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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, isolada em campos petroliferos do
Nordeste Brasileiro, produziu um biosurfactante do tipo ramnolipideo, quando cultivada
por fermentagdo em estado solido utilizando o bagago de cana-de-aglicar como substrato,
enriquecido com solucdo de sais, glicerol e nitrato de amodnio. A producdo de
ramnolipideos foi 12,5 g/Kg.S.S (grama por quilograma de substrato seco) expressos em
ramnose apds 12 dias de cultivo. As propriedades fisico-quimicas do biosurfactante
presente no extrato purificado do material fermentado foram examinadas por tensiometria
(tensidmetro Kruss modelo K12) e pelo indice de emulsificagdo do tensioativo contra
diferentes compostos apolares (gasolina, diesel, tolueno e querosene) e foram muito
semelhantes as obtidas para os ramnolipideos produzidos por fermentacdo submersa, com
valores de concentragdo micelar critica de 14,3 mg/L e o melhor indice de emulsificagdo
apos 24 h (83%) para a gasolina. A utilizagdo do biosurfactante mostrou-se viavel para a
lavagem de solos contaminados com gasolina, sendo 88,0 % mais eficiente do que a agua
na remo¢do de hidrocarbonetos volateis e ndo volateis, segundo a determinagdo por
cromatografia gasosa em sistema headspace dos eluatos. Quando a matéria organica
contida nos eluatos dos solos foi avaliada por demanda quimica de oxigénio (DQO),
obteve-se 64,2 % mais de eficiéncia em relagdo ao uso da agua nas mesmas condi¢des, o
que confirma a viabilidade de desenvolvimento de diferentes aplicagdes, sobretudo as
ambientais, desse biosurfactante produzido por FES. A utilizagao da fermentac¢ao no estado
solido usando um residuo agroindustrial de baixo custo pode viabilizar economicamente as

aplicacdes ambientais de biosurfactantes.

Palavras-Chave: Ramnolipideos; Pseudomonas aeruginosa, biosurfactantes, fermentacao

em estado solido.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, isolated from a petrol well in Northeast
Brazil, produced a thamnolipid biosurfactant when grown in a solid-state fermentation on a
substrate composed of sugar cane bagasse impregnated with a solution of minerals,
glycerol and ammonium nitrate. Rhamnolipid levels reached 12.5 g/kg-DS (gram per
kilogram of dry substrate) after 12 days. The biosurfactant was extracted from the
fermented solid and purified. Its phyiscochemical properties were then evaluated on the
basis of tensiometry (tensiometer Kruss mode KI12) and determination of the
emulsification index against different apolar compounds (gasoline, diesel, toluene and
kerosene). These properties were very similar to those obtained in submerged culture, with
a Critical Micellar Concentration of 14.3 mg/L and an emulsification index of 83% against
gasoline at 24 h. The biosurfactant was used in the washing of soils contaminated with
gasoline, being 88.0% more efficient than water in removing volatile and non-volatile
hydrocarbons, as determined on the basis of gas chromatography of the headspace gases of
the eluates. The chemical oxygen demands of the organic material in the eluates from the
soil demonstrated that washing with a biosurfactant solution was 64.2% more efficient than
water under the same conditions. These results suggest that the biosurfactant produced in
solid-state fermentation can be used in environmental applications. The use of solid-state
fermentation using agroindustrial residues has the potential to make the environmental

applications of biosurfactants economically viable.

Keywords: Rhamnolipids; Pseudomonas aeruginosa, biosurfactants, solid-state

fermentation
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1. INTRODUCAO

Os biosurfactantes sdo moléculas anfifilicas constituidas de uma porc¢ao hidrofébica
e uma por¢ao hidrofilica, produzidos extra ou intracelularmente por microrganismos -
bactérias, fungos ou leveduras - durante o processo de fermentacdo, com a finalidade de
facilitar a difusdo passiva de substancias insoliiveis em agua, para o interior da célula
(SANTOS, 1997). Essas moléculas sdo biodegradaveis, ndo toxicas e podem ser
produzidas in situ (por inoculagdo do proprio microrganismo no local de atuagdo do
biosurfactante) ou extra situ por adigdo do biosurfactante previamente produzido em outro
local (MAKKAR & CAMEOTRA, 1997; CARRILO, 1996).

Nas atividades industriais relacionadas ao petroleo, sdo varias as aplicacdes dos
biosurfactantes, como por exemplo, na recuperacdo avancada de o6leo, (MEOR,
Microbiologically Enhanced Oil Recovery), na limpeza de tanques e equipamentos, € na
biorremediagdo de solos e outros ecossistemas contaminados por acidentes de
derramamento de 6leo. Além disso, podem ser utilizados no melhoramento da qualidade do
6leo, na sintese de novos polimeros, cosméticos e produtos relacionados e na sintese de
bioplasticos. A utilizagdo in situ e extra situ de biosurfactantes tem sido bastante estudada
e desponta como alternativa viavel em alguns campos especificos.

A cepa Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, utilizada neste trabalho, foi
isolada de uma planta petroquimica e, quando cultivada em fermentagdo submersa (FS)
usando como fonte de carbono o glicerol, produz uma mistura de ramnolipideos. A
composi¢ao desta mistura foi determinada por ESI-MS (electrospray-ionisation-mass-
spectrometry) apresentando 6 homologos do tipo monoramnolipideo (Rha-C;o-C,o; Rha-
C10-Cs; Rha-Cg-Cjo; Rha-Cy-Cyz.1. Rha-Ci,-Cyp, Rha-Cjp- Ci2) € os seus correspondentes
di-ramnolipideos (MONTEIRO et al., 2007). O biosurfactante produzido por FS mostrou
excelentes propriedades tensioativas, promovendo a reducao da tensdo superficial do meio

de cultura para 27,34 mN/m, concentra¢do micelar critica (CMC) de 13 mg/L, formando
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emulsdes bastante estaveis (indice de emulsificacdo, contra o tolueno £ = 86,4% apos 24 h)
mesmo ap6s 30 dias (contra o tolueno, £ = 60,0%) (MONTEIRO ef al., 2007). Entretanto,
quando se tentou um aumento de escala do processo de FS para biorreator de 5 L, houve
uma intensa formagdo de espumas, mostrando que havia necessidade de se procurar
processos alternativos.

Nesse contexto, a proposta deste foi estudar o processo de fermentagdo em estado
solido (FES) para a producdo do biosurfactante por P. aeruginosa UFPEDA 614. Esta
técnica de fermentagdo, além de impedir a formagao de espumas durante o processo, utiliza
residuos agroindutriais como substrato, o que pode propiciar uma redugdo dos custos de
producdo dos biosurfactantes, tornando-os economicamente competitivos com 0s

surfactantes quimicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SURFACTANTES

Os surfactantes, também chamados de tensioativos, emulsificantes ou agentes de
interface, sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢do hidrofobica e de uma
porcao hidrofilica, geralmente utilizados em produtos comerciais com a finalidade de
melhorar a dispersdo (ou a solubilizagdo) de materiais hidrofébicos em agua (MULLIGAN
& GIBBS, 1993). Com este proposito, a eficacia destes compostos ¢ avaliada em fungdo de
algumas propriedades fisicas deles proprios ¢ das misturas que estabelecem com a agua,
como solubilidade, concentragcdo micelar critica (CMC), tensdo superficial e tensdo

interfacial (Figura 1).

" cMC

ﬁ? OCLT/_DO Solubilidade

Propriedade ’ ; N
Fisica ' Tenséo Superficial

Tenséo Interfacial

v

Concentragao de Tensoativo

Figura 1. Tensdo superficial, tensdo interfacial e solubilidade em fungdo da concentragdo do
surfactante (CMC: concentrag@o micelar critica). Fonte: MULLIGAN et al, 2001.

A Figura 1 mostra a relagao entre a concentragdo do emulsificante e as propriedades
fisicas anteriormente citadas. Em uma emulsio, onde existe um limite interfacial entre duas

fases imisciveis, os surfactantes concentram-se nas interfaces solido-liquido, liquido-



17

liquido ou vapor-liquido. A parte hidrofobica da molécula concentra-se na superficie
voltada a fase hidrofobica, enquanto a por¢do hidrofilica estd orientada para a solugdo
(MULLIGAN, 2005). A tensao superficial, que ¢ uma medida da energia livre da superficie
por unidade 4rea requerida para trazer uma molécula a superficie (ROSEN, 1978),
correlaciona-se com a concentragdo do composto ativo na superficie até que a CMC seja
alcangada; Assim, a CMC ¢ definida como a concentragdo minima necessaria para o inicio
da formacao da micela (BECHER, 1965). A tensdo interfacial ¢ a superficie de separagdo
entre duas substancias quaisquer. Ao contrario da tensdo superficial de um liquido, a tensao
interfacial de um par de substancias pode ser negativa; neste caso a energia potencial de
coesdo diminui a medida que a drea da interface aumenta, e este aumento se produz
espontaneamente por ser a adesdo entre as moléculas mais intensa do que a coesdo entre
elas (SOUZA, 1995).

A eficacia de um surfactante ¢ determinada por sua habilidade de diminuir a tensao
superficial da dgua, pois o surfactante interage com a molécula de dgua e diminui o
trabalho requerido para trazer uma molécula a superficie e assim, a tensdo superficial ¢
reduzida. Um surfactante eficaz pode diminuir a tensdo superficial da agua de 72 a 35
mN/m e a tensdo interfacial (TI) de n-hexadecano em 4gua de 40 a | mN/m. Na pratica, a
CMC ¢ também a concentracdo maxima de mondmeros de surfactante na agua e ¢
influenciada pelo pH, pela temperatura e pela forca ionica. Os surfactantes eficientes
apresentam uma CMC baixa, pois a concentracao de surfactante necessaria para reduzir da
tensao superficial ao maximo ¢ menor (OBERBREMER et al., 1990; SAMSON et al.,

1990). A Tabela 1 apresenta valores de CMC para alguns surfactantes sintéticos.



Tabela 1. Propriedades de alguns surfactantes sintéticos
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Surfactante Estrutura quimica Massa molecular CMC (mg/L)
sintético
SDS Dodecilsulfato de sédio 288 2420
DBS Dodecilbenzenosulfonato 324 390
de sodio
Steol CS-330 Laurilsulfato de sodio 442 1460
polietoxilado
DPDS Disulfato Difenil oxido 642 4040
polietoxilado sorbitan

FONTE: DESHPANDE et al., (1998).

Uma outra caracteristica importante dos surfactantes e biosurfactantes ¢ o balanco

hidrofilico-lipofilico (BHL), que ¢ conferido pela composicdo da mistura. BHL ¢ uma

expressdao numérica relativa da atragdo simultanea do emulsificante pela agua e pelo 6leo,

cujo valor informa a solubilidade do emulsificante em oOleo ou agua. Em geral, as

moléculas com baixo BHL sdo lipofilicas, enquanto as de BHL alto sdo mais soliveis em

agua (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002). A Tabela 2 ilustra as aplicagdes de tensioativos

ndo-10nicos com diferentes valores de BHL e seus usos.

Tabela 2. Usos sugeridos para tensioativos ndo-idnicos em relagdo aos valores de BHL
(balanco hidrofilico-lipofilico)

BHL USOS
<3 Filmes de superficie
3-6 Emulsificantes 4gua em 6leo (a/o)
7-9 Espalhamento de liquidos em superficies solidas
8-15 Emulsificantes 6leo em agua (o/a)
13 -15 Detergentes
15 -18 Solubilidade

Fonte: CHRISTOFI & IVSHINA, 2002.

2.2. BIOSURFACTANTES

Os biosurfactantes constituem um grupo de diversas moléculas sintetizadas por

microrganismos (NITSCHKE et al., 2005a; CAMEOTRA & MAKKAR, 2004). Estes
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compostos oferecem muitas vantagens em relagdo aos surfactantes de origem quimica, tais
como: (a) aceitabilidade ecologica, pois sdo potencialmente aplicaveis em protecdo
ambiental (RAHMAN et al., 2002) pela sua baixa toxicidade e alta biodegradabilidade
(COSTA et al., 2006, MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2002);
(b) sao efetivos em ampla faixa de temperatura e pH (BANAT et al., 2000; MULLIGAN,
2005); (c) podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis (NITSCHKE et al., 2005b;
BENINCASA et al., 2002) (d) podem ser mais eficientes que os surfactantes quimicos
(BANAT, 1995).

Segundo ZAJIC & SEFFENS (1984), os biosurfactantes podem ser classificados
em cinco grupos: (1) glicolipideos; (2) lipopolissacarideos; (3) lipopeptideos; (4)
fosfolipideos; (5) acidos graxos e lipideos neutros (Tabela 3). Desta forma, cada grupo de
biosurfactantes apresenta propriedades e funcdes fisiologicas diferentes, sendo que a
maioria € constituida por por¢des hidrofilicas e hidrofobicas distintas. A maior parte dos
biosurfactantes ¢ dos tipos anidnicos ou neutros; alguns sdo catidénicos, como, por exemplo,
aqueles que contém grupos amino. A parte hidrofoébica da molécula pode ser formada por
acidos graxos de cadeia longa, hidroxi-acidos graxos ou por a-alquil-B-hidroxi acidos
graxos. A porcao hidrofilica pode ser composta por carboidratos, aminodcidos, peptideos
ciclicos, fosfato, acido carboxilicos ou um élcoois (Figura 2) (JACOBUCCI, 2000).

Uma grande variedade de microrganismos pode produzir biosurfactantes, sendo os
mais conhecidos aqueles apresentados na Tabela 3. Assim como a sua composicao pode
variar, as propriedades fisico-quimicas dos biosurfactantes também ¢ bastante variavel: os
valores de CMC podem estar situados numa faixa de 1 a 200 mg/L, enquanto para
surfactantes sintéticos a CMC apresenta valores em uma faixa bem mais elevada (Tabela 1)
podendo chegar a valores como de 2420 mg/L para o SDS (dodecilsulfato de s6dio) um
surfactante sintético bem conhecido, e suas massas molares situam-se entre 500 a 1500 Da

(VAN HAMME et al, 2006).



Tabela 3. Principais classes de biosurfactantes e microrganismos envolvidos.
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TIPO DE BIOSURFACTANTE MICRORGANISMO
Glicolipideos
-ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
-soforolipideos Torulopsis bombicola; T. apicola
-trehalolipideos Rhodococccus erythropolis

Lipopeptideos e lipoproteinas

Peptidio-lipideo

Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serravetina Serratia marcescens
Subtilisina Bacillus subtilis

Surfactina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros e

fosfolipideos

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Lipidios neutros

Nocardia erythoropolis

Fosfolipideos

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Fonte: NITSCHKE & PASTORE, 2002.
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns biosurfactantes. (Fonte: CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

A sua eficacia depende, como ja foi dito, das suas propriedades funcionais.
Entretanto, surfactantes produzidos por via biotecnoldgica apresentam algumas vantagens
sobre os surfactantes sintéticos, como a biodegradabilidade e a biocompatibilidade
(MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000). Por exemplo, os glicolipidios produzidos por
Rhodococcus 413A sdao 50% menos toxicos do que o Tween-80 (MONOOLEATO DE
SORBITAN 20 EO) em testes de solubilizacdo do naftaleno (KANGA et al., 1997).

Embora a maioria dos organismos produtores de biosurfactantes sejam aerobios,
existem alguns exemplos de produtores anaerdbios. Bacillus licheniformis Jf-2 ¢ um
exemplo que, por ser anaerobio, vem sendo bem estudado in situ para a recuperagdo do

6leo ou descontaminacdo do solo (JAVAHERI et al., 1985).
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As secOes que se seguem tratardo especificamente sobre os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa, que sao os glicolipideos-foco deste trabalho. A
escolha por esses biosurfactantes produzidos por P. aeruginosa ¢ justificada pelo conjunto
de caracteristicas de producdo e de aplicacdo apresentado pelos ramnolipideos. Estas

caracteristicas serdo abordadas com maiores detalhes na proxima segao.

2.2.1. Ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa

Trabalhos pioneiros de JARVIS & JOHNSON (1949) mostraram que a bactéria P.
aeruginosa cultivada em meio com glicerol produzia um glicolipideo, com uma por¢ao
hidrofobica composta de acido graxo e uma por¢ao hidrofilica composta por uma ou duas
ramnoses. Mais tarde, foram reportados dois grupos de ramnolipideos produzidos por P.
aeruginosa, os mono e di-ramnolipideos (Figura 3), constituidos, respectivamente, de uma
unidade de ramnose ¢ duas de acido B-hidroxidecanoato (Cio) ou duas unidades de ramnose
ligadas a duas unidades de 4cido B-hidroxidecanoato (DEZIEL et al., 2000; LANG e
WULLBRANDT, 1999). Também foi relatada a existéncia de ramnolipideos que
apresentam 4acidos graxos de diferentes comprimentos de cadeia (Cg, Cjp, Ci4), com
diferentes graus de insaturacdo, além da presenca de anéis de ramnose com ramificacdes

(SOBERON-CHAVEZ et al., 2005; LANG & WULLBRANDT, 1999).
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Figura 3. Ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa. Fonte: (SOBERON-
CHAVEZ et al., 2005).

Atualmente, pela utilizacdo de métodos mais sofisticados de analise, sabe-se que o
biosurfactante produzido por P. aeruginosa é composto por uma mistura de homologos de
ramnolipideos, cuja composi¢do depende de varios fatores, entre eles, da cepa, das
condigdes e meios de cultura e da idade da cultura. A Tabela 4 mostra que muitos trabalhos
foram publicados sobre a produgdo de ramnolipideos por cepas de Pseudomonas e sobre o
estudo da composi¢do da mistura e suas propriedades fisico-quimicas. Por exemplo,
MONTEIRO et al., (2007) com uma mistura de 12 homdlogos obteve uma TS de 27,3
mN/m e uma CMC de 13,9 mg/L e ja ABALOS ef al,, 2001 com uma mistura de seis
homologos obteve uma TS de 27,3 mN/m assim como MONTEIRO et al. (2007), mas com
uma CMC de 234 mg/L, mostrando que diferentes misturas de ramnolipideos podem levar

a diferentes propriedades fisico-quimicas.
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Os ramnolipideos sdo considerados como metabdlitos secundarios, ja que a sintese
desses compostos coincide com o inicio da fase estacionaria de crescimento da bactéria
(DEZIEL et al., 2000). A razio da sintese dos biosurfactantes pelas bactérias ainda nio
estd bem esclarecida; todavia estes compostos estdo relacionados a captacdo de substratos
hidrofébicos (DAS & MUKHERIJEE, 2005), ¢ ao aumento da difusdo de substancias
insoluveis para o interior da célula (MULLIGAN, 2005; CAMEOTRA & MAKKAR,
1998).

Biosurfactantes sdo também importantes para a movimentacdo (movimentando
grandes quantidades de células), interacdes célula-célula (formagdo, manutengdo e
maturacdo) e diferenciacdo celular, ascensdo de substratos (pelo contato e pseudo-
solubilizagdo interfacial dos substratos) (VAN HAMME et al., 2006). Além disso, a
producdo de ramnolipideos parece estar também ligada a fatores de viruléncia. A sintese
dos ramnolipideos, assim como a dos fatores de viruléncia, ¢ regulada por um sistema
genético muito complexo (LEE et al., 2004; SMITH & IGLEWSKI, 2003).

Os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa (Tabela 4) estdo entre os
biosurfactantes mais estudados (LEE et al., 2004) e representam uma das mais importantes
classes de surfactantes microbianos, pois possuem excelentes propriedades tensioativas.
Podem ser produzidos em altas concentragdes (em fermentagdo submersa até¢ 100 g/L,
aproximadamente) e conseqiientemente apresentam um bom potencial de exploragdo
comercial. Outra vantagem dos ramnolipideos ¢ que podem ser produzidos a partir de
fontes de relativo baixo custo, substratos hidrofilicos e hidrofobicos, como carboidratos,
6leos vegetais e hidrocarbonetos (HOLMBERG, 2001) ou mesmo a partir de efluentes de
industrias de alimentos (NITSCHKE et al., 2005b; MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

Dentre as propriedades tensioativas, os ramnolipideos sdo capazes de reduzir a
tensao superficial (TS) da agua de 72 mN/m para 25 a 30 mN/m, e apresentam uma CMC

que varia entre 13 a 54 mg/L (MONTEIRO et al., 2007). Os ramnolipideos ndo sdo os
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biosurfactantes com as melhores propriedades fisico-quimicas, ou seja, ndo apresentam a
maior reducdo da TS ou a menor CMC. Entretanto, apresentam alta atividade emulsificante
e pequena atividade antibidtica, além de serem menos retidos no solo do que os
surfactantes quimicos, tanto ndo idnicos como cationicos, devido a carga superficial
negativa do solo; dessa forma mostram-se como uma alternativa para aplicagdo em

biorremediacdo (BORDAS et al., 2005; MULLIGAN, 2005).

Tabela 4. Propriedades de ramnolipideos produzidos por espécies do género Pseudomonas

CEPA TIPO DE TS TI CMC REFERENCIAS
RAMNOLIPIDEO | (mN/m) (mN/m) (mg/L)

Pseudomonas RL MISTURASF 27,3 1 13,9 MONTEIRO et al.,

aeruginosa 2007

UFPEDA 614

Pseudomonas RL MISTURAS 32,8 14 108,8 HABA et al.., 2003

aeruginosa 4712

Pseudomonas RHA,-Cy-Cy 28,8 ND 105,0 ABALOS et al..,

aeruginosa AT10 2001

Pseudomonas RL MISTURAS € 27,3 ND 234 ABALOS et al.,

aeruginosa AT10 2001

Pseudomonas RL MISTURAS " 26,8 ND 150 ABALOS et al.,

aeruginosa AT10 2001

Pseudomonas RL MISTURAS 24,0 1,31° 120 BENINCASA et

aeruginosa LBI al., 2004

Pseudomonas RHA-C;(-Cy 25,0 0,2* 11 PARRA et al.,

aeruginosa 44T1 1989

Pseudomonas RHA,-C1y-Cyy 25,0 1,0* 11 PARRA et al.,

aeruginosa 44T1 1989

Pseudomonas sp. RHA-Cyy-Cyy + 26,0 <1,0® 20 PARRA et al.,

DSM2874 RHA,-C,(-Cyy 1989

Pseudomonas sp. RL MISTURA 28,0 <1,0® 20 SYLDATK &

DSM2874 WAGNER, 1985

Pseudomonas sp. RHA,-Cy-Cyy 27,0 <1,0® 10 SYLDATK &

DSM2874 WAGNER, 1985

Pseudomonas sp. RHA,-C;y 30,0 <1,0® 200 SYLDATK &

DSM2874 WAGNER, 1985

Pseudomonas RHA-C;y-Cyy + 31,0 ND 53 MATA-

aeruginosa UG-2 RHA,-Cy-Cyy SANDOVAL et al.,
2001

a - Contra querosene, b — contra hexadecano, ¢ — Rha-C10-C10 + Rha2-C10-C10 + Rha-C10-C12 + Rha-
C12:1-C10 + Rha-C12:2 + Rha-C8-C2, d- Rha2-C10-C10 + Rha-C10-C10 + Rha2-C10-C12 + Rha-C10-
C12 + Rha-C12:1-C10 + Rha-C8:2, e - Rha-C10-C10; Rha-C10-C8; Rha-C8-C10; Rha-C10-C12:1; Rha-
C12-C10; Rha-C10-C12; Rha2-C10-C10; Rha2-C10-C8; Rha2-C8-C10; Rha2-C10-C12:1; Rha2-C12-C10;
Rha2-C10-C12, RL — ramnolipideos, TS — tensao superficial, TI — tensdo interfacial, CMC — concentra¢do
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micelar critica. ND- ndo determinado. FONTE: NITSCHKE ez al., 2005a; SOBERON-CHAVEZ, 2005;
DEZIEL et al., 2000.

A composi¢do da mistura de ramnolipideos em um biosurfactante, que, como ja foi
dito anteriomente, depende da cepa, das condicdes e meios de cultura, determina suas
propriedades de emulsificacdo e tensioativas. Assim, sabe-se que um anel de L-ramnose
confere maior hidrofilicidade ao ramnolipideo, enquanto carbonos adicionais a cadeia de
acido graxo ou maior niumero de insaturagcdes aumentam sua hidrofobicidade. Alguns
autores sugerem que, quanto maior a cadeia de acidos graxos e mais insaturados forem,
maior a chance destas moléculas agregarem-se em micelas, diminuindo a CMC, quando
comparadas a misturas de ramnolipideos ricos em &cidos graxos saturados (cadeia Cg)
(NITSCHKE et al., 2005a; LANG, 2002).

A predominancia de mono ou di-ramnolipideos e a sua relagdo com as propriedades
fisico-quimicas da mistura ndo estdo bem esclarecidas, mas algumas evidéncias podem ser
observadas. Por exemplo, os di-ramnolipideos do tipo Rha,-cj¢-c|o geralmente apresentam
uma CMC mais baixa (5 mg/L), devido a presenga de duas moléculas de acucar; em
contrapartida, alguns mono-ramnolipideos, como Rha-cjp-c;9 por exemplo, podem
apresentar valores de CMC de 40 mg/L. (LANG & WAGNER, 1987), enquanto os Rha-cj
e Rha,-c;¢ apresentaram uma CMC de 200 mg/L (NITSCHKE et al., 2005a, LANG, 2002).

A cepa Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, utilizada neste trabalho, foi
isolada de uma planta petroquimica e, quando cultivada em fermentagdo submersa usando
como fonte de carbono o glicerol, produziu uma mistura de ramnolipideos. Esses
tensioativos foram caracterizados por ESI-MS/MS como sendo uma mistura de 12
homologos: Rha-Cjy-Cjo; Rha-Cyy-Cg; Rha-Cg-Cip; Rha-Cjp-Ci2.1. Rha-Cy2-Cjp. Rha-Cyo-
Ci2 @mono-ramnolipideos). Rha,-C;o-Cjo, Rha,-C;¢-Cs, Rha,-Cg.Cjo, Rha,-C;¢-Cy2.1; Rhas.
C12-Cjo; Rhay-C;p-Cj, (di-ramnolipideos). O biosurfactante produzido mostrou excelentes

propriedades tensioativas, promovendo a redu¢do da tensdo superficial do meio de cultura



27

para 27,34 mN/m, concentragdo micelar critica (CMC) de 13 mg/L, formando emulsdes
bastante estaveis (indice de emulsificag@o, contra o tolueno E = 86,4% apos 24 h), mesmo

apos 30 dias (contra o tolueno, E = 60,0%) (MONTEIRO et al., 2007).

2.2.2. Producio de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em Fermentacio

Submersa (FS)

Todos os estudos de producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa até hoje
reportados na literatura, foram feitos em fermentagdo submersa (FS). Alguns destes
trabalhos estao citados na Tabela 5.

Diferentes fontes de carbono tém sido utilizadas para a producdo de ramnolipideos
por P. aeruginosa, mas parece que hd uma necessidade de se manter uma limitacdo da
fonte de nitrogénio (alta relagdo C/N) para a melhor produgdo do biosurfactante.
GUERRA-SANTOS et al. (1984), em um estudo de produgcdo de ramnolipideos em
fermentag@o continua, utilizando glucose como fonte de carbono, mostraram que a fonte de
carbono ¢ consumida para a multiplicagdo celular e conseqiiente incremento na biomassa,
enquanto a limitagdo de nitrogénio estimula a formagdo de ramnolipideos. Segundo
MONTEIRO et al. (2007) a melhor relacao C/N ¢ de 55 para a produgdo de ramnolipideos
em FS utilizando como fonte de carbono o glicerol, onde se conseguiu uma producao
maxima de 3,9 g/L de ramnolipideos.

Uma cepa de P. aeruginosa, isolada de agua de lavagem de pocos de petroleo do
Nordeste do Brasil, foi utilizada para a produgdo de ramnolipideos a partir de uma relagao
C/N de 60/1. Neste estudo foi obtida uma produgdo de 3,16 g/L de ramnolipideos
utilizando glicerol como fonte de carbono (SANTA ANNA et al, 2002). Num outro
trabalho, um aumento significativo na produgdo de ramnolipideos foi alcancado

substituindo o o6leo de girassol (2,98 g/L de ramnolipideos) e o glicerol (1,77 g/L de
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ramnolipideos) por 6leo de soja (4,31 g/L de ramnolipideos), sugerindo a possibilidade do

uso do 6leo de soja, uma fonte de carbono renovavel e de relativo baixo custo para a

produ¢do de ramnolipideos (RAHMAN et al., 2002). Mas também ha relatos de

fermentagdes utilizando uma relacdo de C/N de apenas 20/1, composta por glucose,

glicerol e oleo vegetal comercial, que também apontaram para uma maior produgdo de

ramnolipideos a partir dos 6leos vegetais (SANTA ANNA et al., 2002).

Tabela 5. Produg¢do de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em Fermentagao

Submersa

Cepa Fonte carbono | Ramnolipideos Referéncias

P. aeruginosa UFPEDA 614 | Glicerol 39¢g/L (MONTEIRO et al., 2007)

P. aeruginosa DSM Glucose 2,25 g/L (REILING et al., 1986)

P. aeruginosa * Glicerol 3,16 g/L (SANTA ANNA et al., 2002)

P. aeruginosa LBI 6leo de nozes 9,90 g/L (COSTA et al., 2006)

P. aeruginosa LBI soapstock® 12,0 g/L (BENINCASA et al., 2002)

P. aeruginosa LBI Soapstock 11,7 g/L (NITSCHKE et al., 2005b)

P. aeruginosa’ 6leo de peixe | 22,7 g/L (LEE et al., 2004)

P. aeruginosa IFO 3924 | Etanol 32,0 g/L (MATSUFUI et al., 1997)

P. aeruginosa U1 29791 | 6leo de milho 46,0 g/L (LINHARDT et al., 1987)

P. aeruginosa DSM7108 | 6leo de soja 78,0 g/L (LANG & WULLBRANDT, 1999)
P. aeruginosa DSM7107 | 6leo de soja 112,0 g/L (LANG & WULLBRANDT, 1999)

* P. aeruginosa isolada de agua de lavagem de pogos de petroleo do Nordeste do Brasil.

® P. aeruginosa isolada de agua do mar da Coréia.

¢ subproduto obtido a partir do residuo do refino do éleo de soja bruto.

A quantidade de ramnolipideos produzida por fermentacdo submersa varia

conforme o tipo ¢ a escala de processo, o meio e as condi¢des de cultivo utilizadas. A

producdo de ramnolipideos em escala-piloto foi estudada por fermentacdo continua,
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utilizando glucose como fonte de carbono, ¢ a maxima concentragdo de ramnolipideo
obtida foi de 2,25 g/ (REILING et al., 1986), o que ndo é um resultado de producdo tdo
significativo, uma vez que resultados bem mais expressivos ja foram obtidos: 12 g/L
utilizando soapstock (BENINCASA et al., 2002); 22,7 g/L utilizando 6leo de peixe (LEE
et al., 2004); 32 g/L utilizando etanol (MATSUFUII et al., 1997); 46 g/L utilizando 6leo
de milho (LINHARDT et al., 1987); entre outros. Os triacilglicer6is parecem ser os
melhores indutores para a produg@o de ramnolipideos por P. aeruginosa. Resultados muito
altos foram obtidos com o6leo de soja, 78 g/ (WULLBRANDT et al., 1994, 1995 apud
LANG & WULLBRANDT, 1999) e 112 g/L (WULLBRANDT et al., 1998 apud LANG &
WULLBRANDT, 1999). Dado que os estudos de producdo de rammnolipideos por P.
aeruginosa foram todos realizados em FS, e que esta tecnologia apresenta algumas
limitagdes como a formagdo de espumas (discutida na proxima se¢do) e que a fermentacdo
em estado solido (FES) pode apresentar muitas vantagens para a producdo de muitos
metabolitos de interesse industrial, incluindo ramnolipideos, a proxima se¢ao abordara a
tecnologia de FES como uma alternativa para a producdo de ramnolipideos por P.

aeruginosa.

2.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Fermentagdo em estado solido (FES) ¢ definida como a fermentagdo envolvendo
solidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre nos espagos entre as particulas do
solido. Entretanto, as particulas do substrato em si devem conter umidade suficiente para
permitir o crescimento e o metabolismo do microrganismo. O ambiente fornecido ao
microrganismo neste sistema ¢ bem diferente daquele fornecido pela fermentagdo
submersa. A disponibilidade restrita de agua pode estimular a producdo de alguns

metabolitos especificos, que ndo seriam produzidos na fermentagdo submersa, além de



30

possibilitar uma maior produtividade volumétrica ¢ um maior rendimento. Outras
vantagens associadas a FES sdo a possibilidade de obtencdo de extratos mais concentrados,
facilitando o processo de purificacdo do metabolito de interesse, além da possibilidade de
utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos de fermentacdo, diminuindo os
custos do processo ((MITCHELL et al., 2006, 2003; SATO & SHIGETOSHI, 1999;
MOO-YOUNG et al., 1983).

Os substratos tipicamente utilizados na FES sdo de origem agroindustrial,
subprodutos, produtos processados ou produtos agricolas propriamente ditos. Graos de
arroz, raizes de mandioca, soja, farelo de arroz, farelo de trigo, fuba, casca de arroz, casca
de trigo, entre outros, podem ser utilizados com substratos (MITCHELL et al., 2002).
Destacam-se as aplicagdes que utilizam residuos solidos agroindustriais que apresentam
um baixo custo e sdo potencialmente poluidores (PANDEY, 2003).

A Tabela 6 apresenta alguns exemplos de substratos e de aplicacdes da FES. A
FES tem sido utilizada para a producdo de metabolitos secundarios biologicamente ativos
(toxinas, antibidticos), enzimas, cogumelos, acidos organicos, aminoacidos, na alimentagao
(laticinios, aromas), vitaminas, etanol, biopesticidas (HOLKER & LENZ, 2005; PANDEY
et al., 1999). Alguns autores verificaram que na FES a producdo de substincias de
interesse na industria alimentar como aromas, corantes € enzimas, apresenta maiores
rendimentos ou as caracteristicas dos produtos sdo melhores do que na FS (PANDEY et

al., 1999).
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Tabela 6. Exemplos de substratos e das aplica¢des da fermentagdo no estado solido (FES)

Substratos/ Aplicacoes
Suportes
Lignocelulodsico
Palha de trigo Enriquecimento protéico
Degradacao de lignina para ruminantes
Ragoes

Cultivo de cogumelos

Farelo de trigo Producao de enzimas

Producdo de horménios de crescimento de plantas
Producdo de drogas imunossupressivas
(Ciclosporina A)

Produc¢do de aromas

Bagago de cana-de-acucar Enriquecimento protéico
Producao de antibidticos (Penicilina)
Produgdo de acido lactico

Torta de girassol Producao de antibidticos (Cefamicina C)
Acucar da polpa da beterraba Enriquecimento protéico para ragdes
Polpa do café Produgdo de pectinase
Farelo amilaceo de arroz Produgdo de aromas

Produgao de proteases
Producao de pigmentos

Bagaco de mandioca Produgdo de aromas

Producdo de alimentos fermentados
Sementes de soja

Sintéticos
Espuma de poliuretano Producdo de enzimas
Resina polimérica Produgao de lipases
Frutas
Residuos de maca Producdo de etanol e goma xantana
Casca do kiwi Produgdo de acido citrico
Semente de amaranto Producao de compostos volateis

(Fonte: COUTO & SANROMAN, 2006.)

O Brasil ¢ um pais fundamentalmente de base agricola e florestal, apresenta uma

vasta dimensdo territorial e caracteristicas climaticas que lhe conferem uma posigdo
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privilegiada em termos de biodiversidade e em termos de capacidade de produzir recursos
renovaveis em grande escala. A estimativa do IBGE para a producdo nacional, em 2007, de
cereais, leguminosas e oleaginosas (carogo de algoddo, amendoim, arroz, feijdo, mamona,
milho, soja, aveia, centeio, cevada, girassol, sorgo e trigo) ¢ de aproximadamente 122
milhdes de toneladas. As atividades agroindustriais e florestais no Brasil geram uma
grande variedade e quantidade de residuos solidos que podem, potencialmente, ser
aproveitados em processos de FES. A producdo de arroz neste ano serd de cerca de 10,6
milhdes de toneladas, gerando entre 1,8 ¢ 2,4 milhdes de toneladas de casca de arroz.
Segundo a CONAB (2006) (Companhia Nacional de Abastecimento), a producdo de cana-
de-actcar na safra 2006/2007 sera de 475,6 milhdes de toneladas, gerando mais de 142
milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar, dos quais aproximadamente 95% serdo
queimados nas caldeiras das proprias usinas, enquanto os 5% (mais de 7,1 milhdes de
toneladas) restantes sobrardo. Outros possiveis substratos para a FES incluem o bagago de
mandioca, gerados pela industria de processamento de amido, que possui entre 40 a 60%
de amido residual, as tortas resultantes da extragdo de 6leos de soja, milho e girassol e o p6d
de serra, gerado pela industria madeireira.

Considerando que uma quantidade admiravel de residuos que podem servir como
substratos para a producdao de varios compostos de interesse industrial, a producdo de
ramnolipideos por FES apresenta duas justificativas muito fortes: por um lado, (a) a
utilizacao de residuos s6lidos abundantes no Brasil, o que pode reduzir o custo de produgao
e colaborar para solucionar problemas ambientais relacionados com esses residuos, além da
possibilidade de agregar valor a esses subprodutos do setor agroindustrial e por outro, (b) a
FES evita a formacdo de espuma, fator limitante da obtencdo desses compostos por FS.
Entretanto, para se viabilizar a utilizagdo de residuos solidos por FES e conseqiientemente
a produ¢ao de ramnolipideos de P. aeruginosa, faz-se necessario o desenvolvimento e

implementagao de tecnologias de biorreatores de FES para produgdo em larga escala.
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2.2.3. Fermentacido em Estado So6lido, uma alternativa para a producio de

ramnolipideos

Comercialmente, o processo de producao de biosurfactantes ainda ndo alcangou um
grande reconhecimento (BOGNOLO, 1999), sendo ainda restrita a producdo industrial
desses tensioativos.

Uma das maneiras de reduzirem-se os custos de producdo ¢ pela utilizacdo de
residuos agroindustriais. Varios autores estudaram a producao de biosurfactantes utilizando
este tipo de residuo, utilizando usualmente os processos de fermentagdo submersa (FS). Por
exemplo, DAS & MUKHERIJEE et al., (2007) utilizaram em FS uma mistura de 2% (m/v)
de casca de batata como substrato com a cepa de B. subtilis (DM-03 e DM-04) para a
produgdo de lipopeptideos. O biosurfactante produzido foi capaz de reduzir a TS para as
duas linhagens de 68 mN/m para 34 mN/m e com uma producdo de 80 mg/g.S.S
(miligramas por grama de substrato seco) apos 48h de cultivo para a cepa de B. subtilis
DM-03 e uma produgdo de 23 mg/g.S.S para a cepa de B. subtilis DM-04. MAKKAR &
CAMEOTRA (1997) utilizaram o melago de cana como substrato para as linhagens de B.
subtilis (MTCC 2423 ¢ MTCC 1427) para producdo de biosurfactante. O biosurfactante
produzido foi capaz de abaixar a tensao superficial do meio respectivamente, para 29 e 31
mN/m para as duas espécies. FOX & BALA (2000) utilizaram residuos de batata como
substrato para a linhagem de B. subtilis ATCC 21332, produzindo um biosurfactante que
reduziu a tensao superficial do meio para 30 mN/m com uma CMC de 150 mg/L. Neste
trabalho ndo houve quantificagdo do biosurfactante produzido.

Apenas dois trabalhos reportam a utilizagdo de processos FES para a producdo de
biosurfactantes, todos utilizando cepas do género Bacillus, sendo que ndo ha relatos na
literatura sobre a produg@o de ramnolipideos por P. aeruginosa por esta tecnologia. DAS &

MUKHERIEE et al., (2007) estudaram a produgdo de biosurfactantes por Bacillus subtilis
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(DM-03 ¢ DM-04) por FES utilizando casca de batata como substrato em frascos
Erlenmeyers de 500 mL contendo 5 g de substrato. Neste estudo obtiveram uma redugdo
de TS de 72 mN/m para 40 mN/m com a cepa B. subtilis DM-03 e 72 mN/m para 33 mN/m
com a cepa B. subtilis DM-04, com uma producdo de 67 mg/g.S.S para a cepa B. subtilis
DM-03 e de 20 mg/g.S.S para a cepa de B. subtilis DM-04. OHNO et al., (1995) utilizaram
como substrato o residuo fermentado de soja “okara” (de consisténcia pastosa) para as
linhagens B. subtilis (MI 113 com um plasmideo recombinante pC112), o qual produziu o
potente biosurfactante — a Surfactina - na quantidade de 2,0 mg/g.S.S, que foi oito vezes
mais alta do que com experimentos anteriores utilizando a cepa original de B. subtilis
RB14.

A FES ¢ uma tecnologia simples, eficientemente utilizada para a produgdo de
muitos compostos de grande interesse, utilizando substratos de baixo custo
(VEENANADIG et al., 2000). Esta tecnologia seria de interesse para a producdo de
ramnolipideos por P. aeruginosa por duas razoes: (1) a FES possibilita a utilizagdo de
residuos solidos como substratos de baixo custo, podendo dessa forma reduzir o custo e
viabilizar a produ¢do desse importante tensioativo; (2) o uso da FES evita a formagdo de
espuma, fator limitante da obtencdo desses compostos por FS, pois junto com a espuma ha
saida e conseqiiente perda de nutrientes, produtos e biomassa, o que reduz a produtividade,
ou em casos extremos inviabiliza a fermentagdo (YEH et al., 2006; LEE & KIM, 2004).

Por outro lado, a utilizacdo da tecnologia de FES para a produ¢do de ramnolipideos
por P. aeruginosa ¢ acompanhada por muitos desafios, j4 que ndo existem artigos na
literatura para a producdo desses ramnolipideos por FES, tanto para se suprir as condi¢des
minimas necessarias para que a bactéria se desenvolva e produza o tensioativo em
concentragdes viaveis, como do ponto de vista do processo em larga escala, construcdo e a

operacgdo de biorreatores de FES.
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2.4. CONTAMINACAO, TOXICIDADE E TRATAMENTO DE SITIOS

CONTAMINADOS POR PETROLEO

2.4.1. Contaminacio por petroleo

O petroleo, com sua complexa constituicdo e conseqiiente variedade de
caracteristicas fisicas e quimicas, ¢ reconhecido como um dos principais causadores da
poluicdo ambiental. Na maioria das vezes, a contaminagao resulta em enormes e imediatos
danos na fauna marinha (mamiferos marinhos, aves marinhas, peixes e mariscos), com
conseqiiéncias em longo prazo, provocando mudangas em sistemas ecoldgicos e ambientes
vitais em zonas costeiras, assim como as pessoas que vivem nos locais afetados (TEAS et
al., 2001).

Viarios dos componentes do petroleo interagem com a biota, criando possiveis
efeitos adversos em diferentes niveis de organismos biologicos. Em areas costeiras, certos
organismos constituem importantes linhas de transporte de contaminantes, incluindo peixes
e moluscos (PESO-AGUIAR et al., 2000). Peixes e gorduras de peixes contém Omega-3
(acidos graxos poliinsaturados), que tém grande importdncia para a saide humana.
Entretanto, quando ocorre a liberacdo de compostos organicos em aguas, estas espécies
podem se acumular em tecidos (bioacumulac¢do e biomagnificagdo) aumentando os niveis
destes contaminantes (SIDHU, 2003).

As atividades relacionadas com a producdo, transporte e estocagem de petroleo sdo
inevitaveis (pelo menos por enquanto) e envolvem riscos de acidentes com derramamentos.
Vazamentos maritimos sdo freqiientes ¢ aparecem como principal fonte da contaminagdo de
aguas maritimas. Em mar¢co de 1989, o petroleiro Exxon Valdez derramou
aproximadamente 54 milhoes de litros de 6leo cru na regido costeira do sul do Alaska,

causando severa destrui¢do no meio ambiente. A destruicdo de tanques de estocagem no
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Kuwait durante a guerra do Golfo em 1991 liberou milhdes de galdes de 6leo no mar.
Acidentes recentes com tanques de 6leo, como por exemplo, no mar do Japdo e no estreito
de Malaca, causaram séria poluicdo no mar e ao redor da costa, bem como efeitos
desastrosos na fauna marinha. Além disso, mais de 300 acidentes foram descritos durante
os ultimos 10 anos (TEAS et al., 2001).

O derramamento de 6leo no Brasil tem aumentado significativamente nos ultimos
anos. Em novembro de 2001, por exemplo, a ruptura de um oleoduto provocou o
vazamento de 100 mil L de 6leo cru dentro da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. Apesar
dos esforcos para contengdo da contaminagdo, a mancha de 6leo estendeu-se até Niteroi.
Outro evento desta magnitude ocorreu em 16 de fevereiro de 2001, quando a ruptura de um
oleoduto provocou o langamento de 50 mil L de 6leo diesel no Atlantico perto da cidade de
Curitiba. Apesar do trabalho de mais de 200 pessoas para conter o 6leo, a mancha avangou
por 10 quildmetros, contaminando a reserva natural da Mata Atlantica e cinco rios da
regido. O pior derramamento de 6leo ocorrido no Brasil nos tltimos 25 anos aconteceu em
16 de junho de 2000, quando outro oleoduto rompeu na Refinaria Getulio Vargas no Estado
do Parané e 4 milhdes de litros de 6leo cru vazaram. Mesmo apods grandes esfor¢os, mais de
3,5 milhdes de litros de 6leo chegaram ao Rio Barigiii e alcangaram o Rio Iguacu

(ARARUMA et al., 2004).

2.4.2. Contaminacao por derivados de petréleo

O transporte ¢ a distribuicdo de combustiveis derivados de petrdleo (6leo diesel,
gasolina e outros) representam atividades de elevado risco ambiental, principalmente em
funcdo da possibilidade de acidentes durante o transporte e de vazamentos devidos a
estocagem inadequada (HALMEMEIS et al., 2003). Em eventos como estes, compostos

organicos de baixa solubilidade em agua vao se dissolvendo gradualmente formando
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plumas de dguas poluidas na dire¢do do fluxo da dgua, contaminando todo o volume do
aqiiifero.

Para se ter uma idéia do problema, a Agéncia de Prote¢do Ambiental Norte
Americana (EPA) estima que existam mais de 1,5 milhdes de tanques subterrdneos de
armazenamento de gasolina nos Estados Unidos. Destes, 400.000 ja foram substituidos ou
adaptados de acordo com as legislagdes federais. Mesmo assim, mais de 250.000 casos de
vazamentos ja foram identificados e mais de 97.000 acdes remediadoras foram
implantadas. Semanalmente, mais de 1.000 novos casos de vazamentos estdo sendo
encontrados em todo territorio americano (TIBURTIUS et al., 2005).

Os solos sdo matrizes extremamente complexas que variam muito em suas
caracteristicas, sendo o destino do poluente no solo bastante dependente de varios fatores,
tais como pH do solo, o tipo do contaminante e afinidade pela fase s6lida ou aquosa
(HIGARASHI, 1999). Os principais destinos dos poluentes no meio ambiente sdo o
transporte por volatilizacdo, a retengdo, causada pela interagdo com o solo, a percolagao,
transformag@o bidtica (biodegradagdo) e abidtica (degradagdo fisico-quimica), dentre
outros. As interagdes entre solo e contaminante acontecem, em geral, por varias forcas
relativamente fracas tais como dipolo-dipolo, dipolo/dipolo induzido e ligacdo de
hidrogénio (LUCHESE et al., 2001).

O maior problema da contaminagdo de solos e 4guas com gasolina esta relacionado
a dois grupos predominantes de hidrocarbonetos: os hidrocarbonetos aromaticos (por
exemplo: benzeno, tolueno e xilenos - BTX) e hidrocarbonetos alifaticos (Cs-Cjy). Os
compostos aromaticos (BTX e outros alquilbenzenos) perfazem cerca de 10-59% da
gasolina (m/m), enquanto os hidrocarbonetos alifaticos correspondem a 41-62% (m/m) Os
hidrocarbonetos aromaticos sdo geralmente mais toxicos que os compostos alifaticos com o
mesmo numero de atomos de carbono e possuem maior mobilidade em agua, sendo a sua

solubilidade em agua da ordem de trés a cinco vezes maior (WATTS et al., 2000).
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Os hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (PAHs) constituem uma importante
fragdo dos hidrocarbonetos de petréleo, sendo considerados os maiores contaminantes de
solos e aguas, em razdo de serem reconhecidamente citotoxicos, mutagénicos e
potencialmente carcinogénicos. O efeito carcinogénico do benzeno esta relacionado ao fato
dele ser um agente leucemogénico para o ser humano, principalmente quando associado a
exposicao industrial (CALVO et al., 2004; BONO et al., 2001, STRAUBE et al., 1999).

No Brasil, existem mais de 32.697 postos de gasolina, segundo a Agéncia Nacional
do Petroleo, ANP, os quais podem provocar um impacto sobre recursos aquaticos,
principalmente envolvendo 4guas subterraneas. Ainda ndo existem estatisticas sobre a
magnitude do problema da contaminacdo por gasolina. Entretanto, em fun¢do de muitos
tanques terem mais de 25 anos de uso, acredita-se que a possibilidade de ocorrer
vazamentos ¢ extremamente grande, principalmente pelo surgimento de rachaduras ou
corrosdo (TIBURTIUS et al., 2005).

MANZOCHI (2001) acompanhou atividades operacionais de abastecimento e
descarga de combustiveis, troca de oleo e lavagem de veiculos em um posto de
abastecimento de combustiveis de Florianopolis (SC). Ele alerta que, carregado pela chuva,
o material derramado pode contaminar o solo e a 4dgua, atingindo rios, len¢ois fredticos e
galerias de dguas pluviais. Considerando o vazamento de 10 mL por dia, durante um ano,
haverd comprometimento de 3 milhdes de litros de dgua. A extensdo da contaminagdo
depende do vazamento ¢ das condi¢des do local onde o posto esta instalado, como o tipo de
solo da regido e as caracteristicas do material e por onde escoa a 4gua subterranea.

Experiéncias tém demonstrado que diferentes formulagdes na gasolina podem afetar
o destino e transporte do BTX. O uso do etanol como ingrediente na formulacdo da
gasolina tem aumentado mundialmente com intuito de minimizar a polui¢do atmosférica
oriunda da combustao. Atualmente no Brasil, por exemplo, a gasolina ¢ aditivada com 20-

25% de etanol, fator que aumenta consideravelmente a probabilidade de contaminagdo de
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aguas subterrdneas por BTX, pois o etanol ¢ completamente miscivel em agua o que faz
com que, por efeito de co-solvente, aumente a solubilizagdo e migracdo do BTX
(CORSEUIL et al., 1998).

Em fungdo dos antecedentes antes comentados, a legislagdo tem se tornado cada vez
mais restritiva (BILSTAD & ESPEDAL,1996). A Agéncia de Protegdo Ambiental Norte
Americana, por exemplo, estabelece o limite maximo para a concentragdo do benzeno em 5
pg/L em agua potavel. No Brasil, a portaria n°® 1469/2000 do Ministério da Saude
determina que os limites maximos permitidos para benzeno, tolueno e xilenos sdo de 5
ng/L, 170 pg/L e 300 ug/L, respectivamente, para que a agua seja considerada potavel.
Entretanto, a concentracdo do benzeno dissolvido em agua contaminada por gasolina pode

chegar até 3x10* ug/L (SILVA et al., 2002).

2.4.3. Tratamento de Sitios Contaminados

Aguas e solos contaminados sdo encontrados com maior freqiiéncia nas redondezas
de locais de descarte de lixo, plantas quimicas, oleodutos e postos de gasolina. A
remediacdo de dguas e solos contaminados por hidrocarbonetos de petroleo ¢ normalmente
um processo bastante dificil e demorado, pois sua eficiéncia € intrinsecamente dependente
das interagdes do contaminante com o meio ambiente (HIGARASHI, 1999). Dependendo
das avaliacdes de risco, geralmente baseadas na saide humana e no critério de uso e
ocupacao do solo, pode-se optar por técnicas de remediacao no local “in situ” ou fora do
local da contaminagdo “ex sifum”. Portanto, a escolha do melhor processo ¢ condicionada a
algumas variaveis tais como, as caracteristicas do sitio contaminado, da legislacdo vigente,
custos e restrigdes com o tempo requerido para a remediagao (KHAN et al., 2004).

A utilizagdo indiscriminada, tanto de surfactantes como de biosurfactantes, pode levar

ao lixiviamento de contaminantes para os lengodis freaticos e mananciais, acentuando o
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problema de contaminagdo e colocando em risco populagdes, fauna e flora proximas dos
locais contaminados. Portanto, a utilizagdo de agentes tensioativos em processos de
lavagem de solos deve ser avaliada com cautela, e normalmente deve ser associada com
uma etapa de recuperacdo dos contaminantes para posterior tratamento, a ndo ser em
técnicas in sifu, nos casos em que o proprio microrganismo produtor do biosurfactante

encarrega-se de fazer a degradacdo do poluente (KHAN et al., 2004).

2.4.4. Processos Fisicos e Quimicos

Processos fisico-quimicos tém sido largamente empregados na remediagdo de aguas e
de solos contaminados, normalmente mostrando compatibilidade com os critérios
ambientais estabelecidos pelas legislagdes vigentes. Dentre os mais importantes, destacam-
se os processos apresentados na Tabela 7, onde suas principais caracteristicas sao também
apresentadas.

No caso de aguas contaminadas, a tecnologia de tratamento mais utilizada
corresponde ao sistema “pump-and-treat”, que consiste na remo¢ao da agua contaminada
por bombeamento, seguida de tratamento ‘“‘ex situm” por processos convencionais,
geralmente adsorcdo em carvao ativado (MACKAY et al, 2000; SHIANETZ, 1999).
Apesar destes processos serem eficientes, eles apresentam sérias limitagdes, principalmente
relacionadas com o seu carater ndo destrutivo. Ou seja, esta técnica simplesmente leva a
geracdo de fases solidas saturadas com poluentes ndo destruidos. Adicionalmente, a
necessidade de associar diversas tecnologias de tratamento faz com que os processos se

tornem demorados ¢ dispendiosos, principalmente pela complexidade das instalagdes.
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Tabela 7. Tecnologias de tratamento de compostos organicos por processos fisico-quimicos,

térmicos e de disposi¢do

Tecnologia Aplicacio Categoria Processo
Pump-and-treat ex situm tratamento fisico-quimico
Air stripping in situ tratamento fisico
in situ .
Lavagem do solo ) tratamento fisico
ex situm
Extragdo por vapor in situ tratamento fisico
Incineracdo ex situm tratamento térmico
Estabiliza¢do in situ ) )
o tratamento fisico-quimico
Solidificacao ex situm
Aterro de cobertura ex situm contencao disposigdo
Oxidagdo catalitica ex situm tratamento térmico
Barreiras reativas in situ tratamento fisico-quimico

A lavagem do solo como sistema de recuperacdo do solo contaminado normalmente
inclui o uso de surfactantes, a extracdo de vapor do solo e a dessor¢do térmica.
Recentemente, foi reportado que o uso de surfactantes pode acelerar o procedimento de
remediacdo de solos, aumentando a eficiéncia do processo de lavagem. Trata-se de um
sistema atrativo sob o ponto de vista ambiental, principalmente quando comparado ao uso
de solventes organicos (URUM & PEKDEMIR, 2004; MULLIGAN et al., 2001;
DESHPANDE et al., 1999). O uso de tensioativos permite a redugao da tensao superficial
entre o contaminante e a agua, aumentando a mobilidade dos contaminantes em processos
de “soil flushing” (in situ) ou “soil washing” (ex situm) (BORDAS et al., 2005).

URUM et al. (2005) estudaram a remogdo de petroleo de um sitio contaminado usando
sistema de lavagem do solo associado a flotacdo, similar aos processos usados em areas de
mineragdo. Neste estudo, dois tipos de surfactantes glicolipideos e lipopeptideos foram usados,

além da avaliacdo dos modos de lavagem, agitacdo e “air sparging”. Os resultados
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demonstraram que o melhor resultado foi obtido com o surfactante dodecilsulfato de sodio,
atingindo indices de remogdo do 6leo maiores que 80%. Contudo, apesar do excelente resultado
obtido, os autores salientam que ainda ha necessidade de estudos posteriores em escala piloto e

de campo para assegurar a eficiéncia do processo de remocao.

2.4.5. Utilizacao de biosurfactantes

Recentemente, uma alternativa para limpeza de solos contaminados com oleo cru ou
petroleo tem sido o uso de biosurfactantes. O uso de biosurfactantes em aplicacdes ambientais €
bastante promissor devido a sua biodegradabilidade, tanto em agua como em solos, € por serem
menos toxicos que os tensoativos quimicos (MULLIGAN, 2005, MESQUITA, 2004).
Efetivamente, a sua aplicagdo aumenta o processo de biodegradagdo, uma vez que a
solubilizagdo de compostos de baixa solubilidade aumenta a biodisponibilidade destes
compostos para microrganismos. Além disso, muitos destes processos, quando associados com
tecnologias como a lavagem do solo, viabilizam o processo pelo baixo custo. Resultados ainda
melhores podem ser conseguidos pela associagdo de processos de separagdo fisica com
tratamentos quimicos orientados a degradacdo dos poluentes (MANN, 1999). Infelizmente, o
emprego de biosurfactantes tem sido limitado pelos altos custos de producdo. Por outro lado, o
desenvolvimento de novas tecnologias de produgdo poderd tornar seu uso bastante comum,
devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e toxicidade reduzida (NITSCHKE & PASTORE,
2002).

A Tabela 8 apresenta as diversas possibilidades de aplicagdes dos biosurfactantes.
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Tabela 8. Biosurfactantes e ramos industriais de aplicacdes

Ramo industrial Aplicaciao Funciao do Biosurfactante
PETROLEO Recuperacio Reducgdo da viscosidade de dleos, recuperacdo de dleo
melhorada de petroleo | residual
(MEOR)
Desemulsificante Desemulsificacdo de emulsoes, solubilizag¢do, redugdo
da viscosidade, agente umectante
AMBIENTAL | Biorremediacio Emulsificagdo de hidrocarbonetos, agente seqiiestrante
de metais
Remediacio Emulsificagdo pela aderéncia ao hidrocarboneto,

Soil washing, dispersante, agente de espuma, detergente

Soil flushing

Fonte: ADAPTADA SINGH et al., (2007).

Em relagdo as aplicagodes industriais, uma que se destaca € a recuperagcdo melhorada
do petrdleo (microbial enhanced oil recovery - MEOR). A MEOR consiste em uma
tecnologia que utiliza microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a recuperagdo
de oleo residual. Os microrganismos produzem biosurfactantes que reduzem a tensdo
superficial 6leo-rocha, diminuindo as forgas capilares que impedem a movimentacdo do
6leo através dos poros da rocha, possibilitando um aumento da recuperacdo do 6leo. No
mesmo processo, os biosurfactantes também auxiliam na emulsificagdo e na quebra dos
filmes de 6leo das rochas (SINGH et al., 2007).

A aplicacao de biosurfactantes em processos MEOR envolve duas técnicas: a) in
situ, onde microrganismos produtores de biosurfactantes sao introduzidos no reservatorio,
com a adicdo de nutrientes adequados ao seu crescimento, € b) extra situm, onde o
biosurfactante ¢ produzido na superficie, isolado, purificado e injetado no reservatdrio. Das

duas técnicas, a que apresenta menos problemas de aplicacdao, embora seja mais cara, ¢ a
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extra situ, uma vez que na técnica in situ o ambiente de crescimento do microrganismo ¢
considerado microbiologicamente agressivo, ou seja, altas pressdes e temperaturas, valores
de pH extremos, forca idnica elevada e competicdo com microrganismos endogenos,
requerimento e disponibilidade de substratos e condi¢des anaerdbicas (BANAT et al.,
2000).

Um exemplo da eficiéncia de diferentes biosurfactantes utilizados em MEOR, em
testes de laboratorio, onde se avaliou a remocao de dleo, estd apresentado na Tabela 9.
Verificou-se a maior remogdo de 6leo (cerca de 18% maior) para o processo com
biosurfactantes em um menor tempo de acdo dos compostos em relagdo ao controle (média

de 38 h a menos), onde foi adicionada apenas agua.

Tabela 9. Efeito da adicdo de biosurfactantes na recuperacdo de 6leo (MEOR) em escala
laboratorial

Biosurfactante Tempo (horas) Remogao de 6leo
(%)
Controle (agua) 114 81
Soforolipideo 75 97
Ramnolipideo 77 94
Trealose 6-6’dimicolato 71 93
Celobiose 79 99

Fonte: MULLER-HURTING et al., (1993).

Os ramnolipideos também podem ser utilizados no processo de biorremediagdo. A
biorremediacgdo caracteriza-se como uma tecnologia limpa e de baixo custo, que permite a
recuperagdo de locais contaminados pela estimulacao do crescimento de microrganismos
nativos, que possuem capacidade de degradar o 6leo, convertendo substancias complexas
em moléculas mais simples ou volateis, promovendo a degradacdo dos contaminantes

adsorvidos ao solo (CAMMAROTA & FREIRE, 2006). A bioremediacdo muitas vezes
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aparece como uma ferramenta viavel na restauragdo ambiental da superficie contaminada,
principalmente quando a éarea contaminada possui grande extensdo e volume, o que
inviabiliza a escavacdo e outras tecnologias, permitindo a remediacdo no proprio local
(FANG & BARCELONA, 2003).

Na biodegradagao de contaminantes organicos, o efeito da adi¢do de ramnolipideos
tem sido vastamente estudado. SHREVE et al., ZHANG & MILLER, citados por
MULLIGAN, (2005) relataram que a concentracdo em meio aquoso de 300 mg/L de
ramnolipideos aumentou a degradacdo do octadecano para 20%, produzindo CO, e agua
(mineralizagdo) comparada a 5% do controle sem ramnolipideos. MAIER & SOBERON-
CHAVEZ (2000) relataram que a adi¢do de ramnolipideos no meio aquoso melhora a
biodegradacdo dos compostos hexadecano, octadecano, n-parafina e fenantreno, e em
solos, dos compostos hexadecano, tetradecano, pristina, creosato e outras misturas de
hidrocarbonetos.

RAHMAN et al., (2003) relataram a biorremediagcdo de n-alcanos em um lodo de
petréleo contendo 87,4% de oleo e graxas. Dez por cento (10%) deste lodo continham
alcanos de cadeia Cs-C;; e que foram degradados 100%; enquanto os alcanos de cadeia
C12-Ca1, C2-Cs1, € C33-Cyo foram degradados respectivamente, 83-98%, 80-85% e 57-73%
depois de 56 dias com a adi¢do de um consorcio de bactérias, nutrientes e ramnolipideos.

Na biodegradacdo envolvendo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
VIPULANANDAN ¢ REN citados por MULLIGAN, (2005), compararam a solubilizacao
do naftaleno por um biosurfactante (ramnolipideo), um surfactante anidénico, (dodecil
sulfato de so6dio, SDS), e por um surfactante i6nico - Triton X-100. Neste trabalho, o
biosurfactante aumentou a solubilidade do naftaleno em 30 vezes. Entretanto, a
biodegradacdo do naftaleno (30 mg/L) levou 40 dias na presenga do biosurfactante (10
g/L), comparado a 100 h para o Triton X-100 (10 g/L). O naftaleno na presenga de SDS

ndo foi biodegradado.
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O uso de biosurfactantes na biodegradacao de pesticidas também vem sendo objeto
de investigacdo e sua eficacia depende do tipo de composto e das concentragdes utilizadas.
MATA-SANDOVAL et al., (2001) relataram a biodegradacdo de trés pesticidas em
culturas liquidas e solos “soil slurries (pasta de solo)” por ramnolipideos e por Triton X-
100. A biodegracao do pesticida Trifluralin melhorou tanto na presenga do biosurfactante
quanto na do surfactante quimico; entretanto, para o pesticida Atrazina, a biodegradagao
diminuiu para ambos. A biodegradacdo do pesticida Coumafés aumentou com a
concentragdo de ramnolipideos acima de 3 mmol/L, mas diminuiu quando a concentragdo
de Triton X 100 estava acima da sua CMC. Em “soil slurries”, a degradagdo do Trifluralin
diminuiu, tanto usando o biosurfactante quanto o surfactante quimico, com o aumento das
suas concentragdes. Quando a concentracdo de ramnolipideos aumentou, as taxas de
degradacdo do Coumafds diminuiram, mas as de remogdo aumentaram. A concentragdo de
ramnolipideo também diminuiu, sugerindo a biodegradacao do préprio ramnolipideo.
MULLIGAN e EFTEKHARI (2003) utilizaram a tecnologia in situ soil flushing na
remediacdo de um solo contaminado com pentaclorofenol (PCF). Eles injetaram 1% de
ramnolipideo na forma de espuma em um solo contaminado com 1.000 mg/Kg de PCF e
obtiveram a remog¢ao de 60 - 61% de PCF. Um outro potencial de aplicagdo dos
biosurfactantes ¢ seu uso na agricultura, como agentes antimicrobianos. A acgdo
antimicrobiana dos ramnolipideos foi estudada por STANGHELLINI & MILLER (1997)
em espécies de zoosporos fitopatogénicos, tais como Pythium aphanidermatum e
Phytophtora capsici. Em concentragdes de 5-30 ug/mL, os ramnolipideos foram capazes
de cessar o crescimento e lisar a populagdo dessas espécies de zooporos em apenas 1 min.

Além da biodegradacdo, os ramnolipideos t€m sido objeto de estudo nas
tecnologias chamadas de “soil washing” e “soil flushing”. Na tecnologia ex situm washing
os biosurfactantes tiveram um papel muito importante na limpeza do derramamento de 6leo

causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989. Outros exemplos
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empregando esta tecnologia envolvem, além da remogdo de 6leo de locais contaminados,
também a remog¢do de metais pesados. BANAT et al., (2000), investigaram a aplicagdo de
ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa ATCC 9027 na remog¢do de metais de solos
contaminados com cadmio e niquel. Eles reportaram que 92% de Cd"™ foram complexados
em solugdo de 0,5 mmol/L de Cd(NO3),, usando uma solug¢do aquosa de ramnolipideos (22
mg/L). NEILSON et al. (2003) relataram o potencial de aplicagdo de ramnolipideos na
remocdo de metais de solos contaminados com chumbo. Os autores reportaram que, usando
uma solucdo de 10 mmol/L de ramnolipideos, cerca de 15% de chumbo foram removidos

depois de 10 lavagens.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos o estudo da producdo de biosurfactantes
por fermentacdo em estado solido (FES), a caracterizacdo fisico-quimica e o estudo de

aplicagdes dos biosurfactantes em tratamento de solos contaminados por hidrocarbonetos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste projeto foram:
= Otimizar a producdo de biosurfactantes por FES, verificando:
= Efeito do tipo de substrato, utilizando residuos agro-industriais como substratos,
tais como tortas resultantes da extracdo de Oleos, farelo de trigo, canola, soja,
algoddo, bagaco de cana-de-agucar e estudar a variacdo dos sais nos meios de
cultura.
= Comparar a producdo de biosurfactantes por FS e FES, para verificagdo da viabilidade
da produgdo de biosurfactantes por FES;
=  Desenvolver o método de extracao e purificacdo do biosurfactante produzido por FES;
= (Caracterizar o biosurfactante por técnicas fisico-quimicas, como concentragao micelar
critica (CMC), indice de emulsificacdao (E%) e tensdo superficial;
= Estudar a aplicacdo dos biosurfactantes na lavagem de solos contaminados, utilizando a
gasolina como composto contaminante e analisar os resultados por técnicas de

cromatografia gasosa em sistema headspace e por demanda quimica de oxigénio

(DQO).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614, cepa originalmente isolada de uma planta petroquimica em Canto do Amaro, Rio
Grande do Norte, gentilmente cedida pelo Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal do Permnambuco. Esta cepa mostrou excelente producdo de rammnolipideos
(MONTEIRO et al., 2007) foi mantida em meio liquido Luria Bertani (LB) com glicerol

(40%, v/v) a -18°C.

4.2. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO EM ESTADO

SOLIDO

4.2.1. Preparo do pré-inéculo

O pré-indculo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do
meio Luria-Bertani (LB) (composi¢cdo por L: 10 g NaCl, 10 g Triptona, 5 g extrato de
levedura), inoculados com 1 mL da suspensao de células bacterianas e incubados a 30°C
por 12 h sob agitacdo de 200 rpm. O crescimento bacteriano durante o preparo do pré-

indculo foi acompanhado pela determinag¢do da absorbancia do meio de cultivo a 600 nm

(D-O-600n1n)-

4.2.2. Cultivos de fermentacio em estado sélido

Os ensaios de FES foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo 10

g de substrato seco. Os substratos (farelo de canola, soja, girassol, algoddo e bagago de
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cana-de-agucar) foram esterilizados por 15 min, a 121°C, resfriados e inoculados com o
pré-indculo (item 4.2.1) em uma propor¢ao de 4% (v/v) de pré-indculo (D.O.g0onm entre 0,6
e 0,8). Conforme as condi¢des do ensaio estabelecidas anteriormente (MONTEIRO e/ al.,
2007), a solucdo umedecedora foi constituida de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g
KH;PO4; 7,0 g KoHPOy; 0,2 g MgS04.7H,0 e 1,0 g (NH4),SO4), ou solugdo tampdo
(contendo por litro: 3,0 g KH,PO4; 7,0 g K,HPO,) ou agua, acrescentada de glicerol (3%
v/v). Os meios solidos inoculados foram incubados em estufa bacteriologica a 30°C. Os
experimentos foram realizados para o farelo de canola, soja, girassol, algoddo com
umidade de 55 — 70% e para o bagaco de cana-de-acucar de 70 — 88%. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.3. Extracio do biosurfactante

Os cultivos foram interrompidos, no tempo de fermentagdo oportuno, o sélido
fermentado foi extraido com dgua destilada em agitador orbital a 200 rpm, por 1 h e em
temperatura ambiente. Os extratos resultantes foram centrifugados a 12.500 g a 4°C por 10
min ¢ os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinagao da tensdo superficial
(item 4.5.1) ou submetidos a extragdo com CHCI; e posterior quantificagdo indireta do
biosurfactante por dosagem de ramnose, utilizando-se o método do fenol-sulfurico (item

4.5.4).

4.2.4. Extracao, purificaciio e caracterizacio dos ramnolipideos produzidos por FES

As etapas de extracdo e purificacdo foram feitas com o objetivo de quantificar o
biosurfactante produzido por FES e para andlise de sua estrutura molecular. Para tanto, o

sobrenadante obtido no item 4.2.3 foi submetido a extragdo com CHCIl; e o extrato
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organico foi recuperado em funil de separagdo ¢ em seguida concentrado por evaporacao
em evaporador rotatdrio a 40°C. O extrato concentrado foi purificado por cromatografia em
coluna (30 cm x 2 cm) com silica gel 60 (0,063-0,200mm) (Merck), eluidas CHCl;-MeOH
(4:1 v/v) foram coletadas fracoes de 10 mL. A eluicdo das fracdes contendo o
biosurfactante foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, eluidas CHCIs-

MeOH (4:1 v/v).

4.3. PRODUCAO DO BIOSURFACTANTE POR FERMENTACAO SUBMERSA

Os experimentos em FS foram realizados em paralelo com os experimentos em FES
para que se tivesse um pardmetro de comparacao de produ¢do, ja que ndo existem relatos

na literatura da produgéo desses biosurfactantes por FES.

4.3.1. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa em frascos Erlenmeyers

Os experimentos da curva de crescimento foram conduzidos em frascos
Erlenmeyers de 2000 mL (triplicata) contendo 400 mL de meio de sais e glicerol (contendo
por litro: 3,0 g KHyPO4; 7,0 g K,HPO4; 0,2 g MgS04.7H,0 e 1,0 g (NH4)2SO4
acrescentados de 3% (v/v) de glicerol). Os meios foram esterilizados por 15 min, a 121°C,
resfriados e inoculados com o pré-indculo (item 4.2.1) em uma proporc¢ao de 2% (v/v). Os
frascos foram entdo incubados em agitador orbital com agitacdo de 200 rpm e temperatura
de 30°C. O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacao da absorbancia do
meio de cultivo a 600 nm de aliquotas de 1,0 mL retiradas a cada 1 h. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.3.2. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa em biorreator de 5 L

O ensaio no biorreator foi realizado com o meio de sais e glicerol (item 4.3.1). O
meio e a ciipula do reator foram esterilizados por 15 min, a 121°C, resfriados e inoculados
com o pré-indculo (item 4.2.1) em uma propor¢do de 2% (v/v). A fermentagdo foi
conduzida a uma temperatura de 30°C sob agitacdo de 200 rpm e aerag¢do de 3,0 L/min. O
crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacdo da absorbancia do meio de

cultivo a 600 nm de aliquotas retiradas a cada 1 h.

4.3.3. Producio de ramnolipideos por fermentacio submersa

Os ensaios para FS foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo 50
mL de meio de sais e glicerol (item 4.3.1). Os meios foram esterilizados por 15 min, a
121°C, resfriados e inoculados com o pré-inoculo (item 4.2.1) em uma propor¢ao de 2%
(v/v). Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentacao oportuno, centrifugados a
12.500 g a 4°C por 10 min e o sobrenadante obtido foi utilizado para a determinagdo da
tensao superficial (item 4.5.2) ou submetido a quantificagdo indireta dos ramnolipideos
pelo método de fenol-sulfurico (item 4.5.4). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata, seguindo o procedimento descrito por MONTEIRO et al., (2007).

4.4. TRATAMENTO DO SOLO COM BIOSURFACTANTE

4.4.1. Descricio do solo

O solo utilizado foi cedido pela Embrapa Florestas Colombo-PR e correspondeu a
um solo argiloso e arenoso da Regido de Curitiba e Ponta Grossa. Os estudos descritos a
seguir foram realizados com duas amostras identificadas como A e B. As principais

caracteristicas destes solos s@o apresentadas na Tabela 10, as quais foram avaliadas de
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acordo com recomendacdes do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (1997). Com
os dados fornecidos pela EMBRAPA, verifica-se que os dois solos sdo acidos e com altas

concentragdes de Al** (LUCHESE et al., 2001).

Tabela 10. Dados da composicdo das amostras de solos fornecidas pela EMBRAPA
Florestas, Colombo PR

Parametro Teor (solo A) Teor (solo B)
pH (CaCl,) 3,76 522
K" 0,07 molL"’ 0,34 molL"
Ca™ 0,30 molL" 6,78 molL"
Mg 0,15 molL" 2,24 molL"!
NG 2,27 molL™ 0,08 molL™
C 12,71gKg” 28,47 gKg™'
p 2,4 mgL” 21,3 mgL™
Na" 9 mgL'1 10 mgL'1

4.4.2 Procedimento experimental:

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyers 125 mL, contendo 20 g de
solo (granulometria de 20 mesh), contaminado com 2% (v/m) de gasolina comercial do
tipo comum e adicionados de 60 mL de extrato bruto livre de células contendo
biosurfactantes produzidos por P. aeruginosa por FES usando o bagaco de cana como
substrato, nas condi¢des descritas no item 4.2.2., com concentragdo de ramnolipideos de
2,2 g/L. Os frascos contendo o solo e o biosurfactante foram colocados em agitador orbital
a temperatura ambiente, com agitacao (150 rpm). Foram realizados controles com agua nas
mesmas condigdes para todos os ensaios. Os ensaios foram interrompidos apds 24 h e 48 h
e as amostras foram filtradas a vacuo. Em seguida, o sobrenadante foi submetido a analise
de demanda quimica de oxigé€nio (DQO) em espectrofotometro SHIMADZU VCPH TOC

(TIBURTIUS et al., 2005). Os hidrocarbonetos volateis foram analisados por
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cromatografia gasosa em sistema headspace em cromatografo Varian CP3800. Estas

analises foram feitas no Laboratorio Analitico Instrumental SENAI-SESI, Curitiba — PR.

4.5. METODOS ANALITICOS

4.5.1. Determinacio da tensdo superficial

A medida da tensado superficial foi realizada nos sobrenadantes de cultura da FS ou
nos extratos da FES livres de células, utilizando-se o tensidmetro K12, Processor
Tensiometer, Kriiss. As andlises foram feitas pelo método do anel, utilizando um anel de
platina denominado anel de Du Nouy. Neste método, a amostra é colocada em um
recipiente do aparelho, com o anel inicialmente submerso. A for¢a exercida sobre o anel no
momento no qual a lamina do liquido se rompe da a medida da tensdo superficial (Kriiss,
1994). As condi¢des de analise padronizadas para todos os ensaios foram: volume médio
da amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O equipamento foi calibrado sempre no

inicio e término das analises medindo-se a tensdo superficial da agua destilada.

4.5.2. Determinaciao da concentracio micelar critica (CMC)

A CMC foi determinada a partir do extrato purificado de ranmolipideos (apds 7 dias
de cultivo) em FES usando o bagaco de cana-de-agticar como substrato. O extrato
purificado foi diluido com igual volume de agua destilada, segundo técnica descrita por
SHEPPARD & MULLIGAN (1987). Apos feitas tais diluigdes, mediu-se a tensao
superficial de cada uma delas e construiu-se um grafico da tensdo superficial contra
diferentes concentragdes de acglcares totais, expressas em ramnose, onde a CMC

corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. As medidas de tensdo superficial foram
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determinadas até que os valores obtidos se aproximassem da tensdo superficial da dgua

destilada.

4.5.3. Medida do indice de emulsificacao (E)

O indice de emulsificacdo (E %) foi realizado segundo a metodologia descrita por
COOPER & GOLDENBERG (1987). Foram distribuidos em tubos de ensaio 6 mL de
diferentes hidrocarbonetos (querosene, tolueno, gasolina e diesel) adicionando-se 4 mL do
sobrenadante de cultura filtrada livre de células. Cada tubo foi agitado em vortex maximo
por 2 min. O indice (E %) foi determinado de acordo com a equag@o 1. As medidas foram

realizadas apos 24 h.

E % = altura da camada emulsionada (cm) x 100
altura total do liquido (cm)

(eq. 1)

Onde E (%) = indice de emulsificagdo.

4.5.4. Dosagem de acucares pelo método do fenol-sulfurico

A quantificagdo indireta de ramnolipideos foi realizada pela medida de acucares
totais pelo método de DUBOIS ef al. (1956). A metodologia consistiu na adi¢do de 0,5 mL
do caldo livre de células em tubo de vidro de 20 mL, seguido da adi¢do de 0,5 mL de
solucdo de fenol 5% (m/v), mais 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi
homogeneizada com o auxilio de um vortex e deixada em repouso por 15 min. Apos esse
periodo, fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 480 nm. A medida foi lida

contra a dgua destilada (branco reacional).

A curva de ramnose foi construida utilizando-se uma solugdo estoque de ramnose

(Sigma-Aldrich) padrao com 0,936 mg/mL em agua destilada. A partir desta solugdo foram
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preparadas dilui¢des correspondentes as concentragdes (mg/L) de 15, 30, 45, 60 ¢ 90 em
baldes volumétricos de 10 mL. A seguir, 1 mL de cada diluicdo foi adicionado em tubos ¢
a dosagem de acucares totais por ramnose foi realizada conforme descrita anteriormente. A

Figura 4 mostra a curva padrdo de ramnose (mg/L).
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Figura 4. Curva padrio de acucares totais por ramnose (mg/L) em funcdo da absorbéncia a
480 nm, construida utilizando o método de DUBOIS et al., (1956).

4.5.5. Medicao de pH

Os valores de pH do sobrenadante da extracao aquosa (item 4.2.3) foram medidos

em potencidometro 320 pH Meter, Cornig.

4.5.6. Cromatografia em camada delgada

A presenga do biosurfactante nas fracdes eluidas da coluna de silica gel foi
verificada por cromatografia em camada delgada (CCD) realizadas em placas de silica gel

60 com fluoresceina (Merck), utilizando como sistema de eluente CHCl;/MeOH (4:1). A
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visualizacdo das bandas foi feita com revelador especifico para carboidratos,

orcinol/H,SO4/MeOH (250:100:2,5), a 100°C por 5 min, utilizando ramnose como padrio.

4.5.7. Demanda quimica de oxigénio

O método de DQO, que se baseia nos pardmetros experimentais da calorimetria do
cromio (III) do sistema dicromato/cromio(Ill), foi feito de acordo com ZUCCARI (1996), e
com o seguinte procedimento analitico:

a) volume de solugdo de referéncia (300 mg.L™' a 3000 mg.L"' de DQO) ou de
amostra: 2 mL.

b) volume de solugio digestora (dicromato de sédio 0,40 mol.L™”, sulfato de
merctrio 0,20 mol.L™, acido sulftrico 3,00 mol.L'l): 1,5 mL.

¢) volume de solugdo catalitica (sulfato de prata 0,02 mol.L", acido sulfirico 15
mol.L™"): 3 mL.

A mistura é colocada em digestor a 150°C por 2 h. Apds esse periodo, a solugdo
sofre resfriamento natural e sua absorbancia é medida em espectrofotometro SHIMADZU
VCPH TOC a 600 nm, que ¢ a regido do espectro em que ndao hd interferéncia do

dicromato residual (ZUCCARI, 1996).

4.5.8. Cromatografia a gas em sistema headspace

Os hidrocarbonetos volateis foram analisados por cromatografia a gas (sistema
headspace) em cromatografo Varian CP3800, equipado com o detector de ionizacdo de
chama e uma coluna DB624, onde o solo ¢ analisado sem lavagem em tubos contendo 5 g
de solo. A curva analitica foi elaborada a partir de um padriao certificado, contendo a
mistura de benzeno, tolueno, etilbenzeno ¢ xilenos (BTEX) em metanol, na faixa de

concentragdo compreendida entre 5 ¢ 2000 ugL ™.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de crescimento Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em fermentacio

submersa em frascos Erlenmeyers e em biorreator

O objetivo desses experimentos foi verificar o crescimento, em FS, do
microrganismo no mesmo meio utilizado na FES como solucdo para umedecer os
substratos solidos (pré-indculo). Também visou-se verificar o crescimento da bactéria em
biorreator, pois estes dados serdo importantes no futuro, no momento de preparo de maior
quantidade de pré-inoculo, quando de ensaios em biorreator de FES com capacidade de
100 kg de substrato.

A Figura 5 mostra uma comparagdo entre os perfis de crescimento de P. aeruginosa

(leituras de D.0.600,y,) obtidos por FS em Erlenmeyers e em biorreator.

O T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 29 23 26 27 29 31

Tempo de Fermentagao (h)

Figura 5. Cinética de crescimento de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Meio de cultura
(por L): 3,0 g KH,POy; 7,0 g K;HPO,; 0,2 g MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH4),SO4 e 3% v/v de glicerol.
Em (A) Erlenmeyers, 50 mL de meio, 30 °C e 200 rpm e (m)Biorreator Bioflo III, 3,5 L de meio
30°C, 200 rpm, aeragdo 3,0 L/min.
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Como pode ser observado, o crescimento de P. aeruginosa no biorreator foi muito
menor, além de apresentar algumas oscilagdes. Este fato pode ser explicado pela grande
formacao de espuma (foaming) que se observou durante o processo (Figura 6). O foaming é
causado pela presenca de ramnolipideos e agravado devido ao método de aeracdo e
agitacdo do reator. A formagdo de espuma é um grande problema na producdo desses
compostos por FS, pois junto com a espuma, que sai do reator, ha saida e conseqiiente
perda de nutrientes, produtos e biomassa, reduzindo a produtividade, ou até mesmo
inviabilizando a fermentacdo (YEH et al., 2006, LEE & KIM, 2004). De fato, apds 20 h de
fermentacdo, a quantidade de espuma formada estava além da capacidade volumétrica do
reator, de forma que o grande aumento da pressao levou a ejecdo do conteudo fermentado,
impossibilitando a continuidade da fermentagdo. Assim, pode-se verificar as limitacdes da

FS para a obteng¢ao de ramnolipideos em biorreator.

Figura 6. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por fermentacdo submersa em
biorreator (Bioflo-1Il Fermentor — New Brunswick Scientific), mostrando a grande formacdo de
espumas com menos de 10 h de fermentac¢do. Meio e condi¢des de cultivo ver Figura 5.
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A solugdo para esse tipo de problema pode ser obtida com a utilizagdo de
compostos quimicos anti-espumantes ou com o desenvolvimento de métodos fisicos de
contencdo e recuperagdo da espuma formada. Entretanto, os dois métodos podem acarretar
na diminui¢cdo da eficiéncia do processo, além de onerarem a producdo. Os agentes anti-
espumantes podem inibir o crescimento celular, diminuir a taxa de transferéncia de massa,
provocar reagdes inibitorias e efeitos toxicos ao microrganismo, além da possibilidade de
interferirem na separacdo e purificacdo do produto da fermentacdo (YEH et al., 2006, LEE
& KIM, 2004).

Neste contexto, a FES apresenta-se como uma alternativa viavel para a producdo de
biosurfactantes, sem diminuir a eficiéncia do processo e nem acarretar em aumento de
custo, uma vez que na auséncia de agua livre ndo hd formacdo de espuma, além da
possibilidade da utilizagdo de substratos de baixo custo viabilizando a obtengdo

biotecnolodgica desses importantes agentes tensioativos.

5.2. Producao de ramnolipideos por fermentacio em estado s6lido: ensaios prévios

para a escolha do substrato

A Figura 7 mostra a diminuicdo da tensdo superficial (TS) dos extratos produzidos
por P. aeruginosa por FES com diferentes substratos. As medidas foram comparadas a TS
obtida do extrato no tempo zero de cultivo. Os extratos aquosos obtidos com o bagaco de
cana-de-agucar ¢ com o farelo de girassol apresentaram as maiores diminui¢des de TS
(aproximadamente 55% e 30,5%, respectivamente) apos 72 h de cultivo. Os menores
valores iniciais de TS para todos os farelos estudados (em torno de 48 mN/m), podem ser
explicados pela presenga de fosfolipidios na sua composi¢do, que sdo surfactantes naturais.

Os farelos de canola, algoddo e soja apresentaram um abaixamento de TS muito

discreto (10,4%, 8,3% e 4,1%, respectivamente). Dessa forma, em um primeiro momento,
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foi descartada a possibilidade da utilizacdo desses substratos para a producdo de
ramnolipideos. Dificuldades para extracdo dos ramnolipideos do farelo de girassol
fermentado (grande quantidade de interferentes e Oleo residual) impossibilitaram a

continuidade do estudo desse substrato.
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Figura 7. Diminuicdo da tensfo superficial do extrato aquoso de sélidos fermentados por
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614: 10 g do substrato seco umedecidos com meio contendo
por litro: 3,0 g KH,PO,4; 7,0 g K,HPO,; 0,2 g MgS0O,.7H,0, 1,0 g (NH,),SO,4 e 3% v/v glicerol a
30°C; umidade 85% para o bagago de cana-de-aglicar e 70% para os demais: (@) farelo de canola;
(1) farelo de algoddo; (A) farelo de soja; (#) farelo de girassol e (m) bagago de cana-de-agtcar.

A partir dos resultados de diminui¢do da TS, foi escolhido o bagaco de cana-de-
aglcar para dar prosseguimento aos estudos. Este substrato, além de apresentar a maior
diminui¢do da TS nos ensaios prévios, produziu um extrato limpido, o que poderia indicar
mais facilidade na purificagdo do biosurfactante. Além disso, € um substrato abundante ¢
de muito baixo custo 15 reais a tonelada segundo a Companhia Nacional de

Abastecimento.
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5.3. Producio de ramnolipideos por fermentacio em estado sélido utilizando bagaco

de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-aglicar pode ser obtido nas usinas a partir de colheitas
mecanizadas ou manuais. Entretanto, como mostra a Tabela 11, a composi¢do do bagago
ndo apresenta diferenga significativa nos dois tipos de colheita. Dessa forma optou-se pela
utilizacdo do bagago misto, uma mistura dos dois tipos de colheita que geralmente ¢é
armazenada nos patios das usinas, pela maior facilidade na obtengdo do substrato, pois nao

necessita de coleta seletiva.

Tabela 11. Composi¢do de solidos totais e de agucares totais e redutores do bagago de cana-de-
agucar (Fonte: PITARELO, 2006).

Bagaco de Colheita Mecanizada Bagaco de Colheita Manual
*Agua Fria | **Agua Quente Agua Fria Agua Quente
Sélidos totais 1,2% 13,8% 1,6% 14,6%
Acucares totais 0,8% 10,4% 1,3% 10,9%
Acucares 0,1% 1,5% 0,1% 2,2%
redutores

*Extracdo com agua fria: 500 g de bagaco em 10 L de agua destilada com agitacdo intermitente por 48 h
** Extragdo com dgua quente: 300 g de bagago em 150 mL de dgua a 100 °C em baldo de fundo redondo

conectado em condensador por 4 h.

Os dois tipos de extracdo (com agua quente e com agua fria) apresentados na
Tabela 11 mostraram uma diferenca muito grande no teor de solidos totais ¢ de actcares,
dado que, na extracdo com agua quente a quantidade dos actcares foi maior. Até o
presente, nao se sabe se a quantidade de agucares da extragdo a quente esta disponivel para

0 microrganismo durante a fermentagcdo, assim como ndo sabe se o bagaco estd sendo



63

utilizado apenas como um suporte para o crescimento das células ou se efetivamente os
acucares residuais estdo sendo utilizados pela bactéria. Como descrito em Materiais e
Meétodos (item 4.2.2), neste trabalho o bagago ¢ autoclavado seco e a solugdo umedecedora

(rica em nutrientes) ¢ adicionada no momento do inéculo.

5.3.1. Comparacao da producio de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em

fermentacio em estado sélido e fermentacio submersa

A partir deste ponto do trabalho utilizou-se os termos biosurfactantes e
ramnolipideos como se fossem sindnimos, considerando que ja foi provado anteriormente
para esta cepa que o biosurfactante produzido por FS é composto por uma mistura de
ramnolipideos (MONTEIRO et al., 2007).

A Figura 8 mostra o abaixamento da TS e a concentragdo de ramnose dos extratos
(que neste caso expressa a concentracdo de biosurfactantes) produzidos por P. aeruginosa
em diferentes tempos de fermentacdo. Como pode ser observado, o abaixamento da TS ¢
acompanhado pela producdo de biosurfactantes pela bactéria, até o ponto em que
provavelmente a CMC seja atingida, quando a TS varia muito pouco. A produgdo maxima
de ramnolipideos (0,85 g/L) ocorreu em 96 h de cultivo, valor que ¢ bastante inferior ao
reportado por MONTEIRO et al., (2007), 3,9 g/L, para o cultivo em FS apds 216 h. Um
aumento do tempo do cultivo em FES pode levar a um aumento na concentragdo, pois a
Figura 7 mostra que, em 96 h, o maximo da producdo de biosurfactante ainda ndo foi

atingido.
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Figura 8. Variagdo da tensdo superficial e do teor de ramnolipideos durante a producdo de
biosurfactantes por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por fermentacdo em estado so6lido
utilizando como substrato o bagago de cana-de-agticar. (m) Concentragdo de Ramnose e (A ) tensdo
superficial. Experimentos realizados em triplicata em Erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de
bagaco de cana-de-acucar seco umedecido com meio contendo por litro: 3,0 g KH,PO4; 7,0 g
K,HPO,; 0,2 g MgS0,4.7H,0, 1,0 g (NH4),SO,4 e 3% v/v de glicerol, incubados em estufa a 30 °C.

O abaixamento da TS em cultivos FS e FES com P. aeruginosa realizados
paralelamente pode ser observado na Figura 9. A diminui¢do da TS no sobrenadante do
meio fermentado na FS e na agua de extracdo na FES, em diferentes tempos de
fermentacdo, mostra um perfil muito semelhante para os dois tipos de fermentagdo, com a
estabilizacdo dos valores de TS apds 24 h de cultivo. Considerando que o meio utilizado
em ambas as fermentacdes ¢ o mesmo (na FES utilizou-se o meio da FS para umedecer o
substrato), este resultado j& era esperado, e mostra que provavelmente o microrganismo
segue a mesma rota metabdlica para produgcdo dos ramnolipideos nos dois tipos de

fermentacao.
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Figura 9. Abaixamento da tensdo superficial do extrato produzido por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 em (m) fermentagdo submersa, FS ¢ (A) em fermentagdo em estado sélido, FES,
utilizando como substrato o bagaco de cana-de-agucar. FS: Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de
meio contendo por litro: 3,0 g KH,POy; 7,0 g K;HPOy; 0,2 g MgS0,4.7H,0, 1,0 g (NH4),SO4 e 3%
v/v de glicerol, incubados a 30°C a 200 rpm. FES: frascos Erlenmeyers de 250 mL com 10 g de
bagaco de cana-de-agucar seco umedecidos com 50 mL do mesmo meio da fermentacdo submersa,
umidade de 85% e incubados em estufa a 30°C.

O experimento de comparagao da producao de biosurfactante por FS e por FES foi
repetido, desta vez com a quantificagdo dos ramnolipideos e aumentando-se o tempo de
cultivo. A concentracdo de ramnolipideos para o extrato da FES foi calculada com base no
volume de meio liquido inicial adicionado para umedecer o bagago. Assim, os resultados
apresentados na Figura 10 mostram uma producao em gramas de ramnose por litro de meio
utilizado na FS ou de meio utilizado para umedecer bagaco de cana-de-agucar na FES.
Como observado anteriormente, a producdo de ramnolipideos pelas duas formas de
fermentagdo apresenta um perfil de producdo muito semelhante. Ao final de 144 h, a
produgdo foi de aproximadamente 1,6 g/l de ramnose para ambas as técnicas. Neste
momento, ¢ importante realgar que a metodologia empregada para a quantificacdo dos
ramnolipideos na FES depende da extragdo e purificacao parcial do extrato (ver materiais e
métodos, item 4.2.3), e que por isso € sujeita a perdas. Assim, os resultados da FES

reportam especificamente a quantidade de ramnolipideos recuperada durante o processo de
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purificagdo e ndo apenas a produzida durante a fermentagdo, como ¢ o caso da FS.
Observou-se também na Figura 10 que, mesmo apds seis dias de cultivo, a produgdo de
ramnolipideos ainda estava em elevagdo, o que mostra que um aumento na produgdo pode
ser conseguido com o aumento do tempo de cultivo, o que justificou os experimentos

descritos a seguir.
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Figura 10. Producdo de ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por ()
fermentag@o em estado s6lido (FES) utilizando com substrato o bagaco de cana-de-agucar e por (m)
fermentagdo submersa (FS). FS: Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio contendo, por litro:
3,0 g KH,PO4; 7,0 g KbHPOy; 0,2 g MgS0O,4.7H,0, 1,0 g (NH4),SO4 e 3% (v/v) de glicerol,
incubados a 30°C a 200 rpm. FES: Erlenmeyers de 250 mL com 10 g de bagaco de cana-de-aglicar
seco umedecidos com 50 mL do mesmo meio da fermentacdo submersa, umidade de 85% e
incubados em estufa a 30°C.

5.3.2. Cinética da producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em

fermentac¢ao em estado solido

A cinética de produgdo de ramnolipideos por P. aeruginosa em FES foi desta vez
seguida por 12 dias, acompanhando-se o teor de ramnolipideos produzidos (Figura 11). A

producdo foi expressa por gramas de ramnose por litro de meio de cultura inicialmente
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utilizado para umedecer o substrato (g/L) e também por gramas de ramnose por quilograma
de bagaco de cana-de-agucar seco fermentado (g/kg Substrato Seco). Como pode ser visto
na Figura 11, obteve-se uma producdo maxima de 2,5 g/L, o equivalente a 12,5 g/kg.S.S,
com 288 h (12 dias) de fermentacdo. Entretanto, a producdo de ramnolipideos segue ainda
uma tendéncia crescente, de forma que concentra¢des superiores a 2,5 g/l de ramnose

podem, provavelmente, ser obtidas com tempos de fermentagdo superiores a 288 h.
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Figura 11. Cinética de produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por
fermentag@o em estado sélido utilizando como substrato o bagaco de cana-de-agucar. Experimentos
realizados em triplicata em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 10 g de bagago de cana-de-agucar
seco umedecidos com 50 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,PO,; 7,0 g K,HPO,; 0,2 g
MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH4),SO,4 e 3% (v/v) de glicerol, umidade de 85% e incubados em estufa a
30°C.

A Figura 12 mostra a produtividade em mg de ramnose obtidos por litro de meio
por hora de fermentacdo (mg/L/h) ou por mg de ramnose obtidos por quilograma substrato
seco por hora de fermentacdo (mg/kg.S.S./h). Observou-se que a produtividade ¢ quase
constante ao longo da fermentacdo, sendo o melhor valor obtido com 144 h de cultivo
10,96 mg/L/h ou 54,81 mg/kg.S.S./h Esse resultado pode ser interessante para a decisao

sobre que tempo de fermentagdo sera adotado para as proximas fermentagoes,
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considerando tanto a produgdo (Figura 11) quanto a produtividade (Figura 12), levando-se

em conta também a recuperagdo ¢ a purificagdo do produto.
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Figura 12. Produtividade de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por
fermentag@o em estado solido utilizando como substrato o bagaco de cana-de-aglicar. Experimentos
realizados em triplicata em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 10 g de bagago de cana-de-agucar
seco umedecidos com 50 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,PO,4; 7,0 g K;HPOy; 0,2 g
MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH4),SO,4 e 3% (v/v) de glicerol, umidade de 85% e incubados em estufa a
30°C.

5.3.3. Efeito da composicio do meio umedecedor na producio de ramnolipideos por

fermentacao no estado solido

Esse estudo teve como objetivo testar um residuo de glicerol (glicerina loura -
residuo da obtencdo do biodiesel) fornecido pelo Laboratéorio de Fitobiomassa do
departamento de quimica da UFPR, assim como verificar a influéncia dos sais na produgao
de ramnolipideos. Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 10 g de bagago de cana seco umedecidos com 50 mL dos meios, inoculados com
4% (v/v) de pré-indculo de meio LB e incubados em estufa a 30°C por 288 h. A Figura 13

apresenta os resultados obtidos.
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Figura 13. Efeito da composi¢do da solugdo umedecedora na producdo de ramnolipideos por
fermentagdo no estado solido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Experimentos em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de bagaco de cana-de-agticar seco umedecido com: (1)
glicerol (grau analitico) + sais; (2) glicerol (grau analitico) + tampao; (3) glicerol (grau analitico) +
H,O0; (4) glicerina loura + sais; (5) glicerina loura + tampao e (6) glicerina loura + H,O.

Verificou-se (Figura 13) que a pureza do glicerol ¢ determinante na produgdo de
ramnolipideos, assim como a presen¢a de sais, pois ambos levaram a uma queda de mais
de 80% na produg¢do de ramnolipideos. A substituicdo do glicerol grau analitico pela
glicerina loura levou a uma diminui¢cdo muito grande da produgdo de ramnolipideos (68%
em relacdo as duas melhores condi¢des dos conjuntos de experimentos: (1) sais + glicerol
grau analitico e (2) sais + glicerina loura, o que a principio inviabiliza a utilizacdo direta
desse residuo, sem etapa prévia de tratamento ou purificacdo, ja que na glicerina loura
existe uma grande quantidade de ions sodio resultante do processo de produgdo de
biodiesel por catalise basica, o que possivelmente inibiu o crescimento do microrganismo e

a producdo de ramnolipeos por FES.
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5.4. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

5.4.1. Concentracao Micelar Critica (CMC)

A CMC ¢ um importante parametro que indica qual é a concentracdo minima
necessaria de biosurfactante em solugcdo para que ocorra um abaixamento maximo de
tensdo superficial e interfacial, ou seja, quanto menor a CMC, mais eficiente seria o
biosurfactante. A concentragdo micelar critica (CMC) dos ramnolipideos produzidos por
FES foi determinada pela medida da tensdo superficial (mN/m) de diluigdes sucessivas do
extrato aquoso purificado contendo 229 mg/L ramnolipideos. A CMC, que ¢ dada pelo
ponto de inflexdo da curva, ocorre quando a tensdo superficial do meio ¢ de 30,5 mN/m ou
o equivalente a uma concentracdo de ramnose de 14,3 mg/L (Figura 14), valor este muito
proximo ao obtido por MONTEIRO et al., (2007) para o biosurfactante produzido por FS
(13,9 mg/L), o que sugere que a composicdo dos homologos obtidos seja semelhante para

as duas técnicas de fermentacgao.
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Figura 14. Determinagdo da Concentragdo Micelar Critica (CMC) dos ramnolipideos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 por fermentagdo em estado so6lido utilizando como
substrato o bagaco de cana-de-agucar, em fun¢do da tensdo superficial (mN/m), utilizando-se
dilui¢des sucessivas do extrato purificado.
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5.4.2. Indice de emulsificacao (F)

O extrato purificado contendo 1,2 g/L de ramnolipideos foi utilizado para a
determinac¢do do indice de Emulsificacdo (E). A Figura 15 apresenta os valores de £y
obtidos para a gasolina (83%), 6leo diesel (75%) e tolueno (77%), sendo o menor valor
obtido para o querosene (44%). Estes resultados mostram que os ramnolipideos de P.
aeruginosa produzidos por FES possuem uma excelente capacidade emulsificante, sendo
esta muito semelhante a obtida por MONTEIRO et al., (2007) o que confirma a viabilidade
de desenvolvimento de diferentes aplicagdes, sobretudo as ambientais, (NISTSCHE et al.,

2005b) desse tensioativo produzido por FES.
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Figura 15. Determinagdo do Indice de Emulsificagdo (E»,) ap6és 24 h do biosurfactante obtido de

um extrato purificado (1,2 g/L) produzido por FES frente a diferentes hidrocarbonetos.
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5.5. TRATAMENTO DE SOLOS CONTAMINADOS COM HIDROCARBONETOS

5.5.1 Verificacdo da eficiéncia do biosurfactante por determinacio da demanda

quimica de oxigénio (DQO) dos extratos aquosos do solo

O biosurfactante utilizado nestes experimentos foi produzido por FES, sendo
utilizado o extrato bruto livre de células, com tempo de cultivo de 288 h (12 dias). A
eficiéncia de remog@o dos compostos foi verificada pela determinacdo da DQO dos eluatos
do solo lavado com solugdes de biosurfactante e comparados com o mesmo tipo de
experimento usando dgua. Um aumento nos valores da DQO indica remoc¢do de matéria
organica e¢ pode ser correlacionado com a eficiéncia do biosurfactante. Os controles
realizados foram: (1) lavagem com 4gua pura do solo contaminado com gasolina; (2)
lavagem com agua pura do solo ndo contaminado e (3) solucao de biosurfactante, lavagem
de solo ndo contaminado.

A Figura 17 mostra os valores de DQO para os eluatos obtidos a partir de amostras
de solo contaminadas com gasolina e os respectivos controles. Pode-se observar que o
biosurfactante foi capaz de remover 64 % a mais de matéria organica que os experimentos
realizados com agua. A extragdo de matéria organica do solo com 24 h e com 48 h se
manteve constante para todos os experimentos, mostrando que ndo ¢ necessario mais que

24 h de contato dos ramnolipideos com o solo para a maxima remoc¢ao de matéria organica.
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Figura 16. Eficiéncia da lavagem de solos contaminados com gasolina com o biosurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em fermentagdo no estado solido, avaliada
pela determinagdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) dos extratos aquosos do solo. Ensaios
com 20 g de solo e: (1) BS, ramnolipideos + 2% (v/m) gasolina; (2) controle agua + 2% (v/m)
gasolina; (3) Controle BS, ramnlipideos + 0% gasolina; (4) Controle, agua + 0% gasolina. Os
Erlenmeyers ficaram em agitador orbital a 150 rpm, 25°C por 24 h e 48 h.

Estudos de CONTE et al., (2005) utilizando os surfactantes quimicos dodecilsulfato
de soédio (SDS) e Triton X-100 apresentaram uma eficiéncia de remogdo de
hidrocarbonetos aromaticos do solo em um sistema de lavagem do solo, quando
comparados com a remog¢do pela agua, de aproximadamente 80%. Entretanto, a
comparagdo deste valor com os obtidos no presente trabalho fica dificultada pois foram
utilizados diferentes métodos para a verificagdo da eficiéncia do biosurfactante (método de
extracdo de Soxhlet utilizando como sistema de solventes acetona/n-hexano (1:1), 48h) A
vantagem de se trabalhar com biosurfactantes se da pelo fato dos surfactantes bioldgicos

serem biodegradaveis e de baixa toxicidade quando camparada com surfactantes quimicos

(COSTA et al., 2006).
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5.5.2 Verificacdo da eficiéncia do biosurfactante por determinacio de

hidrocarbonetos volateis por cromatografia a gas sistema headspace

Os hidrocarbonetos volateis dos eluatos foram analisados por cromatografia a gas
(sistema headspace). A Figura 17 mostra a remog¢ao de hidrocarbonetos volateis (benzeno,
tolueno, etilbenzeno, m,p-Xileno e o-Xileno) do solo contaminado apos lavagem com
solugdo de biosurfactante comparada a lavagem com agua.

Observou-se que o biosurfactante foi muito mais eficiente na remocdo de
hidrocarbonetos volateis, sendo capaz de remover at¢ 88% a mais do que a agua nas
mesmas condicdes experimentais. Este resultado pode ser explicado pelo bom indice de
emulsificacdo dos ramnolipideos frente a varios compostos, mostrado na Figura 15, onde o

melhor resultado foi obtido para a gasolina £», = 83%.
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Figura 17. Determinacdo dos hidrocarbonetos volateis por cromatografia a gis em sistema
headspace de amostras da lavagem do solo com solu¢des do biosurfactante produzido por
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Condigdes: 20 g de solo contaminado 2% (v/m) de
gasolina e com lavado com: m agua (controle), m BS: ramnolipideos.
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Os relatos encontrados na literatura sobre a lavagem de solos contaminados com
petroleo e seus derivados com biosurfactantes ¢ muito escassa. URUM & PEKDEMIR,
(2004) utilizaram um sistema de lavagem de solos para a remocdo de 6leo cru do solo
utilizando SDS (dodecilsulfato de sddio) e ramnolipideos produzidos por fermentagdo
submersa para a remocao e observaram resultados semelhantes para os dois compostos (70-
80% de remogdo). URUM et al. (2005) estudaram a remogdo de petroleo de um sitio
contaminado usando sistema de lavagem do solo associado a flotacdo, similar aos
processos usados em dareas de mineragdo. Neste estudo, dois tipos de surfactantes
glicolipideos e lipopeptideos foram usados, além da avaliagdo dos modos de lavagem,
agitacdo e “air sparging”. Os resultados demonstraram que o melhor resultado foi obtido
com o surfactante dodecilsulfato de sodio, atingindo indices de remoc¢do do 6leo maiores
que 80%.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a utilizagdo do biosurfactante
produzido por P. aeruginosa para a remocao de hidrocarbonetos do solo ¢ vantajosa e
confirmam a viabilidade da utilizacdo do biosurfactante produzido por P. aeruginosa

UFPEDA 614 em aplicagdes voltadas a area do petrdleo.
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6. CONCLUSOES

Os estudos realizados permitiram esclarecer aspectos sobre a producdo de
biosurfactante por P. aeruginosa UFPEDA 614 utilizando a fermentag@o no estado solido,
bem como de sua aplicag¢do na lavagem de solos contaminados com gasolina. As principais

conclusdes decorrentes do presente trabalho séo:

(1) Otimizacdo da metodologia de extragdo, purificagdo parcial e dosagem do

biosurfactante produzido por FES

No inicio deste trabalho, um dos principais entraves era a dosagem do
biosurfactante produzido por FES, considerando que os substratos (matrizes complexas que
contém inumeros componentes) utilizados normalmente interferiam na quantificacdo
indireta do biosurfactante (dosagem de ramnose pelo método fenol-sulfurico). Foi
otimizada a metodologia, que consistiu na extracdo do biosurfactante do material
fermentado com CHClIs, evaporacdo do solvente, solubilizagdo em agua e quantificacdo

pelo método fenol-sulfurico.

(1l) Otimizagdo da produgdo de biosurfactantes

O melhor substrato foi o bagago de cana-de-agtiicar umedecido com solugdo de sais
e adicionado de glicerol, com a maxima producao de 2,5 g/ de extrato parcialmente
purificado ou 12,5 g/kg.S.S de ramnolipideos apds 12 dias de fermentacao.

A produgdo de ramnolipideos por fermentagcdo no estado solido usando o bagaco de
cana-de-agucar apresentou um perfil de producdo semelhante ao obtido por fermentacdo

submersa, com a maxima redug¢do da tensdo superficial apés 24 h (28 mN/m), sendo
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obtidos os mesmos teores (1,6 g/L) de biosurfactantes apds seis dias de cultivo,
comparando-se volumes da solugdo umedecedora inicial do substrato para a FES e o
volume de meio da FS. Neste caso, ressalta-se que as dosagens da FES foram feitas num
extrato parcialmente purificado, que inclui as perdas durante o processo de purificagdo,
enquanto que na FS a dosagem ¢ feita sem purificagdo prévia. Estes resultados mostram a

viabilidade de utilizagdo do processo de FES para a producdo do biosurfactante.

(111) Caracterizagdo do biosurfactante por técnicas fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas dos ramnolipideos produzidos por FES sdo muito
semelhantes aos obtidos pelos ramnolipideos produzidos por FS, com valores de CMC de

14,3 mg/L e o melhor indice de emulsificagdo apos 24 h de 83% para a gasolina.

(IV) Estudos de aplicagcdo do biosurfactante na lavagem de solos contaminados com

gasolina

A utilizagdo dos rammolipideos mostrou-se vidvel para a lavagem de solos
contaminados com gasolina, sendo 88,0 % mais eficiente do que a dgua na remocdo de
hidrocarbonetos volateis e ndo volateis, segundo a determinagdo por cromatografia gasosa
em sistema headspace dos eluatos. Quando a matéria organica contida nos eluatos do solo
foi avaliada por DQO, obteve-se 64,2 % mais de eficiéncia em relacdo ao uso da 4gua nas
mesmas condigdes, o que confirma a viabilidade de desenvolvimento de diferentes
aplicagOes, sobretudo as ambientais do biosurfactante de P. aeruginosa produzido por

fermentagao no estado so6lido
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7. TRABALHOS FUTUROS

Este € um trabalho que abre muitas novas perspectivas. Trabalhos futuros poderao

abordar os seguintes temas:

e [Estudos para o aumento da produtividade do biosurfactante por fermentagdo no

estado so6lido, com a utilizacdo de novos substratos e indutores.

e Estudos do aumento de escala do processo de producdo do biosurfactante por

fermentacdo no estado solido.

e Determinar a composi¢do molecular e estrutural dos ramnolipideos produzidos por
fermentagdo no estado sélido e compara-las com a mistura de homologos obtidos por

fermentagdo submersa.

e Isolar as fracOes majoritarias da mistura de homologos, verificar a relacdo estrutura-
fungcdo e estudar as propriedades fisico-quimicas de cada fracdo ou de cada

ramnolipideo isolado.

e Aprofundar os estudos de aplicagdes ambientais desses biosurfactantes relacionadas a
area do petroleo, como por exemplo, determinando-se o seu potencial de

biorremediagdo de solos contaminados com petréleo.
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