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RESUMO

Biosurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos os quais possuem em
sua molécula uma porg¢ao hidrofilica (solivel em agua) e uma porgao hidrofébica (insolavel
em agua). Essas moléculas sdo capazes de reduzir a tensao superficial e interfacial em ambas
solugbes aquosas e misturas de hidrocarbonetos, as quais fazem desses compostos potenciais
candidatos para aumentar a recuperagao de 6leo e processos de deemulsificagdo.

No presente trabalho foi estudada a produ¢ao de biosurfactante por uma linhagem de
bactéria. O microrganismo considerado foi pré-selecionado como produtor de biosurfactante
em trabalhos anteriores ¢ identificado nesta dissertagdo como Serratia marcescens. As
melhores condi¢Ges para produg@o do biosurfactante em agitador rotativo foram determinadas
através do processo de otimizacdo utilizando Planejamento Experimental. Além disso, foram
estudadas algumas propriedades do biosurfactante, como por exemplo, capacidade
emulsificante e estabilidade em diferentes pHs e temperaturas. Finalmente, testou-se a
aplicacao do biosurfactante produzido avaliando-se o efeito da sua adigdo na atividade de

lipase de Rhizopus sp. quando comparado ao efeito produzido por surfactantes quimicos.



SUMMARY

Biosurfactants are compounds produced by microrganisms those molecules include a
hydrophilic portion (water soluble) and a hydrophobic portion (water insoluble). These
molecules are capable of reducing surface and interfacial tensions in both aqueous solutions
and hydrocarbon mixtures, which makes them potential candidates for enhancing oil recovery
and deemulsification processes.

Biosurfactant production by a bacterial strain was studied in this work. The
microrganism considered was isolated in previous studies and identified in this work as
Serratia marcescens. The best conditions for biosurfactant production in shake flasks were
determined through an optimization process using an Experimental Design. Moreover, some
properties of the biosurfactant were studied, for example, its emulsifying capacity and stability
at different pH values and temperatures. Finally, the application of the biosurfactant produced
was tested evaluating the effect of its addition on the activity of Rhizopus sp. Lipase, as

compared to the effect produced by chemical surfactants.



1. INTRODUCAO:

Recentes avancos da biotecnologia na ultima década tém levado a um crescimento
significativo no desenvolvimento de métodos biolégicos para a produgio de certos compostos
em escala industrial.

Um grupo de compostos de extremo interesse industrial e com miiltiplas aplica¢des sdo
os biosurfactantes, cuja estrutura possui um grupo polar hidrofilico, capaz de se ligar com a
agua e um apolar hidrofébico, capaz de se ligar com compostos insoliveis em agua, como
6leos e gorduras. Dependendo da composicio e do balango de cargas entre os grupamentos
hidrofilico e hidrofébico, os biosurfactantes podem ser divididos em: glicolipideos,
lipopolissacarideos, lipopeptideos, fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros.

Quanto as suas propriedades fisicas, os biosurfactantes apresentam a capacidade de
diminuir a tensdo superficial do meio em que se encontram, bem como de diminuir a tenso
interfacial entre dois meios imisciveis. Outra propriedade importante desses compostos é a
capacidade de formag¢ido de micelas em solucdo, onde moléculas de surfactante tendem a se
agregar umas com as outras ou entre fases com diferentes polaridades, como 6leo e agua.

Os biosurfactantes possuem indmeras aplicagdes nos mais diversos segmentos
industriais, podendo ser utilizados como emulsificantes, estabilizadores de emulsao,
detergentes, solubilizantes de solidos dispersos, inibidores de corrosao além de apresentarem
vantagens sobre os sintetizados quimicamente, pois sdo biodegradaveis, mais efetivos,
especificos e usualmente nao toxicos.

Na inddstria de alimentos os biosurfactantes tém grande aplicagdo, ja que esta é
considerada uma das grandes consumidoras de emulsificantes. Eles podem ser utilizados nas
industrias de panificagdo, as quais empregam emulsificantes com o objetivo de aumentar a
aderéncia do amido a proteina, controlando a consisténcia e textura do produto final e
retardando o seu envelhecimento. Ainda na mesma linha, os biosurfactantes podem ser
utilizados para solubilizar “flavors™ oleosos. Os biosurfactantes podem ainda atuar na limpeza
de plantas de industrias alimenticias, removendo residuos oleosos resultantes dos processos de
fabricacdo. Esses compostos também possuem aplicacdo em derivados carneos, atuando tanto
na limpeza de plantas industriais como no melhoramento da textura de produtos emulsionados.

Nesse caso, os biosurfactantes podem agir no aumento da interagido entre as proteinas da



carne, melhorando a textura do produto e ajudando na formagdo da emulsdo, como por
exemplo, na producéo de salsichas. No entanto, o uso promissor desses compostos tem sido na
area de biorremediagdo e recuperagdo terciaria de petrleo. Além disso, recentemente muitos
estudos tém sugerido o uso de surfactantes no aumento da atividade de enzimas lipase, tanto
em reacoes de hidrdlise como de sintese.

Quanto a sua producdo, os biosurfactantes podem ser produzidos por diferentes classes
de microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras, todos com propriedades e aplicagdes
bastante diversas.

No entanto, a produg@o de biosurfactantes passa por alguns problemas como a baixa
concentrag@o de produto final obtida no meio de fermentaco, raramente excedendo a 10 g/L.
A selecao de microorganismos € a otimiza¢do das condigdes de produgdo, como o realizado

neste trabalho, tem contribuido para o incremento substancial na produgdo desses compostos.

2. OBJETIVOS

- Selecionar o microrganismo de maior interesse na produ¢do de biosurfactante, dentre os
previamente i1solados e selecionados como produtores de surfactante pelo Laboratorio de
Bioquimica de Alimentos.

- Identificar o género e a espécie do microrganismo selecionado.

- Selecionar o meio de cultura e otimizar as melhores condi¢des de producdo do biosurfactante
utilizando o Planejamento Experimental.

- Verificar a influéncia de hidrocarbonetos e 6leos vegetais na produgao do biosurfactante.

- Verificar a capacidade do microrganismo selecionado em produzir biosurfactante em
residuos provenientes da industria de alimentos.

- Estudar a atividade emulsificante do biosurfactante produzido.

- Verificar a influéncia do biosurfactante produzido na atividade da enzima lipase produzida

por Rhizopus sp.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Introducio

Surfactantes sdo moléculas constituidas por uma parte hidrofilica e outra hidrofdbica.
Estes compostos sdo classificados como catidnicos, aniénicos ou nio i6nicos de acordo com
sua parte hidrofilica, enquanto que a parte hidrofébica é geralmente constituida por um
hidrocarboneto derivado de um acido graxo. Devido a sua natureza anfipatica, apresentam a
capacidade de se dividirem na interface entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade,
tais como 6leo e agua ou ar e agua (Desai e Banat, 1997; Mulligan e Gibbs, 1993). Essas
propriedades conferem aos surfactantes a capacidade de reduzir as tensdes interfacial e
superficial do meio em que se encontram, formando microemulsdes nas quais ha a formagao
de micelas. Isto possibilita que hidrocarbonetos sejam solubilizados em agua ou 4gua seja
solubilizada em hidrocarbonetos. Tais caracteristicas conferem aos surfactantes excelente
detergéncia, capacidade emulsificante, espumante e dispersante de fases, o que faz desses
compostos um dos produtos quimicos mais versateis (Greek, 1990; Greek, 1991). A maior
parte dos surfactantes usados atualmente é quimicamente derivada de petréleo. Entretanto, o
interesse na obtencdo de surfactantes de origem microbiana tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente devido a sua diversidade, biodegradabilidade, possibilidade de produgio por
meio fermentativo e sua potencial aplicag@o tanto no processamento de alimentos como na
biorremediagao, como por exemplo, na recuperagio de dleo bruto. (Desai e Banat, 1997).

Biosurfactantes sdo um grupo estruturalmente diverso de moléculas com atividade
surfactante sintetizadas por microrganismos. Esses apresentam as mesmas propriedades dos
surfactantes quimicos de reduzir as tensdes superficial e interfacial em ambas solugdes
aquosas e misturas de hidrocarbonetos; devido a isso, podem ser usados no aumento da
recuperacio de 6leo (Sarkar ef al., 1989; Shennan e Levi, 1987; Singer, 1985) e processos de
deemulsificagdo (Carins ef al., 1982).

Os biosurfactantes oferecerem algumas vantagens sobre os surfactantes quimicos, tais
como baixa toxicidade, maior biodegradabilidade, elevada seletividade e especificidade em
condi¢bes extremas de temperatura, pH e salinidade, sendo ecologicamente aceitaveis e
podendo ser produzidos de forma renovéavel (por microrganismos) (Makkar e Cameotra,

1999).
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3.2 Classificacdo quimica dos Biosurfactantes e sua origem microbiana

Os biosurfactantes sdo classificados principalmente pela sua composi¢do quimica e
origem microbiana, diferente dos surfactantes sintetizados quimicamente, os quais sao
agrupados de acordo com a natureza do seu grupo polar. Em geral, os biosurfactantes incluem
em sua estrutura molecular uma parte hidrofilica a qual pode ser constituida de aminoacidos
ou peptideos aniénicos ou catiénicos; mono, di ou polissacarideos; e uma parte hidrofébica
constituida de uma cadeia hidrocarbdnica insaturada, saturada ou derivada de um acido graxo.
De acordo com a composigdo de ambas as partes, os biosurfactantes podem ser classificados
em glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipideos e 4cidos graxos, etc. (Desai e
Banat, 1997). Microrganismos também podem produzir surfactantes que sao, geralmente, uma
combinacdao de muitos tipos quimicos, os quais sao referidos como biosurfactantes
poliméricos. No entanto, ha alguns casos onde a c€lula microbiana intacta apresenta elevada
hidrofobicidade superficial, sendo a célula o proprio biosurfactante, e esses sdo classificados
como biosurfactantes particulados (Karanth et al., 1999).

Na Tabela 1, estdo apresentados os tipos mais comuns de biosurfactantes produzidos e
sua respectiva origem microbiana.

- Glicolipideos:

Os glicolipideos sio os biosurfactantes mais conhecidos at€ o momento. Sua estrutura
molecular ¢ constituida por acidos alifaticos de cadeia longa ou acidos hidroxialifaticos em
combinacdo com mono, di, tri ou tetrassacarideos que incluem glicose, manose, galactose,
4cido glucurdnico, ramnose e sulfato galactose. Os ramnolipideos possuem em sua formula
estrutural uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de acido
hidroxidecandico, e esses sdo os glicolipideos mais estudados (Desai e Desai, 1993). A
produgio de glicolipideos contendo ramnose (Figura 1) foi primeiramente descrita através de
estudos realizados por Jarvis e Johnson (1949), usando linhagens de Pseudomonas
aeruginosa. Estudos ja demonstraram uma elevada capacidade desses compostos em
emulsionar alcanos, estimulando o desenvolvimento de P. aeruginosa em hexadecano

(Herdegger et al., 1994).
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Figura 1: Ramnolipideo de Psevgomonas aeruginosa

- Lipopeptideos e Lipoproteinas:

Grande numero de lipopeptideos ciclicos apresentam atividade surfactante, tais como
antibidticos decapeptideos (gramicidinas) e antibidticos lipopeptideos (polimixinas), os quais
sao produzidos por Bacillus brevis (Marahiel et al., 1977) e B. polymyxa (Suzuki et al., 1965),
respectivamente. Um biosurfactante aminolipidico produzido por Serratia marcescens NS38,
chamado serratamolide, foi primeiramente isolado por Matsuyama et al. (1985), demostrando
que esse composto foi capaz de aumentar a hidrofobicidade da célula, bloqueando os sitios
hidrofilicos na superficie celular. A surfactina, um lipopeptideo ciclico (Figura 2) produzido
por B. subtilis ATCC 21332, é um dos biosurfactantes mais estudados, devido a sua
capacidade de baixar a tensdo superficial da agua de 72 para 27,9 mN/m quando presente em

baixas concentragdes (Arima ef al., 1968).

L-Asp—D-Leu— L-Leu—(lj CH,
|
L-Val ()5 G
\\ llfH2 CH,

D-lLeu—L-Leu—L-Glu—C=0

Figura 2: Estrutura do lipopeptideo ciclico surfactina produzido por Baciflus subfilis
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- Acidos graxos, Fosfolipideos e Lipideos neutros:
Algumas bactérias e leveduras produzem grande quantidade de acidos graxos e
surfactantes fosfolipideos quando na presenga de alcanos, como exemplo a producao de

fosfatidiletanolamina (Figura 3) por Acinetobacter sp. HO1-N (Kappeli e Finnerty, 1979).

i
H,C—0—C—FR
2 ﬁ 1
HE—0—C—R,

Il +
H,C —0 —P—0—CH;—CHs—NH,

Figura 3: Estrutura da Fosfatidiletanolamina,Rq e Ry sdo cadeias hidrocarb@nicas derivadas de acidos graxos.

- Biosurfactantes particulados:

A atividade surfactante em muitos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos e
em bactérias patogénicas € atribuida a alguns componentes da superficie celular, os quais
podemos destacar a estrutura da prodigiosina em Serratia sp. € gramicidinas em esporos de
Bacillus brevis. Bactérias do género Acinetobacter sp. quando desenvolvidas em meio com
hexadecano, acumulam vesiculas extracelulares que possuem fung¢ao importante na captagio
de alcanos para a célula, demonstrando elevada atividade surfactante (Karanth ef al., 1999)
(Figura 4). As vesiculas e células microbianas com atividade surfactante sdo classificadas

como biosurfactantes particulados.

i
CH, ECHZJB
I -~
CHoK W
C=0
o 0. 0 0
Y
tH, HO—0 g 00"
0
O/T
NH H |"|.|H
|
OH NH (=0 €=0
=0 | |
- (CH),, CH,
3 CH,
L —n

Figura 4: Emulsan, biosrufactante particulado produzido por Aciretobacier calcoaceticus
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Tabela 1. Principais classes de biosurfactantes e microrganismos produtores.

Tipo de Biosurfactante Microrganismo
Glicolipideos
- ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
- soforolipideos Torulopsis bombicola, T. apicola
- trehalolipideos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

~ " Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorescens

- Viscosina .
Serratia marcescens
- Serrawetina ; o
; Bacillus subtilis
- Surfactina : i
S Bacillus subtilis
- Subtilisina . .
e Bacillus brevis
- Gramicidina Bacillus polymyxa
- Polimixina poyRy

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos
- Acidos graxos
- Lipideos neutros
- fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

- emulsan Acinetobacter calcoaceticus
- biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
- liposan Candida lipolytica

- carboidrato-lipideo-proteina
- manana-lipideo-proteina

Surfactantes particulados
- vesiculas
- células

Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Virias bacténas

Fonte: Desai & Banat (1997)

3.3 Propriedades e Fungdes Fisiologicas dos Biosurfactantes:

3.3.1 Propriedades:

Devido & natureza anfipatica dos surfactantes, essas moléculas tendem a se associar
umas com as outras, formando micelas com superficies entre fases de diferentes polaridades,
como por exemplo, nas interfaces ar e agua, 6leo e dgua ou agua e soélidos. O efeito nessas
interfaces provoca a redugao da tensao interfacial do meio (Kock et al., 1989).

A energia livre interfacial € a quantidade minima de trabalho requerida para criar uma

interface. Essa energia livre interfacial por unidade de area é a qual medimos quando
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queremos determinar a tensdo interfacial entre duas fases, determinando-se a quantidade
minima de trabalho requerida para criar uma unidade de 4rea da interface ou para expandir
esta por unidade de area (Rosen, 1971). A Figura 5 representa a for¢a de atracdo entre as

moléculas na superficie € no interior de um liquido.

e s S o Jﬁv_—
_%é %_g%

Liqundo — a%e —_— — 355

Figura 5: Forga de atragdo entre moléculas de um liquido.

Quando uma molécula anfipatica, compostos que possuem em sua estrutura
grupamentos hidrofilico e hidrofébico, ¢ dissolvida em agua, seu grupo hidrofébico distorce a
estrutura da agua de tal maneira a decrescer a entropia do sistema, sendo que algumas das
moléculas sdo expelidas do solvente e sdo adsorvidas na interface ao redor da solucdo. O
grupo hidrofilico, entretanto, mantém-se em solugdo. A natureza anfipética desses compostos
faz com que a molécula adsorvida na interface seja orientada, usualmente com a porcao
hidrofilica voltada para o liquido mais polar (nesse caso a agua) e a por¢ao hidrofobica voltada
no sentido contrario, formando uma monocamada orientada nas interfaces ar e agua e/ou 6leo
e agua (Rosen, 1971). A Figura 6 mostra a adsor¢do de moléculas tenso-ativas, onde a parte
circular das moléculas representa a parte polar hidrofilica, e a parte retangular representa a

cadeia carbonica nao-polar.
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Figura 6: Adsor¢do de moléculas tenso-ativas, onde a parte circular das moléculas representa a

parte polar hidrofilica, e a parte retangular representa a cadeia carbdnica ndo-polar.

A medida de tensdo superficial é uma ferramenta comum para monitorar o
desenvolvimento de culturas microbianas produtoras de surfactantes. Alguns dados referentes
as propriedades de tensdo interfacial do meio de cultura fermentado ou do biosurfactante
1solado sao apresentados na literatura (Tabela 2). No entanto, € dificil comparar ou relacionar
esses dados, devido a se tratarem de produtos provenientes de microorganismos especificos,
desenvolvidos em condi¢des particulares de cultivo, como por exemplo, tipo e concentragdo
de nutrientes, aeragao, etc. Portanto, as propriedades de um biosurfactante dependem da sua
estrutura molecular e essa esta diretamente relacionada com o microorganismo produtor e com
0 meio em que esse se desenvolve (Bognolo, 1999).

De acordo com estudos desenvolvidos por Mulligan € Gibbs (1993) a efetividade de
um biosurfactante é determinada pela sua habilidade em baixar a tensido superficial, sendo
considerado um bom biosurfactante aquele capaz de reduzir a tensao superficial da agua de 72
para 35 mN/m e a tens3o interfacial (interface 6leo e dgua) da agua em hexadecano de 40 para
1 mN/m. Esses valores estao diretamente ligados a concentra¢io dos compostos com atividade
surfactante presentes no meio. No entanto, essa correlagdo € estabelecida até que se alcance a
concentra¢do micelar critica (CMC). A CMC ¢ definida como a concentra¢gio minima de
surfactante necessaria para iniciar a formacao de micelas (Mulligan e Gibbs, 1993). Valores
mais baixos de CMC indicam um surfactante mais efetivo e mais favoravel economicamente

para uso em processos industriais (Bognolo, 1999). Contudo, a determinagéo do valor da CMC
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exige a obten¢@o de um surfactante puro, o que € muitas vezes dificil, entretanto € possivel

determinar a CMC™' usando o meio de cultura fermentado (Sheppard e Mulligan, 1987).

Tabela 2: Tens#o superficial de alguns biosurfactantes especificos.

Concentra¢ao Tensao superficial

Surfactante Fonte microbiana
(mg/L) (mN/m)

Extrato bruto 107 35 Rhodococcus erytropolis
Trehalose dicorynornycolatos 10° 43 Rhodococcus erytropolis
Fosfatidiletanolamina n.a. 29 Rhodococcus erytropolis
Acidos fosfatidicos n.a. 33 Rhodococcus erytropolis
Extrato bruto n.a. 26-28 Pseudomonas sp. DMS 2874
Ramnolipideos 1 1-10 31 Pseudomonas sp. DMS 2874
Ramnolipideos 2 10° n.a. Pseudomonas sp. DMS 2874
Ramnolipideos 3 10 31 Pseudomonas sp. DMS 2874
Ramnolipideos 4 10° n.a. Pseudomonas sp. DMS 2874
Manose monoester 1 n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Glicose monoester 10 n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Maltose monoester 1 n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Maltose diester 10 n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Celobiose monoester 10 n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Maltotriose triester 10° n.a. Arthrobacter sp. DMS 2567
Caldo fermentado na. n.a. PET 1006

Fonte: Bognolo, 1999.

As propriedades interfaciais dos surfactantes dependem da composigdo idnica da fase
aquosa, por exemplo, elevadas concentragdes de NaCl inativam os glicolipideos produzidos
por Torulopsis apicola. No entanto, a produgao de compostos com atividade surfactante por
linhagens de Bacillus liqueniformis JF-2 nao ¢ afetada pela presenca de elevadas
concentracdes de NaCl, tanto em condigdes aerobicas como anaerdbicas (Mclnerney er al.,
1990; Lin et al., 1990).

Alguns biosurfactantes também exibem excelente estabilidade térmica e quimica.

Estudos realizados por Horowitz ez al., 1990 demonstram a estabilidade térmica de um
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lipopeptideo surfactante quando submetido a temperaturas superiores a 75°C por mais de 40 h.
A estabilidade dos biosurfactantes quanto ao pH encontra-se entre valores de 5,5 e 12, sendo

sua atividade diminuida quando submetido a condi¢des muito 4cidas (Lin, 1996).

3.3.2 Funcdes Fisiologicas dos Biosurfactantes

Embora a exata funcéo fisiologica dos biosurfactantes ainda n@o tenha sido completamente
elucidada, muitos sdo considerados como metabélitos secundarios, possuindo papel essencial na
sobrevivéncia do microrganismo produtor através da captagio de nutrientes para a celvla. Isso tem
sugerido que a producdo de biosurfactante pode aumentar a emulsificagio e solubilizagao de
hidrocarbonetos ¢ com isso facilitar o desenvolvimento do microorganismo nesses substratos
(Francy et al., 1991). No entanto, essa hip6tese é contrastada pelo fato de cepas de Bacillus subtilis
e de outros microorganismos mutantes produzirem biosurfactante somente na presenga de substratos
hidrossoluveis (Lin, 1996).

Uma estratégia fundamental de sobrevivéncia dos microrganismos € sua habilidade em se
adaptar em um meio onde esse possa se desenvolver. Os elementos chaves sdo estruturas
localizadas na superficie celular que sdo responsaveis pela aderéncia das células as superficies. Para
isso, biosurfactantes sio excretados formando um filme na interface, estimulando a aderéncia do
microorganismo e inibindo a aderéncia de outros. No caso de biosurfactantes ligados a parede
celular, essa se torna mais hidrofbica, estimulando o desenvolvimento do microorganismo quando
o substrato, na interface onde a célula esta aderida, € um composto insoluvel em agua (Rosemberg e
Ron, 1999). Zhang e Miller (1994) demonstraram o significativo aumento da hidrofobicidade
superficial de células de P. aeruginosa devido a ligagdo de ramnolipideos a parede celular. Ao
contrario de células de Acinetobacter sp. que tiveram sua hidrofobicidade diminuida pela presenca
desses agentes emulsificantes ligados a superficie celular (Rosemberg et al., 1988). Esses dados
sugerem que microorganismos podem usar seus biosurfactantes para regular as propriedades

superficiais da célula, proporcionando a aderéncia
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desenvolvido em glicose. Isso indicou que o complexo polissacarideo-acido graxo ligado a
membrana poderia estar envolvido no transporte direto de substratos hidrocarbdnicos para a célula.
Varios biosurfactantes, principalmente lipopeptideos e glicopeptideos, demonstram
atividade antibidtica. A atividade antibidtica dos biosurfactantes pode estar diretamente relacionada
com suas propriedades anfipaticas. Muitos deles, como os ramnolipideos produzidos por P.
aeruginosa e surfactina produzida por B. subtilis, sao capazes de solubilizar os componentes de
membrana das células. Através da liberagao de biosurfactantes no meio, o microrganismo produtor
possui uma maior chance de sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes (Lin,

1996).

3.4 Selecao de Microrganismos Produtores de Biosurfactantes

Uma estratégia de selecdo eficiente € a chave para o sucesso em um bom isolamento de
microorganismos produtores de biosurfactantes. Devido a isso, recentes avangos nessa area
tém sido atribuidos ao desenvolvimento de métodos rapidos e eficientes para a selegdo dessas
linhagens. Os métodos mais utilizados atualmente envolvem as propriedades quimicas e
fisiolégicas dos biosurfactantes.

A selecio de bactérias produtoras de biosurfactante através de técnicas usando
cromatografia em camada delgada (CCD), descrita por Matsuyama et al. (1985), € empregada
com sucesso para selecionar e isolar microrganismos produtores de biosurfactantes. No
entanto, devido a sua baixa sensibilidade, esta técnica ndo se aplica a cepas produtoras de
baixos niveis de surfactante.

Como visto anteriormente, devido a sua natureza anfipatica, alguns biosurfactantes
possuem atividade hemolitica e/ou antibidtica, e essa propriedade € também utilizada para
selecionar microorganismos produtores. O biosurfactante produzido causa a ruptura dos
eritrocitos quando o microorganismo € inoculado em placas de Petr1 contendo agar sangue
(Mulligan e Cooper, 1985; Carrilo et al., 1996). Porém, o uso de placas com agar sangue
promove o desenvolvimento de muitos microrganismos € esses podem excretar tanto
biosurfactante como enzimas hemoliticas. Devido a 1sso, esse método € usado no processo de
pré-selecdo. Nesse caso, a selecdo de microorganismos produtores de biosurfactantes €
completada avaliando-se o abaixamento da tensio superficial do meio de cultura fermentado.

Essa técnica consiste em um dos métodos mais efetivos para a sele¢do de linhagens produtoras
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de surfactantes (Mulligan e Cooper, 1985). Estudos realizados por Haba et al., 2000
demonstraram a selegdo de diferentes géneros de bactérias e leveduras utilizando residuos de
Oleos vegetais provenientes da industria de alimentos, onde foram consideradas boas
produtoras as linhagens que reduziram a tensao superficial do meio de cultura de 57 para 40

mN/m.

3.5 Producio e Recuperacio
3.5.1 Producao

Biosurfactantes sdo sintetizados como subprodutos metabdlicos por bactérias,
leveduras e fungos. Eles podem ser produzidos extracelularmente ou como parte da parede
celular desses microrganismos (Mulligan e Gibbs, 1993; Kosaric, 1990). E  muito  dificil
descrever uma norma para a produg@o o6tima de biosurfactante, uma vez que esses incluem
uma variedade de compostos e podem ser produzidos por varias espécies microbianas (Tabela
1). De acordo com Haferburg ez al. (1986) os surfactantes microbianos podem ser divididos
em trés categorias: biosurfactantes produzidos exclusivamente com alcanos como fonte de
carbono, tais como Corynebacterium sp. e Arthrobacter sp.; aqueles biosurfactantes
produzidos somente com fontes de carbono hidrossoluveis, como por exemplo biosurfactante
de B. subtilis; e ainda aqueles os quais s@o produzidos com alcanos e substratos soluveis em
agua como fontes de carbono, nesse ultimo caso, podemos citar o biosurfactante produzido por
Pseudomonas sp.. A compreensao dessas categorias € importante para entender que a estrutura
e rendimento do biosurfactante depende da fonte de carbono, bem como da espécie microbiana
usada (Parkinson, 1985). Portanto, o desenvolvimento de processos e fermentacoes devem ser
otimizados a cada caso, visando-se maximizar a produtividade, aumentando o rendimento do
biosurfactante a partir da fonte de carbono € alcangar elevadas concentragdes finais do produto
desejado. A otimizag@o da producao € um processo fundamental para reduzir o aciimulo de
outros metabolicos que podem interferir nas propriedades fisicas e/ou recuperagdao dos
compostos com atividade surfactante (Lin, 1996).

O tipo, propriedade e quantidade de biosurfactante produzido por uma cultura
microbiana dependem n@o somente do microrganismo utilizado como também do substrato
disponivel. A modificacdo do substrato freqiientemente altera a estrutura do produto e

conseqiientemente suas propriedades (Reiser et al, 1989). Os biosurfactantes produzidos por
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Arthrobacter paraffineus diferem na sua por¢do hidrofilica quando o microrganismo é
desenvolvido em diferentes fontes de carbono (Lin, 1996). Semelhantemente, a estrutura do
acido graxo dominante nos biosurfactantes pode também estar de acordo com o comprimento
da cadeia dos alcanos usados por alguns microrganismos, tais como glicopeptideos produzidos
por Rhodococcus erythropolis (Kretschmer e Wagner, 1983). Em algumas cepas de
Arthrobacter sp. a fonte de carbono determina a forma na qual o biosurfactante é produzido;
quando na presenca de etanol ou acetato, 75% do biosurfactante é produzido
intracelularmente, enquanto que na presenca de hidrocarbonetos toda a producao € extracelular
(Reiser et al, 1989).

Tradicionalmente, hidrocarbonetos tém sido usados como substratos para a producao
de biosurfactantes e bioemulsificantes, de forma que esses estimulam a producio para o
melhor aproveitamento do substrato pela célula (Hommel ez al., 1987). Isso fo1 constatado por
Banat et al. (1991), utilizando glicose e hidrocarboneto como fontes de carbono, somente
quando toda a glicose foi consumida, o hidrocarboneto foi adicionado ao meio € a produg¢édo do
biosurfactante sofreu um consideravel acréscimo, facilitando a dispersao desses compostos
hidrofébicos e aumentando seu aproveitamento pelo microrganismo. Igbal er al. (1995)
demonstraram uma excelente producio de glicolipideos surfactantes utilizando duas linhagens
mutantes de Pseudomonas aeruginosa quando na presenga de heptadecano.

Outros nutrientes podem afetar a produgdo de biosurfactantes, tais como fontes de
nitrogénio e fosfato, ions metalicos e outros aditivos (Lin, 1996). Isto tem mostrado que a
producgdo de biosurfactante por Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e Torulopsis sp. pode ser
regulada pela razio entre a fonte de carbono e nitrogénio ou pela concentragio de extrato de
levedura, de acordo com estudos realizados por Hommel et al. (1987), Cooper e Paddok
(1983) e Shabtai e Wang (1989).

A produgdo de biosurfactantes pode ser estimulada ou inibida pela adi¢do de
antibidticos como penicilina e cloranfenicol (Rubinowitz ez al., 1982); além disso, a adig@o de
precursores pode modificar a estrutura e o rendimento final do produto (Peypoux & Michel,
1992).

Como qualquer outro processo fermentativo, a temperatura de crescimento, pH do
meio e niveis de oxigénio dissolvido ou aeragido sdo efeitos que também influenciam na

producdo de biosurfactantes (Desai & Banat, 1997). Sheppard & Cooper (1990) concluiram
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que a transferéncia de oxigénio € um parametro chave para a otimizagio e ampliacdo de escala
na produ¢@o de surfactina por B.subtilis.

Embora o interesse na produgdo de biosurfactantes vem aumentando nesses tltimos
anos, devido a suas aplicagles e vantagens sobre os surfactantes sintetizados quimicamente, os
surfactantes bioldgicos nao sdo economicamente competitivos. Os biosurfactantes devem
competir com surfactantes derivados de petréleo em alguns aspectos: custo, funcionalidade e
capacidade de produgio de acordo com a aplicagio de interesse. Devido a isso, determinadas
estratégias devem ser exploradas para reduzir os custos da produg@o, como por exemplo, 0 uso
de substratos de baixo custo para o crescimento de microrganismos € producio de
biosurfactante (Makkar e Cameotra, 1999). A escolha de materiais de baixo custo é
economicamente importante, devido a esses representarem cerca de 50% do valor do produto
final. Porém, o problema na selecdo de substratos alternativos envolve a procura de um
residuo que contenha um balangco adequado de carboidratos e lipideos para alcangar o
crescimento Otimo da cultura e produgdo do biosurfactante (Mercade ¢ Manresa, 1994).
Residuos agroindustriais, com elevados niveis de carboidratos ou lipideos, bem como aguas
residuais sdo materiais requeridos para a producdo de biosurfactante. Mercade e Manresa
(1994) demonstram a utilizag¢ao de residuos provenientes da extragao de dleo de oliva para a
producao de ramnolipideos por P. aeruginosa JAMM. No entanto, esses residuos oleosos
também podem servir para selecionar microrganismos produtores de surfactante, como mostra
o estudo proposto por Haba et al. (2000), no qual 36 microrganismos foram selecionados com
respectiva producdo de surfactante em residuo de dleo de oliva e girassol. Efluentes da
industrializacao de batatas sdo extremamente prejudiciais para o meio ambiente devido a sua
elevada carga organica, portanto, esse pode servir como substrato para a producio de
biosurfactantes. Thompson et al. (2000) verificaram a producado de surfactante por Bacillus
subtilis ATCC 21332 em residuo proveniente do processamento de batatas, a qual foi
consideravelmente maior quando comparada a produgdo em meio sintético contendo glicose
como fonte de carbono. Fox e Bala (2000) concluiram que B. subtilis é capaz de produzir
biosurfactantes a partir de residuos de processamento de batatas, através da substituigao de
fontes de carbono tradicionais.

A utilizacdo de melaco, subproduto do processamento da cana-de-agicar, foi proposta

para a produ¢ao de biosurfactante por Makkar ¢ Cameotra (1997) através do estudo de duas
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cepas de B. subtilis, onde a produgio maxima de surfactante foi alcancada em 72 h de
fermentagao, ao final da fase estacionaria para ambas as linhagens.

A produgdo de biosurfactantes por biotransformacdo tem recebido consideravel
atencdo nos ultimos anos. O principal objetivo deste processo é a alteracio de diferentes
por¢des hidrofobicas e hidrofilicas através de fermentagao microbiana e posterior unido destas
porgdes por tratamento enzimatico obtendo moléculas surfactantes (Desai & Banat, 1997).
Segundo Lin (1996) os principais problemas na aplicagdo de enzimas para a producio de
biosurfactantes sdo o alto custo das enzimas e a dificuldade de solubilizagdo dos substratos
hidrofébicos e hidrofilicos no meio de reagdo. Por outro lado, a producdo de biosurfactantes
por fermentacdo microbiana tem a desvantagem nos altos custos dos processos de recuperagéo

e no grande volume de residuos gerados.

3.5.2 Recuperacao

A recuperacdo e concentracao dos biosurfactantes do meio fermentado representam
uma consideravel fracdo dos custos da produgdo. O processo de separacdo eficiente €
freqiientemente impedido devido a baixa concentracio de produto e as caracteristicas
anfipaticas desses compostos. Devido a isso, muitas aplicagdes sao testadas utilizando-se o
meio fermentado livre de células ou o surfactante bruto (Lin, 1996).

O isolamento de biosurfactantes produzidos extracelularmente geralmente envolve
alguns passos de concentragdo; enquanto que o isolamento de biosurfactantes associados a
membrana ou extracelulares insoliveis em agua € relativamente facil. A recuperacio de
biosurfactantes fosfolipidicos associados @ membrana de Micrococcus cerificans foi proposto
por Makula e Finnerty (1970), onde esses compostos foram isolados da massa celular através
de extragido organica; ao contrario dos glicolipideos produzidos por Torulopsis bombicolai, os
quais s3o insoliveis em agua e podem ser separados do caldo fermentado através de
centrifugacdo (Cooper e Paddok, 1984).

No entanto, a separagdo de alguns biosurfactantes pode envolver passos simples, tais
como a precipitacdo de surfactina, a qual ¢ feito ajustando-se o pH do meio fermentado livre
de células até atingir o ponto isoelétrico do composto (Horowitz ef al., 1990). A adigdo de
acetona ou etanol resfriados (Singh e Desai, 1988) ou ainda sais como sulfato de amdnio

(Rosemberg et al., 1979) ao meio fermentado livre de células também podem ser usados no
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processo de precipitagdo de biosurfactantes. Processos de ultrafiltragio tém sido usados com
sucesso na recuperagao de biosurfactantes (Mulligan e Gibbs, 1990).

Para a recuperagdo efetiva de biosurfactantes em grande escala ou em processos
continuos podem ser utilizados métodos de adsor¢@io cromatografica ou resinas de troca inica
(Iguchi et al., 1969), carvdo ativado (Hommel ez a/., 1987) ou adsorventes hidrofébicos (Lin et
al., 1994).

Alguns estudos propdem a purificagdo do biosurfactante recuperado utilizando-se
técnicas que envolvem cromatografia liquida com silica gel, filtragdo em gel com resinas
lipofilicas tais como Sephadex, e cromatografia em camada delgada (Lin et al., 1994,

Horowitz et al., 1990).

3.6 Aplicacoes Industriais

Como descrito anteriormente, os biosurfactantes apresentam algumas vantagens sobre
os surfactantes sintéticos, como por exemplo, a grande diversidade de estruturas quimicas com
propriedades caracteristicas que possibilitam o uso desses compostos para aplicagdes
especificas. A aplicagdo comercial dos biosurfactantes é determinada pelos seus custos e
propriedades em relac@o aos sintéticos. Atualmente, o uso de biosurfactantes em alimentos e
industrias quimicas geralmente nao é competitivo devido ao seu alto custo de produgio
(Reiling et al., 1986). Entretanto, o balanco econémico em favor de surfactantes produzidos
por via microbiana tem recebido especial atencdo nessa ultima década, principalmente devido
a agressdao ao meio ambiente gerada pelos surfactantes sintéticos (Kachholtz e Schlingmann,
1987). Algumas das principais aplicagdes comerciais dos biosurfactantes s3o mostradas na
Tabela 3.

No entanto, uma série de outras aplica¢des industriais desses compostos tem sido
investigada, como mostra o estudo realizado por Horowitz e Currie (1990), através do qual o
biosurfactante BL-86 produzido por B. licheniformis 86 mostrou ser um excelente dispersante
em processos ceramicos. No entanto, o uso potencial dos biosurfactantes esta na industria de
oleos, onde o nivel de pureza exigido € muito baixo, podendo muitas vezes, ser usado o
proprio meio fermentado livre de c€lulas (Desai ¢ Banat, 1997). Quando comparados aos
surfactantes quimicos, os biosurfactantes sdo muito mais seletivos, requeridos em menor

quantidade e muito mais efetivos na recuperagao de dleo bruto e na limpeza de reservatorios.
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Dados apresentados por Rapp ez al. (1987) demonstram um aumento de aproximadamente
30% na recuperag@o total de 6leo bruto através do uso de trehalolipideos produzidos por
Nocardia rhodochrous. No entanto, estudos realizados por Pruthi e Cameotra (2000)
evidenciam a habilidade de um novo sacarose-lipideo produzido por S. marcescens em
remover 90% do oleo residual, presente em uma coluna empacotada com areia impregnada
com oOleo, apos a passagem de uma solugdo contendo o biosurfactante, sugerindo o seu uso
potencial nessa area.

O aumento na recuperag@o de ¢6leo tem sido considerada uma das mais importantes
areas de aplicac@o de biosurfactantes. A mobilizacdo de 6leo em um tubo depois da passagem
de solugGes de surfactante tem sido uma pratica comum nas industrias petroliferas ha bastante
tempo. Entretanto, a recuperagdo in siru, através da aplicagdo do proprio microrganismo
produtor de biosurfactante no melo contendo Oleo, oferece algumas vantagens sobre o
processo anterior. Embora nio seja completamente elucidado o exato mecanismo pelo qual o
desenvolvimento do microrganismo in situ facilita o escoamento do 6leo. Horowitz e Currie
(1990) acreditam que a produg@o de biosurfactante € polimeros no meio sejam responsaveis
pelo aumento da recuperagio do 6leo. De acordo com Karanth ez al. (1999), a capacidade dos
biosurfactantes de reduzir efetivamente a tensdo interfacial pode estar relacionada com a
habilidade desses compostos em aumentar a recuperagdo de 6leo bruto.

A dispersdo e/ou solubiliza¢do de poluentes insoliveis em agua ¢ um passo importante
na biorremediacio. Alguns estudos tém mostrado a aplicag@o de biosurfactantes no sentido de
aumentar a biodisponibilidade e biodegradacao de poluentes hidrofobicos presentes em solos
contaminados (Lin, 1996). Scheibenbogen et al. (1994) evidenciaram que o uso de
rhamnolipideos produzidos por P. aeruginosa UG2 foram capazes de remover tanto poluentes
alifaticos como poluentes aromaticos presentes em solo. Recentemente estudos
demonstraramm o uso de biosurfactantes também na remocdo de metais pesados em solos
contaminados, onde Mulligan ez al. (1999) comprovaram a remogio de cobre em mais de 70%
e de zinco em aproximadamente 25% usando o biosurfactante surfactina produzido por B.
subtilis ATCC 21332.

Biosurfactantes também possuem algumas aplicagbes promissoras como aditivos na
indastria de alimentos. Um oligossacarideo sintetizado por Bloomberg (1991) tem sido

largamente usado como emulsificante na industria de alimentos. O novo bioemulsificante de
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Candida utilis descrito por Shennan e Levi (1987) tem sido incorporado como um dos
ingredientes em saladas desidratadas.

Na industria de cosméticos e na satide os biosurfactantes também encontram espaco
(Klekner e Kosaric, 1993). Estudos realizados por Mutua e Akoh (1993) mostram que um
produto contendo 1 mol de soforolipidio e 12 mols de propileno glicol possui excelente
compatibilidade com a pele e ¢ comercialmente usado como umectante. Monoglicerideos, um
dos grupos de surfactantes mais usados na industria cosmética, tem sido produzidos por P.
Jluorescens a partir de glicerol com rendimentos de aproximadamente 90%. Contudo, o efeito
antibiético e inibitério de alguns virus em leucdcitos por biosurfactantes, tem sido proposto
como uma das aplicagdes desses compostos (Desai e Banat, 1997). Estudos realizados por
Uchida er al (1989) relatam que o biosurfactante produzido por R. erythropolis foi capaz de
inibir o virus do herpes simples e o virus parainfluenza. Thimon ez al. (1995) descreveram um
biosurfactante com atividade antifiingica chamado de iturina, um lipopeptideo produzido por
B. subtilis que afeta a morfologia € a estrutura da membrana celular de leveduras. De acordo
com Banat ez al. (2000), os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa, e os lipopeptideos de
B. subtilis e B. licheniformis apresentam atividade antimicrobiana.

Atualmente especial interesse tem sido dado a aplicag@o de surfactantes no aumento da
atividade hidrolitica de enzimas lipases. Lai e O’Connor (2000) relataram o significativo
aumento na capacidade hidrolitica de uma lipase pré-gastrica quando na presenca de
surfactante, sugerindo que esse atua como um solubilizante, dissolvendo e aumentando a
concentracdo do substrato no meio reacional. Esse efeito solubilizante dos compostos com
atividade surfactante também foi constatado por Markbar et al. (1999) quando propuseram o
processo de remocdo de tinta a base de 6leo de soja em papel para reciclagem, confirmando a
eficiéncia da combinagao de uma lipase produzida por P. aeruginosa com um surfactante
neutro. A influéncia de surfactante também tem sido descrita no aumento da eficiéncia da
lipase de Candida rugosa na hidrdlise enantioseletiva de farmacos, onde uma concentragio de
3% do surfactante aumentou a atividade da enzima em 15 vezes, enquanto a razdo
enantiomérica aumentou de 8 para 100 na presenca de 8% do surfactante (Liu et al., 2000).
Yasuda et al. (2000) verificaram o efeito de aditivos no aumento da atividade de
transesterificacdo da lipase de Rhizopus chinensis, indicando que alguns surfactantes so

capazes ndo somente de aumentar a solubilidade da enzima, como também aumentar sua
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estabilidade no meio reacional, sendo esse ultimo um fator chave nas reacoes de
transesterificacdo. No entanto, Mogi et al. (1999) verificaram um aumento significativo da
atividade hidrolitica e de interesterificagio de algumas lipases quando essas foram
modificadas com surfactante, sugerindo que esse aumento estid relacionado com a
compatibilidade estrutural dos dois compostos, enzima e surfactante. Porém, estudos futuros
sdo necessarios para se determinar qual a melhor estrutura do surfactante para que a enzima

apresente a sua melhor atividade.

Tabela 3: Principais aplicagdes comerciais dos biosurfactantes

Funcdes Campos de aplicacido

Emulsionantes e dispersantes Cosmeéticos, tintas, biorremediacdo, aditivos para oleos, alimentos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes umectantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequiestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperacdo

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de minérios
Tintas e alimentos

Mineragdo

Cosmeéticos e sistemas de liberagio de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperacio de petroleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos

Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Controle biolégico de fitopatdégenos

Recuperagéo terciaria de petréleo (MEOR)

Fonte: Banat (2000), Banat et al. (2000).

3.7 SERRAWETINA

Algumas bactérias do género Serratia sp. sao capazes de excretar compostos com
atividade surfactante (Matsuyama et al., 1987). Dentre esses, um lipopeptideo produzido por
S. marcescens fol primeiramente isolados por Matsuyama et al. (1986a) e denominado
Serrawetina. Serrawetina W1, produzido principalmente por linhagens de S. marcescens

pigmentadas, ¢ um ciclopeptideo com atividade superfactante idéntico ao composto
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descoberto por Wasserman et al. (1961) o qual foi denominado como serratamolide. Porém,
outros tipos de serrawetinas tém sido descritos, como por exemplo serrawetinas W2 e W3
produzidos por S. marcescens NS25 e NS45, respectivamente. Esses compostos diferem
principalmente na sua estrutura molecular. Serrawetina W1 possui uma estrutura molecular
simétrica, composta de 2 mols de serina e 2 mols de acidos 3-hidréxidecandicos (Matsuyama
et al., 1985; Wasserman et al., 1961), enquanto que as serrawetinas W2 e W3 apresentam uma
estrutura ciclica assimétrica composta de alguns aminoacidos e 4cidos graxos (Matsuyama et
al., 1986b). A estrutura molecular da serrawetina W2 ¢ apresentada na Figura 7. Serrawetina
WI1, W2 e W3 foram capazes de reduzir a tensao superficial da dgua de 72 mN/m para 32,2;
33,9 e 28,8 mN/m, respectivamente. A quantidade desses biosurfactantes recuperados foi de
15 a 17% do peso seco da massa bacteriana. Entretanto, as propriedades fisioldgicas desses
exolipideos nao sao ainda conhecidas (Matsuyama et a., 1986b).

Pruthi e Cameotra (1997), Pruthi e Cameotra (2000) estudaram a produgdo de um
biosurfactante produzido por S. marcescens MTCC86 em meio contendo 2% de glicose, o
qual apresentou a capacidade de reduzir a tensio superficial do meio de cultura de 68 para 27
mN/m, demonstrando uma atividade emulsificante de 100 e 85% para querosene e 6leo bruto,

respectivamente.
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Figura 7: Estrutura Molecular do BS produzido por S.marcescens (serravetina W2)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Producao de biosurfactante

Em estudos anteriores realizados pelo laboratério de Bioquimica de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp foram isoladas bactérias de varios locais e
origens. Dos microrganismos isolados, dez foram selecionados como produtores de
biosurfactante, utilizando-se como indicativo da produgdo deste composto a andlise da
atividade hemolitica dos microrganismos (Carrilo e Mardaraz, 1996).

A produc@o de biosurfactante foi realizada em escala de bancada, adicionando-se 1 mL
do in6culo em 15 mL de meio de cultivo (chamado Meio Base) composto de 3% de glicose
Sinth; 3% de NaCl Sinth; 0,1% (NH4)SO4; 0,025% MgSOy; 0,1% de extrato de leveduras
Difco e 1% de solugdo de minerais (composicdo em g/L: MnSO4 3,00; FeSO, 0,10; CaCl,
0,10; CoCl; 0,10; ZnSO4 0,10; CuSO4 0,01; H:BO4 0,01; NaMnOy4 0,01) em tampao fosfato
0,2 M - pH 7,0 e temperatura de 30°C em estufa Fanen modelo 002 CB por 72 h a 150 rpm
em agitador rotativo Fermentation Designers Inc. Apés o periodo de incubaczo, as células
foram separadas do sobrenadante por centrifugacdo a 10.000 rpm por um periodo de 15
minutos em centrifuga refrigerada Beckman, modelo J-21, entdo mediu-se a tensdo superficial
do sobrenadante.

O indculo foi preparado utilizando-se uma alga da cultura pura, proveniente de um
crescimento prévio de 24 h em agar nutriente Merck. Em seguida o microrganismo foi
inoculado em frasco erlenmeyer de 50 mL, contendo 20 mL de caldo nutriente e incubado por
24 h a 30°C em agitador rotativo Fermentation Designers Inc., com uma rotagao de 120 rpm.
Ap0s, o indculo de todas as culturas foil padronizado em aproximadamente 0,3 de absorbancia

a 610 nm em espectrofotometro Coleman, 295 E.

4.2 Determinacao da Tensao Superficial

Para a medida da tensdo superficial utilizou-se um tensiometro Kruss Processor
Tensiometer K12 V3.11. As analises foram realizadas pelo método de placa de platina iriada
com perimetro de 40,0 mm, comprimento de 19,9 mm ¢ espessura de 0,10 mm, denominada
placa de Wilhelmy. As condi¢des de analise foram: volume médio da amostra 10 mL,

temperatura ambiente, intervalos de medidas de 15 segundos e desvio padrao referente a 5
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medidas de < 0,20 mN/m. O equipamento foi calibrado sempre no inicio e término das

analises, medindo-se a tensio superficial da dgua destilada, cujo valor encontra-se em torno

de 72 mN/m.

4.3 Determinacio da Concentracao Micelar Diluida (CMD)

A Concentragio Micelar Diluida foi utilizada como indicativo da concentracio do
biosurfactante, onde menores valores de CMD™' e CMD™ representam uma maior quantidade
de biosurfactante produzido. A determinagdo das CMDs foi realizada diluindo-se 10 e 100
vezes o0 meio fermentado livre de células, respectivamente. A medida da tens@o superficial foi

realizada como descrito no item 4.3.

4.4 Determinacao da Concentracao Micelar Critica (CMC):

A Concentragdo Micelar Critica (CMC) é definida como a quantidade minima de
surfactante necessaria para se iniciar a formagdo de micelas em solugao.

A determinag@o da CMC foi feita segundo método descrito por Sheppard e Mulligan,
1987. O método baseia-se em medidas de tensao superficial de dilui¢des sucessivas do meio
fermentado livre de células em agua destilada, até que seja atingida uma tensao superficial
préxima da agua (72 mN/m). Através dos valores encontrados de tensdo superficial para cada
dilui¢ao foi possivel contruir um grafico da Tensao superficial (mN/m) x Concentrag¢ao de
meio fermentado (%). Como ilustrado na Figura 8, uma linha foi tragada de B até interceptar a
tangente E — F em um angulo de 90°. O ponto D indicado na Figura 8 corresponde a CMC

=] 3 -1
para a concentracdo de meio fermentado, ou o mesmo que CMC™.
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Figura 8: Método grafico para a Determinag¢@o da CMC (Sheppard e Mulligan, 1987).

4.5 Identificacdo do microrganismo produtor

Entre os dez microrganismos isolados testados, o que apresentou maior interesse como
produtor de biosurfactante foi a bactéria denominada inicialmente de LBO006, a qual foi
posteriormente identificada de acordo com o Manual de Bacteriologia Determinativa,
Bergey's (1994).

Os testes iniciais de identificagdo (caracteristicas macroscopicas e microscopicas) do
isolado LB006 foram realizados com culturas de crescimento de 24 h a 30°C em estufa Fanen
modelo 002 CB, em meio agar nutriente Merck, de forma a se obter 0 maior numero possivel

de células viavels.

4.5.1 Caracteristicas morfolégicas

4.5.1.1 Morfologia macroscopica das colonias

As observagbes macroscopicas se relacionam aos tipos caracteristicos de coldnias e de
crescimento de um modo geral, nos seguintes aspectos:
-Tamanho das colonias: pode ser caracterizado em seu diametro por milimetros (mm)

-Forma: puntiforme, circular, filamentosa, rizéide e fusiforme
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-Elevacao: plana, elevada, convexa, monticular, umbeliforme e umbelicada
-Margem: inteira, ondulada, lobada, crenada, filamentosa e ondeada
-Superficie: lisa, rugosa, mucoéide, seca e pulverulenta

-Densidade: opaca, translucida, transparente e brilhante

-Cromogénese: pigmentada ou ndo

-Cor: amarela, preta, branca, vermelha, etc...

-Odor: presente ou ausente

-Consisténcia: butirosa, viscosa, quebradica ou membranosa

4.5.2 Caracteristicas microscopicas
As caracteristicas microscopicas das bactérias sdo de extrema importancia na
identificacdo, pois com uma simples coloracio de GRAM e com a forma das células
vegetativas ja se pode muitas vezes determinar a que género uma bactéria pertence.
- GRAM + ou -
-Forma das células vegetativas: bastonetes, cocos
-Presenca ou auséncia de esporos
-Forma dos esporos: ovais, cilindricos

-Esporos: entumescidos ou nao

4.5.3 Caracteristicas fisiologicas

4.5.3.1 Determinac¢ao da temperatura 6tima de crescimento

Em tubos de ensaio contendo caldo nutriente, inoculou-se 1 mL de uma suspenséo da
bactéria a ser identificada com densidade +2 na escala de Mac Farland. Cada um dos tubos
foram incubados em diferentes temperaturas de crescimento como 5°C, 20°C, 30°C, 37°C,
45°C e 55°C, de modo a se observar o crescimento do microrganismo nessas diferentes

temperaturas.

4.5.3.2 Requerimento de oxigénio
O método de requerimento de oxigénio consiste na retirada do oxigénio dissolvido no

meio e a vedagdo completa do tubo. O meio utilizado para este teste foi o meio de tioglicolato,
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o qual foi fervido até o desaparecimento do halo vermelho (rosa) provocado pelo indicador, a
rezazurina, na presenca de oxigénio. Apos o esfriamento do meio, o microrganismo foi
inoculado por picada e incubado a 37°C (determinada como temperatura Gtima para o
crescimento do microrganismo no item 4.5.3.2). O tubo teste foi entdo vedado com vaselina

solida.

4.5.3.3 Teste de osmotolerancia - requerimento de cloreto de sodio

A osmotolerancia da bactéria foi testada utilizando-se um gradiente de solucdo em
caldo nutriente contendo as seguintes concentracdes de NaCl: 0%, 2%, 5%, 7% e 10%. Em
seguida inoculou-se 1 mL de uma suspensiao do microrganismo com densidade +2 na escala de
Mac Farland em cada um dos tubos e observou-se o crescimento no meio apés 24 ¢ 48 h de

incubagio em estufa a 37°C.

4.5.4 Caracteristicas Bioquimicas

Apds a ralizagdo dos testes anteriores, verificou-se que o microrganismo em estudo
tratava-se de uma enterobactéria. Devido a isso, os testes bioquimicos seguintes foram
realizados de acordo com o Manual de Bacteriologia Determinativa, Bergey's (1994) para
identificac@o dessa classe de bactérias. Com essa informagao, tornou-se possivel também a

escolha de um kit para identificagdo (Kit API 20E).

4.5.4.1 Hidrolise do amido

A linhagem LBO006 foi inoculada por picada em placas de Petri estéreis contendo 0,5%
de peptona, 0,3% de extrato de camne, 1% de amido solivel e 1,5% de 4gar e ap6s 72 h de
incubagdo a 37°C adicionou-se o reagente lugol, onde foi observado a presenca ou auséncia de

halo transparente ao redor das colonias.

4.5.4.2 Hidrolise da gelatina

As bactérias que produzem gelatinase podem ser detectadas observando-se a liquefacéo
do meio contendo gelatina. Esse teste foi realizado através do Kit API 20E, inoculando-se uma
suspensao da linhagem LB006 com densidade +0,5 na escala de Mac Farland. Em seguida

incubou-se o Kit a 37°C por 18 a 24 h.
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4.5.4.3 Teste da producio da enzima catalase
A presenca da enzima foi testada através da adi¢do de 2 a 3 gotas de uma solugdo a 3%
de H,O, sobre uma ldmina contendo um esfregaco da cultura a ser identificada. A formagao

imediata de bolhas quando se adiciona a H,O, sobre a cultura indica a produgio da catalase.

4.5.4.4 Teste da producio da enzima citocromo oxidase

Este teste foi realizado utilizando-se papel filtro onde foi colocado uma pequena
quantidade da cultura a ser identificada com a ajuda de um bastao de vidro estéril ¢ em
seguida adicionou-se uma gota do reagente dicloridrato de p-fenilenodiamina. A mudanca de

coloracdo das colonias apds a adi¢@o do reativo indica teste positivo.

4.5.4.5 Prova do indol

As bactérias que possuem a enzima triptofanase sdo capazes de hidrolisar e desaminar
o triptofano. A prova do indol esta baseada na formag@o da cor vermelha ap6s a adi¢éo de 1 a
2 gotas do reagente de Kovac’s (p-dimetilaminobenzaldeido). Este teste foi realizado
utilizando-se o Kit API 20E, nas condigdes descritas no item 4.5.4.2.
4.5.4.6 Utilizacao de citrato

Este teste fo1 realizado através do Kit API 20E, inoculando-se o microrganismo a ser
identificado em tubos inclinados contendo meio de cultura estéril composto por 0,02%
MgSOq; 0,1% NH4H; POs; 0,1% KoHPO4; 0,2% citrato de sédio; 0,5% NaCl; 1,5% agar e 0,08
g de azul de bromotimol, com pH ajustado para 7,0. O isolado foi posteriormente incubado em

estufa a 37°C por 24 h.

4.5.4.7 Prova de Voges-Proskauer
Este teste foi realizado utilizando-se o Kit API 20E, nas condi¢Oes descritas no item
4.5.4.2, no qual apos o periodo de incubacao adicionaram-se os reagentes KOH 40% e o-

naftol, respectivamente. O aparecimento de um halo vermelho indica teste positivo.

4.5.4.8 Prova da urease
Para a verificagdo da presenca desta enzima, utilizou-se o Kit API 20E, nas condic¢des

descritas de acordo com o item 4.5.4.2. A mudanga de coloragdo do meio indica teste positivo.
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4.6 Curva de Crescimento e Padronizacio do Inoculo

Partindo-se de um tubo inclinado contendo a cultura em 4gar nutriente, transferiu-se a
maior quantidade desta com a ajuda de uma alga de platina para um frasco erlenmeyer de 250
mL, contendo 50 mL de meio caldo nutriente, o qual foi posteriormente incubado por 24 h em
shaker (120 rpm, 30°C). Apds este periodo, transferiu-se 1,5 mL do meio contendo a linhagem
LB006 para 300 mL de meio caldo nutriente previamente esterilizado e distribuiu-se 15 mL
desse volume para frascos erlenmeyers de 50 mL, incubando-se estes tltimos em agitador
shaker (120 rpm, 30°C) em diferentes tempos. As amostras foram retiradas em intervalos
regulares de 1 h e medida a densidade 6tica a 610 nm, bem como feita a contagem de células
viaveis pelo método da gota, na qual uma gota foi padronizada em 15 pL. Com isso, foi
possivel a obtengdo de uma curva de crescimento e determinacdo das fases logaritmica,

estacionaria e de morte do microganismo em estudo.

4.7 Selecdo do Meio de Producio

O microrganismo selecionado (LB006) foi identificado como Serratia marcescens.
Com o objetivo de melhorar a producao de biosurfactante, testaram-se alguns meios citados
em estudos realizados anteriormente nos quais foram utilizadas linhagens do mesmo género:
- Meio 1 (Matsuyama ef al., 1985): 0,5% peptona bacteriologica Difco; 1% glicerol Sinth; pH
12
- Meio 2 (Pruthi & Cameotra, 1997): 0,2% KH,POy; 0,5% K;HPOy; 0,3% (NH4),SOs4; 0,2%
NaNOs; 0,01% NaCl; 2% sacarose Sinth; pH 7,2.
- Meio 3 (Lindum ef al., 1998): Meio minimo supelmentado com 0,5% de casamino acidos e
0,5% de glicose Sinth; pH 7,0.
- Meio 4 (Suzuki ef al., 1993): 1% de extrato de carne Merck; 1% de peptona bacteriolégica
Difco; 0,2% de L-metionina; 0,2% de L-histidina; 0,2% de L-arginina; 0,25% de NaCl Sinth;
pH 6,5.

4.8 Otimizacao da producio de biosurfactante por Serratia marcescens LB006

A metodologia do planejamento experimental fatorial associada a analise de superficie

de resposta ¢ uma ferramenta fundamental na teoria estatistica por fornecer informagdes
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muito mais seguras do processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativas
e erros (Barros Neto ef al., 1996).

Atraves desta técnica sistematica de condugdo de experimentos é possivel avaliar os
efeitos principais das variaveis nas respostas desejadas, bem como a interacio entre elas. A
partir da analise de varidncia pode-se propor um modelo probabilistico adequado que
correlaciona as respostas em fungéo das variaveis estudadas, construindo-se as superficies de
resposta para determinar as faixas 6timas de operagdo. Nem sempre o objetivo do trabalho em
estudo ¢ a otimizagdo do processo, mas sim um melhor conhecimento sobre as respostas do
sistema frente as variagdes ou perturbagdes que podem ocorrer dentro das faixas de operacio
estabelecidas. Assim, outra informagdo muito importante que pode ser obtida através do
planejamento fatorial ¢ a verificagdo das variaveis que apresentam nenhuma ou pouca
influéncia nas respostas, fornecendo subsidios fundamentais quanto a flexibilidade e robustez
do sistema e conseqiientemente na defini¢cao da melhor estratégia de controle operacional.

Apos ter selecionado o melhor meio (Meio 1: peptona/glicerol) para producio do
biosurfactante pela linhagem LBO006, fez-se um planejamento experimental fatorial com o

objetivo de otimizar as melhores condi¢odes para a produgao do biosurfactante.

4.8.1 Determinacio da temperatura 6tima em ensaio univariavel

Este experimento teve como objetivo verificar quais os nivels a serem estudados
posteriormente no planejamento fatorial fracionario para a variavel temperatura. Para isso,
testaram-se as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40 e 45 °C.

Devido a pouca quantidade de amostra resultante dos ensaios realizados em frascos
erlenmeyers de 50 mL, nessa etapa do estudo, os ensaios foram realizados em frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 75 mL de meio de producdo com 5 mL de in6culo, sendo as
proporgdes de meio e indculo mantidas quando comparadas aos ensaios anteriores.

Aos frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 75 mL de meio de producao constituido
de 0,5% peptona bacteriologica Difco e 1% glicerol Sinth, pH 7,2 foram inoculados 5 mL da
cultura padronizada (10° UFC/mL) e os mesmos foram incubados em agitador tipo shaker com
uma rotagao de 150 rpm para as diferentes temperaturas.

Apos 72 h de incubagio, o meio fermentado foi centrifugado a 10.000 rpm durante 15

minutos em centrifuga refrigerada Beckman, modelo J-21. A produ¢do de biosurfactante foi
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avaliada de acordo com medidas de tenso superficial, CMD™ ¢ CMD™ do caldo fermentado

livre de células, de acordo com os itens 4.2 e 4.3.

4.8.2 Determinacio do pH 6timo em ensaio univariavel

O pH inicial do meio de produgdo foi variado de 3,0 a 12,0 com o objetivo de
determinar os niveis de pH a serem estudados posteriormente no planejamento fatorial
fracionario. As condigdes desse ensaio foram iguais as descritas no experimento anterior, item

4.8.1.

4.8.3 Planejamento fatorial e “Screening Design”

A analise univariavel ou o estudo de uma varidvel por vez mantendo as outras
constantes, dificulta grandemente a discussdo dos resultados, além do tempo gasto, material e,
principalmente a falta de uma concluséo baseada em uma metodologia cientifica. A maior
falta de informag@o no estudo univariavel relaciona-se ao efeito sinérgico ou antagonico entre
as variaveis, que s6 podem ser obtidas pela determinagdo dos efeitos de interacdo entre as
variaveis através de um planejamento fatorial. Uma nova vantagem do planejamento fatorial é
a possibilidade de otimizar varias respostas ao mesmo tempo.

Para se aplicar o método de analise de superficie de resposta é necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste
na selegdo de um nimero fixo de niveis para cada um dos fatores ou variaveis de entrada e
entdo executar experimentos com todas as possiveis combina¢des. Como primeira etapa €
usual um planejamento fatorial com dois niveis (-1 e +1) para cada variavel. Uma
particularidade muito grande em processos bioquimicos é o grande nimero de variaveis
envolvidas. Os planejamentos fatoriais sdo muito tteis nas etapas prévias de um
desenvolvimento de processo, por exemplo, para identifica¢do das variaveis mais relevantes
que devem entrar num planejamento completo numa etapa posterior. Assim, este
procedimento € muito interessante em termos qualitativos, mas ndo se deve a partir de um
planejamento fracionado otimizar o processo. Isto porque os efeitos principais, na verdade
contrastes, estdo confundidos com interagdes de 2 ou 3* ordem ou superiores conforme o tipo

de resolugdo do fracional (Barros Neto et al., 1996).
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4.8.4 Planejamento fatorial fracionario

O processo de otimizagdo da producio de biosurfactante pela linhagem de S.
marcescens LB006 iniciou-se através de um planejamento fatorial fracionario 2*! com 4
pontos centrais, tendo-se como finalidade avaliar os efeitos das variaveis estudadas. Nesse
primeiro planejamento as variaveis estudadas foram temperatura, pH e concentragdo dos
componentes do meio de produgio, os quais foram glicerol e peptona (Tabela 4).

Partindo-se dos resultados encontrados nos ensaios univariaveis para temperatura e pH
inicial, e das concentragdes de peptona e glicerol descritos na literatura e anteriormente
testados, determinaram-se os niveis das variaveis estudadas nesse primeiro planejamento

(Tabela 5).

Tabela 4: Planejamento fatorial fracionario 2*' e pontos centrais para produgdo de

biosurfactante pela linhagem LB006.

Ensaios Temperatura PH, icial Glicerol Peptona
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 k] +1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
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Tabela 5: Niveis das variaveis do planejamento fatorial fracionario 2*' para produgdo de

biosurfactante pela linhagem LB006.

Variavel -1 0 +1
Temperatura (°C) 25 30 35
pH 6,0 9 8,4
Glicerol (%) 0,5 1,0 | 5
Peptona (%) 0,25 0.5 0,75

Foram inoculados 5 mL da cultura contendo 10° UFC/mL em frascos erlenmeyers de
250 mL contendo 75 mL de meio. As amostras foram coletadas apds 24, 48 e 72 h de
incuba¢do em agitador rotativo a 150 rpm nas condi¢des especificadas para cada ensaio de
forma a se avaliar a influéncia do tempo na produg@o. A resposta dos ensaios realizados nesse
experimento foram medidas em relagdo ao abaixamento da tensdo superficial do meio
fermentado livre de células quando comparada a medida da tensdo superficial do meio sem

inoculo.

4.8.5 Planejamento fatorial completo

Apds a determinacao do efeito das vanaveis estudadas no planejamento fatorial
fracionario, partiu-se para o planejamento fatorial completo, visando a determinacio da faixa
6tima de produgdo de biosurfactante pelo microrganismo em estudo.

As variaveis estudadas nesse experimento foram peptona e glicerol (Tabela 6) e os
niveis sao apresentados na Tabela 7.

As condigdes de incubagdo e analise dos ensaios foram as mesmas citadas no item
4.8.4, bem como as proporgdes de indculo e volume de meio. As amostras foram coletadas

apos 48, 72 e 96 h de incubagio.
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Tabela 6: Planejamento fatorial completo 2° com pontos centrais e axiais para producio de

biosurfactante pela linhagem LB006.

Ensaio Glicerol Peptona

1 -1 -1

2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 -1,41
6 0 +1,41
7 -1,41 0

8 +1,41 0

9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

Tabela 7: Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo 2° com pontos centrais e

axiais para producao de biosurfactante pela linhagem LB006.

Variavel -1,41 -1 0 +1 +1,41
Glicerol (%) 0,586 1.0 2.0 3.0 3,414
Peptona (%) 0,038 0,1 0,25 0.4 0,462

4.9 Curva de producio de biosurfactante x tempo de fermentacio

Apo6s a determinagio da faixa 6tima de produgao e através de uma cinética, foi possivel

determinar o tempo necessario para alcangar a producido méxima do biosurfactante, bem como

relaciona-la com o crescimento da linhagem produtora. A producio foi avaliada de acordo

com a determinacdo da Concentragéo Micelar Critica (CMC) para cada ponto e com o indice

de emulsificagao (Ejq4).

Nesse experimento foram inoculados 5 mL da cultura padronizada em cada frasco

erlenmeyer contendo 75 mL nas condicdes otimizadas no planejamento e incubados em

agitador rotativo a 150 rpm. As amostras foram coletadas em diferentes intervalos de tempo.

Depois de centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos em centrifuga refrigerada Beckman,

modelo J-21, as amostras foram submetidas as analises.
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4.10 Influencia de oleos vegetais na producio do biosurfactante

Apos a selecdo e otimizagdo do meio de produgdo de biosurfactante para a linhagem
LB006, o mesmo foi suplementado com 0,1% de 6leos vegetais comerciais, como 6leo de
oliva, girassol, soja, milho, mamona e gordura de coco. Os frascos erlenmeyers, contendo 75
mL do meio e inoculados com 5 mL da cultura em estudo, foram incubados em agitador
rotativo Fermentation Designers Inc. a 37°C, 150 rpm durante 72 h. O tempo de incubag@o foi
determinado no experimento 4.9. A influéncia dos Oleos vegetais na produgdo do
biosurfactante foi avaliada através de medidas de tensio superficial, CMD™ e CMD?, como

descrito nos itens 4.2, 4.3 e 4.4; respectivamente.

4.11 Influéncia da adicdo de petroleo e de hidrocarbonetos com diferentes tamanhos de
cadeia na producéo do biosurfactante

A linhagem de S. marcescens LB006 foi inoculada em frascos erlenmeyers de 250 mL
contendo 75 mL do meio nas condigdes Otimas estabelecidas nos itens 4.8 ¢ 4.9. O meio foi
suplementado com hidrocarbonetos Merck de cadeia saturada e linear (alcanos) de diferentes
tamanhos (petroleo, C10, C14, C16, C18, C20 ¢ C28) na quantidade de 0,5 %. Para todos os
meios constituidos dos diferentes tipos de hidrocarbonetos mediu-se a tensdo superficial,
CMD™' e CMD? das amostras centrifugadas, conforme o procedimento descrito nos itens 4.2,
43e44.

4.12 Producio de biosurfactante por S. marcescens LB006 em residuos industriais

Nesse experimento foi testado a capacidade da linhagem em estudo em produzir
biosurfactante em residuos industriais provenientes da industria de alimentos, os quais foram:
Manipueira (residuo liquido gerado no processamento de mandioca para obtengao de farinha),
melago diluido (Brix = 3 %), soro de leite e residuos gerados em abatedouro de frango (RPBI
= com aproximadamente 3% de gordura, RPB2 = com aproximadamente 10% de gordura e
subproduto proveniente de viceras fritas = GPB). Os dados relacionados a porcentagem de
gordura dos residuos foram fornecidos pela empresa Pena Branca — Jaguariina, a qual cedeu o

material para esse experimento.
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4.13 Determinacio da atividade emulsificante

A atividade emulsificante do biosurfactante produzido foi determinada através do
Indice de Emulsificag@o (E,4), misturando-se em tubo de ensaio 6,0 mL de diferentes amostras
de dleo (querosene, 6leo de soja comercial e hexadecano) com 4,0 mL do meio fermentado
livre de células. A seguir, o tubo foi agitado em vortex vigorosamente por 2 minutos como
descrito por Abu-Ruwaida ez al. (1991). A estabilidade da emulsdo foi medida apds 24 h em
termos de porcentagem de emulsdo, a qual ¢ definida pela medida da altura da emulsio

formada, dividida pela altura total da mistura e multiplicada por 100.

4.14 Determinacio da estabilidade térmica do biosurfactante produzido

Os testes de estabilidade do biosurfactante foram realizados conforme descrito por
Abu-Ruwaida et al. (1991), onde o meio fermentado livre de células foi submetido a diferentes
temperaturas (10°C, 30°C, 40°C, 60°C, 90°C e 120°C) durante um intervalo de tempo de 15
minutos. A tensdo superficial das amostras foram medidas antes e depois do tratamento

térmico.

4.15 Efeito do pH na estabilidade do biosurfactante produzido

A verificacdo da influéncia do pH na estabilidade do biosurfactante produzido seguiu o
procedimento descrito por Abu-Ruwaida et al. (1991). O pH de varias amostras de meio
fermentado livre de células foi ajustado através de um pontencidmetro Digimed TE - 902
usando solug¢oes de HCI e NaOH, ambos na concentragdo de 1 M. Os pHs testados foram 2,0;

4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0.

4.16 Recuperacio do biosurfactante produzido

Apos a centrifugacdo do meio fermentado como descrito no item 4.1, o sobrenadante
foi extraido com cloroférmio:metanol Merck na propor¢ao de 3:1, e a fracdo organcica
coletada, seca com CaCl, anidro e evaporada em rotaevaporador. O s6lido obtido foi seco em
bomba de vacuo apropriada para retirada de residuos de solvente. Nesse experimento seguiu-

se o procedimento citado por Matsuyama et al. (1992).
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4.17 Aplicagao do biosurfactante produzido

A partir da obtengdo do biosurfactante bruto, tornou-se possivel testar sua influéncia na

atividade da lipase produzida por Rkizopus sp..

4.17.1 Influéncia da adicio do biosurfactante na atividade da lipase em diferentes
substratos

Os testes foram realizados em frascos erlenmeyers de 50 mL contendo: 5 U da
enzima, 0,5% do biosurfactante, 1 g de substrato e 2 mL de tampao citrato/fosfato pH 5,5. As
condicdes de reagio foram 50°C em banho shaker durante 2 h, as quais foram pré
estabelecidas como Otimas para atuag@o da enzima. Apos esse periodo, a reagdo foi paralizada
pela adicdo de 15 mL de uma solugado acetona:etanol (1:1, em volume) € as amostras foram
tituladas com KOH 0,05 N usando fenolftaleina como indicador. Os resultados foram
comparados com um branco constituido de 1 g do substrato € 4 mL de tamp@o. Os substratos
testados nesse ensaio foram: gordura de coco, residuos e subproduto provenientes do abate de
frangos (item 4.12). A porcentagem de hidrélise foi calculada por comparagdo com o nimero
de saponificagdo de cada substrato, determinado como a seguir: 5 g do substrato foram
adicionados de 150 mL de KOH alcodlico 1N. Essa mistura foi aquecida ao ponto de ebuli¢ao
por 20 minutos, resfriada 4 temperatura ambiente e titulada contra HCL IN. A quantidade de
KOH (em mg) necesséria para completa saponificacdo do substrato (numero de saponificagdo)

foi calculada por diferenca.

4.17.2 Determinacio da melhor concentracio de enzima e biosurfactante

Nesse experimento determinaram-se a melhor concentragio de enzima e biosurfactante
necessaria para obtengdio de 100% de hidrolise do substrato gordura de coco. Para isso, foi
feito um planejamento experimental fatorial completo onde as variaveis e seus niveis sdo
apresentados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente. As condigdes de temperatura, agitacao,
quantidade de substrato, tipo e volume de tampao dos ensaios foram as mesmas descritas no
item 4.17.2. Os ensaios foram realizados em frascos erlenmeyers de 50 mL. Tomou-se como
resposta nesse planejamento experimental a porcentagem de hidrélise obtida para cada ensaio.

Para todos os ensaios foi feito um branco como descrito no item 4.17.1.



Tabela 8: Planejamento fatorial completo 2* com pontos centrais e axiais para determinagio da

melhor concentrac@o de enzima e de biosurfactante.

Ensaio Enzima Lipase Biosurfactante
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
< +1 +1
5 0 -1,41
6 0 +1,41
7 -1,41 0
8 +1,41 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

Tabela 9: Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo 2% com pontos centrais e

axiais para determinag@o da melhor concentragdo de enzima e de biosurfactante.

Variavel -1.41 -1 0 +1 +1,41
Enzima Lipase (mg/mL) 4,72 8,00 16,00 24,00 27,28
Biosurfactante (%) 0,00 0,10 0,35 0,6 0,70

4.17.3 Influéncia da adicdo de surfactantes quimicos na atividade da lipase

Apés verificada a influéncia do biosurfactante produzido pela linhagem de S.
marcescens LB006 na atividade da enzima lipase produzida por Rhizopus sp., comparou-s¢ a
influéncia da adigiio de surfactantes sintetizados quimicamente na atividade da mesma enzima.
Esse experimento foi realizado nas mesmas condigdes reacionais e de analise descritas para o
biosurfactante. Os surfactantes testados foram Triton x-100 e Tween 20 na mesma

concentragio Gtima encontrada para o biosurfactante no experimento 4.17.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para a sele¢ao do microrganismo estudado nesse trabalho, foi analisado a capacidade
de produgdo de biosurfactante em meio de cultura denominado meio base (item 4.1) de dez
microrganismos. Os microrganismos 1solados foram provenientes de varias procedéncias e
previamente isolados por nosso grupo de pesquisa. Os resultados foram avaliados de acordo
com as medidas de tensdo superficial do meio fermentado livre de células e medidas de CMD"
"¢ CMD™ como descrito nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Na Tabela 10 podemos observar
os valores apos 72 h de crescimento das dez culturas bacterianas no referido meio de cultura
base.

Segundo Kosaric (1990) a efetividade de um surfactante ¢ determinada pela sua
habilidade em baixar a tensdo superficial, sendo que bons surfactantes sdo capazes de
apresentar um abaixamento em torno de 35 mN/m. Portanto, analisando a Tabela 10, podemos
observar que todas as linhagens testadas foram capazes de produzir biosurfactante quando
submetidas as condi¢des do ensaio, evidenciando a viabilidade do método de selegdo proposto
por Carrilo e Mardaraz (1996).

Apos a analise dos dados de tens@o superficial, CMD' ¢ CMD realizou-se um estudo
microscépico de coloragio de GRAM onde constatou-se que todas os microrganismos em
estudo eram GRAM-+, exceto o isolado LB006 o qual mostrou ser GRAM-. Estudos da
produgio biotecnolégica de surfactantes vém sendo realizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Bioquimica de Alimentos ha vérios anos, utilizando na maior parte deles
linhagens de bactérias GRAM+. Portanto, neste trabalho propos-se estudar o isolado LB006,
pois o mesmo apresentou caracteristicas bastante relevantes quanto a capacidade de
crescimento e produgio de biosurfactante no meio base considerado para produgdo de

biosurfactante por linhagens de Bacillus sp..
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Tabela 10: Produgio de Biosurfactante em Meio Base pelos isolados selecionados pelo

método descrito por Carrilo e Mardaraz (1996).

Linhagem Tensio Superficial CMD CMD™

(mN/m) (mN/m) (mN/m)
LBla 29,67 £ 0,18 35,06 + 0,20 4732 +0,18
LB2a 26,29 + 0,04 29,46 + 0,07 46,75 + 0,20
LB2b 26,48 £ 0,02 28,81 £ 0,06 35,12 +0,16
LB5a 27,80 £ 0,07 30,66 £0,13 4492 + 0,19
LB5b 38,75+£0,20 41,29+0,19 58,70+ 0,19
LB114 32,59 +0,19 36,12+ 0,19 50,57 £0,14
LB115 31,08 £0,15 34,60+ 0,18 58,04 + 0,19
LB117 30,53 £ 0,10 33,880,118 59,57+ 0,19
LB006 30,36 £ 0,13 49,87 £ 0,19 59,16 £ 0,19
LB74 34,28 £0,19 42,40+ 0,19 58,48 + 0,20

Meio s/ inoculo 55,65 £ 0,08

Identificagdo da linhagem selecionada:

O microrganismo LB006 selecionado para esse estudo fol isolado em melo agar
nutriente a partir de amostras de legumes e verduras provenientes da Central de
Abastecimento - CEASA localizado na cidade de Campinas — SP.

Foi preparada uma suspensdo da cultura com densidade +2 na escala de Mac Farland
seguido de varias diluicdes para plaqueamento, de forma a se obter colonias isoladas para
posterior anélise das caracteristicas morfologicas, conforme apresentado nas Figuras 9 e 10 e

de acordo com os dados da Tabela 11.
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Figura 9: Morfologia das colonias do isolado LB006 ap6s 24 h de incubagio a 37°C em dgar

nutriente.
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Figura 10: Morfologia das colonias do isolado LB006 ap6s 24 h de incubagdo a 37°C em agar

nutriente (ampliada).
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Tabela 11: Caracteristicas morfologicas das colonias.

Caracteristicas das coldnias Isolado LB006
Tamanho médio
Forma circular
Elevagdo plana
Margem inteira
Superficie lisa
Densidade opaca
Cromogénese pigmentada
Cor vermelha
Odor ausente
Borda regular
Consisténcia butirosa

A coloragio de GRAM possibilitou a avaliagdo das caracteristicas microscopicas do
isolado LB006, as quais sdo apresentadas na Figura 11, onde pode-se observar a coloragéo
rosada das células o que evidencia uma bactéria GRAM-. Quanto a sua forma, foi possivel
concluir que tratava-se de um cocobacilus, conforme demonstrado pelo estudo de microscopia

eletrdnica do microrganismo (Figura 12) utilizando a técnica de varredura.

Figura 11: Caracteristicas microscopicas do isolado LB006 através de coloragdo de GRAM

ap6s 24 h de incubagdo a 30°C em agar nutriente (aumento de 1000x).
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s. marcesc. 18ky Z um

Figura 12: Microscopia eletronica do isolado LB006 pelo método de varredura.

O microrganismo em estudo foi submetido a diferentes temperaturas de crescimento,
como descrito previamente no item 4.5.3.1, o qual apresentou melhor crescimento nas
temperaturas de 30 e 37°C no tempo de 24 h. Pouco crescimento foi observado apos 48 h
quando submetido a 45°C e nenhum crescimento foi evidenciado nas temperaturas de 50 e
55°C. Apos a analise dos testes de identificacdo realizados com base no Manual de
Bacteriologia Determinativa, Bergey’s (1994), o microrganismo isolado foi identificado como
uma bactéria do género Serratia sp., sendo classificada como enterobactérias e apresentando
uma temperatura 6tima de crescimento em torno de 35 a 37°C. Devido a isso, o indculo da
cultura para todos os testes seguintes foi preparado a temperatura de 37°C por 24 h.

A avaliagdo quanto ao requerimento de oxigénio pelo microrganismo selecionado foi
realizada de acordo com o procedimento 4.5.3.2, onde observou-se que 0 mesmo cresceu por

todo o meio, mostrando que o requerimento de oxigénio é facultativo, ou seja, trata-se de uma
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bactéria aerdbia facultativa, corroborando com as caracteristicas apresentadas pelo género
Serratia sp.

O teste de osmotolerancia teve por objetivo analisar a capacidade da bactéria LB006
em crescer em meios de cultura contendo diversas concentragdoes de NaCl. Apos 24 € 48 h de
incubagdo, a 37°C, foi observado a turvagdo do meio nos tubos que continham de 2 a 7% de
NaCl, quando comparados a um tubo controle contendo apenas meio caldo nutriente e sal nas
mesmas condi¢des. No entanto, o crescimento do microrganismo foi completamente inibido
quando a concentragdo de NaCl foi de 10%. Esse teste ¢ extremamente relevante quando se
refere a producio de biosurfactante, pois segundo Banat (1995), a recuperagéo de petroleo nos
grandes derramamentos que ocorrem em alto mar ¢ uma das grandes aplicagdes desses
bioprodutos.

Os testes bioquimicos, os quais foram extremamente importantes na identificacéo do
microrganismo em estudo, tiveram como finalidade caracterizar a capacidade do
microrganismo em metabolizar alguns compostos, como por exemplo a gelatina, atraves da
producdo da enzima gelatinase. Devido a relevancia dessa etapa, utilizaram-se duas linhagens
padrdes de Serratia marcescens 0710 e S. marcescens 2573 provenientes da Fundagdo André
Tosello, com o objetivo de se comparar os resultados com o isolado LB006. Conforme os
dados apresentados na Tabela 12, e tendo-se como base o Manual Bergey’s de Identificagao,
foi possivel verificar que as linhagens apresentaram consideravel semelhanca quanto aos testes
bioquimicos. Apds a realizagdo desses testes, foi constatado a importancia do Kit API 20E
(Figura 13) para a identificagao do microrganismo em estudo quanto ao género. Para a
confirmagio da espécie foram realizados alguns testes complementares, os quais estdo

apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Compara¢do das caracteristicas bioquimicas de duas linhagens padrdes de S.

marcescens com o 1solado LB006.

Teste\linhagem LB006 cepa 0710 cepa 2573
Gram - = -
Caracteristicas cocobacilus cocobacilus cocobacilus
Oxidase - - -
Catalase + + +
ONPG (p-galactosidase) + + +
Arginina - - -
Lisina + + +
Ornitina + 2z +
Citrato + * =
H,S - - -
Urease - - -

TDA (triptofano desaminase) - " -

Indol p* D* D*
VP D* 4 D*
M = - =
Gelatinase + + +
Glicose + & +
Lactose = D* D*
Manitol + R +
Inositol ok + D*
Sorbitol + + i
Ramnose - D* -
Rafinose = — =
Sacarose & =+ ™
Melobiose kg + +
Amigdalina + + +
Arabinose - C +
Celobiose - = =
Inositol #F + +

D#* = resultado ndo conclusivo.
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Figura 13: Kit API 20E inoculado com uma suspensé@o do isolado LB006 com densidade +0,5

na escala de Mac Farland e incubado a 37 °C por 24 h.

Apés a analise dos resultados referentes aos testes de identificagdo para o isolado
LB006, o microrganismo foi identificado como Serratia marcescens.

S. marcescens é uma enterobactéria e caracteriza-se pela alta produtividade (5 g/L.h),
elevada razdo de crescimento, baixo requerimento de nutrientes e baixo consumo de oxigénio
(Forster ef al., 1996). Geralmente ¢ encontrada em 4gua, solo, plantas, insetos e vertebrados
(Grimont & Grimont, 1978), e possui vdrias caracteristicas notaveis. E considerada um
patégeno oportunista em humanos e representa uma real ameaga em ambientes hospitalares. A
producdio de pigmento vermelho, prodigiosina, ¢ bastante caracteristica da espécie, estando
ligado a secregdio principalmente de exoenzimas chaves, tais como nuclease, protease, lipase e
quitinase. Alguns estudos mostram que a produgdo de pigmento pode estar relacionada com a
liberagio de vesiculas extracelulares na superficie da célula. Os aminolipidios (biosurfactante),
os quais sdo produzidos em paralelo com a formagdo de vesiculas, sdo identificados como
agentes umectantes e sua fun¢do primaria estd relacionada com a incorporagdo desses a
membrana lipidica, modificando a flexibilidade ou hidrofobicidade da superficie celular

(Matsuyama ef al., 1986a).
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Curva de crescimento e padronizagdo do inoculo

Ap6s a realizagdo da curva de crescimento da linhagem LB006 conforme descrito no
item 4.6, foi possivel construir o grafico apresentado na Figura 14, onde pode-se observar que
em aproximadamente 9 h de crescimento ocorreu o inicio da fase estacionaria. Na fase
estaciondria 0 microrganismo apresentou uma concentragdo de 10° UFC/mL e uma densidade
Gtica, a 610 nm, de 0,25. O in6culo usado nos experimentos de otimiza¢do da producdo do
biosurfactante por esta linhagem foi entdo padronizado em 5 mL de uma cultura contendo 10°

UFC/mL.

11 0,3
I 1025
'_El 9
| + 0,2
g g
g - + 0,15 8
o 67 10,1
=1 BT
4o 10,05
3 et ———+— f— ot ———+ f—+—- 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 2o
Periodo de Incubagéo (h)

Figura 14: Curva de crescimento de Serratia marcescens LB006 em meio caldo nutriente a 30

°C e 120 rpm; Log UFC/mL(—) e Densidade otica a 610 nm (—).

Sele¢do do meio de produgdo de biosurfactante pela linhagem LB006

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados de tensdo superficial, CMD' e CMD™
de diferentes meios fermentados pela linhagem de S. marcescens LB006. Pode-se observar
que a produgdio de biosurfactante no Meio 1 mostrou-se melhor quando comparado aos
resultados de tensdo superficial obtidos por Matsuyama et al. (1986a) para as linhagens de S.
marcescens NS38 e NS25, os quais foram de 32,2 £ 0,1 e 33,0 £ 0,2 mN/m, respectivamente.
Para tanto, o Meio 1 foi usado no prosseguimento do estudo de otimiza¢do da produgdo. O
Meio 1 apesar de ndo apresentar um custo baixo, as concentragdes dos nutrientes sdo pequenas
e ao final apresenta um custo menor que o Meio Base. Além disso, o Meio 1 é descrito na

literatura como apropriado para a producdo de biosurfactante pelas linhagens de S.
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marcescens, sendo o Meio Base utilizado para produgio de surfactina pelas linhagens de
Bacillus subtilis (Santos, 2001).
Tabela 13: Resultados de tens@o superficial, CMD' e CMD™? da linhagem LB006 em

diferentes meios de produgdo

Tensdo Superficial Tensio Superficial

Meio de CMD™ )
(mN/m) do meio (mN/m) do meio CMD™ (mN/m)
producao (mN/m)
sem inéculo com indculo

Meio 1 59,83 £ 0,17 29,57 +0,10 41,77 £ 0,19 68,92 + 0,18

Meio 2 68,05 £ 0,20 35.27:4+0,19 71,25 +0,08 73,24 £ 0,02

Meio 3 55,24 +0,19 38,71+0,19 70,92 + 0,09 73,20 £ 0,04

Meio 4 57,52 £0,20 42,89 £ 0,20 68,02 +£0,18 73,08 £ 0,02
Meio Base 55,65+ 0,08 30,36 £ 0,13 49,87 +0,19 59,16 £0,19

Planejamento experimental:

Para otimizacio de um processo utilizando a ferramenta estatistica do planejamento
experimental ¢ necessario se ter uma idéia inicial dos niveis das variaveis que serao estudadas.
Para isso, foram realizados experimentos univariaveis para se determinar os niveis que seriam
avaliados no planejamento para as variaveis temperatura e pH. Os resultados encontrados
nesse estudo univariavel estdo apresentados nas Tabelas 14 e 15 para temperatura e pH,

respectivamente.

Tabela 14: Determinacio da temperatura Gtima para produc@o de biosurfactante por S.

marcescens LB006

T Tensio Superficial CMD™ CMD™
(mN/m) (mN/m) (mN/m)
20 32,36+ 0,18 4836 £ 0,19 7220+ 0,16
25 31,66 + 0,17 45,25+0,19 66,73 £ 0,19
30 30,58 £ 0,14 4397+0,19 69,26 £ 0,18
35 30,27 + 0,12 42,77+ 0,20 64,80 + 0,19
40 49,79 + 0,19 66,46 + 0,19 70,44 £ 0,04
45 49,40 +£0,20 68,08 + 0,20 72,12 £0,01
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Tabela 15: Determinago do pH 6timo para producdo de biosurfactante por S. marcescens

LB006
- Tensdo Superficial CMD”’ CMD™
(mN/m) (mN/m) (mN/m)
3.0 56,94 £ 0,13 61,71 £0,18 72634012
4,0 3191 £0,17 53,19+£0,33 73,28 £0,01
5,0 30,70 £ 0,19 51,274 0.33 73,01 £0,02
55 30,74 £0,20 47,29 £ 0,23 72,94 + 0,03
6.0 31,12+£0,17 49,76 £ 0,40 65,06 £ 0,02
6.5 30,94 £ 0,12 4222 +0,19 63,04 £ 0,01
7,0 30,22 +£0,19 42,64 £ 0,35 63,53 £ 0,01
7,5 30,11 £0,18 4321 +£0,21 64,45 + 0,03
8,0 31,07+ 0,17 44,09 £ 0,31 70,96 + 0,10
8,5 31,60+ 0,19 53,37 £0,34 73,01 £ 0,06
9.0 31,80+ 0,19 54,55 +£0,20 73,05+ 0,01
10.0 31,97 +£0,19 53,84 +0,30 72,74+ 0,12
11,0 32,72+ 0,18 52,20£0,29 71,83 £ 0,14
12,0 56,04 + 0,19 72,25 £ 0,03 72,67 £0,02

Analisando as tensdes superficiais e medidas das CMDs dos meios fermentados
apresentados nas Tabelas 13 e 14 quando comparados a tens@o superficial do meio sem
moculo de 59,83 + 0,17 mN/m, verifica-se que houve a produgio de compostos com atividade
surfactante pelo microrganismo em estudo. Apo6s a avaliagdo dos resultados da linhagem
LB006 submetida a diferentes temperaturas de incubag@o (Tabela 14), ficou constatado que a
faixa 6tima para a producio do biosurfactante foi de 25 a 35 °C.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 15, verifica-se uma baixa produg¢io
de biosurfactante nos valores extremos de pH testados e a faixa dtima encontra-se entre 5,5 e

8,0.
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Planejamento experimental fraciondrio 2*' com pontos centrais

A porcentagem de abaixamento da tensdo superficial do meio fermentado em relacdo
ao meio sem inéculo foi usada como resposta para avaliar os efeitos das variaveis nesse
planejamento. Foram coletadas amostras apds 24, 48 e 72 h de incubagio com o objetivo de se
encontrar o tempo necessario para atingir o equilibrio dos ensaios. Os resultados encontrados

estdo apresentados nas Tabelas 16, 17 e 18.

Tabela 16: Porcentagem de abaixamento da tensdo superficial apés 24 h de

fermentag@o para o planejamento experimental fracionario 2*" com pontos centrais.

Tensao Superficial Tensdo Superficial Porcentagem de

Ensaio (mIN/m) do meio (mN/m) do meio Abaixamento da Tensio
sem inoculo com indculo Superficial
1 57,54 £0,19 37,02+0,20 35,66
2 52,66 £0,19 35,61 £0,20 32,37
3 60,13 £0,20 41,77 £0,20 30,53
4 58,30 +£0,19 37,62 £0,19 35,47
5 57,43 £0,16 40,30 £ 0,19 29,82
6 52,96 +0,18 37,81 £0,20 28,60
7 59,43 0,19 38,71 £0,19 34,86
8 55,49+0,18 36,21 £0,19 34,74
9 53,08 £ 0,20 39,20 £0,20 26,14
10 53,08 £0,20 39,04 £0,19 26,45
11 53,08 £0,20 39,25 £0,19 26,05
12 53,08 £ 0,20 39,16 £ 0,20 26,22
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Tabela 17: Porcentagem de abaixamento da tensio superficial apds 48 h de fermentacdo para

0 planejamento experimental fracionario 2*"' com pontos centrais.

Tensio Superficial Tensio Superficial Porcentagem de

Ensaio (mN/m) do meio (mN/m) do meio abaixamento da Tensio
sem inoculo com inéculo Superficial
1 57,54 £ 0,19 38,94 +£0,20 32,32
2 52,66 +£0,19 40,75 £ 0,20 22,61
3 60,13 £ 0,20 39,69 £ 0,19 33,99
4 58,30 £ 0,19 40,63 £ 0,20 30,30
5 57,43 £0,16 39,24 +0,19 31,67
6 52,96 £ 0,18 3542 +£0,18 33,11
7 59,43 £0,19 36,78 £ 0,19 38,11
8 55,49 +£0,18 36,00 £ 0,20 3512
9 53,08 £0,20 36,16 £0,19 31,87
10 53,08 £0,20 36,37 +£0,19 31,48
11 53,08 £0,20 36,24 £0,19 31,72
12 53,08 £0,20 36,40 £0,19 31,42
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Tabela 18: Porcentagem de abaixamento da tensao superficial apés 72 h de fermentagao para

0 planejamento experimental fracionario 2*" com pontos centrais.

Tensao Superficial Tensido Superficial Porcentagem de
Ensaio (mN/m) do meio (mN/m) do meio abaixamento da Tensio
sem indculo com inéculo Superficial
1 57,54 £0,19 36,42 £ 0,20 36,70
2 52,66 £0,19 39,71 £0,20 24,59
3 60,13 £ 0,20 39,64 £0,19 34,07
4 58,30 £ 0,19 35,30+ 0,19 39,45
5 57,43 £0,16 37,44 £0,19 34,80
6 52,96 +0,18 31,05%0,09 41,37
7 59,43 £ 0,19 37,55+£0,19 36,81
8 55,49+0,18 29,70 £ 0,05 46,47
9 53,08 £0,20 37,16 +£0,15 29,99
10 53,08 £ 0,20 38,37+0,19 27,711
11 53,08 £ 0,20 37,24 £0,19 29,84
12 53,08 £ 0,20 37,40 £0,19 29.54

Os ensaios 9, 10, 11 e 12 representam os pontos centrais do planejamento, sendo
que trés deles apresentaram boa reprodutibilidade dos resultados, portanto somente
esses pontos foram usados para a analise da influéncia das variaveis.

De acordo com os dados apresentados nas tabelas anteriores, verifica-se que os
maiores valores de abaixamento da tensdo superficial foram alcangados no tempo de 72
h, sendo esses entdo utilizados para a analise do planejamento (Tabelas 19 e 20).

Os valores encontrados para as variaveis estudadas nesse primeiro planejamento foram
obtidos através do software STATISTICA versdo 5.0. Todos os fatores foram considerados
significativos a um nivel de confianga de 95%. Porém, o efeito negativo encontrado para a
variavel peptona (Tabela 20) demonstra que a influéncia positiva da mesma na produgao do
biosurfactante é maior quando est4 em um nivel inferior de concentragéo, indicando que com a
reducio da concentracdo de peptona no meio pode-se aumentar a produc@o de biosurfactante.
Os valores encontrados para as demais variaveis indicam que o aumento da concentrag@o das

mesmas no meio produziu um efeito positivo na resposta.
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Atraves do planejamento fatorial fracionario foi possivel verificar quais foram as
variaveis significativas, servindo como base para o planejamento fatorial completo.

O microrganismo em estudo trata-se de uma linhagem de Serratia marcescens, a qual €
classificada como enterobactéria. As condigdes ideais apresentadas na literatura para essa
classe de bactérias sdo temperatura étima de crescimento em torno de 37°C e pH préximo a
neutralidade. Com base nesses dados e nos resultados encontrados para essas variaveis no
primeiro planejamento, no estudo seguinte da otimizagdio foram consideradas apenas as
varidveis peptona e glicerol, mantendo-se fixas a temperatura em 35°C e o pH igual a 7,0.
Tabela 19: Matriz do planejamento fatorial fracionario 2*' para a produc@o de biosurfactante
pela linhagem LBO006.

Porcentagem de
Ensaios Temperatura PHipiciar Glicerol Peptona abaixamento da

Tensdo Superficial

1 -1 -1 -1 -1 36,70
2 =] -1 -1 +1 24,59
3 -1 +1 -1 +1 34,07
4 +1 +1 -1 -1 39,45
5 -1 -1 +1 +1 34,80
6 +1 -1 +1 -1 41,37
7 -1 +1 +1 -1 36,81
8 +] +1 +1 +1 46,47
9 0 0 0 0 29,99
10 0 0 0 0 29,84
11 0 0 0 0 29,54

Tabela 20: Efeitos das variaveis do planejamento fatorial fracionario 2*' para a producido de

biosurfactante pela linhagem LB006.

Fatores Efeitos
Principais interacdes 34,875
Temperatura 2,375
pH 4,835
Glicerol 6,160
Peptona -3,600
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Planejamento fatorial completo 2° com pontos centrais e axiais

Nesse planejamento foram estudadas as concentragdes dos componentes do meio e
conseqiientemente otimizacao do processo de produ¢do de biosurfactante pela linhagem S.
marcescesns LB006.

As amostras foram coletadas apds 48, 72 e 96 h de incubag@o e a resposta foi avaliada
de acordo com a porcentagem de abaixamento da tensdo superficial do meio fermentado em

cada ensaio em relacdo ao mesmo meio sem indculo (Tabelas 21, 22 e 23).

Tabela 21: Porcentagem de abaixamento da tens@o superficial apos 48 h de fermentacio para o

planejamento fatorial completo 2% com pontos centrais e axiais.

Tensao Superficial Tensio Superficial Porcentagem de

Ensaio (mN/m) do meio (mN/m) do meio abaixamento da Tensio
sem indculo com indculo Superficial
! 61,86 + 0,31 31,22+0,18 49,53
: 67,72+ 0,20 32,78 0,18 51,59
3 56,40 + 0,35 31,99 £ 0,17 43,28
4 61,62+ 0,19 32,19+0,19 47,76
5 66,35+ 0,19 33,12+ 0,15 50,08
6 58,99 + 0,21 31,98 +0,16 45,78
7 59,08 + 0,26 32,65+0,18 44,73
8 61,90 + 0,19 32,78 +0,19 47,04
9 62,33+ 0,16 32,18 +0,19 48,37
10 62,33 0,16 32,14+0,18 48,43
11 62,33+0,16 32,28 +0,18 48,21
12 61,86 = 0,31 31,22+0,18 49,53
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Tabela 22: Porcentagem de abaixamento da tensdo superficial apos 72 h de fermentac@o para o

planejamento fatorial completo 2° com pontos centrais e axiais.

Tensédo Superficial Tensdo Superficial Porcentagem de

Ensaio (mN/m) do meio (mN/m) do meio abaixamento da Tensio
sem in6culo com inéculo Superficial
1 61,86 + 0,31 32,64 +0,13 47,23
2 67,72 + 0,20 32,70+ 0,16 51,71
3 56,40 + 0,35 32,17 £0,19 42,96
4 61,62 = 0,19 30,60 £ 0,12 50,34
5 66,35 = 0,19 36,29 * 0,20 45,30
6 58,99 0,21 29,98 + 0,14 49,17
7 59,08 + 0,26 31,89 0,18 46,02
8 61,90 + 0,19 30,89 £0,15 50,09
9 62,33 0,16 30,62+ 0,19 50,87
10 62,33 +0,16 30,75 +0,16 50,66
H 62,33+ 0,16 30,71 0,10 50,72
12 61,86 + 0,31 32,64 0,13 47,23

Tabela 23: Porcentagem de abaixamento da tens3o superficial apds 96 h de fermentagio para o

planejamento fatorial completo 2% com pontos centrais € axiais.

Tensao Superficial Tensdo Superficial Porcentagem de

Ensaio (mN/m) do meio (mN/m) do meio abaixamento da Tensido
sem inococulo com inoculo Superficial
1 61,86 + 0,31 32,25+0,18 47,86
2 67,72 +0,20 33,63 +0,09 50,33
3 56,40 + 0,35 33,07 £0,16 41,36
4 61,62 +0,19 30,56 = 0,18 50,40
5 66,35+ 0,19 36,67 +0,19 44,73
6 58,99 + 0,21 29,36 +0,19 50,22
7 59,08 +0,26 31,93 0,19 45,95
8 61,90 £ 0,19 30,47 £0,19 50,77
9 62,33 40,16 31,33 £0,12 49,73
10 62,33 0,16 31,67 0,12 49,18
11 62,33+ 0,16 31,60 +0,18 49,30
12 61,86 + 0,31 32,25+0,18 47,86
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Analisando os dados da Tabela 21 verifica-se que em 48 h houve uma consideravel
produgdo de biosurfactante. No entanto, os abaixamentos maximos da tensio superficial foram
encontrados apos 72 h de incubag@o, sendo esses praticamente mantidos no tempo de 96 h
(Tabela 23). Portanto, os valores apresentados na Tabela 22 foram usados como resposta para
avaliacao do planejamento através do software STATISTICA. Os valores encontrados para os
pontos centrais foram bastante préximos, demonstrando a boa reprodutibilidade do
experimento, exceto para o ensaio nimero 12, o qual foi excluido na analise do planejamento.
Os ensaios 5 a 8 representam os pontos axiais das variaveis peptona e glicerol.

As Tabelas 24, 25 e 26 demonstram os valores obtidos na analise do planejamento
fatorial completo 2° com pontos centrais e axiais através do software STATISTICA com um
nivel de confianca de 95%. Embora os valores apresentados nos ensaios 9, 10 e 11, os quais
representam 0s pontos centrais, ndo sejam os maiores valores, esses encontram-se bastante
proximos do maior valor de abaixamento da tens3o superficial (51,71 — ensaio 2). Isto mostra

que o objetivo de otimizar a producao de biosurfactante pela linhagem LB006 foi atingido.

Tabela 24: Matriz do planejamento fatorial completo 2% com pontos centrais € axiais para a

producio de biosurfactante pela linhagem LB006.

Ensaio Glicerol Peptona % abaixam.TS
1 -1 -1 47,23
2 +1 -1 51,71
3 -1 +1 42,96
4 +1 +1 50,34
5 0 -1,41 45,30
6 0 +1,41 49,17
7 -1,41 0 46,02
8 +1,41 0 50,09
9 0 0 50,87
10 0 0 50,66
11 0 0 50,72
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Tabela 25: Efeito das variaveis do planejamento fatorial completo 2°

Fatores Efeitos
Principais intera¢des 50,748
(1) Glicerol (L) 4,412
Glicerol (Q) -2,491
(2) Peptona (L)’ -0,045
Peptona (Q) -3,316
(1) e(2) 1,450
" fator nio significativo R*=74,54%

Tabela 26: Coeficiente de regressdo do planejamento fatorial completo 2° considerando apenas

os valores significativos no limite de confianga de 95%.

Fatores Coeficiente de regressao
Principais interagdes 50,748
(1) Glicerol (L) 2,206
Glicerol (Q) -1,245
Peptona (Q) -1,658
(1) e(2) 0,725
R™=74,54%

O coeficiente de regressdo (Tabela 26) forneceu o modelo matematico abaixo, sendo
que o R’ teve um valor aceitavel indicando bom ajuste do modelo, ou seja, mais de 70% das
variacdes sdo explicadas pelo modelo. Para a construgdo da equagdo matematica foram

considerados apenas os fatores significativos.

Equagio 1: Modelo matematico codificado

Y eodificado = 50,748 + 2,206 x; — 1,245 x,” — 1,658 X2~ + 0,725 x1%2
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Tabela 27: Analise de varidncia do planejamento fatorial completo 2% para a produgdo de
biosurfactante pela linhagem LB006.

Soma Quadritica Graus Liberdade Média Quadrit.
Regressao 59,892 4 14,973 4,50
Residuo 20,456 6 3,400
Falta de ajuste 20,432 4
Erro puro 0,0234 2
TOTAL 80,348 16
Fiabetado = 4,53
R*=74,54 %
R =0,5456

O valor de Fegeulado foi aproximadamente igual ao valor de Fubeado (Tabela 27),
indicando que o modelo matematico € valido.

As Figuras 15 e 16 mostram os gréficos de superficie de resposta e de superficie de
contorno das variaveis estudadas nesse planejamento, onde a cor vermellha mais escura
representa as faixas Otimas para produgdo do biosurfactante. Analisando-se esses dados,
constatou-se que as faixas 6timas encontram-se entre 0,17 e 0,4% para peptona e entre 2,0 e
aproximadamente 3,14% para o glicerol. Porém, para o prosseguimento dos estudos
utilizaremos o ponto central dessa faixa 6tima, o qual foi determinado em 0,25% de peptona e

3% de glicerol.

Fitted Surface; Variable: %ABAIXTS
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Figura 15: Superficie de resposta
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Figura 16: Superficie de contorno

Apbs o término dessa etapa, verificou-se que a ferramenta estatistica do planejamento
fatorial foi de grande valia para a otimiza¢do da producio de surfactante pelo microrganismo
em estudo, onde foi alcangada a otimizagdo do processo.

Estudos utilizando ferramentas estatisticas tém sido realizados para a otimiza¢do de
componentes de meio de cultura para a produgdio de riboflavina por Eremothecium ashbyii
(Pujari e Chandra, 2000). Sem (1997) empregou a analise de superficie de resposta para
otimizar o meio de cultura para a produgdo de surfactina por Bacillus subtilis DSM 3256. No
entanto, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que relatassem estudos semelhantes a

esse usando linhagens de mesma espécie e tipo de biosurfactante.

Curva de produgdo do biosurfactante

Apb6s a otimizagdo do meio de produgdo realizou-se uma cinética de produgdo versus
tempo, numero de células viaveis e indice de emulsificagio, com o objetivo de se determinar
qual o tempo exato para maior produgdo do biosurfactante. Também foi determinado o valor
da CMC' e avaliado a capacidade emulsificante do biosurfactante em estudo.

Através dos dados obtidos foi possivel construir o grafico apresentado na Figura 17,
onde se verifica a presenca do biosurfactante no primeiro ponto de 6 h de fermentagdo. Apos
96 h ocorre a diminui¢io dos componentes com atividade superficial no meio, o que também

foi observado por Pruthi ¢ Cameotra (1997) quando estudaram a cinética de produgdo de
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biosurfactante por uma linhagem de S. marcescens em meio contendo glicose como fonte de
carbono, onde apds 36 h de produgdo ocorreu uma queda brusca da atividade do
biosurfactante. Através do grafico mostrado na Figura 17 podemos observar que a maxima
producdo do biosurfactante € alcangada ao final da fase estacionaria de crescimento do
microrganismo. Essa mesma relagdo foi também observada por Pruthi e Cameotra (2000),
sugerindo que o biosurfactante foi produzido como um metabélico secundario pela linhagem
de S. marcescens MTCC 86.

Na Figura 18 estdo apresentados os dados relacionados a atividade emulsificants
(procedimento descrito no item 4.13) do biosurfactante presente no meio de cultura, onde
foram testados dleo de soja, querosene e hexadecano. Podemos constatar que o biosurfactante
mostrou boa atividade emulsificante frente ao 6leo de soja. Porém, as quantidades de
biosurfactante encontradas no meio apds 6, 12 e 144 h de fermentacdio nio foram suficientes
para emulsionar o hexadecano. O indice de emulsificagdo de aproximadamente 50% para o
querosene pode ser comparado ao valor de 40% encontrado por Abu-Ruwaida et al. (1991).
Por outro lado, Pruthi e Cameotra (2000) calcularam o valor de E,s de outra maneira e
verificaram que o biosurfactante de S. marcescens MTCC86 foi capaz de emulsionar 100% do
mesmo hidrocarboneto. No entanto, nenhuma formagio de emulsio foi observada com

querosene e hexadecano nas amostras cujo tempo de fermentacao foram de 6 e 12 h.
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Figura 17: Cinética de Produgdo de Biosurfactante por S. marcescens LB006; UFC/mL
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Figura 18: Indice de Emulsificagdo (E24) de 6leo de soja (¢), Querosene (¢)

¢ hexadecano (») pelo biosurfactante produzido.
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Figura 19: Atividade emulsificante do biosurfactante bruto (solugdo 0,35%)

la: querosene/H,O 1b: querosene/biosurfactante
2a: hexadecano/H,O 2b: hexadecano/biosurfactante
3a: dleo de soja/H,O 3b: Oleo de soja/biosurfactante

Influéncia de compostos hidrofébicos na produgdo do biosurfactante

Uma série de estudos descritos na literatura revelam que a produgéo de surfactante por
microrganismos pode ser estimulada quando na presenga de compostos hidrofobicos no meio
de produgdio. Apds a analise dos resultados obtidos para CMD? apresentados na Tabela 28,
constatou-se que a presenga de Oleos vegetais influenciaram positivamente a produgdo de
biosurfactante no meio. Porém, a maior diferenca foi observada em relagdo a presenga do 6leo
de girassol. Devido a isso, e sabendo-se que o mesmo € composto de aproximadamente 60%
de acido linoleico, testou-se a adigdo desse ultimo no meio de produgéo, confirmando sua
potencial influéncia. O decréscimo na tensdo superficial foi de 64,54 para 28,39 mN/m para o
meio fermentado livre de células, atingindo valores de CMD"' e CMD? de 29,72 e 37,97

69



mN/m, respectivamente, sugerindo que o acido linoleico foi possivelmente o responsavel pela
estimulagdo da produgao do biosurfactante quando o meio de produgio foi suplementado com
oleo de girassol.

No entanto, a presenca de hidrocarbonetos ndo representou uma influéncia muito
significativa na produ¢ao de surfactante pela linhagem L.B006, conforme observa-se na Tabela
28. Mercade e Manresa (1994) verificaram a produgdo de rhamnolipidio por Pseudomonas sp.
JAMM na presenca de dleo de oliva e milho e de alcanos, onde o abaixamento maximo da
tensdo superficial (aproximadamente 30 mN/m) foi alcangado apds 45 h de fermentacio,
mantendo-se constante até 144 h com 6leo de oliva. A presenca de hidrocarbonetos no meio de
producio foi extremamente relevante, pois rendimentos de aproximadamente 12 g/L foram
apresentados pelos autores quando o microrganismo foi inoculado com m-alcanos. Contudo,
observando-se os valores apresentados na Tabela 29 para CMD™, constata-se que as menores
medidas foram obtidas no meio contendo petroleo e hidrocarbonetos com cadeia carbdnica
acima de 14 carbonos. Isto evidencia entio, que a producao de surfactante pela linhagem em
estudo foi estimulada pela presenga de compostos insoluveis no meio, tanto de dleos vegetais

como de hidrocarbonetos de cadeia longa.

Tabela 28: Influéncia de 6leos vegetais na produgio do biosurfactante.

Tensao Superficial Tensdo Superficial

CMD cMD?
Oleo (mN/m) do meio (mN/m) do meio
(mN/m) (mN/m)
sem inéculo com indculo

Meio sem dleo 60,47 £ 0,03 30,65+ 0,10 40,98 = 0,20 67,54+ 0,16
Soja 52,87 +£0,11 30,25 +£0,18 41,52+ 0,19 53,96 £0,20
Gordura de coco 52,09 +£0,16 30,90 £ 0,20 42,12 + 0,19 5490 £0,19
Mamona 53,98 £ 0,04 30,41 +0,12 43,36+ 0,20 56,11 +£0,19
Milho 54,01 £0,02 30,52 £0,18 43,49 + 0,20 54,42 £ 0,20
Oliva 52,00 £ 0,10 30,19+£0,13 40,08 + 0,20 52,17 £ 0,07
Girassol 52,47+0,12 29,90 £0,10 3597 +0,19 50,90 £ 0,20
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Tabela 29: Influéncia da adigdo de petrdleo e de hidrocarbonetos com diferentes tamanhos de

cadela na produc¢ao do biosurfactante.

Tensio Superficial Tensio Superficial

CMD! CMD?
Hidrocarboneto (mN/m) do meio (mN/m) do meio

(mN/m) (mN/m)

sem inodculo com inéculo

Meio sem HC 61,01 £0,03 30,23 £0,10 41,04 £0,19 67,10 £ 0,13
Petroleo 56,31 £0,19 30,22+0,14 40,61 £ 0,19 54,34 + 0,19
CioHy, 51,83 +£0,20 31,64 +£0,19 43,02+0,19 66,67 £ 0,02
Ci:Hsp 51,67 £0,19 31,29+ 0,14 41,60 +0,20 61,97 £ 0,01
CHay 52,87+0,12 30,34 £ 0,19 40,03 £ 0,19 60,80 + 0,02
C3Hss 51,34 £ 0,16 29,86 + 0,15 40,01 0,19 59,75 £ 0,04
C,oHy 55,92 +0,17 29,94 +0,18 39,87 +£ 0,20 59,56 £ 0,02
C,sHss 54,80 0,19 29.93+0,19 40,14+0,17 60,05+ 0,01

Produgéo de biosurfactante por S. marcescens LB006 em residuos industriais

Embora os biosurfactantes apresentem inumeras vantagens sobre os surfactantes
sintetizados quimicamente, sua produc@o ainda ndo € economicamente competitiva em relagdo
aos sintéticos. Contudo, diferentes caminhos podem ser seguidos no intuito de reduzir os
custos da produg@o, um deles € o uso de residuos industriais com baixo ou nenhum custo para
o desenvolvimento do microrganismo e produc@o de biosurfactante. Nessa etapa, foi testado a
produc@o de biosurfactante inoculando-se a linhagem de S. marcescens LB006 em residuos
provenientes de diferentes fontes (item 4.12) e as medidas de tensdo superficial, CMD e
CMD™ siao apresentadas na Tabela 30. Os valores encontrados demonstram que o
microrganismo em estudo foi plenamente capaz de produzir surfactante nos meios
denominados RPB1 e RPB2, ambos com aproximadamente 3 e 10% de gordura, evidenciando
mais uma vez a capacidade da linhagem em ser estimulada por compostos hidrofébicos quanto
a producdo de surfactante. Nos demais residuos a mesma demonstrou pouca ou nenhuma
producio do Dbiosurfactante, como por exemplo, no meio de melago (contendo
aproximadamente 3% sélidos soliiveis) onde a diferenga de 1,62 entre as medidas de tensdo
superficial entre o meio sem indculo e o meio contendo a cultura ¢ desprezivel. Ao contrario

dos resultados encontrados por Makkar e Cameotra (1997) para a producdo de biosurfactante
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por Bacillus subtilis MTCC 2423 em meio contendo sais € 2% de melaco, as medidas em
torno de 30 mN/m foram encontradas para tensio superficial e CMD™. No entanto, a
manipueira, residuo proveniente da produgado de farinha de mandioca, tem sido usada como
substrato para produgdo de biosurfactante por linhagens de Bacillus sp. obtendo-se excelentes

resultados (Ferraz et al., 2001).

Tabela 30: Produc¢do de biosurfactante por S. marcescens LB006 em residuos industriais.

Tensido Superficial Tensdo Superficial

Meio de Producio (mN/m) do meio (mNN/m) do meio CMD™" (mN/m) CMD” (mN/m)
sem indculo com indculo
Manipueira 46,68 £ 0,19 35,06 £0,20 63,02+0,12 72,25+ 0,05
Melaco 41,74 £0,18 40,12 £ 0,20 68,91 + 0,03 72,92 £0,01
Soro de leite 49,00 £ 0,01 42,34 £ 0,12 69,43 £ 0,18 72,63 £ 0,02
RPB 1 45,89 +£0,19 29.23+0,18 40,58 £ 0,18 51,09 £ 0,01
RPB 2 44,50 £ 0,20 30,63 £0,18 41,05+ 0,20 53,44 £ 0,02

Determinacdo do efeito da temperatura e do pH e na estabilidade do biosurfactante produzido

Apés submetido o meio fermentado livre de células a diferentes temperaturas e pHs,
conforme descrito nos itens 4.2.14 e 4.2.15, respectivamente, mediu-se a tensao superficial das
amostras antes (30,13 mN/m + 0,12) e depois do tratamento, sendo os resultados apresentados
nas Tabelas 31 e 32. Pode-se observar que o biosurfactante produzido foi bastante estavel em
relacdo aos dois efeitos avaliados, sendo notada uma pequena mudanca na medida da tensao
superficial nos pHs extremos e nas temperaturas acima de 90°C. Resultados semelhantes
foram observados por Abu-Ruwaida ef al. (1991) onde variagdes significativas de tensdo
superficial ndo foram constatadas quando o biosurfactante de Thielavia terrestris foi
submetido aos mesmos valores de pH. O mesmo também apresentou alta estabilidade quando
exposto a temperaturas de 100 e 120°C por 15 minutos, atingindo valores de 31,8 e 30,50

mN/m para tensao superficial, respectivamente.
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Tabela 31: Efeito do pH na estabilidade do biosurfactante produzido.

pH Tensdo Superficial (mN/m)
2,0 31,28 £0,16
4,0 30,13 0,19
6,0 30,02 +0,19
8,0 30,71 £0,18
10,0 31,99 +£0,19
12,0 36,08 £0,18

Tabela 32: Influéncia da temperatura na estabilidade do biosurfactante produzido.

Temperatura ("'C) Tensio Superficial (mN/m)
10 30,17 £0,19
30 30,42+0,18
40 30,02 £0,19
60 30,12+0,18
90 33,46 £0,19
120 35,46 £ 0,18

Aplicagdo do biosurfactante produzido

Atavés do processo de recuperagdo do biosurfactante realizado como descrito no item
4.2.16, tornou-se possivel calcular o rendimento de 4 g/LL do produto bruto. Esse rendimento
encontra-se bastante proximo do apresentado por Pruthi e Cameotra (2000), o qual foi de 5,68
g/L quando o biosurfactante, produzido por S. marcescens MTCC86, foi recuperado atraves da
precipitacao do composto bruto com acetona gelada. O método descrito pelos autores para
recuperacdo com acetona foi testado para recuperacio do biosurfactante em estudo, atingindo-
se um rendimento de apenas 2,2 g/L.

Apos obtido o biosurfactante bruto, foi possivel testar a aplicagdo do mesmo quanto a

influéncia na atividade da enzima lipase de Rhizopus sp.

Influéncia da adig¢ao do biosurfactante na atividade da lipase em diferentes substratos
A degradacdo de gordura em processos de tratamento de residuos € considerada uma

pré etapa importante, a qual facilita e diminui os custos do tratamento. Para tanto, inicialmente



observou-se que a presenca do biosurfactante no meio reacional ocasionou um aumento de
100% na atividade da enzima sobre o substrato gordura de frango. No entanto, para o substrato
gordura de coco o resultado foi ligeiramente menos expressivo. Os valores de porcentagem de
hidrélise obtidos para os substratos testados estio apresentados na Tabela 33.

A partir dos resultados obtidos nesse experimento, partiu-se para a determinacao das
melhores concentracdes de enzima e de biosurfactante necessarias para atingir 100% de
hidrélise para o substrato gordura de frango, o qual € composto basicamente por trigliceridios
contendo acidos graxos de cadeia curta, considerados substratos ideais para atuagido da enzima
de Rhizopus sp.. A hidrdlise enzimatica desses trigliceridios resulta na liberagdo especifica de
acidos graxos de alto valor agregado, os quais podem ser usados nos mais diversos segmentos
idustriais.

Os substratos gordura de coco, gordura de frango e RPB1 apresentaram os seguintes
numeros de saponificagdo: 236,78 mg KOH; 189,65 mg KOH e 15,71 mg KOH,

respectivamente.

Tabela 33: Influéncia da adi¢do de biosurfactante na hidrélise de diferentes substratos pela

enzima lipase.

Porcentagem de hidrololise ~ Porcentagem de hidrolélise

SHbsERte com biosurfactante sem biosurfactante
Gordura de coco 14 10
Gordura de frango 16 7
RPB 1 41 26

Determinacgdo da melhor concentrag¢do de enzima e biosurfactante

Para essa determinacao foi realizado um planejamento fatorial completo 22 com pontos
axiais mais 3 pontos centrais, onde as variaveis independentes foram concentragdo de enzima
lipase e concentragio do biosurfactante, considerando-se a variavel dependente a porcentagem
de hidrélise do substrado gordura de frango. As mesmas condi¢cdes de reagdo foram usadas
como descrito anteriormente no item 4.17.2. As amostras foram analisadas apos 2, 6, 12 e 24
h. Observou-se que a porcentagem de hidrélise aumentou no decorrer do tempo, sendo

atingido mais de 90% de hidrdlise do substrato apos 24 h de reagdo. Devido a isso, os valores
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encontrados para esse tempo reacional foram escolhidos para dar prosseguimento a analise do
planejamento. Na Tabela 34 ¢ mostrada a matriz obtida, a qual foi usada para confeccido da
superficie de resposta e superficie de contorno apresentadas nas Figuras 20 e 21,
respectivamente. Na Tabela 35 sdo apresentados a influéncia das variaveis avaliadas nesse
planejamento e na Tabela 35 podemos observar os resultados gerados no software
STATISTICA para o coeficiente de regressao, onde foram considerados apenas as variaveis
significativas.

O coeficiente de regressdao (Tabela 36) forneceu o modelo matematico abaixo,
obtendo-se um bom ajuste do modelo de acordo com o valor de R’, ou seja, aproximadamente
90 % das variacdes sdo explicadas pelo modelo. Para a constru¢do da equagdo matematica

foram considerados apenas os fatores significativos.

Equagdo 2: Modelo matematico codificado

Y codificado = 15,191 X1 — 5,009 x;% + 14,774 x; — 15,524 x,°

A analise de variancia (Tabela 37) forneceu o valor de 13,62 para Facuiado, © qual fol
mais de trés vezes maior que o valor de Fupelado (4,53), indicando que o modelo matematico

obtido € valido e preditivo.

Tabela 34: Matriz do planejamento fatorial completo 2° com pontos centrais e axiais para

determinacio da melhor concentragio de enzima e biosurfactante.

Ensaio Enzima Lipase (mg/mL) Biosurfactante (%) Hidrolise (%)
1 -1 -1 34,31
2 +1 -1 76,32
3 -1 +1 52,65
4 +1 +1 90,96
5 0 -1,41 19,97
6 0 +1,41 80,16
7 -1,41 0 56,35
8 +1,41 0 85,49
9 0 0 81,49

10 0 0 82,38
11 0 0 83,70
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Tabela 35: Efeito das variaveis do planejamento fatorial completo 2° para determinacio da

melhor concentra¢io de enzima e biosurfactante.

Fatores Efeitos
Principais interagdes 82,517
(1) Enzima (L) 30,382
Enzima (Q) -10,019
(2) Biosurfactante (L) 29,549
Biosurfactante (Q) -31,049
e ) -1,850

" fator ndo significativo R” = 89,89%

Tabela 36: Coeficiente de regressio do planejamento fatorial completo 2° para determinagio
da melhor concentragdo de enzima e biosurfactante, considerando apenas os valores

significativos no limite de confian¢a de 95 %.

Fatores Coeficiente de regressio
Principais interagdes 82,517
(1) Enzima (L) 15,191
Enzima (Q) - 5,009
(2) Biosurfactante (L) 14,775
Biosurfactante (Q) - 15,525
R”=189,83%

Tabela 37: Andlise de variancia do planejamento fatorial completo 2° para determinacio da

melhor concentracdo de enzima e biosurfactante.

Graus de Meédia
Soma Quadratica o Feateutado

Liberdade Quadratatica

Regressao 5078,207 4 1269,551 13,62

Residuo 559,205 6 93,20

Falta de ajuste 556,732 4

Erro puro 2,473 2

TOTAL 5637412 16

Fmbc]adn = 4:53
R? = 89.82%
R=10,83
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Figura 20: Superficie de Resposta
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Figura 21: Superficie de Contorno

Através da analise das superficies de resposta e de contorno (Figuras 20 e 21)
verificou-se que os pontos centrais do planejamento experimental proposto (0,35% de
biosurfactante e 10 unidades de enzima) encontram-se dentro da faixa 6tima para hidrélise do
substrato gordura de frango.

A proporgio de enzima lipase e biosurfactante encontrada foi seguida para
determinacdo da cinética de hidrolise para os substratos gordura de frango e gordura de coco,

onde os dados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Influéncia da adi¢do de biosurfactante na hidrolise de gordura de coco e gordura de
frango pela enzima lipase de Rhizopus sp..
Gordura de coco ¢/ biosurfactante (—)  Gordura de frango ¢/ biosurfactante (—)
Gordura de coco s/ biosurfactante (—)  Gordura de frango s/ biosurfactante ()

E bastante nitido, pela observagdo da Figura 22, que a presenga de biosurfactante no
meio reacional provoca um expressivo aumento na taxa de reacdo, garantindo até 100% de
hidrolise do substrato gordura de coco e proximo a isso (87%) do substrato gordura de frango,
contra 31,5% e 25,3%, na auséncia do biosurfactante, para gordura de coco e de frango,
respectivamente. De acordo com os resultados ilustrados na Figura 22, pode-se verificar que a
taxa de hidrolise praticamente se estabiliza apos 48 horas de reagdo, independente da presenca
do biosurfactante.

Durante as 60 horas de reagdio do ensaio, a acidez tituldvel do branco néo foi alterada,
mostrando que, nas condigdes de reagdo, ndo ha a ocorréncia de hidrolise expontinea dos
substratos testados.

Em anos recentes, alguns autores tém relatado o efeito benéfico do uso de surfactantes
como aditivo em reagdes envolvendo lipases tanto para hidrélise quanto para sintese (Yasuda
et al., 2000). Varios trabalhos demonstram ainda a prévia modificagdo da enzima com o
surfactante como bastante eficiéncia no aumento ndo s6 da atividade como também da
enantioseletividade da mesma (Mogi et al., 1999). Em alguns casos, principalmente os que
envolvem reagdes em meio de solvente orgénico, o efeito benéfico € creditado a maior

solubilidade da enzima no meio. Em outros casos, como no do presente estudo, o aumento da
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eficiéncia na hidrolise deve-se principalmente & agdo emulsificante do biosurfactante utilizado,
que reduz o didmetro das goticulas de gordura no meio, aumentando a area de contato entre

enzima ¢ substrato.

Influéncia da adi¢do de surfactantes quimicos na atividade da lipase

Ap6s determinada as concentragdes ideais de biosurfactante e enzima para hidrolise do
substrato gordura de frango, avaliou-se a influéncia da adi¢do de surfactantes sintetizados
quimicamente na atividade da enzima lipase de Rhizopus sp..

Os resultados estio demonstrados na Figura 23, onde observa-se nitidamente que o
maior efeito na atividade da enzima é produzido pelo biosurfactante, sendo que a adi¢do dos

surfactantes quimicos provocou até uma pequena inibi¢éo na atividade da mesma.
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Figura 23: Influéncia da adigio de surfactantes na atividade da enzima lipase.
Com biosurfactante (—) Sem surfactante (—)
Com Triton x-100 (—) Com Tween 20 (—)

O efeito desses surfactantes quimicos foram também testados por Yasuda ef al. (2000) na
atividade de transesterificagdo da enzima lipase de Rhizopus chinensis, onde a adigdo de 2%
Triton x-100 aumentou a atividade da enzima de 0,047 para 0,333 KU/g-lipase. Entretanto, a

presenga de Tween 20 na mesma quantidade ndo afetou a atividade de transesterificacdo da

mesma.
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6. CONCLUSOES:

O microrganismo selecionado de maior interesse foi identificado como Serratia

marcescens.

Dentre os meios testados, o Meio 1 contendo peptona e glicerol foi o mais apropriado

para producdo de biosurfactante pela linhagem em estudo.

A otimiza¢do do processo de producdo do biosurfactante foi realizada através de
Planejamento Experimental, onde obteve-se a faixa o6tima das concentracdes de
peptona entre 0,17 a 0,4% e de glicerol entre 2,0 a 3,14%, nas condi¢Ges adequadas de

temperatura (35°C) e pH (7,0).

A producio de biosurfactante pela linhagem de S. marcescens LB006 fo1 notadamente
influenciada pela presenga de compostos insoluveis no meio, tanto de hidrocarbonetos

como de 6leos vegetais.

O microrganismo estudado produziu biosurfactante em residuos provenientes do
abatedouro de frangos, porém o mesmo n#o foi observado quanto aos outros residuos

testados.

O biosurfactante produzido demonstrou uma boa atividade emulsificante quando

comparado aos valores previamente descritos na literatura.
A adicio do biosurfactante no meio reacional aumentou consideravelmente a atividade
hidrolitica de lipase de Rhizopus sp., representando mais de 100% para o substrato

gordura de frango.

Quando comparado aos surfactantes quimicos normalmente utilizados, o biosurfactante

produzido apresentou maior influéncia na atividade da enzima lipase de Rhizopus sp.
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Com base na atividade emulsificante e na excelente atuagdo do biosurfactante
produzido junto a enzima lipase, evidencia-se sua potencial aplicagdo no uso desse
composto em processos de recuperacao de residuos oleosos € na limpeza de plantas

industriais.
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