenas ueze linhagens apresentaram
reducdo da tensfo superficial do meio de cultura sem indculo (prova em
branco), de uma tensdo em tomo de 45mN/m para valores entre 25 -
30mN/m. As linhagens foram repicadas até se obter a pureza de cultura. A
seguir as linhagens foram submetidas a novos testes fermentativos como
descrito no item 3.1, e selecionadas a fim de serem submetidas ao teste de
precipitagio 4cida. A tensdo superficial foi medida ao final do processo
fermentativo, para o meio contendo células (TS1). A Tabela I descreve 08

valores de tensio de acordo com © método descrito no ftem 4.3 .

Tabela TI: Medida da tensdo superficial dos meios de cultura das

linhagens pré-selecionadas

LINHAGEM TENSAO SUPERFICIAL
(mN/m)
LB-26 27,51
LB-83 27,77
LB-86 20,17
LB-141 29,02
LB-144 29,17
LB-148 29,76
LB-199 30,15
LB-225 28,45
LB-226 25,99
1LB-227 28,54
LB-228 27,82
LB-229 28,04
1.B-230 25,81

Meio de Referéncia: 1%glicose,3%NaCl, 0,05%extrato de lev., 0,1%(NH);S0.,
0,025%MgS0, ¢ 1% solugio de minerais, em pH 7.0, tampdo 0,2M ¢ T de 45°C.
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4.2 Seleciio das Melhores Linhagens Selecionadas Produtoras de

Biosurfactantes

As treze linhagens que provocaram a redugdo da tensio superficial do
meio de fermentagdo, foram submetidas ao teste de precipitagdo acida como
descrito no item 3.2.

As linhagens que apresentaram a floculagdo do biosurfactante com a
adicdo de HCI até pH 2,0 foram novamente fermentadas em meio contendo
1%glicose, 5%NaCl, 0,05%extrato de levedura, O,I%O\IIL)ESO%
0,025%MgS0, e 1%solugio de minerais, em pH 7, tampdo 0,2M e T° de
45°C, como foi o caso das linhagens n°141, 144, 148, 199, 226, 227, 228 ¢
229, No entanto, como pode ser observado na Tabela IV, as linhagens n°®
26, 83, 86, 225 ¢ 230 néo apresentaram floculagéo do biosurfactante, sendo

portanto eliminadas da selegio.

Tabela IV - Presenga de floculagdo do biosurfactante apos adigéo de Hel

LINHAGEM pH meio apés Precipitacio dcida

fermentacio pH 2,9

LB-26 6,00 -
1.B-83 6,00 -
1.B-86 6,00

1B-141 6,15 +
LB-144 5,60 +
LB-148 6,61 +
LB-199 5,75 +
LB-225 5,85 -
LB-226 6.17 +
LB-227 6,03 +
LB-228 5,97 +
1LB-229 6,11 +
LB-230 6,00 -

(+): Ocorreu floculagio ; (-): Nao ocorreu floculacio
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As oito linhagens que apresentaram resultado de floculagdo positivo
foram novamente fermentadas nas mesmas condigBes descritas no item 3.1
e submetidas a novas medidas de tensdio superficial do meio de cultura com
células, do meio centrifugado e do meio apds retirada do biosurfactante,

onde obtivemos de acordo com a Tabela V os seguintes resultados:

Tabela V : Medida da tensdio superficial dos meios de cultivo das linhagens

com floculacdo do biosurfactante por precipitagdo acida

TENSAO SUPERFICIAL (mN/m)

LINHAGEM TS TS, TS
141 2945 30,13 47,59
144 30,30 46,49 45,56
148 30,29 42,08 45,93
199 28.63 29,27 43,27
226 26,38 26,55 52,13
227 32,53 35,23 45,46
228 33,19 43,04 45,69
229 29,94 31,55 48,84

TS1 : Tensdio superficial do meio de fermentagdo com células
TS2 : Tensdo superficial do meio de fermentagio livre de células

TS3 : Tensfio superficial do meio de fermentaggo apés a precipitagio 4cida

As linhagens que apresentaram valores de tensdo superficial iguais
para 0 meio com as células e deste mesmo meio centrifugado, mostraram
que a remogdo das células nao implicou na remogdo do biosurfactante do
meio de cultura, indicando que sua produgdo foi extracelular . No entanto, as
linhagens que tiveram aumento da tens&o superficial do meio de cultura ap6s
remocio das células mostraram que a remogdo destas implicou na remogdo
do biosurfactante do meio de cultura , o qual pode ter sido produzido

intracelularmente.
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As linhagens que apresentaram o aumento da tensfio superficial para o
meio centrifugado, como ocorreu com as linhagens n® 144, 148 e 228 foram
eliminadas da sele¢fio pois o presente estudo teve por objetivo selecionar
uma linhagem que produzisse biosurfactante extracelular. Horowitz et alli
em 1990 utilizou a extracdo, do biosurfactante produzido por uma linhagem
de Bacillus licheniformis 86, através da adi¢do de HCla pH 2,0 2 4°C. Se
apos a precipitagdo dcida, seguida de centrifugacdo, a tensfio superficial do
meio voltar a subir, significa que a adi¢do de HCI, seguido de repouso a 5°C
e centrifugagio a 10.000rpm por 15min, resultou na extragdo do
biosurfactante .

Cooper et alli (1981) utilizaram este método para a extragdio do
biosurfactante surfactina, a partir de Bacillus subtilis . A tensdo superficial
do meio de cultura centrifugado subiu de 27mN/m para 62mN/m, indicando
sua extracio.

Das linhagens que apresentaram valores de tensdo superficial
semelhantes ou mesmo iguais para os meios de cultura com células ou
centrifugado e aumento de tensdo ap0s a precipitagdo 4cida, como foi o caso
das linhagens n°® 141, 199, 226, 227 e 228, a que apresentou maior reducio
de tensfio superficial, em ambos os meios com células e livre de células, foi
selecionada como methor produtora de biosurfactante e utilizada para 0s

estudos posteriores .

Como podemos observar na Tabela I0 , a linhagem LB-226
apresentou maior reducio da tensdo superficial, sendo portanto a linhagem

selecionada para o estudo fermentativo .
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4.3. Teste da Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica positiva é demonstrada pela formagéo de um
halo transparente em volta da linhagem inoculada, devido a possivel agdo do
biosurfactante produzido sobre os fosfolipideos presentes nas membranas
dos eritrocitos.

Em placa de Petri contendo agar-sangue com 5% de sangue de
carneiro, foram inoculadas duas linhagens, a linhagem n°® 226, a qual
apresentou redugdo da tensdo superficial do meio de fermenta¢do de
42mN/m para 25mN/m e uma linhagem ndo produtora de biosurfactante, ndo
provocando redugdo da tensdo superficial do meio.

Como resultado podemos observar na Figura 2, que apos 48 horas de
incubagio, apenas a linhagem descrita como produtora de biosurfactante foi

capaz de hemolisar as heméacias do meio.

FIG.2 - Fotografia das linhagens 18 e 226 em Placas de Petri

contendo agar sangue ap6s 48 horas de incubagdo.
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A atividade hemolitica foi utilizada como critério de sele¢@o primaria
para nﬁcroorganismos_pmdutores de biosurfactantes. Carrillo et alii (1996)
isolaram 492 linhagens das quais 37 apresentaram atividade hemolitica. A
seguir, 49 linhagens sem atividade hemolitica mais as 37 de atividade
positiva foram testadas quanto a reducgio de tensdo superficial do meio de
fermentacio. Apenas S linhagens foram capazes de abaixar a tensdo do

melo, todas com atividade hemolitica positiva.

4.4. Estudo Preliminar do Processo Fermentativo

Esta etapa do estudo foi realizada visando avaliar quais as melhores
condictes de fermentagdo necessarias para a linhagem n° 226, selecionada
como melhor produtora de biosurfactante ¢ qual a influéncia de cada uma
dessas condigbes sobre a tensfio superficial, e as quantidades de massa

celular e extrato bruto produzido.

4.4.1 Influéncia da Temperatura na Tensio Superficial, Produgdo de
Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante pela Linhagem Estudada

O grau de influéncia da variagio de temperatura durante ©
crescimento da linhagem n° 226, bem como a quantidade de extrato bruto
de biosurfactante produzido foi avaliado.

De acordo com a Figura.3, pode-se observar que a temperatura de
30°C se mostrou a mais adequada para a linhagem estudada, tanto para seu
crescimento e producfio de massa celular como para a quantidade de extrato
bruto de biosurfactante produzido, cuja quantidade chegou a ser cerca de

sete vezes maior que a produzida pela linhagem a 45°C .
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Quanto a tensdo superficial, a variagdo de temperatura mostrou
exercer menor influéncia, sendo quase que constante durante as diferentes
temperaturas testadas, devido ao efeito da concentragdo micelar critica,
presente neste tipos de compostos. Podemos dizer, no entanto, que a
variagdo de temperatura durante o crescimento e produgdo de biosurfactante
pela linhagem escolhida, foi bastante acentuada, e a temperatura de 30°C

foi selecionada para os ensaios posteriores aos quais foi submetida.
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FIG. 3 - Efeito da Temperatura na Tensdo Superficial e nas Producdes de Massa

Celular e de Extrato Bruto de Biosurfactante

4.4.2 Influéncia da Concentracdo de NaCl do Meio Basal na Tensao

Superficial, Producio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante

pela Linhagem N°226

Neste estudo foi avaliado o grau de influéncia da variagdo da
concentragdo de NaCl durante o crescimento da linhagem n°226 bem como

da quantidade de extrato bruto de biosurfactante produzido.
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De acordo com a Figura.4, pode-se observar que a variagdo da
concentracdo de NaCl adicionada ao meio de fermentagdo ndo influenciou
drasticamente na produgdo de extrato bruto de biosurfactante bem como na
producdo de massa celular.

No entanto a concentracio de 3% mostrou um ligeiro aumento da
quantidade de extrato bruto de biosurfactante produzido. Porém na auséncia
de NaCl , ocorreu a menor produgio de extrato bruto de biosurfactante .

Quanto a tensdo superficial, esta permaneceu praticamente constante

nas variacdes de concentragdo de NaCl .
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FIG.4 - Estudo do Efeito da Concentragdo de NaCl na Tensdo Superficial e na

Producdio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante

Jenneman et alli (1982) estudaram a producdo de surfactante por

Bacillus licheniformis JF-2 num meio de sacarose e sais minerais contendo

5% de NaCl .
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4.4.3 Influéncia da Concentracio de Glicose do Meio Basal na Tensao
Superficial, Producio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante

pela Linhagem N°226

O grau de influéncia da concentragdo de glicose no crescimento da
linhagem n°226 bem como na quantidade de extrato bruto de biosurfactante
produzido foi estudado .

De acordo com a Figura S5, pode-se observar que a variacdo de
concentracdo de glicose adicionada ao meio de fermentagdo influenciou na
produgdo de extrato bruto de biosurfactante bem como na produgdo de
massa celular . A concentragdo de 3% mostrou um aumento consideravel de
quantidade de extrato bruto produzido.

Quanto a tensdo superficial, esta permaneceu praticamente constante

durante as variacdes de concentragdo de glicose .
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FIG.5 - Efeito da Concentragdo de Glicose na Tensdo Superficial e na Produgéo de

Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante

Cooper et alii (1981) utilizou 4% de glicose como fonte de carbono
para a produgdo de surfactina por Bacillus subtilis, cuja quantidade de

biosurfactante produzida foi de 0,1g/1.



4.4.4. Influéncia do pH do Meio de Incubac¢ao na Tensdao Superficial,

Producio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante pela

Linhagem N°226

A influéncia do pH inicial do meio de fermentagdo da linhagem n°226
foi analisada, quanto 4 medida da tensdo superficial, a producdo de massa
celular e a producdo de extrato bruto de biosurfactante.

De acordo com a Figura 6, observou-se que ndo houve crescimento da
linhagem em pHs inferiores a 5,0. Além disso, em pH superior a 6,5 houve
uma diminuicdo significativa na produgdo de extrato bruto. A tensio
superficial ndo sofreu alterac@o entre 0s pHs 6,0 a 8,0, porém ¢ necessario
observar que nio houve abaixamento desta nos pHs 4,0 e 5,0, uma vez que
ndo houve crescimento celular.

Observou-se ainda, através da Figura 6 que o pH 6,5 ofereceu
condicdes mais adequadas de crescimento celular e produgdo de

biosurfactante para a linhagem em estudo .
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FIG.6 - Estudo do Efeito do pH na Tensdo Superficial e na Producdo de Massa
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4.4.5. Influéncia do Tempo de Fermentagio na Tensdo Superficial,
Producio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante pela

Linhagem N°226

Nesta etapa avaliou-se o aumento da produgdo de massa celular e de
extrato bruto de biosurfactante de acordo com o tempo de fermentag&o . Foi
feita ainda, a medida a tensdo superficial a diferentes intervalos de
fermentac¢do .

Observando a Fig.7, verificou-se que o biosurfactante foi produzido
durante a fase logaritmica de crescimento, como € evidenciado pelo declinio
constante na tensdo superficial até 24h , quando a mesma se manteve
constante .

A produgio méaxima de extrato bruto de biosurfactante e de massa

celular foram obtidas com 72 horas de fermentagao .
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FIG.7- Estudo do Efeito do Tempo de Fermentagdo na Tensdo Superficial e na

Producdio de Massa Celular e Extrato Bruto de Biosurfactante

56



Hommel et ali (1987) estudaram a produgfo de uma mistura de
biosurfactantes, a partir de Torulopsis apicola IMET 43747, com n-alcanos
ou carboidratos como fonte de carbono . A maioria desses surfactantes foi
produzida na fase exponencial tardia e na fase estaciondria de crescimento .

Cooper et alii (1980) verificaram que a produgdo de surfactante por
Clostridium pasteurianum, ocorreu na fase exponencial de crescimento .
Desta maneira, ¢ mais provavel que o surfactante seja um produto
extracelular do microorganismo . Entretanto, a velocidade maxima de
formagio de espuma ocorreu durante a fase de morte da fermentagéo, o que
indica que o agente estabilizante de espuma foi um produto da lise da

célula..

4.4.6. Fstudo da Influéncia de Diferentes Foates de Carbono

Hidrofilicas na Producio de Massa Celular pela Linbagem N°226

Virias fontes de carbono foram testadas, tomando-se como referéncia
a glicose. Todas as fontes testadas, maltose, sacarose, frutose, lactose,
melago, galactose, amido e glicerol promoveram o crescimento da linhagem
em estudo, no entanto, em termos de crescimento celular o melago foi o que
promoveu melhor resultado, com uma produgiio de 1,49g/l de massa celular.
O amido, o glicerol, a sacarose € a maltose também mostraram serem boas
fontes de carbono para o crescimento da linhagem, com 1,36g/l, 1,30¢/1,
1,29¢/1 e 1,19g/l de massa celular respectivamente, ficando a glicose um
pouco abaixo destes com uma produgdo de massa celular de 0,982¢/1, mas
ainda mantendo um crescimento bastante aceitavel. Quanto as demais fontes
de carbono testadas, lactose, galactose e frutose, os resultados obtidos néo
foram satisfatérios, sendo que a galactose foi a fonte de carbono que

promoveu o menor crescimento celular,com uma produgdo de 0,23g/1.
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FIG.8 - Influéncia da Utilizagio de Diferentes Carboidratos na Producdo de Massa

Celular

4.4.7. - Estudo da Influéncia de Diferentes Fontes de Carbono

Hidrofilicas na Producio de Extrato Bruto de Biosurfactante pela linhagem

N°226

O melaco apesar de ter promovido um acentuado crescimento celular,
ndo estimulou a linhagem suficientemente para uma boa produgéo de extrato
bruto de biosurfactante.

A maltose e o glicerol foram as duas fontes de carbono responsaveis
pela maior produgdo de extrato bruto de biosurfactante, com uma produ¢é@o
de 2,75g/L e 2,60g/L respectivamente. A glicose também mostrou ser uma
boa fonte de carbono, conseguindo uma produgdo média de 2,09g/L de
extrato bruto de biosurfactante. A sacarose produziu quando presente no
meio, 1,9¢g/L de extrato bruto de biosurfactante.

As demais fontes de carbono, lactose, galactose e frutose

apresentaram uma pequena produgao de extrato bruto de biosurfactante,
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além de um baixo crescimento celular. No caso do amido, este se mostrou
semelhante ao melago, conseguindo promover bom crescimento celular, mas
foi ineficiente quanto a quantidade de biosurfactante produzida.

Zhou & Kosaric (1993) testaram glicose, galactose, lactose e sacarose
como fontes de carbono para a produgdo de biosurfactante por Torulopsis
bombicola onde a maior produgdo foi obtida com a glicose, seguida da
sacarose, galactose e por ultimo da lactose, cuja produgdo com a glicose foi

de 25,22¢/l e para a lactose 1,87g/l.
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FIG. 9- Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Carboidratos na Produgdo de Extrato

Bruto de Biosurfactante

4.4.8. Estudo da Influéncia de Diferentes Fontes de Carbono

Hidrofilicas na Tensdo Superficial

Ao contrario da massa celular e extrato bruto, a tensao superficial
permaneceu praticamente constante para todas as fontes de carbono
testadas, sendo levemente superior para o melaco e a galactose, as quais

produziram quantidades inferiores de extrato bruto quando comparadas as

demais fontes testadas.
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O fato da tensdo superficial ter permanecido novamente constante
sugere que a redugdo maxima da tensdo superficial que o biosurfactante
produz ¢ atingida, ndo importando a fonte de carbono utilizada. No entanto,
a diferenca de quantidade de biosurfactante produzida pela linhagem nas
diferentes fontes de carbono mostrou ser entre o efeito mais significativo

que as fontes de carbono provocaram.

soA
25
Z 20
= s
2
7
2 10
5
0

Glicose Malese Sacarose Lactose Frutose Melago Galactose Amida Glicerol

FIG.10 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Carboidratos na Tensdo Superficial

4.4.9. Estudo da Influéncia da Adiciio de Diferentes Hidrocarbonetos

no Meio Basal na Producdo de Massa Celular

A adigdo de hidrocarbonetos ao meio de fermentacdo funciona como
fator estimulante para o aumento de produgdo de extrato bruto de
biosurfactante, sendo estudados por Palejwala & Desai (1989), mas ndo
para o aumento de massa celular, a qual pode até ser inibida ou sofrer uma
certa diminuicio em fungdio da adigdo deste tipo de composto ao meio de

cultura.
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E descrito na literatura pois primeiro a linhagem precisa atingir sua
fase logaritmica de crescimento, para depois utilizar o substrato insoluvel no
meio como fator fundamental para o estimulo de produgdo de biosurfactante.

De acordo com a Figura 11, o maior valor de massa celular foi obtida
com a adigéo de hexadecano no meio de cultura. Cooper & Kosaric (1982)
adicionaram n-alcanos ao meio de cultura constituidos de 11, 12, 13, 14, 15,
16 e 17 carbonos, e observaram que a maior massa celular seca foi obtida
quando se adicionou hexadecano ao meio de cultura onde cultivou-se uma
linhagem de Arthrobacter paraffineus. Por outro lado Jenneman et alli

(1982) observaram que ndo ocorreu crescimento em meio de cultura

adicionado de hexadecano por Bacillus licheniformis JF-2.
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FIG.11 - Influéncia da Utilizagéo de Diferentes Hidrocarbonetos na Produgdo de Massa Celular
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4.4.10. Estudo da Influéncia da Adiciio de Diferentes Hidrocarbonetos

no Meio Basal na Producio de Extrato Bruio

A adigdo de hidrocarbonetos, saturados ou insaturados, ao meio de
cultura atuam como estimulantes para © aumento de produciio de
biosurfactantes, sendo que o principal fator que resuita neste estimulo € ©
fato de tais compostos serem insoliveis em agua, estimulando ent@o a
liberagdo por parte do microorganismo de um composio que emulsifique tal
substrato em questdo, como estudaram Watkinson & Morgan (1990).

Compostos como n-alcanos séo oS mais facilmente emulsificados
pelos microorganismos. De acordo com o estudo efetuado neste trabatho,
foram adicionados ao meio de cultura n-alcanos, com tamanhos de cadeia de
10, 14, 16, 18, 20 ¢ 28 carbonos. Os hidrocarbonetos constituido de 16
carbonos, hexadecano, mostrou ser a methor fonte de hidrocarboneto para a
produgdo de biosurfactante. Os hidrocarbonetos de cadeias inferiores a 14
carbonos apresentarem uma certa solubilidade em éagua, ndo oferecendo
estimulo necessario para o microorganismo. O meio de cultura contendo
tetradecano, hexadecano e o meio contendo petréleo foram totalmente
emulsificados pelo microorganismo, indicando que houve a formagio de
uma emulsdo. Ja os n-alcanos de cadeias de mais de 18 carbonos ndo se
mostraram totalmente efetivos como precursores para 0 aumento da
produgio de biosurfactantes, devido talvez a dificuldade do microorganismo
em degradar n-alcanos com mais de 18 carbonos.

Davila et alli (1994) adicionou n-alcanos com 12, 14, 16 ¢ 18
carbonos 20 meio de cultura contendo glicose por Torulopsis bombicola ¢
observou produgdes de 20g/L produzidos com apenas glicose como fonte de
carbono, de 95g/L com hexadecano adicionado ao meio e 175g/L. com
octadecano. Com os hidrocarbonetos de 12 e 14 carbonos, nfo houve
aumento de produgdo, sendo que com Cl12 a produgdo foi reduzida de 20g/L

para 17¢/L e com C14 se manteve em 20g/L.
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Hommel et alli, 1987, observaram que a produgdo de biosurfactante
produzido por uma linhagem de Torulopsis bombicola aumentou
sensivelmente, de 30g/l em meio de cultura contendo apenas glicose para
75¢/1 quando se adicionou hexadecano.

Por outro lado, Cooper et alli (1981), verificaram a inibicdo da
producdo de surfactina, por Bacillus subtilis, na presenca de 2 a 4% de
hexadecano, sendo que em meio contendo 4% de glicose como fonte de
carbono, a produgdo de surfactina foi de 0,1g/l.

Com relacdo a linhagem 226, a adi¢do de querosene com glicose ao
meio de cultura nio apresentou bons resultados, ja que a produgdo de
extrato bruto de 0,283¢/L de biosurfactante foi inclusive bastante inferior
comparada com a produgdo de biosurfactante com apenas glicose no meio
de cultura, que foi de 1,9¢g/L, mostrando a baixa afinidade da linhagem 226
com tal substrato, a qual acabou inibindo a produgao de biosurfactante.

Em contra partida, Cooper et alli (1981), relataram a produgao de
biosurfactante por linhagens de Mycobacterium, onde seis delas
apresentaram  significativo abaixamento de tensdo superficial quando

querosene estava presente no meio de fermentac¢ao.

Extrato Bruto Seco (g/1)

0

Quecrosene Peirolen

Glicose(Padrio) Decano Tetradecand Hexadecana Cretadecand Eicosano Ograeicosano

FIG.12 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Hidrocarbonetos na Produgdo de Extrato Bruto

de Biosurfactante
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4.4.11. Estudo da Influéncia da Adicio de Diferentes Hidrocarbonetos

no Meio Basal na Tensao Superficial

A Tensio Superficial média de 27mN/m para os meios de cultura
adicionados de n-alcanos foi cerca de duas unidades mais alta que a tensdo
do meio de cultura contendo apenas glicose, valor médio de 25mN/m como
fonte de carbono . Porém o tamanho da cadeia dos n-alcanos nao
‘nfluenciou no abaixamento de tensdo superficial do meio de fermetacao ,
cujos valores se mostraram similares .

Apenas o meio de cultura onde adicionou-se querosene mostrou uma
tensdo superficial um pouco superior 3s demais, 30mN/m. A pouca
diferenca de variagdo dos valores obtidos de tensdo superficial apesar de
haver diferenca na quantidade de extrato bruto produzido se deve a
concentragdo micelar critica, a qual geralmente € atingida apenas com
10mg/L e onde a partir de tal valor nao h4 mais abaixamento da tensdo
superficial. Isto mostra a formagdo de micela em ambos os meios de cultura

testados, ndo importando a quantidade de biosurfactante produzido.
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FIG. 13 - Influéncia da Adicgo de Diferentes Hidrocarbonetos no Meio Basal na Tensao

Superficial
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4.4. 12 Estudo da Influéncia de Diferentes Fontes de Nitrogénio na

Massa Celular

O comportamento da linhagem 226 em relagdo a adi¢do de fonte de

nitrogénio foi estudado em relagdo ao crescimento da linhagem.

Adicionou - se ao meio na concentra¢do de 0,1% de: uréia, NaNO3,
(NH,),SO, Extrato de Levedura e Peptona. Como podemos observar na
Figura 13, s6 houve crescimento da linhagem 226, quando esta foi cultivada
em meio contendo extrato de levedura ou peptona como fonte de nitrogénio.

Ni3o houve crescimento celular quando a nenhuma fonte de nitrogénio estava

presente no meio de cultura.
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FIG.14 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Fontes de Nitrogénio na Producdo de

Massa Celular
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4.4.13. Fstudo da Influéncia de Diferentes Fontes de Nitrogénio na
Produciio de Extrato Bruto de Biosurfactante

A produgdio de extrato bruto de biosurfactante quando se utilizou
peptona foi praticamente igual a produgdo com exirato de levedura, 1,35g/1
e 1,42¢/1, respectivamente. No entanto, quando se utilizou 0,1% de extrato
de levedura com 0,1% de (NH,),SO, , fonte esta presente ao meio basal, a
produgdo foi de 1,9¢/l, mostrando uma produgdo média de 0,60g a mais do
que quando se utiliza extrato de levedura isoladamente. Vale lembrar que
apenas (NH,),SO; como fonte de nitrogénio nio promoveu crescimento da
linhagem, mostrando a importancia da combinaciio de ambas as fontes de
nitrogénio .

Santos et alli (1984), estudaram a produgdo de biosurfactante por
Pseudomonas aeruginosa, cuja produgdo foi pobre na presenga de extrato
de levedura, atingindo valor maximo quando se utilizou nitrato comeo forte
de npitrogénio.

Kitamoto et alli (1990) obtiveram uma alta produgdo de biosurfactante
por uma linhagem de Candida antarctica, quando utilizou, como fonte de
nitrogénio, nitrato a uma concentracio de 0,2%. A adig8o de NH.Cl e
(NH,),80, como fontes de pitrogénio resultaram na diminuigdo de pH, e
consequentemente numa pequena produgéo.

Hommel et alli (1987) relataram que a adigdo de uréia como fonte de
mitrogénio ndo foi efetiva para a produgdo de biosurfactante pela levedura

Torulopsis apicola.
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FIG.15- Influéncia da Utilizacdo de Diferentes Fontes de Nitrogénio na Produgdo de

Extrato Bruto de Biosurfactante

4.4.14 Estudo da Influéncia de Diferentes Fontes de Nitrogénio na

Tensao Superficial

Apenas as fontes de nitrogénio que promoveram crescimento da
linhagem estudada, e consequente produgdo de biosurfactante, ¢ que
provocaram abaixamento de tensao superficial do meio de cultura. Os
meios de cultura que continham umas das fontes que ndo provocaram O
crescimento da linhagem estudada tiveram um valor de tensdo superficial
igual ao de solugdo padrdo isenta de indculo, as quais apresentaram um
valor médio de 45mN/m.

A tensio superficial do meio de cultura contendo extrato de levedura
como fonte de levedura reduziu de 42mN/m para 25,92mN/m, e a que

continha peptona de 41,21mN/m para 25,56mN/m .
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Ndo h4 portanto diferenga significativa em relagdo a reducdo
méxima obtida por estas duas fontes de nitrogénio, podendo diferir apenas
na quantidade de biosurfactante necessaria, em cada um dos meios para que
ocorresse este abaixamento maximo de tensao.

A tensdo superficial obtida quando se utilizou 0,1% de extrato de
levedura com 0,1% de (NH,),SO, foi praticamente igual a obtida com

apenas extrato de levedura como fonte de nitrogénio .
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FIG.16 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Fontes de Nitrogénio na Tens@o Superficial

4.4.15. Estudo da Influéncia de Diferentes Combinagdes de Fontes de

Nitrogénio na Producio de Massa Celular

Com a finalidade de observarmos se a adigdo de fontes diferentes de
nitrogénio proporcionam um melhor crescimento para a linhagem estudada e
consequentemente uma maior produgao de biosurfactante, foram feitas
varias combinacdes de extrato de levedura e peptona, as quais isoladamente

proporcionaram crescimento da linhagem e produgdo de biosurfactante.
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Como podemos observar na fig.17, 0.1% de cada uma das fontes de
nitrogénio compostas de: extrato de levedura + peptona + (NH4):SOu,
extrato de levedura + (NH;),SO; + NaNO; foram as fontes que
proporcionaram melhor crescimento celular de 2,52g/1 e 2,43¢g/l,
respectivamente, contra 0,64g/1 de massa celular para o extrato de levedura
e 0,56¢/1 para a peptona quando utilizados separadamente como fontes de
nitrogénio como podemos obsevar no item 5.4.12.

O resultado deste experimento mostra a importante interferéncia da
adicdo conjunta de duas ou mais fontes de nitrogénio para a produgdo de
biosurfactante.

Cooper & Paddock cultivaram a levedura Torulopsis bombicola em
meios de cultura contendo 4% de glicose, 0,1% de extrato de levedura e
0,05mol de diversas fontes de nitrogénio inorganicas , dentre elas NaNO;,
NH,Cl, NH;NO; e (NH,),CO. A maior produgio de massa celular foi obtida
quando se adicionou extrato de levedura com (NH;),COs, cuja producao de
massa celular seca foi 10,14g/l. A fonte que induziu uma menor producdo
de massa celular foi a constituida de NaNO; com extrato de levedura, cuja

produgdo de massa celular seca foi de 4,82¢g/l.
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FIG.17 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Combinagdes de Fontes de Nitrogénio na

Produciio de Massa Celular
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4.4.16. Estudo da Influéncia de Diferentes Combinacdes de Fontes de

Nitrogénio Producio de Extrato Bruto de Biosurfactante

As combinacdes de fontes de nitrogénio que proporcionaram uma
maior produgdo de biosurfactante foram peptona+(NH,),SO;, extrato de
levedura+ (NH4),SO4+ NaNO; e extrato de levedura+(NH4),SO4 com uma
produgdo de 2,32g/l, 2,07g/l e 1,90g/1 respectivamente, mostrando que a
fonte extrato de levedura + (NH4),SO4 + NaNO; foi efetiva tanto para o
crescimento celular como para a produgdo de biosurfactante.

A adicdo do (NH;),SO4 conjuntamente com outras fontes de
nitrogénio como extrato de levedura e peptona se mostrou mais eficiente do
que a adigdo de peptona e extrato de levedura com NaNOj; A produgdo com
peptona + (NHy),S0, foi 2,32g/l contra 1,42g/l quando adicionamos
peptona + NaNO; . O mesmo ocorreu quando adicionamos de extrato de
levedura com NaNO; A producdo foi de 1,17g/L contra 1,9¢/1 obtidas
quando utilizamos extrato de levedura + (NH,4),SO4, 0 que mostra que a
linhagem n° 226 produz maior quantidade de biosurfactante quando cresce

em meio contendo peptona ou extrato de levedura, em combina¢do com

(NH4)2SO4,

Legenda :

| 1-EL+{NH412804

| 2-Pep+EL

| 3-PepHNH4 12504

| 4-PeprNaNO3
5-EL+NaNO3

1 §-EL +Pep+(NH4J1504

| 7-EL+NaNO3+(NH412504

Extrato Bruto Seco (g/1)

0.5

1 2 3 4 5 6 T

FIG.18 - Influéncia da Utilizagdo de Diferentes Combinagdes de Fontes de Nitrogénio na

Produgio de Extrato Bruto de Biosurfactante
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4.4.17. Estudo da Influéncia de Diferentes Combinacdes de Fontes de

Nitrogénio na Tensao Superficial

Os valores de tensdo superficial obtidos para os meios de cultura
contendo diferentes combinagdes de fontes de nitrogénio compostas foram
praticamente iguais, com pequenas variagdes nos valores, devido ao efeito
de formacdo de micela nos meios de cultura compostos pelas diferentes

fontes de nitrogénio, conforme ilustrado na Figura 19 .
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Fig.19- Influéncia da Utilizacao de Diferentes Combinagdes de Fontes de Nitrogénio na

Tensdo Superficial

4.4.18. Estudo da Influéncia da Utilizacao de Acidos Graxos como
Fonte de Carbono na Tensdo Superficial e na Producio de Massa Celular

e Extrato Bruto de Biosurfactante

A influéncia da adicdo 4cidos graxos sobre a massa celular, produgdo
de biosurfactante e sobre a tensdo superficial foi estudada. Foi utilizado

4cido oleico com e sem adicdo de glicose ao meio de cultura.
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De acordo com a Figura 20, observamos que a adigao de apenas acido
oleico ao meio de cultura ndo estimulou o crescimento da linhagem e
consequentemente nio houve produgéo de biosurfactante e nem tampouco,
reducdo da tensdo superficial .

A adi¢do de glicose ao meio de cultura promoveu o crescimento
celular mas ndo estimulou a produgdo de biosurfactante, pois o valor de
tensdo superficial do meio com o indculo foi praticamente igual ao valor do
padrio da solugdo de 4cido oleico com glicose, cerca 33mN/m. O meio
contendo 4cido oleico e glicose, apesar de ndo indicar produgdo de
biosurfactante, foi acidificado. Constatou-se ausentes de produgdo , uma vez
que nio ocorreu floculagdo, sugerindo que o acido oleico inibiu a produgdo
de biosurfactante em vez de estimuld-la, ja que quando utilizamos apenas
glicose em meio de cultura temos uma consideravel producdo de extrato

bruto de biosurfactante.

l 50
. /f o
¥ =
%
1 )
e
% 0.8 é"
(=] 8
8 006 =
w2 =
o Z
E 0.4 g
0,2
0 r ] .
Acido Oléico Acido Oléico+Glicose
[ Extrato bruto (g/1)

B Tensio Superficial (mN/m)
Bl Massa celular (g/1)

Fig.20 - Influéncia da Utilizagdo de Acidos Graxos como Fonte de Carbono



Em contrapartida aos valores encontrados, a literatura relata a
produgdo de soforose lipides, que sdo biosurfactantes, quando crescem em
uma mistura de glicose e acido oléico (Asmer et alii,1988) , acido palmitico
(Ito & Inoue, 1982a) ou glicose e 6leos vegetais (Cooper & Paddock,1984;
Zhou et alii,1992) .

4.4.19. Estudo da Influéncia da Adicio de Minerais na Tensio

Superficial e Extrato Bruto de Biosurfactante

Dois meios de culturas foram preparados com 0s mesmos nutrientes
diferindo apenas na adi¢do ou ndo de uma solugdo de minerais , cuja
composigdo estd descrita no item 3.1. Foi verificado o grau de influéncia da
adicdo de minerais ao meio de cultura basal. Verifica-se através da Figura
21 que a ndo adigdo da solugdo de minerais ao meio de cultura reduziu pela
metade a produgdo de biosurfactante quando comparado com a adicdo da
solucdo de minerais de 0,892¢/ e 1,9¢/l, respectivamente .

Quanto aos valores de tensao superficial, praticamente ndo ha

diferengas, o que pode ser observado atraves da Fig.21
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FIG.21 - Influéncia da Adigdo da Solugdo de Minerais na Producio de Extrato Bruto de

Biosurfactante e na Tens&o Superficial .



Cooper et alii (1981) observaram que a adigéo de cations ao meio de
cultura pode ter um efeito positivo na produgéo de surfactante em alguns
casos . Por exemplo, a formagdo de surfactina por Bacillus subtilis foi
estimulada pela adigdo de fons ou sais de ferro ou manganés ao meio de
cultura .

O efeito positivo de EDTA na produgdo de biosurfactantes pode ser
observado no caso dos lipides trehalose produzido por Rhodococcus
erythropolis . Em contrapartida, a produgdo de ramnolipides por
Pseudomonas aeruginosa € Pseudomonas sp DSM 287 foi fortemente

inibida por EDTA (Kosaric,1987) .

4.4.20. Estudo da Influéncia da Concentragio de Extrato de Levedura
como Fonte de Nitrogénio na Massa Celular da linhagem 226

Devido ao fato do extrato de levedura ter se revelado como uma boa
fonte de nitrogénio quando adicionado ao meio de cultura como fonte de
nitrogénio, foram testadas varias concentragdes de extrato de levedura ao
meio de cultura basal, com o objetivo de avaliar a influéncia do aumento da
concentragdo de extrato de levedura sobre a produgdo de massa celular, a
produgdo de extrato bruto de biosurfactante e a tensao superficial.

Conforme podemos observar a Figura 22, conforme se aumenta a
concentragdo de extrato de levedura no meio de cultura, aumenta-se a
quantidade de massa celular produzida, mostrando a relagdo direta da adigdo
de fonte de nitrogénio para a sintese de proteinas. Cooper & Paddock
(1984) estudaram a produgdo de massa celular por Torulopsis bombicola em
meio de cultura contendo 4% de glicose com duas diferentes concentragoes

de extrato de levedura, as quais foram 0,1 e 0,5%.
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De acordo com os autores, 0 meio que continha 4%de glicose com
0,1%de extrato de levedura produziu uma massa celular de 3,6g/1 e o meio
que continha a mesma concentracdo de glicose do meio anterior com 0,5%
de extrato de levedura produziu 10,7g/l de massa celular, sugerindo como
aconteceu com os dados acima, que o aumento da concentragdo de extrato
de levedura no meio fornece melhores condi¢des para a sintese de uma

maior quantidade de material celular.
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FIG.22- Influéncia da Concentracdo de Extrato de Levedura na Producdo de Massa

Celular

4.421. Estudo da Influéncia da Concentracao de Extrato de
Levedura como Fonte de Nitrogénio na Produgio de Extrato Bruto de

Biosurfactante

A produgdo de biosurfactante aumentou com O aumento da
concentragdo de extrato de levedura no meio de cultura, quando esta foi

adicionada em concentracdes de até 0,5%, de extrato de levedura.
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A adicdo de 0,7% de extrato de levedura ndo proporcionou aumento
na produgdo de biosurfactante talvez devido ao fato de termos limitado a
fonte de carbono a 3% de glicose para todas as concentragdes de extrato de
levedura utilizadas.

A adicdo de concentragdes inferiores a 0,03%, alem de ndo produzir
crescimento celular, ndo induziu a produgdo de biosurfactante como
consequéncia.

Cooper & Paddock (1984) estudaram a produgdo de biosurfactante
por Torulopsis bombicola em meio de cultura contendo 4% de glicose com
duas diferentes concentracdes de extrato de levedura, as quais foram 0,1e
0,5%. De acordo com os autores, 0 meio que continha 4% de glicose com
0,1%de extrato de levedura produziu 1,0g/1 de extrato bruto de
biosurfactante e o meio que continha a mesma concentra;cao de glicose do
anterior, com 0,5% de extrato de levedura, produziu apenas tragos,
sugerindo que o aumento da concentra¢ao de extrato de levedura pode
ocasionar o aumento da massa celular, mas por outro lado pode reduzir ou

inibir a produgéo de biosurfactante.
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FIG.23 - Influéncia da Concentragio de Extrato de Levedura na Producdo de Extrato

Bruto
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4.4.22. Estudo da Influéncia da Concentragio de Extrato de Levedura

como Fonte de Nitrogénio na Tensdo Superficial

As concentra¢des de extrato de levedura inferiores a 0,03%, 0,005% ¢
0,01% ndo tiveram redugio da tensdo superficial do meio em que foram
inoculadas em relagdo ao padrdo, meio sem inoculo. A partir da adigdo da
concentragio de 0,03% de extrato de levedura, houve crescimento celular,
produgdo de biosurfactante e consequentemente reducdo da tensdo
superficial do meio.

A tensdo superficial do meio de cultura centrifugado contendo 0,03%
de extrato de levedura teve um valor de tensdo um pouco superior, ou seja
uma redugdio de tensdo superficial aos valores obtidos quando adicionamos
concentragdes de extrato de levedura iguais ou superiores a 0,05%, cuja
tensdo superficial média para os meios contendo concentragdes superiores a
0,05% foi de 25mNm contra um valor médio de 28mN/m para o meio
contendo 0,03% de extrato de levedura.

Novamente concluimos que apesar da produgdo de biosurfactante
através do meio que continha apenas 0,03% de extrato de levedura ter sido
bastante inferior, em relagdo a quantidade produzida quando adicionamos
concentracdes superiores a 0,05%, a diferenga de tensdo superfical entre um
meio e outro é pequena. Isto se deve mais uma vez a formagdo de micela
quando o biosurfactante esta presente em solu¢do, diferindo apenas na
concentragdo necessaria para cada meio para que esta se inicie, cuja
concentragdo que induz o inicio da formagdo da micela é denominada

concentracio micelar critica.
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FIG.24 - Influéncia da Concentragio de Extrato de Levedura na Tensao Superficial

4.4.23. Estudo da Influéncia da Concentragio de Peptona como Fonte

de Nitrogénio na Produgiio de Massa Celular

A adicdo de peptona como fonte de nitrogenio isolada mostrou
resultados bastante satisfatérios quanto a produgdo de massa celular, de
biosurfactante e quanto a redugdo da tensdo superficial. Esta foi testada em
véarias concentragcdes assim como foi feito para o extrato de levedura,
visando descobrir o grau de influencia que o aumento de concentragdo de
peptona ocasionou sobre o crescimento celular, produgdo de biosurfactante
e abaixamento de tensdo superficial, bem como qual a concentra¢do minima
que induz a produgdo de massa celular, produgdo de biosurfactante e
reducdo de tensdo superficial.

De acordo com a Figura 25, observamos que a concentra¢do de
0,005% ndo foi suficiente para induzir o crescimento celular. Com isto
também ocorreu quando se adiciona a mesma concentragdo de extrato de

levedura.
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No entanto, a concentra¢do de 0,01% ja foi suficiente para induzir o
crescimento celular, fato que no caso do extrato de levedura so6 ocorreu

numa concentracdo igual e superior a 0,03%.

O aumento crescente da concentragdo de peptona aumentou
proporcionalmente a massa celular, cuja produgdo maxima ocorreu com a

adicdo de 0,7% de peptona ao meio, com uma produ¢do proxima de 2,5g\L.

e

(8]

1,5

Massa Celular Seca (g/1)

0.5

0
0.005%  0,01% 0,03% 0,05% 0,1% 0,3% 0.5% 0,7%

% Peptona

FIG.25 - Influéncia da Concentragdo de Peptona na Produgdo de Massa Celular

4.4.24. Estudo da Influéncia da Concentracdo de Peptona como Fonte

de Nitrogénio na Producio de Extrato Bruto

A adicio de peptona como fonte de nitrogénio em concentra¢oes
iguais a 0,005% e 0,01% nao induziu a produgdo de biosurfactante. Apesar
da concentragdo de 0,01% ter oferecido condicdes para o crescimento
celular, ndo houve floculagdo de biosurfactante quando este foi submetido

ao teste de precipitagdo acida, o que sugere que a concentra¢do minima de
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peptona necessaria para que a linhagem seja induzida a produzir
biosurfactante € de 0,03% de peptona.

Como ocorreu quando foram testadas vérias concentragoes de extrato
de levedura, no meio de cultura, a produgdo de biosurfactante aumentou
proporcionalmente com o aumento da fonte de nitrogénio. No caso, o estudo
foi realizado para o extrato de levedura e peptona, apenas até a
concentragdo de 0,5%.0 aumento de concentragao de fonte de nitrogénio
para 0,7% aumentou a produgdo de massa celular, mas fez com que a

quantidade de biosurfactante produzida fosse diminuida cerca de 1g.

2
= 1,5
e
Q
2
751
Q
El 1
&
e
[++1
B
& 05
0 7.

0005% 001% 003% 005%  0l1%  03%  05% 0,7%
% Peptona

FIG.26 - Influéncia da Concentragdo de Peptona na Produgdo de Extrato Bruto

4.4.25. Estudo da Influéncia da Concentrac¢io de Peptona como Fonte

de Nitrogénio na Tensao Superficial

De acordo com a Figura 27, observamos que a redugdo da tensao
superficial se iniciou quando adicionamos concentragdes de peptona iguais

ou superiores a 0,03%.
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Em concentragbes inferiores, no caso 0,005% e 0,01%, a tensdo
superficial do meio apés fermentag¢do se mostrou préxima ou superior ao
valor do meio sem inéculo, cujo valor médio para todas as concentracoes
testadas foi de 45mN/m.

A tensdo superficial se mostrou praticamente constante para as
concentracbes de 0,03% a 0,5%. Apesar da quantidade de biosurfactante
presente no meio contendo 0,03% ser bastante inferior em relacdo a
quantidade presente no meio com 0,5% de peptona, a tensdo superficial €
praticamente constante pelo fato do biosurfactante produzido em cada
ensaio ter sido suficiente para que ocorresse formacdo de micela do
biosurfactante em solucdo.0 aumento da quantidade de biosurfactante
produzido ndo provocou maior redugdo de tensdo superficial, ja que a
concentracdo necessaria para que se dé inicio a formacdo de micela j& foi

atingida nos meios com diferentes concentragdes de peptona.
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FIG.27 - Influéneia da Concentragdo de Peptona na Tensdo Superficial
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4.5 Producio de Biosurfactantes pelo método de “Resting Cells”

O processo denominado “Resting Cells” tem a finalidade de, primeiro
promover um crescimento significativo da linhagem em uma fonte de
carbono primaria , e quando a mesma atinge seu crescimento maximo &
transferida para um meio de cultura contendo um substrato insolavel, como
hidrocarbonetos ou 6leos vegetais, os quais atuariam como precursores
hidrofébicos para o aumento da producdo de biosurfactantes. A linhagem
n° 226 foi inoculada em um meio basal e apos 48 h de cultivo, foram
transferidas aliquotas de 1, 5, 10 e 20 ml para um meio basal contendo 1%
de petréleo, como precursor hidrofobico.

Como pode ser observado na Figura 28, os resultados obtidos foram
bastantes significativos, uma vez que foram obtidas concentragdes de 5g/1,
até entdo, obtidas apenas quando hexadecano foi utilizado como fonte de
carbono no meio basal .

No que se refere & quantidade de indculo, o sistema 2 foi o que
apresentou maior produgdo de biosurfactante sendo que nos valores de

tensdo superficial praticamente nao ocorreram variacoOes

Ln

L

(B

(wyNur) perorpradng ogsua |,

Extrato Bruto Seco (g/)

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4

B Extrato bruto (g/1)
B Tensdo Superficial (mN/m)

FIG.28 - Influéncia da Quantidade de Indculo no processo de “Resting Cells”
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Legenda da Figura :

e Sistema 1 : 1ml Meio Fermenta¢do Basal ¢/ 3% Glicose (48 horas)
adicionado ao Meio Basal ¢/ 1% Glicose + 3% Petréleo (144 horas)

e Sistema 2 : 5ml Meio Fermenta¢do Basal ¢/ 3% Glicose (48 horas)
adicionado ao Meio Basal ¢/ 1% Glicose + 3% Petrdleo (144 horas)

e Sistema 3 : 10ml Meio Fermenta¢do Basal ¢/ 3% Glicose (48 horas)
adicionado ao Meio Basal ¢/ 1% Glicose + 3% Petroleo (144 horas)

e Sistema 4 : 20ml Meio Fermentagdo Basal ¢/ 3% Glicose (48 horas)

adicionado ao Meio Basal ¢/ 1% Glicose + 3% Petr6leo (144 horas)

Venkata & Karanth (1989), estudaram a produgdo de glicolipides por
uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa, a qual produziu 0,72¢g/l pelo
processo de “Resting Cells”contra apenas 0,43g/1 obtidos pela fermentagéo
tradicional.

Este método tem sido aplicado com éxito para a producdo de
ramnolipides, através de células imobilizadas ou livres de Pseudomonas sp
DSM 2874; produgdo de soforose lipides por Torulopsis bombicola e
producdo de tetraésteres de trehalose por Rhodococcus erythropolis. No
caso de Arthrobacter sp DSM 2567 foi possivel utilizar varios mono; di ou
trissacarideos como precursores para se obter os glicolipides

correspondentes ( Kosaric,1987) .
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4.6. Atividade do Bioemulsificante

A atividade de um bioemulsificante é definida como a quantidade de
emulsificante extracelular que provoca uma absorbéancia de 1,0 a 540nm
contra o branco ( meio de cultura filtrado sem inéculo).

Neste trabalho 5ml de varios meios de cultura contendo glicose,
maltose, sacarose, e glicerol como fontes de carbono e meios contendo
glicose com um n - alcano de cadeia de 14, 18, 20, 28 e petréleo foram
emulsificandos com 2% de tetradecano e 2%de oleo de soja. O
espectofotdmetro foi zerado para cada meio com este isento de indculo. Os
diferentes meios de fermentagdo foram filtrados em mebrana millipore
0,45um (Johnson et alli,1992) para evitar a influéncia de particulas durante a
leitura da absorbéancia.

Os meios de cultura contendo os diferentes substratos como fontes de
carbono, apds sofrerem adi¢do de 2% de tetradecano, mostraram que uma
maior atividade bioemulsificante foi o obtida com o glicerol como fonte de
carbono, o qual apresentou uma absorbéncia dé1,301, ficando a seguir os
meios contendo sacarose e petrdleo como fontes de carbono. O meio que ja
continha tetradecano e foi emulsificado com mais 2% de tetradecano teve
pouca alteragdo de absorbancia, a qual aumentou apenas de 0,678 para
0,699.

Quando os meios de cultura contendo os diferentes substratos foram
emulsificados com 2% de 6leo de soja, estes apresentaram absorbéncia
superiores as obtidas quando os meios de fermentagdo receberam 2% de
tetradecano, mostrando que o biosurfactante produzido tem melhor agdo
emulsificante sobre o 6leo que sobre o n-alcano. Novamente os meios de
cultura contendo glicerol, sacarose e petroleo tiveram uma absorbéncia alta,
sendo a maxima igual 2,000 quando os meios de cultura foram

emulsionados com 2% de 6leo de soja.
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No entanto todos os outros meios de cultura tiveram uma absorbéancia
superior a obtida quando estes sofreram emulsificagdo com tetradecano. A
seguir seguem a tabela IV e um histograma com as absorbancia obtidas e
figuras que elucidam melhor o aspecto de cada uma das emulsdes formadas
com o 6leo de soja e com o tetradecano, quando estes foram adicionados
aos diferentes meios de culturas.

Este experimento foi baseado nos métodos de Cirigliano &
Carmanm(1984) e de Jonhson et alii (1992). Cirigliano & Carmanm (1984),
testaram varios meios de culturas com diferentes substratos (glicose,
hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva,6leo de milho, onde cada
uma delas foi emulsificada com hexadecano) e obtiveram uma menor
atividade para o meio contendo glicose, 0,09, € uma maior para 0 meio

contendo éleo de soja, o qual mostrou uma atividade de 0,98.

Tabela VI. Atividade do bioemulsificante utilizando-se tetradecano e 6leo de soja

ABSORBANCIA a 540 nm

Fonte de Carbono " Meio de Fermentacio Meio com Meio com Oleo de
Filtrado Tetradecano Soja
Glicose 0 0,854 1,699
Maltose 0 0,17 1,222
Glicerol 0,0223 1,301 2,000
Sacarose 0,05 1,011 2,000
Decano e Glicose 0 0,23 1,301
Tetradecano e Glicose 0,678 0,699 1,523
Octadecano e Glicose 0 0,688 1,426
Eicosano e Glicose 0 0 1,280
Octaeicosano e Glicose 0 0,678 1,260
Petréleo e Glicose 0,235 1,000 2,000

(*) Foram utilizadas 3% da fonte de carbono no meio de fermentagdo
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Absorbéncia a 540nm

0.5

Gl Mak Tleaml Sar Deas e Tem G Oetas (e Exw-lils Detapwes Gl Potm il

Fontes de Carbono

Bl Meio de Fermentagio Filtrado
EmMeio com Tetradecano
B Meio com Oleo de Soja

FIG.29 - Atividade Bioemulsificante do biosurfactante produzido em meios contendo

diferentes fontes de carbono, emulsificados com 2% de o6leo de soja e 2%de tetradecano

separadamente

Legenda para as figuras:

- Legenda para as letras:
(a) Meio de cultura centrifugado sem emulsificagdo,
(b) Meio emulsificado com 2%de tetradecano,

(¢) Meio emulsificado com 2% de 6leo de soja

- Legenda para os numeros:

(1) Glicose,

(2) Glicerol,

(3) Sacarose,
(4) Maltose,

(5) Petréleo,

(6) n-decano,
(7) Tetradecano,
(8) Dodecano,
(9) Eicosano

(10) Octadodecano
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s

FIG.30- Emulsio formada pela emulsificagdo dos meios de cultura contendo (1)glicose, (2)glicerol,

(3)sacarose como fontes de carbono com 2% de 6leo de soja e 2%de tetradecano separadamente

cdo dos meios de cultura contendo (4)maltose, (5)petroleo,

FIG.31- Emulsdo formada pela emulsifica

(6)n-decano como fontes de carbono com 2% de 6leo de soja e 2%de tetradecano separadamente

O/



ulsificagio dos meios de cultura contendo (7)tetradecano,

FIG.32- Emulsdo formada pela em
2% de dleo de soja e 2%de tetradecano

(8)dodecano, (9)icosano como fontes de carbono com
separadamente

S

G.33- Emulsdo formada pela emulsificagdo do meio de cultura contendo (10)octadodecano como fonte

carbono com 2% de dleo de soja e 2%de tetradecano separadamente
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4.7. Calculo da Concentracio Micelar Critica baseada em diluicdes do

meio de cultura com agua destilada

A concentragdo micelar critica é definida como a concentragdo de
biosurfactante necessaria para que haja formagdo da micela, onde a partir de
tal concentracdo ndo ocorre mais a redugdo da Tensdo Superficial do meio
de cultura, apesar da produgdo de biosurfactante poder continuar
aumentando (Gerson & Zajic, 1979).

A Concentragdo Micelar Critica (CMC) é determinada fazendo - se
solugdes com concentragdes conhecidas de surfactante ou diluindo -se o
meio de cultura isento de células sucessivamente. Apos feitas tais diluigdes,
mede - se a tensdo superficial de cada uma delas.Constrdi-se entdo um
grafico da tensdo superficial versus o logaritmo da concentragdo de
biosurfactante diluido em solugdo, como mostrado no item 4.6.

Neste estudo calculamos a CMC para trés meios de cultura com
diferentes fontes de carbono. Foram calculados valores da CMC para meios
de cultura contendo glicose, a qual é considerada com fonte de carbono
padrio, o glicerol por ter apresentado bons resultados em relagdo a redugdo
da tensdo superficial e por ser de estrutura diferente da glicose, € um meio
contendo, além da glicose, um hidrocarboneto (alcano) de cadeia de 14
carbono, cujo composto foi praticamente emulsificado durante o
crescimento da linhagem, com a finalidade de se comparar qual dos meios
com os diferentes substratos tem uma menor CMC, ou seja, uma produgao

de biosurfactante que ja provoca uma redugdo maxima de tensdo superficial.
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Cilculo da CMC utilizando glicerol como fonte carbono

z s T i
Z 60 - |
&, ~ |
= ; CMC=0,08062g/1 . & RetaPadrdo |
? 40 S ¢ 55 / ——Curva 2

=% T |
2 “"‘*—0—-0__,. ——— Curva 1 |
2 20 - b |

LOOE-04 LOOE-03  LDOE-D2 LOOE-01  LODE+D

Concentragio de Extrato Bruto de Biosurfactante (g

LOOE+01 ‘

FIG.34 - Obtengdo da CMC do Biosurfactante produzido a partir de Glicerol como

Fonte de Carbono e Diluigbes com Agua

Equagdo Curva l :

Equagdo Curva?2:

Calculo da CMC ::

-8,8345*In(CMC)+8,3173 - R*=10,8358
-1,5177*In(CMC)+26,741 - R*=0,9625

-1,5177*In(CMC)+26,741= -8,8345*In(x)+8,3173
In(CMC) = -2,5179997

CMC = 0,08062 g/l
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Caleulo da CMC utilizando glicose como fonte carbono

| H———————— | |
2 | e, & Reta Padrio|
5 60 *.\ CMC=0,02756 g/l |
% L o / || ——Curval ‘
= 40 - emesmms i ™ ‘ 5
5 —n——-_“_‘\_ 3 — Curva 2
2 20- |
2 3
5 5 i

100E-04 1,00E-03 LOOE-02 LOGE-01 LOOE+0D LOOE+0 1 ‘

Concentragio de Extrato Bruto de Biosurfactante (g/1)

FIG.34- Obtengdo da CMC do Biosurfactante Produzido pela LB - 226 a partir de

Glicose como Fonte de Carbono e Diluigdes com Agua

Equagdo Curva 1 : -1,5350*In(CMC)+26,957 - R?=0,9683
Equagdo Curva2: -9,0344*In(CMC)+0,0226 - R*=10,9635

Caleulo da CMC : : -1,5350%In(CMC)+26,957 = -9,0344*In(CMC)+0,0226
In(CMC) = -3,5915407

CMC = 0,02756 ¢/l
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Cilculo da CMC utilizando como fontes de carbono glicose e

tetradecano como indutor para producio de biosurfactante

R0 ————————————
—_ & * &
= e CMC=0,03950 g/l | —
% 60 ¢ Reta Padrdo
& “ |
3 . D ¥ — —Curval ‘
= 40 T %9
5 .--__Q__'__._ —  Curva2 |
g 20 -
5

LODE-04 L00E-03 LODE-02 LOOE-01 LODE=00 LOOE+01

Concentragio de Extrato Bruto de Biosurfactante (g/l)

]

FIG.35 - Obtengdo da CMC do Biosurfactante Produzido pela 226 a partir de

Glicose com Tetradecano como Fonte de Carbono ¢ Dilui¢bes com Agua

Equagdo Curva l: -1,8941*In(CMC)+29,137 - R%=0,8982
Equagdo Curva?2: -10,195¥In(CMC)+0,23123 - 2=(,8844

Caleulo da CMC :-1,8941#In(CMC)+29,137 = -10,195*In(CMC)+0,23123
In(CMC) = -3,2315412

CMC = 0,03950 g/l




Como podemos observar nas Figuras 33, 34 e 35, os valores de
concentraciio micelar critica obtidos para os trés meios de cultura
constituidos de glicose, glicerol e glicose com tetradecano foram 0,02756g/1,
0,1075g/1 e 0,03950g/1 respectivamente, onde menores valores de CMC,
indicam que uma menor quantidade de biosurfactante j& provoca uma
reducio maxima de tensfio superficial.lO menor valor encontrado entre as
trés fontes de carbono testadas foi para a glicose.

Jenneman et alli (1982) obteve valores de CMC com surfactina
produzida por Bacillus subtilis entre 1250mg/l a 1500mg/l em meio
contendo 1% de sacarose como fonte de carbono. Duvinjak et alli (1982)
encontraram uma CMC igual a 0,0139g/1 quando se utilizou um meio de
contendo 3% de tetradecano para a produgdo de biosurfactante por
Arthrobacter paraffineus e uma CMC de 0,00676g/l quando se wtilizou 4%
de glicose como fonte de carbono, cujos resultados foram compativeis com
os obtidos pela linhagem 226, j& que para a glicose como fonte de carbono
também se encontrou uma CMC menor do que quando se utilizou

tetradecano.
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4.8, Identificacio do género da Linhagem 226

4.8.1Caracteristicas Morfologicas

4.8.1.1 Crescimento em meio liquido

Apés ter sido encubada em meio GYP caldo, a linhagem LB - 226

apresentou as seguintes caracteristicas:

Caracteristicas da pelicula formada:

-britho: opaco

-superficie: lisa

-extensdo da pelicula: em forma de anel na superficie do meio

-tempo de foramagfo: a formagfio de uma pelicula bem fina se iniciou

com uma semana, se tornando bastante espessa com 30 dias.

Caracteristicas do anel formado:

-extensdo: apenas sobre a superficie do meio, incompleto e fino no
inicio e grosso apds 30 dias.

-tempo de formagdo: 7 dias

Caracteristicas do sedimento formado:
-e5CASK0
-compacto

~mucoide
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4.8.1.2. Crescimento em meio sélido

-colorace:branca

-configuraciio ou forma:irregular e expansiva
-margem:irregular

-elevacdoimamilonada

-superficie:lisa

-brilho:opaca

~fextura:cremosa

4.8.1.3. Formacio de pseudomicélio e micélio verdadeiro

Nio observou-se a clara formagiio de pseudomicélio ou micélio
verdadeiro apds trés dias de incubagdo, no entanto, isto ndo significa que

realmente nfio ocorra a formag#o de tais estruturas em periodos mais longos.

4.8.1.4. Caracteristicas sexuais, formagao de ascos € ascoporos

Coloracio de Virtz: a lamina se cora de verde se houver formag3o
esporos e de vermetho se ndo houver

- ME agar ( -)

-Acetato agar (-)

-Gorodkowa agar ( -}

-YM égar (-)

Ap6s uma semana de incubagdo a 30°C, foram feitas 1dminas das
culturas repicadas acima, as quais foram coradas conforme a metodologia

descrita em ftem
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Porém, as laminas preparadas ndo se coraram de verde malaquita,
corante especifico para a coloragdo de esporos, assumindo apenas coloragdo
vermelha resultante da coloragdo pela safranina, o que indica que em uma

semana ndo houve formagao de esporos .

da da linhagem 226, em YM, ap6s 48h. de incubagdo,

FIG.37- Microfotografia tira

corada com azul de metileno
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Colonias com incubagiip de 48hrs. a2 30°C

em meio “Yeast Malt™

F1G.38- Culturas da Linhagem 226 inoculadas em placas de Petri contendo YM, com

48h. de incubagao

5. a 30°C

1s com incubagio de 48hr

Coloni:

F1G.39- Culturas da Linhagem 226 inoculadas em placas de Petri contendo GYP, com 48h. de

incubagdo

97



4.8.2 Caracteristicas Fisiologicas

4.8.2.1. Fermentacio de carboidratos:

Foi realizada através do “kit"de identificagio API - 20C, onde a

mudanga de coloragio de roxo para amarelo indica teste positivo apés 48h.

Tabela VII- Carboidratos fermentados pela linhagem 226 utilizando o kit
API 20C

Carboidrato Resultado

glicose +
sacarose “+
maltose -
rafinose -
galactose -

lactose -
frealose -

melohiose -

4.8.2.2. Assimilacdo de Carboidratos
Foram realizados testes de assimilagdo de carboidratos através dos

kits de identificagio API 20C AUX e APl 50CH, cujos resultados se

encontram na tabela VII:
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Tabela VIII: Testes de Assimilacio de Carboidratos

Carbhoidratos

Resultado

glucose
sorbose
glicercl
Melibiose
2-Keto-D-gluconato
ribose
D-arabinose
L-arabinose
TAMNOSE
dulcitol
D-xilose
adonitol
manitol
xilitol
arbutina
galactose
nositol
salicina
sorbitol
alfa-metil-D-manasideo
2-Metil D-glucosideo
N-Acetil D-glucosamina
celobiose
lactose
maltose
53Car0se
trehalose
melozitose
rafinose
eritritol
amido

melobiose

g

+ o+

H

+ o+ 4+ o+ A+ *

99



4.8.2.3. Teste de Assimilagiio de nitrato

Conforme metodologia descrita, a presenca de nitrito no meio em que
a linhagem ¢ inoculada ¢ indicada por uma mudanga de coloracio do meio,
que se torna rosa forte apos a adiclio de 2 gotas do reagente I e 2 gotas do
reagente II, conforme descrito anteriormente.

No entanto, a auséncia de nitrito na presenga de bom crescimento de
cultura pode contudo indicar 0 CORNSUMO completo de nitrato. Por isso,
testou-se a presenca de nitrato adicionando-se pé de zinco nos tubos em que
foi adicionado o reagente 1 e Il e esperando-se alguns minutos. Caso ©
nitrato ainda esteja presente ele sersd transformado para nitrito, com
desenvolvimento da cor caracteristica rosada.

Foram feitos testes de assimilagfo de pitrato para a linhagem 226
inoculada ao meio de assimilag@o de nitrato em periodo de 3, 5, 10 ¢ 15
dias. Todos apresentaram mudanca de coloracio do meio que passou de
amarelo claro para rosa forte, indicando que nf#o houve consumo total de

nitrato no meio de cultura em que 2 linhagem foi inoculada.

4.8.2.4, Teste de Osmotolerincia

Algumas espécies de leveduras diferem das demais espécies por
serem capazes de crescerem ¢m meios com alta pressdo osmoética.

Com a finalidade de observar se a linhagem 226 possue tal habilidade,
foram feitos dois testes de osmotolerdncia. O primeiro teste foi realizado em
meio GYP agar contendo 50%de glicose por um periodo de 7dias, ¢ um
segundo teste em meio liquido contendo 10%de NaCl e 5%de glicose.

Para o teste realizado com GYP agar contendo 50%de glicose houve

crescimento bastante fraco da linhagem sobre a superficie do meio.
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Para o teste realizado com 10%de NaCl e 5%de glicose em meio

liquido, nfio se observou nenhum crescimento, sendo portanto negativo.

4.8.2.5. Teste de Crescimento a 37°C

A temperatura 6tima de crescimento para a maijoria das leveduras é de
20 a 30°C, embora existam espécies que sejam capazes de crescer em
amplas faixas de temperautra, a qual pode variar de 0 a 47°C.

A linhagem 226 apresentou excelente crescimento a temperatura de
37°C em meio “Yeast Malt”, conforme descrito na metodologia,

considerando portanto o teste como positivo.

4.8.2.6.Teste de Assimilaciio de uréia

Certas leveduras tem capacidade de hidrolisar a uréia transformando-a
em amonia em altas concentracbes, que é observada pela mudanga de
coloragio do meio de amarelo para rosa escuro, devido a adigéo do reagente
fenolftalefna ao meio de cultura como descrito na metodologia.

A linhagem 226 foi inoculada em meio contendo uréia 4gar por 7 dias,
a 27°C, como descrito em metodologia, ndio apresentando no entanto ao
final do periodo de incubagdo, a mudanga de coloragio para rosa, sendo

portanto o resultado do teste negativo.
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4.8.2.7. Teste de Atividade de arbutina

Este teste é importante para confirmar a atividade da B-glicosidase
das leveduras, as quais hidrolisam a arbutina, resultando numa mudanga de
coloragiio que passard de branco para marron €scuro devido a sais de Fe
presentes no meio.

A mudanca de coloragio do meio indica que houve hidrolise da
arbutina, no entanto, apds 7 dias de incubag@o, néo observamos mudanca na
cor do meio a que foi inoculada a linhagem 226, sendo portanto 0 resultado

negativo para tal linhagem.

4.8.2.8. Teste produgio de acido

Certas leveduras produzem 4cido a partir de glicose e tal
caracteristica pode ser verificada através de meio sélido contende carbonato
de calcio e glicose. O 4cido formado é capaz de dissolver o carbonato de
sodio disperso no meio de cultura, possibilitando uma avaliagio desta
funcio biolégica.A formaclio de 4cido ¢ observada pelo aparecimento de
zonas transhicidas no meio, originando zonas claras e translicidas no meio
Opaco.

A linhagem 226 foi inoculada em meio CaCO; agar conforme descrito
na metodologia, e incubada a 27°C por 7 dias, a0 final do qual observou-se
o crescimento da cultura. N&o observou-se o aparecimento de zonas claras
o translicidas no meio, apesar da linhagem ter tido um bom crescimento,

considerando-se portanto o teste como negativo.
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5, CONCLUSAO

Dentre as linhagens testadas, a 226 foi a que apresentou maior
reduciio de tensdo superficial do meio de cultura, cuja tensdo passou de 45-
50mN/m para 25mN/m, sendo esta portanto selecionada como melhor
produtora de biosurfactante.

As melhores condicBes de fermentagio, que proporcionaram Uma
maior produgic de biosurfactante pela linhagem selecionada 226, foram:
temperatura de 30°C, pH do meio de fermentacdo igual a 6,5, concentragéo
de NaCl do meio igual a 3%, concentragdo de glicose ou outra fonte de
carbono igual a 3% e tempo de fermentagfo de 72hrs, com agitagéo de 150
rpin.

A fonte de carbono que ocasionou um maior crescimento celular foi o
melago.Porém a maltose e o glicerol produziram maiores quantidades de
biosurfactante, tais como 2,75g/1 e 2,60g/1 respectivamente.

A adicfo de hidrocarbonetos, no caso 1 - aleanos com cadeia de 10,
14, 16, 18, 20 a 28 carbonos, ao meio de cultura estimulou a produgfo de
biosurfactante por parte da linhagem 226, cujos melhores resultados foram
obtidos com os n - alcanos com tamanhos de cadeia de 14 a 18. Os meios de
cultura que continham n - alcanos com cadeias de 14 ou 16 foram
emulsificados durante a fermentagdo.

A linhagem apresentou preferéneia por fontes de nitrogénio
compostas, adicionadas na concentracio de 0,1%, contendo extrato de
levedura, peptona, ou ambas com (NH.),SO4, 0 qual apresentou melhores
resultados em relagio ao NaNOQ;, podendo porém ser adicionado juntamente

com o (NH4),S0, e extrato de levedura.
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Quanto a atividade hemolitica, esta foi positiva para a linhagem 226, a
qual formou um halo transparente no meio de cultura 4gar-sangue em volta
do crescimento da linhagem, o que pode ser utilizado como confirmagéo da
acdo surfactante.

O biosurfactante produzido apresentou boa atividade bioemulsificante
para meios de cultura contendo diferentes fontes de carbono (glicose,
sacarose, maltose, glicerol, n-decano,tetradecano, octadecano, icosano,
octadodecano e petroleo). A emulsificagéio com 2% de dleo de soja mostrou
melhores resultados do que quando emulsificamos os diferentes meios de
cultura com 2% de tetradecano.

A concentragio micelar critica, calculada por diluicdo com 4gua
destilada, para os meios de cultura contendo glicose, glicerol e glicose com
tetradecano como fontes de carbono, apresentaram resultados bastante
satisfatérios. O melhor resultado foi obtido com a glicose, seguido do
tetradecano e¢ do glicerol. Observamos que em meios de cultura de
diferentes composicdes, apesar da produgao de biosurfactante ter sido
bastante distinta dependendo da composigio do meio, a reducio da tensfo
superficial foi praticamente constante, a qual reduz a tensdo superficial do
meio sem inéculo de 45-50mN/m para valores em torno de 25-28mN/m .
Estes resultados confirmam a teoria de que atingida a CMC , a reducio da
tensdo superficial se torna constante .

Quanto & identificacdo da linhagem 226, ndo foi possivel identificé-la
quanto ao género, apesar dos testes morfoldgicos e fisiologicos realizados,

devendo ser repetidos futuramente.
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