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RESUMO

A producgao de biossurfactante por Candida lipolytica UCP0988 foi inicialmente
estudada em meio mineral contendo residuo de refinaria de 6leo de soja como
substrato de baixo custo. Os resultados obtidos demonstraram um rendimento
de 4,5 g/L de biossurfactante, com reduc¢ado da tenséo superficial do meio para
32 mN/m. O biossurfactante isolado apresentou 50% de proteinas, 20% de
lipideos e 8% de carboidratos em sua constituicdo. A otimizagdo da producgao
do biossurfactante foi realizada a partir de planejamentos fatoriais seqienciais.
O primeiro planejamento foi estabelecido utilizando-se trés variaveis: residuo
industrial, extrato de levedura e acido glutdmico. Considerando os resultados
obtidos, outros planejamentos foram realizados excluindo-se o extrato de
levedura do meio de cultivo. Os resultados posteriores demonstraram que as
melhores concentragdes de residuo industrial e de acido glutdmico foram de
6% e 1%, respectivamente, favorecendo a redugdo da tensdo superficial do
meio para 26 mN/m. A cinética de producao do biossurfactante obtido no meio
otimizado foi avaliada durante 72 horas a 150 rpm e 28°C. O biossurfactante
formou emulsdes estaveis de 4,5 Unidades de Atividade de Emulsificagéo.
durante a fase estacionaria de crescimento, enquanto que a tensdo superficial
do liquido metabdlico livre de células apresentou alteragdes insignificantes
frente a diferentes temperaturas, pH e concentracdes de NaCl. O
biossurfactante produzido por C. lipolytica, cultivada em meio de baixo custo
representa uma alternativa de produgcdo de um biopolimero estavel, com
perspectivas de aplicagdes futuras no controle da poluicdo ambiental causada

por petroleo e derivados.

Palavras-chave: Candida lipolytica, residuo industrial, biossurfactante
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ABSTRACT

The production of biosurfactants by Candida lipolytica UCP0988 was first
studied in a mineral medium supplemented with a ground-nut oil refinery
residue as low-cost substrate. The results obtained showed a yield of 4.5 g I,
with a reduction of the medium surface tension for 32 mN m™. The isolation of
the biosurfactant showed the presence of 50% of proteins, 20% of lipids and 8%
of carbohydrates. The optimization of biosurfactant production was carried out
by the use of sequential factorial designs. The first factorial design was
established by using three variables: industrial residue, yeast extract and
glutamic acid. According to the results obtained, others designs were developed
excluding the yeast extract from the medium of cultivation. The results obtained
showed that the best concentrations of the residue and of the glutamic acid
were 6% and 1%, respectively, favoring the reduction of the surface tension of
the medium to 26 mN m™. The kinetics of biosurfactant production in the
optimized medium was evaluated during 72 hours at 150 rpm and 28°C. The
biosurfactant formed stable emulsions of 4.5 U.A.E during the stationary growth
phase, while the surface tension of the cell-free broth showed only little changes
when submitted under different temperatures, pH’s and NaCl concentrations.
The biosurfactant produced by C. lipolytica cultivated in low-cost medium
represents an alternative of a stable biopolymer, permitting future applications
in the control of environmental pollution caused by petroleum and derivates and

in the industries of the country.

Keywords: Candida lipolytica, industrial residue, biosurfactant
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1. INTRODUGAO

Os surfactantes constituem uma importante classe de compostos quimicos,
amplamente utilizados em diversos setores industriais, como na industria petrolifera,
onde sao utilizados na produgao de petrdleo, ou incorporados em formulagdes de
oleos lubrificantes, em produtos de higiene e cosméticos, na industria de papel, téxtil
e de ceramica (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Os surfactantes, como moléculas anfipaticas, sdo constituidos por uma porgéo
hidrofobica e outra hidrofilica, onde a por¢ao apolar é uma cadeia hidrocarbonada e
a polar pode ser idnica (anidnica ou catidénica) ndo ibnica ou anfotérica. Em fungéo
da presenca dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos, esses compostos tendem a se
distribuir nas interfaces, com diferentes graus de polaridade (agua-6leo ou ar-agua),
formando um filme molecular, reduzindo, desse modo, a tensdo interfacial e
superficial. Estas propriedades tornam os surfactantes adequados para varias
aplicac¢des industriais, como detergéncia, emulsificacédo, lubrificagdo, capacidade
espumante, solubilizacdo e dispersdo de fases (MAYER; SOBERON-CHAVES,
2000; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Varios compostos com propriedades tenso-ativas sao sintetizados por
microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, sendo
considerados surfactantes naturais. Dentre as leveduras, representantes do género
Candida, tém sido utilizadas na emulsificacdo e solubilizacdo de substratos
insoluveis, como hidrocarbonetos, através da produgéo de biossurfactantes. Essas
substancias de origem microbiana tém atraido grande atencdo devido as suas
caracteristicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade ecoldgica e
habilidade de serem produzidas a partir de fontes renovaveis e de baixo custo
(CIRIGLIANO; CARMAN, 1985; ALEXOPOULOS et al., 1996; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002).

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com a sua composigao
quimica e sua origem microbiana. As principais classes incluem fosfolipideos, acidos
graxos hidroxilados, glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas (LIN, 1996).

Candida lipolytica vem sendo utilizada com sucesso devido ao potencial em
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produzir biopolimeros, com alta atividade de emulsificagdo, utilizando substratos
regionais como fonte de carbono. Recentemente, pesquisas relacionadas com a
otimizagdo da producdo de biossurfactantes a partir de substratos regionais e
glicose demonstraram a producdo desses compostos (MARCAL, 1991; SARUBBO
et al., 1999; VANCE-HARROP, 2000; SARUBBO et al., 2001; VANCE-HARROP et
al., 2003; RUFINO et al., 2003; VANCE-HARROP, 2004). Os biossurfactantes tém
sido testados em muitas aplicagbes ambientais, como na biorremediagdo, na
dispersdo de manchas oleosas e na recuperagao de petroleo, substituindo os
surfactantes quimicos. Além disso, também, podem ser utilizados nas industrias
alimenticia, cosmética, de detergentes e agricola (TULEVA et al., 2002).

Os Dbiossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos
surfactantes sintéticos, podendo ser aplicados em uma variedade de processos
industriais; entretanto, ainda ndo sédo amplamente utilizados, devido aos altos custos
de producgao, associados aos métodos ineficientes de recuperacao do produto e ao
uso de substratos dispendiosos (RON; ROSENBERG, 2001; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002).

Uma possivel solugdo seria o uso de subprodutos industriais, a exemplo, a
borra residual da industria de Oleos vegetais. Adicionalmente, a manipulacédo da
composi¢cdo do meio de cultura, também pode permitir o aumento da produtividade,
otimizando, dessa forma, as condi¢des de cultivo (GALLERT; WINTER, 2002;
TULEVA et al., 2002; RUFINO et al., 2005a).

Neste contexto, a produgcdo de biossurfactante por C. lipolytica, a partir de
residuos industriais, representa uma alternativa para a produgéo de biopolimeros
com atividade de emulsificagdo, possibilitando aplicagcdes futuras no controle da
poluicdo causada por petroleo e derivados, em ecossistemas terrestres e aquaticos.
Assim, as concentracdes ideais dos substratos foram estabelecidas através de
planejamentos fatoriais, visando minimizar os altos custos de produgdo. A
otimizagdo da producdo permitiu realizar o estudo da cinética de crescimento e de
producdo do biossurfactante, bem como, a determinacédo da estabilidade do

biopolimero.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biossurfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
utilizados em diversas aplicagcbes (ROSENBERG, 1986). A maioria dos surfactantes
disponiveis sdo sintetizados a partir de derivados do petréleo. Contudo, a
preocupacado ambiental levou a procura por surfactantes naturais como alternativa
aos produtos existentes. Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de
uma porg¢ao hidrofébica (apolar) e uma porgéo hidrofilica (polar). A porgéao apolar é
freqientemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porcéo polar pode ser
ibnica (anidbnica ou catibnica), ndo-ibnica ou anfotérica (ROBERT et al., 1991;
BANAT, 1995; SARUBBO et al., 1997).

Em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre as fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo). A formagéo de um filme
molecular, ordenado nas interfaces, promove a redugdo da tensdo interfacial e
superficial. Esta propriedade faz os surfactantes serem adequados para uma ampla
gama de aplicagdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacao, lubrificagao,
solubilizacdo e dispersédo de fases (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). A maior
utilizacao dos surfactantes se concentra na industria de produtos de limpeza (sabbdes
e detergentes), na industria de petréleo e na industria de cosméticos e produtos de
higiene (BOGNOLO, 1999). A produgdo mundial de surfactantes excede 3 milhdes
de toneladas por ano, sendo a maioria utilizada como matéria-prima para fabricagéo
de detergentes de uso doméstico (BANAT et al., 2000).

Varios compostos com propriedades tenso-ativas sdo sintetizados por
organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipideos) e
também pelo ser humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes naturais
(BANAT et al., 2000).

Atualmente, nos paises industrializados 70 — 75% dos surfactantes consumidos
séo de origem petroquimica (NITSCHKE; PASTORE, 2002; NITSCHKE et al., 2004).
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Entretanto, as industrias, pressionadas pelas organizagbes de defesa do meio
ambiente estdo muito interessadas em encontrar uma forma de produzir surfactantes
menos toxicos (DELEU; PAQUOT, 2004). Esta tendéncia é movida pela
necessidade da criagdo de produtos mais brandos, para a substituicdo de
compostos n&o biodegradaveis (alquil benzenos ramificados), como também para
aumentar a especificidade dos produtos (URUM; PEKDEMIR, 2004).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes,
isto €, diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sédo
denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlicos de
bactérias, fungos e leveduras. Os microrganismos sintetizam os biossurfactantes,
geralmente durante o crescimento em substratos imisciveis em agua (MULLIGAN,
2005).

A utilizagdo de técnicas para obtencdo de surfactantes a partir de
microrganismos representa um elevado interesse no campo aplicado (SEN; e
SWAMINATAN, 2005). Varios produtos microbiolégicos com propriedades
surfactantes foram identificados no passado. Entre os diversos microrganismos
estudados para a producao de biossurfactantes estédo o Arthrobacter, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtillis, Candida lipolytica e
Torulopsis bombicola (MULLIGAN, 2005).

2.1.1 Tensao superficial e Concentragao Micelar Critica (CMC)

A tensao superficial € a forca de atracdo, existente entre as moléculas dos
liquidos (Figura 1). A tensdo superficial diminui quando a concentragdo de
surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formagdo de micelas, que sao
moléculas anfipaticas agregadas com as porg¢des hidrofilicas posicionadas para a
parte externa da molécula e as porgbes hidrofébicas para a parte interna (Figura 2).
A concentragdo dessas micelas forma a CMC. Esta concentragdo corresponde a
minima concentracdo de biossurfactante necessaria para que a tensao superficial
seja reduzida ao maximo. Quando a CMC ¢ atingida, varias micelas s&o formadas
(Figura 3).
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Uma molécula proxima ao
centro do liguido

Uma molécula na superficie
do liguido

00000
o.:\:o

Figura 1 — Forca de atracao existente entre as moléculas dos liquidos

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne

Figura 2 - Posicionamento das moléculas dos surfactantes em fase liquida:

a) moléculas na interface ar-agua; b) formacao de micelas

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne
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Tensdo superficial mNim

Concentracdo de surfactante {g/l)
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Figura 3 - Formacao de micelas na CMC

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne

2.2 Funcao fisiolégica dos biossurfactantes

Embora, a exata fungao fisioldgica dos biossurfactantes ainda ndo tenha sido

completamente elucidada, algumas func¢des tém sido atribuidas, como:

- transporte de hidrocarbonetos: fungéo atribuida aos biossurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis (COOPER et al., 1981), onde um aumento
significativo da porg¢ao lipidica do polissacarideo de membrana foi detectado quando
0 microrganismo crescia em alcanos, indicando que o complexo polissacarideo -
acido graxo presente na superficie celular estaria envolvido no transporte de
hidrocarbonetos;

- emulsificagéo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insoluveis em
agua, facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (COOPER et
al., 1981). Porém, cepas de Bacillus subtilis produzem surfactantes apenas em
substratos hidrossoluveis (FRANCY et al., 1991);
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- atividade antibi6tica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente
da classe dos lipopeptideos e glicopeptideos. Os ramnolipideos de P. aeruginosa e
o surfactin de B. subtilis, funcionam como antibiéticos solubilizando os principais
componentes das membranas celulares microbianas. Através da excregcdo destes
biossurfactantes no meio, os microrganismos adquirem maior chance de
sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes (LIN, 1996);

- aderéncia-liberacdo da célula a superficies: uma das mais importantes
estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos é sua habilidade em colonizar um
nicho ecologico onde possa se multiplicar. Os elementos chave nesta estratégia sao
estruturas da superficie celular responsaveis pela aderéncia das células a
superficies. Os microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para
regular as propriedades da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um
determinado local, de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats
com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis
(ROSENBERG; RON, 1998).

2.3 Perspectivas econdmicas

Os processos biotecnolégicos sé&o considerados operagdes onerosas
especialmente no caso da producdo de biossurfactantes (SANTA ANNA et al,,
2005). Contudo, o sucesso da produgcdo dos biossurfactantes depende do
desenvolvimento de processos de baixo custo e da utilizagdo de matérias primas
que nao ultrapassem 10 — 30% do custo total (COOPER et al, 1981). Os
biossurfactantes competem com dificuldade com os surfactantes petroquimicos,
devido a trés aspectos: custo, funcionalidade e capacidade de producdo. O grande
custo de produgdo é bem tolerado para biossurfactantes usados em pequenas
quantidades em produtos caros, como cosméticos, medicamentos, entre outros.
Mas, em outras aplicagcbes, como a recuperacdao de Oleos, os altos custos de
producao séo incompativeis (PANDEY et al., 2000).

Makkar; Cameotra (2002) sugeriram alguns fatores que poderiam ser

enfocados na redugdo dos custos de produgdo dos biossurfactantes:
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microrganismos modificados geneticamente; o processo de produgéo, que pode ser
manipulado para reducdo dos custos operacionais; a utilizagcdo de substratos
renovaveis, como fonte nutritiva para os microrganismos; os processos de
recuperacao dos biossurfactantes podem ser substituidos por técnicas simples. Os
métodos de recuperagdo mais comuns sé&o as extragdes com solventes, como
cloroférmio-metanol, butanol, acetato de etila, pentano, hexano, acido acético ou
precipitacado acida. Contudo, esses métodos de recuperagcéo podem ser substituidos
por métodos mais simples, como centrifugagéo, cristalizagdo, adsorcéo e ultra-
filtracdo (COOPER et al., 1981).

Milhdes de toneladas de residuos industriais s&o gerados e rejeitados no meio
ambiente todos os anos podendo, na grande maioria das vezes serem reutilizados.
Pesquisas visando selecionar substratos adequados e de baixo custo para a
producao de biossurfactantes, destacam os residuos agro-industriais, como os do
processamento dos o6leos de soja, milho, coco, amendoim e canola, gorduras
animais, agucar de beterraba, sorgo, casca de soja, bagagco da cana-de-agucar e
residuos do processamento de algumas frutas como macéa, banana e abacaxi
(GALLERT; WINTER, 2002).

2.4 Producgao de biossurfactantes utilizando residuos oleosos

O mundo produz em torno de 2,5-3 milhdes de toneladas de 6leos e gorduras
por ano, e em torno de 75% dessa produgado € derivada de plantas (HABA et al.,
2000). Muitos 6leos e gorduras sdo utilizados na industria de alimentos, gerando
grande quantidade de residuos. A disposicdo dos residuos €& um problema
crescente, que desperta o interesse da utilizagdo deles para transformacao
microbiana.

Mercade et al., (1993) relataram o uso de efluente da industria de 6leo de oliva
(OOME) como novo substrato para producao de biossurfactantes (ramnolipideos),
por Pseudomonas sp. Esse efluente € um dos maiores poluentes da industria
agricola na regido mediterranea, € uma substancia escura contendo fragbes soluveis

em agua e residuos da extracao do oleo de oliva. OOME contém substancias toxicas
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semelhantes a polifendis e outras substancias orgéanicas (20 — 80 g/L), compostos
nitrogenados (12 — 24 g/L), acidos organicos (5 — 15 g/L) e 6leos residuais (0,3 — 5
g/L). Das vinte e duas espécies de Pseudomonas testadas, apenas quinze
apresentaram um bom crescimento e uma reducgédo na tensédo superficial para 30
mN/m (MERCADE et al., 1993).

Residuos de 6leos lubrificantes causam sérios problemas ao meio ambiente, a
particula de 6leo pode se juntar a matéria orgéanica, a particulas minerais e a
organismos, sendo assim uma ameaga ao meio ambiente (SANTA ANNA et al.,
2005). Bento; Gaylarde (1996) observaram a producao de biossurfactantes por
Pseudomonas em meio mineral com glicose e 6leo diesel. Em um estudo similar
Muriel et al., (2002) observaram a producdo extracelular de biossurfactante por
Cladosporium resinae. Essa producao foi observada através da redugado da tenséo
superficial e da formacgéao de emulsoes.

Mercade et al., (1996) relataram a selecdo de microrganismos capazes de
utilizar residuos de 6leos lubrificantes para producao de biossurfactantes. De dezoito
amostras de solo contaminadas por hidrocarbonetos, quarenta e quatro isolados
diferentes foram capazes de crescer em meio contendo 6leo lubrificante como fonte
de carbono. Apenas 10% das espécies isoladas produziram biossurfactantes.

Sarubbo et al., (1997) avaliaram a produgéo de bioemulsificantes por duas
linhagens de Candida lipolytica (1055 e 1120) utilizando meio suplementado com 5%
de o6leo de babacu e 1% de glicose como fonte de carbono. A produgédo de
bioemulsificantes foi observada na fase exponencial de crescimento e no inicio da
fase estacionaria.

Em outro estudo utilizando uma espécie de Pseudomonas 42A2 crescida em
meio contendo um sub-produto do processamento de Oleos vegetais, com alta
concentracdo de acido oléico (98% m/m), Mercade et al., (1997) observaram uma
diminuicdo na tenséo superficial do meio de cultura de 55 mN/m para 32 mN/m, e a
tenséo interfacial de 24 mN/m para 5 mN/m, devido a produgdo de um novo
biossurfactante, caracterizado como acido 7,10 diidroxi-8E-octadecandico.

Vollbrecht et al., (1999) estudaram a producgéo de biossurfactantes utilizando

Oleos vegetais domésticos. Em seus estudos com Tsukamurella DSM 44370, eles
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obtiveram um bom crescimento e uma boa produgé&o de glicolipideos em meios
contendo Oleos vegetais naturais, melhor que os resultados obtidos em meios
complexos. O oOleo de girassol apresentou um rendimento de produgédo em torno de
5g/L de glicolipideos.

Estudos sobre as propriedades fisico-quimicas dos glicolipideos produzidos por
Tsukamurella demonstraram que o glicolipideo GL1 reduziu a tenséo superficial da
agua de 72 mN/m para 35 mN/m, com uma concentragdo micelar critica com valor
de 10 mg/L. Os glicolipideos GL2 e GL3 reduziram a tensao superficial da agua para
23 mN/m e 24 mN/m, respectivamente (VOLLBRECHT et al., 1999).

Haba et al., (2000) realizaram a selecdo de 36 microrganismos para produgao
de biossurfactantes em meio de cultura liquido, contendo 2% de residuo de 6leo de
oliva ou 6leo de girassol como fonte de carbono, baixando a tenséo superficial para
40 mN/m, essa medida foi utilizada como critério de sele¢do. Apos 72 horas de
crescimento muitas espécies de Pseudomonas testadas apresentaram crescimento
satisfatorio, sendo o 6leo de oliva o melhor substrato para o crescimento celular e
para a producao de biossurfactante, a menor tenséo superficial foi de 35 mN/m. Os
biossurfactantes produzidos foram ramnolipideos. Outras espécies foram testadas
(Rhodococcus sp., Acinetobacter calcoaceticus e Candida sp.) mas os resultados
obtidos n&o foram comparaveis com os resultados obtidos por Pseudomonas (HABA
et al., 2000).

Biossurfactantes foram produzidos comercialmente por Pseudomonas, com
niveis superiores a 100 g/L (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000). O nivel de
producdo e a combinagcdo com o uso de substratos renovaveis e de baixo custo,
como os residuos organicos, tornam competitivo o custo de producdo dos
biossurfactantes com o custo de producao dos surfactantes sintéticos.

Substratos da industria do processamento de batatas foram avaliados para
producdao de biossurfactantes. Um estudo realizado por Fox; Bala (2000)
demonstrou a ameaga ao meio ambiente dos residuos ricos em amido das industrias
do processamento de batatas. Thompson et al., (2000) utilizaram efluentes de batata
para producdo de um biossurfactante, o surfactin. A maxima producao ocorreu na

fase estacionaria de crescimento, exibindo um bom indice de emulsificagdo e
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recuperando solos contaminados por 6leos. Dubey; Juwarkar (2001) estudaram a
producdo de biossurfactantes em meio sintético utilizando um residuo industrial

como fonte de carbono.

2.5 Aplicagoes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes ocupam uma posi¢cao quimica especial, pois podem ser
aplicados em diversas areas, como o aumento da recuperacao de 0Oleos, auxiliando
na biodegradacdo de poluentes insoluveis em agua e do material processado nas
industrias alimenticias (HOROWITZ; CURRIE, 1990; MCLNERNEY et al., 1990). As
industrias alimenticias, de cosméticos e drogas dermatoldgicas, muito citadas em
literatura, sdo outras areas de aplicagdo dos biossurfactantes (PELLERIN et al.,
1992). Vérios estudos demonstram a possibilidade de agdo dos biossurfactantes
(POLMAN et al., 1994). Recentemente, tem sido relatado o uso de biossurfactantes
na biorremediacao de areas poluidas por hidrocarbonetos (SHEPHERD et al., 1995).

Cameotra; Makkar (1998) aplicaram biossurfactantes para a solubilizacéo
parcial do carvao, utilizando uma preparacdo de biossurfactante produzido por
Candida bombicola. Mulligan et al., (2001) utilizaram surfactin, ramnolipideos e
soforolipideos em experimentos para remogédo de metais pesados de sedimentos.
Algumas outras aplicagbes dos biossurfactantes também foram relatadas, como na
industria de papel, em industrias téxteis, de ceramica e no processamento de uranio
(DELEU; PAQUOT, 2004).

Os biossurfactantes sdo amplamente utilizados em varios produtos, como em
cosméticos e em industrias de medicamentos (Tabela 1). Varios produtos
necessitam de surfactantes em seus ingredientes, incluindo repelentes de insetos,
antiacidos, solugbes para lentes de contato, desodorantes, produtos para unhas,
pasta de dentes etc (KLECKNER; KOSARIC, 1993; MAYER; SOBERON-CHAVEZ,
2000). Os biossurfactantes podem ser utilizados em produtos para o cuidado
pessoal, pois apresentam baixa toxicidade (BROWN, 1991). Soforolipideos sao
utilizados comercialmente pela Kao Co. Ltd., 1984 como umectantes em cosméticos.

O produto contém 1 mol de soforolipideos e 12 moles de propileno-glicol (YAMANE,
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1987).

Varios relatos tratam da eficiéncia de surfactantes sintéticos no controle da
podriddo do pepino e da pimenta causada por Pythium aphanidermatum e
Phytophthora capsici (STANGHELLINI et al., 1996). Em alguns experimentos foi
observado que os ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa em uma solu¢ao
nutritiva, causaram lise em zoosporos (STANGHELLINI; MILLER, 1997). O
biossurfactante apresentou atividade zoosporicida contra espécies de Pythium,
Phytophthora e Plasmopara em baixas concentragdes. A avaliacdo do controle
bioldgico por um grupo de ramnolipideos levou a conclusao que os biossurfactantes

apresentam potencial para utilizagcdo no controle bioldgico.

Tabela 1 - Principais aplicagbes comerciais dos biossurfactantes
(BANAT et al., 2000; MULLIGAN, 2005)
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Funcgodes Aplicacao
. . Cosmeéticos, tintas, biorremediacgéao,

Emulsionantes e dispersantes )

alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Detergentes Produtos de limpeza, agricultura
Agentes espumantes Produtos de higiene e cosméticos
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Sequliestrantes de metais Mineracao
Formadores de vesiculas Sistemas de liberagéo de drogas
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos

e Tratamento de residuos, recuperacgéo dc

Demulsificantes .

petroleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacgdes, oleodutos
Fungicida Controle biolégico de fitopatogenos

Recuperacéao terciaria de petroleo

Agente de recuperagéo (MEOR)

2.6 VANTAGENS DOS BIOSSURFACTANTES

Muitas caracteristicas dos biossurfactantes apresentam vantagens sobre os
surfactantes convencionais (BOGNOLO, 1999; NITSCHKE; PASTORE, 2002):

- atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e
mais efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes anidnicos
sulfatados), pois produzem menor tenséo superficial em menores concentracdes de
biossurfactante (COOPER; PADDOCK, 1984). A concentragdo micelar critica (CMC)
dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto
que a tenséo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30 mN/m
respectivamente (BOGNOLO, 1999);

- tolerancia a temperatura, pH e forga ibnica: alguns biossurfactantes

apresentam elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em
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ambientes com condigdes mais drasticas (GARTI, 1999). Os biossurfactantes
suportam concentracdes de 10% de NaCl enquanto que uma concentragao salina de
2-3% é suficiente para inativar surfactantes convencionais (BOGNOLO, 1999);

- biodegradabilidade: diferente dos surfactantes quimicos os biossurfactantes
sdo facilmente degradaveis na agua e no solo, o que os torna adequados para
aplicagdes como biorremediacdo e tratamento de residuos (MULLIGAN et al., 1993;
URUM et al., 2004);

- baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atengdo também
devido a crescente preocupagdo da populacdo com os efeitos alérgicos dos
produtos artificiais (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998); além disto, sua baixa toxicidade
permite o uso em alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos e na
biorremediacéo de ambientes poluidos (URUM et al., 2004).

Os biossurfactantes também apresentam as vantagens de: poderem ser
sintetizados a partir de substratos renovaveis e possuir grande diversidade quimica,
possibilitando aplicacdes especificas para cada caso particular (DESAI; BANAT,
1997). Além disto, possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, o que os torna comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em
termos de eficiéncia (Tabela2) (REISER et al., 1989). Outra vantagem reside no fato
de serem compostos que nao sado derivados do petréleo, fator importante a medida
que os precos do petrdleo aumentam. A possibilidade de modificagcdo da estrutura
quimica e das propriedades fisicas dos biossurfactantes por meio de manipulag¢bes
genéticas, biolégicas ou quimicas permite o desenvolvimento de produtos para
necessidades especificas (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Tabela 2 — Tensbes superficiais de surfactantes sintéticos e do liquido metabdlico de

bactérias e leveduras
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Surfactantes sintéticos/ Tensao superficial a
. g Referéncias
Microrganismos (mN/m)
Tween 80 45,0 BEHRING et al., 2004
Lauril Sulfato de Sodio
(SDS) 37,0 BEHRING et al., 2004
Brometo de n-hexadecil
trimetil amdnio (CTAB) 55,0 BEHRING et al., 2004
Rhodococcus sp. 28,5 KUYUKINA et al., 2001
Pseudomonas aeruginosa
MM1011 28,0 TAHZIBI et al., 2004
Serratia sp. 34,4 CUNHA et al., 2004
Nocardia sp. 28,0 KIM et al., 2000
Bacillus subtilis DSM 3256 27,2 SEN; SWAMINATHAN,
2005
Candida lipolytica
26,0 RUFINO et al., 2005a
(UCP 0988)
C. lipolytica 33,0 MULLIGAN, 2005
B. pumilus 27,0 MULLIGAN, 2005
P. aeruginosa (MEOR171) 29,0 ROCHA et al., 1992
. SANTA ANNA et al.,
P. aeruginosa (PA1) 30,0 2005
. JENNINGS; TANNER,
Bacillus sp. JF2 27,0 2004
P. aeruginosa
(ATCC9027) 37,0 CHEN, 2004
Candida bombicola
(ATCC22214) 25,0 LANG, 2002
P. aeruginosa 47T2 32,0 LANG, 2002
P. aeruginosa AT10 28,0 LANG, 2002
Bacillus sp. LB2a 26,0 NITSCHKE et al., 2005
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The prerequisites for a commercial fermentation process of biosurfactants include the
use of low cost substrates. This work describes the experimental results carried out
on the fermentation of Candida lipolytica, which produced a new biosurfactant when
grown on a vegetable oil refinery residue as substrate with a yield of 4.5 g I'". The
cell-free culture broth containing the examined biosurfactant caused the formation of
stable emulsions with hydrophobic of natural compounds. Emulsification properties of
the biosurfactant were not affected by salinity, indicating a potential value in
processes for the oil industries. The isolated biosurfactant reduced the surface
tension of water from 71mN m™ to 32mN m™". Preliminary chemical characterizations
showed that the biosurfactant is constituted by protein (50%), lipid (20%) and
carbohydrate (8%).

Keywords: Bioemulsifier; Biosurfactant; Candida lipolytica; Hydrophobic substrate
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INTRODUGAO

A necessidade industrial por surfactantes estd em constante crescimento’. A
importancia comercial dos surfactantes na area ambiental, é evidenciada no grande
nimero de aplicagdes industriais?®. A utilizagdo de biossurfactantes no meio
ambiente esta relacionada principalmente a biorremediagcdo de hidrocarbonetos
derivados do petréleo em ambientes marinhos e em solos*’. Nas industrias de
oleos, sao utilizados na recuperagcdo do petroleo, facilitando o transporte do 6leo
cru®. Os biossurfactantes tém atraido grande atencdo por apresentarem algumas
vantagens frente aos surfactantes quimicos, como baixa toxicidade,
biodegradabilidade e aceitabilidade ecolégica’®. Algumas estratégias estdo sendo
desenvolvidas para a produgdo comercial de biossurfactantes, para que eles
possam competir com os surfactantes quimicos’. Por exemplo, a utilizagdo de
substratos de baixo custo pode permitir uma redu¢do de mais de 50% dos custos
finais de produgao de biossurfactantes’.

O mundo produz em torno de 2,5 a 3 milhdes de toneladas de 6leos e gorduras
por ano, e em torno de 75% dessa producao € derivada de plantas’’. Muitos 6leos e
gorduras séo utilizados na industria de alimentos, gerando grande quantidade de
residuos, cuja disposicdo é um problema ambiental’’. No nordeste do Brasil
residuos gordurosos séo produzidos em grande quantidade (1890 ton/ano) a partir
de refinarias de 6leos vegetais e podem ser utilizados como fontes de carbono com
grande potencial comercial’%.

Varias leveduras sdo conhecidas por produzirem emulsificantes extracelulares,
quando cultivadas em substratos imisciveis em agua, como alcanos e 6leos. Dentre
as leveduras, espécies de Candida apresentam um grande potencial em relagéo a
producao de biossurfactantes, uma vez que sao capazes de utilizar varios
hidrocarbonetos como fonte de carbono’. O principal objetivo desse trabalho foi
avaliar a utilizagdo do residuo de refinaria de 6leo vegetal como substrato para

producao de biossurfactante por Candida lipolytica.
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METODOS

Microrganismo

Candida lipolytica UCP 0988 obtida da cole¢do de culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de Pernambuco, Brasil,
foi mantida a 5°C em meio Yeast Mold Agar (YMA) contendo: extrato de levedura
0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1% e agar 2%. Quando excluido

0 agar, constituiu 0 meio de crescimento do in6culo, Yeast Mold Broth (YMB).

Condigoes de cultivo

A cultura foi crescida em meio contendo NH4sNO3 0,1%, KH2PO4 0,02%,
MgS0O,.7H20 0,02%, extrato de levedura 0,1% e 2,5% de residuo industrial (Tabela
1) como substrato. O pH do meio de cultura liquido foi ajustado para 5,7 com uma
solucao de NaOH (1M) ou de HCI (1M).

Candida lipolytica foi crescida em meio YMA a 27°C por 24 horas; entdo, a
cultura foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml do meio
liquido Yeast Mold Broth (YMB) que foram incubados durante 24 horas a 27°C em
shaker rotatério (Nova Etica — Mod. 430) a 150 rpm. A produgdo de biossurfactante
foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 1000 ml, contendo 300 ml de meio
mineral suplementado com 2,5% de residuo industrial e 0,1% de extrato de levedura.
Foi inoculado com 10* células/ml incubados em shaker rotatério a 200 rpm durante
144 horas a 27°C. O pH do meio ndo foi ajustado durante o cultivo. Estas condi¢des
de produgdo foram previamente otimizadas por Rufino et al., (2003)™. Amostras
foram retiradas a cada 24 horas para determinacdo de: biomassa, pH por
potenciometria (perpHect LogRmeter — Mod. 310), indice de emulsificacéo e tensao
superficial.

A determinacdo da biomassa foi realizada a partir de 50mL do liquido
metabdlico, centrifugado a 2000 x g (Centrifuga refrigerada Mod. IEC — CENTRA
MP4R) durante 20 minutos, sendo a fase superior descartada e o “pellet” celular

lavado com agua gelada e seco em estufa (Mod. Ma 033) a 105°C por 24 horas, em
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frascos de penicilina previamente pesados. Ap6s esse periodo, a biomassa foi
determinada por gravimetria em balanca analitica (Mod. AB104/METTLERTOLEDO).

indice de emulsificagdo

O indice de emulsificagao foi determinado de acordo com Cooper e Goldenberg
(1987)"° onde 2 ml de hidrocarbonetos foram adicionados a 2 ml do liquido
metabdlico livre de células, obtido apds centrifugacdo, em tubos graduados e
agitados em vortex durante 2 minutos. A estabilidade da emulséo foi determinada
apos 24 horas, e o indice de emulsificacao (E) foi calculado pela razéo entre a altura
da emulsdo e a altura total, sendo o valor entdo multiplicado por 100. O indice de
emulsificagdo também foi determinado em diferentes tempos (1-7 dias), temperatura
(5°, 28° e 100°) e concentragdes de NaCl (2,0; 5,0 e 10,0%).

Isolamento e caracterizagao do biossurfactante produzido

O liquido metabdlico foi centrifugado (Centrifuga refrigerada Mod. IEC -
CENTRA MP4R), liofilizado (Liofilizador Mod. LABCONCO VIDY — FREEZONE 4.5),
e o biossurfactante extraido utilizando o seguinte sistema: cloroformio/liquido
metabdlico (1:1 v/v). ApOs essa etapa a fase aquosa foi liofilizada e o rendimento de
biossurfactante determinado por gravimetria.

A determinacéo das proteinas do biossurfactante foi realizada utilizando o kit
de proteinas totais Labtest Diagnostica S.A. Brasil. Os acgucares totais foram
determinados conforme a metodologia descrita por Dubois et al., (1956)°. A
quantidade de lipideos presente no biossurfactante foi determinada utilizando
cloroférmio:metanol em diferentes proporgdes (1:1 e 1:2 v/v). O extrato organico foi

evaporado e o conteudo de lipideos determinados por gravimetria”.

Tensao superficial e Concentragdao Micelar Critica (CMC)

A tensdo superficial foi determinada utilizando o anel de DuNouy em
Tensidmetro modelo Sigma 70 (KSV Instruments LTD, Finland) a temperatura
ambiente. A CMC foi determinada automaticamente pela medida da tenséo

superficial da dgua destilada com crescentes concentragbes de biossurfactante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca pela produgdo de biossurfactantes por leveduras depende da
identificacdo de residuos de baixo custo. O objetivo em produzir surfactantes
comercialmente depende de uma 6tima qualidade e uma grande quantidade. Os
residuos industriais apresentam um grande potencial para a producédo de
biossurfactantes com um custo reduzido, ja que podem ser utilizados como fonte de
carbono pelos microrganismos. Em muitos processos de produgdo de
biossurfactantes a fonte de carbono representa cerca de 50% do custo total da
produgao’®.

Candida lipolytica foi cultivada em meio mineral contendo 2,5% de residuo
industrial da refinaria de 6leo vegetal e 0,1% de extrato de levedura como substratos
durante 144 horas (Figura 1). A maxima producao de biomassa ocorreu apés as 60
horas de crescimento. A redugao da tenséo superficial foi observada durante a fase
exponencial de crescimento, obtendo valores minimos apés 24 horas de cultivo,
indicando excelentes propriedades superficiais do biossurfactante produzido. O pH
permanece praticamente inalterado durante o crescimento. Considerando que a
acidez do meio € um parémetro correlacionado com a eficiéncia na sintese de
biossurfactantes, baseados em resultados experimentais anteriores, Bednarski et al.,
(2004)™ estabeleceram um meio de crescimento liquido com pH de 5,5, no qual
obtiveram consideraveis resultados em termos da sintese de glicolipideos por C.

apicola utilizando residuo industrial como substrato.

Em adigdo a tensao superficial e interfacial, a estabilizacdo de emulsdes de
O0leo e agua € comumente utilizada como indicador de atividade superficial. A
atividade de emulsificacéo do biossurfactante produzido foi determinada para varios
substratos imisciveis em agua (Figura 2). Altos valores de emulsao foram obtidos
para o 6leo motor (100%). Ja& o 6leo diesel e o hexano nédo foram efetivamente
emulsificados. Estes resultados indicam que o biossurfactante produzido apresenta
especificidade de emulsificagéo para o 6leo motor e para o n-hexadecano (Figura 2).

Resultados similares foram obtidos para Rhodococcus cultivada em hidrocarbonetos
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(ABU-RUWAIDA et al., 1991)%. Os resultados obtidos confirmam que a atividade de
emulsificagdo depende da afinidade do biossurfactante produzido pelo

hidrocarboneto testado.

A Figura 3 demonstra a influéncia do tempo na capacidade emulsificante do
biossurfactante produzido pela C. lipolytica. Muitas das emulsdes formadas,
utilizando diferentes hidrocarbonetos, demonstraram estabilidade por um periodo

superior a sete dias.

Apesar da diversidade de composicao quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas destas
caracteristicas representam vantagens sobre os surfactantes convencionais:
tolerancia a temperatura, pH e forga idnica?>?2. A Figura 4 mostra a resisténcia do
biossurfactante frente a diferentes temperaturas (5°, 28° e 100°C), demonstrando
que sua estabilidade né&o foi alterada quando submetido a 5°C e a 28°C, embora a
100°C as atividades de emulsificagdo ndo foram significativas, estes resultados séo

semelhantes aos resultados observados por Abu-Ruwaida et al., (1991) %.

Além dos testes de temperatura, a estabilidade do surfactante frente a
diferentes concentracdes de NaCl (2,5, 5 e 10%) também foi avaliada. Como mostra
a Figura 5, observou-se que o surfactante emulsificou bem os substratos testados
independentes da concentragdo de NaCl a qual foi submetido. Apenas o hexano néo
foi emulsificado em todas as concentragdes do sal adicionadas ao liquido
metabolico. Estes resultados estdo de acordo com achados da literatura que relatam
a estabilidade dos biossurfactantes a concentragcbées de 10% de NaCl, enquanto que
concentragdes salinas de 2% e 3% sé&o suficientes para inativar surfactantes

convencionais®.

A extragdo do biossurfactante em cloroférmio permitiu o isolamento do
biopolimero. Este se apresentou como um precipitado branco soluvel em agua. Os
resultados indicaram uma recuperacéo de 111% da atividade de emulsificacdo para
o produto isolado, sendo este valor bastante favoravel, uma vez que o maximo de

recuperacao da atividade em cultivos de C. lipolytica utilizando 6leos vegetais como
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substratos foi de 96% em meio de 6leo de coco, conforme descrito por Sarubbo et
al. (1999)%

O biossurfactante isolado apresentou 50% de proteinas, 20% de lipideos e 8%
de carboidratos em sua constituicdo. Diferentemente, o liposan produzido por C.
lipolytica utilizando hexadecano como substrato é composto por 83% de
carboidratos e 17% de proteinas®. Outro biopolimero produzido em laboratério por
C. lipolytica utilizando glicose como substrato, apresentou 47% de proteinas, 45% de
carboidratos e 5% de lipideos’ e o bioemulsificante obtido utilizando 6leo de babacu
como substrato, apresentou 60% de carboidratos, 23% de proteinas e 11% de
lipideos, demonstrando que o mesmo microrganismo pode produzir diferentes
biossurfactantes dependendo do substrato utilizado®’. Mais recentemente, o
biossurfactante produzido por Curvularia lunata utilizando residuos insoluveis como

substrato, apresentou 25% de proteinas e 48% de polissacarideos®.

Outra importante propriedade dos biossurfactantes potentes é a habilidade de
atuarem na reducdo da tenséo superficial de solugdes aquosas?’. A Figura 6 mostra
a CMC do biossurfactante produzido que foi de aproximadamente 1%, e a tenséo

superficial da agua apresentou uma redugéo de 71 mN/m para 32 mN/m.

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que o biossurfactante
produzido pela C. lipolytica, apresentou estabilidade frente a diferentes tempos,
temperaturas e concentragdes de sal, podendo ser utilizado no controle da polui¢ao

ambiental causada por compostos oleosos.
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Figura 1

Crescimento, pH e reducéo da tensao superficial durante o crescimento de Candida
lipolytica em meio mineral contendo 2,5% de residuo industrial da refinaria de éleo

vegetal e 0,1% de extrato de levedura.

Figura 2

Emulsificagcdo de hidrocarbonetos pelo biossurfactante produzido por Candida
lipolytica em meio mineral contendo 2,5% de residuo industrial da refinaria de dleo

vegetal e 0,1% de extato de levedura.

Figura 3

Influéncia do tempo na capacidade de emulsificagdo do biossurfactante produzido
por Candida lipolytica em meio mineral contendo 2,5% de residuo industrial da

refinaria de 6leo vegetal e 0,1% de extato de levedura.

Figura 4

Influéncia da temperatura na capacidade de emulsificacdo do biossurfactante
produzido por Candida lipolytica em meio mineral contendo 2,5% de residuo

industrial da refinaria de 6leo vegetal e 0,1% de extato de levedura.

Figura 5

Influéncia de diferentes concentra¢cdes de NaCl na capacidade de emulsificagdo do
biossurfactante produzido por Candida lipolytica em meio mineral contendo 2,5% de

residuo industrial da refinaria de 6leo vegetal e 0,1% de extato de levedura.

Figura 6

Concentragédo Micelar Critica do biossurfactante produzido por Candida lipolytica em
meio mineral contendo 2,5% de residuo industrial da refinaria de éleo vegetal e 0,1%

de extato de levedura.
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Tabela 1

Composicao do residuo da refinaria de 6leo vegetal (Miranda et al., 1999)

Composigao %*?

Material graxo 60,000
Carboidratos 35,000

Sédio 2,700
Magnésio 0,080
Potassio 0,063

Zinco 0,004

Ferro N&o detectado
4peso seco
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ARTIGO I

Producgao de biossurfactante por Candida lipolytica utilizando acido

glutamico e residuo da refinaria de 6leo vegetal como substratos

Manuscrito a ser submetido para publicacéo no:

Bioresource Technology
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RESUMO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que se particionam nas interfaces com
diferentes graus de polaridade. A composi¢cao do meio de cultura para a producao
de biossurfactante por Candida lipolytica foi estudada utilizando planejamentos
fatoriais, combinando as variaveis residuo industrial, extrato de levedura e &cido
glutdmico. Considerando o elevado custo de extrato de levedura, e os resultados
obtidos ap6s a realizagdo do primeiro planejamento, outros planejamentos foram
realizados, excluindo o extrato de levedura. Os resultados obtidos demonstraram
que os aumentos das concentragcbdes do residuo e do acido glutdmico, atuaram na
reducao da tensdo superficial do meio de cultivo de 50mN/m para 26mN/m. O
biossurfactante produzido formou emulsdes estaveis de 4,5 Unidades de Atividade
de Emulsificagéo (U.A.E.) em todos os hidrocarbonetos testados ap6s 40 horas de
cultivo. O biopolimero produzido permaneceu estavel frente a diferentes
temperaturas, pH e concentragcdes de NaCl. Considerando os resultados obtidos, a
producao de biossurfactante por C. lipolytica em meio de baixo custo, representa
uma alternativa para a produgdo de um biopolimero estavel, possibilitando
aplicagdes futuras no controle da polui¢ao causada por petrdleo e derivados.

Palavras-chave: Candida lipolytica; Meio de baixo custo; Planejamento fatorial
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ABSTRACT

The production of biosurfactants by Candida lipolytica UCP0988 was carried out by
the use of sequential factorial designs. The first factorial design was established by
using three variables: industrial residue, yeast extract and glutamic acid. According to
the results obtained, others designs were developed excluding the yeast extract from
the medium of cultivation. The results obtained showed that the best concentrations
of the residue and of the glutamic acid were 6% and 1%, respectively, favoring the
reduction of the surface tension of the medium to 26 mN m™. The kinetics of
biosurfactant production in the optimized medium was evaluated during 72 hours at
150 rpm and 28 °C. The biosurfactant formed stable emulsions of 4.5 U.A.E during
the stationary growth phase, while the surface tension of the cell-free broth showed
only little changes when submitted under different temperatures, pH’s and NaCl
concentrations. The biosurfactant produced by C. lipolytica cultivated in low-cost
medium represents an alternative of a stable biopolymer, permitting future
applications in the control of environmental pollution caused by petroleum and
derivates and in the industries of the country.

Keywords: Candida lipolytica; Low-cost medium; Factorial design
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INTRODUGAO

Os surfactantes constituem uma importante classe de compostos quimicos,
amplamente utilizados em diversos setores industriais, como na industria petrolifera,
onde sao utilizados na produgcao de petréleo, ou incorporados em formulac¢des de
oleos lubrificantes, em produtos de higiene e cosméticos, na industria de papel, téxtil
e de ceramica (Makkar e Cameotra 1998).

Em funcéo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos, esses compostos
tendem a se distribuir nas interfaces, com diferentes graus de polaridade (agua-6leo
ou ar-agua), formando um filme molecular, reduzindo, desse modo, a tensao
interfacial e superficial. Estas propriedades dos surfactantes os tornam adequados
para varias aplicagbes industriais, como detergéncia, emulsificacdo, lubrificagéo,
capacidade espumante, solubilizacdo e disperséao de fases (Mayer e Soberon-
Chaves 2000; Nitschke e Pastore 2002).

Os Dbiossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos
surfactantes sintéticos, podendo ser aplicados em uma variedade de processos
industriais; entretanto, ainda ndo sdo amplamente utilizados, devido ao seu alto
custo de producgdo, associado a métodos ineficientes de recuperacdo do produto
(Ron e Rosenberg 2001; Makkar e Cameotra 2002).

Uma possivel solugdo para a redugdo do custo de producédo de
biossurfactantes seria 0 uso de subprodutos industriais, como o residuo da refinaria
de dleos vegetais, como substrato. Adicionalmente, a manipulagdo da composi¢cao
do meio de cultura, também pode permitir aumento da produtividade (Gallert e
Winter 2002; Tuleva et al. 2002; Rufino et al. 2005a).

Neste contexto, a producéo de biossurfactantes por Candida lipolytica, a partir
de residuos industriais, representa uma alternativa para a produgéo de biopolimeros
com atividade de emulsificagédo, possibilitando aplicagdes futuras no controle da

poluicao, causada por petroleo e derivados, em ecossistemas terrestres e aquaticos.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a Candida lipolytica - Harrison (Diddens e Lodder
1958), (UCP 0988), pertencente ao Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da Universidade Catdlica de Pernambuco, mantido
em meio Yeast Mold Agar (YMA) a 5 °C.

Substrato

O substrato utilizado foi o residuo industrial de refinaria de 6leo de soja,
constituido por material gorduroso 60%, carboidrato 35%, sédio 2,7%, magnésio
0,08%, potassio 0,063%, zinco 0,004 % (Miranda et al. 1999).

Meios de cultura
Meio de manutengao

O meio de manutencéo utilizado foi o Yeat Mold Agar (YMA), com a seguinte
composigao: extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, D - glicose 1%,
peptona 0,5%, agar 2%, agua destilada g.s.p. 100 mL. Os componentes foram
solubilizados e esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Quando excluido

0 agar, constituiu o meio de crescimento do in6culo, Yeast Mold Broth (YMB).

Meio base de produgao

Para a produgcéo do biossurfactante foi utilizado o seguinte meio: NH4NO3
0,1%, KH2PO4 0,02%, MgSO04.7H,O 0,02%. Os componentes quimicos foram
dissolvidos e as fontes residuo industrial, extrato de levedura e acido glutamico,
adicionadas ao meio de acordo com os planejamentos fatoriais descritos nas
Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20
minutos, sendo o pH final ajustado para 5,5 (Potencidmetro perpHect Logmeter —
mod. 310).
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Otimizagdo do meio de producdo utilizando planejamentos fatoriais
seqlienciais

O inbculo foi padronizado transferindo-se a amostra de C. lipolytica para tubos
de ensaio contendo o meio YMA, crescida por 72 horas a 28 °C. Em seguida, a
cultura foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade,
contendo 50 mL do meio YMB e foram incubados sob agitacéo orbital de 150 rpm a
28 °C em shaker rotatério (Mod. Nova Etica 430), durante 24 horas. As
fermentacbes para producdo do biossurfactante foram realizadas em frascos de
Erlenmeyer com 250 mL de capacidade, contendo 50 mL do meio base de produgéo
e incubados com 5 % de uma suspensdo celular de 10® células/mL. Os frascos
foram mantidos sob agitacao orbital de 150 rpm, durante 72 horas, a temperatura de
28 °C.

Cinco planejamentos fatoriais completos foram realizados. O primeiro de 2°
com 8 ensaios e 4 repeticdes no ponto central, foi realizado com o objetivo de avaliar
a influéncia das variaveis independentes: residuo de refinaria, extrato de levedura e
acido glutdmico sobre a variavel resposta tensdo superficial. Os valores das
variaveis independentes nos niveis -1 e +1 e no ponto central encontram-se
especificados na Tabela 1. O segundo planejamento fatorial de 22, foi realizado com
4 ensaios e 3 repeticbes no ponto central. Os valores das variaveis independentes
nos niveis —1 e +1 e no ponto central encontram-se especificados na Tabela 2. O
terceiro planejamento fatorial de 2% com 4 ensaios e 2 repeticdbes no ponto central,
foi realizado com o objetivo de otimizar o meio de produgéo do biossurfactante. Os
valores das variaveis independentes nos niveis -1 e +1 e no ponto central
encontram-se especificados na Tabela 3. O quarto planejamento fatorial foi realizado
com 4 ensaios e 2 repeticbes no ponto central. Os valores das variaveis
independentes nos niveis —1 e +1 e no ponto central encontram-se especificados na
Tabela 4. O quinto planejamento fatorial de foi realizado com 4 ensaios e 2
repeticbes no ponto central. Os valores das variaveis independentes nos niveis —1 e
+1 e no ponto central encontram-se especificados na Tabela 5.

Aliquotas foram coletadas ao longo do cultivo para determinagdo da biomassa;

da atividade de emulsificagdo e da tensdo superficial; e do pH por potenciometria
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(Potencidbmetro perpHect LogRmeter — Mod. 310) (Cirigliano e Carman, 1984;
Kuyukina et al., 2001).

A determinacdo da biomassa foi realizada a partir de 50mL do liquido
metabdlico, centrifugado a 2000 x g (Centrifuga refrigerada Mod. IEC — CENTRA
MP4R) durante 20 minutos, sendo a fase superior descartada e o “pellet” celular
lavado com agua gelada e seco em estufa a 105°C por 24 horas, em frascos de
penicilina previamente pesados. Apds esse periodo, a biomassa foi determinada por
gravimetria em balanca analitica (Mod. AB104/METTLERTOLEDO) (Garcia-Ochoa e
Casas 1999).

Determinacdo da velocidade especifica de crescimento (l.sp) € do tempo de
geracgao (Tg)
A velocidade especifica de crescimento (Uesp.) € 0 tempo de geragao (Tg) foram

determinados segundo a formula descrita por Pirt (1975).

Para a velocidade especifica de crescimento foi utilizada a equacéo:
Uesp = (LNX — LnXp)/(T-To)

Onde: X = biomassa final
Xo = biomassa inicial
T = tempo final

To = tempo inicial

O tempo de geracgéo (Tg) foi determinado pela férmula:

Determinagédo do indice de emulsificagao

Para a determinacéo do indice de emulsificacdo, as amostras retiradas ao
longo da fermentagdo foram centrifugadas a 5000 x g durante 15 minutos
(Centrifuga refrigerada Mod. IEC — CENTRA MP4R), e em seguida, analisadas
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conforme descrito por Cooper e Goldenberg (1987) onde 2 ml de hidrocarbonetos
foram adicionados a 2 ml do liquido metabdlico livre de células, obtido apés
centrifugacdo, em tubos graduados e agitados em vortex durante 2 minutos. A
estabilidade da emulséo foi determinada apds 24 horas, e o indice de emulsificagcao
(E) foi calculado pela razao entre a altura da emulsao e a altura total, sendo o valor

entdo multiplicado por 100.

Determinacao da atividade de emulsificagao

Para a determinagéo da atividade de emulsificacdo, as amostras retiradas ao
longo da fermentagédo foram centrifugadas a 5000 x g durante 15 minutos, e em
seguida, analisadas conforme descrito por Cirigliano e Carman (1984): amostras de
2 mL foram colocadas em tubo de ensaio (15 x 125 mm), diluidas com uma solug¢ao
de tampéo acetato 0,1M (pH 3,0) até um volume final de 4 mL, sendo adicionado 1
mL de um dos diferentes substratos: n-hexadecano, 6leo de milho, éleo de algodéo
e Oleo de canola. Em seguida, o tubo foi agitado por 2 minutos a 25 °C em vortex. A
emulséo obtida foi deixada em repouso por 10 minutos e em seguida determinada a
absorbéancia a 540 nm, sendo o meio mineral utilizado como branco. A Unidade de
Atividade de Emulsificacdo (U.A.E) foi definida como a quantidade de emulsé&o

produzida.

Determinagao da tensao superficial

A tenséo superficial foi determinada de acordo com Kuyukina et al. (2001),
utilizando um tensidmetro automatico (modelo Sigma 70-KSV Ltd., Finland)
utilizando-se o anel de DU NUOY.

Estabilidade do biossurfactante

Os efeitos de diferentes temperaturas (0, 5, 70, 100 e 120°C), de diferentes
concentracdes de NaCl (2, 4, 6, 8 e 10%) e de diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8,

10 e 12) foram avaliados no liquido metabdlico livre de células, para determinagao
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da estabilidade da atividade surfactante, através de medidas da tensao superficial
(Abu-Ruwaida et al. 1991; Cameotra e Makkar 1998; Kim et al. 2000).

Analise estatistica dos resultados
Todos os dados obtidos na realizagdo dos planejamentos fatoriais foram
analisados utilizando o programa Statistica versdo 6.0 da Statsoft, USA. A

significancia dos resultados foi estabelecida para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos trabalhos descrevem a importancia da combinagdo entre um substrato
insoluvel e um carboidrato, como constituintes do meio de cultura para obtencéo de
altos rendimentos de surfactantes (Davila et al., 1992; Zhou e Kosaric, 1993, 1995;
Rufino et al., 2005b).

A maximizacdo da produgcédo de metabdlitos de interesse industrial a partir de
processos fermentativos, como o0s biossurfactantes, entretanto, requer a
padronizacdo do meio e das condigbes de cultivo (Duff et al., 1973; Zhou e Kosaric,
1993; Sarubbo et al., 2006). Portanto, o emprego da modelagem estatistica consiste
em uma importante ferramenta que pode ser usada para explicar ndo s6 a influéncia
mais relevante, como também, a interagdo entre as influéncias dos parametros
fermentativos envolvidos no desempenho de um determinado processo (Myers e
Montgomery, 2002). E ainda, segundo Davila et al., (1992), consiste num modo
eficiente de gerar informacao a partir de poucos ensaios experimentais, reduzindo,
consequentemente, os custos e o tempo necessarios para o desenvolvimento de
processos experimentais. Neste sentido, planejamentos fatoriais seqtienciais foram
utilizados como ferramenta estatistica para realizar o processo de otimizagdo da
producao de biossurfactante por Candida lipolytica UCP0988, utilizando residuo de
refinaria de Oleo vegetal de soja, e acido glutdmico, na formulagcdo do meio de

cultura.
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Otimizagao da produc¢ao do biossurfactante

A reducédo da tensado superficial é utilizada como um critério primario para
selecionar microrganismos produtores de biossurfactantes, embora agentes
emulsificantes e dispersantes ndo possuam, necessariamente, habilidade em
reduzir a tensao superficial (Youssef, 2004; Shepherd et al., 1995).

Neste sentido, os ensaios realizados para a produg¢do do agente surfactante
por C. lipolytica foram avaliados com o auxilio de um planejamento fatorial completo
de 2%, com 4 repeticdes no ponto central, com a finalidade de analisar os principais
efeitos e interagdes das variaveis: concentragdo do residuo, concentragdo do acido
glutdmico e concentracdo do extrato de levedura, sobre a variavel resposta tensao

superficial.

De acordo com o diagrama de Pareto de efeitos padronizados (Figura 1), para
um nivel de 95% de confianga, pode-se observar que entre as variaveis
independentes analisadas, a unica que apresentou efeito significativo sobre a
variavel resposta tensao superficial, foi a concentragdo do residuo industrial. De
acordo com os resultados obtidos ap6s 72 horas de cultivo, observou-se uma
significativa reducéo na tensado superficial inicial do meio de 50 mN/m para 25,29

mN/m no ensaio 6 do primeiro planejamento fatorial (Tabela 1).

Os resultados obtidos foram bastante promissores, considerando que
planejamentos fatoriais realizados por Cunha et al., (2004) para a confirmacao de
resultados preliminares obtidos por um biossurfactante produzido por Serratia sp.
SVGG16, utilizando gasolina como substrato, a tensao superficial inicial do meio de
cultivo de 67,8 mN/m foi reduzida para 34,4 mN/m, apds 96 horas de cultivo. Para
Mulligan (2005) o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis atuou na reducéo
da tensdo superficial do meio de cultivo para 27mN/m; enquanto que, Sen e
Swaminathan (2005) demonstraram que surfactin produzido por B. subtilis

(DSM3256) reduziu a tensao superficial do meio de cultivo para 27,2 mN/m.

Em adicdo a tensdo superficial e interfacial, a estabilidade de emulsdes

Oleo/agua € muito utilizada como um indicador de atividade superficial, embora a
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habilidade de uma molécula em formar uma emulsdo estavel nem sempre esta
associada a reducao da tensdo superficial (Nitschke et al., 2004; Youssef et al.,
2004). A combinacéao entre dois liquidos imisciveis (0leos), resulta na formacéo de
emulsdes. Quando um liquido € disperso em outro, as pequenas gotas formadas
promovem uma grande quantidade de area interfacial e superficial. Quando se trata
de dois liquidos puros, as gotas coalescem rapidamente, separando-se em duas
fases, minimizando, assim, a area interfacial. Na presenca de surfactantes, as
emulsdes formadas podem permanecer estaveis, através da redugédo da tensao
interfacial e da reducédo do grau de coalescéncia. Assim, Urum e Pekdemir (2004)
indicam que a estabilidade de uma emulsao esta relacionada ao comportamento do
equilibrio da fase 6leo/agua/surfactante formada pela agéo deste ultimo.

O indice de emulsificacdo do liquido metabdlico livre de células foi
determinado para diferentes substratos, obtendo-se 79% de emulsificagdo com o
6leo de motor, embora o 6leo de milho e o n-hexadecano n3o tenham sido
efetivamente emulsificados. Brown e colaboradores (1985) obtiveram resultados
semelhantes com o indice de emulsificagéo do 6leo de motor e o 6leo de milho, com
valores de 78% e 70%, respectivamente, usando liquido metabdlico produzido por
uma bactéria aerobia nado identificada, denominada de isolado 1165. Estudos
demonstraram que a atividade emulsificante depende da afinidade do
biossurfactante com o substrato testado (Thanomsub et al., 2004; Urum e Pekdemir,
2004). E importante ressaltar que o biossurfactante produzido nas condicdes
estabelecidas nesse trabalho demonstra aplicabilidade como agente surfactante,
além de poder atuar também como agente emulsificante.

Considerando os resultados obtidos no Diagrama de Pareto, demonstrando
que o extrato de levedura ndo atuou na reducdo da tensdo superficial,
planejamentos fatoriais sequenciais foram desenvolvidos utilizando apenas o
residuo industrial e o acido glutamico, como variaveis do processo, com a finalidade

de se obter um meio de produgéo de baixo custo.

A Figura 2 mostra a superficie de resposta de um modelo quadratico ajustado

aos valores dos planejamentos finais (3, 4 e 5). O grafico da superficie de resposta
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demonstra a otimizagdo sequencial do meio de produg¢do apresentando uma
pequena curvatura em virtude de uma fungdo quadratica ajustada aos resultados
obtidos. Pode-se observar ainda que a regido com maior concentragéo de residuo
(6%) e menor concentragédo de 4cido glutadmico (1%) foi a que apresentou a menor
tensdo superficial de 25,29 mN/m. As superficies dos primeiros planejamentos néo
foram apresentadas, pois essa regido ainda n&o apresentava-se ajustada as
melhores concentragbes de acido glutdmico e do residuo industrial, 0 que ocorreu
apos o terceiro planejamento. Os circulos localizados na superficie apresentam os
resultados das tensdes superficiais determinadas em duplicata para cada condi¢édo

dos planejamentos.

Cinética de crescimento e de produgdao do biossurfactante por Candida
lipolytica

A Figura 3 ilustra a cinética de crescimento da C. lipolytica UCP0988, pH e
tensao superficial do liquido metabolico obtido em condigéo otimizada (meio contendo
6% do residuo e 1% de acido glutdmico). Observou-se que a maxima producao de

biomassa 11 g/L ocorreu ap6s as 50 horas de cultivo.

O inicio da fase exponencial de crescimento de C. lipolytica UCPQ0988 foi
observado com 4 horas de cultivo, prolongando-se até as 40 horas de cultivo. A
velocidade especifica de crescimento foi de esp. 0,15 h™', com tempo de geragdo Tg
de 4,62 h. Apds 48 horas de cultivo iniciou-se a fase estacionaria de crescimento.

O pH inicial do meio de cultivo foi 5,5 e ao final com 72 horas de cultivo atingiu
valores proximos a 7,0. Bednarski et al. (2004) estudaram a producdo de
biossurfactante por Candida antarctica ATCC20509 e C. apicola ATCC96134,
utilizando um residuo da refinaria de 6leo, e observaram que a acidez do meio é um
importante parametro, estando correlacionada com a sintese de biossurfactante do
tipo glicolipideos. Estudos realizados por Cunha e colaboradores (2004) sobre a

producao de biossurfactante utilizando gasolina como substrato, o pH inicial foi de
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7,5 atingindo valores proximos a 6,0 ao final da fermentac&o. Os resultados obtidos
sugerem que cada microrganismo apresenta um pH especifico para o tipo de
biossurfactante produzido.

A maior produgdo de biossurfactante ocorreu na fase exponencial de
crescimento, tendo sido evidenciado através da redugdo da tensdo superficial do
meio de cultivo de 50 mN/m para 25,29 mN/m (Figura 3). A producdo de
biossurfactante na idiofase (fase estacionaria de crescimento) ocorre tendo em vista
o0 microrganismo ja ter produzido os metabdlitos primarios (trofofase), necessarios
para o seu desenvolvimento, a partir das fontes de carbono soluveis e insoluveis.

Os resultados obtidos s&o apoiados pelos estudos realizados por Sarubbo e
colaboradores (1999, 2001), onde foi avaliada a producao de bioemulsificantes por
duas linhagens de Candida lipolytica 1055 e 1120, utilizando meio suplementado
com 5% de Oleo de babagu e 1% de glicose como fonte de carbono,
respectivamente. A producdo de bioemulsificantes foi observada na fase
exponencial de crescimento e no inicio da fase estacionaria. Os resultados obtidos
aqui descritos concordam com Thompson e colaboradores (2000), que utilizaram
efluentes de batata para producdo de um biossurfactante, o surfactin, e a maxima
producao de biossurfactante ocorreu na fase estacionaria de crescimento, exibindo
um bom indice de emulsificacao e recuperando solos contaminados por éleos.

A Figura 4 ilustra a cinética de producao do biossurfactante por C. lipolytica
UCP0988, através da determinacdo da atividade de emulsificagdo em condigéo
otimizada (meio contendo 6% do residuo e 1% de acido glutamico). A atividade de
emulsificagdo foi determinada durante a cinética de crescimento da C. lipolytica
UCP0988 utilizando diferentes substratos: n-hexadecano, éleo de milho, de algodao
e de canola. As maiores atividades foram de 4,8 U.A.E. a 5,5 U.A.E. para todos os
substratos testados, permanecendo estaveis apos as 48 horas de cultivo, com
atividades de 4,5 U.A.E. As maiores atividades obtidas em estudos realizados por
Kim e colaboradores (1996) foram de 2,5 U.A.E. e 2,69 U.A.E. para o n-hexadecano
e o Oleo de milho, respectivamente. Testes realizados por Ghurye e colaboradores
(1994) demonstraram que a capacidade de emulsificagdo do biossurfactante

produzido por Escherichia coli JM101 nao foi significativa, uma vez que as emulsdes
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formadas apresentaram valores em torno de 0,9 U.A.E. Como controle do teste de
atividade de emulsificacdo alguns surfactantes comerciais foram testados e as
atividades apresentaram valores abaixo de 2,58 U.A.E. (GHURYE et al., 1994)

Os valores de atividade de emulsificacao obtidos no presente trabalho foram
superiores aos obtidos pelo biossurfactante produzido por C. lipolytica quando

cultivada em glicose (Sarubbo et al., 1999) e éleo de babacgu (Sarubbo et al., 2001).

Estabilidade do biossurfactante frente a diferentes temperaturas

A estabilidade do biossurfactante produzido por Candida lipolytica foi avaliada
através da tenséao superficial, sendo um fator importante para sugerir a utilizagédo do
biossurfactante em condicbes ambientais extremas (Mulligan, 2005). A Figura 5
ilustra a influéncia da temperatura na tensao superficial do liquido metabdlico da C.
lipolytica obtido em condigéo otimizada.

Os resultados obtidos demonstraram a estabilidade do biossurfactante
produzido por C. lipolytica UCP0988, pois 0 mesmo, quando submetido a altas ou
baixas temperaturas os valores de sua tensdo superficial ndo apresentou grandes
variagbes (Figura 5). Estudos realizados por Gusméao e colaboradores (2005)
demonstraram que a tensao superficial do liquido metabdlico produzido por Candida
glabrata ndo apresentou alteragbes significativas quando aquecido a 70°C, com
aumento da tensao superficial quando submetido a 4°C.

Os resultados obtidos por Brown e colaboradores (1985), para o biossurfactante
produzido pela bactéria designada como isolado 1165 demonstraram uma reducgéo
da tenséao superficial do liquido metabdlico livre de células quando este foi submetido
a temperaturas entre 0°C e 4°C, embora quando exposto a temperaturas elevadas
(100°C e 120°C) tenha apresentado valores de tensdo estaveis, entre 30,5 mN/m e
31,8 mN/m. Cameotra e Makkar (1998) observaram a estabilidade da tensé&o
superficial apdés a exposicdo do biossurfactante produzido por B. subtilis a

temperatura de 100 °C, com valores entre 27 mN/m e 28 mN/m.
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Estabilidade do biossurfactante frente a diferentes valores de pH

A Figura 6 ilustra a influéncia do pH na estabilidade do biossurfactante
produzido por Candida lipolytica avaliada através da tenséo superficial do liquido
metabdlico obtido em condigéo otimizada. Os resultados obtidos demonstram que o
biossurfactante obtido ndo apresentou alteragbes significativas no valor de tenséo
superficial quando submetido a diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8, 10). Contudo,
observou-se um discreto aumento na tensao superficial quando submetido ao pH 12.
Segundo Ghurye e colaboradores (1994) a desnaturacdo de componentes protéicos
ou o aumento da ionizagdo do meio pode ocasionar a variagdo da tensao superficial
em valores de pH extremos.

Para Abu-Ruwaida e colaboradores (1991), a influéncia do pH na tenséo
superficial demonstra que as variagbes do pH ndo causam grandes alteracées nos
valores da tensado superficial do liquido metabdlico produzido por bactérias. O
biossurfactante produzido por Nocardia sp. apresentou tensdes superficiais estaveis
frente a uma ampla faixa de pH (Cirigliano e Carman, 1984). Cameotra e Makkar
(1998) também obtiveram valores estaveis ao longo da ampla faixa de pH para o

liquido metabdlico de Bacillus licheniformis.

Estabilidade do biossurfactante frente a diferentes concentragées de NaCl

A Figura 7 ilustra a influéncia de diferentes concentragcbes de NaCl na
estabilidade do biossurfactante, avaliada através da tensdo superficial do liquido
metabdlico de Candida lipolytica obtido em condigdo otimizada. O biossurfactante
produzido ndo apresentou alteragdes significativas na tenséo superficial quando
submetido a altas concentragbes de NaCl. Estes resultados sao bastante
promissores, considerando que concentragdes acima de 2% de NaCl s&o suficientes
para inibir a atuacao de surfactantes sintéticos, segundo Desai e Banat (1997); Kim
et al., (2000).
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Os resultados obtidos s&o apoiados por Abu-Ruwaida e colaboradores (1991),
as mesmas concentragbes de NaCl foram utilizadas e a tenséo superficial também

permaneceu constante independente da concentragéo de sal utilizada.
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Tabela 1 - Valores das variaveis independentes, do primeiro planejamento fatorial,
nos niveis -1, +1 e no ponto central. Variavel resposta: tensdo superficial apos

72horas de cultivo

Tabela 2 - Valores das variaveis independentes, do segundo planejamento fatorial,
nos niveis -1, +1 e no ponto central. Variavel resposta: tensdo superficial apos

72horas de cultivo

Tabela 3 - Valores das variadveis independentes, do terceiro planejamento, nos
niveis -1, +1 e no ponto central. Variavel resposta: tensao superficial apds 72horas

de cultivo

Tabela 4 - Valores das variaveis independentes, do quarto planejamento, nos niveis
-1, +1 e no ponto central. Variavel resposta: tensdo superficial apés 72horas de

cultivo

Tabela 5 - Valores das variaveis independentes, do quinto planejamento, nos niveis
-1, +1 e no ponto central. Variavel resposta: tensao superficial apdés 72horas de

cultivo
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Figura 1 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados das diferentes variaveis
testadas na producdo de Dbiossurfactante por Candida lipolytica,
ap6s 72 horas de cultivo. As variaveis testadas foram: (1) residuo, (2) acido
glutdmico e (3) extrato de levedura. Os efeitos dos compostos foram

estatisticamente significativos para p < 0,05.

Figura 2 - Superficie de resposta de um modelo quadratico ajustado aos dados dos
planejamentos fatoriais 3, 4 e 5 tendo como variavel resposta a tensao superficial

apos 72 horas de cultivo de Candida lipolytica.

Figura 3 - Cinética de crescimento da Candida lipolytica, pH e tensao superficial do
liquido metabdlico obtido em condigdo otimizada (6% do residuo e 1% de acido

glutédmico)

Figura 4 - Produgdo do biossurfactante por Candida lipolytica determinada pela
atividade de emulsificagéo do liquido metabdlico obtido em condicao otimizada (6%

do residuo e 1% de acido glutadmico)

Figura 5 - Influéncia da temperatura na estabilidade do biossurfactante, avaliada
através da determinagdo da tensado superficial do liquido metabdlico de Candida

lipolytica, obtido em condic¢ao otimizada (6% do residuo e 1% de &cido glutdmico)

Figura 6 - Influéncia do pH na estabilidade do biossurfactante, avaliada através da
tensado superficial do liquido metabdlico de Candida lipolytica, obtido em condi¢cao

otimizada (6% do residuo e 1% de acido glutamico)
Figura 7 - Influéncia da concentracdo de NaCl na estabilidade do biossurfactante,

avaliada através da tensédo superficial do liquido metabdlico de Candida lipolytica,

obtido em condigao otimizada (6% do residuo e 1% de acido glutamico)
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Tabela 1
Tensao
Residuo Elxtrato de Acido glutamico superficial
evedura

(mN/m)
Condigéo 1 -1 -1 -1 38,99
Condigao 2 +1 -1 -1 34,25
Condicao 3 -1 +1 -1 44,08
Condicao 4 +1 +1 -1 37,16
Condigao 5 -1 -1 +1 41,77
Condicao 6 +1 -1 +1 26,32
Condigéo 7 -1 +1 +1 43,41
Condicao 8 +1 +1 +1 29,22
Condicéao 9 0 0 0 40,97
Condicao 10 0 0 0 38,72
Condicao 11 0 0 0 41,71
Condicao 12 0 0 0 42,49

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 1% (-1) e 4% (+1);
Extrato de levedura, 0% (-1) e 0,2% (+1); acido glutdmico, 0% (-1) e 1% (+1). Os valores dos pontos

centrais foram: residuo, 2,5%; extrato de levedura, 0,1%; acido glutdmico 0,5%
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Tabela 2
Tensao
Residuo Acido glutamico superficial

(mN/m)
Condigao 1 -1 -1 28,78
Condigao 2 +1 -1 26,68
Condigéo 3 -1 +1 26,96
Condigao 4 +1 +1 26,62
Condigao 5 0 0 26,63
Condigéo 6 0 0 26,44
Condicéo 7 0 0 26,59

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 4% (-1) e 8% (+1); acido

glutamico, 1% (-1) e 2% (+1). Os valores dos pontos centrais foram: residuo, 6%; acido glutdmico

1,5%
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Tabela 3
Tensao
Residuo  Acido glutamico superficial

(mN/m)
Condigao 1 -1 -1 33,43
Condicao 2 +1 -1 25,76
Condigao 3 -1 +1 27,07
Condigéo 4 +1 +1 26,42
Condigéo 5 0 0 26,82
Condigéo 6 0 0 26,44
Condigéo 7 0 0 26,60

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 5% (-1) e 7% (+1); acido

glutdmico, 1,25% (-1) e 1,75% (+1). Os valores dos pontos centrais foram: residuo, 6%; acido

glutdmico 1,5%
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Tabela 4
Tenséao
Residuo  Acido glutamico superficial

(mN/m)
Condigéo 1 -1 -1 25,29
Condigao 2 +1 -1 26,71
Condigéo 3 -1 +1 26,60
Condigéo 4 +1 +1 25,99
Condigéo 5 0 0 25,76
Condigéo 6 0 0 25,68
Condigéo 7 0 0 25,70

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 6% (-1) e 8% (+1); &cido

glutdmico, 1% (-1) e 1,5% (+1). Os valores dos pontos centrais foram: residuo, 7%; acido glutdmico

1,25%
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Tabela 5
Tenséao
Residuo  Acido glutamico superficial

(mN/m)
Condigéo 1 -1 -1 26,34
Condigéo 2 +1 -1 25,65
Condigéo 3 -1 +1 26,58
Condigéo 4 +1 +1 25,29
Condigéo 5 0 0 26,70
Condigéo 6 0 0 26,35
Condicao 7 0 0 26,50

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 5% (-1) e 6% (+1); acido

glutdmico, 0,5% (-1) e 1% (+1). Os valores dos pontos centrais foram: residuo, 5,5%; acido glutdmico

0,75%
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CONCLUSOES

ARTIGO I:

O biossurfactante produzido apresenta alta atividade de emulsificagéo para o
oleo motor;

O indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido nao apresenta
alteragdes consideraveis, quando submetido a diferentes temperaturas e
concentracdes de NaCl;

O rendimento maximo da producgao de biossurfactante € na fase estacionaria
de crescimento;

A caracterizagdo preliminar do biossurfactante produzido demonstra sua

natureza polimérica.

ARTIGO II:

A utilizacdo de planejamentos fatoriais como ferramenta estatistica é de
grande importancia na formulacao de experimentos microbioldgicos;

As interagdes entre o residuo industrial e o acido glutamico, entre o extrato de
levedura e o acido glutdmico e entre o residuo e o extrato de levedura,
produziram efeitos positivos, nao significativos, sobre a redugdo da tenséo
superficial;

O biossurfactante produzido reduz consideravelmente a tens&o superficial da
agua;

O biossurfactante produzido ndo apresenta alteracdes significativas quando
submetido a diferentes temperaturas, diferentes valores de pH e
concentracdes de NaCl;

O biossurfactante produzido demonstra potencial de utilizagcdo como agente

surfactante e emulsificante.
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