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“ . “ ~ n
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RESUMO

Biossurfactantes sdo agentes de superficie ativa sintetizados por varias espécies de
microrganismos sendo as bactérias e as leveduras os principais produtores. A molécula do
biossurfactante ¢ formada por uma parte hidrofilica, solivel em agua, e uma parte
hidrofébica, soluvel em solvente organico. Tal composto ¢ sintetizado durante o
crescimento ou na fase estaciondria do desenvolvimento do microrganismo em meios de
cultura contendo hidrocarbonetos ou agticares como fonte de carbono. A produgdo pode ser
espontanea ou induzida através da presenga de compostos lipidicos, por variagdes de pH,
temperatura, aeracdo e agitagdo ou ainda, quando o crescimento celular ¢ mantido sob
condigdes de stress como baixas concentragdes de nitrogénio e alteragdes nas condigdes

otimas de pH e temperatura.

O processo de producdo do biossurfactante contribui para a degradacdo de
compostos hidrofobicos, podendo ser empregado, no tratamento de dguas residuarias e em
solos contaminados por derramamento de petroleo e seus derivados, pois a célula
microbiana busca a assimilacdo do hidrocarboneto como forma de obtencdo de energia.
Existe vasta possibilidade de aplicagcdo em alimentos, na agricultura, na industria cosmética

e farmacéutica, devido principalmente a baixa toxicidade e biodegradabilidade.

Neste trabalho a bactéria Kocuria rhizophila, aerdbia e gram-positiva, isolada de
agua residuaria de abatedouro avicola, foi utilizada na producdo de biossurfactante. As
variaveis: substrato (querosene, sacarose e 6leo de soja), pH inicial da fermentacao (5,0, 7,0
e 9,0), temperatura de incubacao (20, 30 e 38°C), concentracdes das fontes de nitrogénio
organica e inorganica (0% e 50% alternadamente) e aeragdo (0,5, 1,5 ¢ 2,0 VVM) foram
avaliadas em relagdo ao crescimento celular e a produgdo do biossurfactante. Para isto os
experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers com agitagdo de 150 rpm e em

fermentador de bancada.

O estudo mostrou que a bactéria ndo ¢ capaz de utilizar o querosene como fonte
de carbono, sendo a massa celular maxima obtida em Erlenmeyers, a temperatura de
incubacao de 38°C e pH inicial de fermentagdo 9,0 e em meio de cultura contendo sacarose.

Ja a produg@o de biossurfactante aconteceu independentemente do crescimento celular, e
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em maior concentra¢ao no meio de cultura contendo 6leo de soja como substrato.

A maior atividade de emulsificagdo foi obtida em 48 horas de fermentacdo com
6leo de soja comercial (5%v/v) e pH inicial 9,0, a 38°C e 150 rpm em Erlenmeyers com
1,00 g/L de NH4Cl e sem extrato de levedura. O sobrenadante obtido do caldo fermentado,
apos ajuste de pH para 7,0, apresentou atividade de 1,959 UA. Obteve-se reducao da tensao
superficial do meio de cultura de 59,9 mN/m para 38,8 mN/m e massa de biossurfactante
igual a 1,10 g/L em amostra com atividade de emulsificacdao de 1,685 UA. Observou-se que

a exposi¢ao do sobrenadante a 80°C resultou na reducdo da atividade de emulsificacao.

Palavras-chave - Kocuria rhizophila, biossurfactante e carotendides.
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SUMMARY

Biosurfactants are active surface agents produced by a large number of
microorganisms mainly by bacterias and yeast, which are the best producers. The
biosurfactant molecule is composed for hydrophobic moiety soluble in organic compounds
and for hydrophilic moiety soluble in water. This compound is produced during growth
cellular or in the stationary phase of microorganism development in the culture medium
with hydrocarbons or sugar as carbon source. The production can be spontaneously or
induced by lipids compounds, pH of the medium, temperature, aeration and agitation, or
when cellular growth is submitted under stress condition like low temperature, low nitrogen

concentration and when the good condition of pH and temperature are changed.

The process of biosurfactant production contribute with degradation of
hydrophobic compounds, which can be employee in the wastewater treatment, in the soil
contaminated by oil spilling and its derives, because the microrganins cellules firecracker
the hydrocarbon assimilation as energy source. Oversea immense possibility of food
application, in the agricultural, pharmaceutical and cosmetic industry due mainly lower

toxicity and higher biodegradability.

In this work the bacteria Kocuria rhizophila aerobic and gram-positive, isolated of
wastewater poultry was used in the biosurfactant production. The effect of the variables:
carbon source (kerosene oil, sucrose and soybean oil), initial pH of fermentation (5,0, 7,0
and 9,0), incubation temperature (20, 30 and 38°C), concentration of organic and inorganic
nitrogen source (0% and 50% alternate) and aeration (0,5, 1,5 and 2,0 VVM) were studied
to evaluate cellular growth and production of biosurfactant. The experiments were carried

out conduction in Erlenmeyers flasks and fermentor.

This study showed that the bacteria was able to use kerosene as carbons source.
The maximum cellular growth occurred in Erlenmeyers flaks, at incubation temperature
38°C e initial pH of fermentation 9,0 and in the medium with sucrose. The biosurfactant
production happened independent of cellular growth and the maximum concentration was

reached in medium with soybeam oil.

The maximun of emulsifyng activity was obtained in 48 hours of fermentation
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with soybean oil (5%v/v) and initial pH of fermentation 9,0, at 38°C and 150 rpm with 1,00
g/L of NH4CI and without yeast extract. The emulsifyng activity was 1,959 UA after pH
adjustment to 7,00. The superficial tension of the medium was reduced of 59,9 mN/m to
38,8 mN/m and the biosurfactant mass was 1,10 g/L in a sample which the emulsifyng
activity was 1,685 UA. The fermented broth exposed at 80°C resulted in the reduction of

emulsifyng activity.

Keywords - Kocuria rhizophila, biosurfactant and carotenoids.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos de superficie ativa capazes de reduzir a tensdo
superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases permitindo a mistura ou a dispersao
dos mesmos em agua ou em outros liquidos (BANAT et al., 2000). Esta propriedade
permite que os surfactantes sejam utilizados pelas industrias com diversas funcdes tais
como: detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade

molhante, solubilizagdo e dispersao de fases (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Atualmente, os surfactantes disponiveis comercialmente sdo sintetizados a partir
de derivados de petréleo que sdo toxicos para o meio ambiente e ndo sdo biodegradaveis. A
producao industrial de surfactantes excede 9,0 bilhdes de dolares por ano (MAIER e
SOBERON-CHAVEZ, 2000). A producido mundial de surfactantes estd estimada em trés
milhdes de toneladas por ano, sendo 54% desta producdo utilizada como matéria-prima
para a fabrica¢do de detergentes para uso doméstico e 32% destinada para o uso industrial

(BANAT et al., 2000).

Na induastria alimenticia sdo utilizados emulsificantes sintéticos e naturais. O
glicerol monosterase (GMS) e o carboximetilcelulose (CMC) sdo os emulsificantes
sintéticos mais utilizados, mas apresentam limitacdes, pois os consumidores buscam cada
vez menos consumir produtos sintéticos. A lecitina e a goma ardbica sdo os naturais mais
empregados, porém a lecitina apresenta problemas funcionais quando submetida as
condi¢des modernas de processamento; ¢ a goma arabica, por ser importada da Africa, esta
sempre sujeita a instabilidades climaticas e politicas (GAOKAR, 1991; WHISTLER,
1993).

A contaminagao ambiental por petrdleo e seus derivados ¢ um problema crescente
que esta causando sérias implicagdes ecologicas e econdmicas (MARIN et al., 1995). As
técnicas empregadas para a recuperagdo do ambiente poluido sdo, na maioria das vezes,
baseadas na utilizagdo de surfactantes e emulsificantes sintéticos, os quais geralmente sao

compostos toxicos a0 meio ambiente e ndo-biodegradaveis (BANAT et. al., 2000).

A versatilidade de aplicagdao dos surfactantes resultou no aumento da demanda e

no interesse em desenvolver novas formas de obtencdo dos mesmos. Assim, surfactantes
1
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naturais, principalmente os de origem microbioldgica, estdo sendo amplamente explorados
também como forma de acompanhar a tendéncia de substituicdo dos produtos sintéticos por

biologicos em industrias alimenticias e cosméticas.

Os surfactantes microbiologicos ou biossurfactantes sdo sintetizados por bactérias,
leveduras e fungos durante o seu crescimento em meio de cultura cuja fonte de carbono ndo
necessariamente ¢ um hidrocarboneto, pois na literatura sdo relatados biossurfactantes
produzidos através do emprego de compostos hidrossoluveis como glicose e sacarose
(BANAT, 1995; WILLUMSEN ¢ KARLSON, 1997). Mais recentemente, recursos
renovaveis, tais como produtos agroindustriais e derivados de petréleo, estdo sendo
utilizados como nutrientes para o desenvolvimento microbiologico e produgdo de
bioemulsificantes. Tal fato resulta na biotransformagdo destes compostos, pois sdo
assimilados por microrganismos como fonte de energia deixando de causar problemas de

contaminacao ambiental (ISHIGE et al., 2003).

Os biossurfactantes apresentam vantagens quando comparados com o0s
quimicamente sintetizados, pois sdo biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade, sdo
efetivos em uma ampla faixa de temperatura, pH e salinidade e podem ser sintetizados
através do emprego de recursos renovaveis (SHEPHERD et al., 1995; DESAI e BANAT,
1997).
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2. OBJETIVOS

As diversas formas de aplicacdo do biossurfactante e as vantagens apresentadas
pelo mesmo em relagdo as técnicas até entdo empregadas, ressaltaram o interesse em

estudar a sua producdo. Assim, os objetivos gerais e especificos deste trabalho sdo:

2.1. Objetivo Geral

Estudar a producdo de biossurfactante pela bactéria Kocuria rhizophila por

fermentagao submersa.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o crescimento celular e a producao de biossurfactante em relagdo a
diferentes substratos (sacarose, 6leo de soja e querosene), valores de pH iniciais e

temperatura de fermentagdo em experimentos feitos em Erlenmeyers agitados a 150 rpm;

- Utilizar, em um fermentador de bancada, as condi¢des Otimas de operagao
obtidas em frascos Erlenmeyers agitados, e avaliar a influéncia da aeragdo na produgdo de

biossurfactante e biomassa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Emulsao

A emulsdao ¢ considerada um tipo de dispersdo, pois € composta por liquidos
imisciveis ou parcialmente misciveis dispersos um no outro formando um sistema
monofasico. A formac¢do de uma emulsdo ocorre quando agua e substancias hidrofobicas

sdao homogeneizadas (SHAW, 1975).

Para que possa ocorrer a homogeneizacao das fases ¢ necessario vencer a tensao
interfacial, que ¢ definida como a forga resistente ao aumento da superficie total de contato
entre as fases (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Logo, a emulsdao ¢ completamente instavel
devido a area interfacial formada entre a fase dispersa e a fase continua. Entdo, para
impedir a reversdo da emulsdo em duas fases distintas, acrescenta-se um agente

emulsionante ou substancias tensoativas (ZAJIC e PANCHAL, 1976).

O agente emulsionante ou emulsificante ¢ empregado com a finalidade de facilitar
a emulsificagdo e manter a emulsdo estavel, isto ¢, impedir que ocorra a coalescéncia das
fases. Estas substancias possuem esta caracteristica devido aos grupos lipofilicos e
hidrofilicos presentes em suas moléculas que diminuem a tensdo interfacial, quando

permanecem voltados para cada fase respectivamente (SHAW, 1975).

3.2. O Biossurfactante

Agentes de superficie ativa sdo produzidos quimicamente ou biologicamente. Os
surfactantes quimicamente sintetizados sdo toxicos ao meio ambiente e ndo sdo
biodegradéaveis. Mas, compostos com propriedades tensoativas também sao sintetizados por
organismos vivos, desde plantas (saponinas), microrganismos (glicolipideos) e até pelo
organismo humano (sais biliares), sendo explorados como alternativa aos processos

quimicos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Virias espécies de microrganismos sintetizam agentes de superficie ativa, como

subprodutos metabolicos, os quais sao biodegradaveis, nao sao téxicos ao meio ambiente e



REVISAO BIBLIOGRAFICA

sdo efetivos em extremos de pH e temperatura (DESAI e BANAT, 1997, SHEPFERD et
al., 1995).

Na literatura cientifica encontra-se a divisdo destes compostos em dois grandes
grupos: biossurfactantes e bioemulsificantes. Assim WILLUMSEN e KARLSON (1997),
SARUBBO et al.(1999) e PARASZKIEWICZ et al.(2002) diferenciam estes compostos da

seguinte maneira:

- Biossurfactantes sdo compostos de baixo peso molecular (glicolipideos,
soforolipideos, trialolipideos, &cidos graxos e fosfolipideos), cujas moléculas sao
constituidas de uma parte hidrofobica e outra hidrofilica. Tais compostos t€ém capacidade
de reduzir a tensdo superficial de meios aquosos, quando presentes nos mesmos, devido a

reducdo da energia requerida para a formagao da emulsao;

- Bioemulsificantes sdo polimeros de alto peso molecular (polissacarideos
anfipaticos) cujas moléculas ndo possuem necessariamente uma parte hidrofobica e outra
hidrofilica. Em meios aquosos, os bioemulsificantes afetam a formag¢do da emulsdo e a sua

estabilidade nao reduzindo, necessariamente, a tensao superficial como os biossurfactantes.

Tal fato também foi relatado por COOPER ¢ GOLDENBERG (1987), quando
estudavam a producdo de agentes de superficie ativa por duas espécies de Bacillus em
meios contendo substratos hidrossoluveis. Neste estudo, o Bacillus cereus produziu
polissacarideo (bioemulsificante) que reduziu a tensdo superficial para 53 mN/m mantendo
as emulsdes estaveis, ¢ um monoglicerideo (biossurfactante) que reduziu a tensdo
superficial para 28 mN/m, ambos em relagdo a da tensdo superficial da agua que ¢ de

72 mN/m.

A parte hidrofobica ou apolar da molécula ¢ normalmente linear, composta por
hidrocarbonetos saturados, embora cadeias insaturadas também sejam encontradas, ou por
acidos graxos hidroxilados, ou ainda por peptideos hidrofobicos. A parte hidrofilica,
também dita polar, é composta por aminoacidos, ou por peptideos, ou por mono-, di-, ou
polissacarideos, podendo também ser i0nica (aniOnica ou catidnica), ndo-idnica ou
anfotérica. O arranjo espacial destas moléculas contribui para as varias propriedades dos

biossurfactantes cujas estruturas podem ser observadas na Figuras 3.1 (ROBB, 1987 e
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BANAT, 1995).

O biossurfactante ¢ classificado de acordo com a composicdo quimica da
molécula e com o microrganismo que o originou. Encontram-se, descritas na literatura,
cinco classes de biossurfactantes: glicolipideos, lipoproteinas e lipopeptideos, lipideos
neutros, acidos graxos e fosfolipideos, poliméricos e os particulados (DESAI e BANAT,
1997). Vale ressaltar que os ramnolipideos, surfactantes pertencentes a classe dos
glicolipideos produzidos principalmente por Pseudomonas aeruginosas, sdo 0s mais

estudados (TULEVA et al., 2002).
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Figura 3.1 — Estrutura dos biossurfactantes mais conhecidos. (a) ramnolipideo
(glicolipideo), (b) emulsan (heteropolissacarideo), (c) surfactina (lipopeptideo

ciclico) e (d) Fosfatidiletanolamina. Fonte: DESAI ¢ BANAT, 1997.
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3.3. Microrganismos Produtores

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo capazes de produzir agentes de
superficie ativa (bioemulsificantes e biossurfactantes) em meios de cultura contendo
substratos hidrossoluveis (glicose, sacarose, etanol e glicerol) ou hidrofobicos
(hidrocarbonetos) como fonte de carbono (ROBB, 1987; LANG ¢ WAGNER, 1987;
BANAT, 1995; ROSEMBERG e RON, 1999).

O crescimento de microrganismos em meio de cultura contendo uma fonte de
carbono insoluvel em agua ocorre devido a emulsificagdo destes substratos através da
producao de bioemulsificantes, de biossurfactantes (PATIL e CHOPADE, 2001). Isto
permite que o aumento da area interfacial, ou de ambos (adgua/hidrocarboneto) melhore a
taxa de dissolugdo do substrato facilitando a adesdo e a sua utilizacdo pelo microrganismo

(BARATHI e VASUDEVAN, 2001; TULEVA et al., 2002).

Assim, muitos microrganismos siao capazes de degradar hidrocarbonetos
assimilando-os como fonte de carbono e energia. Logo, estes microrganismos podem ser
empregados na degradagdao de petrdleo e seus derivados, auxiliando nos processos de
descontaminagdo ambiental causada por derramamentos. No Brasil, por exemplo, sdo
encontrados relatos constantes de problemas de poluicdo ambiental devido a grande
producao e utilizagao deste combustivel (BICCA et al., 1999). Biossurfactantes purificados
também podem ser empregados em biorreatores ou in situ para emulsificar e aumentar a

solubilidade dos contaminantes hidrofobicos (BANAT et al., 2000).

Devido a vasta aplicabilidade dos surfactantes em industrias de produtos de
limpeza, petroliferas, de cosméticos e produtos higi€nicos, muitos estudos estdo sendo
direcionados para o desenvolvimento de tecnologias para o melhoramento das linhagens e

processos de producdo (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

A Tabela 3.1 apresenta alguns microrganismos produtores de biossurfactantes e a
reducdo da tensdo superficial pelos mesmos tendo como referéncia a tensao superficial da

agua que ¢ de 72 mN/m.
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Tabela 3.1 - Tipos de biossurfactantes, microrganismos produtores e tensao superficial.

Tensao superficial

Biossurfactantes Microrganismos (mN/m)
P. aeruginosa 29
Pseudomonas sp. 25-30
Trihalolipideo R. erythropolis 32-36
Glicolipideos N. erythropolis 30
Mycobacterium sp. 38
Soforolipideo T. bombicola 33
T. apicola 30
Lipopeptideos Lipopeptideo B. licheniformis 27
o Serrawettin S. marcescens 28-33
Lipoproteinas Viscosin P. fluorescens 26,5
Surfactin B. subtilis 27-32
Ac. Graxos Ac. Graxos C. lepus 30
Lipideos Neutros Lipideos Neutros N. erythropolis 32
Poliméricos  Carboidrato-proteina-lipideo  P. fluorescens 27

Fonte: DESAI e BANAT, 1997.

3.3.1. Biossurfactantes produzidos por leveduras

SAMPAIO (1995) demonstrou que o oleo diesel comercial pode ser degradado
pela levedura Saccharomyces lipolytica produzindo razoaveis quantidades de
bioemulsificante. Em frascos agitados, as maiores atividades foram determinadas na
concentracao de substrato igual a 3% e pH inicial de fermentacdo 5,0, e no fermentador de
bancada com concentra¢do de substrato igual a 5% e mesmo pH inicial de fermentacao.
LIMA (1997), estudando a mesma levedura, para produgdo de bioemulsificante a partir de
oleo diesel comercial, observou taxas de atividade emulsificante de 0,63 a 0,89 unidades de

atividade (U).

A levedura Candida antarctica produziu glicolipideo extracelular em fermentagao

conduzida em frascos agitados a 220 rpm e 30°C, por um periodo de 7 dias e na presenca



REVISAO BIBLIOGRAFICA

de 8% de o6leo de soja como fonte de carbono, sendo a parte hidrofilica identificada como
4- 0-B-p-manopiranosil-meso-erithritol. Ha relatos que esta levedura produz 100 g/L de

biossurfactante (INOH et al., 2001).

Oleo de babagu foi utilizado como fonte de carbono pela levedura Candida
lipolytica para a produgdo de bioemulsificante em fermentagdes em frascos agitados. O
bioemulsificante foi identificado como um complexo polissacarideo-proteina-lipideo e
isolado apds 144 horas de fermentacdo, cuja atividade emulsificante encontrava-se em

torno de 1,2 unidades de atividade em leitura a 540 nm (SARUBBO et al., 1999).

Soforolipideos foram produzidos pela levedura Candida bombicola em
fermentador utilizando gordura animal como fonte de carbono. A producdo maxima do
biossurfactante, 120 g/L, ocorreu a 27°C apds 68 horas. Mas, o crescimento celular maximo

foi obtido a 30°C (DESHPANDE e DANIELS, 1995).

Bioemulsificante foi isolado da biomassa de Saccharomyces cerevisiae contendo
dois tipos de polimeros com diferentes composigdes quimicas e propriedades
emulsificantes. Um dos polimeros continha propriedades emulsificantes, enquanto o outro
estabilizava a emulsdo. A composi¢do do primeiro foi basicamente identificada como
proteina e carboidrato e a do segundo como sendo carboidrato e fosforo. O interesse na
extracdo de bioemulsificante desta levedura se justifica pelo fato da mesma ser comestivel e

jé utilizada em alimentos e bebidas (BARRIGA et al., 1999).

A levedura oleaginosa Rhodotorula glutinis produziu bioemulsificante
extracelular associado ao crescimento em fermentagdes em batelada, e em meio de cultura
contendo glicose como fonte de carbono. A produ¢do maxima do bioemulsificante foi

obtida a 30°C e pH inicial da fermentacao de 4,0 (JONHSON et al., 1992).

3.3.2. Biossurfactantes produzidos por fungos e algas

O fungo filamentoso Curvularia lunata IM 2901 produziu agente emulsificante
extracelular quando cresceu em meio liquido contendo glicose. A producdo maxima de
2,6 g/L foi alcancada apo6s 47 horas de fermentacdo a 28°C em shaker rotativo a 180 rpm.
Caracterizagdes quimicas preliminares mostraram que o bioemulsificante continha 34% de

9
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carbono, 5,7% de hidrogénio, 1,8% de nitrogénio e 0,15% de enxofre, sendo um complexo
proteina (25%) e polissacarideo (48%). O acucar presente foi identificado como um

polimero de D-glicose (PARASKIEWICZ et al., 2002).

Polissacarideos obtidos do sobrenadante das algas Porphiridium cruentum e
Spirulina spp sao empregados em produtos alimenticios como espessantes. A alga
vermelha Porphiridium cruentum produz polissacarideos com propriedade de estabilizar

emulsdes (SHEPFERD et al., 1995).

3.3.3. Biossurfactantes produzidos por bactérias

Bactérias do género Acinetobacter estao sendo relatadas constantemente como
produtoras de bioemulsificante extracelular, pois estdo entre os géneros freqiientemente
encontrados em ambientes contaminados com petroleo. A bactéria Acinetobacter
calcoaceticus MMS5 cresceu em meio contendo tetradecano produzindo bioemulsificante, o
qual apresentou alto peso molecular e estabilidade a altas temperaturas. A analise da
composi¢do quimica parcial do bioemulsificante resultou em 20% de proteina, 1% de

4cidos graxos e 15,5% de agticares totais (MARIN et al., 1995).

PATIL e CHOPADE (2001) também estudaram a produ¢do de bioemulsificante
por espécies de Acinetobacter isoladas de pele humana saudavel. Os melhores resultados
foram obtidos com a bactéria Acinetobacter junii SC 14 na presenga de 6leo de améndoa
durante a fase estacionaria do crescimento a 37°C e pH 7,2. Nestas condigdes a producao
maxima de bioemulsificante alcancada foi 116,6 EU/mL em 30 horas de fermentacdo e na
presenca de 1% de 6leo de améndoas. Analises quimicas revelaram que o bioemulsificante

continha 50,5% de proteinas, 43% de polissacarideos e 3,8% de lipideos.

Pseudomonas fluorescens foi empregada na degradacdo de hidrocarbonetos
produzindo biossurfactante durante o crescimento celular. O biossurfactante foi extraido da
cultura ap6s 24 horas de fermentagdo na concentracao de 0,58 g/L e a tensdo superficial foi

reduzida para 35 mN/m (BARATHI e VASUDEVAN, 2001).

Pseudomonas aeruginosas GS9-119 e DS10-129 foram utilizadas para produzir

raminolipideos através do emprego de substratos de baixo custo. A producao
10
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maxima foi de 4,31, 2,98 e 1,77 g/L em oleo de soja, 6leo de acafrdo e glicerol,
respectivamente. A fermentacao foi conduzida em frascos agitados, incubados a 200 rpm e

30°C (RAHMAN et al., 2002).

Ramnolipideos também foram produzidos pela espécie Pseudomonas putida
21BN quando cresceram em substratos soluveis em agua como a glicose e glicerol e pouco
soltivel como o hexano. A produgdo maxima obtida foi de 1,2 g/L, alcangada na fase de
crescimento estaciondrio, € a reducdo da tensdo superficial apds crescimento em meio com

hexano foi para 29 mN/m (TULEVA et al., 2002).

BONIN e BERTRAND (1999) investigaram a producdo de biossurfactante pela
bactéria Pseudomonas nautica em fermentagdes conduzidas em frascos agitados a 96 rpm e
32°C utilizando heptadecano como substrato. O bioemulsificante obtido continha 59% de

proteinas, 40% de hidrocarbonetos e 1% de lipideos.

OSIPOV et al. (1998) isolaram duas espécies de Antrobacter € uma Micrococcus
varians do solo contaminado de petrdleo, observando que estas bactérias formavam

bioemulsificante durante o processo de degradacgao do 6leo.

FERRAREZZO (1998) estudou a produgdo de bioemulsificante em funcdo da
fonte de carbono (6leo de soja e glicose) e pH do meio de cultivo (5,0, 7,0 e 11,0) bem
como sua capacidade de emulsionar compostos aromaticos (tolueno e xileno) e misturas de
hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos (querosene e 6leo diesel) além de triglicerideos (6leo
de soja). Os melhores indices de emulsificacdo, que ocorreram quando as linhagens Bl e
B9 foram cultivadas em meio GYP, em pH 7,0 apds 10 horas de cultivo, em agitador
rotatorio a 150rpm e 30°C, foram em relacdo ao dleo de soja (43,39%), ao querosene
(44,00%), ao tolueno (40,42%), ao oleo diesel (44,85%) e ao xileno (45,0%). Estas

linhagens provocaram pequena diminui¢@o da tensdo superficial dos meios de cultivo.

Clostridium pasteurianum produziu compostos de superficie ativa quando
cultivado anaerobicamente em meio contendo sacarose como fonte de carbono. Tal fato foi
observado devido a redugdo da tensdo superficial para 55 dinas/cm pela presenga de 4

lipideos neutros no sobrenadante da cultura (COOPER et al., 1980).

Bacillus subtilis ATCC 21332 produziram surfactin, biossurfactante lipopeptidico,
11
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utilizando batata como substrato. As fermentagdes foram conduzidas em frascos agitados
em “Shaker” a 30°C por 72 horas, e a produgdo do biossurfactante resultou na redugao da
tensdo superficial de 71,3 mN/m para 28,3 mN/m (agua residuaria contendo batata) e para

27,5 mN/m (meio contendo sais minerais) (FOX e BALA, 2000).

Bacillus licheniformis JF-2 ¢ capaz de crescer e produzir biossurfactante
(lipopeptideo) sob condi¢des aerdbias ou anaerdbias, na presenca de alta salinidade e
elevada temperatura, caracteristicas tipicas de reservatorios de oOleo. A maxima
concentracao obtida, nas fermentacdes feitas em frascos agitados a 42°C, 200 rpm e com
meio de cultura suplementado com 4% de glicose, foi de 33 mg/L. Bacillus licheniformis
KGL11 (mutagdo do Bacillus licheniformis JF-2) produziu 12 vezes mais biossurfactante

(391 mg/L) nas mesmas condi¢des (SUNG-CHYR et al., 1998).

3.3.3.1. Kocuria rhizophila

A bactéria Kocuria rhizophila, empregada neste projeto como produtora de
biossurfactante, foi isolada, primeiramente, por KOVACS et al. (1999) quando estudavam a
rizosfera da Typha angustiofolia no rio Danubio na Hungria juntamente a espécie Kocuria

palustris.

O género Kocuria, pertencente a familia Micrococcaceae, foi descrito por
STACKEBRANDT et al. (1995) como possuidor de quatro espécies Kocuria rosea,
Kocuria varians, Kocuria kristinae e Kocuria erythromyxa.

Na literatura, encontram-se varios trabalhos com o emprego destes
microrganismos. VIDAL et al. (2000) estudaram a capacidade de degradagdo de penas de
frango em processos fermentativos pela bactéria Kocuria rosea, a qual possui atividade
ceratinolitica, com o objetivo de proporcionar um método alternativo de produgdo de
proteina suplementar. OSIPOV et al. (1998) observaram a producdo de bioemulsificante
pela bactéria Kocuria varians, quando em contato com solo contaminado de petroleo e seus
derivados, como forma de remediacao. *SILVEIRA (2002) analisou a capacidade de varias

*Silveira, E. H. — mestranda do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, Faculdade de Engenharia
de Alimentos — UNICAMP
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bactérias de produzir biossurfactante, verificando que a Kocuria rhizophila foi a que
apresentou a melhor atividade de emulsificacdao de 1,450 UA em fermentagdes a 30°C e pH
igual a 7,50.

A bactéria Kocuria rhizophila foi descrita como espécie composta por células
esféricas de 1,00-1,50 um de diametro, aerdbias, gram—positivas, imdveis e nao produtoras
de esporos. As colonias possuem 1,50-2,50 mm de didmetro, sdo opacas, homogéneas, com
extremidades irregulares e com pigmentacdo amarelada. Nao crescem quando expostas a
temperaturas superiores a 40°C, apresentando bom desenvolvimento em pH 5,70 - 7,70, em

nitrogénio inorganico, citrato de Simmon e em meios com 10% de cloreto de sodio (NaCl).

Em relagdo as suas caracteristicas tem-se: catalase, benzidina, gelatinase, fosfatase
e hidrélise do Tween 80 positivas; oxidase, hidrdlise de amido, indol, uréase, hidrélise de
esculina, arginina dihidrolase e reacdo de fenilalanina deaminase negativas; fraca reacao
com H,S; ndo reduz nitrato a nitrito; produz acido a partir de D-glucose, D-frutose, D-
manose e sacarose; ndo produz acido a partir de glicerol, manitol, sorbitol, ribose, D-xilose,
L-arabinose, galactose, lactose, maltose, - gentilbiose, D- turanose, arbutina, salicina,
trealose e malezitose; € capaz de utilizar o adonitol, L- arabinose, S- furtose, L- fucose, D-
glucose, turanose, xilitol, metil- 40, Tween 80 e N-acetil-D-glucosamina. Nao utiliza
celobiose, D- trealose, N-acetil- D-galatosamina, mesoinositol, maltose, D-manitol, S-
melibiose, sorbitol, inosina e glicerol. As ligacdes interpeptidicas consistem em trés
residuos de alaninas (variagdo A3ca). As maiores manaquinonas sao MK —7(H,) e MK-
8(H,). Os maiores acidos graxos sdao ai-Cj7p, ai-Ciso e 1-Cys. Os lipideos polares
predominantes sao os fosfatidilglicerol. A composicao de bases de DNA e 69,4 mol% de G

+ C.
3.4. A Producao do Biossurfactante

A razdo pela qual os microrganismos produzem surfactantes nao ¢ tdo obvia. Em
locais onde houve derramamento de Oleo, algumas bactérias produzem surfactantes
extracelulares como forma de emulsionar o substrato hidrocarbonico para facilitar a sua
assimilacdo e degradagdo. Entretanto, a producdo de surfactantes por microrganismos nao

degradadores de 6leo, pode ser explicada pelo fato da célula sintetizar estes compostos
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como antibidtico, e assim se defender de ataques de outros microrganismos (MORIKAWA
et al., 2000).

Os caminhos para a sintese dos dois grupos que compde o biossurfactante sao
diversos e utilizam conjuntos especificos de enzimas. Mesmo considerando a diversidade
de produgdo, algumas caracteristicas da sintese e regulagdo sdo semelhantes. Em muitos
casos, as primeiras enzimas utilizadas na sintese destes componentes sdo enzimas

reguladoras (DESAI e BANAT, 1997).

Um possivel caminho da sintese do biossurfactante pode ser através da conversao
da glicose, quando presente no meio de cultura, em outros sacarideos como trealose,
soforose ou ramnose, ou com a divisdo via gliceraldeido 3-P e piruvato para acetil Co-A,
que unida ao oxaloacetato produz malonil-Coa e em seguida acido graxo. Por outro lado, o
hidrocarboneto, quando presente como substrato, pode ser utilizado para produzir acidos
graxos ou sacarideos através da transformagao da molécula em alcool, depois em aldeido e
acido graxo por acdo enzimatica. O acido graxo formado pode sofrer -oxidacao passando

a acetil-CoA e, a partir deste momento, varios outros poderao ser formados (ROBB, 1987).

A producao do bioemulsificante por microrganismos com a finalidade de degradar
hidrocarbonetos, pode acontecer de duas formas: algumas bactérias e leveduras excretam
emulsificantes, os quais emulsificam o substrato no proprio meio de crescimento ou sao
capazes de mudar a estrutura da sua parede celular mantendo o bioemulsificante fixo na
mesma favorecendo o transporte dos hidrocarbonetos para dentro da célula. Ambos os
processos podem ocorrer durante o crescimento celular ou quando o crescimento encontra-

se na fase estacionaria (ROBB, 1987).

O biossurfactante colabora na degradagdo de hidrocarbonetos pelos
microrganismos, pois solubiliza ou emulsiona estes compostos permitindo o aumento da
concentracdo dos mesmos na fase aquosa tornando-os mais acessiveis ao ataque do

microrganismo (BANAT et al., 2000).

De acordo com SYLDATK ¢ WAGNER (1987), a biossintese do emulsificante

pode acontecer seguindo quatro caminhos diferentes:
- Sintese do carboidrato e do lipideo;
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- Sintese da metade de carboidrato enquanto que a sintese da metade lipidica

dependera do comprimento da cadeia do substrato carbonico presente no meio;

- Sintese da metade lipidica enquanto que a sintese da metade de carboidrato

dependera do substrato utilizado;
- Sintese das metades carboidrato e lipidica dependendo do substrato.

A produgdo de biossurfactante pode ocorrer durante a fase exponencial de
crescimento ou quando o crescimento celular alcanga a fase estacionaria. Na literatura ha
exemplo de producdo de biossurfactante na fase exponencial de crescimento do
microrganismo ¢ declinio da produgdo depois de terminada esta etapa e também,
aparecimento do produto somente depois de cessado todo o crescimento celular, etapa na

qual inicia-se a lise celular (COOPER e GOLDENBERG, 1987).

O crescimento de microrganismos na interface agua/dleo favorece o aparecimento
de um biofilme, cuja formagao envolve a aderéncia a superficie das gotas de 6leo devido a
hidrofobicidade das células, que quando aderidas, formam uma camada delgada, extraindo
os compostos insoluveis em agua, da fase oleosa, e utilizando os sais minerais da fase
aquosa. As células revestem as gotas de d6leo produzindo bioemulsificantes, reduzindo a
tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua, resultando na emulsificagdo do 6leo e aumentando a
area interfacial disponivel para o crescimento microbioldgico (ASCON-CABRERA e
LEBEAULT, 1995).

3.4.1. Fatores que influenciam a producio do biossurfactante

A grande variedade dos biossurfactantes, assim como os tipos, quantidades e
qualidades, s3o influenciados pela natureza do substrato carbonico, concentragao de ions N,
P, Mg, Fe e Mn presentes no meio de cultura e condi¢des de cultivo como pH, temperatura,

agitacao e diluicao (BANAT, 1995).

A produgdo do biossurfactante pode ser espontanea, induzida através da presenga
de compostos lipidicos, por variagcdes de pH, temperatura, aeragao e velocidade de agitacao

ou ainda, quando o crescimento celular ¢ mantido sob condi¢des de stress como baixas

15



REVISAO BIBLIOGRAFICA

concentracdes da fonte de nitrogénio, alteragdes nas condigdes o0timas de pH e temperatura

(DESAI e BANAT,1997).

A biodisponibilidade do substrato ¢ um dos fatores que limita o crescimento
celular e como conseqiiéncia afeta a taxa de biodegradagdo de cadeias longas de alcanos,
devido a baixa solubilidade em agua, e a produgdo de biossurfactante (BARATHI e
VASUDEVAN, 2001). A degradacdo do hidrocarboneto depende de sua composi¢do e
estado fisico, da presenca e espécie de microrganismo, quantidade de oxigénio viavel, dgua,
temperatura, pH e nutrientes inorganicos (VAN DYKE et al., 1991). Geralmente,
mecanismos conhecidos como indugdo, repressao e a disponibilizacdo de nitrogénio e ions

covalentes, controlam a produgdo de biossurfactante (DESAI ¢ BANAT, 1997).

GUERRA-SANTOS et. al. (1984) observaram a influéncia da composicao e da
concentracdo dos componentes do meio de cultura na producdo de ramnolipideos pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa. A maior concentracdo de biossurfactante foi igual a 1,5
g/L em meio de cultura contendo: nitrato como fonte de nitrogénio e como componente da
relagdo carbono/nitrogénio, ferro em concentragdo minima e fosforo em excesso. A mesma
bactéria foi empregada em fermentagdes em batelada sendo utilizadas fontes de carbono de
baixo custo, na qual a produ¢ao maxima foi igual a 4,31, 2,98 e 1,77 g/L em o6leo de soja,

oleo de girassol e glicerol, respectivamente (RAHMAN, 2002).

A levedura oleaginosa Rhodotorula glutinis produziu bioemulsificante
extracelular associado ao crescimento em fermentagdes em batelada. A producdo do
bioemulsificante foi influenciada significativamente pela temperatura e pelo pH inicial da
fermentacdo, cujos valores otimos foram 30°C e 4,0, respectivamente e também pela

utilizacdo da fonte de nitrogénio abaixo da concentragao limite (JONHSON et al., 1992).

Considerando os fatores que influenciam a sintese de biossurfactante, algumas
técnicas estdo sendo empregadas com o objetivo de estimular ou intensificar a taxa de
producao e também diminuir os custos do processo. O emprego de substratos baratos como
agua residudria rica em amido de batata (FOX e BALA, 2000), gordura animal
(DESHPANDE e DANIELS, 1995) ou ainda o controle da adi¢dao de sais como manganés e
ferro (SHEPPARD e COOPER, 1991), tém sido alternativas exploradas para tornar o
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biossurfactante comercialmente competitivo, pois o surfactante sintético ¢ vendido a

aproximadamente US$ 2/Kg.

A produ¢do do bioemulsificante, mesmo nao sendo economicamente competitiva
quando comparada a producdo de emulsificante sintetizado quimicamente, devido ao seu
alto custo de producdo, a metodologia de bioprocessamento empregada, ao baixo
rendimento das linhagens de microrganismos utilizadas e ao alto custo dos hidrocarbonetos,
estd sendo amplamente estudada devido as vantagens apresentadas como baixa toxicidade,

biodegradabilidade e aceitagdo (FERRAREZZO, 1998).

3.5. Propriedades e Utilizacoes do Biossurfactante

Devido ao fato dos biossurfactantes serem produzidos por varios microrganismos,
as estruturas quimicas e varias propriedades como atividade superficial e interfacial,
tolerancia a temperatura, pH e for¢a i0nica, baixa toxicidade e biodegradabilidade podem
ser diferentes (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Estes compostos também podem
apresentar propriedades antibidticas como o lipopeptideo da familia do iturin produzido

pelo Bacillus suitilis, que apresenta propriedade fungicida (BANAT, 1995).

A surfactina (lipopeptideo ciclico) ¢ um dos mais efetivos biossurfactantes, pois
pode reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 27 mN/m e possui varias
atividades bioldgicas, tais como fungdo antibacteriana ou atividade antiviral, atividade
citoplasmatica, inibicdo da formacdo de coagulo fibroso e estimulo da atividade

macrofagécita (MORIKAWA et al., 2000).

Na industria alimenticia o uso de biossurfactante € restrito, devido as questoes de
seguranca, qualidade sensorial, custo, propriedades funcionais, costumes e leis. O fator
seguranga ¢ o0 mais restrito e requer que o biossurfactante seja biodegradavel e ndo forme

compostos toxicos ao corpo humano e ao meio ambiente (LIMA, 1997).

Ramnolipideo, biossurfactante produzido pela bactéria Pseudamonas aeruginosa,
estd sendo empregado no transporte de drogas insoltiveis em seres humanos e também
como precursor de componentes de sabor na industria alimenticia (RAHMAN et al., 2002).

Glicolipideos, produzidos pela levedura Candida Antarctica, aumentaram
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significativamente a eficiéncia na transferéncia genética do lipossoma-mediador pelo
lipossoma cationico com um derivado catidonico do colesterol. Este biossurfactante também
agiu na redugdo da tensdo superficial e interfacial e apresentou propriedade antibidtica

principalmente em bactérias gram-positivas (INOH et al., 2001).

Na agricultura, os surfactantes sdo necessarios para hidrofilizacdo de solos
pesados, para obtengdo de umidade adequada e para realizar igual distribuicdo dos
fertilizantes nos mesmos. Na industria de cosméticos sao encontrados em shampoos e

condicionadores (FIECHTER, 1992).

VOLLENBROICH et al. (1997) utilizaram a surfactina, biossurfactante produzido
pelo Bacillus subtilis, como mecanismo de inativagdo de virus capsulados através da
interagdo da acdo surfactante com a membrana lipidica do virus. Obtiveram resultados in
vitro, os quais mostraram a atividade antiviral da surfactina, especialmente em herpes e

retrovirus, sendo muito eficiente.

Na literatura cientifica, encontram-se estudos de bioemulsificantes empregados
em processos de biorremediagdo. Isto acontece devido a capacidade destes microrganismos
de degradar hidrocarbonetos e assim, auxiliar na recuperacdo de solos e aguas

contaminados por derramamento de petroleo.

Os biossurfactantes apresentam melhores caracteristicas que os sinteticamente
produzidos para aplicacdes em industrias de 6leo, pois agem como dispersantes dos
componentes pesados do 6leo através da redugdo da viscosidade do lodo resultando na
formagao de macro - ou microemulsdes de 6leo em agua ou agua em o6leo. Logo, a menor
viscosidade da emulsdo facilita a sua remocdo e posterior separagao das fracdes de oOleo

pela quebra da emulsdao (BANAT et al., 1991).

O emulsan ¢ um bioemulsificante extracelular produzido pela bactéria
Acinetobacter calcoaceticus e foi o primeiro a ser produzido comercialmente para a
degradacio de 6leo. E caracterizado como um heteropolissacarideo polianiénico, sendo os
seus polissacarideos constituidos de trés amino-agucares: D-galactosamina, acido

D-galactosamina urdénico e um terceiro ainda ndo identificado (FERRAREZZO, 1998).
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3.6. Carotenoides

Os carotendides sdao um grupo de pigmentos naturais compostos de diversas
estruturas e fungdes. Na natureza sdao encontrados nas cores laranja, amarela e vermelha das
frutas, tubérculos, flores, invertebrados, pescados e passaros. Também sdo encontrados em
bactérias, fungos, leveduras e algas. Assim, a diversidade das fontes naturais permite vastas
condigdes de estudos e exploragdes, sendo a produgdo de carotendides naturais estimada

em cem milhdes de toneladas ao ano*.

3.6.1. Estrutura, nomenclatura e classificacao

Os carotenodides possuem as suas estruturas compostas de um tetraterpeno de 40
atomos de carbono constituido de oito unidades isoprenoides de cinco carbonos, formando
uma molécula linear e com simetria invertida no centro. Salienta-se que reacdes de
hidrogenagdo, desidrogenagdo, ciclizagdo, oxidacdo, isomerizagdo, migracdo da dupla
ligacdo, encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo, introdugdo de substituintes e ou a
combinacdo destas, modificam a cadeia resultando em intimeras estruturas originando

outros carotenoides (KULL ¢ PFANDER, 1995).

Sao divididos em dois grandes grupos: os carotendides hidrocarbonetos, formados
apenas por atomos de carbono e hidrogénio chamados carotenos; e os derivados

oxigenados, conhecidos como xantofilas (GROSS, 1991).

Sao nomeados de acordo com alguma propriedade especial ou com a fonte, e a
classificacdo ¢ baseada no sistema de ligacdes que formam a estrutura e na presenga ou

auséncia de anéis na mesma (BAUERNFEIND, 1981).

3.6.2. Biossintese

Todos carotenoides sao derivados das vias isoprendide ou terpendide. No inicio da
sua formacdo ocorre a condensagdo de uma molécula de dimetilalil difosfato e trés

moléculas isopentil difosfato.

*QGeorge Britton, http://dcb-carot.unibe.ch/, acessado em 29 de setembro de 2003.
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Esta reacdo tem como conseqliéncia a produgcdo da molécula diterpeno
geranilgeranil difosfato, a qual forma uma das metades dos 40 carbonos que compde o
carotenoide. A condensacao de duas moléculas diterpeno geranilgeranil difosfato forma o
primeiro carotenoide, o qual € incolor e conhecido como fitoeno. Subseqiientes reacdes de
desidrogenagdo originam o licopeno ou neurospeno e a partir destes, novas vias formarao
os carotenoides aciclicos e ciclicos. A sintese de carotenoides ciclicos envolve ciclizagdo de
um ou de ambos extremos da cadeia do licopeno ou neurospeno (SCHMIDT-DANNERT,
2000).

3.6.3. Propriedades e funcoes

Os carotendides sao lipideos soltveis em outros lipideos (lipossoluveis) e em
solventes como acetona, alcool, éter e cloroformio. Os carotenos sdo soltveis em solventes
apolares como éter de petroleo e hexano, enquanto as xantofilas sdo melhor solubilizadas
em solventes polares como o alcool. Os carotendides sdo solidos a temperatura ambiente e

podem ser cristalizados, com exce¢@o dos carotenos insaturados (GROSS, 1991).

O sistema de duplas ligagdes conjugadas, presente na cadeia, também conhecido
como cromoéforo, confere a estas substancias a habilidade de absorver luz na regido do
visivel. Assim, o carotenoide pode ser caracterizado de acordo com a absor¢do maxima, a
qual ¢ funcdo do numero de duplas ligagdes conjugadas. Mas, este sistema de ligagdes
proporciona também alta reatividade quimica a estas substancias, favorecendo reagdes de

isomerizacao e oxidacao, resultando na perda da cor e de atividade biologica.

3.6.3.1. A importancia dos carotenoides na satide humana

\

Os carotenodides estdo sendo amplamente estudados devido principalmente, a
atividade pro-vitaminica A e as propriedades que resultam em agdes biologicas benéficas a

saude.

O B-caroteno, a-caroteno, P-criptoxantina sdo pro-vitaminicos A, a luteina e a
zeaxantina estdo relacionados com a protegdo a catarata e a degeneracdo macular e o

licopeno com a protecdo ao cancer e a doengas cardiovasculares, devido a sua
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propriedade antioxidante natural (NIIZU, 2003). Tais carotendides sdo encontrados
principalmente na cenoura, na abobora, no mamao, no tomate € na couve, sendo necessario
a inclusdo de legumes, frutas e verduras na dieta para que quantidades desejaveis possam
ser adquiridas (PADOVANI, 2003). Assim, a disponibilidade destas substincias esta
relacionada diretamente com a variedade dos alimentos consumidos pela populacio, os
quais, por sua vez, estdo vinculados a renda familiar. Isto mostra que se a populacao
pudesse se alimentar de forma equilibrada, muitas doengas poderiam ser prevenidas e,

como conseqiiéncia, menos investimentos seriam necessarios em hospitais e medicamentos.

3.6.4. Aspecto industrial da producao e aplicacoes

Atualmente, encontram-se registros de identificacdo de mais de 600 carotenoides
naturais. Mas, a maioria destes sdo biossintetisados em forma de tracos, o que dificulta a
extracdo de material suficiente para a purificagdo e aplicacdo em estudos com animais

(SANDMANN et al., 1999).

Os carotendides mais comercializados sdo o [-caroteno, a astaxantina e a
cataxantina obtidos através da sintese quimica ou da extragdo de plantas (SCHMIDT-

DANNERT, 2000).

A sintese quimica dos carotendides apresenta desvantagens como: a necessidade
de desenvolvimento de novas rotas de sintese para cada novo carotendide de interesse, a
dificuldade de produgdo de carotendides complexos, a formagdo de misturas de isomeros e
a polui¢ao ambiental causada pelos residuos gerados durante o processo. Mas, este processo

de obtengao do carotendide tem baixo custo.

As industrias de alimentos empregam estes pigmentos na reposi¢cao da cor dos
produtos perdida durante o processamento e armazenamento, na coloracdo de alimentos
incolores e na uniformizagao da cor. Vale ressaltar que os carotenoides sao precursores de
compostos volateis contribuindo no sabor e no aroma e também podem colaborar com a
prevencao da rapida oxidacdo de constituintes dos alimentos, seqliestrando o oxigénio
singlete. As industrias de ra¢do utilizam os carotendides com o objetivo de promover a

pigmentagdo adequada aos animais. As industrias farmacéuticas e cosméticas empregam
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estas substancias devido as suas propriedades anticarcinogénicas, imunomoduladores,

antioxidantes e pro-vitaminica A (SCHROEDER e JOHNSON, 1995).

A crescente demanda ocasionada pelas descobertas da utilizagdo e as
desvantagens proporcionadas pela sintese quimica de carotenoides, favoreceram o aumento
do interesse na producgdo bioldgica dos mesmos. Assim, estudos estdo sendo desenvolvidos
com o objetivo de aumentar a producdo de carotenodides por microrganismos através do
emprego de diferentes espécies, substratos e combinagdes de genes e moléculas (BUZZINI

e MARTINI, 1999; SCHMIDT-DANNERT, 2000).

3.6.5. Microrganismos produtores de carotenoides

Muitos microrganismos sao produtores de carotendides, mas apenas alguns sdo

biotecnologicamente interessantes.

A alga Dunaliella salina, sob condigdes de estresse como alta intensidade de luz,
temperatura, deficiéncia de nitrogénio e fosforo e salinidade produz, mais de 14% de seu
peso seco em carotendides. A microalga Haematococcus pluvialis sintetizou astaxantina,
quando cultivada sob luminosidade controlada, em torno de 5,8 mg/L.dia em cultura semi-
continua ap6s 12 dias de incubacdo e 9,6 mg/L.dia em cultura semi-continua ap6s 15 dias
de incubagio (BOROWITZKA e BOROWITZKA, 1989; FABREGAS et al., 2001). A
intensidade luminosa favorece ndo s6 o aumento das taxas de acimulo de carotendides, mas
também a sintese de novos carotenoides, como constatado por BOHME et al. (2002) que
verificaram a producdo de violaxantina ap6s incidir luz na cultura da alga Mantoniella
squamata. Vale ressaltar que KOBAYASHI et al. (1993) estudando a producgdo de
astaxantina pela microalga Haematococcus, verificaram que compostos como acetato e
acetato plus Fe (sup2+) intensificam a produ¢do do carotenoide, enquanto que antomicina a
inibe.

O fungo Blakeslea trispora produz [-caroteno em grandes quantidades em
processos fermentativos em larga escala (cerca de 17 mg/g de peso seco) (CIEGLER,
1965). Cepas selvagens do fungo Phycomyces blakesleeanus produzem 0,040 mg/g de B-

caroteno, enquanto cepas superprodutoras produzem 25 mg/g de peso seco (CERDA-
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OLMEDO, 1989).

Bactéria psicotrofica do género Micrococcus roseus, formadora de colonias
vermelhas, foi examinada qualitativamente e quantitativamente em relagdo aos carotenodides

produzidos, os quais sao equivalentes a 0,13% do seu peso seco (STRAND et al.,1997).

A produgdo de carotenodides pelas leveduras Rhodotorula rubra e Lactobacillus
casei cultivadas em soro de queijo ultrafiltrado, foi influenciada pela aerac¢do intensiva
(acima de 1,0 L/L.min) que estimulou a sintese de beta-caroteno, sendo a concentracao de
carotenoides totais igual a 0,49 mg/g de massa seca em taxa de aeracdo de 1,3 L/L.min

(SIMOVA et al., 2003)

A levedura vermelha Phaffia rhodozyma ¢é fonte natural de astaxantina, a qual tem
sido comercializada como suplemento alimentar na aqiiicultura. Esta levedura produziu 4,1
pg/mL de carotendides em meio contendo somente agua de maceracdo de milho,

equivalente a 0,3 pg/mg de massa seca (LEATHERS, 2003).

A produgdo de carotendide também foi observada quando as leveduras
Rhodotorula rubra e Rhodotorula glutinis cresceram em meio de cultura contendo caldo de
cana como fonte de substrato. A produ¢do maxima de carotenoide total por grama de massa
seca, foi de 427 pg pela Rhodotorula rubra e 197 pg pela Rhodotorula glutinis (SQUINA
et al., 2002). Em fermentacdes em batelada de 120 horas, empregando mosto de uva como
fonte de carbono, a levedura Rhodotorula glutinis produziu 5,95 mg/L de carotendides

totais no meio fluido e 630 ng/g de massa seca (BUZZINI e MARTINI, 1999).

A levedura Rhodotorula glutinis 22P e o Lactobacillus helveticus 12A foram
cultivadas juntas em soro de queijo ultrafiltrado contendo 42 g/L de lactose para a producao
de carotenodide e proteina. A producdo de carotenoide total obtida foi de 248 ng/mg de

massa seca, sendo o carotendide torulahodina presente em maior quantidade (FRENGOVA

et al., 1997).

E possivel observar nos processos fermentativos citados anteriormente,
principalmente nos que utilizam leveduras, o uso de sub-produtos agro-industriais como
substrato. Estes residuos, que freqlientemente causam sérios problemas ambientais podem,

além de contribuir como fontes de carbono de baixo custo, ter sua DBO reduzida,
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enquanto sdao obtidos compostos bioquimicos adequados para a utilizagdo em industrias

farmacéuticas, quimicas e de alimentos (BUZZINI e MARTINI, 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo

A bactéria Kocuria rhizophila, empregada neste estudo, foi isolada da agua
residudria de abatedouro avicola e identificada pela Funda¢do André Tosello. A cepa esta
mantida em estoque no Laboratério de Processos Fermentativos da Faculdade de

Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

4.2. Substratos

Sacarose, querosene e 60leo de soja foram utilizados como fonte de carbono em
concentragdes fixas com a finalidade de determinar a relagdo entre o crescimento celular ¢ a
producdao de biossurfactante. A concentra¢dao inicial do 6leo de soja e do querosene

empregados foi de 5,0% (v/v) e a da sacarose de 50 g/L.

4.3. Meio de Cultura
4.3.1. Meio de manutencao

A cepa foi mantida em tubos de ensaio inclinados contendo o meio de cultura dgar
nutriente com pH 7,00 a 4°C, previamente esterilizados a 121°C por 15 minutos (KOVACS

et al., 1999). A cultura foi repicada mensalmente.

4.3.2. Meio adaptado para a pré-cultura

O meio mineral ou meio liquido empregado na pré-cultura estd descrito na Tabela
4.1, sendo a fonte de carbono utilizada de acordo com as concentragdes citadas no item 4.2.
O pH do meio adaptado para a pré-cultura foi ajustado para 7,0 e esterilizado em autoclave

a 121°C por 15 minutos.
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Tabela 4.1- Composi¢ao do meio adaptado para a pré-cultura.

Composto Concentracao (g/L)

NH4Cl 1,0
K,;HPO4 2,06
Na,SO4 2,0
NaNO; 1,7
MgS04.7H,0 0,2

FeS0O,4.7H,O 0,002
Extrato de Levedura 1,0
Peptona 1,0

FOGHT et al. (1989), modificado.

4.3.3. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado nas fermentagdes de foi o mesmo citado no item
4.3.2., sendo a fonte de carbono adicionada como exposto no item 4.2. Apos a realizacdo do
procedimento descrito no item anterior o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15

minutos e incubados por 72 horas.

4.4. Preparo do Inéculo

A pré-cultura foi preparada em frascos Erlenmeyers, cujo conteido do meio de
cultura (item 4.3.2.), juntamente com o substrato estabelecido para o estudo (item 4.2),
foram correspondente a 20% do volume. A pré-cultura foi incubada em agitador rotativo
por um periodo de 24 horas a 30°C e 150 rpm. O caldo de fermentacdo foi inoculado com

10% (v/v).

4.5. Fermentacoes e Condi¢coes de Cultivo

Primeiramente o processo fermentativo foi conduzido em frascos Erlenmeyers,
contendo meio de cultura correspondente a 20% do seu volume total e agitados em agitador

rotativo a 150 rpm. A melhor condicdo para a producdo de biossurfactante nos frascos
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Erlenmeyers foi reproduzida em fermentador de bancada (Bioflo III) com agitagdo de 300
rpm para avaliagdo da influéncia da aeragdo. O tempo total das fermentacdes foi de 72

horas e as amostras foram retiradas a cada 12 horas.

4.5.1. Influéncia da temperatura de incubacdo e do pH na producdo de biomassa e

biossurfactante.

Na primeira etapa realizada em frascos Erlenmeyers em agitador rotativo,
determinou-se a melhor condi¢do de temperatura e pH para o crescimento celular e
producdo de biossurfactante. As temperaturas avaliadas foram 20, 30 e 38°C e o pH inicial

do meio de cultura foi ajustado para 5,0, 7,0 € 9,0 com adi¢ao de HCI 2N ou NaOH 2N.

4.5.2. Influéncia da fonte de carbono na produc¢ao de biomassa e biossurfactante.

As fontes de carbono descritas no item 4.2 foram associados as condi¢des de
temperatura ¢ pH (item 4.5.1) possibilitando verificar a capacidade do microrganismo de

utilizar cadeias carbonicas complexas para se desenvolver e produzir biossurfactante.

4.5.3. Influéncia da concentracdo da fonte de nitrogénio organico e inorganico na

producio de biomassa e biossurfactante.

A concentracdo das fontes de nitrogénio inorganico (NH4Cl) e organico (extrato
de levedura) do meio de cultura descrito no item 4.3.2 foram substituidas e combinadas
entre si, com a finalidade de avaliar a influéncia destes compostos no crescimento celular e
na produgdo de biossurfactante. Para isto, a condi¢do de maior produgdo de biossurfactante,
determinada pelos experimentos realizados nas condi¢des descritas no item 4.5.2., foi
empregada sendo substituida alternadamente as concentragdes das fontes de nitrogénio em

0% e 50% dos valores apresentados na Tabela 4.1.

4.5.4. Influéncia da aeracao na producao de biomassa e biossurfactante.

Nesta etapa as fermentagdoes foram realizadas em fermentador de bancada (item

4.5.) para que o efeito da aeracdo pudesse ser avaliado. No fermentador foi empregada
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a condi¢do de maior producgdo de biossurfactante obtida em frascos Erlenmeyers agitados e

taxas de aeragoes de 0,5, 1,5 ¢ 2,0 vvim

4.6. Métodos Analiticos
4.6.1. Determinaciao do pH

A determinagdo do pH foi feita através de leitura direta em potencidmetro

(DIGIMED, modelo DM 20).

4.6.2. Determinacio da massa seca

O meio de cultura fermentado foi centrifugado a 3500 rpm por 25 minutos. Na
presenca de 6leo formou-se uma fase intermediaria aquosa, isenta de células bacterianas a
qual foi removida cuidadosamente e filtrada. Ao restante foi adicionado uma mistura de
etanol-butanol-cloroformio (10:10:1 v/v), agitando, para que o dleo residual pudesse ser
removido e centrifugando novamente a 3500 rpm por 15 min. O sobrenadante, composto da
mistura de solventes mais o 6leo residual, foi descartado e as células foram resuspensas na
mistura de solventes e centrifugadas novamente para a remocao total do 6leo (SAMPAIO,
1995). Na presenga de sacarose o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas

com agua destilada.

O concentrado celular obtido foi seco a vacuo de 640 mm Hg a 60°C por 24
horas. Assim, pela diferenca da massa do tubo com e sem as células bacterianas, expressou-

se a massa seca em termos de concentragao (g/L).

4.6.3. Determinacio da atividade de emulsificacao

A atividade de emulsificagdo foi determinada através do método descrito por

JOHNSON et al. (1992).

O meio fermentado foi centrifugado e filtrado para a remocdo das células e
goticulas de 6leo. Do sobrenadante foi retirado uma aliquota de 3,5 mL depositada em tubo

com rosca juntamente com 2,0 mL de 6leo de soja. O tubo foi agitado vigorosamente
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em vortex por 1 minuto e apds repouso de 1 hora foi medida a densidade optica a 610 nm.
Logo, subtraindo-se o valor do branco obtido através da medida da densidade optica do
meio antes de realizar a agitacdo em vortex obteve-se a atividade de emulsificagdo expressa
em UA (unidades de absorbancia). Assim, uma unidade de atividade de emulsificacao foi
definida como a quantidade de surfactante extracelular capaz de produzir uma leitura de 1,0

a 610 nm.

4.6.3.1. Determinacdo da atividade de emulsificagdo utilizando diferentes

compostos insoluveis em agua.

A atividade de emulsificacdo descrita no item 4.6.3 foi feita somente com 6leo de
soja compondo a fase imiscivel. Neste experimento utilizou-se filtrado com pH ajustado
para 7,00 e diferentes compostos como: querosene, hexano, 6leo de canola e oleo de
girassol para avaliar o comportamento do biossurfactante e/ou sua capacidade de

emulsificar estes compostos seguindo o método descrito no item 4.6.3.

4.6.4. Determinacio da estabilidade do biossurfactante

A estabilidade foi avaliada em relacdo ao pH e a temperatura. Inicialmente, o
meio de fermentagdo foi centrifugado e filtrado, nas condigdes apresentadas no item 4.6.3,

sendo o sobrenadante obtido utilizado nas determinagoes.

4.6.4.1. Efeito da temperatura na estabilidade do biossurfactante.

O filtrado obtido no item anterior foi depositado em tubos com rosca no volume
necessario para a realiza¢do da analise da atividade de emulsificagdo (item 4.6.3). Os tubos
foram colocados em banho-maria a 80°C por um periodo de 180 minutos. As amostras
retiradas de 30 em 30 minutos foram resfriadas a temperatura ambiente e analisadas como
descrito no item 4.6.3. Assim, observou-se a influéncia da temperatura na estabilidade do

biossurfactante.
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4.6.4.2. Efeito do pH na estabilidade do biossurfactante.

O filtrado obtido no item 4.6.4 foi dividido em varias por¢des sendo o pH de cada
uma ajustado a um valor diferente variando de 2,0 a 10,0. Em seguida, as amostras foram

submetidas a analise de atividade de emulsificacdo como descrito no item 4.6.3.

4.6.5. Determinacio da tensido superficial

4.6.5.1. TensidOmetro

A medida da Tensdo Superficial foi feita utilizando-se um tensiometro KRUESS
PROCESSOR TENSIOMETER K10ST (KRUSS GmbH Alemanha). As analises foram
feitas pelo método de placa, utilizando uma placa de platina iriada com perimetro molhado
de 40,0 mm, comprimento de 19,9 mm e espessura de 0,10 mm, denominada placa de

Wilhelmy.

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente considerando desvio padrdo
referente a 5 medidas de < 0,20 mN/m. A redugdo da tensdo superficial foi determinada

apos descontar a medida da tensdo superficial do meio de cultura sem fermentar.

4.6.5.2. Lei de Tates — Método das Gotas.

De acordo com GONCALVES (1964) a Lei de Tates ¢ baseada no escoamento em
gotas, o qual ocorre quando um liquido goteja da extremidade de um tubo formando uma
gota que caira quando o seu peso for suficiente para romper a membrana superficial. A

forca capaz de causar o rompimento deve ser igual a:

F=2nRy (4.1)

onde R ¢ o raio de saida do tubo; F ¢ a forca capaz de causar o rompimento da gotaey ¢ a

tensao superficial.

O enunciado da Lei de Tates:
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“O peso de uma gota ¢ proporcional ao raio do tubo e a tensdo superficial do
liquido™.
Assim, para um mesmo tubo todas as gotas de um mesmo liquido terdo o mesmo

peso. A aplicacdo do método das gotas se da com a contagem de um grande numero de

gotas de um liquido e a determinacgao do peso das mesmas. Pela Lei de Tates tem-se:
p =2nRy (4.2)
Repetindo a operagao para um liquido de tensao superficial conhecida:
p’ =2nRy’ (4.3)

Dividindo a Equagao (4.2) pela Equagao (4.3) tem-se:
p-y ou mg-y
Py mg y

(4.4)

Y= 7 m

m
onde p € peso da gota; p’¢é peso da gota de um liquido de tensdo superficial conhecida; y’ ¢
tensdo superficial conhecida; m ¢ a massa da gota; m’ € massa da gota do liquido de tensao

superficial conhecida e g ¢ aceleragdo da gravidade.

4.6.6. Isolamento do biossurfactante

4.6.6.1. Precipitacao basica do biossurfactante.

O meio de cultura fermentado foi centrifugado a 3500 rpm e filtrado para a
remocao das células e de goticulas de 6leo. No filtrado obtido adicionou-se NaOH 2N até
pH 10,0. Em seguida, a solucdo formada foi mantida a 4°C por 24 horas sendo o

precipitado formado separado por centrifugacao a 3500 rpm por 15 minutos.
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4.6.6.2. Precipitagdo por adigao de acetona

Fez-se 0 mesmo procedimento descrito no item anterior, sendo substituida apenas

a etapa de adicdo de NaOH pela adi¢ao de acetona na proporcao 3:1.

4.6.7. Determinaciao do consumo de substrato

O consumo de sacarose foi determinado através do método DNS (MILLER,
1959), apds hidrolise acida das amostras do meio com sacarose. A resposta foi expressa em
concentracdo (g/L) através da comparagdo com a curva padrdo para a sacarose hidrolisada

(Apéndice B).

A concentracdo de 6leo residual foi mensurada através da obtengdo de amostras
homogeneizadas do fermentador misturadas por agitacdo intensa com volume igual de éter
de petroleo. Logo, as amostras contendo éter de petrdleo e substrato residual foram
transferidas para um baldo volumétrico e ap6s 30 minutos uma aliquota de 5,00 mL foi
retirada e depositada em Placa de Petri tarada. Apds secagem a 60°C em estufa a vacuo a

placa foi pesada e o residuo (substrato) determinado pela diferenca de peso.

4.7. Analise dos Carotendides
4.7.1. Determinacao de carotenoides

A massa celular obtida por centrifugacdo foi pesada e triturada juntamente com
acetona ¢ hiflosupercel (celite) para que a parede celular pudesse ser rompida e os
carotenoides extraidos. A mistura obtida foi filtrada, transferida para um funil de separacao
juntamente com mistura de éter de petroleo/éter etilico (2:1). A solug¢do foi lavada com

agua destilada, a qual foi removida do funil carregando a acetona.

O extrato obtido foi transferido para um frasco Erlenmeyer contendo sulfato de
sodio anidro para a remogao da agua residual e posteriormente transferido para outro frasco
Erlenmeyer contendo solugdo de KOH 10% em metanol, para saponificagdo e mantido a
temperatura ambiente no escuro por 12 horas. O élcali foi removido pela lavagem com agua

destilada e o extrato concentrado em evaporador rotatorio (FISATON 802 D). O
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volume do extrato obtido foi ajustado em baldo volumétrico com éter de petrdleo e a
absorbancia medida em espectrofotometro (Hach Spectrophotometer DR/4000) (DAVIES
1976; RODRIGUES-AMAYA, 1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Condicoes Experimentais
Neste trabalho, a parte experimental foi conduzida em Erlenmeyers, com
temperatura controlada, e em um fermentador de bancada de 6 litros.

Foram determinadas, nos Erlenmeyers, as condi¢des operacionais que resultaram
na maxima atividade do biossurfactante e no maior rendimento celular, as quais foram

posteriormente empregadas no fermentador de bancada.
As condigdes operacionais foram:

Erlenmeyers — Trés niveis de pH (5,0, 7,0 e 9,0), trés niveis de temperatura (20,
30 e 38°C), trés substratos (sacarose, 6leo de soja e querosene), dois niveis de concentragao

de NH4Cl, dois niveis de concentragdo de extrato de levedura e agitacdo de 150 rpm.

Fermentador de bancada — Um nivel de pH (9,0), um de substrato (6leo de soja),

um nivel de agitagdo (300 rpm) e trés niveis de aeracao (0,5 VVM, 1,5 VVM e 2,0 VVM).

5.2. Experimentos em Erlenmeyers

Os experimentos feitos em Erlenmeyers agitados foram conduzidos conforme
descrito no item 4.5. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 5.1 a 5.24, Tabela 5.1 e

5.2 e no Apéndice Tabelas A-1 a A-14.

5.2.1. Atividade de emulsificacao

A atividade de emulsificacdo foi medida de acordo com o item 4.6.3. e os
resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 5.1 a 5.17 em unidades de absorbancia

(UA).
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5.2.1.1. Influéncia da fonte de carbono, da temperatura de incubagdo ¢ do pH

inicial da fermentagdo na producao do biossurfactante.

Nesta primeira etapa, determinou-se a relacdo entre o substrato utilizado como
fonte de carbono e os fatores fisico-quimicos (pH inicial de fermentacdo e temperatura de
incubag@o) com a atividade de emulsificagdo. Os substratos avaliados foram sacarose,
querosene e 6leo de soja, as temperaturas de incubagdo empregadas foram 20, 30 e 38°C ¢
o pH inicial da fermentacdo 5,0, 7,0 e 9,0 ajustados com adi¢do de HCI 2N ou NaOH 2N.
Nestas fermentagdes as concentragdes das fontes de nitrogénio organico e inorganico foram

fixadas em 1,0 g/L e a agitacdo em 150 rpm.

Inicialmente, a capacidade da bactéria Kocuria rhizophila de produzir
biossurfactante, através da degradacdo de substratos hidrofilicos e hidrofobicos, foi
avaliada realizando-se fermentagdes a 30°C e com pH inicial de 7,0. Estas condi¢des foram
selecionadas, pois KOVACS et al. (1999) relataram a inibi¢do deste microrganismo em
temperaturas superiores a 40°C e que o mesmo apresentava bom desenvolvimento entre pH
5,70 e 7,70. Apos 48 horas de fermentagdo, verificou-se que a bactéria conseguiu se
desenvolver somente nos meios contendo sacarose e 6leo de soja. O meio de cultura com
querosene permaneceu da mesma forma em que foi incubado. Logo, determinou-se que as
fontes de carbono empregadas nas fermentagdes que dariam continuidade ao trabalho

seriam a sacarose € o 6leo de soja.

Vale ressaltar que ndo foram encontrados trabalhos publicados sobre o emprego
da bactéria Kocuria rhizophila em processos fermentativos. Por isso, o meio de cultura
utilizado possuiu composicao semelhante ao empregado por FOGHT et al. (1989), no
estudo da producao de bioemulsificante através da degradacdao de dleo diesel por culturas

de bactérias, como descrito na Tabela 4.1.

Analisando as Figuras 5.1 a 5.17, observa-se que a atividade de emulsificacao
apresenta um comportamento descontinuo, isto €, ocorrem picos em diferentes tempos de
fermentacdo. Estes picos de producdo de biossurfactante também foram observados por
SARUBBO et al. (1999), os quais relataram este comportamento durante a fase estacionaria

de crescimento da levedura Candida lipolytica, concluindo que este composto foi
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produzido como um metabolito secundério. Segundo LIMA (1997) outro fator que pode
alterar a atividade de emulsificagdo ¢ o fato que o biossurfactante pode estar presente nas
trés fases fisicas da fermentagdo: na fase aquosa, aderido a parede celular do
microrganismo, preso as gotas de 6leo na interface Oleo-dgua e na fase oleosa, sendo

dificultada a medida pelo método disponivel.

As Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 mostram a produ¢do de biossurfactante pela bactéria
Kocuria rhizophila nas fermentacdes conduzidas a 20°C, nos valores de pH iniciais de
fermentacdo 5,0, 7,0 e 9,0 respectivamente, em meios de cultura contendo sacarose e 6leo
de soja como substrato. A produgdo de biossurfactante a temperatura de 20°C foi maior
quando o 6leo de soja foi utilizado como fonte de carbono e associado ao maior valor de
pH inicial de fermentagdo. A maxima atividade de emulsificacdo foi de 1,185 UA em 36
horas de fermentagdo. No apéndice A, nas Tabelas A-1 e A-5, sdo apresentados os

resultados completos das fermentagdes com sacarose e 0leo de soja respectivamente.

1,84
T —m— Sacarose
1.5 —e— Oleo de Soja
1,24

< 09

S 0,9

Tempo (horas)

Figura 5.1 - Atividades de emulsificagdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 5,0 e a 20°C.
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Figura 5.2 - Atividades de emulsificacdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 7,0 e a 20°C.
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Figura 5.3 - Atividades de emulsificacdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacdo de 9,0 e a 20°C.

As Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 ilustram o comportamento da bactéria Kocuria

rhizophila em relagdo a sua capacidade de producao de biossurfactante em fermentagdes

conduzidas a 30°C. A maior producdo foi de a 1,518 UA, obtida em 24 horas de

fermentacdo, cujo experimento foi feito com 6leo de soja e pH inicial 9,0. As Tabelas A-2 e

A-6 mostram os resultados completos das fermentacdes feitas com sacarose e dleo de soja,

respectivamente.
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Figura 5.4 - Atividades de emulsificacdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 5,0 e a 30°C.
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Figura 5.5 - Atividades de emulsificagdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 7,0 e a 30°C.
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Figura 5.6 - Atividades de emulsificacdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 9,0 e a 30°C.

As Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 mostram a producao de biossurfactante em fermentagdes
conduzidas a 38°C em meios de cultura contendo sacarose e 6leo de soja como substrato. A
producdo de biossurfactante alcancou um valor de 1,627 UA na fermentagao com pH inicial
de 5,0; e 1,405 UA na fermentagdo com pH inicial de 9,0; ambos em 72 horas de
fermentacdo utilizando 6leo de soja como substrato. Nestas condi¢cdes também foi
observada atividade de emulsificacdo de 1,561 UA em 24 horas de fermentagdo com

sacarose. Os resultados completos destas fermentagdes estdo apresentados no Apéndice A

nas Tabelas A-3 e A-7.
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/.\/

./.
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Figura 5.7 - Atividades de emulsificacdo (UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 5,0 e a 38°C.
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Figura 5.8 - Atividades de emulsificagdo

pH inicial da fermentacdo de 7,0 e a 38°C.
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Figura 5.9 - Atividades de emulsificagdo

(UA) obtidas nos experimentos conduzidos com

pH inicial da fermentacao de 9,0 e a 38°C.

As fermentagdes feitas com meio de cultura contendo sacarose como fonte de

carbono resultaram em baixa produgdo de biossurfactante. Porém este fato ¢ considerado

insuficiente para descartar a producdo de

em meio contendo substrato hidrossoluvel, como a sacarose, pois apos 24 horas de

fermentacdo com pH inicial 7,0, na temperatura de 20°C e de 38°C, houve consideravel

biossurfactante pela bactéria Kocuria rhizophila
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atividade de emulsificacao 1,009 UA e 1,561 UA, respectivamente.

As diferencas de atividades de emulsificagdo obtidas nos experimentos acima
descritos podem ter ocorrido devido a biodisponibilidade do substrato, o qual afeta a
producao de biossurfactante pela complexidade de degradar e assimilar a fonte de carbono;
ou ainda pela caracteristica do microrganismo de iniciar a produ¢do induzido pela baixa
concentracdao de substrato, sais e extremos de pH (DESAI e BANAT,1997). JONHSON et
al. (1992) também observaram que a producdo do bioemulsificante, pela levedura
Rhodotorula glutinis, foi influenciada significativamente pela temperatura e pelo pH inicial
da fermentagdo. J4 PATIL e CHOPADE (2001) relataram que no pH 7,2 e a 37°C foram
alcancadas maior producdo e maxima atividade do bioemulsificante sintetizado pela
bactéria Acinetobacter junii SC14, apds avaliarem temperaturas de 20 a 50°C e pH entre

5,0e9,0.

5.2.1.2. Efeito dos nutrientes do meio de cultura e do pH na atividade de

emulsificagao.

Nas Figuras 5.1 a 5.9 ¢ possivel observar que ndo foi desconsiderado o tempo
inicial das fermentacdes. A necessidade de apresentar tais valores surgiu como forma de
mostrar que a resposta obtida como atividade de emulsificagdo, através do método
utilizado, pode ter sofrido interferéncia dos componentes do meio de cultura. Este problema
encontra-se embutido em todos os resultados, apesar da sua minimizagao com o decorrer da
fermentacdo devido a diminuicdo da concentracao dos componentes do meio de cultura. A
solugdo deste problema ¢ dificultada devido a ndo determinagao do componente do meio de

cultura e respectiva concentracao responsavel por favorecer a formagao da emulsao.

Observou-se também que, na maioria dos experimentos, a medida de atividade de
emulsificagdo obtida no ponto inicial da fermentagdo (0 horas) apresentava relagdo direta
com o pH do meio correspondente; conseqiientemente, as medidas feitas nos meios de
cultura com pH inicial de 9,0 foram superiores as obtidas nas fermentacdes iniciadas com
pH 5,0 e 7,0. Tal fato pode ser observado na Tabela 5.1, na qual estdo expostos os valores

de pH, referentes aos pontos iniciais das fermentagdes realizadas com sacarose e 6leo de
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soja a 38°C, e as respectivas atividades de emulsificagao.
Tabela 5.1 - Resultados da analise da atividade de emulsificagdo determinados em O horas

de fermentagao.

pH inicial 5,0 pH inicial 7,0 pH inicial 9,0

Fonte de Carbono
pH AE (UA) pH AE (UA) pH AE (UA)

Sacarose 5,15 0,423 7,08 0,647 9,26 0,984

Oleo de Soja 5,14 0,407 7,12 0,743 9,06 1,272

Com isso, a analise para a determina¢ao da atividade de emulsificacao foi feita em
uma Unica amostra dividida em varias porgdes, as quais tiveram o pH ajustado para os
valores de 2,0 a 10,0. Esta analise mostrou a relagdo direta entre a formagao da emulsdo e a

sua estabilidade com a varia¢do do pH do sobrenadante (amostra), como mostra a Figura

5.10.

2,04
u
1,64
1,24
< ]
-
0,8 - -
0.4 -/I/.
] o——o—"""
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 5.10 - Atividades de emulsificacdo (UA) apds ajuste do pH de uma unica amostra

para varios valores de pH.

Tal fato implicou na necessidade de ajustar o pH do sobrenadante antes de utiliza-
lo na determinagdo da atividade de emulsificacdo. Na literatura existem relatos de
precipitagdao do biossurfactante em pH 2,0 e pH 10,0, entdo para que ndo houvesse risco de

precipitagdo o sobrenadante teve o pH ajustado para 7,0.

MORIKAWA et al. (2000) verificaram  aumento da  atividade
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biossurfactante com o aumento do pH, e relataram que a atividade superficial depende do
pH devido a presenga de duas cadeias carboxilicas na porgdo peptidica da molécula.
CHAMPION et al. (1995) relataram que a conformagdo do ramnolipideo ¢ alterada com o

aumento do pH, resultando na maior ou menor dispersao do hidrocarboneto no meio.

Selecionou-se a temperatura de 38°C, pH inicial de fermentacdo igual a 9,0 e o
oleo de soja como fonte de carbono para que a relagdo entre a atividade de emulsificacdo e
o pH do sobrenadante pudesse ser melhor avaliada através de uma nova fermentagdo. Os
valores em unidades de absorbancia obtidos na determinac¢do da atividade emulsificante
estdo apresentados nas Figuras 5.11, 5.12 e 5.13, os quais correspondem as analises diretas

dos sobrenadantes e também apo6s o ajuste do pH dos mesmos para 7,0.

—m— Sem Ajuste de pH
—e— Com Ajuste de pH

< i o 00—
5 0,9 /- Py
1 ®
0,6 / \ —
L
T -
0,3
0,0 T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

Figura 5.11 - Atividades de emulsificagdo (UA) em fermentagdo a 38°C e pH inicial 5,0.
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Figura 5.12 - Atividades de emulsificagdo (UA) em fermentagdo a 38°C e pH inicial 7,0.
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Figura 5.13 - Atividades de emulsificagdo (UA) em fermentagdo a 38°C e pH inicial 9,0.

As curvas presentes nas Figuras 5.11, 5.12 e 5.13 e os resultados completos das
fermentagdes apresentados nas Tabelas A-8, A-9 e A-10, mostram que o ajuste do pH altera

realmente as atividades de emulsificagdo.

Os sobrenadantes correspondentes as fermentagdes com pH inicial 5,0 e 7,0,
Figuras 5.11 e 5.12 respectivamente, sofreram elevagdo do pH e como conseqiiéncia, as
curvas das amostras ajustadas descrevem valores de atividade de emulsificagao superiores
aos das ndo ajustadas. Por outro lado, na fermentagdo com pH inicial 9,0 os pontos
correspondentes aos tempos O e 24 horas de fermentagdo com pH 8,95 e 7,44,
respectivamente, sofreram diminui¢ao do pH e as suas atividades de emulsificacdo também
diminuiram. J& em 48 horas o pH estava bem proximo de 7,0 o que justifica a pouca
alteracdo na atividade de emulsificagdo. Em 72 horas de fermentagdo, o pH estava em 6,70
e a sua elevacdo para 7,0 causou aumento na atividade de emulsificacdo. Nestas
fermentagdes, a atividade de emulsificacdo maxima foi de 1,686 UA em 24 horas na

condi¢do de pH inicial 9,0.
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5.2.1.3. Influéncia da concentragdo da fonte de nitrogénio organico e inorganico

na produgao do biossurfactante.

A fonte de nitrogénio organico estava presente no meio de cultura na forma de
extrato de levedura e a inorganica na forma de NH4Cl, ambas utilizadas na concentragao de
1,0 g/L. Condigdes limites de concentracdo da fonte de nitrogénio podem influenciar na
producdo do biossurfactante; sendo assim, as fermentagdes foram feitas a 38°C, com pH
inicial 9,0, em meio de cultura contendo 6leo de soja como substrato e varias combinagdes

das fontes de nitrogénio.

As Figuras 5.14 a 5.17 apresentam as atividades de emulsificagdo, sendo as curvas
correspondentes aos valores obtidos através da analise direta dos sobrenadantes ¢ também

apos o ajuste do pH dos mesmos para 7,0.

Assim, verificou-se que as atividades de emulsificagdo aumentaram, apesar do
comportamento descontinuo da producdo devido ao aparecimento dos picos. As maiores
atividades correspondem a fermentagdo feita com meio de cultura sem extrato de levedura e
1,0 g/L de NH4CI. O valor maximo da atividade de emulsificacdo obtido em sobrenadante
depois de ajustado o pH para 7,0 foi 1,959 UA, alcangado em 48 horas de fermentagdo
(Figura 5.16).

Verificou-se também que aumentando a concentragdo da fonte de nitrogénio
inorganico houve aumento na atividade, em torno de 0,200 UA (Figuras 5.14 ¢ 5.15), ¢
deslocamento do pico presente em 60 horas de fermentagdo (0,0 g/l de NH4Cl) para 24
horas (0,5 g/L de NH4Cl). LIMA (1997), estudando a produgdo de bioemulsificante pela
levedura Saccharomyces lipolytica através da degradagdo do oleo diesel, também verificou
a relagdo entre o aumento da concentragdo de NH4Cl e a atividade de emulsificagdo,
obtendo méximo de 0,800 UA em 96 horas de fermentacdo, quando elevou a concentracao
de 1,0 g/L para 10,0 g/L. GUERRA-SANTOS et al. (1984) observaram a produgdo de
ramnolipideos pela bactéria Pseudomonas aeruginosa. A maior concentracdo de
biossurfactante foi igual a 1,5 g/l em meio de cultura contendo nitrato como fonte de

nitrogénio, ferro em concentracdo minima e fosforo em excesso.
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Figura 5.14 - Atividades de emulsificagdo (UA) em fermentagcdo sem NH4Cl e 1,0 g/L de

extrato de levedura.
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Figura 5.15 - Atividades de emulsificacdo (UA) em fermentacdo cujo meio de cultura

continha 0,5 g/L de NH4Cl e 1,0 g/L de extrato de levedura.

46



RESULTADOS E DISCUSSAO

2,1+
=
1,8 1 /, ./\:7.
1,54
4 -/
< 1,2 4
- 0,9
0,6
] —m—Sem Ajuste de pH
0,3 4 —e—Com Ajuste de pH
0,0 T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

Figura 5.16- Atividades de emulsificagdo (UA) em fermentagdo sem extrato de levedura e

1,0 g/L de NH4CL.
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Figura 5.17- Atividades de emulsificacio (UA) em fermentacdo cujo meio de cultura

continha 1,0 g/L de NH4Cl e 0,5 g/L de extrato de levedura.
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5.2.2. Producao de biomassa

5.2.2.1. Influéncia da fonte de carbono, da temperatura de incubagdo e do pH

inicial da fermentacao na producao de biomassa.

O crescimento celular, medido através da obtencdo da massa seca (g/L),
apresentou comportamento semelhante em todas as fermentagdes, pois houve aumento na
massa celular seca com o aumento do pH inicial da fermentagdo em uma mesma condigao
de temperatura independente do substrato empregado. Mas, a maxima produgdo celular
(3,42 g/L) foi obtida na fermentagdo com pH inicial 9,0 feita com sacarose a 38°C. Esta
producdo celular correspondeu ao consumo de 23% da sacarose presente no meio de
cultura. Na Tabela A-4 ¢ possivel observar o consumo de sacarose referente as
fermentagdes, cujas massas celulares secas estdo apresentadas nas Figuras 5.18, 5.19 e 5.20.

Também, nas Tabelas A-1, A-2, A-3, A-5, A-6 e A-7, encontram-se os resultados obtidos

em cada experimento.
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Figura 5.18 - Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura

de 20°C e sacarose como fonte de carbono.
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Figura 5.19 - Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura

de 30°C e sacarose como fonte de carbono.
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Figura 5.20 - Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura

de 38°C e sacarose como fonte de carbono.

As Figuras 5.21, 5.22 e 5,23 mostram ao crescimento celular obtido em meios de
cultura contendo 6leo de soja como substrato. O comportamento do crescimento celular,
observado nas curvas, ¢ semelhante ao obtido a partir das fermentagdes feitas com sacarose,
inclusive a maxima producdo celular encontra-se na mesma condi¢do (temperatura de

incubagdo 38°C e pH inicial da fermentacao 9,0).
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Figura 5.21- Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura de

20°C e 6leo de soja como fonte de carbono.
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Figura 5.22- Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura de

30°C e 6leo de soja como fonte de carbono.
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Figura 5.23- Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a temperatura de

38°C e 6leo de soja como fonte de carbono.

Foi possivel verificar também que, independente da temperatura de incubagao
empregada, a producdo celular maxima obtida nas fermentagdes com pH inicial 5,0 e
sacarose, foi menor que a obtida nas mesmas condic¢des para o 6leo de soja, enquanto que,
nas fermentacdes com pH inicial 7,0 e 9,0, os valores foram maiores. KOVACS et al.
(1999) relataram que o melhor desenvolvimento da bactéria Kocuria rhizophila acontece
entre pH 5,70 - 7,70, enquanto que neste trabalho a maior produgdo celular foi obtida nas

fermentacdes, cujos meios de cultura tiveram seu pH inicial ajustados para 9,0.

Observou-se que o maior pico de producdo de biossurfactante aconteceu na
condi¢do de temperatura ¢ pH onde houve maior producao de massa celular. Em outros
trabalhos, como na producdo de soforolipideos pela levedura Candida bombicola, a
producao maxima do biossurfactante ocorreu a 27°C e o crescimento celular maximo foi

obtido a 30°C (DESHPANDE e DANIELS, 1995).

5.2.2.2. Efeito da condicdo de stress de temperatura e pH na producdo de

biomassa.e biossurfactante.

Fez-se uma fermentag@o sob condi¢des de temperatura e pH que poderiam causar
stress devido a dificuldade que a bactéria encontraria para se desenvolver, e assim poderia

ser provocado um aumento na atividade de emulsificacdo. A Tabela 5.2 mostra que as
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condigdes escolhidas (pH 5,0 e temperatura de 40°C) dificultaram o crescimento celular,
mas ndo o inibiram, e que ao invés de aumentar a atividade de emulsificagdo os valores
foram reduzidos em até 18,25%. Vale lembrar que estas condi¢cdes foram selecionadas
baseando-se no trabalho de KOVACS et al. (1999) que afirmaram que a bactéria Kocuria
rhizophila nao cresce quando exposta a temperatura superior a 40°C e que apresenta bom
desenvolvimento em pH 5,70 - 7,70. Também, as atividades de emulsificagdo apresentadas

na Tabela 5.2 foram obtidas em sobrenadantes sem ajuste de pH.

Tabela 5.2- Resultados da fermentagdo feita sob condi¢ao de stress de temperatura e pH.

T =38°C T =40°C
Tempo (h)
pH MCS (g/L) AE (UA) pH MCS (g/L) AE (UA)
0 5,14 0,00 0,407 5,31 0,00 0,442
12 6,86 0,56 0,885 7,19 0,34 0,881
24 7,26 0,71 1,038 7,46 0,48 0,842
36 7,31 0,75 1,391 7,52 0,51 1,155
48 6,89 0,87 1,363 7,52 0,55 1,052
60 7,02 0,88 1,615 7,50 0,49 1,188
72 7,10 0,79 1,627 7,41 0,40 1,330

*MCS — Massa Celular Seca

5.2.2.3. Influéncia das concentracdes das fontes de nitrogénio organico e

inorganico na produgdo de biomassa.

A influéncia das concentragdes das fontes de nitrogénio organico e inorganico foi
avaliada através de fermentagdes feitas a temperatura de 38°C, com meio de cultura

contendo 6leo de soja como fonte de carbono.

Os rendimentos celulares expressos em massa seca (g/L) estdo apresentados na

Figura 5.24 e nas Tabelas A-11, A-12, A-13 e A-14, nas quais também encontram-se 0s
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valores de pH e atividade de emulsificacdo correspondentes.

Verificou-se que a maior producgdo celular foi obtida no meio de cultura que
continha somente fonte de nitrogénio organica (1,74 g/L); ao contrario do pico maximo de
atividade de emulsificacdo, que foi encontrado em meio de cultura contendo somente fonte
de nitrogénio inorganico. Assim, o extrato de levedura teve influéncia no crescimento
celular, enquanto que NH4Cl influenciou a producao do biossurfactante. Mas este valor nao
foi superior ao obtido nesta mesma condicao com 1,0 g/L de extrato de levedura e 1,0 g/L
NH4CI (Figura 5.23 e Tabela A-7). LIMA (1997) relatou obtencao de maxima atividade de
bioemulsificante com 10,0 g/l NH4Cl e concentracdo de massa seca igual a 2,75 g/L com

5,0 g/L NH,CL.

4,07 —m—0,0 g/L NH,CI
1 —v—0,5 g/L NH,CI
3,24 —e—0,0 g/L Extrato de Levedura
% {1 —A—(,5 g/L Extrato de Levedura
= 2,44 .74:
v 7’ -
O ] = "
S —= “
0 v
08] T—=
0,0 T T T T T T T
12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

Figura 5.24- Massa celular seca (MCS g/L) em experimentos conduzidos a diferentes

concentracdes de fontes de nitrogénio organico e inorganico.

5.3. Experimentos no Fermentador de Bancada

Os experimentos conduzidos no fermentador de bancada foram feitos utilizando
as melhores condi¢cdes obtidas nos experimentos realizados em frascos agitados. O
substrato utilizado foi o 6leo de soja, a temperatura foi mantida em 38°C, a agitacdo em
300 rpm, o pH inicial do meio de cultura foi ajustado para 9,0 e variou-se a aera¢ao em 0,5

VVM, 1,5 VVM e 2,0 VVM.

Em todos os experimentos utilizou-se 4 litros de meio de cultura sendo 5% (v/v)

de 6leo de soja. O indculo empregado foi des324 horas de 1idade e seu volume



RESULTADOS E DISCUSSAO

correspondeu a 10% do volume total de meio de cultura.

5.3.1. Influéncia da aerac¢ao na atividade de emulsificacao

A Figura 5.25 apresenta os resultados de atividade de emulsificagdo obtidos nas
amostras dos sobrenadantes, cujos valores de pH foram ajustados para 7,0. A maior
atividade de emulsificagdo foi 1,753 UA alcancada em 24 horas de fermentagdo na
condigao de 1,5 VVM de aeragdo. Nas fermentacdes feitas com 0,5 VVM e 2,00 VVM os
valores maximos de atividade de emulsificagdo encontrados foram 1,249 UA e 1,176 UA,

respectivamente, ambos em 72 horas de fermentacao.

2,04

-4 v\v
s /

1,0

UA

4me

—u—0(0,5 vvm
0,54 —w— 1,5 vvin
—e— 2.0 vvm

0,0 T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

Figura 5.25- Atividade Emulsificante (UA) de sobrenadantes com pH ajustado para 7,0

em experimentos conduzidos em fermentador submetidos a diferentes taxas de aeragao.

Avaliando os dados expostos na Tabela 5.3 verificou-se que a maxima producao
celular correspondeu a condi¢do em que houve o maior valor de atividade de emulsificagao.
Porém, a mesma fermentagdo feita sem aeracdo em Erlenmeyers a 150 rpm apresentou duas
vezes mais massa e atividade de emulsificagdo semelhante (1,686 UA) também em 24
horas de fermentacgdo. Estes resultados diferem do relatado por DESHPANDE e DANIELS
(1995) que, estudando soforolipideos produzidos pela levedura Candida bombicola,
obtiveram 129,8 g/L de biossurfactante em frascos agitados a 200 rpm e 97 g/L em
fermentador com 400 rpm e 0,5 VVM de aeragdo ambos experimentos realizados a 27°C,

sendo que a maior produ¢do de biomassa ocorreu a 30°C.
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Tabela 5.3 — Fermentagdo de 6leo de soja comercial (5% v/v) pela Kocuria rhizophila em
fermentador de bancada (Bioflo III) com pH inicial 9,0, a 38°C, 300 rpm e trés niveis de
aeracao (0,5, 1,5 2,0 VVM).

Tempo 0,5 VVM 1,5 VVM 2,0 VVM
(horas) pH MCS(@L) pH MCS(gL) pH  MCS (g/L)
0 8,84 0,00 8,93 0,00 9,08 0,00
12 8,45 0,07 7,72 0,30 8,48 0,33
24 8,06 0.41 7,57 0,60 8,62 0,56
36 7,79 0,22 7,15 0,42 8,60 0,62
48 7,86 0,33 7,08 0,71 8,65 0,65
60 7,66 0,53 7,14 0,86 8,63 0,59
72 7,66 0,57 7,20 0,48 8,58 0,55

*MCS — Massa Celular Seca

A realizacdo da quantificacdo do consumo de o6leo de soja, pela bactéria nas
fermentagdes feitas no fermentador de bancada, foi possivel somente na condi¢dao de 1,5
VVM, que foi de 27,3%, enquanto que nas outras condi¢des formou-se espuma durante a

agitacao o que impossibilitou a retirada da amostra.
5.4. Tensao Superficial

A tensdo superficial foi medida como descrito no item 4.6.5. A amostra utilizada
na realizacdo destas medidas foi unica, para que pudesse ser estabelecido um parametro de
comparagdo entre as medidas do tensidmetro, o método das gotas (Lei de Tates) e a
atividade de emulsificagcdo. O sobrenadante em questdo ¢ resultante da fermentacdao de 72
horas em fermentador de bancada com aeragdo de 1,5 VVM e 6leo de soja como fonte de

carbono.

55



RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Tensiometro

A tensdo superficial medida através do uso do tensidmetro foi feita em triplicata
com as amostras a temperatura ambiente e com pH ajustado para 7,0. O meio de cultura ndo
fermentado apresentou tensao superficial de 59,9 mN/m, enquanto que a tensdo superficial
da amostra foi de 38,8 mN/m. Assim, houve uma redugdo da tensao superficial de 35,22%.

A Pseudomonas aeruginosa produziu ramnolipideos em fermentagdo com o6leo de
soja e em 288 horas, foi observada redugdo da tensao superficial para 28 mN/m (RAHMAN
et al., 2000). Ramnolipideos foram produzidos pela espécie Pseudomonas putida 21BN
quando cresceram em substrato solivel como a glicose e pouco soluvel como o hexano. A
reducdo da tensdo superficial apos crescimento em meio com hexano foi de 71 para 37

mN/m (TULEVA et al., 2002).

5.4.2. Lei de Tates — Método das Gotas

As amostras utilizadas no item anterior foram novamente empregadas na
realiza¢do da medida da tensao superficial através do método das gotas. Amostras contendo
5 gotas foram pesadas varias vezes até que fosse certificado que as gotas obtidas eram

uniformes.

Este mesmo procedimento foi feito com agua destilada, meio sem fermentar e
amostra de sobrenadante, todos com pH ajustado para 7,0. A Tabela 5.4 apresenta o peso
médio de cada gota obtido com a pesagem das amostras. E possivel observar que a gota
referente & amostra de sobrenadante apresenta peso inferior a da agua destilada e a do meio
de cultura ndo fermentado, mostrando a redugdo da tensdo superficial pela presenga do
biossurfactante.A tensdo superficial foi calculada através do emprego da Equacao (4.4) do

item 4.6.5.2. e da tensao superficial da agua a temperatura ambiente 72 mN/m.
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Tabela 5.4 - Peso médio da gota e tensdo superficial calculada pelas equagdes da Lei de

Tates.
Amostras Peso médio (g) Tensao superficial (mN/m)
Agua destilada 0,033 72,0
Meio de cultura niao fermentado 0,034 74,2
Sobrenadante 0,027 58,9

A redugdo da tensdo superficial entre o meio de cultura sem fermentar e o
sobrenadante, pelo método das gotas, foi igual a 20,6%. Na Tabela 5.5 estdo apresentadas
as tensoes superficiais obtidas com a medida obtida no tensiometro, com o emprego da Lei
de Tates e a atividade de emulsificagio das mesmas. Assim, € possivel certificar-se da
presenca do biossurfactante no sobrenadante analisado, pois independente do método

aplicado nota-se a reducdo da tensdo superficial € o aumento na atividade de emulsificacao.

Tabela 5.5 - Comparagdo dos valores obtidos de tensdo superficial a atividade de

emulsificagdo.
Tensao superficial (mN/m) Atividade de
Amostras emulsificacao
Tensiometro Método das gotas (UA)
Meio de cultura nao fermentado 59,9 74,2 1,429
Sobrenadante 38,8 58,9 1,685

5.5. Efeito da Temperatura na Atividade de Emulsificaciao

A estabilidade do biossurfactante foi medida como descrito no item 4.6.4.
Salienta-se que a amostra utilizada correspondia a um sobrenadante resultante da

fermentacdo com 6leo de soja e o pH estava ajustado para 7,0.

Na Tabela 5.6. ¢ possivel observar a estabilidade do biossurfactante quando o
sobrenadante foi exposto a alta temperatura. O sobrenadante permaneceu a 80°C por um
periodo de 150 minutos e as amostras retiradas mostraram que a queda da atividade de

emulsificagdo foi em torno de 20,4%.57PATIL e CHOPADE (2001) estudaram a
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producao de bioemulsificante por espécies de Acinetobacter e verificaram que a 50°C mais
de 50% da atividade do bioemulsificante foi inibida mostrando que ele ¢ pouco

termoestavel.

Tabela 5.6 - Queda da atividade de emulsificagdo em relagdo ao tempo de exposi¢do a

80°C

Tempo (min) 0 30 60 90 120 150

Atividade de Emulsificacao (UA) 1,738 1,486 1,471 1,448 1,413 1,382

5.6. Efeito do pH na Atividade de Emulsificaciao

A estabilidade do biossurfactante em relagao a variacao do pH est4 apresentada no
item 5.1.1.3 e na Figura 5.10. A atividade de emulsificacdo ¢ crescente em relagdo ao

aumento de pH, apesar da formagao de precipitado observado no pH 9,0 e no pH 10,0

Tabela 5.7 — Influéncia do pH na atividade de emulsificagdo de uma tinica amostra de meio

fermentado contendo biossurfactante e pH de 6,58.

pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Atividade de

0,264 0,272 0,334 0,548 0,728 0,804 0,885 1,276 1,917
Emulsifica¢do (UA) > ’ ’ g ’ ) ) ) )

5.7. Atividade de Emulsificacdo Utilizando Diferentes Compostos Hidrofébicos

A atividade de emulsificacdo foi mensurada, mais uma vez, sendo substituido o
oleo de soja por outros oleos vegetais (milho e canola), benzeno e querosene. Para isto
utilizou-se a mesma amostra de sobrenadante utilizada no item 5.4, também com o pH
ajustado para 7,0. A Figura 5.27 e a Tabela A-19 mostram que a amostra escolhida para
analise possuia biossurfactante capaz de emulsionar e manter estdvel com maior

intensidade os 6leos vegetais.
58



RESULTADOS E DISCUSSAO

@ Oleo de Soja M Oleo de Canola [ Oleo de Milho [ Querosene M Benzeno

Figura 5.26- Atividade de emulsificagdo (UA) de uma tnica amostra adicionada em

diferentes compostos hidrofobicos.
5.8. Isolamento do Biossurfactante

A tentativa de isolar o biossurfactante foi iniciada com testes de precipitacao
através do emprego de dois métodos descritos no item 4.6.6. A amostra de sobrenadante
contendo o biossurfactante foi obtida em 72 horas de fermentagdo conduzida em
fermentador de bancada a 38°C iniciada com pH 9,0. A atividade de emulsificacdo da

amostra foi de 1,685 UA ap06s ajuste do pH para 7,0.

Houve formagao de precipitado apos adicao de acetona e também com a elevacao
do pH para 10,0, mas a massa de precipitado obtida apds a secagem em estufa foi maior na
amostra adicionada de acetona (1,10 g/L). Salienta-se que o mesmo foi feito para o meio de
cultura isento de indculo e constatou-se a presenca de precipitado. A massa de 1,10 g/L
corresponde a massa de precipitado formada descontada da massa de precipitado obtida no
meio de cultura ndo fermentado. Pseudomonas aeruginosa foi empregada em fermentagdes
em batelada, sendo utilizadas fontes de carbono de baixo custo, na qual a produgdo maxima
foi igual a 4,31, 2,98 e 1,77 g/L em oleo de soja, oleo de girassol e glicerol,
respectivamente (RAHMAN et al., 2002).

5.9. Producao de Carotendides

A bactéria Kocuria rhizophila utilizada neste trabalho como produtora de
biossurfactante, apresentou colonias com pigmentagdo amarelada quando inoculada em

4gar nutriente como mostra a Figura 5.28. Fato ja descrito por KOVACS et al. (1999)
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responsaveis pelo primeiro isolamento da bactéria, e também por SILVEIRA (2002) que

isolou a cepa em estudo.

Figura 5.27 - Coldnias da bactéria Kocuria rhizophila em agar nutriente.

No final de cada fermentagdo, principalmente nas feitas sob condi¢des que
favoreciam o crescimento celular, foi possivel observar a forte mudanga na coloragdo do
meio liquido utilizado, devido a presenca da bactéria. Também verificou-se que nos
experimentos feitos em Erlenmeyers a coloracdo da massa celular apresentava-se ainda
mais intensa, aproximando-se da cor laranja, enquanto que em fermentagdes realizadas no
fermentador de bancada a cor da massa mantinha-se amarela. Tal fato tornou-se ainda mais
interessante quando se observou que ao lavar as células com solvente, para a remoc¢ao do
o6leo residual, a pigmentacao nao desaparecia por completo, mas perdia grande parte da sua

intensidade.

Assim, através do emprego do método de determinacdo de carotendides totais,
descrito no item 4.7.1. desenvolvido por RODRIGUES-AMAYA (1999), e a utilizagdo da
formula desenvolvida por DAVIES (1976), determinou-se a presenca de carotendides e a

sua concentragdo, cuja resposta foi dada em carotendides totais.

A varredura feita no espectrofotometro permitiu que fosse observada a formagao
da curva contendo trés picos caracteristicos de carotenodides. Os valores das absorbancias
correspondentes a cada pico foram: 422, 448 e 474 nm. O pico 448 nm correspondeu a
maxima absorbancia e por isso, fez-se a leitura da amostra neste comprimento de onda a
qual foi de 0,0097 UA. Este valor de unidade de absorbancia correspondeu a 0,374 ng/g de
carotenoides totais (calculo baseado no coeficiente de extingdao do - caroteno). Mas nao foi
possivel extrair todo carotendide presente na massa celular pelo método determinado para

analise.
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6. CONCLUSOES

A bactéria Kocuria rhizophila foi capaz de se desenvolver e sintetizar
biossurfactante, nas condigdes operacionais selecionadas para realizacao dos experimentos,

utilizando substratos soluvel e insoluvel em agua como fontes de carbono e energia.

Os maiores valores de producdo de biomassa foram alcangados a 38°C em
fermentagdes com pH inicial do meio de cultura 9,00 tanto com sacarose como nas que

utilizaram 6leo de soja como fonte de carbono.

Os experimentos mostraram que a atividade de emulsificagdo apresentava-se na
forma de picos, os quais foram observados em diferentes tempos de fermentagdo, condigdes
operacionais e substrato que estivessem sendo utilizados. Porém, os maiores picos de

producao foram detectados sempre apds as primeiras 12 horas de fermentagao.

O método de determinacdo da produgdo de biossurfactante, escolhido para este
trabalho, demonstrou que a atividade de emulsificacdo tem relagdo direta com o pH da
amostra e que também pode ser influenciada pelos constituintes do meio de cultura. Os
resultados, obtidos com a aplicagdo deste método, nao reproduziram de forma satisfatoria a

presenca do biossurfactante no sobrenadante.

Constatou-se que a producao de biossurfactante ndo estd associada ao crescimento
celular e que a atividade de emulsifica¢dao e a produ¢ao de massa seca foram influenciadas
pela temperatura de incubagao, pelo pH inicial do meio de fermentagdo e pela concentragao

da fonte de nitrogénio organico e inorganico.

A maior atividade de emulsificacdo foi obtida em 48 horas de fermentagdo com
6leo de soja comercial (5% v/v) feita com pH inicial 9,0, a 38°C e 150 rpm em
Erlenmeyers, sem extrato de levedura e 1,0 g/L de NH4Cl. O sobrenadante obtido do caldo
fermentado, apds ajuste de pH para 7,0, apresentou atividade de 1,959 UA.

Amostra de fermentacdo de 72 horas em Oleo de soja apresentou reducdo da
tensdo superficial do meio de cultura de 59,9 mN/m para 38,8 mN/m, atividade de
emulsificagdo de 1,685 UA e massa de biossurfactante igual a 1,10 g/L. A exposi¢do do

sobrenadante a temperatura de 80°C resulta na redugdo da atividade de emulsificacao.
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A bactéria Kocuria rhizophila, capaz de sintetizar biossurfactante, também ¢ fonte

de carotendides devido a pigmentacao extraida da massa celular.
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APENDICE A

Tabela A-1 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificacdo (AE)

da fermentacao de sacarose (50g/L) feita em Erlenmeyers a 20°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=17,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE
(h) (gL) (UA) (g’L) (UA) (g/L) (UA)
0 5,01 0,20 0459 7,11 0,13 0,647 9,16 024 1,171

12 4,79 0,30 0,310 7,04 0,77 0,568 856 0,48 0,886
24 4,48 0,38 0,343 6,40 1,49 1,009 7,8 0,77 0,915
36 4,16 0,44 0,387 4,13 1,94 0,542 7,54 1,13 0,967
48 4,18 0,42 0,243 3,88 2,01 0,569 742 1,41 0973
60 4,16 0,43 0,321 3,92 1,94 0487 6,87 2,18 1,083

72 4,03 0,45 0,283 3,96 1,95 0,508 4,53 2,77 0,856

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-2 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentagdo de sacarose (50g/L) feita em Erlenmeyers a 30°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=17,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE
(h) (gL) (UA) (gL) (UA) (g/L) (UA)
0 5,31 0,21 0375 7,06 0,30 0,663 8,60 0,37 0,488

12 4,38 0,32 0376 4,44 1,74 0,279 7,44 0,97 0,485
24 4,18 0,34 0,264 3,73 2,08 0,342 4,72 2,67 0,292
36 4,18 0,40 0,257 3,77 2,04 0432 3,60 2,92 0,374
48 4,12 0,40 0,166 3,77 2,06 0,252 3,63 2,97 0,438
60 4,17 0,38 0,153 3,78 1,93 0,276 3,52 2,98 0411

72 4,10 0,34 0,183 3,89 1,90 0,363 3,66 2,99 0422

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-3 - Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificacdo (AE)

da fermentacao de sacarose (50g/L) feita em Erlenmeyers a 38°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=7,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE

(h) (g/L) (UA) (g/L) (UA) (g/L) (UA)

0 5,15 0,18 0,423 7,08 0,19 0,647 9,26 0,24 0,984
12 4,35 0,24 0,345 7,01 1,50 0,716 7,76 1,10 0,303
24 4,23 0,26 0,253 391 1,90 1,561 6,74 2,80 0,621
36 4,25 0,27 0,277 3,92 2,40 0,465 4,62 3,30 0,462
48 4,14 0,30 0,185 4,04 2,23 0,497 4,62 3,53 0,612
60 4,20 0,38 0,211 4,03 2,23 0,367 4,64 3,60 0,628
72 4,10 0,75 0262 4,08 2,17 0322 488 3,66 0,548

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-4 — Consumo de substrato (g/L) das fermentacdes de sacarose feitas em

Erlenmeyers.

pH=5,0 pH=17,0 pH=9,0

tempo(
h) 20°C  30°C 38°C 20°C 30°C 38°C 20°C 30°C 38°C

0 40,77 47,35 41,57 40,03 4295 42,60 47,98 44,09 43,86
12 39,69 47,46 38,77 38,95 40,55 41,75 47,12 43,52 40,43
24 37,97 46,95 37,63 38,95 40,20 39,40 44,15 43,29 39,23
36 37,69 37,80 39,75 38,49 39,92 39,23 44,20 41,75 37,23
48 38,83 45,63 3797 36,89 39,80 38,60 43,18 38,37 37,34
60 36,49 44,78 36,32 36,32 38,60 3597 42,49 37,17 36,54

72 35,69 40,95 34,72 35,63 36,32 3432 41,12 34,777 33,74

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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APENDICE A

Tabela A-5 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificacdo (AE)

da fermentacao de oleo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers a 20°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=7,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE
(h) (gL) (UA) (gL) (UA) (g’L) (UA)

0 4,94 0,65 0323 6,97 0,65 0,658 9,07 0,6 1,099
12 5,44 0,98 0,433 7,34 1,04 0,784 8,17 1,17 0,743
24 5,85 1,08 0431 5,56 1,24 0,674 8,08 1,31 0,797
36 5,09 1,36 0,432 6,81 1,31 1,091 7,1 1,76 1,185
48 5,45 1,36 0,300 4,27 1,58 0,453 5,63 1,88 1,009
60 4,18 1,41 0,208 5,09 1,64 0,626 4,07 2,12 0,899

72 4,82 1,46 0,588 3,89 1,78 0,295 4,43 1,82 0,412

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-6 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)

da fermentacao de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers a 30°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=17,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE
(h) (g’L) (UA) (g/L) (UA) (g/L) (UA)

0 494 0,67 0331 688 0,64 0706 843 0,68 1,043
12 705 1,15 0749 7,18 1,54 0,698 7,18 1,50 0,862
24 593 1,62 0610 720 1,77 0902 745 174 1518
36 59 1,88 0,830 558 2,12 0636 580 211 1,007
48 584 1,88 0,681 588 2,18 0,772 527 240 0874
60 553 1,9 0353 521 226 0902 683 258 0,793

72 5,05 1,84 0,313 6,53 2,36 1,028 6,70 2,62 0,740

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-7 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificacdo (AE)

da fermentacao de oleo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers a 38°C e 150 rpm.

pH=5,0 pH=7,0 pH=9,0
Tempo
pH MCS AE pH MCS AE pH MCS AE
(h) (gL) (UA) (gL) (UA) (g’L) (UA)

0 5,14 0,64 0407 7,12 0,70 0,743 9,06 0,61 1,272
12 6,86 1,20 0,885 7,27 1,29 0,621 8,03 0,95 0,999
24 7,26 1,35 1,038 6,90 1,62 0,881 8,50 1,39 1,038
36 7,31 1,39 1,391 8,03 1,58 1,180 8,08 1,70 1,360
48 6,89 1,51 1,363 6,49 2,00 1,032 8,69 2,10 1,392
60 7,02 1,52 1,615 7,26 2,35 1,190 8,67 2,90 1,329

72 7,10 1,43 1,627 7,00 240 1,322 7,71 2,83 1,405

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-8 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificacdo (AE),
em pH ajustado para 7,0, da fermentagdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers

com pH inicial 5,0 a 38°C e 150 rpm.

pH=5,0
Tempo
pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 5,27 0,82 0,422 0,746

24 6,52 1,28 0,833 0,931

48 6,60 1,24 0,512 0,863

72 6,67 1,29 0,581 0,962

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-9 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagao (AE),

em pH ajustado para 7,0, da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers

com pH inicial 7,0 a 38°C e 150 rpm.

pH=17,0
Tempo
pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 6,83 0,83 0,486 0,761

24 6,76 1,88 0,484 0,860

48 6,49 2,33 0,344 0,570

72 6,48 2,41 0,529 0,852

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-10 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo

(AE), em pH ajustado para 7,0, da fermentagdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em

Erlenmeyers com pH inicial 9,0 a 38°C e 150 rpm.

pH=9,0
Tempo
pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,95 0,82 1,486 0,844

24 7,44 2,05 1,806 1,686

48 7,10 2,24 1,315 1,263

72 6,70 3,33 0,626 0,777

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-11 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers com pH inicial 9,0, a 38°C,

150 rpm sem NH4Cl e com 1,0 g/L. de extrato de levedura.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)
(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,81 1,05 1,633 1,059
12 7,53 1,7 1,816 1,674
24 7,36 2,03 1,861 1,716
36 7,51 2,08 1,955 1,831
48 7,38 2,17 1,690 1,727
60 7,53 2,23 1,882 1,848
72 7,28 2,79 1,860 1,817

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-12 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentagdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers com pH inicial 9,0, a 38°C e

150 rpm com 0,5 g/LL NH4Cl e 1,0 g/L de extrato de levedura.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)
(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,83 0,86 1,320 0,747
12 7,65 1,18 1,495 1,211
24 7,29 1,46 1,789 1,724
36 7,38 1,87 1,794 1,698
48 7,17 1,89 1,773 1,676
60 8,73 1,02 1,775 1,318
72 8,24 1,45 1,826 1,514

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-13 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers com pH inicial 9,0, a 38°C,

a 150 rpm, sem de extrato de levedura e com 1,0 g/L. de NH4CI.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)
(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,88 1,20 1,362 0,889
12 8,20 1,65 1,545 1,478
24 7,28 1,80 1,970 1,768
36 8,02 1,62 2,009 1,769
48 7,25 1,85 2,022 1,959
60 7,00 2,35 1,666 1,781
72 7,13 2,40 1,857 1,879

OBS: Valores médios de analises em triplicata.

Tabela A-14— Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagcdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita em Erlenmeyers com pH inicial 9,0, a 38°C,

a 150 rpm, com 0,5 g/L de extrato de levedura e 1,0 g/LL NH4Cl.

Tempo (h) pH MCS AE (UA) AE (UA)
(g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,90 0,78 1,317 0,980
12 7,46 0,96 1,726 1,617
24 7,39 1,43 1,532 1,557
36 7,12 1,73 1,556 1,566
48 7,20 1,82 1,732 1,755
60 7,05 1,85 1,592 1,564
72 7,22 1,84 1,596 1,636

OBS: Valores médios de analises em triplicata.
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Tabela A-15 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita fermentador de bancada (Bioflo III) com pH

inicial 9,0, a 38°C, 300 rpm ¢ 0,5 VVM.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,84 2,56 1,559 0,858

12 8,45 2,63 1,468 0,917

24 8,06 2,97 1,538 1,046

36 7,79 2,78 1,476 1,233

48 7,86 2,89 1,431 1,145

60 7,66 3,09 1,487 1,175

72 7,66 3,13 1,274 1,249

OBS: Valores médios de andlises em triplicata.

Tabela A-16 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita fermentador de bancada (Bioflo III) com pH

inicial 9,0, a 38°C, 300 rpm e 1,5 VVM.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 8,93 0,54 1,456 0,714

12 7,72 0,84 1,537 1,454

24 7,57 1,14 1,933 1,753

36 7,15 0,96 1,686 1,672

48 7,08 1,25 1,682 1,652

60 7,14 1,40 1,638 1,609

72 7,20 0,99 1,744 1,685

OBS: Valores médios de andlises em triplicata.
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APENDICE A

Tabela A-17 — Valores de pH, massa celular seca (MCS) e atividade de emulsificagdo (AE)
da fermentacdo de 6leo de soja (5% v/v) feita fermentador de bancada (Bioflo III) com pH

inicial 9,0, a 38°C, 300 rpm ¢ 2,0 VVM.

Tempo pH MCS AE (UA) AE (UA)

(h) (g/L) Sem Ajuste de pH Com Ajuste de pH
0 9,08 0,51 1,572 0,975

12 8,48 0,84 1,484 1,041

24 8,62 1,07 1,519 1,000

36 8,60 1,13 1,595 1,034

48 8,65 1,16 1,556 1,065

60 8,63 1,10 1,576 1,050

72 8,58 1,08 1,565 1,176

OBS: Valores médios de andlises em triplicata.

Tabela A-18 — Variagdo da atividade de emulsificagdo de diferentes 6leos em caldo

fermentado pela bactéria Kocuria rhizophila com pH ajustado para 7,0.

Oleo AE (UA)
Soja 1,795
Milho 1,922
Canola 1,911
Benzeno 0,514
Querosene 1,003

OBS: Valores médios de andlises em triplicata.
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Figura B-1 — Curva padrdo utilizada para quantificagdo do consumo de sacarose pelo

método DNS.
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