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RESUMO

Grande numero de leveduras, bactérias e fungos, sdo conhecidos pela capacidade que
possuem em consumir diversos tipos de hidrocarbonetos, produzindo biomassa de rica
composig@o protéica. Neste tipo de fermentagdo, esses microrganismos sao também responsaveis
pela biodegradagdo do substrato utilizado, através da produgdo de um bioemulsificante
extracelular no meio de fermentagdo . Esse mecanismo ¢ importante na limpeza e remogio de
poluentes de petroleo de ecossistemas contaminados. A biodegradagdo € acompanhada pela
emulsificagdo do substrato no meio de crescimento, devido a produgdo de lipoproteinas e
lipopolissacarideos que atuam reduzindo a tensdo interfacial e aumentando a area interfacial do

substrato no meio.

No presente trabalho, a levedura Saccharomyces lipolytica CCT 0913 (NCYC 825), foi
cultivada em meios de cultura contendo 6leo-diesel comercial como principal fonte de carbono. A
influéncia de trés meios de diferentes composigdes, trés niveis de pH (4,00, 4,50 e 5,00) e duas
diferentes concentragdes de substrato (3 e 5% de oleo-diesel) na produgdo do bioemulsificante e
no rendimento celular, foram estudados. As fermentagdes foram primeiramente conduzidas em
frascos agitados, e depois, ja com as melhores condigdes operacionais selecionadas, em um

fermentador de bancada.

Nos frascos agitados, o bioemulsificante produzido apresentou uma maior atividade
quando se utilizou pH 5,00 e concentragdo de substrato de 3%. Para essas condi¢des, os valores
de rendimento celular foram de 4,7 g/l, 5,7 g/l e 6,3 g/l para os diferentes meios utilizados. O teor
de proteina variou de 39,1% a 39,8% em base seca. Os meios de cultura que continham cloreto
de amdnio como fonte nitrogenada, mostraram maior eficiéncia que o meio que continha sulfato

de amonio.

No fermentador de bancada, as condigdes operacionais foram pH 5,00, com e sem
controle ao longo da fermentagdo, concentragdo de substrato de 3% e 5%. Obteve-se uma
melhora acentuada na produgdo de biomassa e do bioemulsificante, € uma redugio no tempo total
de fermentacdo. O melhor rendimento celular (8,1 g/l), foi conseguido com pH 5,00 controlado e
concentra¢do de substrato de 3%. Por sua vez, as maiores atividades do bioemulsificante foram

obtidas com pH 5,00 sem controle, e concentragio de substrato de 5%.



SUMMARY

Many yeasts, bacteria and fungi are known for their capacity of assimilating
hydrocarbons producing Single Cell Protein (SCP) of rich protein composition. In this type of
fermentation these microrganisms are also capable of emulsifying these hydrocarbons due to the
production of extracellular bioemulsifier in the fermentation medium. This mechanism is important
in the cleaning and removal of petrolleum pollutants of contaminated areas. Biodegradation is due
the production of lipoproteins and lipopolyssacharides which reduce the interfacial tension and
increase the interfacial area of the substrate in the medium.

In the present work, the yeast Saccharomyces lipolytica CCT 0913 (NCYC 825) was
cultured in a medium containing comercial diesel-oil as the main carbon source. The influence of
three different compositions of the fermentation medium (medium 1,2 and 3), three levels of pH
(4.00, 4.50 and 5.00) and two different substrate concentrations (3 and 5% of diesel-oil) in the
production of the bioemulsifier and cellular yield were studied. The fermentations were first
conducted in shake flasks. With the best conditions obtained in this system, a run was made in a 6

liters fermentation unit.

The bioemulsifier produced in the shake flasks showed the higher activity when medium
2 with pH 5.00 and substrate concentration of 3% was utilized. Values for cellular yields under
these conditions were 4.7 g/l, 5.3 g/l and 6.3 g/l for medium 1, 2 and 3 respectively. Culture
medium containing ammonium chloride were more efficient than medium containing ammonium
sulphate. Protein yield was 39,1% to 39,8 % (dry basis).

Operational conditions in the 6 liters fermentor were pH 5.00 (controlled and not
controlled during the fermentation), substrate concentration 3 and 5% and culture medium 2. The
best results in the cellular production and the bioemulsifier and also a reduction in the
fermentation total time was achieved. The best cellular yield (8.1 g/l) was obtained with the
maintenance of pH 5.00 during fermentation and substrate concentration of 3%. The higher
bioemulsifier activity were obtained with pH 5.00, not controlled during fermentation, and

substrate concentration of 5%.



1 - INTRODUCAO

O crescimento de microrganismos que degradam hidrocarbonetos é acompanhado pela
emulsificacdo do substrato no meio de crescimento (BELSKY et al.,1979). A emulsificacio é
devido & producdo de lipoproteinas e lipopolissacarideos extracelulares que reduzem a tensdo
superficial no meio (CIRIGLIANO & CARMAN,1984). Numerosos trabalhos tém descrito a
capacidade de bactérias, leveduras e fungos em degradar hidrocarbonetos (WALKER et
al.,1975).

A habilidade dos microrganismos em utilizarem hidrocarbonetos é conhecida desde o
inicio do século passado (ATLAS,1978). Recentemente, a sintese de bioemulsificantes
extracelulares t€m recebido atengdo devido as suas propriedades de superficie ativa e aplicacdo
em recuperagio de Oleo, produgdo de proteina unicelular (SCP) e limpeza de tanques de navios
que transportam petroleo (GUTNICK & ROSENBERG,1977). COLWELL & WALKER (1977)
e ATLAS (1978), consideram que os microrganismos sdo os melhores agentes para destruicdo de
materiais orgdnicos originarios de derramamentos de petréleo. Praticamente todos os tipos de
hidrocarbonetos gasosos, liquidos e sélidos nas séries alifaticas, aromaticas, olefinicas e nafténicas
parecem ser suscetiveis a oxidagdo por microrganismos (ZOBELL,1946).

Durante este século, a demanda de petroleo como fonte de energia e como matéria-
prima para a industria quimica, tem resultado em um aumento na produgdo mundial de 29 para
mais de 2400 milhdes de toneladas por ano. Este dramatico crescimento na produgdo, refino e
distribuicdo de éleo cru, tem levado a um crescente problema de poluigio ambiental. Grande parte
desse problema, resulta do fato que os maiores paises produtores de petréleo ndo sdo os maiores
consumidores. Este massivo movimento de 6leo tem de ser feito de areas de alta produgio, para
aquelas de alto consumo. Segundo ATLAS (1978), aproximadamente 0,5% (12 milhdes de
toneladas por ano) do transporte de 6leo cru vai parar no mar, em fungio de derramamentos
acidentais e descargas deliberadas de aguas de lavagem de tanques de navios. A toxicidade deste
oleo cru e refinado para a ecologia marinha, e até mais diretamente para o homem, é comprovada,
ja que o mesmo contém fragSes mutagénicas, carcinogénicas, quimicas inibitorias do crescimento,
e até mesmo pequenas quantidades (5-100 pg/l) de certas fragdes que destroem microalgas e
formas juvenis de muitos organismos marinhos (GUTNICK & ROSENBERG, 1977).



Ha um conceito generalizado que as forgas bidticas e abidticas, que prevalecem no meio-
ambiente marinho, ndo tém capacidade infinita de remo¢do de hidrocarbonetos de petroleo
(COLWELL & WALKER,1977). O que acontece entdo com todos esses contaminantes? Em
muitos casos, eles podem ser fisicamentes recuperados por métodos como limpeza e sorgdo.
Porém, a evaporagio e a biodegradagio sdo os maiores processos de remogdo de poluentes de
petroleo de ecossistemas contaminados (ATLAS,1978). A evaporagdo transfere hidrocarbonetos
para a atmosfera, enquanto a biodegradagdo os converte para compostos contendo oxigénio, ou
dioxido de carbono e 4gua, no caso da biodegradagio completa (mineralizagdo). A biodegradacio
de misturas complexas de hidrocarbonetos ¢ geralmente incompleta e seletiva em relagdo a
algumas fragdes de petroleo. Apesar disso, segundo GUTNICK & ROSENBERG (1977), os
microrganismos podem ser usados para produzir agentes emulsificantes efetivos para limpeza de

compartimentos de navios e de derramamentos de 6leo.



2 - OBJETIVOS

Sabendo-se que € grave o problema da poluigdo ambiental causada por derivados de
petrdleo, e que a fermentagido de hidrocarbonetos pode, além de dar uma valorosa contribuigdo
para a solugido deste tipo de problema, ser util como meio produtor de biomassa de rica
composigao protéica, os principais objetivos deste trabalho sdo:

- Estudar a produgdo de um bioemulsificante extracelular, observando as condigdes
operacionais (pH, concentragio de substrato e nutrientes) que permitam maximizar a atividade
do mesmo.

- Quantificar a biomassa produzida e o seu teor protéico.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Microrganismos que Degradam Hidrocarbonetos

Segundo CIRIGLIANO & CARMAN (1984) o niimero de microrganismos capazes de
assimilar hidrocarbonetos, também s3o capazes de emulsifica-los durante o processo de
degradagdo do substrato.

A habilidade para utilizar hidrocarbonetos, ndo € restrito a poucas espécies de
microrganismos. ZOBELL (1946), listou mais de 100 tipos de bactérias, leveduras e fungos aptos
a atacar hidrocarbonetos. Espécies representativas de 30 géneros microbianos tém sido descritas
como aptas a degradar um ou mais tipos de hidrocarbonetos. Largamente distribuidos na
natureza, esses microrganismos, também conhecidos como oxidadores de hidrocarbonetos ou
hidrocarbonoclasticos, ocorrem no solo, na agua e em sedimentos. Eles sio especialmente
abundantes em areas que historicamente tém sido expostas a algum tipo de hidrocarboneto.

Os géneros mais representativos desses microrganismos sao :

BACTERIAS - Achromobacter,  Acinetobacter,  Actinomyces, Alcaligenes,
Arthrobacter, Acromonas, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,

Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Streptomyces e Vibrio;

LEVEDURAS - Candida, Debaryomices, Hansenulas, Pichia, Rhodosporidium,

Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torulopsis e Trichosporium;

FUNGOS - Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Cuminghamella, Fusarium,

Morticrella, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Sporotrichum e Verticillium.

WALKER et al.(1975) realizaram o primeiro estudo comparativo de leveduras, bactérias
e fungos petroleo-degradantes, e suas habilidades para degradar uma mistura de hidrocarbonetos
como substrato. Dentre 30 diferentes tipos de microrganismos estudados, encontrou-se ser a
Pseudomonas aeruginosa, a Acinetobacter sp, a Sporobolomyces sp, a Rhodotorula glutinis, a
Candida sp e o Penicillium sp os mais efetivos. Alcanos normais mostraram ser mais suscetiveis a

degradagdo por bactérias e leveduras, quando o comprimento da cadeia carbdnica cresce de 10



até 20. Ja os fungos mostraram pequena correlagdo entre comprimento da cadeia normal de
alcanos e a suscetibilidade a biodegradagdo. Outros hidrocarbonetos mais complexos como
cumenos, naftalenos, fenantrenos, pristanos, 1,2 bezantraceno, pirilenos e pirenos, também foram
degradados pelos microrganismos. Um interessante resultado obtido por WALKER et al.(1975),
foi a utilizagdo de hidrocarbonetos de petroleo pela Leucothrix mucor, uma bactéria marinha
associada com a decomposi¢do de algas. Esta observagdo pode provar significativamente, a
diminui¢do da quantidade de algas nos oceanos, devido a poluigio por dleo.

HARVEY et al.(1990), testaram um bioemulsificante glicolipidico produzido por P.
aeruginosa ¢ sua habilidade para remover 6leo de amostras de areia contaminada do Alaska sobre
varias condigdes, incluindo, concentragdo do emulsificante, temperatura da agua e tempo de
contato. Os resultados demonstraram ser o emulsificante microbiolégico de duas a trés vezes mais
efetivo na remogdo do o6leo, do que a agua. O aumento na concentragio do bioemulsificante (até
1%) e na temperatura (até 50°C), levou a uma significativa melhora na remogio. J4 o tempo de
contato demonstrou um valor 6timo em torno de 1 minuto. Além da melhoria quantitativa na
remogdo, os autores salientaram a ndo-toxicidade e a biodegradabilidade do emulsificante

microbioldgico.

SAR & ROSENBERG (1983), estudaram a produgdo de um bioemulsificante de alta
atividade na degradagdo de hidrocarbonetos, em 16 diferentes sublinhagens de Acinetobacter
calcoaceticus. PINES & GUTNICK (1986), obtiveram resultados semelhantes com A.
calcoaceticus RAG-1 crescendo em 6leo cru.

ROSENBERG et al.(1979-a), obtiveram um fator emulsificante extracelular puro,
produzido por Arthrobacter RAG-1(EF-RAG), que emulsificou 6leo de petroleo, 6leo-diesel e
uma variedade de 6leos crus e gasoleos. Embora querosene e gasolina tivessem sido pobremente
emulsificados pelo EF-RAG, eles foram convertidos em bons substratos para emulsifica¢do, pela
adigdo de compostos aromaticos, como o 2-metilnaftaleno. Nenhuma fragdo aromatica ou
alifatica de oleo cru foi emulsificada. Entretanto, misturas contendo ambas fragdes foram
emulsificadas. ROSENBERG et al. (1972 b) e SINGH & DESAI (1988), também produziram
bioemulsificante extracelular a partir de Arthrobacter RAG-1.

Segundo JOHNSON et al(1992), as leveduras sdo conhecidas por produzir
emulsificantes extracelulares, quando crescem em substratos imisciveis ou pouco misciveis em
agua, como alcanos e 6leos. Candida guilliermondii, demonstrou produzir emulsificantes quando
cresce em Oleo-diesel (CONCONE et al.,1972). BLANCH & EINSELE (1973), examinaram a
cinética de crescimento da Candida tropicalis, usando n-hexadecano puro como substrato da fase



dispersa. YOSHIDA & YAMANE (1974), também observaram a formagdo de bioemulsificantes,
¢ propuseram um modelo cinético para C. tropicalis crescendo sobre n-hexadecano. SINGH et
al.(1990), notaram que a C. tropicalis usada para produg@o de Proteina Unicelular (SCP), exibia a
produgdo de um bioemulsificante extracelular quando crescia em batelada alimentada utilizando n-
hexadecano como fonte de carbono. O bioemulsificante mostrou atividade contra varios
hidrocarbonetos: maxima com aromaticos e minima com parafinas normais. Quando cresce em
presenca de n-hexadecano, a Candida lipolytica produz agentes emulsificantes que reduzem a
tensdo interfacial do meio, aumentando significadamente o grau de emulsificagdo (CIRIGLIANO
& CARMAN, 1984 e GUTNICK & ROSENBERG, 1977). Segundo CIRIGLIANO & CARMAN
(1984), a C. lpolytica tem demonstrado utilizar uma grande variedade de substratos
hidrocarbonados imisciveis em agua. Eles isolaram um bioemulsificante a partir da C. lipolytica, e
notaram que uma desprezivel atividade de emulsificagdo foi produzida quando a levedura cresceu
em meio contendo glicose como fonte de carbono. J4 em culturas suplementadas com n-
hexadecano, percebeu-se um crescente aumento da atividade emulsificante. GUTIERREZ &
ERICKSON (1977) discutiram o efeito da tensdo superficial e consumo de substrato, dentre
outros, no crescimento de C. lipolytica sobre n-hexadecano. Eles atribuem a diminui¢io da tensio
superficial a produgdo pelas células de materiais de superficie ativa. Outros autores (PROKOP et
al.,1971, MOO-YOUNG et al ,1971-a e 1971-b, ¢ GOMA et al,,1974) também descreveram a
atividade emulsificante da C. lipolytica quando cresce sobre os mais diversos substratos
hidrocarbonados, tais como: dodecano, gasoleo, gaséleo desparafinado e fragGes especificas de n-
Cl2 an-C17.



3.2 - Caracterizacio Quimica de um Bioemulsificante

Emulsificantes e surfactantes sio classificados como anidnicos, catidnicos ou nio-
i6nicos. O nimero de HLB (Balango Hidroéfilo-Lipéfilo) ¢ também usado como guia inicial na
formulagdo das emulsGes. Numerosos microrganismos excretam fatores emulsificantes dentro do
meio de cultura quando crescem sobre hidrocarbonetos. GUTNICK & ROSENBERG (1977),
encontraram que a Candida petrophilum produziu um fator emulsificante composto de peptideos
e acidos graxos. ROSENBERG et al.(1979-a) encontraram lipideo-trialose na fase 6lea de caldos
de cultura de Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium e Nocardia. Este composto
contém aproximadamente 1 mol de o,o-trialose por 2 mol de a-ramificado, B-hidroxi-acido
graxo. A. calcoaceticus RAG-1 mostrou produzir um bioemulsificante heteropolissacarideo
aniébnico com um peso molecular médio de 9,9 x 105, consistindo basicamente de D-
galactosamina, acido D-galactosamina urénico e uma hexosamina nio-identificada. As
propriedades anfifaticas da emulsdo sdo devidas em parte a presenca de acidos graxos unidos ao
polissacarideo, por ligagdes de éster e amido. SAR & ROSENBERG (1983) e BELSKY et
al.(1979), também isolaram bioemulsificantes de A. calcoaceticus RAG-1, com composigdes
semelhantes. CIRIGLIANO & CARMAN (1984) relataram que um emulsificante extracelular
produzido por C. lipolytica era composto primariamente por carboidratos. O bioemulsificante
chamado de Liposan, foi relativamente estavel entre 30 e 90 °C. Sua maxima atividade foi
conseguida entre pH 2,0 e 5,0. Ao contrario de bioemulsificantes produzidos por bactérias, a
atividade do Liposan ndo foi influenciada pela presenca de ions metalicos. Ja a presenca de

algumas concentrages de sais, reduziram a sua atividade.

CIRIGLIANO & CARMAN (1985), purificaram e caracterizaram o Liposan,
bioemulsificante por eles produzido, e composto de 83% de carboidratos (heteropolissacarideos
consistindo de glicose, galactose, galactosamina e acido galacturdnico) e 17% de proteinas. A
purifica¢do foi feita através de filtragdes sucessivas e pervaporagio, em tubos de dialise, a baixas
temperaturas. Nas Tabelas 3.1 e 3.2, os autores comparam as propriedades de estabilizagio e de
emulsificagdo do Liposan com outros agentes emulsificantes comerciais. Dos 13 emulsificantes
testados, o Liposan foi o sexto colocado em atividade de emulsificagio, e o oitavo em
propriedades de estabilizagdo. Vale salientar que a medida da atividade do emulsificante se refere
ao Liposan ja purificado. Houve uma queda significativa entre a medida da atividade do filtrado
livre de células (172 U), do filtrado concentrado (159 U) e do bioemulsificante purificado (0,75
U).



Segundo GERSON & ZAJIC (1979), os microrganismos tém sido extremamente uteis
no controle da poluigdo e na degradagdo e emulsificagdo de 6leos combustiveis. A produgdo de
compostos de superficie ativa por fermentagio de hidrocarbonetos, pode levar a criagdo de novos
surfactantes a custos mais baixos do que aqueles produzidos por vias sintéticas tradicionais. A
producdo de bioemulsificantes por fermentagio de hidrocarbonetos tém demonstrado grande
utilidade na melhoria dos efeitos de recuperagdo de éleo, sendo que a sua aplicabilidade vai da
emulsificagdo até a desemulsificagio para umedecimento, detergentes e espumas.

TABELA 3.1 - Estabilizagio de Emulsdes de Oleos Vegetais pelo Liposan (3

OLEO VEGETAL CONSTANTE DE DECAIMENTO (Kp)
COM LIPOSAN _ SEM LIPOSAN  DIFERENCA

CAROCO DE ALGODAO -8,6 2,6 6,0

MILHO 1,7 2,6 5,1

SOJA 7,3 2,3 5,0

AMENDOIM 8,2 3,3 4,9

OLIVA 5.4 2,7 2,7

SAFFLOWER -6,6 -4,3 23

GIRASSOL -6,2 4,1 2,1

(a) - Quanto menor o valor de Kp, maior a estabilidade
Fonte : CIRIGLIANO & CARMAN (1985).

TABELA 3.2 - Comparagio das Propriedades de Emulsificagio e de Estabilizagdo (@

EMULSIFICANTE  ATIVIDADE (U) ESTABILIZANTE  Kp (10)

CARAGENINA 1,75 TWEEN 80 2,1
TWEEN 80 1,60 HPMC 2.1
TWEEN 20 1,35 TWEEN 20 2,9
PECTINA 1,21 GELATINA -3.8
TRITON X-100 1,20 ALGINATO 5.2
LIPOSAN 0,75 CARAGENINA 5,7
CASEINA 0,65 GOMA ARABICA  -5,9
ALGINATO 0,60 TRITON X-100 -5.9
GOMA ARABICA 0,59 LIPOSAN -6,0
GOMA GATI 0,47 CASEINA 272
HPMC 0,30 GOMA GATI 7.6
DEXTRANA 0,22 PECTINA -8,9
GELATINA 0,08 DEXTRANA 21,0

(a) - A atividade de emulsificago (U), foi descrita como a quantidade de bioemulsificante
que provoca uma absorbancia de 1,0 a 540 nm, usando n-hexadecano como hidrocarboneto.
Fonte : CIRIGLIANO & CARMAN (1985)



TABELA 3.3 - Bioemulsificantes - Algumas Estruturas Quimicas e Seus Microrganismos de

Origem.

SUBSTANCIA

MICRORGANISMO

TRIALOSELIPIDEO

Arthrobacter paraffinus, Nocardia asteroides
Brevibacterium vitarumen, Corynebacterium ovis
Propionibacterium shermanii,Mycobacterium spp
Rhodococus erythropolis,Corynebacterium diphteriae
Micromonosporo sp,

TRIALOSELIPIDEO
(com acucar substituido.)

Arthrobacter sp, Corynebacterium sp, Nocardia sp

RAMNOLIPIDEO

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp

SOFORESELIPIDEO

Torulopsis magnoliae, T.grapengiesseri, T. bombicola

DIGLICOSIL-DIGLICERIDEO

Lactobacillus fermenti

POLISSACARILIPIDEO(Proteina)

Arthrobacter calcoaceticus,Acinetobacter calcoaceticus,

COMPLEXO Candida lipolytica, Candida tropicalis
LIPOPEPTIDEO Bacillus subtilis, Candida petrophilum
Corynebacterium lepus, Streptomyces canes
ORNITINA-LISINA LIPIDEO Agrobacterium tumefacious, Thiobacillus thiooxidans
Gluconobacter cerineus, Pseudomonas rubescem
PROTEINA(como ativado) Pseudomonas aeruginosa
FOSFOLIPIDEO Thiobacillus thiooxidans, Corynebacterium alkannus
Corynebacterium lepus
ACIDOS GRAXOS Micrococcus cerificans
ACIDO CORINOMICOLICO Corynebacterium lepus
ALCOOIS GRAXOS Arthrobacter paraffineus,Mycobacterium lacticolum
GLICERIDEOS E ESTERES Acinetobacter sp,Mycobacterium rhodochrous

Corynebacterium fascicam,Clostridium pasteurianum

Fonte:BULLER & SCHINDLER,1984.Biotransformations.Vol.6a,p.335-336.



(1H

CH20-CO-CH--CH-(CH2)m-CH3

(CH2)n
CH3
o H
OH H
H CH2-0
OH Y 1 —O o 1
H OH H

CiH
CH3~( CH2)m-CH-CIH-CO

+n=
m+n=27 a 31 (CH2)n

l

CH3

a-) Trialose Dimicolato de Rhodococcus erythropolis

CH3

~

CH-(CHZ)9-(EHCHZC-L-Glu~L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp

o

0o {.-Leu

D-Leu

b-) Surfactina ou Subtilis, lipopeptideo isolado do  Bacillus subtillis

CH20H

0
CH
H l
CH20H 0 (CH2)15
|
co

c-) Soforesilipideo Diacetilado de Torulopsis sp
FIGURA 3.1 - Algumas estruturas de bioemulsificantes.
Fonte:BULLER & SCHINDLER, 1984 Biotransformations, Vol.6a, p.334.

10
-



3.3 - Mecanismos de Ataque e Assimilagio do Hidrocarboneto pelo
Microrganismo

O mecanismo pelo qual o hidrocarboneto ¢ utilizado pela Candida lipolytica, ocorre da
seguinte maneira: as células produzem materiais de superficie ativa, que reduzem a tensdo
interfacial entre o 6leo e a fase aquosa. Como a tensdo interfacial decresce, o didmetro médio das
gotas de Oleo decresce e a area interfacial cresce. Algumas células atacam grandes gotas de 6leo e
alimentam-se delas. Paralelamente, comega a formagio de mais microgotas, através da explosio
de bolhas de ar que envolvem o filme 6leo, na superficie liquida. Essas microgotas sio entio
carregadas para dentro da fase aquosa, por células que se soltam das grandes gotas, e 1a sdo
adsorvidas (GUTIERREZ & ERICKSON,1978). E importante salientar que quando a tensdo
interfacial do meio decresce, a pseudosolubilizagdo (solubilizagdo das microgotas mais
solubilidade real do hidrocarboneto) cresce. Alguns pesquisadores (EVANS, JOHNSON,
McKENNA & KALIO, e VAN DER LINDEN & THIJSSE, citados por ATLAS,1978)
estabeleceram passos metabolicos para um numero de estruturas alifaticas e aromaticas. O
caminho geral para a degradagdo de um alcano envolve formagio sequencial de um alcool, um
aldeido e um 4cido graxo. O acido graxo € entdo quebrado, formando dioxido de carbono e um
acido graxo com duas unidades de carbono a menos. Este processo é conhecido como beta-
oxidagdo. O ataque enzimatico inicial, envolve uma classe de enzimas chamadas oxigenases. Na
oxidagdo de n-parafinas, a oxidagdo terminal e a beta-oxidagdo, tendem a produzir unidades de
C-2. Ja o caminho para degradagdo de um hidrocarboneto aromatico, envolve hidroxilagio da
estrutura do anel benzénico, formando um diol (catecol). O anel € entdo quebrado, formando um
acido dicarboxilico (acido muconico). A degradagio de compostos aromaticos substituidos
geralmente procede por beta-oxidagdo inicial da cadeia lateral, seguido por divisdo da estrutura
do anel benzénico (dihidroxilagdo). A substituigdo alquil geralmente retarda a taxa de degradagéo
dos alcanos. Uma importante descoberta destes estudos metabolicos, foi que alguns
hidrocarbonetos podem ser degradados por cooxidagdo. Na cooxidagido, um hidrocarboneto serve
como substrato para o crescimento, e, um segundo hidrocarboneto que ndo pode servir como
substrato para o crescimento, ¢ gratuitamente degradado. Logo, alguns hidrocarbonetos que sdo
individualmente resistentes ao ataque microbioldgico, podem ser degradados em uma mistura, tal
qual 6leo-diesel. Por exemplo, um microrganismo que pode degradar fenildecano mas nao tolueno
sozinho, pode estar apto a degradar tolueno em uma mistura de hidrocarbonetos que também
contenha fenildecano. Alguns compostos de petroleo que resistem ao ataque microbiologico, e
acumulam como poluentes, sio removidos por degradagdo cooxidativa. Embora os
hidrocarbonetos possam ser degradados por cooxidagdo, alguns podem ser poupados de um
ataque microbiolégico, enquanto outros da mistura sdo preferencialmente atacados, num

fenémeno conhecido como diauxia. Juntos, cooxidagio e diauxia podem ocorrer em uma mistura
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de hidrocarbonetos, facilitando a degradagio de compostos mais complexos, tais como oleos
refinados (ATLAS,1978). O metabolismo de degradagio de muitos hidrocarbonetos pesados e
complexos, como alcanos de alto peso molecular, cicloalcanos de multiplos anéis e aromaticos
polinucleares, ndo foram ainda adequadamente explicados.

A taxa de degradagdo de alcanos de cadeia longa, dependera da disponibilidade de
hidrocarbonetos para os microrganismos. A baixa solubilidade e a area de superficie dos alcanos
de cadeia longa (acima de C-17), diminuirdo essa disponibilidade. Extensivas quebras na cadeia
carbonica, tendem a reduzir as taxas de degradagdo. A quebra da cadeia pode também mudar o
caminho metabdlico na utilizagdo de um hidrocarboneto. Por exemplo, compostos como pristano
ou fitano, podem ser degradados por omega-oxidagdo, com a formagdo de um acido dicarboxilico
em lugar do acido monocarboxilico como na beta-oxidagao.

A degradagdo de poluentes de petroleo dependera também da qualidade da mistura de
hidrocarbonetos. A viscosidade dos dleos poluentes é uma importante propriedade que determina
em parte, a velocidade e a dispersdo das misturas hidrocarbonadas, e por conseguinte, a area de
superficie disponivel para o ataque microbiano. H4 algumas diferengas entre 6leos crus e 6leos
refinados. Alguns 6leos contém hidrocarbonetos toxicos, que podem impedir ou atrasar o ataque
por parte dos microrganismos. Mais, alguns 6leos refinados contém aditivos como o chumbo, que
podem inibir a degradagio. Em geral, os Oleos possuem variadas propor¢des de fragdes
parafinicas, aromaticas e asfalticas. A taxa e a extensdo da biodegradagio, dependera entdo da
propor¢do relativa destes hidrocarbonetos. Segundo ZOBELL (1946), existe uma certa
seletividade na utilizagdo de o6leos crus, em virtude da larga variagdo de composigio. Ele propds

que :

a- Parafinas e alifaticos sdo mais diretamente degradados que hidrocarbonetos

aromaticos;
b-Parafinas de cadeias longas sdo degradadas preferencialmente as de cadeia curta;
c-Compostos saturados sdo degradados mais diretamente do que compostos insaturados;

d-Cadeias ramificadas sdo decompostas menos facilmente que cadeias lineares.

Na fermentagdo de hidrocarbonetos, as espécies microbioldgicas e a natureza quimica do
substrato, tem um importante papel na decisdo de que tipo de interagio célula-substrato é usada.
BUHLER & SCHINDLER (1984), relataram trés modos de ataque:
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1-Contato direto através do ataque de células a grandes gotas de 6leo;
2-Contato direto através da acomodagio de microgotas de 6leo na superficie da célula;

3-Consumo do hidrocarboneto dissolvido na fase aquosa.

O contato direto entre as gotas de 6leo e as células parece ser o mecanismo pelo qual a
maior parte do substrato € consumido. A 4rea superficial do 6leo a ser contactada, inclui as gotas
maiores nas quais as células aderem, e as microgotas, que sio adsorvidas pelas células (Figura
3.2).

O fenémeno da emulsificagio na fermentagdo de hidrocarbonetos nio é completamente
compreendido. GUTIERREZ & ERICKSON (1977), relataram que microrganismos que podem
utilizar hidrocarbonetos mostram uma maior afinidade para com o 6leo do que aqueles inaptos a
degradarem-no. Eles atribuem esta afinidade a compostos lipofilicos celulares. Para todos
possiveis mecanismos de consumo de hidrocarbonetos, o crescimento celular seria afetado pelo
grau de emulsificagdo: ou por governar a area interfacial de contato, ou por controlar a taxa de
transferéncia de substrato dentro da solugdo aquosa.

A importancia de microgotas de 6leo na fermentagio de hidrocarbonetos, foi relatado
por alguns pesquisadores (PROKOP & ERICKSON, 1972, MOO-YOUNG & SHIMIZU, 1971,
YOSHIDA & YAMAKE,1974). Presumivelmente, as microgotas sdo adsorvidas na superficie
celular e permanecem 14 até serem consumidas. E importante salientar que a contribuigio relativa
dessas microgotas, varia com as diferentes condi¢des experimentais. Ela também varia com
diferentes espécies, por causa das diferengas na composigio, na lipofobicidade da parede celular,
e na produg@o de emulsificantes extracelulares (GUTIERREZ & ERICKSON,1977).

GOMA et al.(1973,1974) relataram que a solubilidade aparente do 6leo, cresce durante a
fermentagdo, e que os hidrocarbonetos usados como substrato, foram sempre os mais soluveis.
Esta solubilidade ndo € a solubilidade real, mas a pseudosolubilidade que é responsavel pela
acomodagdo das gotas de 6leo no caldo de fermentagdo. Destes resultados, eles concluiram que a
solubilizagdo foi o primeiro passo na assimilagdo de hidrocarbonetos pela Candida lipolytica.
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3.4 - Fermentacio de Hidrocarbonetos - Conducio e Fatores de Influéncia

Um dos maiores problemas na fermentag@o ¢ prover os microrganismos em crescimento,
de todas as suas necessidades essenciais reprodutivas. A fermentagio de hidrocarbonetos nio é
uma excessao a essa regra. Até mais; ela adiciona uma maior complicagdo devido ao fato do
hidrocarboneto estar presente como uma fase separada. Dentre os inconvenientes deste tipo de
fermentagio, dois tém recebido maior atengdo: a limitada solubilidade dos hidrocarbonetos em
agua, e a grande demanda de oxigénio quando comparada a uma fermentag¢io de carboidratos
(GUTIERREZ & ERICKSON,1977). A solubilidade das parafinas em agua tem sido investigado
por alguns pesquisadores. Sabe-se que esta solubilidade decresce com o aumento do niumeros de
atomos da cadeia carbonica. SUTTON & CALDER (citados por GUTIERREZ &
ERICKSON,1977), encontraram que a solubilidade de varias n-parafinas, foram maiores em agua
destilada do que em agua do mar. Ja a alta demanda de oxigénio, é propria da composigio das
parafinas (alta fragdo massica de carbono, e auséncia de oxigénio). Segundo GUTIERREZ &
ERICKSON (1977), o consumo de oxigénio numa fermenta¢do de hidrocarbonetos chega a ser

trés vezes maior do que numa fermentagio de carboidratos.

BLANCH & EINSELE (1973), dividem a fermentagdo de hidrocarbonetos em dois tipos
distintos: aquela onde somente o substrato puro esta envolvido (considerada a mais simples), € a
que o substrato esta dissolvido em uma fase dispersa inerte. Segundo eles, utilizando substrato

puro como fase dispersa, observagdes experimentais mostraram que:

a-Culturas em bateladas exibem duas regides de crescimento; primeiro uma exponencial,

e entdo uma fase de crescimento linear;

b-A taxa especifica de crescimento aumenta com a adigdo de surfactantes (geralmente

utilizados na proporgio de 0,01 a 0,1%);

c-Existe uma forte afinidade entre o microrganismo e o substrato por ele degradado.

VELANKAR et al. (1975), chegaram as seguintes conclusdes para Pseudomonas

aeruginosa crescendo sobre heptano:

a-A taxa exponencial de crescimento cresce com o aumento da taxa de agitag3o;
b- A taxa de crescimento linear ocorre em altas concentragdes celulares para as altas

taxas de agitagdo.
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(3a)-Ataque entre células separadas das gotas de 6leo por uma fase aquosa.
(3b e 3¢)-Consumo do substrato por células diretamente aderidas as gotas de 6leo.

FIGURA 3.2 - Ilustragio de possiveis formas de consumo de um hidrocarboneto liquido

pelas células.

Fonte: MOO-YOUNG & SHIMIZU (1971)

Na fase de crescimento linear, hidrocarbonetos de cadeia curta sdo solubilizados mais
rapidamente do que os de cadeia longa. MOO-YOUNG & SHIMIZU (1971), encontraram que
para a Candida lipolytica crescendo em n-dodecano, a taxa de crescimento exponencial foi uma
fungio da concentragdo de hidrocarboneto e da taxa de agitagdo. Eles ndo relataram nenhuma
taxa de crescimento linear. JoA PROKOP et al.(1971), relataram que na regido onde o crescimento
linear é observado, cresce a quantidade de células na superficie de grandes gotas, e, decresce na
superficie de pequenas gotas, devido a essas se tornarem rapidamente exaustas em virtude da
segrega¢do e da sua relativamente alta propor¢do superficie-volume.
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A temperatura é outro fator que exerce uma grande influéncia na fermentagio de
hidrocarbonetos. PROKOP & ERICKSON (1972), relataram que para C. lipolytica crescendo em
gasOleo, a taxa de crescimento aumenta quando a temperatura varia de 23 a 32°C, e entdo
rapidamente decresce quando a temperatura chega a 340C. Segundo eles, a temperatura de 31 -
329C pode ser considerada como 6tima, em relagdo ao consumo de substrato.

Numerosos autores (PROKOP et al., 1971, MOO-YOUNG et al,1971, PROKOP &
ERICKSON, 1972, BLANCH & EINSELE, 1973, GUTIERREZ & ERICKSON, 1977, FERRER
& ERICKSON,1980) tém trabalhado com um intervalo de pH que vai de 4,00 a 5,50 para
culturas de C. lipolytica . O ajuste desse pH ¢é feito pelo uso de solugdes como NaCl, NH40H,
H»>SO4 e NaOH.

A adi¢do de determinados nutrientes ao meio de crescimento, é considerado por varios
autores como essencial a fermentagdo de hidrocarbonetos (FOGHT et al., 1989, SINGH et
al.,1990;JOHNSON et al.,1992, CONCONE et al,1972). Esses nutrientes vdo desde sais
inorganicos como fontes de nitrogénio e fosforo, até vitaminas. JOHNSON et al.(1992),
demonstraram ser o nitrato de potassio (KNO3), a fonte de nitrogénio que permitiu a maior
atividade de um bioemulsificante produzido por Rhodotorula glutinis P-30, crescendo sobre

gasoleo.
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3.5 - Aspectos Ecoldgicos da Biodegradacio no Meio-Ambiente

Os acidentes com derramamento de o6leo tem levado os pesquisadores a uma
preocupagdo quanto ao impacto que os mesmos podem causar no meio-ambiente. Entre 1967 e
1969, trés grandes derramamentos estimularam a pesquisa e o desenvolvimento de métodos para
limpeza, bem como o de microrganismos para a degradagio. Parte dos componentes do éleo sio
diretamente evaporados ou biodegradados, mas outros permanecem no meio-ambiente, sendo
portanto importante caracterizar aqueles degradaveis e os que s3o recalcitantes. Os n-alcanos sio
diretamente utilizados dentro de pouco tempo, mas todo o éleo nio desaparecera em tempo
proporcional, ja que existem fragSes remanescentes que sdo resistentes ao ataque microbiologico.
Na natureza, as condigdes raramente sdo favoraveis & maxima biodegradagio. Por exemplo, no
fundo do mar a temperatura da agua geralmente é menor que 4 °C, e a maioria dos nutrientes
estao presentes na concentragdo de miligramas por litro. Com isto, a taxa de degradagdo pode ser
marcadamente lenta no meio-ambiente natural, e o 6leo pode permanecer no oceano por um

longo periodo.

COLWELL & WALKER (1977), mostram nas Tabelas 3.4 e 3.5, os resultados de um
estudo realizado com duas variedades de oleo cru e duas de dleo refinado, expostos a
microrganismos. Depois de sete semanas, encontrou-se que respectivamente, 78% e 51% dos
Oleos crus haviam sido consumidos, ao passo que no caso dos 6leos refinados, que continham um
alto teor de aromaticos e asfaltos, a taxa de degradagao caiu para 41% e 11%, respectivamente. A
comparagdo do consumo de componentes seletivos nas quatro amostras de 6leo levam a clara
indicagio que ha diferengas na suscetibilidade para degrada¢do de cada um dos componentes.

3.5.1 - Consideracdes e Comparagées Acerca da Biodegradacgio de Hidrocarbonetos

A seguir sdo feitas algumas comparagdes em relagdo a capacidade de biodegradagio de
alguns hidrocarbonetos, bem como, consideragdes acerca da influéncia de algumas variaveis na

extensdo da mesma.

MEIO-AMBIENTES POLUIDOS E NAO-POLUIDOS

Embora os locais poluidos com 6leo, como as areas de portos, contenham um grande

numero de microrganismos aptos a degradarem petroleo, tais areas podem ser geograficamente
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diferentes na eficiéncia de populagSes microbianas em relagdo a capacidade biodegradativa. As
diferengas geograficas, incluindo clima e tipos de afluentes que sio descarregados nos portos
devem ser considerados no potencial degradativo. A Tabela 3.6 mostra claramente a diferenca na
eficiéncia, extensdo e taxa de biodegradagdo, quando uma amostra de 6leo foi inoculada com
culturas originarias de trés diferentes portos americanos e do fundo do oceano.

AGUAS COSTEIRAS x FUNDO DO MAR

Diferengas detectaveis tém sido observadas na flora microbiana de amostras coletadas
em aguas costeiras quando comparadas com amostras do fundo do mar. Diferengas que ocorrem
principalmente na pressdo e temperatura, podem em geral ter um efeito marcante na degradagio
dos hidrocarbonetos. COLWELL & WALKER (1977), descreveram um experimento no qual
uma amostra de hidrocarboneto que foi utilizada como substrato a 1 atm e 4 °C, teve a fase
estacionaria (maximo crescimento da cultura) alcangada em quatro semanas, ao passo que quando
a pressdo foi mudada para 500 atm, o maximo de crescimento s6 foi alcangado em trinta e duas
semanas de incubagdo. Da mesma forma, 94% do substrato foi consumido em oito semanas a 1
atm, enquanto que a 500 atm, a mesma taxa de consumo sé foi obtida depois de quarenta
semanas. Estes dados sugerem que um residuo de petroleo que esteja no fundo do oceano, sera
degradado a uma taxa relativamente mais lenta do que quando 0 mesmo se encontrar em aguas

costeiras.

TABELA 3.4 - Composigio dos Oleos Crus e Refinados

PERCENTUAL DE CADA FRACAO

FRACAO OLEO CRU 1 OLEO CRU 2 OLEOREFIN. 1  OLEO REFIN. 2
SATURADOS 47 24 23 15
AROMATICOS 37 49 56 39

RESINAS 15 20 21 24

ASFALTOS 1 7 0 22

Fonte - COLWELL & WALKER (1977)

TABELA 3.5 - Percentual dos Componentes de Cada Oleo Ap6s a Biodegradagao
PERCENTUAL DE CADA FRACAO

FRACAO OLEO CRU 1 OLEO CRU 2 OLEOREFIN.2  OLEO REFIN. 2
SATURADOS 27 60 48 24
AROMATICOS 10 41 15 90
RESINAS 0 50 0 100
ASFALTOS 80 57 100 64

Fonte - COLWELL & WALKER (1977)
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TABELA 3.6 - Percentuais de degradagdo de um 6leo cru com microrganismos de trés
diferentes portos e do fundo do mar

FRACOES PORTO DA BAIA PORTO DE PORTO DE FUNDO DO
DO LESTE BALTIMORE SAN JUAN OCEANO
SATURADOS 42 78 59 62
Alcanos 40 89 85 69
ciclo-alcanos 42 88 56 51
de 1 anel
ciclo-alcanos 19 62 35 45
de 4 anéis
AROMATICOS 5 38 0 18
Monoaromaticos 9 51 0 30
tetraromaticos 0 0 0 0
sulfoaromaticos 0 28 0 17
RESINAS 0 0 47 61
ASFALTOS 0 0 0 0
RESIDUO 16 50 38 48
TOTAL
DEGRADADO

Fonte - COLWELL & WALKER (1977)

NECESSIDADE DE NUTRIENTES

A limitagdo de nutrientes, especialmente nitratos e fosfatos, é o principal fator que afeta
a taxa e a extensdo da degradagdo de petroleo no meio-ambiente marinho. O oxigénio pode
também ser um fator limitante, quando o meio se encontra contaminado com gasolina. Segundo
ATLAS & BARTHA (citado por COLWELL & WALKER,1977), um crescimento de oito a nove
vezes na extensdo da biodegradagdo de misturas agua-6leo provenientes de descargas de tanques
de navios no mar, foi observada quando se acrescentou sais de nitrogénio e fosforo. Nao ha
duvidas, que a fertilizagdo de areas de derramamentos melhora consideravelmente a

biodegradag¢do microbiana.
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3.6 - A Fermentacio de Hidrocarbonetos e a Producéo de Proteina Unicelular

3.6.1 - Introduciao

Proteina unicelular (SCP), é o termo internacionalmente usado para material celular
microbiano, usado como alimento ou alimentagdo. J4 a algum tempo, tanto na cultura oriental
como na ocidental, que os microrganismos tém sido usados, para transformar ou produzir
alimentos, fazendo parte da dieta dos homens e animais. Entretanto, segundo OLSEN &
ALLERMANN (1987), a primeira produgdo industrial de um microrganismo com o proposito
nutricional, aconteceu na Alemanha durante a I Guerra Mundial quando a levedura Torula foi
produzida. Ap6s a guerra, o interesse alemao decresceu, mas foi revivido nos anos 30, e durante a
II' Guerra Mundial aproximadamente 15000 ton/ano de leveduras foram produzidas e
incorporadas a dieta dos civis e militares, principalmente em sopas e salsichas. O interesse de se
produzir rag3o de levedura também cresceu nos Estados Unidos e Inglaterra, e continuou depois
do fim da I Guerra Mundial em todo o0 mundo. A partir de 1973, muitas companhias comegaram
a produgdo em larga escala por diversas vias técnicas.

Quando comparado com os métodos tradicionais para produgdo de proteina para
alimentagdo, a produgao de biomassa microbiana apresenta algumas vantagens caracteristicas:

- 0s microrganismos em geral tém uma alta taxa de multiplicagdo e um alto contetdo
protéico (em termos de peso seco podem conter de 30% a 75% de proteina), podendo utilizar um
grande numero de fontes de carbono (algumas das quais descartadas como rejeitos ou poluentes);

- as cadeias com alto rendimento e boa composi¢do podem ser selecionadas ou

produzidas com relativa facilidade;

- as instalagdes industriais para a produgdo ocupam areas limitadas e dio altos

rendimentos;
- a produgdo microbiana ¢ independente de variagdes climaticas e sazonais.

A Tabela 3.7 mostra uma comparagido da composi¢do de aminoacidos de diversos tipos

de proteina, incluindo aquelas produzidas por microrganismos.
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3.6.2 - Selecao de microrganismos

O uso de microrganismos como produto de fonte de proteina para a alimentagdo humana
ou animal, requer certas caracteristicas. As mais desejaveis s3o: n3o ser patogénico para plantas,
animais € homens, ter bom valor nutricional, ter aceitabilidade como alimento ou complemento de
alimentagdo, ndo possuir compostos toxicos e ter baixos custos de produgdo. A seguir sio
descritos as caracteristicas desejaveis as algas, bactérias, leveduras e fungos, utilizados como
produtores de biomassa.

- Algas - as algas usadas para produgdo de biomassa sio principalmente dos géneros
Chlorella, Scenedesmus e Spirulina. Elas podem crescer fotossinteticamente e autotroficamente
(luz e fontes de carbono inorganico) ou heterofilicamente (compostos orginicos como fonte de
carbono e energia). O método mais racional para produgdo de biomassa de algas, é o
fotossintetico, usando aguas iluminadas diretamente pela luz do sol. Em sistemas de larga-escala,
as condigdes assépticas ndo podem ser mantidas, adicionando um alto risco de contaminagio. Um
outro problema € o baixo rendimento celular (em sistemas de larga-escala 1 a 2 g.célula seca / 1.).
A composi¢do macromolecular das algas é muito dependente das condigdes de crescimento. O
conteido de proteina crua (N total x 6,25) pode ser maior que 60%, e o perfil de aminoacidos de
SCP de algas é geralmente bom, embora um pouco baixo em aminoacidos contendo enxofre. As
algas contém uma alta taxa de pigmentos fotossintéticos indesejaveis para o consumo humano.

- Bactérias - A alta taxa de crescimento que as bactérias em geral apresentam, tornam-
as de grande interesse na producdo de SCP. Como o pH de muitas fermentagdes de bactérias para
a produgido de proteina unicelular é controlado entre 5,00 e 7,00, ¢ importante o controle da
esterilidade durante o processo, visto que o risco de contaminagdo com bactérias patogénicas
existe. O conteido de proteina crua das bactérias é geralmente alto, podendo chegar até a 80%
em base seca, porém, o conteudo normal de acidos nucléicos, especialmente RNA, € também alto
(aproximadamente 20%) precisando ser reduzido. O perfil de aminoacidos de SCP de bactérias ¢
geralmente bom, embora possua uma pequena deficiéncia de aminoacidos que contenham enxofre.
A possibilidade de produgido de endotoxinas por muitas bactérias gram-negativas deve ser
considerada se elas forem escolhidas para a produg@o da proteina unicelular.

- Leveduras - A tecnologia de produgdo de SCP em grande escala, tem sido estudada
principalmente utilizando espécies do género Saccharomyces, Torulopsis e Candida. Em geral,
como nas bactérias, as taxas de crescimento das leveduras sdo altas. O pH da fermentagdo ¢
usualmente mantido entre 3,50 e 5,00, sendo que estes valores reduzem o risco de contaminagio
por bactérias. As células de leveduras podem ser recuperadas diretamente do meio de
fermentagdo por centrifugagio, e o conteudo de proteina crua pode chegar a 55-60%. Porém, o
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teor de acidos nucléicos também ¢ alto, podendo ir a 15%. O perfil em termos de aminoacidos
(mostrado na Tabela 3.7) é geralmente bom, embora deficiente em aminoacidos que contenham
enxofre.

- Fungos - Embora a taxa de crescimento dos fungos seja geralmente menor, é possivel
isolar algumas espécies com taxas de crescimento proximas as de leveduras e bactérias. Muitos
fungos filamentosos crescem bem em um intervalo de pH de 3,00 a 8,00, e de novo € possivel
operar em pH abaixo de 5,00 com esterilizagdo, minimizando assim o risco de contaminago por
bactérias e leveduras. O conteiido protéico dos fungos varia largamente, mas pode alcangar 50-
55%. Quando crescem a altas taxas, os fungos apresentam alto conteudo de acidos nucléicos
(RNA>15%). Um exame minucioso deve preceder a escolha das linhagens para produgdo de
proteina unicelular, ja que muitos fungos podem produzir compostos toxicos (micotoxinas)
(OLSEN & ALLERMAN, 1987).

TABELA 3.7 - Comparagéo Entre a Composigdo de Aminoacidos de Leveduras e Outros

Alimentos
CONTEUDO (g./16 g N) DE AMINOACIDOS
AMINOACIDOS SCP FONTES PROTEINAS
PROT.TRADIC. ALIMENTARES
TOPRINA-USSR-PEKILO  PEIXE SOJA OVO PROT. FAO/ONU

ISOLEUCINA 5.1 59 48 46 54 6,7 42
LEUCINA 74 72 74 73 77 8,9 438
FENILALANINA 43 4.4 4,0 4,0 5.1 58 2.8
TIROSINA 3,6 4,0 3,5 2,9 2,7 42 2.8
TREONINA 4,9 52 4,1 4,2 4,0 5,1 2.8
TRIPTOFANO 1,4 1,1 1,1 1,2 1,5 1.6 1.4
VALINA 59 6,3 5,1 52 50 73 4,2

ARGININA 51 50 53 5,0 7.7 i ~

HISTIDINA 2,1 2.4 1,9 2,3 2,4 B _
LISINA 7.4 76 6,5 7,0 6,5 6.5 42
CISTINA 1,1 0,9 1,0 1,0 1,4 2.4 2,0
METIONINA 1,8 1,6 1,9 2.6 1.4 5.1 2,8
AMINOACIDOS 2,9 2,5 2.9 3.6 2.8 7.5 438

COM ENXOFRE

Fonte - OLSEN & ALLERMANN (1987)
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3.6.3 - Substrato e Conteudo Protéico

A fermentagdo de hidrocarbonetos é conhecida pela capacidade que possui em produzir
biomassa de rica composi¢do protéica. A proteina de origem microbiana, em geral, possui um
bom perfil de aminoacidos essenciais, sendo porém deficiente em aminoacidos que contenham
enxofre. Considera-se que todo o tipo de proteina produzida por via microbiana deve reunir
requisitos de carater tecnologico e de natureza fisioldgica, para que possa ser destinada para fins
alimentares. Dentre esses requisitos, ha de se destacar a auséncia de toxicidade, aceitavel
palatabilidade e boa digestibilidade. Segundo BELLO et al. (1973), no caso da produgido de SCP
por leveduras, o principal problema reside na limitada digestibilidade por ela apresentada, visto
que somente o nitrogénio extracelular parece ser disponivel de um modo absoluto, ao passo que o
restante da estrutura da parede celular é pouco assimilavel pelo intestino do homem e dos

animais.

Segundo SADIR (1974), neste tipo de fermentagdo, o hidrocarboneto residual ndo
consumido pelo microrganismo durante o processo, tem a propriedade de reter parte das células
microbianas obtidas na fase aquosa. Assim sendo, apos a centrifugagio, as células de levedura se
separam em duas fases: aquosa e oleosa (células mais 6leo). Esta separagdo de fases e distribuigdo °
ndo-proporcional da levedura nas mesmas, impossibilita a quantificagdo da massa celular e o uso
do spectrofotdmetro para determina¢do do crescimento celular, ja que € necessaria uma turbidez

homogeénea para obtengdo correta dos dados.

Muitos autores tém produzido SCP a partir das mais diversas fontes de hidrocarbonetos.
Os maiores rendimentos tém sido conseguidos com hidrocarbonetos mais facilmente degradaveis
e com aqueles com alto teor de n-parafinas. ERTOLA at al. (citado por SADIR,1972), cultivaram
Micococcus cerificans em gasbleo, visando a produgio de proteina. Eles verificaram que o teor
de n-parafinas foi sensivelmente reduzido depois da fermentagdo. A fragao protéica e o contetido
de lipideos do tecido celular variou de 68 a 75,5% e de 6,8 a 11,6% (base seca), respectivamente.

ERTOLA (citado por SADIR,1972), estudou a possibilidade de variar a composi¢do
quimica dos aminoacidos contidos nas proteinas microbianas, usando hidrocarbonetos como
matéria-prima, de maneira a melhorar o valor potencial da proteina. A variagdo foi conseguida
mudando as condigdes fisico-quimicas da fermentagdo, principalmente o pH. MUNK et al. (citado
por SADIR, 1972), cultivaram Candida lipolytica em gasoleo destilado entre 180 0C e 400 0C,
contendo de 10 a 20% de n-alcanos de cadeia com comprimento de 10 a 25 4tomos de carbono
por molécula. Eles verificaram que a medida que se aumenta a taxa de diluigdo, diminui-se a
concentragio de biomassa no fermentador, bem como o grau de desparafinagdo do gasoleo. A
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maxima produtividade do fermentador foi conseguida com taxas de dilui¢do variando de 0,16 a
0,19. Sob estas condiges, a concentragdo de biomassa alcangou 9,0 gramas de células por litro
de meio. O experimento foi realizado a uma concentra¢do de gasoleo de 73 g/l com 20% de n-
alcanos. Em outras experiéncias, os autores aumentaram a concentragdo de gasdleo no meio de
cultura de 73 g/l até 170 g/l, com a finalidade de se examinar as condigdes de cultivo do ponto de
vista econdmico, quando se usam altas concentragdes de gasdleo no meio. Verificaram que houve
apenas um ligeiro aumento da concentragdo de biomassa até 12,6 g/l. Além disso, houve uma
queda no coeficiente de rendimento e no grau de desparafinagio do gasoleo, o que mostra nio ser
interessante, do ponto de vista da produgio celular, esse aumento de concentragao do substrato.

SHIN-ICHIRO et al. (citado por SADIR,1972), obtiveram condi¢des favoraveis de
desenvolvimento da Candida lipolytica YO-148 em querosene, trabalhando com pH=7,00
controlado, e adicionando ao meio de fermentagio um surfactante. Nas melhores condi¢bes de
fermentacdo conseguiram rendimento de 11 gramas de células secas por litro de meio de cultura.
O meio continha inicialmente 10% (v/v) de querosene, sendo que o tempo de fermentagio foi de
30 h. O teor de proteina na biomassa produzida foi 37,52 % em base seca.

SADIR (1972) trabathando com Candida lipolytica fermentando querosene, com teor de
76% de n-parafinas, obteve o seguinte perfil de aminoacidos da levedura hidrolisada:

AMINOACIDOS 2 %
Leucina 2,32
Isoleucina 2,80
Valina 2,53
Treonina 3,40
Metionina 0,49
Cistina 4,44
Lisina 2,55
Triptéfano 1,13
Fenilalanina 1,77
Arginina 1,55
Acido Glutamico 2,20
Acido Aspartico 2,10
Glicina 1,70
Alanina 2,33
Prolina 2,23
Tirosina 1,88
Serina 2,48
Histidina 0,10

a- Os aminoacidos em negrito correspondem aqueles essenciais 20 homem.
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AMINOACIDOS ESSENCIAIS 2 QUEROSENE (%) PROT./FAO (%)

Metionina 1,02 2,20
Cistina 9,30 2,00
Lisina 5,34 4,20
Treonina 7,11 2,80
Isoleucina 6,00 420
Leucina 4,40 4,80
Valina 5,30 420
Fenilalanina 3,70 2,80
Triptofano 2,36 1,40

a- Levedura seca (g/100 g de proteina)

Ele atribuiu a diferenga de composi¢do em relagdo a proteina produzida por outros
autores, devido ao fato que a composig¢ao dos aminoacidos pode variar quando se varia a matéria-
prima, o microrganismo e as condi¢gGes operacionais da fermentagdo. Vale ressaltar, como visto
acima, que a proteina por ele obtida possui, com excessdo da metionina, todos os aminoacidos
essenciais € em porcentagem maior que a proteina padrao da FAO/ONU. A levedura seca obtida

forneceu a seguinte composigao:

Composigio da Célula % base seca
Cinza 5,10
Fibra Crua 6,41
Proteina Crua 4780
Martéria-Graxa 13,50

Em relagdo a fonte nitrogenada, ele concluiu que a adigdo de ureia e cloreto de amonio
ao meio de cultura, deu melhores rendimentos em termos de massa celular, do que quando se

usou sulfato de amdnio ou nitrato de amonio.
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3.6.4 - Producio Industrial de SCP a Partir de Hidrocarbonetos

De um lado ha as fontes tradicionais de proteina que sdo dependentes do solo, agua,
fertilizantes, inseticidas e pesticidas, clima, tecnologia e investimentos. Do outro lado ha a
possibilidade de se produzir biomassa com qualidade reprodutivel, e bons teores de proteina,
carboidratos, gorduras e vitaminas, a partir de microrganismos cultivados por meio de processos
industriais independentes de climas, solo, agua e pesticidas.

A biotecnologia para produgdo de SCP a partir de hidrocarbonetos, é baseada em
processos conduzidos em reatores agitados e aerados, usando 6leos ou n-parafinas como fonte de
carbono, amdnia como fonte de nitrogénio, mais acido fosforico e sais (KNECHT et al.,1977).

Segundo KNECHT et al.(1977), trés grandes empresas quimicas alemas, Hoechst, Uhde
e Gelsenberg, desenvolveram um processo eficaz para produgdo de biomassa de levedura a partir
de n-parafinas. Foi feito um "screening” com aproximadamente 500 diferentes amostras de
leveduras isoladas do solo, agua e amostras de ar, e se encontrou ser a Candida lipolytica FH-H-
5027 a mais efetiva. O "scale-up" para a produgdo continua em escala de 4000 1., foi feita a partir
de frascos agitados, reator de 30 1. e de 300 1.. A biomassa produzida revelou toxicidade negativa
em testes feitos com ratos, sendo que a maior qualidade protéica foi conseguida com alimentagio
de parafinas de C;(-C;g, enquanto que a maior produtividade foi obtida quando se utilizou
alcanos de C4-C,g. As condi¢des operacionais foram: T=30 °C, pH=5,50, taxa de aeragdo=1,1
VVM e velocidade de agitagdo=175 rpm.

MOO-YOUNG (1977), num estudo conduzido para paises desenvolvidos
(EUA Inglaterra e Japao), chegou as seguintes conclusdes a respeito da parte econdmica da

produgdo de SCP a partir de hidrocarbonetos:

Conclusdes Gerais:

1 - O custo de produgao de proteina na forma de SCP ou outras formas nio-

convencionais, pode ser muito menor do que aquela produzida a partir de carne;

2 - Com as relevantes melhoras na tecnologia, parece ser a SCP a forma mais barata de

proteina para alimentagio e aplicagdo em alimentos;
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3 - A maioria dos processos comercialmente viaveis de produgdo de SCP, sdo destinados
ao mercado de alimentagdo animal, por causa principalmente da relativa dificuldade de se
introduzir novos produtos alimentares que ndo venham da agricultura;

4 - A despeito das vantagens econdOmicas para o processo em particular, tendéncias
culturais ou fisiolégicas podem tornar-se importantes na escolha de um processo para aplicagio
em géneros alimenticios;

5 - Em termos econdmicos, a escolha do processo dependera fortemente da localizagao,
principalmente com respeito a disponibilidade de substrato e utilidades;

6 - Tem se dado mais atengdo a fontes de hidrocarbonetos abundantes e de ampla
distribuigdo geografica.

Conclusées Especificas:

1 - Como pode ser visto na Tabela 3.8, na implantagdo de uma unidade industrial de
produg@o de SCP, o custo mais significativo € da matéria-prima (43-77%), primariamente para o
substrato (29-64%), seguido pelo custo de utilidades, exceto quando o substrato € um rejeito, na
qual a ordem ¢€ invertida: substrato (17-26%) e utilidades (25-37%);

2 - Para substratos ndo-solidos, do custo de investimento total (Tabela 3.9), o mais alto
¢ para fermentagdo (43-52%), seguido pela secagem (17-23%), cultivo (8-14%) e preparagdo
(1,1-16%). Com substratos solidos, os dados esperados mostram custos maiores para preparagao
do meio (22%) e cultivo (35%), com valores menores para a secagem (4%);

3 - O uso de suposta alta aeragdo em fermentadores do tipo "air-lift" melhoraria a analise
de custo de fermentagdo para outros processos. Entretanto, a aplicabilidade desses fermentadores

para caldos muito viscosos € desconhecida,

4 - Do custo total de utilidades, a fermentagdo requer a maior necessidade de gastos (53-
77%), seguida pela secagem (15-29%) e cultivo (3-16%),

5 - Para os equipamentos de fermentagdo, o mais alto custo € para o maquinario basico
(11-21%), seguido de perto por resfriamento (11-19%) e compressio de ar (7-10%);

6 - A maior parte do custo de preparagio do produto é para secagem de utilidades (10-
21%) e equipamentos (11-18%). Custos de separagdo macanica como centrifugacdo e filtragao

sdo secundarios;
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7 - Custos de preparagdo de produtos (equipamentos e utilidades) sdo significativamente

reduzidos quando a centrifugagdo € evitada.

TABELA 3.8 - Custos Comparativos de Produgéo (total=100%)

TIPO DE LEVEDURA BACTERIA LEVEDURA MICROFUNGO BACTERIA
CUSTO PARAFINA METANOL ETANOL REJEITOS BAGACO
DEPRECIACAO 9,3 5,8 5,8 9,1 11,5
MAT. PRIMA 58,5 73,8 77,1 55,1 43,6
Substrato 29,4 474 63,9 17,0 25,0
Ac. Fosférico 11,1 11,8 32 16,2 5,7
Aménia 9,9 12,0 4.8 13,3 3,6
Sais Minerais 2,9 2,6 1,9 42 4,2
Outros 52 - 3,3 4.4 4.4
UTILIDADES 23,8 14,2 12,0 248 36,6
TRABALHO 8.4 6,2 5.1 11,0 8,3
Fonte - MOO -YOUNG (1977)
TABELA 3.9 - Custos de Investimentos Comparativos (Total = 100%)
TIPODE CUSTO LEVEDURA BACTERIA LEVEDURA MICROFUNGO BACTERIA
PARAFINA METANOL  ETANOL REJEITO BAGACO
ESTOCAGEM 3,3 4,9 4,0 49 8.4
SUBSTRATO
PREPARACAO 1,1 1,5 1,2 1,6 21,9
DO MEIO
PREPARACAO 0,9 1,1 0,9 1,3 -
DO INOCULO
FERMENTACAO 51,2 43,4 50,0 50,6 29,8
CULTIVO 14,2 11,0 13,1 7,6 35,4
SECAGEM 17,8 23,1 18,7 17,0 4,0
ESTOCAGEM 11,5 15,0 12,1 17,0 0,50
DO PRODUTO

Fonte - MOO-YOUNG (1977)

28



4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Microrganismo e Meio de Cultura

Foi utilizado a levedura Saccharomyces lipolytica CCT 0913 (NCYC 825) obtida junto
a Colecdo de Cultura Tropical da Fundagio Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello
(FTPT).

Foram utilizados trés meios de cultura de diferentes composi¢des, descritos na literatura
como efetivos para a produgio de biomassa e de atividade de bioemulsificante. O primeiro meio
de cultura, descrito por CONCONE et al. (1972), foi por ele utilizado para fermentar 6leo-diesel
utilizando Candida guilliermondii Y-8. A sua composigio € a seguinte:

Meio 1:

(NH4)2804 = 5,00 g/l
NayHPO4.7H,0 = 2,83 g/l
KH7PO4 = 3,50 g/l
MgS04.7TH,0 = 0,68 g/l
Extrato de Levedura = 1,00 g/l
Agua Destilada

O segundo meio de cultura, foi utilizado por PROKOP & ERICKSON (1972), para
fermentar o6leo cru russo com Candida lipolytica, tendo a seguinte composi¢ao:

Meio 2:

KH7PO4 = 7,00 g/l
MgS0O4.7H70 = 0,40 g/l
NaCl=0,10 g/l

NH4Cl = 5,00 g/l
Extrato de Levedura = 1,00 g/l
Agua Destilada

O terceiro meio de cultura utilizado, foi descrito por SADIR (1974) que o utilizou para
produzir proteina unicelular (SCP), a partir de querosene comercial, empregando Candida
lipolytica ATCC 8661 como microrganismo. E a seguinte a composigo deste meio de cultura:
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Meio 3:

NH4Cl = 10,00 g/l

KHpPO4 = 5,00 g/l
MgS04.7H>0 = 0,30 g/l
NaCl=0,10 g/l

Extrato de Levedura = 1,00 g/l
Agua Destilada

Todos os trés meios de cultura foram suplementados com 3% ou 5% de o6leo-diesel

comercial como principal fonte de carbono.

A ativag@o da cultura deu-se utilizando os meios de cultura anteriores, acrescidos de 2%
de Oleo-diesel comercial e, 2,5 g/l de extrato de levedura. O microrganismo foi armazenado em

tubos de ensaio contendo os meios de cultura mais 3% de agar.

4.2 - Fermentacio

As fermentagdes foram conduzidas primeiramente em erlenmeyers e depois em
fermentador de bancada. Na preparagdo do inoculo foram utilizados erlenmeyers de 500 ml,
contendo cada um 100 ml do meio de cultura, inoculados com Saccharomyces lipolytica e
deixados fermentar por 72h a 310C e 300 rpm. Apés, 10 ml do inéculo foram retirados e
inoculados em novos erlenmeyers para fermentar por mais 120 h sob as mesmas condi¢Ges
anteriores. As analises eram efetuadas a cada intervalo de 24 h. Este procedimento foi descrito
por PROKORP et al. (1971) e CIRIGLIANO & CARMAN (1984).

No fermentador de bancada, foram utilizadas as melhores condigdes de pH e
concentragdo do substrato, visando maximizar a atividade do bioemulsificante e da massa celular
produzida. A temperatura foi controlada por resisténcia elétrica, o pH através da adi¢do de acido
ou base, € a taxa de aeragio foi dada em termos de VVM (Volume de Ar / Volume de Meio por
Minuto). A fermentagao foi conduzida da mesma maneira descrita para erlenmeyers.

4.3 - Substrato

Foi utilizado como substrato, oleo-diesel comercial proveniente da Refinaria de Paulinia
(REPLAN), e adquirido em um unico lote. Segundo a Refinaria de Paulinia, este 6leo-diesel é
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produzido a partir de petroleo originario da Bacia de Campos e do Exterior. A composigio
quimica média € a seguinte:

Parafinas ...................... 18-27% (v/v)
Aromaticos.................... 23-34% (v/v)
Nafténicos..................... 35-45% (v/v)
Saturados...................... 60-70% (v/v)
Olefinas......................... 30-40% (v/v)

As principais propriedades fisicas s3o:

Densidade Relativa............................ 0,856 g/cm3
Ponto Inicial de Ebuli¢do........................ 140 OCc
% Maxima Enxofre ................................... 0,32

A composi¢io quimica e as propriedades fisicas do 6leo-diesel usado neste trabalho nio
devem ser tomadas como padrdo, pois o teor de parafinas, nafténicos e aromaticos pode variar, a
depender do tipo de craqueamento e da origem do petroleo refinado. Vale ressaltar que o lote
utilizado, ainda estava isento de qualquer aditivo, que neste caso poderia atuar como inibidor da

fermentag@o.

4.4 - Equipamentos

Para os experimentos em erlenmeyers agitados, utilizou-se uma estufa tipo "Fanem",
com controle de temperatura variavel de 0 0C a 60 OC, contendo em seu interior um agitador
rotativo tipo "Fermentation Design", com velocidade de agitagdo controlavel de 0 a 500 rpm. Os

experimentos foram conduzidos a 31 0C e 300 rpm.

Nas experiéncias em fermentador de bancada, foi utilizado um "LSL - Biolafitte SA",
com capacidade de 6 litros, e controle de temperatura, pH, agitagdo e aeragdo. Trabalhou-se com
temperatura de 31 OC, agitagdo de 300 rpm e aeragdo de 1,5 VVM.. Todas as variaveis foram
continuamente monitoradas, visando um controle efetivo das mesmas. A esterilizagio dos meios
de cultura foi efetuada com temperatura de 121 OC por 15 min, em autoclave vertical tipo

"Fabbe-Primar".
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4.5 - Metodologia Analitica

4.5.1 - Determinac¢io do Crescimento Celular e da Massa Celular Seca

O crescimento celular foi obtido, medindo a turbidez do meio de cultura, a tempos pré
determinados de fermentag¢do, com um spectrofotometro "Spetronic 20", da Baush and Lomb,
com absorbancia de 610 nm. Os valores obtidos foram expressos em termos de densidade Otica
(OD).

A metodologia usada para a determinagdo da densidade Otica foi a seguinte: o meio de
cultura contendo células de levedura em fase aquosa e oleosa foi centrifugado a 6000 rpm por 10
min. Ap6s, foram obtidos trés fases: no fundo do tubo, a levedura que estava na fase aquosa,
depois uma fase aquosa livre de levedura, e por ultimo a fase contendo 6leo mais levedura. A fase
aquosa foi cuidadosamente extraida do tubo com o auxilio de uma pipeta automatica. Ao creme
de leveduras mais a fase oleosa que permaneceu no fundo do tubo, foi adicionado uma mistura de
etanol - butanol - cloroférmio (10:10:1 v/v) até completar o volume original do meio. Essa
mistura foi novamente centrifugada a 6000 rpm por 10 min. O sobrenadante, contendo a mistura
de solventes mais o 6leo residual foi descartada. As células, agora livres do dleo-diesel, sdo entdo
resuspensas em agua destilada e centrifugadas mais duas vezes a 6000 rpm e 10 min. Esse
procedimento visa eliminar os restos de solvente. A levedura obtida € resuspensa em agua
destilada até completar o volume original do meio. Dilui-se a suspensdo na relagao 1:10 (uma

parte de suspensdo em dez partes de agua) e determina-se a densidade otica.

Um volume conhecido de uma suspensdo concentrada de levedura com densidade otica
conhecida, foi centrifugada e o creme de células obtido foi seco a vacuo a 600C em -25 inHg por
24 h. Por diferenga do peso do tubo com e sem levedura, calcula-se a massa seca, expressando-a
em termos de concentragio (g/l). De acordo com o procedimento acima, foram plotados graficos

de absorbancia 610 nm x concentragdo celular (g/1), para cada um dos trés meios de cultura.

A recuperagio das células em maiores quantidades, quando ndo era requerida
determina¢do de rendimento, foi feita através do uso de uma centrifuga de maior capacidade

(frascos de 300 ml) e de posterior secagem a vacuo nos proprios frascos.

O procedimento acima descrito é uma adaptagdo de FERRER & ERICKSON (1980) e
SADIR (1972).
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4.5.2 - Determinacio da Atividade do Bioemulsificante

Retira-se uma aliquota do meio de fermentagdo em intervalos de tempo pré-determinado,
submetendo-a a centrifuga¢do a 6000 rpm por 10 min. A fase aquosa intermediaria contendo o
bioemulsificante, é cuidadosamente retirada com o auxilio de uma pipeta automatica. O liquido
extraido € novamente submetido a centrifugagio a 6000 rpm por 10 min, quando entdo é filtrado
a vacuo com papel de filtro tipo "Whatman 52", visando evitar a presenga de células ou goticulas
de dleo. Do filtrado resultante, retira-se uma aliquota de 5 ml misturando-a com 2% (0,1 ml.) de
Oleo-diesel. Apos agitagdo vigorosa, a emuls3o estavel resultante ¢ deixada em repouso por 10
min, tendo sua absorbancia lida a 540 nm contra o branco (filtrado sem adi¢do de 6leo-diesel).
Uma unidade de atividade do bioemulsificante é entdo definida como a quantidade de
emulsificante extracelular que provoca uma absorbancia de 1,0 a 540 nm. Essa determinagdo
segue o0 método descrito por JOHNSON et al. (1992) e CIRIGLIANO & CARMAN (1984)

4.5.3 - Determinacio de Proteina

A dosagem de proteina na massa celular foi feita pelo método do Biureto descrito por
GORNALL et al.(1949). 0,1 a 0,2 g do material celular previamente seco foi submetido a
lavagem com agua destilada, visando a retirada de impurezas e de sais contendo nitrogénio. Apds
o descarte do sobrenadante, as células foram postas com 5,0 ml de agua destilada permanecendo
em repouso por 12 h. Foram entdo adicionados mais 5,0 ml de NaOH 2N, homogeneizando e
aquecendo em banho-maria a 100 9C por 10 min. A suspenséo ¢ centrifugada por 5000 rpm por
10 min guardando o sobrenadante. Esse passo é repetido por mais duas vezes. Toma-se entdo 1,0
ml da mistura dos trés sobrenadantes, adiciona-se 3,0 ml de NaOH 1,0N levando ao aquecimento
a 100 OcC por 10 min. Apos esfriar, adiciona-se 1,0 ml de solugdo de CuSO4 2,5 %. Deixa-se em
repouso por 5 min e centrifuga-se a 5000 rpm por 15 min para permitir a precipitagdo do sulfato
de cobre que ndo reagiu. Lé-se entdo a absorbancia a 555 nm contra o branco (4,0 ml de NaOH
IN + 1,0 ml de solugdo de CuSO4 2,5 %). O valor da proteina é obtido em termos de
concentragio, de uma curva padrdo Absorbancia (555 nm) x Albumina Bovina Padrio (g/1).

4.5.4 - Determinag¢ao do pH

Todas as determinagdes de pH foram feitas diretamente no meio de fermentag@o através

de um potencidémetro.
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4.5.5 - Determinacio do Consumo de Substrato

Para determinar a concentragio de dleo-diesel, amostras homogeneizadas foram tomadas
do fermentador e misturadas por agitagdo intensa com igual volume de n-hexano. As amostras
contendo n-hexano e dleo-diesel, foram entdo centrifugadas e filtradas para eliminar as células
presentes. O n-hexano foi evaporado a 60 OC sob vacuo, e o residuo (6leo-diesel) pesado. Essa
metodologia descrita por MOO-YOUNG et al. (1971), funciona bem para concentragdes de
hidrocarbonetos maiores que 1 g/l. Esse procedimento s6 foi empregado para fermentagdes
conduzidas em fermentador de bancada, ja que ndo havia possibilidades de retirar aliquotas

grandes (100 ml) dos erlenmeyers agitados.

4.5.6 - Calculo dos Parametros Cinéticos

Os parametros cinéticos foram calculados para concentragdes de substrato de 3% e 5%.
A taxa especifica de crescimento maximo (u max.), foi calculada na fase linear de crescimento da
curva obtida quando se plotou In (D.O.) em fungdo do tempo. Foram tomadas amostras de hora
em hora do fermentador, sob as condigdes acima descritas. Essas amostras eram lavadas e
centrifugadas, visando eliminar os restos de 6leo, quando ent3o tinham sua densidade Otica lida a
610 nm. Esse procedimento para o calculo de p max. baseia-se no conhecimento experimental

que a taxa de crescimento celular é proporcional a concentrag@o celular, ou seja:

dx
— = ux “4.1)
dt

As constantes de rendimento (Yy/s), foram todas calculadas levando-se em conta a
concentragdo inicial de substrato, € o maximo rendimento celular alcangado no periodo de

fermentagao, ou seja:

Yx/sg= 4.2)

0

XMAx XMAx
Se So.Conc.Parafinas

YSp = (‘43)

onde XMmAx é a concentragido celular maxima, So é a concentragdo inicial de substrato, e Sp € a

concentragao inicial de parafinas no substrato.
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Este procedimento foi utilizado devido ao fato que ndo se conseguiu obter valores de
consumo de substrato, em intervalos regulares de tempo. As constantes de rendimento foram
reportadas em termo da concentragio inicial de 6leo-diesel (Yx/sg), e da concentragdo inicial de
parafinas no 6leo-diesel (Yy/gp).

35



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, toda a parte experimental foi conduzida em frascos agitados, com
erlenmeyers de 500 ml, e em um fermentador de bancada de 6 litros (fermentag@o descontinua).
Nos frascos, selecionou-se as condigdes operacionais que levaram a uma maxima atividade do
bioemulsificante e maior rendimento celular, empregando-as posteriormente no fermentador. As

condi¢des operacionais foram as seguintes:

Frascos agitados - Trés niveis de pH (4,00, 4,50 e 5,00), trés meios de cultura (meio 1,
meio 2 e meio 3), duas concentragdes de substrato (3 € 5% de oleo-diesel), temperatura de 31 0c
e agitagdo de 300 rpm.

Fermentador de bancada - Duas concentracdes de substrato (3 e 5% de o6leo-diesel), um
meio de cultura (meio 2), um nivel de pH (5,00), temperatura de 31 0cC, agitagdo de 300 rpm e
aeragdo de 1,5 VVM.

Foram feitas, dezoito fermentagdes em erlenmeyers e quatro fermentagdes em
fermentador de bancada, todas com 120 horas. Todas as analises foram feitas em duplicatas.
Neste capitulo estio apresentados e discutidos alguns resultados. Os demais encontram-se

descritos no Apéndice A.

5.1 - Experimentos em Frascos Agitados

Os experimentos em frascos agitados, foram conduzidos conforme descrito previamente
no item 4.2 do capitulo de "Material e Métodos". Os resultados sdo mostrados nas Figuras 5.1 a
5.10, Tabela 5.1 e Tabelas Al a A18 (Apéndice A).
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5.1.1 - Atividade do Bioemulsificante

5.1.1.1 - Influéncia do Meio de Cultura

Os trés meios de cultura utilizados neste trabalho, foram descritos na literatura como
eficazes para fermentagdo de hidrocarbonetos, produzindo quantidades efetivas de
bioemulsificante e/ou de biomassa. Dentre os trés meios de cultura descritos, para todos os
experimentos em frascos agitados, as maiores atividades do bioemulsificante foram conseguidas
com o meio 2 (ver Apéndice A). Essa eficiéncia demonstra uma concordancia com PROKOP &
ERICKSON (1972), que utilizaram a composigdo desse meio com sucesso, para fermentar oleo
cru russo com Candida lipolytica. De acordo com as Figuras 5.1 e 5.2 (Tabelas Al e A2), as
maiores atividades foram obtidas nas primeiras horas de fermentagdo. Isso foi explicado por
muitos autores, como fruto de uma maior disponibilidade de fragdes de hidrocarbonetos mais
facilmente degradaveis, como as n-parafinas. O meio de cultura 1, usado por CONCONE et al.
(1972), para fermentar oleo-diesel com Candida guilliermondii visando a produgio de biomassa,
também apresentou bons valores de atividade do bioemulsificante, tendo algumas vezes valores de
atividade melhores que aqueles do meio 2 (Figura 5.1 - tempo de 24 horas e Figura 5.2 - tempo
de 96 horas). Em semelhanga com o meio de cultura 2, houve uma tendéncia de queda na
atividade nos tempos finais de fermentagdo, fato também observado por CIRIGLIANO &
CARMAN (1984), que produziram um bioemulsificante a partir da fermentagdo de n-hexadecano
com Candida lipolytica, e por SINGH et al. (1990), que fermentaram n-parafinas com Candida
tropicalis. Porém, JOHNSON et el. (1992), observaram um comportamento contrario, com uma
alta acentuada na atividade do bioemulsificante nos tempos finais de fermentagio (96 horas e 120
horas), quando utilizaram a levedura Rhodotorula glutinis 11 P-30 para fermentar varios tipos de
hidrocarbonetos. O meio de cultura 3, ao contrario dos anteriores, nio apresentou bons valores
de atividade para as diversas fermentages (excessdo feita a medida de atividade do tempo de 24

horas na Figura 5.1).

Nao houve em todas as corridas, um comportamento uniforme da medida da atividade
do bioemulsificante, ocorrendo oscilagdes e picos, em diferentes tempos de fermentagdo. Isso
pode ser explicado principalmente, como devido a passos metabdlicos como a cooxidagio e a
diauxia, na qual determinadas fragdes dos hidrocarbonetos sdo primeiramente consumidas pelo
microrganismo por estarem mais facilmente disponiveis, a0 passo que outras sio poupadas do
ataque microbiolégico naquele determinado momento, levando a menores valores de atividade.
Os maximos valores de atividade provavelmente correspondem as fragdes mais facilmente

degradaveis, como os alcanos de cadeias lineares, enquanto os valores minimos estdo
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relacionados com a degradagdo de fragdes mais complexas, como os aromaticos. Uma outra
hip6tese proposta pelos pesquisadores, é que como a biodegradagdo ¢ geralmente um processo
seletivo e incompleto, os hidrocarbonetos mais complexos, e que ndio sio completamente
degradados, so sdo atacados por ultimo, levando a uma queda gradual na atividade do
bioemulsificante ao longo da fermentagio. Essa queda sera maior, quanto maior for a
complexidade do substrato utilizado. No caso 6leo-diesel, um complexo refinado de petroleo,
esse comportamento de queda € esperado, principalmente quando comparado a degradagio de
hidrocarbonetos mais simples. Essas variagdes nas medidas da atividade, foram também
observadas por CIRIGLIANO & CARMAN (1984).
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FIGURA 5.1 - Produgéo de Bioemulsificante de Saccharomyces
lipolytica por Fermentagio de Oleo-Diesel Comercial.
pH inicial 4,50 e concentragdo de substrato 3%.

S.1.1.2 - Influéncia do pH e da Concentra¢io de Substrato

O valores de pH utilizado na condugo dos experimentos (4,00, 4,50 e 5,00), foi descrito
por muitos autores (PROKOP et al 1971, PROKOP & ERICKSON,1972 ¢ FERRER &
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ERICKSON, 1980) como o mais indicado para a fermentagdo de hidrocarbonetos, por ndo ser
inibitério ao crescimento do microrganismo, e por ser util na prevengio do risco de contaminagdo
por bactérias. Dos trés niveis de pH empregados, o pH 5,00 foi o que propiciou os melhores
valores de atividade do bioemulsificante ao longo da fermentagio. Esses valores de atividade , de
acordo com as Figuras 5.2 e 5.3 (Tabelas Al e A3), foram acompanhados de uma pequena
variagdo do pH ao longo da fermentagdo, mostrando, para esses experimentos, que a manutengao
do valor do mesmo ¢ um importante pardmetro na melhoria da atividade. PROKOP &
ERICKSON (1972), salientaram a importincia de se trabalhar com pH 5,00, quando fermentaram
oleo cru russo. Ja CIRIGLIANO & CARMAN (1984), encontraram as maiores atividades do
bioemulsificante por eles produzido, quando empregaram um intervalo de pH de 2,00 a 5,00. No
presente trabalho, o valor de pH 4,00 n3o levou as melhores medidas da atividade do
bioemulsificante, devido provavelmente a uma grande variagdo do pH ao longo da fermentag@o,
A18). No caso do pH inicial de 4,50 houve bons valores de atividade, principalmente para o
tempo de 24 horas, quando o nivel de pH elevou-se chegando a valores em torno de 5,00
(Tabelas AS e A6). Nos demais tempos de fermentagdo as medidas de atividade ndo foram
semelhantes. Nas Figuras 5.6 € 5.7 estdo representados as atividades do bioemulsificante em
fungdo dos trés niveis de pH, para o tempo de fermentagdo de 24 horas, onde foram conseguidos
os maiores valores de atividade. Verifica-se que dentre os valores de atividade mostrados, o nivel
de pH 5,00 foi responsavel por alguns dos maiores valores, porém como foi dito anteriormente, o
pH 4,50 também produziu bons valores para este tempo de fermentagao.

CIRIGLIANO & CARMAN (1984), n3o encontraram variagdes na atividade do
bioemulsificante quando trabalharam com concentragdes de substrato de 1 a 5%. No nosso caso,
de acordo com as Figuras 5.2 e 5.8 (Tabelas A1, A2, A3, A10, A1l e A12), verificou-se melhores
atividades do bioemulsificante para os trés meios de cultura, quando se empregou uma
concentragdo de substrato de 3%. Para um mesmo nivel de pH, os valores de atividade obtidos
com concentra¢do de substrato de 3% (Figura 5.2) foram maiores do que aqueles conseguidos
com 5% (Figura 5.8). Nas Figuras 5.6 € 5.7, para o tempo de 24 horas, também os valores de
atividade do bioemulsificante foram sempre superiores com concentragdes de 3%, independente
do pH utilizado. Essa constatagio esta em acordo com o que foi descrito por PALEJWALA &
DESAI (1989), que ao produzirem um bioemulsificante extracelular a partir de etanol,
encontraram a maior atividade do mesmo em concentragdes de etanol de 3%, e as menores com

concentragdo de 1,0, 3,5 e 4,0%.
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FIGURA 5.2 - Produgio de Bioemulsificante de Saccharomyces
lipolytica por Fermentagdo de Oleo-Diesel Comercial.
pH inicial 5,00 e concentragdo de substrato 3%.
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FIGURA 5.3 - Variagio do pH de Fermentagio de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica.
pH inicial 5,00 e concentragio de substrato 3%.
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FIGURA 5.5 - Variagio do pH de Fermentagdo de Oleo-diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica.
pH inicial 4,00 e concentragdo de substrato 5%.
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5.1.2 - Producio de Biomassa

5.1.2.1 - Influéncia do Meio de Cultura

Dos trés meios de cultura utilizados (Tabelas A1, A2 e A3), o de nimero 3 mostrou ser
o mais efetivo em termos de rendimento celular maximo (Figura 5.9). Esse comportamento foi
observado praticamente em todas as fermentagcdes. A composi¢gdo do meio foi utilizada por
SADIR (1972), para fermentar querosene com Candida lipolytica visando a produg@o de proteina
unicelular. A eficiéncia do mesmo segundo ele, estd no fato que o cloreto de amoénio utilizado
produz melhores rendimentos em termos de massa celular, do que outras fontes nitrogenadas,

como o sulfato de amonio e nitrato de amonio.

Apesar do terceiro meio de cultura apresentar em todas as fermentagdes os valores mais
altos em termos de rendimento celular, os outros dois meios nio demonstraram ser t30 menos
eficientes (Para os maiores valores de produg@o de biomassa, o meio de cultura 3 produziu 25% a
mais que o meio de cultura 1, € 9 % a mais que o meio 2). O comportamento apresentado pela
Figura 5.9 (maiores taxas de crescimento dentre todas as fermentagdes) ratifica essa afirmagao,
mostrando que as diferengas entre as taxas de crescimento s3o pequenas. Isso, aliado ao fato que,
conforme descrito anteriormente, o meio de cultura 3 ndo apresentou as melhores atividades do
bioemulsificante, levou a escolha e utilizagdo do meio 2 para os experimentos conduzidos em

fermentador.

5.1.2.2 - Influéncia do pH e da Concentracio de Substrato

Houve uma concordincia com o que se observou na medida da atividade do
bioemulsificante. Novamente se encontrou que os valores de pH 5,00 e concentragio de substrato
de 3%, foram aqueles que resultaram em melhores niveis de crescimento celular. Um exemplo
disso, é que os valores apresentados na Figura 5.10 (Tabelas A16, A17 e A18), cujas condi¢des
de fermentagio foram pH 4,00 e concentragdo de substrato de 5%, foram inferiores. Como o
Oleo-diesel é composto de fragbes complexas, provavelmente ocorreu para essa concentragao,
uma inibigdo pelo substrato. SADIR (1972), também encontrou no pH 5,00 e concentragdo de
substrato de 3%, as condi¢gbes que permitiram-no obter os melhores rendimentos. Porém,
ERTOLA et al. (citado por SADIR,1972), afirma ter conseguido numa fermentagido de gasoleo,
os melhores rendimentos com pH 7,00 e concentragdo de substrato de 2%.

44



1.00

0.80 —

Densidade Otica (610 nm)
( Diluigédo 1:10)

0.00 & | I T I [
0 24 48 72 96 120
Tempo (horas)

FIGURA 5.9 - Produgio de Biomassa de Saccharomyces lipolytica
por Fermentagio de Oleo-Diesel Comercial.
pH inicial 5,00 e concentragdo substrato 3%

1.00
0.80 —|
~~~
g )
=
S ~
-
o= 060 —
& p—
28
\O ;
Q=
°TAO 040 -
o
o
=
o -
Q
020 -
0.00 < . T - T T T T T T ]

0 24 48 72 9 120
Tempo (horas)

FIGURA 5.10 - Produgio de Biomassa de Saccharomyces lipolytica

por Fermentagdo de Oleo-Diesel Comercial.
pH inicial 4,00 e concentrag@o substrato 5%

45



Em algumas corridas, o microrganismo apresentou crescimento até¢ as 72 horas de
fermentagdo, em outras esse tempo foi de 96 horas, e em uma corrida chegou-se a 120 horas.
SADIR (1972), também observou essa heterogeneidade nos tempos maximos de crescimento,
quando variou as condigdes operacionais e as composi¢des dos meios de cultura das suas

fermentagdes.

Os rendimentos obtidos para as melhores condi¢des, sio mostrados na tabela 5.1.

TABELA 5.1 - Produgio Celular Maxima Conseguida em Frascos Agitados.
pH inicial 5,00 e concentrag@o celular 3%

MEIO DE CULTURA  MASSA CELULAR SECA (g/])

1 47
2 5,7
3 6,3

Nio foram encontrados na literatura dados comparativos de produgdo celular em
fermentagdo usando 6leo-diesel comercial como substrato. Porém, os valores aqui apresentados
(experimentos conduzidos em frascos agitados e fermentador - item 5.2) mostraram-se bastantes
razoaveis quando comparados aos rendimentos obtidos por outros autores utilizando querosene
(4,0 a 8,2 g. célula seca / 1. meio de cultura) e de gasoleo (8,0 a 10,0 g. célula seca / 1. meio de
cultura) (SADIR, 1972; .SHIN-ICHIRO citado por SADIR,1972 e KNETCHT et al.,1977).
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5.1.3 - Teor de Proteina

No presente trabalho, o teor protéico da massa celular resuitante, foi quantificado
através do método do Biureto (item 4.5.3 - Material ¢ Métodos). Os conteados médios de
proteina para cada um dos trés meios de cultura, foram bastante semelhantes, situando-se na faixa
de 39% (Meio 1 - 39,1%, Meio 2 - 39,3% e Meio 3 - 39,8% em base seca). SADIR (1972),
também ndo encontrou diferengas efetivas nos teores de proteina, quando variou as condigdes
operacionais € a composi¢do dos meios de cultura na fermentagio de querosene com Candida
lipolytica. As diferengas segundo ele, foram notadas apenas nos teores de cada um dos
aminoacidos presentes. Os valores percentuais de proteina obtidos neste trabalho, podem ser
considerados bons quando comparados com os valores descritos na literatura. SADIR (1972),
obteve um teor de 47,80% de proteina em base seca, porém com um alto teor de materiais
graxos. SINGH (citado por SADIR,1972), obteve de 39,2 a 41,2% de proteina trabalhando com
altas concentragdes de gasoleo fermentado por Thichosporon pollulans. SHIN-ICHIRO et al.
(citado por SADIR,1972), obtiveram um teor de 37,22% de proteina cultivando Candida
lipolytica em querosene com alto teor de n-parafinas. E por fim, BIRCKENSTAEDT et
al.(1977), conseguiu 58,4% de proteina, utilizando a levedura Endomycopsis lipolytica FH-H-
5027 para consumir n-parafinas.
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5.2 - Experimentos em Fermentador

De acordo com os comentarios anteriores, os experimentos conduzidos no fermentador
de bancada, foram feitos utilizando as melhores condigdes operacionais obtidas nos experimentos
realizados em frascos agitados. O meio de cultura escolhido (meio 2), foi 0 que apresentou as
melhores atividades para o bioemulsificante, além de bons valores de rendimento celular. A
temperatura, pH, aeragio e agitagio, foram continuamente monitoradas. Trabalhou-se em todos
os experimentos com um volume de meio de 4 litros, inoculo de 72 horas de idade e volume de

inoculo igual a 10% do volume total, descontados do volume final.

Os resultados completos dos experimentos realizados em fermentador de bancada estao
mostrados nas Tabelas de A19 a A22 do Apéndice A.

5.2.1 - Aspectos Gerais

Como era esperado, os resultados obtidos nos experimentos realizados no fermentador
foram melhores do que aqueles apresentados nos frascos agitados. Conseguiu-se valores de
atividade do bioemulsificante melhores e com menor variagdo, valores de rendimento celular
maiores, além de uma diminui¢io no tempo total de fermentagdo (maximo de crescimento
celular). Enquanto nos erlenmeyers o microrganismo apresentava valores maximos de
crescimento sempre acima de 72 horas, no fermentador esse tempo foi reduzido para 48 horas e
24 horas. A Tabela 52 faz uma comparagdo dos melhores resultados de atividade do
bioemulsificante e de rendimento celular para frascos agitados e fermentador de bancada. Os
valores apresentados confirmam essa melhoria, que em grande parte ¢ devida, a um melhor
controle das variaveis e a uma aeragdo conveniente, visto que as necessidades de oxigénio de uma
fermentagdo de hidrocarbonetos chega a ser de duas a trés vezes maior quando comparada a uma
fermentagdo de carboidratos. A razdo disto estd na propria composigio dos hidrocarbonetos, que
possuem uma alta fragdo massica de carbono e auséncia de oxigénio na cadeia na maioria dos

compostos.

Tanto nos experimentos em frascos agitados como no fermentador, foi observado que
mesmo apoés o inicio da autolise da levedura, o bioemulsificante ainda apresentava valores efetivos
de atividade, devido provavelmente ao fato que 0 mesmo, por ser uma substéncia extracelular, vai
sendo excretado no meio de fermentagdo onde se acumula e mantém assim sua atividade, mesmo

ap6s o fim do periodo de crescimento celular.
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TABELA 5.2 - Comparagio dos Melhores Valores de Atividade do Bioemulsificante e de
Produgdo de Massa Celular Seca, Obtidos em Frascos Agitados e Fermentador.

RESULTADOS
FRASCOS AGITADOS FERMENTADOR
ATIVIDADE DO 0,95 1,10
BIOEMULSFICANTE
MASSA CELULAR 6,3 8,1
SECA (g/1)

5.2.2 - Consumo de Substrato

Conforme foi descrito no capitulo de "Material e Métodos" (item 4.5.5), o procedimento
aqui empregado para a determinagdo do consumo de substrato, nio € o mais usado para
fermentagdo de hidrocarbonetos. MOO-YOUNG et al. (1971), que o descreveu, alertou para a
baixa precisdo desse método quando se deseja determinar concentragdes pequenas de substrato.
Além disso, sempre hia a possibilidade de interferéncia nos resultados, quando pequenas
quantidades de célula conseguem passar através da filtragdo e centrifugagio. Dai o fato que neste
tipo de fermentacgdo, sempre que possivel, o substrato deve ser dosado por cromatografia gasosa,
permitindo se identicar o consumo de cada fragdo do hidrocarboneto usado. No nosso caso, como
isto ndo foi possivel, tomou-se todo o cuidado a fim de que os resultados tentassem reproduzir o

verdadeiro substrato consumido, com uma razoavel precisao.

Os resultados do consumo de substrato sdo mostrados na Tabela 5.3. Obteve-se valores
de degradagio bastante razoaveis, considerando-se um 6leo refinado. Em relagdo as condigdes de
fermentagio, houve um melhor consumo do 6leo-diesel quando se usou uma concentragdo de
substrato de 5%. Da mesma forma, as corridas em que ndo se efetuou controle do pH,
apresentaram valores de consumo melhores que aquelas em que esse tipo de controle foi
efetuado. COLWELL & WALKER (1977), obtiveram valores de degradagdo de 78% € 51% para
oleos crus, e de 41% e 11% para oleos refinados. A diferenga na taxa de degradagdo se da
principalmente em virtude do aumento da composi¢do de aromaticos, resinas e asfaltos, nos 6leos

refinados. Esses compostos, além de toxicos sdo de dificil degradagio.
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TABELA 5.3 - Taxa de Degradagio do Oleo-Diesel apos 120 horas de Fermentagio

CONDICOES % DE DEGRADACAO
DE FERMENTACAO DO OLEO-DIESEL (p/v)
Conc. Subst.=3%, pH 5,00 (com controle) 23,74
Conc. Subst.=3%, pH 5,00 (sem controle) 29,96
Conc. Subst.=5%, pH 5,00 (com controle) 43,20
Conc. Subst.=5%, pH 5,00 (sem controle) 49,30

Um outro autor, HARVEY et al. (1990), também fez uso de microrganismos para
produgio de bioemulsificante visando a limpeza de area contaminada. Ele utilizou Pseudomonas
aeruginosa para remover Oleo originario de um derramamento do navio petroleiro "Exxon

Valdez" no Alaska, e obteve valores de degradag@o de dleo de até 70%.

E importante salientar, que o 6leo-diesel que foi usado como substrato possui um teor
médio de parafinas (22,5% v/v). Essas fragdes sdo consideradas como as mais facilmente
degradaveis pelos microrganismos, além de serem importantes na degradagdo de fragdes mais

complexas, através da cooxidagao.

5.2.3 - Influéncia do pH

Foi utilizado um unico nivel de pH (pH 5,00), porém os experimentos foram conduzidos
com e sem controle do mesmo. Nas fermentagdes com pH controlado, o controle foi feito pela

adi¢do de acido cloridrico e hidroxido de sodio.

Em concordancia com alguns autores (SADIR,1972, SINGH et al., 1990 e PROKOP &
ERICKSON,1972), verificou-se que o controle do pH no nivel desejado ao longo da
fermentagdo, produziu melhorias no rendimento celular e na atividade do bioemulsificante,
embora as maiores atividades do bioemulsificante, tivessem na maioria das vezes, sido
conseguidas nas fermentagdes sem controle de pH. Nas Tabelas 5.4 e 5.5 e Figuras 5.11 e 5.12,
pode ser visto que os valores obtidos com pH controlado, foram na maioria das vezes superiores

aqueles, em que ndo se efetuou este tipo de controle.
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TABELA 5.4 - Fermentagio de Oleo-Diesel Comercial por Saccharomyces lipolytica em
Fermentador de Bancada. Concentragdo de substrato de 3%, pH inicial
5,00 sem controle.

TEMPO ATIVIDADE DO CRESCIMENTO pH  CONCENT. DE

(h)  BIOEMULSIFICANTE CELULAR (g/l) SUBSTRATO (g/l)
0 0,00 0,0 5,00 25,7

24 0,58 4.4 4,23 -

48 0,47 49 4,05 22,8

72 0,72 3,9 4,04 -

96 0,49 3,5 4,20 -

120 0,59 3,0 4,60 19,6

TABELA 5.5 - Fermentagio de Oleo-Diesel Comercial por Saccharomyces lipolytica em
Fermentador de Bancada. Concentragio de substrato de 3%, pH inicial
5,00 com controle.

TEMPO ATIVIDADE DO CRESCIMENTO pH CONCENT. DE

(h)  BIOEMULSIFICANTE CELULAR (g/l) SUBSTRATO (g/)
0 0,00 0,0 5.00 25,7

24 0,64 5,2 5,00 -

48 0,62 7.0 5,00 20,8

72 0,39 8,1 5,00 -

96 0,50 7,0 5,00 ;

120 0,61 3,2 5,00 18,0

Em relagdo ao bioemulsificante, as maiores atividades foram obtidas sem que houvesse
controle de pH. Porém, observou-se que as varia¢des de atividade em torno de um valor médio,
foram menores nas fermentagdes em que se efetuou o controle do pH. Esse comportamento foi
observado tanto para concentragdes de substrato de 3%, como para 5% (Tabelas 5.6 € 5.7 e
Figuras 5.13 € 5.14).

Na produgdo de biomassa, os resultados foram muito superiores quando comparados
com aqueles obtidos em frascos agitados, sendo que as fermentagdes em que se efetuou controle
de pH, mostraram valores de rendimento celular maiores que aquelas sem controle. Nas Figuras
5.13 e 5.14, ¢ interessante notar as diferengas na produgio celular quando se controla o pH. Na
Figura 5.13, os valores de rendimento sem controle, para os tempos de fermentag@o de 72 horas e
96 horas, estdo entre os menores (3,4 g/l € 3,0 g/l respectivamente). Nestes tempos, os valores de
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pH por sua vez, sio também os menores (pH 3,21 e pH 3,40), chegando proximo a niveis
Figura 5.14 em que o pH foi controlado, nota-se claramente que para estes mesmos tempos de
fermentagdo (72 horas e 96 horas), os valores de produgio celular estdo entre os maiores. Essa
constatagdo mostra a estreita relagdo entre o controle de pH e a maximizagdo da produgdo de

biomassa.
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FIGURA 5.11 - Atividade do Bioemulsificante, Rendimento Celular (X)
e Consumo de Substrato (S) na Fermentagio de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador.
Concentragio de substrato de 3%, pH inicial 5,00 sem controle.

TABELA 5.6- Fermentacdo de Oleo-Diesel Comercial por Saccharomyces lipolytica em
Fermentador de Bancada. Concentragdo de substrato de 5%, pH inicial
5,00 sem controle.

TEMPO ATIVIDADE DO CRESCIMENTO pH CONCENT. DE

(h) BIOEMULSIFICANTE CELULAR (g/) SUBSTRATO (g/1)
0 0,00 0,0 5,00 42,8

24 0,90 5,6 3,70 -

48 1,10 3,9 3,33 -

72 0,84 3,4 3,21 31,7

96 0,53 3,0 3,40 -

120 0,52 2,0 3,64 21,7
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FIGURA 5.12 - Atividade do Bioemulsificante, Rendimento Celular (X)

e Consumo de Substrato (S) na Fermentag@o de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador.
Concentragéo de substrato de 3%, pH inicial 5,00 com controle.

TABELA 5.7- Fermentagdo de Oleo-Diesel Comercial por Saccharomyces lipolytica em
Fermentador de Bancada. Concentragdo de substrato de 5%, pH inicial

5,00 com controle.

TEMPO  ATIVIDADEDO  CRESCIMENTO pH  CONCENT.DE

(h)  BIOEMULSIFICANTE CELULAR (g/l) SUBSTRATO (g/1)
0 0,00 0,0 5,00 42,8

24 0,68 5,0 5,00 -

48 0,70 6,8 5,00 ;

72 0,80 7.1 5,00 35,8

96 0,56 5,9 5,00 -

120 0,83 5.3 5,00 243
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FIGURA 5.13- Atividade do Bioemulsificante, Rendimento Celular (X)
e Consumo de Substrato (S) na Fermentagao de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador.
Concentragdo de substrato de 5%, pH inicial 5,00 sem controle.
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FIGURA 5.14- Atividade do Bioemulsificante, Rendimento Celular (X)
e Consumo de Substrato (S) na Fermentagdo de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador.
Concentragio de substrato de 5%, pH inicial 5,00 com controle.
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Um fato interessante ocorreu em relagio ao pH em todos os experimentos: ele
apresentava uma queda no seu valor a medida que a fermentagdo ia se processando, mas a partir
de um certo ponto, ele parava de cair e comegava a subir. SADIR (1972), observou este mesmo
comportamento, atribuindo-o ao inicio da autélise da levedura, que libera grupos nitrogenados

alcalinos no meio de fermentagao, levando assim ao aumento do pH.

No caso de um "scale-up" ou produgdo industrial para este trabalho, conforme
resultados obtidos e de acordo com as Figuras 5.15, 5.16, 5.17 e 5.18, € necessario se tomar uma
decisdo: Para a produgdo do bioemulsificante, os valores foram maiores quando no se efetuou o
controle de pH, ao passo que quando a intengio for produzir massa celular, é importante que se

faga um controle de pH, tendo em vista o aumento de rendimento ocorrido.

5.2.4 - Influéncia da Concentra¢iao de Substrato

A concentragio de substrato ndo repetiu o comportamento observado quando se
trabalhou em frascos agitados. De acordo com as Figuras 5.15 e 5.16, a atividade do
bioemulsificante apresentou os maiores valores tanto para pH controlado como para pH sem
controle, quando a concentragio de substrato foi de 5%. Para frascos agitados, as melhores
atividades tinham sido conseguidas com concentragdo de substrato de 3%. Para a produgdo de
biomassa (Figuras 5.17 e 5.18), a concentragdo de substrato de 3% mostrou resultados melhores.
Porém, o rendimento obtido com concentragio de substrato de 3% com pH controlado, possui
uma maior taxa de autélise em relagdo a concentragio de 5% de 6leo-diesel com pH controlado.

Isso, do ponto de vista industrial, pode nio ser interessante.
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FIGURA 5.15 - Atividade do Bioemulsificante na Fermentagio de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador. Concentragao
de substrato de 3%, pH inicial 5,00 com e sem controle.

1.20

1.10 —

0.90 —
0.80 —
0.70 —
0.60 —
0.50 —
0.40 —
0.30 —
0.20 —| —<&>—  Com controle de pH
0.10 — —P— Sem controle de pH

0.00 &P I T T T

0 24 48 72 96 120
Tempo de Fermentagdo (h)

Atividade do Bioemuilsificante

FIGURA 5.16 - Atividade do Bioemulsificante na Fermentagio de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador. Concentragdo
de substrato de 5%, pH inicial 5,00 com e sem controle.
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FIGURA 5.17 - Produgio de Massa Celular Seca na Fermentagio de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador. Concentragdo
de substrato de 3%, pH inicial 5,00 com e sem controle.
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FIGURA 5.18 - Produgio de Massa Celular Seca na Fermentagio de Oleo-Diesel

Comercial por Saccharomyces lipolytica em Fermentador. Concentragdo
de substrato de 5%, pH inicial 5,00 com e sem controle.
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5.3 - Calculo dos Parametros Cinéticos

Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 5.8. Os resultados da taxa especifica de
crescimento maximo (u max = 0,14 h-! e p max = 0,09 h-1), para concentra¢es de 6leo-diesel de
3% e 5 % respectivamente, a primeira vista parecem baixos, mas estio em concordincia com
aqueles descritos na literatura para este tipo de fermentagdo. MOO-YOUNG et al.(1971),
obtiveram valores de taxa especifica de crescimento variando de 0,06 a 0,18 h-l quando
trabatharam com Candida lipolytica degradando n-dodecano em fermentagdo em batelada.
FERRER & ERICKSON (1980), também trabalhando com fermentagdo em batelada de Candida
lipolytica em n-hexadecano, obtiveram como valor p max = 0,168 h-l. Finalmente, SADIR
(1972), conseguiu obter p max = 0,2 h-! fermentando querosene com Candida lipolytica. O valor
de taxa especifica de crescimento para concentragdo de substrato de 5% foi inferior ao observado
para concentragdo de 3%. Novamente ha uma concordancia com os resultados obtidos com
relagdo ao rendimento celular, demonstrando que o teor de o6leo-diesel de 5%, atuou como

inibidor do crescimento celular.

TABELA 5.8 - Taxa Especifica de Crescimento (u max) e Rendimento (Yy/s), para
concentragdes de substrato de 3% e 5%, em Fermentagdo de Oleo-Diesel
Comercial por Saccharomyces lipolytica.

FERMENTACOES pumax (h-1) Yy/sg Yy/sn
Concentragio de 0,14 0,190 0,848
Substrato de 3%

Concentragio de 0,09 0,131 0,582

Substrato de 5%

As constantes de rendimento médio em relagdo a concentrag@o inicial de dleo-diesel
(Yx/sg), apresentaram valores inferiores aqueles reportados na literatura, porém razoaveis,
quando se leva em consideragio o tipo de substrato empregado. SADIR (1972), obteve um valor
de Yy/sg = 0,66, mas utilizou um substrato de melhor degradabilidade (querosene). Ja os valores
obtidos para as concentragdes de rendimento médio em relagdo ao teor inicial de parafinas
(Yx/sp), mostraram-se melhores, revelando a maior aptiddo dos microrganismos em consumir
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fragcoes mais facilmente degradaveis, como as parafinas. SADIR (1972), obteve novamente um
valor melhor (Yx/sp = 0,86), porém o querosene por ele usado continha um teor de parafinas de
76% (v/v), muito maior quando comparado ao 6leo-diesel.

O aumento na concentragdo de substrato de 3% para 5%, provocou uma queda nos
valores de rendimento obtidos, comprovando a inibigdo pelo substrato no microrganismo.
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6 - CONCLUSOES

O 6leo-diesel comercial usado como substrato, um complexo produto da refinagdo de
petroleo, apesar da degradabilidade seletiva e de n3o produzir resultados semelhantes aos
hidrocarbonetos mais simples, demonstrou que pode ser degradado pela levedura Saccharomyces
lipolytica, podendo produzir quantidades razoaveis de bioemulsificante e de biomassa com alto

teor protéico.

Os resultados obtidos, demonstraram a existéncia de um valor de pH (pH 5,00), que
permitiu obter os maiores valores de atividade de bioemulsificante e de produgio de biomassa.

Os meios de cultura contendo cloreto de aménio como fonte nitrogenada, mostraram ser
mais eficientes na produgdo do bioemulsificante e da massa celular, do que o meio que continha
sulfato de amonio.

Os experimentos conduzidos no fermentador de bancada produziram resultados
superiores aqueles obtidos nos frascos agitados. A atividade do bioemulsificante melhorou em até
16%, e o rendimento celular apresentou valores até 29% superiores aos dos erlenmeyers. Além

disso, houve uma redug¢do consideravel no tempo total de fermentag@o.

A concentragio de substrato que produziu os maiores rendimentos celulares foi de 3%
v/v, enquanto que as maiores atividades do bioemulsificante e as maiores taxas de degradagdo do

6leo-diesel foram conseguidas com uma concentragdo de 5% v/v.

O rendimento médio em relagdo a concentragdo inicial de Oleo-diesel (Y x/s¢) € O
rendimento médio em relagdo a concentragdo inicial de parafinas (Y x/gp), apresentaram valores
inferiores em relagdo aos apresentados na literatura. Esse comportamento justifica-se em fungdo

de o substrato utilizado ser de dificil degradagio.
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APENDICE A

TABELA A1l
FERMENTAGCAO 1-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,93 0,45 5,54
48 0,28 0,62 5,11
72 0,61 0,55 5,17
96 0,47 0,76 5,27
120 0,39 0,85 5,43

OBS : Valores médios de andlises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A2
FERMENTACAO 2-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,91 0,48 5,48
48 0,47 0,58 5,05
72 0,76 0,60 5,10
96 0,32 0,72 5,20
120 0,40 0,96 5,17
OBS : Valores médios de analises em duplicata
TABELA A3
FERMENTACAO 3-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,50 0,51 5,55
48 0,25 0,55 5,27
72 0,40 0,57 5,11
96 0,60 0,74 521
120 0,41 0,98 5,38

OBS : Valores médios de andlises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A4

FERMENTACAO 4-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,47 0,35 5,84
48 0,42 0,40 4,46
72 0,22 0,45 4,48
96 0,26 0,48 4,65
120 0,27 0,46 4,75

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA AS
FERMENTACAO 5-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,92 0,35 5,40
48 0,44 0,38 4,56
72 0,32 0,46 4,40
96 0,21 0,53 4,80
120 0,32 0,50 4,91

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A6
FERMENTACAO 6-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,90 0,39 5,16
48 0,33 0,48 4,22
72 0,21 0,52 4,45
96 0,20 0,60 4,72
120 0,26 0,57 4,73

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A7

FERMENTACAO 7-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,45 0,32 4,46
48 0,52 0,34 3,77
72 0,19 0,37 3,67
9% 0,15 0,31 3,98
120 0,05 0,30 4,21

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A8
FERMENTACAO 8-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,35 0,34 4,66
48 0,40 0,45 3,49
72 0,35 0,48 3,57
96 0,31 0,39 3,98
120 0,34 0,35 4,10

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A9
FERMENTACAO 9-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,43 0,33 4,38
48 0,50 0,42 3,53
72 0,43 0,50 3,51
96 0,31 0,39 3,94
120 0,34 0,38 4,10

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A10

FERMENTACAO 10-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,60 0,31 4,88
48 0,44 0,48 3,90
72 0,36 0,49 4,04
96 0,31 0,53 4,11
120 0,40 0,52 4,12

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica ( 1:10)

TABELA Al1l
FERMENTACAO 11-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRAGAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,47 0,27 4,99
48 0,40 0,43 3,64
72 0,35 0,47 4,00
96 0,28 0,57 3,71
120 0,42 0,52 3,91

OBS : Valores médios de anilises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A12
FERMENTACAO 12-Frascos Agitados pH 5,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,42 0,25 4,99
48 0,36 0,46 4,03
72 0,31 0,57 3,53
96 0,25 0,58 3,99
120 0,28 0,50 4,08

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A13

FERMENTACAO 13-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,45 0,28 4,65
48 0,36 0,38 3,53
72 0,37 0,50 3,55
96 0,16 0,51 3,40
120 0,28 0,49 3,39
OBS : Valores médios de anilises em duplicata. Densidade Otica (1: 10)
TABELA Al4
FERMENTACAO 14-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,46 0,26 4,61
48 0,31 0,45 3,56
72 0,23 0,57 3,38
96 0,30 0,54 3,31
120 0,60 0,48 3,43
OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
TABELA A15
FERMENTACAO 15-Frascos Agitados pH 4,50
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,50
24 0,37 0,24 4,58
48 0,33 0,41 3,52
72 0,32 0,44 3,19
96 0,37 0,55 3,15
120 0,27 0,51 3,37

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

71




TABELA A16

FERMENTACAO 16-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 1
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,31 0,24 4,37
48 0,30 0,47 3,41
72 0,28 0,48 3,31
96 0,23 0,50 3,30
120 0,11 0,45 3,37
OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
TABELA A17
FERMENTACAO 17-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,35 0,30 4,34
48 0,32 0,51 3,36
72 0,34 0,55 3,09
96 0,14 0,58 3,13
120 0,13 0,49 3,25
OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
TABELA A18
FERMENTACAO 18-Frascos Agitados pH 4,00
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 3
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 4,00
24 0,30 0,29 4,31
48 0,33 0,43 3,28
72 0,29 0,48 3,08
96 0,14 0,53 3,10
120 0,26 0,48 3,24

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A19

FERMENTACAO 19-Fermentador de Bancada pH 5,00 (sem controle)
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,58 0,77 4,23
48 0,47 0,85 4,05
72 0,72 0,68 4,04
96 0,49 0,62 4,20
120 0,59 0,54 4,60

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A20

FERMENTACAO 20-Fermentador de Bancada pH 5,00 (sem controle)

CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES

(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,90 0,97 3,70
48 1,10 0,68 3,33
72 0,84 0,60 3,21
96 0,53 0,54 3,40
120 0,52 0,37 3,66

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)

TABELA A21

FERMENTACAO 21-Fermentador de Bancada pH 5,00 (com controle)

CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 3% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES

(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,64 0,90 5,00
48 0,62 1,20 5,00
72 0,39 1,35 5,00
96 0,50 1,20 5,00
120 0,61 0,56 5,00

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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TABELA A22

FERMENTACAO 22-Fermentador de Bancada pH 5,00 (com controle)
CONCENTRACAO DE OLEO-DIESEL 5% MEIO DE CULTURA 2
TEMPO ANALISES
(horas) ATIV. BIOEMULSIF. | DENSIDADE OTICA pH
0 0,00 0,00 5,00
24 0,68 0,86 5,00
48 0,70 1,15 5,00
72 0,80 1,20 5,00
96 0,56 1,00 5,00
120 0,83 0,90 5,00

OBS : Valores médios de analises em duplicata. Densidade Otica (1:10)
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APENDICE B
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FIGURA B1 - Absorbancia em fungio da Concentragdo Celular (meio de cultura 1)
Equagio de Ajuste - Abs.= 1,78321.Conc.Cel + 0,0686792
Coeficiente de Correlagdo (R) = 0,990617
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FIGURA B2- Absorbancia em fungido da Concentragio Celular (meio de cultura 2)
Equacgio de Ajuste - Abs. = 1,603484.Conc.Cel.+ 0,0554245
Coeficiente de Correlagédo (R) = 0,993197

76

T

1.00



1.00 —

0.90

0.80

0.70

0.60

0.50

(diluicdo 1:10)

0.40

Absorbancia 610 nm

000 7= | | L

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
Concentracao Celular (g/l)

FIGURA B3- Absorbincia em fungdo da Concentragio Celular (meio de cultura 3)
Equagdo de Ajuste - Abs. = 1,26314.Conc.Cel.+ 0,0543868
Coeficiente de Correlagdo (R) = 0,996211
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FIGURA B4 - Absorbancia em fungo da Concentragio de Proteina.
Equagdo de Ajuste - Abs. = 0,0296481.Concent.Prot. - 0,00339657
Coeficiente de Correlagio (R) = 0,9999
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FIGURA BS - Calculo do p: In (Densidade Otica) em Fungdo do Tempo
(Meio 2, Concentrago de Substrato de 3%, pH 5,00)
Equagio de Ajuste - Y =0,118195.X + 0,597733
Coeficiente de Correlagdo (R) - 0,998
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FIGURA B6 - Calculo do p.: In (Densidade Otica) em Fungdo do Tempo
(Meio 2, Concentragiao de Substrato de 5%, pH 5,00)
Equagdo de Ajuste - Y =0,,0921818.X + 1,09282
Coeficiente de Correlagdo (R) - 0,995
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