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RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos com capacidade de
realizar a emulsificacdo de compostos oleosos durante processos de biorremediagdo,
promovendo a absor¢do das fontes de carbono disponiveis, € por consequéncia a
biodegrada¢do. Esses compostos podem ser produzidos por uma diversidade de
microrganismos em bioprocessos industriais, nos quais se realiza a selecdo de meios de
cultivo e indutores apropriados para a produgdo do biocomposto de interesse. A
Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura muito utilizada em bioprocessos industriais ja
estabelecidos, como a produgdao de bebidas alcoolicas, entretanto, a producao de
biossurfactantes extracelulares por este microrganismo nao tem sido explorada. A utilizacao
de biossurfactantes intracelulares ¢ melhor referenciada, possuindo como desvantagem a
necessidade de operagdes unitarias de alto custo nos processos de rompimento celular e
extracdo do biocomposto da célula microbiana. Objetivou-se avaliar o potencial de produgdo
de biossurfactantes extracelulares pela levedura Saccharomyces cerevisiae, bem como testar a
sua aplicagao em processo de biorremediacao de solo contaminado com biodiesel. Ao longo
dos cultivos, foram selecionadas cepas de leveduras que apresentaram melhores resultados de
producao de biossurfactantes em meios com diferentes concentragdes (5, 20 e 35 g/L) de
indutores oleosos (glicerol, 6leo diesel e 6leo de soja). As cepas mais produtoras foram
testadas em ensaios com variagdo pH (4,0, 5,5 e 7,0) e temperatura (20°C, 30°C e 40°C),
adaptando-se para os cultivos subsequentes as cepas que apresentaram os melhores resultados
de producdo de biossurfactantes. A melhor condicdo de cultivo e cepa selecionadas foram
utilizadas para a ampliagdo de escala em biorreator, a fim de purificar, caracterizar o
biossurfactante e aplicar o biocomposto (0,05%, 0,1% e 0,5%) obtido em processo de
biorremediacdo de solo contaminado com 20 % de biodiesel, avaliando-se também a
influéncia da presenca do contaminante na retencdo do contaminante no solo, através da
realizagdo de ensaios em solo estéril. A producdo de biossurfactantes extracelulares nos meios
livres de células foi avaliada diariamente através da determinagdo da atividade emulsificante
do acompanhamento da tensdo superficial. Os indutores que promoveram a maior producao
de biossurfactantes foram 6leo de soja e glicerol, nas concentragdes de 20 g/L (4,80 UE/d)
para o indutor 6leo de soja e 5 g/L para o indutor glicerol (4,45 UE/d). A acidificacdo do meio
para um pH de 5,5 e cultivo em 30°C promoveu um aumento na produtividade de emulsdes
(6,95 UE/d) quando utilizado o indutor glicerol na concentragao de 5 g/L, sendo esta condi¢do
selecionada para a ampliagdo de escala em biorreator de 5 L. Na escala de 5 L, a produgao de
biossurfactantes promoveu atividades de emulsificagdo de 3,17 a 5,56 UE/d. A identificacao
do tipo de biossurfactante extracelular produzido através de espectrometria de massa indicou
a formacdo de glicolipideos. No ensaio de biorremediacdo proposto, o biossurfactante
adicionado em solo contaminado com biodiesel promoveu a emulsificagdo do meio e facilitou
a assimilagdo do contaminante pelos microrganismos independente da concentracdo
adicionada, resultando em biodegradagao do contaminante em até 56,71%, ao final de 90 dias
de experimento, em comparacdo com 50,16 % na atenuacdo natural. A reten¢do do
contaminante no solo foi de até 28,74%, indicando que o efeito da adsor¢cao do contaminante
no solo pode ser erroneamente interpretada como processo de biodegradagdo. Os valores de
produtividade de emulsdes verificado neste estudo indicam possibilidade do uso de
biossurfactantes extracelulares produzidos pela S. cerevisiae, excluindo-se a necessidade de
processos de rompimento celular para obtencao deste biocomposto.

Palavras chave: glicerol, emulsifica¢do, biorreator.



ABSTRACT

Biosurfactants are compounds produced by microorganisms with the ability to emulsification
of oily compounds during bioremediation processes, promoting the absorption of the available
carbon sources, and consequently biodegradation. Such compounds may be produced by a
variety of microorganisms in industrial bioprocesses, in which the selection of suitable culture
media and inducers for the production of the biocompound of interest is carried out.
Saccharomyces cerevisiae is a yeast widely used in established industrial bioprocesses, such
as the production of alcoholic beverages. However, the production of extracellular
biosurfactants by this microorganism has not been explored. On the other hand, the use of
intracellular biosurfactants is better referenced, having as a disadvantage the need for high
cost unit operations in the processes of cellular disruption and extraction of the biocompound
of the microbial cell. The aim of this study was to evaluate the potential of biosurfactants
production by yeast Saccharomyces cerevisiae, as well as to test their application in
bioremediation process of soil contaminated with biodiesel. Cultures of yeast strains that
showed the best results of biosurfactant production in media with different concentrations (5,
20 and 35 g/L) of oily inducers (glycerol, diesel oil and soybean oil) were selected. The most
productive strains were tested in pH (4.0, 5.5 and 7.0) and temperature (20°C, 30°C and
40°C), adaptating the microorganism strain corresponding to the best results for the next
production of biosurfactants. The best condition selected was used for scaling the bioreactor
in order to purify, characterize the biosurfactant and apply the biocompound (0.05%, 0.1%
and 0.5%) obtained in the process for bioremediation of soil contaminated with 20% of
biodiesel, also evaluating the influence of the presence of the contaminant in the retention of
the  contaminant in the soil, by performing tests in sterile  soil.
The production of extracellular biosurfactants in the cell free media was evaluated daily by
the determination of the emulsifying activity of the monitoring of the surface tension. The
inducers that promoted the highest production of biosurfactants were soybean oil and glycerol
at concentrations of 20 g/L (4.80 UE/d) for the soybean oil inducer and 5 g/L for the inducer
glycerol (4.45 UE/d). Acidification of the medium to a pH of 5.5 and cultivation at 30°C
promoted an increase in emulsion productivity (6.95 UE/d) when 5 g/L inducer glycerol was
used. This condition was selected for the amplification of scale in 5 L bioreactor. In the 5 L
scale, the production of biosurfactants promoted emulsification activities from 3.17 to 5.56
UE/d. Identification of the type of extracellular biosurfactant produced by mass spectrometry
indicated the formation of glycolipids. In the proposed bioremediation test, the biosurfactant
added in soil contaminated with biodiesel promoted the emulsification of the medium and
facilitated the assimilation of the contaminant by the microorganisms independent of the
added concentration, resulting in biodegradation of the contaminant by up to 56.71% at the
end of 90 days of experiment, compared with 50.16% in natural attenuation. The contaminant
retention in the soil was 28.74%, indicating that the adsorption effect of the contaminant on
the soil can be interpreted as a biodegradation process. The values of emulsion productivity
verified in this study indicate the possibility of the use of extracellular biosurfactants
produced by S. cerevisiae, excluding the need for cellular disruption processes to obtain this
biocompound.

Keywords: Glycerol, emulsification, bioreactor.
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1 INTRODUCAO

O uso do biodiesel como fonte energética, devido a sua produgdo ser considerada
sustentavel e vidvel em grande escala, e pela legislagao atual (BRASIL, 2014) fomentar o uso
de biocombustiveis em virtude do aproveitamento de biomassa disponivel, aumenta a
demanda por este tipo de combustivel e a instalagdo de novas plantas de produgdo,
especialmente no Brasil (LIN et al., 2011). Entretanto, o sistema de armazenagem e transporte
deste combustivel apresenta risco de falhas, como vazamento em tanques de armazenamento e
acidentes envolvendo derramamentos durante o transporte (CHIARANDA, 2011). Como
consequéncia, a contaminacdo superficial e subterrinea de solos compromete o meio
ambiente e a saude humana, requerendo tratamento adequado.

As técnicas de remediagdo tradicionais, como bombeamento e tratamento e lavagem
de solos, utilizam grande quantidade de produtos quimicos, d4gua e energia para a remocao de
contaminantes. Priorizando o baixo custo do processo, a preocupacdo com o impacto
ambiental gerado na instalacdo e na execucao do projeto de remediacdo dificilmente ¢
considerado um parametro de importancia na escolha da técnica de remediagdo ideal (KIM et
al., 2013). Para solucionar este problema, técnicas de biorremediagdo e adicdo de
biocompostos com propriedades emulsificantes, como biossurfactantes, podem ser
consideradas sustentdveis e de baixo impacto ambiental, auxiliando na solubilidade e
consequente biodegradacdo do contaminante (BEZZA et al., 2015; NIEVAS et al., 2008).

Os biossurfactantes sdo surfactantes de origem microbiana, os quais podem ser
aplicados em varios processos da industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e ambiental
(BARROS et al.,2007; GHARAEI-FATHABAD, 2011). Contudo, enfrentam dificuldades na
viabiliza¢do de sua produ¢do em grande escala, sendo necessario buscar substratos de origem
renovavel ou de residuos industriais, pesquisar a obtencdo de biossurfactantes que nao
necessitem de processos adicionas, como rompimento celular, e utilizar microrganismos que
possuam como caracteristica facilidade de operagao e manipulagdao em escala industrial. Estas
questdes ainda tornam limitado o uso de biossurfactantes, pois os surfactantes quimicos
apresentam custo menor de fabricacdo (BANAT et al.,2014).

Para viabilizar a produgdo de biossurfactantes, uma alternativa considerada ¢ o uso da
levedura Saccharomyces cerevisiae como microrganismo para sintetizar este biocomposto.
Esta biomassa ¢ conhecida por seu amplo uso industrial e comercial (REED;
NAGODAWITHANA, 1991), sua facilidade em ser obtida, e por ndo apresentar riscos de

toxicidade e patogenicidade, sendo aplicada na induastria de alimentos em processos



14

fermentativos de paes, vinhos e cervejas (COSTA et al., 2011). Possui ainda capacidade de
desenvolvimento em diferentes composicdes de substratos disponiveis e facilidade em ser
manipulada geneticamente, através da técnica de recombinagdo de DNA (VILELA et al.,
2000).

A cepa de S. cerevisiae possui em sua parede celular um composto denominado
manoproteina, um biossurfactante intracelular (LIU et al., 2008; MELO et al., 2015)
composto de polissacarideos e proteinas (KLIS et al., 2002). Entretanto, a necessidade de
rompimento celular para a obtencdo deste biossurfactante ¢ uma desvantagem que pode
inviabilizar sua utilizagdo. Como solucdo, estuda-se a possibilidade de produzir compostos
extracelulares em meios de cultivo apropriados, que também possam apresentar carateristicas
emulsificantes.

A aplicagdo ambiental de biossurfactantes em processos de biorremediacao ¢
extensamente investigada (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Contudo, poucos estudos
tratam da aplicagdo de biossurfactantes provenientes de Saccharomyces cerevisiae em
processos que auxiliem a recuperagdo de solos contaminados por residuos oleosos, fator que
fomenta este trabalho.

Por se tratar de um composto organico, ¢ importante analisar a adi¢do deste
biossurfactante em solos contaminados, e como seu comportamento impacta na
biodisponibilidade e na adsorgdo do contaminante no solo (CECCHIN et al., 2016). E preciso
identificar quais efeitos da biorremediag¢do sdo causados pelo solo e quais sdo resultado da
influéncia dos microrganismos e biossurfactantes presentes no meio, pois as propriedades
especificas dos diferentes tipos de solo, como capacidade de troca catidnica, fracdo
argilomineral e area de superficie, podem influenciar no comportamento da adsorcao e da
degradacdo de contaminantes no solo (YARON et al., 2012).

Dentro do Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia Civil e Ambiental, trabalhos
desenvolvidos em parceria com o Laboratorio de Fermentagdes (CEPA) e com o Grupo de
Pesquisa em Geotecnia Ambiental UFGRS/UPF, no ambito da produgdo de biossurfactantes e
no uso de técnicas de biorremediagdo para tratamento de solos contaminados, mostram
conhecimento e experiéncia aprofundado no assunto a ser desenvolvido (DECESARO, 2016;
REGINATTO, 2012). O tema vem sendo trabalhado na linha de pesquisa em infraestrutura
sustentavel, propondo acdes inovadoras, baseadas em tecnologias avangadas e em publicagdes

internacionais, o que enriquece o trabalho a ser desenvolvido.
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O objetivo geral deste trabalho foi produzir biossurfactantes pela levedura
Saccharomyces cerevisiae e testar sua aplica¢do em biorremediacdo de solo argiloso
contaminado com biodiesel.

Os objetivos especificos foram:

a) Selecionar a melhor condigdo de cultivo para a producdo de biossurfactantes
extracelulares a partir de Saccharomyces cerevisiae;

b) Adaptar o crescimento de cepas de S. cerevisiae nas condi¢des onde foram obtidas as

maiores produgdes de biossurfactantes;

c) Realizar amplia¢do de escala de produgdo de biossurfactantes extracelulares, purificar

e caracterizar quimicamente o biossurfactante extracelular obtido;

d) Aplicar o biossurfactante extracelular em processo de biorremediacdo de solo

contaminado com biodiesel.

e) Avaliar o efeito da adi¢do do biossurfactante sobre a retencdo do contaminante em

solo estéril
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, realizou-se uma revisdo da literatura com o objetivo de apresentar os
principais conceitos relacionados a definicdo de biossurfactantes, no que diferem os
biossurfactantes produzidos por leveduras quanto a necessidade de fontes de carbono oleosas
e nao oleosas, ¢ demais variagdes nas condi¢des de cultivo que podem influenciar na
quantidade de biossurfactante produzido. Buscou-se ainda correlacionar a aplicagdo dos
biossurfactantes em processos de biorremediacao, auxiliando o leitor a identificar como esse
processo ocorre € como afeta na disponibilidade do contaminante no solo e na biodegradacao

de contaminantes oleosos pelos microrganismos autoctones.

2.1 Surfactantes Quimicos e Bioldgicos: Definicéo e classificacédo

Definidos como moléculas anfipaticas, sdo formados por uma por¢ao hidrofilica (polar
e soluvel em agua) e hidrofobica (apolar e soltivel em lipideos e gorduras). Sdo compostos
quimicos utilizados em processos industriais, para a fabricagdo de produtos de limpeza,
higiene, cosméticos e farmacos (NITSCKE; PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes, surfactantes de origem microbiana (bactérias, fungos ou
leveduras) possuem as mesmas propriedades dos surfactantes sintéticos, com a vantagem de
apresentarem maior tolerdncia a variagoes de temperatura e pH, e serem passiveis de
manipulagdo genética. Por serem biodegradaveis em agua e solos, tornam-se adequados para
aplicagcdes ambientais (ARAUJO et al., 2013).

Sao classificados de acordo com sua composi¢do quimica e origem microbiana, e entre
as classes principais encontram-se os glicolipidios (subgrupos ramnolipidios, soforolipidios),
lipopeptidios e lipoproteinas (subgrupos visconina, surfactina, polimixina, dentre outros),
acidos graxos, lipidios neutros e fosforolipidios (4cidos graxos, lipidios neutros,
fosfolipidios), surfactantes poliméricos (manana-lipidio-proteina, emulsan, liposan, dentre
outros), manoproteinas e soforolipidios (DESAI; BANAT, 1997).

As propriedades dos biossurfactantes sdo, principalmente, a redu¢do da tensdo
superficial e a formacao de emulsdes. A emulsificagdo baseia-se na dispersao de um liquido
em outro, levando a mistura de dois liquidos imisciveis (SATPUTE et al., 2010). A reducao
da tensdo superficial ocorre quando a concentragdo de células de biossurfactantes no meio
aumenta, formando micelas (moléculas biossurfactantes agregadas). A concentracdo destas

moléculas no meio estabelece a Concentracdo Micelar Critica (CMC), definida como a
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minima concentracdo de surfactante necessaria para que a tensdo superficial seja reduzida ao
maximo (LUNA, 2010; PREVIDELLO et al., 2006).

Os biossurfactantes podem ser divididos em: biossurfactantes de baixo ou alto peso
molecular. Os de baixo peso molecular sdo formados por carboidratos e 4cidos graxos
alifaticos, como os glicolipideos, raminolipideos e surfactina, e estdo associados a reducao da
tensdo superficial do meio. Os de alto peso molecular sdo formados por lipoproteinas,

polissacarideos e proteinas, e caracterizam-se como importantes formadores de emulsoes

(ROSENBERG; RON, 1999).

2.2 Producéo de biossurfactantes por leveduras

A producgao de biossurfactantes por leveduras ocorre quando adicionados ao meio de
cultivo fontes de carbono soluveis em 4gua (como acucares na forma de glicose e sacarose),
com a combinagdo de substratos hidrofébicos (hidrocarbonetos, 6leos e gorduras). Esta
combina¢do entre um substrato soluvel em agua e outro hidrofébico faz com que maiores
producdes sejam atingidas, pois os agentes formadores de emulsao sdo gerados apenas quando
substratos imisciveis em 4gua sdo adicionados ao meio e metabolizados pela célula
(BHARDWAJ et al., 2013).

Uma das grandes dificuldades encontradas na produgdo de biossurfactantes em escala
industrial s3o as fontes de substrato a serem utilizadas, devido principalmente ao alto custo
que representam. Com isto, alternativas de substratos pesquisados sdo principalmente residuos
e subprodutos de producdes industriais, provenientes da fabricacdo de paes, cervejas e da
industria agricola. Isto ¢ vantajoso para o meio ambiente, pois reduziria o volume de residuos
gerados e aterrados, reutilizando-os como fonte de nutriente para os microrganismos (FARIA,
2010).

Sari et al. (2014) confirmaram a producdo de biossurfactantes extracelulares pelas
leveduras Pseudozyma hubeiensis, Pseudozyma antarctica e Pseudozyma aphidis. Utilizado
4% de glicose e 4% de 6leo de soja como fontes de carbono, atingiram reducdo da tensao
superficial de 57,3 para 35,8, 37,2 e 44,3 mN/m, respectivamente.

Fai et al. (2015) estudaram a otimizacdo de producdo de biossurfactantes por
Pseudozyma tsukubaensis utilizando agua residuaria da produg¢ao de mandioca. As melhores
condi¢cdes verificadas foram de 80% de dgua residuaria a uma temperatura de 30°C, com
agitacdo de 200 rpm por 48 horas. A menor tensdo superficial obtida foi de 26,78 mN/m e
producao de biomassa de 10,5 g/L.
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Ilori et al. (2008) isolaram Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans obtidas de
uma lagoa poluida e avaliaram seu potencial de producdo de biossurfactantes em meio de
cultivo contendo 1% de o6leo diesel durante 7 dias. A atividade emulsificante das leveduras foi
de 61,4% e 64,2%, respectivamente, sendo que a atividade emulsificante aumentava
proporcionalmente com o crescimento celular.

Luna et al. (2014) investigaram a produ¢do de biossurfactantes por Candida Sphaerica
em meio de cultivo contendo 9% de 6leo de amendoim e 9% de residuo da producdo de

milho, utilizando frascos para cultivo € um biorreator. A medida da tensao superficial da agua

foi reduzida de 72 mN/m para 25 mN/m quando utilizado os frascos de cultivo e para 27

mN/m quando utilizado o biorreator, e apresentando um rendimento de 21 g/L em 144 horas

de cultivo. O Quadro 1 resume os principais parametros das referéncias acima citadas:

Quadro 1 — Fatores de influéncia para producdo de biossurfactantes por levedura

Levedura Fonte de Qu_al_wtidade Te(;r;po Variavel de Valor Fonte
carbono | adicionada . resposta
cultivo
Pseudozyma Glicose e 4% e 4% 10 dias Tensao 35,8, Sari et al.
hubeiensis 6leo de superficial 72¢ (2014)
Pseudozyma soja 44,3
antarctica mN/m
Pseudozyma
aphidis
Pseudozyma Agua 80% 2 dias Tensdo 26,78 | Faietal.
tsukubaensis | residuaria superficial mN/m (2015)
de Producao de 10,5
mandioca Biomassa g/L
Saccharomyces Oleo 1% 7 dias Atividade 61,4% | Tlori et
cerevisiae diesel emulsificante 64,2% | al. (2008)
Candida
albicans
Candida Oleo de 9% 6 dias Tensao 27 Luna et
Sphaerica amendoim superficial mN/m | al. (2014)
e residuo Produgao de 21 g/L
de milho Biomassa

2.2.1 Parametros que influenciam a producéo de biossurfactantes por leveduras

A composi¢do e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos podem ser

influenciados por: fontes de carbono e nitrogénio, presenca de micronutrientes, pH,

temperatura e agitagdo do meio. Estes fatores afetam a quantidade de biossurfactante a ser

produzido e na determinacdo dos requerimentos nutricionais necessarios as células. A
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producao ¢ induzida através da inser¢do de compostos lipofilicos no meio de cultivo,
exposicao da célula a condicdes de estresse (como baixa concentracdo de nutrientes),

variagdes no pH, na temperatura e na velocidade de agitacdo (FONTES et al., 2008).

2.2.1.1 Fontes de carbono e nitrogénio

Os substratos solaveis em agua (glicose e sacarose, por exemplo), sdo utilizados por
primeiro pelas células microbianas para o metabolismo celular e para a formagdo da fragao
polar da molécula do biossurfactante. O substrato hidrofobico ¢ entdo utilizado em um
segundo momento, exclusivamente para a producdo da fracdo apolar (hidrocarbonica) da
molécula anfipatica do biossurfactante. As diversas vias metabolicas utilizadas nos processos
de produgao dos biossurfactantes irdo depender principalmente da fonte de carbono (ou da
fonte de substrato) utilizada no meio de cultivo (FARIA, 2010).

O substrato soliivel em dgua ¢ degradado até a formacao de glicerol-6-fosfato (um dos
principais carboidratos presentes na porcdo hidrofilica de biossurfactantes). A glicose € entdo
oxidada a piruvato, e convertida a Acetil-CoA através da glicdlise. A unido da Acetil-CoA
com o oxaloacetato produz malonil coenzima A e em seguida acidos graxos, que atuam como
fatores principais para a sintese de lipidios. Algumas enzimas chaves que auxiliam na
formagdo deste processo sdo: fosfofrutoquinase (A); Piruvato quinase (B); Isocitrato
desidrogenas (C); Citrato liase (D — estdo apenas presentes em leveduras oleaginosas e
fungos); Piruvato desidrogenas (E) e Piruvato carboxilase (F). A rota metabolica dos
compostos soltiveis em microrganismos para a producao de biossurfactantes ¢ apresentada na

Figura 1 (FONTES et al., 2008).
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Figura 1 - Via metabolica para producao da porgao polar de biossurfactantes
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a-cetoglutarato

Quando utilizado um hidrocarboneto como fonte de carbono, o metabolismo
encaminha-se para a glicogénese e para a via lipolitica, desta mesma forma produzindo acidos
graxos ou sacarideos. Com a formagao do 4cido graxo, este ¢ convertido a acetilcoenzima A
através de B-oxidacao ou propionilcoenzima A, se os acidos graxos forem de cadeia impar. A
partir da formagdo da acetilcoenzima A, as reagdes envolvidas sdo inversas as daquelas
envolvidas na glicolise para a formagdo de glicose-6-fosfato, que dard origem aos
polissacarideos e dissacarideos que serdo formados para a por¢ao hidrofilica. Assim, pode-se
afirmar que a formagdo do biossurfactante pode ser alterado pelo comprimento da cadeia de
n-alcano utilizadas como fonte de carbono (FONTES et al., 2008).

Quanto a fonte de nitrogénio, necessaria para a produ¢ao de proteinas e enzimas,
diversas fontes t€ém sido estudadas, tais como: extrato de levedura, peptona, ureia, sulfato de
amonio, nitratos, extratos de carne e¢ de malte. Dentre estes, o extrato de levedura ¢ o mais
utilizado como fonte de nitrogénio, variando a sua concentragdo de acordo com o
microrganismo e o meio de produgao (FARIA, 2010).

Oliveira (2014) utilizou para a producdo de biossurfactante por Bacillus pumilus
concentragdes de 1g/L, 3 g/L ou 5g/L de sacarose, melago, manipueira (residuo da producao

de mandioca) e soro de queijo. A producdo de biossurfactantes obtida foi de 1,12 g/L,
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0,35g/L, 1,4g/L e 5,1 g/L para a manipueira, o melago, o soro de queijo e a sacarose,

respectivamente.

2.2.1.2 Formas de cultivo, temperatura e agitacéo

O crescimento dos microrganismos que produzem biossurfactantes geralmente esta
associado a quantidade de nutrientes disponiveis (ARAUJO et al., 2013). A cinética de
producdo apresenta muitas variacdes, € poucas generalizacdes podem ser feitas a respeito
(DESAI; BANAT,1997). Entretanto, por conveniéncia, os parametros cinéticos sao agrupados
em quatro grupos principais conforme mostra o Quadro 2. Dentre as formas de producdo de
biossurfactantes, as mais utilizadas para leveduras sdo as fermentagdes por batelada simples e
batelada alimentada. Estas formas de cultivo sdo utilizadas para bioprocessos pois possuem
caracteristicas que tornam sua aplicag@o atrativa, como uso de menos equipamentos (o que
exige menor manutengdo e acompanhamento), e melhor controle da manutencao da assepsia,
assegurando a presenca apenas do microrganismo necessario ao processo (FONTES et al.,
2008).

O controle e otimizacdo das condigdes de cultivo (temperatura, pH, agitagdo e
aeragdo), esta diretamente ligada ao sucesso em casos de ampliagdo de escala de producao,
fator que pode ser definitivo para torna-los economicamente competitivos se comparados aos
surfactantes quimicos. A maior parte das fermentagdes envolvendo producdo de
biossurfactantes ocorre em faixas de temperaturas que variam entre 25°C a 30°C, sendo este
um grande fator de influencia na quantidade de biossurfactante a ser produzido e no
desempenho do microrganismo utilizado. O fator de aeracdo e agitacdo também deve ser
controlado, uma vez que sdo facilitadores da entrada de oxigénio no meio, e atuam na

transferéncia deste para a fase aquosa do meio (FARIA, 2010).
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Quadro 2 — Classificagdo da cinética de produgdo de biossurfactantes.

Grupo Definicéo
Produgdo associada ao crescimento Relagao direta entre crescimento
celular, consumo de substrato e
producdo de biossurfactante,
ocorrendo geralmente na fase
exponencial de crescimento.
Produgao sob condigdes de Aumento na produgao de
limitacdo de crescimento biossurfactantes resultante da
limitacdo de um nutriente no meio de
cultivo. A maior produgao ocorre na
fase estacionaria de crescimento,
onde a disponibilidade de nutrientes ¢
limitada.

Produgdo por células imobilizadas Produgdo onde a multiplicagao
celular ¢ inexistente. Entretanto as
células ainda utilizam fontes de
carbono do meio de cultivo para a
producao de biossurfactantes.
Produ¢do com suplementacgdo de Adicao de precursores ao meio de

precursores cultivo gera alteragdes quali e
quantitativas na producdo. A
suplementa¢do pode ser introduzia
com compostos hidrofobicos e

hidrofilicos.
Fonte: FARIA, 2010; DESAI ¢ BANAT (1997), adaptado.

Almeida et al. (2015) avaliaram diferentes concentragdes de fontes de carbono
residuais para a producdo de biossurfactante por Candida tropicalis, como o melago, a
milhocina (residuo da produ¢dao de milho) e o 6leo de canola sob diferentes condigdes de
agitacdo e percentual de indculo adicionado ao meio. A produgdo foi mais efetiva (rendimento
de 30g/L de biossurfactante e reducao da tensdo superficial para 29,52 mN/m) quando
utilizado 2,5% de melago, milhocina e 6leo de canola no meio, sob uma agitagdao de 250 rpm
e inoculo de 2%.

Santos et al. (2014) buscaram a otimizagdo da condicdo ideal para a producdo de
biossurfactantes de Candida lipolytica, em meio de cultivo contendo 5% de gordura animal e
2,5% de milhocina (residuo da producdo de milho) como fontes de carbono. Através de um
planejamento experimental 23, avaliaram diferentes condi¢des de agitagao (200, 300 e 400
rpm), aeracgdo (0,1 e 0,2 Volume de ar por Volume de Meio) e tempo de cultivo (48, 96 e 144
horas). A condi¢do ideal de cultivo deu-se com agitacdo a 200 rpm, 144 horas de cultivo e
sem aeracdo, favorecendo a reducdo da tensdo superficial (21,20 mN/m) e a produgdo de

biomassa (7,32 g/L), permitido aumento da produ¢do do biossurfactante.
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2.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae

As leveduras em geral caracterizam-se por serem microrganismos unicelulares e
eucarioticos que se reproduzem através de reproducgdo assexuada (COSTA, 2008). Possuem
forma oval, esférica ou eliptica dependo da subespécie a que pertencem. Devido a auséncia de
flagelos ¢ meios de locomogdo, ¢ imovel. O tamanho celular ird variar conforme espécie,
nutri¢do e idade celular (GUIMARAES, 2005).

Para seu desenvolvimento, necessitam principalmente de fontes de carbono, sendo os
carboidratos sua maior fonte nutricional. Como exemplos de fontes de carbono que podem ser
assimilados pela célula, pode-se citar acticares como glicose, sacarose, frutose e manose. A
fermentagdo destes acticares pode ocorrer em presenga ou auséncia de oxigénio (aerobiose ou
anaerobiose), produzindo gés carbonico ou alcool.

A grande vantagem do uso da levedura Saccharomyces cerevisiae objetivando
bioprocessos estd na auséncia de riscos toxicologicos e patogénicos. Por isto, possui grande
valor comercial e industrial, onde seu uso ¢ altamente visado em processos fermentativos de
paes, cervejas, vinhos e destilarias de etanol. Sao células que possuem capacidade de
desenvolvimento em diferentes composicdes de substratos disponiveis, de facil obtencdo e
multiplicagdo celular, e de facil manipulagdo genética (DEL RIO, 2004).

A levedura possui facilidade em ser modificada geneticamente através da
recombinacdo do DNA, melhoramento genético, clonagens de cepas e selegdo por estresse
celular (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000). Foi o primeiro organismo eucaridtico
com sua sequencia genomica completamente determinada, obtendo-se informagdes referentes
aos seus genes, proteinas e enzimas, tornando-se um modelo para estudo dos processos
biologicos fundamentais. Por ser muito resistente a altas faixas de pH e concentracdes de
acucar e etanol, esta levedura possui um menor risco de contamina¢do na fermentagdo
industrial, aumentando o interesse de seu uso na industria biotecnolédgica para a producao de
glicerol, &cidos organicos e alcoois. (NEVOIGT, 2008).

A biomassa de Saccharomyces cerevisiae ¢ rica em proteinas, vitamina B, lipidios,
minerais esséncias e carboidratos. De acordo com Sgarbieri et al. (1999), a composicao da
célula integra de Saccharomyces sp. ¢ de 48,74% de proteinas, 8,55% de cinzas, 3,33% de
lipidios e 35,00% de carboidratos. Caballero-Coérdoba et al. (1997) também caracterizaram a
levedura, obtendo uma composi¢do de 48,51% de proteinas, 3,44% de lipidios, 8,3% de

cinzas ¢ 32,86% de carboidratos.
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A levedura Saccharomyces cerevisiae possui uma parece celular que representa de
15% a 30% da massa seca da célula. Esta parede ¢ responsavel pela estrutura fisica e
estabilidade da célula, possuindo permeabilidade seletiva e permitindo o transporte de
nutrientes até o citoplasma, sendo composta por -1,6 glucano, quitina e manoproteinas. As
manoproteinas constituem a camada externa da parede celular, e sdo glicoproteinas (proteinas
ligadas covalentemente a carboidratos) formadas por proteinas e polissacarideos (SMITH et
al., 2000).

As propriedades das manoproteinas como agentes emulsificantes foram verificadas
durante a realizagdo de testes com o composto intracelular da levedura Saccharomyces
cerevisiae utilizando diferentes 6leos e solventes organicos (CAMERON et al., 1988). Por sua
estabilidade na formagdo de emulsdes, e por ser composto por 44% de carboidratos e 17% de
proteinas, a manoproteina foi classificada como um biossurfactante polimérico de alto peso

molecular por Desai e Banat (1997).

2.4 Purificacdo e recuperacao de biossurfactantes

Decorrida a producgdo dos biossurfactantes, o passo seguinte ¢ a purificagdo destes do
meio de cultivo ou da fermentacdo a que foram submetidos, a fim de torné-los disponiveis
para as aplicagdes a que estdo destinados (BHARDWALJ et al., 2013).

A purificacdo de biossurfactantes dependera principalmente de fatores relacionados as
propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes produzidos, sua solubilidade em agua, tipo
de substrato e técnica de fermentagao utilizada. O processo de recuperagao varia também em
fun¢ao da localizacao do biossurfactante na célula microbiana. Quando extracelular, devem
ser recuperados do meio de cultivo em que foram produzidos, através da separacao do meio e
da célula. Os biossurfactantes intracelulares necessitam primeiramente do rompimento da
c¢lula microbiana e ap0s isto, os processos de recuperagao propriamente ditos, que envolvem
precipitacdes com acidos e sais, extracdo com solventes e centrifugagao.

Os alcoois como acetona e etanol podem ser utilizados a fim de favorecer processos de
precipitagdo. A célula livre de meio de cultivo ¢ misturada com uma solugdo de acetona ou
etanol e mantida a 4°C por até 20 horas, a fim de que o solvente precipite o biossurfactante.
Acidos sdo altamente indicados para o processo de precipitagdo por serem de baixo custo e
apresentarem alto percentual de recuperagdo de biossurfactantes. Apds a precipitagdo, o
processo geralmente ¢ seguido por centrifugacdo a fim de coletar o produto puro. A extragao

por solventes como cloroférmio, butanol, metanol e hexano também auxiliam na separagdo de
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biossurfactantes, entretanto estes solventes sdo téxicos e podem encarecer O processo
(KATEMAL 2011).

Luna et al. (2014) isolaram o biossurfactante produzido por Candida sphaerica
através da acidificacdo do meio de cultivo livre de células com acido cloridrico (HCI) até pH
2,0 seguido de precipitagdo com dois volumes de etanol por 24 horas a 4°C. Apoés, as amostras
foram centrifugadas e secas a 37°C durante 48 horas.

Muthezhilan et al. (2014) purificaram biossurfactantes de leveduras marinhas, dentre
elas Rodotorula sp. Utilizou-se centrifugagdo a 10000 rpm durante 10 minutos do meio de
cultivo, coleta do sobrenadante, redu¢do do pH do meio até 2,0 com 1 N de acido sulftrico
(H2S0O4) e adigdo de cloroformio e metanol ao sobrenadante em uma propor¢ao 2:1 durante 12

horas.

2.5 Caracterizagdo quimica dos biossurfactantes

Através da caracterizagdo quimica, ¢ possivel conhecer as estruturas completas que
compdem o biossurfactante, onde se utilizam técnicas como cromatografia e espectroscopia.
Algumas técnicas sdo: espectroscopia de massa e cromatografia gasosa, cromatografia liquida
de alta eficiéncia, cromatografia em camada delgada (utilizagdo de reveladores para a
identificacdo de biossurfactantes), infravermelho e ressondncia magnética nuclear
(MATSUURA, 2004; KATEMALI, 2011). A combinagdo destas duas técnicas ¢ recomendada
para que tenha uma caracterizagdo completa dos compostos.

Jain et al. (2013) estudaram a caracterizagao quimica do biossurfactante proveniente
da bactéria Klebsiella sp utilizando espectroscopia de infravermelho de Fourier para
determinagdo da composi¢do quimica e cromatografia em gel. Os estudos concluiram que o
biossurfactante possui componentes de monossacarideos como hexoses e pentoses. O
biossurfactante pode ser classificado como um complexo polissacarideo proteina. A
cromatografia em gel gerou um tUnico pico correspondente a 2366 kDa e a caracterizagao
quimica pela espectroscopia demostrou um pico entre 3391 e 3413 cm™, e confirmou a
natureza dos biossurfactantes glicopeptidicos.

Matsuura (2004) testou a caracterizagao quimica de um biossurfactante produzido por
Planococcus citreus, através de Cromatografia em camada delgada, Espectrometria de massa
e infravermelho e Espectrometria de ressonincia magnética, onde se concluiu que o

microrganismo produz uma mistura de oligbmeros com baixo peso molecular, bem como a
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identificacao de fracdes polares e apolares na molécula, confirmando a identificagdo de um

biossurfactante.

2.6 Biorremediacao: principais técnicas e fatores de influéncia

Souza et al. (2014a) definem biorremediagdo como uma técnica onde hidrocarbonetos
sao decompostos por microrganismos, que o utilizam como fonte de carbono para a obtengao
de energia, gerando como subprodutos diéxido de carbono, agua e sais minerais. Quanto
maior ¢ a populagdo microbiana que ird consumir o contaminante, mais rapido e eficiente sera
o processo de biorremediagao.

A biorremediagdo conceitua-se como o tratamento de contaminantes por
decomposicao biologica através de acdo microbiana. Estes microrganismos metabolizam
componentes toxicos para o meio ambiente para a geracdo de energia na forma de carbono,
nitrogénio, potassio, dgua e sais minerais. Dentre os compostos organicos biodegradaveis
podem-se citar hidrocarbonetos derivados do petrdleo, pesticidas e solventes halogenados
(SEMPLE et al., 2000; SARKAR et al., 2005).

Bento et al. (2005), mostram que esta técnica fundamenta-se em métodos naturais e
simples, menos agressiva para o meio ambiente, com baixo custo se comparado a outras
técnicas de remediacdo. E considerada uma técnica destrutiva dos contaminantes e permite
que este seja degradado até atingir valores aceitaveis para o solo. Entretanto, a biorremediagao
ainda possui algumas desvantagens, como possibilidade de colmatacdo do meio poroso
devido ao crescimento da biomassa e inibi¢ao por compostos competidores.

A biorremediagdo pode ser in situ, com a a¢do dos microrganismos no proprio local,
através de inje¢do e recirculagdo de fluidos e biobarreiras permeaveis. E uma tecnologia
considerada como a menos impactante para o meio ambiente, se comparada a outras técnicas
que envolvam escavacgdo e transporte de solos contaminados, o que ainda gera menor custo
(MARIANO, 2006). A biorremediagdo ex situ ou on site ocorre pelo processo de retirada do
solo contaminado do local, onde serdo tratados em um sistema separado, em uma instalacao
situada em outro local (ex situ) ou na propria area contaminada (on site). Esse tratamento
pode ocorrer em biopilhas ou reatores fechados, sendo que o tratamento com biopilhas ird
acarretar um menor custo e maior facilidade de operagao (CETESB, 2007).

Dentre as técnicas de biorremediacdo mais utilizadas, pode-se citar a bioestimulacdo, a
bioaumentacdo e a atenuacdo natural. A bioestimulagdo ¢ uma técnica que induz ao

crescimento dos microrganismos presentes no meio contaminado através da suplementacao da



27

fonte nutricional, através do fornecimento de nutrientes (nitrogénio, fosforo e potassio),
oxigénio, substancias para a corre¢do do pH e aceptores de elétrons adicionados a fim de
auxiliar a degradag¢do do contaminante (HERRERO e STUCKEY, 2015). Outros nutrientes
podem ser adicionados na forma de fertilizantes organicos e inorganicos (tais como ureia,
serragem, lodo) no local contaminado. De acordo com Mariano (2006), a maior necessidade
microbiana sdo fontes de nitrogénio e fosforo para o incremento da biomassa, pois estes sao
considerados fatores limitantes na degradagao de compostos.

A Dbioaumentagao trata-se da técnica onde microrganismos sao adicionados no
ambiente contaminado a fim de acelerar e completar o processo de biodegradagao (SOUZA et
al. 2014a). E aplicada em casos onde os microrganismos endogenos ndo sio capazes de
efetivamente degradar o contaminante, entdo microrganismos especificos para a degradacao
do contaminante em questdo sdo adicionados a fim de auxiliar na dissipagdo do contaminante,
acelerando o processo de biorremediacdo (PIMMATA et al., 2013).

A atenuacdo natural ¢ definida como um conjunto de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos que ocorrem naturalmente, através da acdo de microrganismos presentes no meio,
resultando da degradacdo dos contaminantes. O processo ocorre sem a intervencao humana,
que realiza apenas o monitoramento da pluma de contaminagdo. Alguns processos fisico-
quimicos que auxiliam a atenua¢do natural sdo a sor¢do, volatilizacdo, diluicdo e dispersdo
(SARKAR et al., 2005).

Os fatores de sucesso da biorremediagdo irdo depender das condigdes do meio, tais
como temperatura, pH, teor de oxigénio e nutrientes (ASSUNCAO; ROLFHS, 2012), que
podem influenciar na atividade microbiana (COOKSON, 1994).

Os microrganismos necessitam de macronutrientes, sendo os mais importantes:
carbono (C), o nitrogénio (N) e o fosforo (P), sendo o carbono a principal fonte nutricional
para a célula microbiana. O nitrogénio ¢ utilizado na formac¢do de aminoacidos e enzimas,
sendo absorvido em forma de amoénia e nitrato por microrganismos decompositores, € como
nitrogénio atmosférico pelos fixadores deste elemento. O fosforo ¢ necessario a sintetizagao
de ATP e DNA, e se apresenta na natureza na forma de fosfatos organicos e inorganicos
(SIQUEIRA et al., 1994; SPINELLI, 2005). Os micronutrientes, principalmente os metais
como Fe, Ni, Co, Mo e Zn s3o necessarios para as atividades enzimadticas, ¢ requeridos em
menores concentragdes.

Mariano (2006) aponta que para a degradacdo de compostos, fontes de nitrogénio e

fosforo sdao as mais requeridas, para que se efetive o incremento da biomassa e consequente
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aumento na biodegradacdo dos compostos. Assim, pode-se concluir que a concentracao de
nutrientes ¢ um fator limitante da biodegradacao.

Quanto ao pH, Corseuil e Alvarez (1996), mostram que o valor ideal de é proximo a
neutralidade, entretanto diversos microrganismos podem desempenhar suas fungdes em faixas
de pH mais amplas. Spinelli (2005) sugere que o pH 6timo para a degradacao esta entre 7 e 8§,
sendo que valores acima de 9,5 inibem a degradagdo dos compostos. Cardoso (1992) aponta
que o pH ideal para a agao dos microrganismos no solo deve encontrar-se entre 5,5 ¢ 8,5.

A temperatura ¢ um dos fatores que mais influenciam a atividade microbiana, pois as
baixas temperaturas reduzem a permeabilidade da célula e dificultam a absor¢ao de nutrientes
e contaminantes. J4 as temperaturas altas levam a alta atividade enzimdtica e em
consequéncia, maior biodegradagdo. Com temperaturas fora da faixa de valores 6timos, as
proteinas, enzimas e acidos nucleicos sdo inativados (CORSEUIL; ALVAREZ, 1996). De
acordo com Spinelli (2005), a temperatura ideal para a degradacdo de hidrocarbonetos varia
de 18°C a 30 °C.

Como aceptores finais de elétrons, destaca-se principalmente o oxigénio
(MESQUITA, 2004) e alguns outros compostos, como o nitrato, 0xidos de ferro, sulfato,

didxido de carbono e 4gua (CORSEUIL; ALVAREZ,1996).

2.6.1 Aplicacédo de biossurfactantes em biorremediacdo

Biossurfactantes podem auxiliar o processo de biorremediacao através da mobilizagao,
solubiliza¢ao ou emulsificacao de hidrocarbonetos, resultando no aumento da biodegradacao.
Através da estabilidade das emulsGes, os biossurfactantes tornam os hidrocarbonetos
biodisponives para a biodegradacdo. A biorremediagdo de solos por biossurfactantes ¢
realizada através da remog¢do de moléculas organicas adsorvidas nos poros do solo, que
formam micelas quando os biossurfactantes presentes no meio estdo em maior volume que a
concentragdo micelar critica (LIN, 2011).

Biossurfactantes de alto peso molecular, como os produzidos de forma intracelular
pela levedura S. cerevisiae, geram aumento significativo na emulsificacdo de compostos
oleosos. Para isto, a extremidade hidrofébica da molécula se ligard com o 6leo no interior da
molécula, e a extremidade hidrofilica serd ligada as partes aquosas do exterior da molécula
(NIEVAS et al., 2008; COSTA et al., 2010). Este processo ocorre através da intera¢do entre

goticulas de 6leos em suspensdo em um liquido (comumente dgua). Biossurfactantes com alto
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peso molecular sdo capazes de formar emulsdes com alta eficiéncia, sendo por isto aplicados
como aditivos a fim de estimular a biorremedia¢do. (Edwards et al., 1994).

Morais e Abud (2013), que estudaram o potencial de biorremediagdo utilizando
biossurfactantes. Os resultados obtidos mostraram que uma concentragdo de 1,5% de
biossurfactante era necessario para remediar um solo arenoso contaminado com petroleo, e
que quando utilizada glicose como fonte de carbono, o biossurfactante produzido pela
levedura Yarrowia lipolytica demostrou maiores resultados de biorremediagdo do
contaminante (78%).

Chaprao et al. (2015) avaliaram o potencial de aplicagdo dos biossurfactantes de
Candida sphaerica e Bacillus sp. Ambos os biossurfactantes foram capazes de remover 6leo
de motor de um solo arenoso em 90% e 40%, para os biossurfactantes de C. sphaerica e
Bacillus sp., respectivamente. Entretanto, quando o meio foi enriquecido com molase, a
biodegradac@o do oleo atingiu quase 100% para o biossurfactante de Bacillus em 90 dias de
ensaio, enquanto que o percentual de biodegradagao para C. sphaerica atingiu menos de 50%.

Oliveira (2014) verificou a produ¢ao de biossurfactante pela bactéria Bacillus pumilus
utilizando soro de queijo, sacarose € melaco como substratos e sua aplicacao na contaminagao
por hidrocarbonetos de um solo agricola. O uso do biossurfactante na biorremediacao do solo
reduziu as concentragdes de hidrocarbonetos em até 95,6%, comprovando o potencial de

aplicacdo desta bactéria em biorremediacao.

2.6.2 Biorremediacéo de biodiesel

De acordo com a legislacao brasileira, o biodiesel foi introduzido na matriz energética
com a finalidade de estimular sua participacdo nas bases econdmicas, sociais € ambientais.
Este foi definido como um biocombustivel derivado de uma biomassa de origem renovavel
para uso em motores a combustao interna com igni¢ao por compressao (BRASIL, 2005). A
fim de incentivar seu uso no Brasil, ¢ estabelecida a adi¢do obrigatoria de 8% de biodiesel ao
6leo diesel que ¢ destinado ao consumidor final (BRASIL, 2014).

Composto formado por ésteres alquilicos de 4cidos graxos de cadeias longas (de 16 a
18 carbonos), o biodiesel ¢ originado de fontes renovaveis de energia, como dleos vegetais
(soja, mamona, canola, palma, girassol, amendoim, entre outros) e gorduras animais que
provem de sebo bovino, suino e de aves. Estes sdo constituidos de triglicerideos, originados
da combinacdo de glicerol e 4acidos graxos. Os &cidos graxos possuem em sua formag¢do uma

cadeia hidrocarbonica alifatica e um grupamento carboxila terminal (MEYER, 2011). Como
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vantagens sobre o diesel, o biodiesel ¢ oriundo de fontes renovaveis, atoxico, praticamente
igual desemprenho no motor (em relacdo a poténcia e torque), maior lubricidade e maior
eficiéncia de queima (RINALDI et al, 2007).

Para a degradacdo do biodiesel ¢ necessario uma série de enzimas, tais como lipases e
esterases, que possuem o potencial de hidrolise de ligagdes éster, atuando assim em
xenobidticos de origem lipidica, e obtendo como resultado alcoois e acidos graxos como
produto da oxidagao (BOCZAR et al., 2001). A hidrdlise a partir das enzimas lipase e esterase
da-se através da ligagao do substrato com a enzima, formagdo de um complexo acetil-enzima
com liberagdo de um alcool, transformagdo em um intermedidrio, conversdo deste
intermediario em produto (dcido ou éster) e liberagdo da enzima do substrato. Este processo ¢é

resumido na Figura 2 (BOCZAR et al., 2001).

Figura 2 — Hidrdlise de éster por enzimas e formagado de 4cido graxo
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Fonte: Meyer (2011).

Cecchin et al. (2016), apontam que para determinar o comportamento do contaminante
no ambiente faz-se necessario conhecer as estruturas quimicas e os compostos do biodiesel,
que irdo determinar as caracteristicas fisico-quimicas deste composto. Os fatores que mais
impactam a mobilidade de um contaminante no solo sdo: massa molecular, solubilidade em
agua, pressao de vapor e os coeficientes de particdo entre os meios (coeficiente de parti¢ao
octanol/agua e o coeficiente de parti¢do carbono organico/agua).

A massa molecular de um composto organico refere-se a sua densidade e sua
solubilidade em meio aquoso. O biodiesel, menos denso que a agua, acaba permanecendo na
superficie quando em contato com a dgua, tendendo a permanecer no topo destes, ou na franja
capilar quando se tratando de lencoéis fredticos. Quanto a solubilidade, o composto apresenta-

se hidrofébico (CHIARANDA, 2011).
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O biodiesel ¢ estudado em casos de biorremediacdo, pois o aumento da demanda de
producdo leva a preocupagdo de como este composto oleoso ¢ assimilado pelos
microrganismos presentes no solo. Assim, avalia-se 0 uso de técnicas de biorremediagao,
como a bioaumentacio (BONATTO, 2013) e bioestimulacio (CAVELHAO, 2011) como

alternativas para a biodegradacao deste contaminante.
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etapas. Na etapa I, cultivos foram realizados utilizando-se trés indutores em diferentes

concentragdes. Realizou-se o isolamento das cepas em todas as condi¢des de cultivo, para que

MATERIAIS E METODOS

O delineamento experimental foi realizado conforme o fluxograma da Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do delineamento experimental utilizado para a produgao de

biossurfactantes por S. cerevisiae e aplicacdo em processo de biorremediagdo
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A produgdo de biossurfactantes pela levedura S. cerevisiae foi realizada em quatro

no ensaio que apresentasse o melhor resultado, fosse realizado o cultivo da etapa II.

capacidade de producdo de biossurfactantes variando-se as faixas de pHs e temperatura
durante os cultivos. Da mesma forma, isolaram-se as cepas que em todas as condigdes
experimentais, sendo que a cepa que apresentou melhor produtividade frente as variagdes
propostas foi utilizada na terceira etapa (Etapa III), onde ampliou-se a escala de produgdo para

um biorreator de bancada com capacidade de producao de 5 L. O biossurfactante extracelular

Na etapa II, a cepa isolada da melhor condicao anterior foi avaliada quanto a sua

obtido no biorreator foi purificado e caracterizado quimicamente.
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A etapa IV objetivou a realizacio de um ensaio de biorremediacao utilizando
diferentes concentragdes do biossurfactante produzido na etapa IIl, a fim de avaliar a
aplicacdo ambiental deste composto como auxiliar no processo de biodegradacdo de

contaminantes.

3.1 Etapal - Producéo de biossurfactantes extracelulares por S. cerevisiae: variagio

da concentracao e o tipo de indutor

A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada nesta etapa foi obtida de estudos
previamente realizados (KRELING et al., 2015). As cepas utilizadas eram mantidas sob
refrigeragdo a 4°C em meio YED.

A Tabela 1 apresenta o planejamento experimental realizado com o intuito de variar as
concentragdes e tipos de indutores. Os indutores foram adicionados por serem fontes
insoluveis de carbono, responsdveis pela formacdo da fragdo apolar da molécula de
biossurfactante (BANAT et al., 2010). A glicose foi inserida como fonte soluvel e necessaria
para formar a fracdo polar da molécula. Diferentes fontes oleosas de carbono foram testados a

fim de verificar sua capacidade de indugdo da produgdo de biossurfactantes extracelulares.

Tabela 1 — Delineamento experimental utilizado para avaliar a influéncia da concentragado e
tipo de indutores sobre a produgao de biossurfactantes por S. cerevisiae*

Experimento Indutor oleoso Concentracéo
El Glicerol 5¢g/L
E2 Glicerol 20 g/L.
E3 Glicerol 35 ¢/
E4 Oleo Diesel 5¢/lL
ES Oleo Diesel 20 g/LL
E6 Oleo Diesel 35 g/L
E7 Oleo de Soja 5¢/lL
E8 Oleo de Soja 20 g/L.
E9 Oleo de Soja 35 ¢g/LL

*Ensaios realizados em duplicata.

O in6culo foi preparado com meio de cultivo composto por 20g/L de glicose, 10 g/L.
de peptona, 20 g/L de extrato de levedura e 5g/L de indutor (glicerol, 6leo diesel e oleo de
soja), sendo preparado um in6culo para cada indutor utilizado.

O meio de cultivo utilizado na producdo de biossurfactantes foi composto por 10 g/L

de peptona, 20 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de glicose e concentragdes variadas dos
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indutores glicerol, 6leo de soja, 6leo diesel e glicose, conforme apresentado na Tabela 1. Os
cultivos foram preparados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 40 mL de meio, ¢
esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 min. Posteriormente, 10 mL de in6culo foram
adicionados ao meio de cultivo. Os indculos eram utilizados sempre na fase exponencial de
crescimento, identificada por uma leitura de absorbancia entre 0,800 e 1,000, através de
espectrofotometria a 600 nm.

Os cultivos foram realizados em duplicata por 4 dias sob agitagdao constante a 150 rpm
e 30°C, e amostras foram coletadas diariamente para a determinacdo da atividade
emulsificante A/O e da tensdo superficial dos meios livres de células.

Ap0s a execugdo destes cultivos, realizou-se o isolamento das cepas de leveduras. As
cepas foram isoladas em tubo de ensaio contendo o meio YED (20 g/L de glicose, 10 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L. de agar), incubados por 48 h a 36°C. Apds o
isolamento, a levedura foi repicada em meio YED com adi¢do de 1% de indutor (glicerol,
0leo diesel e oleo de soja), e novamente cultivado em tubo inclinado por 48 h a 36°C.

A produg¢dao de atividade emulsificante foi comparada entre todos os ensaios
realizados, € a cepa do microrganismo que obteve maior produg¢do de biossurfactantes foi

utilizado no ensaio subsequente (Etapa II).

3.2 Etapa ll - Producéo de biossurfactantes extracelulares por S. cerevisiae: variacao

das condicdes de pH e temperatura

Para avaliar os efeitos das variacoes de pH e temperatura na produgdo de
biossurfactantes extracelulares por Saccharomyces cerevisiae, um planejamento fatorial 22
com adi¢do de trés pontos centrais (Tabela 2) foi executado.

O indutor glicerol foi escolhido para este ensaio por ser o que induziu a maior
producao de biossurfactantes na primeira etapa. Esse indutor ¢ um residuo da produgao de
biodiesel, sendo de grande interesse otimizar sua capacidade como fonte nutricional para a
produgdo de biossurfactantes (BASTOS, 2011), agregando valor ao residuo e reduzindo o
custo do bioprocesso.

A cepa de Saccharomyces cerevisiae adaptada quando utilizado o indutor glicerol na
concentracdo de 5g/L foi utilizada para o preparo do inoculo. O meio de cultivo para o
preparo do indculo continha 20g/L de glicose, 10g/L de peptona, 20g/L de extrato de levedura
e 5g/L do indutor.
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O meio de cultivo utilizado na producdo de biossurfactantes foi composto por 10 g/L
de glicose, 10 g/L de peptona, 20 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de glicerol (indutor
selecionado e utilizado a fim de estimular a produgdo de biossurfactantes extracelulares). Os
meios de cultivos foram preparados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 40 mL de meio, e
esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 min. Os meios de producao foram inoculados
obedecendo a uma razdo de inoculagdo de 1:5 (volume de inoculo: volume de meio), sempre
que o crescimento celular atingisse a fase exponencial de crescimento, identificada por uma
absorbancia entre 0,800 e 1,000 através de espectrofotometria a 600 nm.

O pH do meio de cultivo foi ajustado com soluc¢des de 1,0 mol/L de H,SO4 e NaOH
conforme delineamento experimental da Tabela 2.

A producao de biossurfactantes foi realizada por 4 dias sob agitagdao constante a 150
rpm e temperaturas variadas conforme o planejamento experimental da Tabela 2. Amostras
foram coletadas diariamente para determinar a atividade emulsificante A/O, a tensdo

superficial, o crescimento celular € o pH do meio de cultivo livre de células.

Tabela 2 - Niveis reais e codificados do planejamento fatorial 2 com adig¢ao de pontos

centrais para produ¢do de biossurfactantes extracelulares

Experimento X1 - pH X, — Temperatura (°C)
E10 4(-1) 20 (-1)
Ell 7 (+1) 20 (-1)
E12 4 (-1) 40 (+1)
E13 7 (+1) 40 (+1)
El4 5,5 (0) 30 (0)
E15 5,5 (0) 30 (0)
El6 5,5 (0) 30 (0)

Novamente, realizou-se o isolamento da levedura em meio YED com adi¢ao de 1% de
indutor para cada tratamento proposto. A producdo de atividade emulsificante foi comparada
entre todos os ensaios realizados, € o microrganismo que obteve maior produgdo de

biossurfactantes foi utilizado em um ensaio de ampliacao de escala de produgao.
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3.3 Etapa lll - Producéo de biossurfactante extracelular em biorreator de bancada,

purificacéo e caracterizacao

A melhor condi¢do experimental verificada na produgdo com a levedura cultivada em
diferentes faixas de pH e temperatura adaptada teve sua cepa isolada e sua escala de produgao
ampliada utilizando-se biorreator (Solab, modelo SL135), contendo 3 litros de meio de

cultivo, conforme Figura 4.

Figura 4 — Biorreator de bancada utilizado na producdo de biossurfactante extracelular por S.
cerevisiae

Utilizou-se a cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae previamente isolada de um
cultivo contendo 5 g/L de indutor glicerol, com pH inicial de 5,5 e 30°C de temperatura de
cultivo. A levedura adaptada foi utilizada para o preparo do indéculo em 600 mL de meio de
cultivo composto por 20g/L de glicose, 10g/L de peptona, 20g/L de extrato de levedura e 5g/L.
do indutor.

Para a producdao de biossurfactantes em biorreator preparou-se 2,4 L de meio de
cultivo contendo 10 g/L de glicose, 10 g/L de peptona, 20 g/L de extrato de levedura e 5 g/
de glicerol. O pH inicial do meio de cultivo foi ajustado para 5,5 com H,SO4. O meio de
cultivo foi preparado em béquer de 4 litros e divido igualmente em erlenmeyers de 2 litros
para esterilizagdo em autoclave a 121°C durante 20 min. A inoculagdo manteve a relagdo de
1:5 (volume de ino6culo:volume de meio).

O cultivo foi realizado por 4 dias sob agitacdo constante a 150 rpm e 30°C. Amostras

foram coletadas diariamente para determinac¢do da atividade emulsificante A/O, da tensdo



37

superficial, pH e crescimento celular. O biossurfactante extracelular produzido foi
posteriormente purificado e liofilizado para caracterizagdo do tipo de biossurfactante
produzido e para uso em biorremediacao.

Foi necessario executar 5 bateladas de produgdo em biorreator, sendo uma para a
determinagdo da producdo de biossurfactantes ao longo dos 4 dias de cultivo, e as demais
fermentagdes foram realizadas a fim de obter a quantidade necessaria de biossurfactante
purificado para sua caracterizagdo quimica e para a aplicagdo em biorremediacdo. Estas
fermentagoes foram realizadas por 2 dias, pois observou-se no primeiro cultivo em biorreator

uma produtividade maxima de emulsdes atingida neste periodo.

3.3.1 Purificacdo de biossurfactante

O biossurfactante extracelular produzido no biorreator foi purificado para aplicagdo
em um ensaio de biorremediacdo. A purificacdo foi realizada conforme método proposto por
Pareilleux (1979), onde o meio livre de células centrifugado por 30 min a 3500 rpm foi
acidificado para pH 2,0 com acido cloridrico (HCI) 6 N e precipitado com metanol na
proporcao de 1:2 (extrato:metanol). Apos 24 horas a 4°C, as amostras foram centrifugadas a
uma rotac¢ao de 3900 rpm por 40 minutos. O precipitado foi coletado e liofilizado (liofilizador

marca Terroni, modelo LS 3000).

3.3.2 ldentificacdo do biossurfactante produzido

A identificagdo dos Dbiossurfactantes produzidos para aplicagdio no ensaio de
biorremediacdo foi realizada por espectrometria de massas no Laboratério ThoMSon de
Espectrometria de Massas, da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

A amostra foi preparada dissolvendo 2 pug do biossurfactante em uma solucao de
metanol/agua (1:1 v/v). Para preparar a placa de MALDI, 1 pL do biossurfactante foi
colocado sobre uma placa de 384 local (ago inoxidavel polido) e seco a temperatura ambiente.
A amostra seca foi coberta com 1 pL de uma solugcdo de matriz DHB (30 mg/mL em
metanol). As analises foram realizadas por MALDI-MS em Bruker Autoflex III (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), operada em modo refletor e equipado com um laser de smart
beam 337 nm. Cada espectro foi adquirido com 700 laser shots em um Unico disparo. A
regido de m/z sobre a qual os ions foram detectados foi de 1000 a 1600 m/z no modo ion

positivo. A faixa de potencia do laser foi ajustada para 60% e as medi¢des realizadas nas
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seguintes condi¢des: fonte de ions 1 = 19,0 kV, fonte de ions 2 = 16,6 kV, tensdo lente = 8,7
kV, tensdo refletor 1 = 21,0 kV, tensdo refletor 2 = 9,70 kV, delay de extracao dos ions = 1.1

ns, supressao = 500 Da.

3.4 Etapa IV - Ensaio de biorremediagéo

O solo utilizado foi coletado em uma trincheira aberta no Centro Tecnologico de
Engenharia Civil (CETEC) da Universidade de Passo Fundo,/RS. Este foi classificado
pedologicamente por Streck et al. (2008), como um Latossolo Vermelho Distrofico Humico e
geotecnicamente como argila de alta plasticidade.

O solo apresenta pH 4cido, baixa CTC e alto teor de argila (THOME et al., 2014),
sendo estas caracteristicas tipicas em solos com predominancia do argilomineral caulinita. A
caracterizagdo geotécnica, fisica e quimica do solo estd apresentada da Tabela 3. De modo
geral, solos argilosos possuem baixa permeabilidade. Entretanto, latossolos com boa
estruturagdo, como o apresentado no estudo, possuem uma quantidade maior de macroporos,

o que facilita a passagem de dgua e ar (REGINATTO, 2012).

Tabela 3 — Caracterizagdo geotécnica, fisica e quimica do solo em estudo.

Parametro Valor

Argila (%) 72
Silte (%) 15
Areia (%) 13
Limite de Liquidez (%) 53.0
Limite de Plasticidade (%) 420
Peso Especifico das Particulas (kN/m?) 26,7
Indice de Vazios 1,19
Peso Especifico Natural (kN/m?) 16,3
Grau de Saturagédo (%) 75,7
Porosidade (%) 54
pH 5.1
Matéria Organica (%) <08
Condutividade Hidraulica (cm/s) 1,39 x10°
Fosforo (mg/dm?) 0,7
Potassio (mg/dm?) 23
Aluminio (cmolc/dm?) 2.7
Calcio (cmolc/dm?) 1.1
Magnésio (cmolc/dm?) 0,7
H+Al (cmolc/dm?) 10,9
CTC (cmolc/dm?) 12,7
Saturacdo de Bases (%) 15
Saturagdo de Aluminio (%) 60

Fonte: THOME et al., 2014.
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A este solo foi adicionado o composto oleoso biodiesel, adquirido junto a empresa
BSBIOS, localizada em Passo Fundo/RS, que atuara como contaminante do solo.

O ensaio de biorremediagdo foi realizado em biorreatores hermeticamente fechados,
contendo 300 gramas de solo indeformado adicionados com 20% de contaminante (biodiesel)
e 15% de 4gua destilada, totalizando uma umidade final de 35%. Concentragdes variadas do
biossurfactante extracelular (0,05%, 0,1% e 0,5%) foram adicionadas em relagao a quantidade
de contaminante adicionado ao solo.

As baixas concentracdoes de biossurfactante adicionado foram selecionadas para
verificar sua influéncia no processo de emulsificagdo dos contaminantes no solo € ndo com o
objetivo de que os Dbiossurfactantes fossem adicionados nas concentragdes que
caracterizassem seu uso como bioestimulantes. O percentual de contaminagao foi escolhido a
fim de simular um tratamento de solo utilizando-se a técnica de biorremediagado ex Situ, onde
devido a alta quantidade de contaminante, opta-se pela coleta e tratamento do solo
desestruturado.

Para as mesmas condigdes propostas, e a fim de verificar a influencia da adicao de
biossurfactantes no processo de adsor¢do dos contaminantes, excluindo-se os fatores
bioldgicos, ensaios foram realizados com o solo estéril (autoclave por 20 minutos a 120 °C).
Os ensaios de biodegradag¢dao dos contaminantes em compara¢do com a técnica de atenuagao
natural e com a adsor¢do foram avaliados por um periodo de 90 dias, em duplicata, conforme

planejamento experimental apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Delineamento experimental para o processo de biorremediagao

Experimento Técnica de biorremediagdo  Contaminante  Solo esterilizado

1 Biossurfactante — 0,05% Biodiesel — 20% Nao
2 Biossurfactante — 0,1% Biodiesel — 20% Nao
3 Biossurfactante — 0,5% Biodiesel — 20% Nao
4 Atenuagdo Natural Biodiesel — 20% Nao
5 Biossurfactante — 0,05% Biodiesel — 20% Sim
6 Biossurfactante — 0,1% Biodiesel — 20% Sim
7 Biossurfactante — 0,5% Biodiesel — 20% Sim
8 Atenuacao Natural Biodiesel — 20% Sim

As varidaveis de resposta do processo foram o teor residual de contaminante,

determinado a partir dos 6leos e graxas residuais apds a biodegradacdo ou a adsor¢dao do
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contaminante no solo, a atividade respirométrica microbiana a partir da liberacao de CO, e a
degradacao das cadeias carbOnicas a partir de cromatografia gasosa. A umidade do solo foi
ajustada para 35% (20 % de contaminante mais 15% de 4gua), e foi monitorada durante o

tempo de ensaio.
3.5 Determinagdes Analiticas
3.5.1 Atividade Emulsificante Agua em Oleo

A andlise foi realizada de acordo com o método adaptado do indice de emulsificagdo,
proposto por Cooper e Goldenberg (1987). O meio de cultivo foi centrifugado e 3,5 mL do
sobrenadante coletado e adicionado em tubo de ensaio juntamente com 2 mL de biodiesel.

A mistura foi agitada em agitador Vortex a 700 rpm por 1 min. Apds 24 h de repouso
foi realizada a leitura da altura da emulsdo 4agua/dleo formada e da altura total da emulsdo
(altura da emulsdo mais altura da camada remanescente de 6leo), com paquimetro eletronico
digital, gerando a atividade emulsificante adgua/dleo, de acordo com as Equagdes 1 e 2.

Brancos foram realizados utilizando extrato no lugar da amostra.

E = (Remusie) 100 (1)

total

AEA/O = (Eamostra — Evranco) 2

Sendo: AE4 0= atividade emulsificante agua em 6leo (UE); Hemuisao= altura da camada
de emulsao; Hiy,= altura da camada total; E= relacdo centesimal entre a altura da emulsao
agua/oleo e a altura total.

A partir dos resultados obtidos para a atividade emulsificante A/O foram calculadas as
produtividades das emulsdes em funcao do tempo de fermentacdo. A Equacao 3 foi utilizada

para o célculo.

AEfinal_AEinicial (3)
tempo

Pagajo =

Sendo: Pag ao= Produtividade de atividade emulsificante agua em o6leo (UE/d);
AEfin= atividade emulsificante no tempo final (UE); AEiyicia = Atividade emulsificante no

tempo inicial (UE); Tempo (dias).
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3.5.2 Tenséo Superficial

A tensdo superficial foi determinada diariamente no meio livre de células, de acordo
com o método do anel (Du-Nuoy’s ring method), com tensidmetro marca Biolin Scientific,

modelo Sigma 702.

3.5.3 Crescimento Celular

A medida do crescimento celular da levedura S. cerevisiae foi avaliada através de
constru¢do de curva padrao de células (relagdo pré-estabelecida entre a concentragdo celular e

a absorbancia a 600 nm).

3.5.4 pH

A leitura do potencial hidrogenionico (pH) foi realizada em pHmetro marca Digmed

modelo DM-22, em duplicata.

3.5.,5 Determinacao da liberacdo de CO, (atividade respirométrica)

A determinacao da liberacdo de CO; nos experimentos foi baseada na metodologia do
respirdmetro de Bartha, conforme NBR-14.283 - Residuos em solos — Determinacdo da
Biodegradagao pelo Método Respirométrico (ABNT, 1999). A andlise foi realizada apenas
para os frascos que ndo foram esterilizados.

Nos biorreatores contendo o solo contaminado foi colocado um béquer de 100 mL
com 50 mL de solugdo de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,5 mol/L. A cada 2 dias este béquer
era retirado do biorreator, e uma aliquota de 10 mL da solu¢cdo de NaOH era transferida para
um erlenmeyer de 125 mL, juntamente com 10 mL de uma solugdo de cloreto de bario
(BaCly) 0,2 mol/L e 2 gotas de indicador fenolftaleina. Este precipitado foi titulado com
solugdo 0,1 mol/L de &cido cloridrico (HCI) padronizado. Apoés a anélise, a solu¢do de 50 mL
de NaOH era adicionada aos frascos para novas determinagoes.

O calculo da quantidade de CO, produzido ¢ possivel de ser realizado pois o CO,
resultante da biodegradac¢do reage com o NaOH do interior do frasco, formando Na,COj;.

Quando a mistura de Na,CO; e excesso de NaOH ¢ adicionada a solugdao de BaCl,, ocorre a



42

reacdo do Na,COs e do BaCl, formando o precipitado BaCOs, sequestrando o carbonato e

garantindo que o HCl reaja apenas com o NaOH excedente (Equagdo 5 ¢ 6).

2NaOH + CO, - Na,CO5 + H,0 (5)
NaOH + HCl — NaCl + H,0 (6)

O volume de HCIl gasto na titulagdo do NaOH torna possivel saber, por
estequiometria, a quantidade de CO, gerada pelos microrganismos do solo em cada um dos
tempos determinados, comparando-os com o volume gasto para titular o branco (NaOH sem

presenca de solo no interior dos frascos), conforme Equagao 7:

Onde: B = Volume de HCI 0,1 mol/L gasto no branco (mL); V = Volume de HCI 0,1
mol/L gasto na amostra (mL); M = Concentracao real do HCI (mol/L); 6 = Massa atdmica do
C (12) dividido pelo ntimero de mols de CO; que reagem com o NaOH; V; = Volume de
NaOH usado na captura de CO2 (mL); V, = Volume de NaOH usado na titulagdo (mL); f =
fator de correcao do HCI.

Para a determinacao do teor residual do contaminante ao longo do tempo, amostras de
solo foram retiradas dos biorreatores. Por isto, o célculo da liberagao de CO, foi corrigido

para a massa de 1 kg de solo.
3.5.6 Teor residual de contaminante

O percentual de remog¢ao do contaminante foi avaliado para o solo esterilizado e nao
esterilizado, nos tempo inicial, 15, 30, 60 e 90 dias. Utilizou-se a metodologia de extracdo da
USEPA 3550B (1996), pelo ultrassom de sonda (Marca UNIQUE). O ultrassom permite a
quantificagdo de substancias volateis e semi-volateis do solo. O calculo do teor residual foi

realizado através da Equacao 8.

Teor Residual (%) = (%) £ 100 (8)



43

Onde: Py = Quantidade de amostra de solo em peso seco utilizada na analise (g); P; =
Peso do baldao de fundo chato (g); P, = Peso do balao mais a mistura extraida do solo
contaminado (g).

Para o resultado na forma de degradagdo sera utilizada a Equacdo 9:

%0Ginicial— %OGfinal %

100

Degrada(Féo (%) = %O0Ginicial (9)

Onde: OGipiciai = percentual inicial de 6leos e graxas; OGgpy = percentual final de

6leos e graxas.
3.5.7 Teor de Umidade

A umidade do solo utilizado foi avaliada para o solo esterilizado e ndo esterilizado, nos
tempos inicial, 15, 30, 60 e 90 dias, através da Equacao 10, segundo a NBR 6457 (ABNT,
1986).

(capsula+solo umido)—(capsula+solo seco) 100

Umidade (%) = (10)

(capsula+solo seco)—(capsula)
3.6 Tratamento dos dados

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software Statistica 7.0®, através

de analise de variancia e teste de Tukey para um nivel de confianga de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para elucidar o processo de adaptacdo das cepas nas etapas do estudo, um fluxograma

detalhado ¢ apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Detalhamento do processo de adaptagdo de cepas para as etapas de producao de
biossurfactantes extracelulares

Cepa de S. cerevisiae Cepa de S. cerevisiae cultivada Cepa de S. cerevisiae cultivada
cultivada em glicerol e glicose em oleo diesel e glicose em oleo de soja e glicose

ZIN AN NS

Adaptacdo das cepas nos cultivos em variadas concentracdes e tipo de indutor

CepaEl /CepaE2  CepaE3 (CepaE4 CepaE5S CepaE6 CepaE7 CepaE8 CepaES
445UEMd / 343UEMd  422UFMd 204UF/dd  2,69UE/d 225UE/d 3,10UE/4d 480UEM 4,76 UEA

Cepa selecionadapara cultivo em diferentes pHs e temperaturas

Adaptacdo das cepas nos cultivos em variacdo de pH e temperat;lg

Cepa E16

CepaE11 CepaEl2 CepaEl3 CepaEl4
i @ 6.73UEM

130UEd 1.62UEAM n.d. nd. 6,03 UE/d

Cepa selecionadapara cultivo em biorreator

E1: Glicerol 5 g/L; E2: Glicerol 20 g/L; E3: Glicerol 35 g/L; E4: Oleo diesel 5 g/L; E5: Oleo diesel 20 g/L; E6:
Oleo diesel 35 g/L; E7: Oleo de soja 5 g/L; E8: Oleo de soja 20 g/L; E9: Oleo de soja 35 g/L; E10: Glicerol 5
g/L, pH 4,0 e 20°C; E11: Glicerol 5 g/L, pH 7,0 ¢ 20°C; E12: pH 4,0 ¢ 40°C; E13: pH 7,0 e 40°C; E14, E15,
E16: pH 5,5 ¢ 30°C; n. d.: Nao detectado pelo método; UE/d: Produtividade maxima obtida em cada cepa
adaptada.
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4.1 Etapa | - Producdo de biossurfactantes extracelulares por S. cerevisiae: variacao
da concentracéo e o tipo de indutor

A Figura 6 apresenta as atividades emulsificantes d4gua em 6leo (AE A/O) obtidas nos
experimentos E1 a E9, realizados com o intuito de avaliar a influéncia da concentracdo e tipo
de indutor sobre a produgdo de biossurfactantes. Para o indutor glicerol, a concentragdo de 5
g/L adicionada ao meio de cultivo apresentou AE A/O que aumentaram ao longo do tempo de
cultivo, sendo a maxima AE A/O, de 14,49 UE, obtida em 4 dias de cultivo. Para o 6leo diesel
houve aumento da AE A/O até o segundo dia de cultivo, sendo verificado um aumento na
formagdo de AE A/O no quarto dia dos ensaios, onde a AE A/O maxima, de 5,57 UE, foi
obtida em 20 g/L de indutor adicionado. Observou-se que o dleo diesel apresentou a menor
formacao de emulsdes A/O em relagdo aos outros indutores testados. Quando utilizado o
indutor dleo de soja, a maxima AE A/O (9,17 UE) foi obtida quando utilizado uma

concentragdo de indutor de 20 g/L, em 2 dias de cultivo.



46

Figura 6 - Atividades emulsificantes A/O para os indutores glicerol, 6leo diesel e 6leo de soja
em quatro dias de bioprocesso
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A Tabela 5 apresenta as produtividades de AE A/O. Observou-se elevada
produtividade para o indutor glicerol nas concentracdes de 5 g/L e 35 g/L durante todo o
ensaio. A maxima produtividade verificada foi de 4,45 UE/d para a concentracao de 5 g/L,
com tempo ideal de cultivo de 1 dia.

Para o indutor 6leo diesel, as produtividades de emulsdes foram baixas em relagdo aos
demais indutores testados. A produgdo decaiu durante os 4 dias de cultivo para todas as
concentragoes, sendo a maxima produgao de 2,69 UE/d, com tempo ideal de cultivo de 1 dia,
para uma adicao de 20 g/L de indutor.

Quando utilizado o indutor 6leo de soja, elevada producdo de emulsdes A/O foram

verificadas para as concentragdes de 20 g/L e 35 g/L nos primeiros dois dias de cultivo. A



47

maxima producao obtida foi de 4,80 UE/d, com tempo ideal de cultivo de 1 dia para uma
adicao de 20 g/L de indutor.

Dentre os indutores testados, a maior produtividade de emulsdes A/O foi obtida
quando utilizado 6leo de soja na concentracdo de 20 g/L (4,80 UE/d). O indutor glicerol
também apresentou alta produtividade na concentragdo de 5 g/L, de 4,45 UE/d. Percebe-se
que para os ensaios com o indutor glicerol, as altas produtividades sdo mantidas ao longo do
periodo de estudo. Nos experimentos com o indutor 6leo de soja, mesmo com maior
produtividade, a formagao de emulsdes ndo se mantem constantes, visto que estes ensaios

apresentaram grande variabilidade nas produtividades.

Tabela 5 — Produtividade de atividade emulsificante agua/6leo para os indutores testados, em

UE/d
Experimento 1d 2d 3d 4d
El 445 + 0,01 3,00 £ 0,02 349 + 0,00 3,62 + 0,10
E2 253 £ 020 343 + 0,04 245 + 0,014 0,38 =+ 0,01
E3 422 + 0,02 342 + 0,04 330 = 0,10 0,73 £ 0,03
E4 204 + 027 193 + 0,01 1,27 = 0,03 1,03 =+ 0,05
E5 269 + 0,12 1,63 + 0,09 1,04 + 001 1,39 + 0,03
E6 225 £+ 0,08 220 + 020 1,65 = 0,04 094 <+ 0,04
E7 280 + 009 3,10 £ 0,03 031 = 0,00 032 =+ 0,08
E8 480 + 005 447 + 0,02 087 £ 004 0,19 + 0,04
E9 476 = 0,04 401 =+ 0,08 029 = 0,07 0,11 =+ 0,00

As maximas produtividades de atividade emulsificante dgua/oleo obtidas para cada
concentracdo e para cada indutor testados foram selecionadas para andlise estatistica
(ANOVA e Teste de Tukey), com nivel de confianga de 95%, onde se observou diferenca
significativa (p=0,0000) entre os dados. A Tabela 6 apresenta a andlise de variancia
comparac¢do entre os ensaios em fun¢do da produtividade verificada para cada concentragdo

adicionada e do tipo de indutor testado.

Tabela 6 — Andlise de variancia das produtividades maximas (UE/d) obtidas nos cultivos com
diferentes concentragdes e tipos de indutores

Soma dos Graus de Quadrado Nivel de
Fator guadrados liberdade medio Valor significancia
Experimentos 18,3868 8 2,2983 205,23 0,0000

Erro 0,1008 9 0,0112 - -
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O teste de Tukey apresentado na Figura 7 indica que para o indutor glicerol, a adi¢ao
das concentracdes de 5 g/L e 35 g/L apresentaram igualdade estatistica (p=0,4704). A
concentragdo de 5 g/L de glicerol também apresentou-se igual a adigao de 20 g/L (p=0,1177)
e 35 g/L (p=2077) do indutor 6leo de soja, onde as maiores médias de produtividade de
atividade emulsificante foram obtidas. No indutor o6leo diesel, todas as concentragdes

adicionadas apresentaram baixas médias na produtividade de atividades emulsificantes.

Figura 7 - Produtividades maximas de atividade emulsificante dgua/6leo (UE/d), para os

indutores glicerol, 6leo diesel e 6leo de soja*

mS5g/L
m20g/L
m35¢g/L

Produtividade maxima de AE A/O

Glicerol Oleo Diesel Oleo de Soja
Indutores

*: Ensaios realizados em duplicata + desvio padrdo. Letras iguais representam igualdade

estatisticamente (p>0,05).

A igualdade estatistica entre os indutores 6leo de soja (concentragdes 20 g/L e 35 g/L)
e do indutor glicerol (concentragdo 5 g/L.) como melhores produtividades de biossurfactantes
possibilita a escolha de um destes indutores para a execugdo das etapas subsequentes de
experimentos. Optou-se pelo uso do indutor glicerol na concentracdo de 5 g/L. O glicerol
possui potencial de ser utilizado como uma fonte de origem renovavel para a produgdo de
biossurfactantes pois pode ser obtido do residuo da producao de biodiesel. Devido ao aumento
na producdo de biodiesel, o glicerol formado no processo de transesterificagdo aumenta

proporcionalmente, fazendo com que este residuo seja uma fonte de carbono de baixo custo e
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facil de ser obtido, reduzindo os custos de produg¢do de biossurfactantes (SOUZA et al.,
2014b).

A produgdo de biossurfactantes esta associada a sintese de substratos hidrofobicos
pelos microrganismos. Esta associagdo ocorre de duas maneiras: pelo contato direto da
superficie celular com grandes gotas de 6leo, formando pouca ou nenhuma emulsdo, ou pelo
contato da superficie celular com pequenas gotas de o6leo, resultando em emulsificagdo.
Quando ocorrido a sintese do substrato com no primeiro caso, o biossurfactante produzido
fica retido na parece celular, o que facilita o acesso e transporte dos compostos hidrofobicos
para o interior da célula. No segundo caso, o biossurfactante liberado pela célula e presente no
meio de cultivo forma um complexo surfactante-hidrocarboneto que solubiliza parte do
substrato, aumentando a disponibilidade destes para a célula (BEAL, 2000).

A ocorréncia da adesdo dos biossurfactantes a parede celular ¢ prejudicial a sua
produgdo, pois sua concentragdo no meio de cultivo diminui. Consequentemente, a produgao
de biossurfactantes extracelulares fica comprometida. Para que seja possivel utilizar o
biossurfactante intracelular produzido, seriam necessarias técnicas de recuperacdo destes
biossurfactantes que ficaram aderidos a parede celular. Entretanto, isto agregaria um custo
ainda maior aos processos de downstream a que os biossurfactantes sdo submetidos. Ainda,
como o objetivo do trabalho ¢ sanar a dificuldade existente no processo de producdo e
recuperacdo de biossurfactantes intracelulares, como os obtidos da parece celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (manoproteinas), a avaliagao de técnicas para rompimento celular
nao foram abordadas (FONTES et al., 2012)

A alta produtividade de emulsdes do tipo agua em oleo e da consequente producao de
biossurfactantes quando utilizado o indutor glicerol pode ser justificada pela composicao da
glicerina utilizada nos meios de cultivo. Oliveira et al. (2013) estudaram as variadas
composi¢des da glicerina nos estados brasileiros, indicando que esta pode ser composta de
glicerol e lipidios em percentuais que variam conforme a origem comercial deste produto.
Com isto, a presenga de acidos graxos no meio de cultivo (lipideos provenientes da glicerina),
fez com que a levedura Saccharomyces cerevisiae fosse capaz de incorporar estes acidos
graxos como fonte nutricional utilizando a estratégia de producdo de biossurfactantes para
facilitar sua adsorcdo. Assim, o glicerol ¢ utilizado par a produgdo da porcao hidrofilica da
molécula, e o acido graxo presente na glicerina pode ser utilizado na formagao da porgao
hidrofobica do biossurfactante. Weber et al. (1992) relataram a mesma capacidade de
incorporacdo de acidos graxos provenientes da glicerina para a produgdo de biossurfactantes

pela espécie de levedura Candida (Yarrowia).
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Conforme Fontes et al. (2012), o glicerol ¢ consumido pela célula através de sua
membrana celular por difusdo facilitada, e em seguida convertido em didroxiacetona fosfato
(DHAP), intermediario da via glicolitica, através da ag¢do das enzimas glicerol quinase e
glicerol fosfato desidrogenase. A DHAP ¢ convertida em gliceraldeido 3-fosfato (G3P) e em
seguida em glicose pela via da gliconeogénse. A glicose (fonte de carbono) pode ser
direcionada para o crescimento celular e estar presente na formagao dos biossurfactantes. O
G3P pode ainda ser convertido a piruvato, e de piruvato para acetil-CoA, utilizada na sintese
metabolica de acidos graxos (LEHNINGER et al., 2007).

Trabalhos relatam (Tabela 7) que a glicose e o glicerol possuem efeito positivo na
produgdo de biossurfactantes, indicando que a formacdo destes biocompostos € possivel
mesmo na auséncia de fontes hidrofobicas de carbono, como é confirmado em nosso estudo.
As produtividades obtidas pelos diversos autores foram maiores do quem em nosso estudo, o
que pode ser justificado devido grande parte dos biossurfactantes produzidos por S. cerevisiae
serem intracelulares, como demonstrado anteriormente em estudos de nosso grupo de
pesquisa (KRELING et al., 2015; KRELING, 2014). A producdo extracelular obtida no atual
trabalho foi positiva, mesmo obtendo menores produtividades de formagao de emulsdes A/O
pois demonstra que a levedura ¢ capaz de produzir biossurfactantes extracelulares, os quais

ndo necessitam processos de rompimento celular para sua extragao.

Tabela 7 — Comparagao entre trabalhos envolvendo a produgdo de biossurfactantes que
utilizaram glicerol e glicose como substrato em relacdo a este estudo

Microrganismo Indutores Produtividade Fonte
- . Glicose (4 g/L) SANTOS et al.
Yarrowia lipolytica Glicerol (2 g/L) 23,83 UE/d (2016a)
Rhodococcus . CIAPINA et al.
erythropolis Glicerol (2 g/L) 8,57 UE/d (2006)
Pseudomonas
aeruginosa Glicerol (3 g/L) 13,42 UE/ SILVA et al. (2010)
UCP0992
Pseudomonas Glicerol (40 g/L) 10,57 UE/d WU et al. (2008)
Aeruginosa
Saccharomyces Glicose (10 g/L)
cerevisiae Glicerol (5 g/L) 4,12 UE/d O autor

A elevada produtividade de emulsdes verificada para o indutor 6leo de soja ¢
justificado por sua caracteristica hidrofobica. Esta fonte de carbono insoluvel aliada a glicose
como fonte soluvel de carbono torna-se a combinagdo ideal para sintese das fracdes

hidrofilicas e hidrofébicas das moléculas que foram o biossurfactante (SATPUTE et al.,
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2010). Entretanto, como baixos valores de produg¢dao de emulsdes foram obtidos quando
utilizado o indutor oleo diesel, acredita-se que o crescimento celular e a produgdo de
biossurfactantes em substratos de estrutura complexa ¢ um fator limitante para a assimilacao
deste indutor para os microrganismos presentes (ACCORSINI et al., 2012). Por ndo ser um
composto de origem vegetal como o 6leo de soja, é provavel que a sua assimilagdo pelo
microrganismo seja menor em relagdo aos demais indutores testados, comprometendo a
formacao dos biocompostos em estudo, justificando a baixa produtividade de biossurfactantes
para o ensaio com adi¢ao de 6leo diesel, e baixo uso desta fonte de carbono como substrato
pela levedura.

Conforme Makkar e Rockne (2003), as fontes de carbono facilmente assimilaveis sdo
preferidas pelos microrganismos, sendo presencialmente do que as fontes de carbono
complexas, como ¢ o caso do indutor 6leo diesel. Como o Oleo de soja trata-se de um
composto de origem vegetal, a producdo de biossurfactantes torna-se maior quando utilizado
este substrato.

Alcantara et al. (2012), produziram biossurfactantes extracelulares de uma cepa
isolada de Saccharomyces cerevisiae 2031 com adigdes combinadas de 80 g/L de glicose e 50
g/L de oleo de cozinha, obtendo a maior atividade emulsificante, de 15,61 UE/d, em 4 d de
produgdo. Lima e Alegre (2009) produziram biossurfactantes com a levedura Saccharomyces
lipolytica com adigdo de 50 g/L de o6leo diesel como indutor, obtendo produtividade de
atividades emulsificantes de 0,23 UE/d. Para o estudo em uma adicao de 20 g/L de indutor,
maiores resultados foram obtidos (2,69 UE/d). Apesar de o valor ser maior do que o
verificado pelo estudo, em relagdo aos demais tipos de indutores testados, o oleo diesel
apresentou a menor produtividade de emulsdes, sendo por isso descartado como um indutor
viavel para a produg@o de biossurfactantes por S. cerevisiae.

Os valores da tensdo superficial obtidos para o meio de cultivo livre de células sdo

apresentados na Figura 8.
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Figura 8 — Medida de tensdo superficial (mN/m) do meio de cultivo livre de células em 4 dias
de bioprocesso, para os indutores glicerol, 6leo diesel e 6leo de soja

(9,1
(e
)

50 -

N
(@)}

N
[\

42

(O8]
[e ]

38

Tensao Superficial (mN/m) para o
indutor glicerol
Tensdo Superficial (mN/m) para o
indutor éleo diesel

34 34
El-5g/L  E2-20g/L E3-35g/L E4-5¢g/L  E5-20g/L  E6-35g/L
Concentracéo de indutor Concentracéo de indutor
E0dm]d =2d m3d m4d E0dmldm2dm3dm4d

50 -

indutor 6leo de soja
RN B
[\ [@)

(9%
o]
1

Tensdo Superficial (mN/m) para o

E7-5¢g/L  E8-20g/L E9-35¢g/L
Concentracao de Indutor
mO0dmidm2dm3dm4d

Percebe-se que quando o indutor glicerol foi utilizado no meio de cultivo, apenas a
concentracdo de 35 g/L apresentou uma reducdo significativa no segundo dia de cultivo, de
46,60 mN/m para 41,50 mN/m. Quando o indutor 6leo diesel foi adicionado ao meio de
cultivo, ndo foram observadas redugdes da tensdo superficial em relagdo ao tempo inicial da
fermentagdo. Ainda, o aumento da tensdo superficial do meio de cultivo percebida em todas
as concentragdes adicionadas sugere a liberagdo de compostos intracelulares pela levedura S.
cerevisiae. A adi¢do do indutor 6leo de soja no bioprocesso, nas concentragdes de 5 g/L ¢ 20
g/L, provocaram uma reducdo na tensdo superficial de 43,95 mN/m para 40,58 mN/m no
segundo dia de cultivo e de 40,53 mN/m para 42,35 mN/m no terceiro dia de cultivo,

respectivamente.
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As diferentes concentragdes e tipos de indutores adicionados ndo influenciaram na
tensdo superficial no meio de cultivo, pois ndo houve reducdo expressiva observada durante
os 4 dias de ensaio. As pequenas variagdes obtidas na tensdo superficial ndo podem ser
consideradas indicadores de producdo de biossurfactantes extracelulares pela levedura S.
cerevisiae. Segundo Cooper e Paddock (1984), quando um biossurfactante é adicionado ao
meio, a tensdo superficial pode ser reduzida até 35 mN/m. Entretanto, biossurfactantes que
apresentam a propriedade de reduzir tensdes sdo caracterizados por (UZOIGWE et al., 2015),
como de baixo peso molecular, o que facilita a formacdo das micelas responsaveis pela
desestabilizacdo das forgas de coesdo de fluidos e consequente redugdo da tensao.

Biossurfactantes poliméricos como os produzidos de forma intracelular pela levedura
S. cerevisiae, sao caracterizados por possuir alto peso molecular, 0 que compromete sua
estrutura micelar, interferindo na capacidade deste tipo de biossurfactante de formar micelas.
Esta agdo ¢ impossibilitada devido ao arranjo molecular do meio, limitando a capacidade de
reducdo da tensdo superficial de meios (COLLA; COSTA, 2003). Com isto, a variavel de
resposta tensdo superficial tera pouca relevancia no estudo do comportamento deste
biossurfactante.

Accorsini et al. (2012), produziram biossurfactantes a partir da levedura Candida
antarctica, utilizando glicerol como substrato por um periodo de 7 dias. A maior redugdo da
tensdo superficial foi de 43%, no primeiro dia de cultivo (tensdo reduzida de 47 mN/m para
32 mN/m). Os valores obtidos neste estudo indicam que a reducdo da tensdo superficial ¢
influenciada pelo peso molecular dos biossurfactantes poliméricos, fazendo com que as
redugdes observadas (de 46,60 mN/m para 41,50 mN/m na adi¢ao de 35 g/L de glicerol) ndo

sejam tao expressivas.

4.2 Etapa Il - Producéo de biossurfactantes extracelulares por S. cerevisiae: variagéao

das condicdes de pH e temperatura

As atividades emulsificantes do tipo dgua em o6leo (AE A/O) obtidas para o uso do
indutor glicerol adicionado na concentragdo de 5 g/L, com cultivo variando-se condi¢des de
pH e temperatura, sdo apresentadas na Figura 9. Percebe-se que os pontos centrais (pH 5,5 e
30°C) obtiveram expressivas AE A/O em relagdo aos demais ensaios ja iniciada no primeiro
dia de cultivo. A formagdo de emulsdes aumentou no segundo dia de ensaio, no qual obteve-
se atividades de até 9,60 UE, que permaneceram altas até o final do ensaio. Baixa AE A/O foi

verificada nos experimentos E10 (pH 4,0 e 20°C) e E11 (pH 7,0 e 20°C), e nos experimentos
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E12 (pH 4,0 € 40°C) e E13 (pH 7,0 e 40°C) ndo foi observada AE A/O para nenhum tempo de

cultivo.

Figura 9 - Atividades emulsificantes A/O obtida para 5 g/L de indutor glicerol em diferentes

concentragdes de pH e temperatura
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As maiores produtividades de AE A/O foram verificadas logo no primeiro dia de
cultivo, para os experimentos dos pontos centrais (5,5 pH e 30°C), com produtividades de
6,03 UE/d 6,95 UE/d 6,73 UE/d. A méaxima produtividade para os experimentos E10 e E11
foram de 1,30 UE/d e 1,62 UE/d, com tempo ideal de cultivo de 1 e 2 dias, respectivamente.
Nao foram obtidas produtividades para os ensaios E12 e E13, conforme pode ser observado
na Figura 10. Isto pode ter acontecido pois segundo Marzzoco e Torres (1999), quando
temperaturas extremas (muito altas ou muito baixas) sao utilizadas em cultivos, gera-se maior
gasto de energia para as fungdes basicas da célula, como por exemplo a atividade enzimatica,
o que influencia negativamente na producao de biocompostos de interesse.

Comparando-se com a Etapa I, a formacao de emulsdes A/O aumentou de 5,99 UE
para atividades emulsificantes maiores que 9,00 UE, no segundo dia de cultivo. Isto indica
que a redugdao do pH para 5,5 ocasionou um aumento na producdo de biossurfactantes em
relagdo a produgdo na etapa em que o pH dos meios ndo eram acidificados no inicio do
cultivo.

O tempo de cultivo para a maior producdo de biossurfactantes foi levado em
consideragdo a fim de reduzir os custos do bioprocesso, sendo por isso utilizada como

variavel de resposta deste estudo.
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Figura 10 — Produtividade de atividade emulsificante A/O obtida para 5 g/L de indutor

glicerol em diferentes concentragdes de pH e temperatura
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A andlise estatistica realizada para um nivel de 95% de confianca mostrou que nenhum
efeito foi significativo na producdo de atividades emulsificantes A/O. O coeficiente de
determinagdo (R?), medida da qualidade do modelo em relagdo a estimativa correta dos
valores da variavel de resposta do modelo matematico foi de 0,36, indicando que os dados nao
se ajustam ao modelo linear proposto.

Quando realizado o teste de curvatura a 95% de confianga (Tabela 8) tem-se
significativo e negativo (p=0,0001) o efeito da temperatura, indicando que temperaturas
menores favorecem a produtividade de emulsdes A/O. O efeito da curvatura também foi
significativo (p=0,0000) e positivo, indicando a existéncia de pontos de méaximo entre os
ensaios apresentados. O coeficiente de determinagao (R?) do modelo foi de 0,99, indicando a
existétncia de um modelo quadratico. O modelo utilizado ¢  preditivo
(Fcalculado=275,10>Ftabelado=3,63), validando a superficie de reposta apresentado na

Figura 11.

Tabela 8 - Niveis de significancia e efeitos da variagdo de pH e temperatura na produtividade

maxima de emulsdes A/O para o teste de curvatura

Fatores p (<0,05) Efeito

X1 [pH] 0,5095 0,1624

X [temperatura] 0,0001 -1,4581
X1.X; 0,5095 -0,1612

Curvatura 0,0000 11,6805
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Figura 11 — Superficie de resposta da produtividade maxima de atividades emulsificantes A/O

em funcao do pH e da temperatura
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Conforme observado na andlise de variancia, o efeito significativo e negativo da
temperatura indica maiores produtividades de biossurfactantes em temperaturas menores,
dentro da faixa de temperatura avaliada nesse estudo. E importante que a temperatura seja
analisada em bioprocessos, visto que reagdes enzimaticas envolvidas no metabolismo dos
microrganismos podem sofrer alteragdes conforme a mudanca de temperatura do meio
(CIAPINA et al., 2006). O estudo das condi¢des de temperatura e pH s3o fundamentais
quando estuda-se a ampliacdo de escala de producdo de biossurfactantes, a fim de torna-los
competitivos economicamente quando comparados aos surfactantes quimicos, pois altas
temperaturas de cultivo geram maior gasto quando considerada uma produgdao industrial
(FARIA, 2010).

Saharan et al. (2011) relatam que grande parte das fermentagdes visando produgdo de
biossurfactantes ocorrem em temperaturas entre 25°C e 30°C. A temperatura influencia
diretamente nas taxas de crescimento, atividade enzimatica e composi¢cdo celular dos
microrganismos. Em temperaturas muito altas ou muito baixas, a energia necessaria para a

manuten¢do do microrganismo aumenta, o que leva a uma reducdo no rendimento e na

formagdo dos produtos desejados.
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Com o objetivo de obter maiores produtividades de atividades emulsificantes A/O,
considera-se o ponto de maximo encontrado no teste de curvatura como um ponto de 6timo.
Entretanto, optou-se por ndo realizar uma otimizacdo do planejamento experimental, visto que
autores (WIN et al., 1996; MUKHTAR; HAQ, 2006) descrevem que a temperatura ideal de
cultivo para a levedura S. cerevisiae como sendo de 30°C e pH 5,5, e temperaturas fora desta
faixa poderiam reduzir a producdo de atividades emulsificantes. Temperaturas elevadas
podem levar a desnaturagdo das enzimas necessarias a assimilagdo de nutrientes provenientes
do meio de cultivo, e o crescimento celular da levedura e a formagao de subprodutos, como os
biossurfactantes, sio comprometidos.

Uma otimiza¢do de cultivo realizada por Hassan et al. (2016) também indicou uma
temperatura ideal de 30 °C na producao de ramnolipideos, onde atingiu-se a maxima atividade
emulsificante obtida para o isolado M2H214. Camara et al. (2016) avaliaram as condi¢des de
cultivo do biossurfactante produzido por Pseusomona aeruginosa, sendo que a temperatura
que apresentou maior concentracdo, de 1,285 g/L, foi a de 30°C. O estudo também indicou
que temperaturas proximas a 30°C sdo ideais para a producao de biossurfactantes.

A acidez do meio de cultivo ¢ um parametro correlacionado com a eficiéncia da
produc¢do de biossurfactantes produzidos por leveduras, como as do género Candida sp.
Rufino (2014), demostrou na producdo de biossurfactantes por Candida lipolytica que o pH
inicial ajustado a 5,5 sofreu aumento proximo a 7,0 ao final de 3 dias de cultivo.
Paralelamente, o rendimento do biossurfactante também aumentava, indicando uma
correlacdo entre a acidez do meio e a producao de lipopeptideos. Bednarski et al. (2004)
observou rendimentos de 13,4 g/L. de biossurfactantes de levedura quando o pH inicial do
meio de cultivo foi ajustado para 5,5. Menores valores foram verificados quando o pH nao foi
corrigido inicialmente.

Os resultados obtidos nos estudos apresentados corroboram os dados obtidos,
demonstrando que a acidez no meio aumenta a produtividade de atividades emulsificantes do
tipo agua/dleo em relagdo aos experimentos onde nao ajustou-se inicialmente o pH do meio
de cultivo (4,12 UE/d quando utilizado 5 g/L de glicerol em relagdo a 6,95 UE/d obtido para 5
g/L de glicerol quando o pH inicial foi ajustado para 5,5). Isto pode ser justificado pelo fato
de que o pH acido favorece o crescimento celular (WIN et al., 1996), e com maior nimero de
células no meio, ocorre o aumento da produgdo de biossurfactantes.

A tensao superficial do meio de cultivo livre de células ao longo dos 4 dias de cultivo
estd apresentada na Figura 12. Para os experimentos E1, E2, E3 e E4, houve significativa

redugdo da tensdo superficial, de 48,79 mN/m para 41,51 mN/m, 49,87 mN/m para 44,32
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mN/m, 50,10 mN/m para 43,24 e 49,20 mN/m para 44,68 mN/m, respectivamente. Todas as
redugdes apresentadas foram verificadas no quarto dia de cultivo. Para os experimentos dos
pontos centrais, ndo houve reducdo da tensdo superficial consideravel entre o tempo inicial e

final de cultivo.

Figura 12 — Medida de tensdo superficial (mN/m) do meio de cultivo livre de células em 4

dias de bioprocesso, para 5 g/LL de indutor glicerol, em diferentes concentragdes de pH e
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Os valores obtidos de tensdo superficial em diferentes pHs e temperatura apresentaram
pouca alteragdo se comparados aos do ensaio anterior, quando variado a concentragdo de
glicerol. Assim, pode-se afirmar que o pH e a temperatura ndo interferiram na reducdo da
tensdo superficial. Em virtude deste fator, a analise de variancia apresentada levou em
consideragdo apenas a formacgdo de emulsdes do tipo dgua em Oleo, variavel de resposta

adequada para biossurfactantes de alto peso molecular.

4.2.1 Determinacao da melhor condicéo experimental para ampliacdo de escala

Para determinar a maior produtividade de atividade emulsificante A/O entre os dois
ensaios anteriormente executados (um experimento variando a concentragdo e tipo de
indutores e outro variando o pH e temperatura para uma concentragdo e um tipo de indutor
fixa), uma andlise de variancia e teste de Tukey foram realizados utilizando um nivel de

significancia de 95% para os experimentos que obtiveram uma produtividade maxima maior
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do que 3,00 UE/d, comparando-se as maximas produtividades de AE A/O obtidas nestes
experimentos.

A andlise de variancia da produtividade maxima indicou diferenca significativa
(p=0,0000) entre os experimentos. A comparacdo entre as médias (teste de Tukey) da Figura
13 indica igualdade estatistica entre os experimentos E1 e E3 (p=0,0916) ¢ E8 e E9
(p=0,9903). O ensaio E15 (p=0,0002) demonstrou a maior produtividade entre todos os
experimentos, sendo estatisticamente diferente dos demais tratamentos avaliados.

Considerando o indicio de maiores produtividades de atividades emulsificantes A/O
em pH de 5,5 e temperatura de 30°C, optou-se por isolar a cepa do ponto central da produgio
de biossurfactantes com a cepa exposta a diferentes condigdes de pH e temperatura, para um
cultivo utilizando indutor glicerol em uma concentragdo de 5 g/L para a ampliagao de escala

de producao em biorreator de bancada.

Figura 13 — Comparagao de médias entre a produtividade maxima de AE A/O (UE/d) e todos
0s experimentos propostos
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E1: Glicerol, 5 g/L; E2: Glicerol, 20 g/L; E3: Glicerol, 35 g/L; E7: Oleo de soja, 5 g/L; E8: Oleo de soja, 20
g/L; E9: Oleo de soja, 35 g/L; E15: Glicerol, 5 g/L, pH 5,5 e temperatura 30°C (média entre os pontos centrais).

O ensaio em biorreator foi monitorado por um periodo de 4 dias, tendo em vista que
variagdes na produ¢do poderiam ocorrer quando realizado um cultivo de maior escala de

producao.
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4.3 Etapa Ill - Producgéo de biossurfactante extracelular em biorreator de bancada

O cultivo em biorreator foi realizado com o objetivo de verificar se a produtividade de
biossurfactantes permanecia em um volume maior de fermenta¢do e a fim de obter-se o
biocomposto em quantidade suficiente para a realizagdo do ensaio de biorremediacao.

Na primeira batelada realizada realizou-se o estudo da cinética de produgdo,
avaliando-se a atividade emulsificante A/O, o crescimento celular, a tensdo superficial e o pH
do meio de cultivo durante 4 dias. Os demais bioprocessos (item 4.5) foram realizados para
obter a quantidade de biossurfactante necessaria para a identificagdo do tipo de
biossurfactante produzido e para a aplicagdo em ensaio de biorremediacao.

A relagdo entre o crescimento celular e a atividade emulsificante ¢ apresentada na
Figura 14. Conforme apontam Desai e Banat (1997), este tipo de cinética pode ser
classificado como crescimento semi associado a produ¢do de biossurfactantes, onde existe
uma relagdo paralela entre o crescimento, a producdo de biossurfactantes e o consumo de
substrato. Ainda, existem relatos de que a producao de biossurfactantes pode ser de ambos os
tipos, associada e ndo associada ao crescimento (Figura 15), como € o caso da producao de
emulsan por A. calcoaceticus, um tipo biossurfactante polimérico similar ao produzido de

forma intracelular pela levedura S. cerevisiae.

Figura 14 — Cinética de producado de biossurfactantes provenientes de Saccharomyces
cerevisiae em 4 dias de cultivo.
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Figura 15 — Teoria da cinética de produgdo de biossurfactantes e sua relagdo com o
crescimento celular e consumo de substrato
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(a): Produgio associada ao crescimento; (b): Produgio sob condi¢des limitantes de crescimento.

Fonte: Desai; Banat (1997).

Os resultados de pH, tensao superficial produtividade de AE A/O, expressa em UE/d,
a fim de relacionar a formagdo de emulsdes com o tempo necessario de cultivo, estdo
apresentados na Tabela 9.

O aumento da escala de producdo de biossurfactantes provocou mudangas no
comportamento das produtividades de AE A/O. O tempo de cultivo ideal para este sistema foi
de 2 dias, o dobro do que o necessario para cultivos em erlenmeyers contendo 50 mL de meio
para a producdo. Em termos de produtividade, a formacdo de emulsdes A/O decaiu de 6,84

UE/d para 3,85 UE/d considerando os ensaios na escala de 50 mL e os ensaios em biorreator

(3 L de meio).

Tabela 9 — Produtividade de AE A/O, pH do meio de cultivo e tensdo superficial obtida em
uma fermentacao durante 4 dias de cultivo em biorreator de 5 L

Tempo de Produtividade de AE A/O Tensao Superficial
cultivo (UE/d) pH (MN/m)
0d - 5,61 £0,01 51,30 £ 0,83
1d 0,22 + 0,00 5,48 + 0,00 46,53 + 0,37
2d 3,85+0,14 5,23+ 0,01 45,65+ 0,49
3d 2,75+ 0,10 4,96 + 0,01 49,90 + 0,04
4d 0,12 + 0,00 7,71 0,01 42,58 £ 0,13

Em relagdo a tensdo superficial do meio de cultivo livre de células, o mesmo

comportamento observado nos experimentos em erlenmeyers foi confirmado na ampliag¢do de

escala. Nota-se que a tensdo superficial diminui, chegando a atingir um valor 17% menor do
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que o inicial no 4° dia de cultivo. Entretanto, este valor ndo representa uma reducao
significativa para caracterizar o biossurfactante como redutor de tensdo, conforme explicado
anteriormente.

Para os valores de pH obtidos durante o monitoramento da producdo de
biossurfactantes, ¢ possivel observar uma relagdo direta entre este, a formacao de emulsdes
A/O e o crescimento celular. A medida que o pH do meio se acidifica, é observado um
aumento na formacao de emulsdes A/O e no crescimento celular, mantendo-se esta relacao até
o terceiro dia de cultivo. Quando o crescimento celular ¢ estagnado, a producao de atividades
emulsificantes diminui, e um aumento no pH do meio ¢ observado.

Isto acontece pois o tempo de crescimento e consequente producio de biossurfactantes
para a levedura Saccharomyces cerevisiae mostrou-se como ideal em 2 dias de cultivo,
quando o pH ainda se mantem ligeiramente acido. Apos atingida a fase estacionaria de
crescimento, algumas substancias que levam ao aumento do pH podem ter sido liberadas para
o meio, interferindo e reduzindo a producao de biossurfactantes.

Pacheco et al. (2010) produziu biossurfactantes provenientes de Rhodococcus
erythropolis em um biorreator de 2 litros utilizando 10 g/L de glicerol como indutor, sendo
que a fase exponencial de crescimento iniciou em 7 horas de cultivo, permanecendo constante
até 27 horas. Apos este periodo, observou-se o inicio da fase estacionaria e a reducdo da
concentragdo de glicerol para 2,9 g/L. A producdo de biossurfactantes iniciou paralelamente
com o crescimento exponencial, continuando mesmo ap6s a redug¢do do crescimento celular,
caracterizando uma produg@o semi associada ao crescimento.

Para este estudo, identifica-se um comportamento semelhante na produgdo de
biossurfactantes conforme relatado pelo autor. Durante a fase exponencial de crescimento,
ocorrida entre o primeiro e o segundo dia, a producdo de atividades emulsificantes agua/dleo
também aumenta. Quando atingida a fase estaciondria de crescimento, a produgdo de
biossurfactantes diminui, ao passo que o crescimento celular mantem-se constante, como ¢
caracteristica desta etapa.

Santos et al. (2016b) estudaram a producdo de biossurfactantes por C. lipolytica em
um biorreator de 2 litros onde foram utilizados 5% de gordura animal e 2,5% de 6leo de milho
por 6 dias indicaram que a produ¢do maxima de 10 g/LL de biossurfactante ocorreu no 4 dia de
cultivo, indicando que a produgdo de biossurfactantes por esta levedura ¢ um processo
metabolico secundério. Entretanto, este comportamento ndo foi confirmado por este estudo,

indicando que a formacdo do biossurfactante acompanhou o crescimento inicial da S.
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cerevisiae, possuindo uma caracteristica de producdo que acompanha o incremento de
biomassa no cultivo.

A fim de obter a quantidade de biossurfactante necessaria de 3,12 g para o ensaio de
biorremediacdo, 4 bateladas de producdo foram executadas, sendo verificada a producdo de
atividade emulsificante A/O no tempo inicial e final de cultivo (2 dias), conforme apresentado
na Tabela 10. Em seguida, o biossurfactante foi precipitado e purificado através de método

proposto por Pareilleux (1979), liofilizado ¢ moido.

Tabela 10 — Resultados para as bateladas de produgao de biossurfactantes extracelulares por
S. cerevisiae para uso em biorremediacao e identificagdo por espectrometria de massa, em 2
dias de cultivo

Produtividade de  Tensao Superficial (mN/m)

Batelada AE A/O (UE)

AE A/O (UE/d) Inicial Final
2 7.59 + 0,08 377004 5087+ 20 43.68=0.16
22 6,40 + 0,07 3,17+0,03 47,84 +£0,20 43,67+0,16
32 8,15+ 0,06 4,05+0,03 51,86 £2,60 43,59+0,11
42 11,25+0,19 5,56 £ 0,09 52,57+0,99 42,83 +£0,33

Observa-se que os valores obtidos de produtividade de AE A/O assemelham-se a
maxima obtida no ensaio anteriormente realizado, para o estudo do tempo ideal de cultivo (2
dias). O aumento na produtividade obtida na quarta batelada ¢ resultado do uso de uma
segunda bomba de aeragdo conectada ao biorreator. Esta bomba foi adicionada pois percebeu-
se durante os cultivos que a produ¢do de biossurfactantes era comprometida devido a baixa
inser¢do de oxigénio no meio. Com a adicdo da segunda bomba de aeragdo, houve maior
formagio de emulsdes A/O. E relatado em alguns estudos (ADAMCZAK; BEDNARSKI,
2000; SANTOS et al., 2014) que a aeragao provoca aumento na produgao de biossurfactantes,
facilitando a transferéncia de oxigénio de sua fase gasosa para a fase aquosa. Para a levedura
S. cerevisiae, um microrganismo facultativo, esta condi¢dao de aeragdo torna-se necessaria,
visto que por ser uma levedura anaerdbia facultativa, a auséncia de oxigénio em processos
fermentativos nao impede o crescimento celular (SILVA et al., 2001), mas pode comprometer
a producdo de biossurfactantes.

A tensdo superficial final apresentou o mesmo comportamento entre as bateladas, com
redu¢do em relagdo ao inicio do cultivo. Entretanto, os valores observados ainda sao
considerados altos para biossurfactantes que possuam como caracteristica a redugdo da tensao

superficial.
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4.3.1 ldentificacdo do biossurfactante produzido

A andlise da espectrometria de massa foi realizada para o biossurfactante produzido
com o indutor glicerol, experimento com maior produtividade de AE A/O.

O espectro de massa realizado indica um perfil caracterizado pelos ions com picos de
valores de m/z 781, 894, 965, 1105, 1370, 1436, 1527 ¢ 2187 (Figura 16), que representam as
familias de biossurfactantes extracelulares produzidos por S. cerevisiae como
lipideos de manosileritritol (MEL). Esta subclasse de biossurfactantes pertence a classe dos
glicolipideos, e caracterizam-se por serem capazes de formar microemulsdes agua/dleo
estaveis, sendo composta de 4-O-B-D-mannopyranosyl-meso-erythritol como a fragdo
hidrofilica e acidos graxos e/ou acetil na fragao hidrofobica (MORITA et al., 2013).

O espectro assemelha-se ao produzido pela levedura Pseudozyma aphidis ZJUDM34,
produzidos em diferentes meios de cultivo, sendo que todos obtiveram picos na faixa de 900
m/z, semelhantes aos resultados obtidos para este estudo (FAN et al., 2014). Recentemente,
Selvakumar et al. (2016) caracterizaram o biossurfactante extracelular produzido pela
levedura Saccharomyces cerevisiae como glicolipideo devido a sua composi¢ao de 109

mg/mL de carboidratos e 50 mg/mL de lipidios.

Figura 16 - Espectro de MALDI-MS de biossurfactante produzido por Saccharomyces
cerevisiae, com a detecc¢do dos ions que caracterizam as isoformas de
lipideos de manosileritritol (MEL).
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A producao de biossurfactantes extracelulares pertencentes a classe dos glicolipideos
pela levedura S. cerevisiae e de biossurfactantes intracelulares de manoproteinas mostra que a
levedura ¢ capaz de produzir ambos os tipos de biossurfactantes. Isto aumenta o potencial de
uso do biossurfactante proveniente da levedura em diversas areas, incluindo o uso ambiental e
industrial (MINUCELLI et al., 2015), onde os glicopeptidicos sdo muito aplicados. Este novo
indicativo confirma o alto potencial, ainda ndo totalmente explorado, do uso da levedura

Saccharomyces cerevisiae.

4.4 Etapa IV - Ensaio de biorremediagéo

A Figura 17 apresenta os resultados de evolugao de CO, ao longo dos 90 dias do
ensaio de biorremediacdo. Observa-se que nos primeiros 15 dias de experimento a atividade
respiratéria foi baixa, indicando uma adapta¢do dos microrganismos a alta concentragcdo do
contaminante. Posteriormente, até os 68 dias de ensaio, percebe-se um incremento na
atividade respiratoria, provavelmente gerado pelo aumento do nimero de microrganismos

autoctones, e consequente uso do contaminante como fonte nutricional de carbono.

Figura 17 — Liberagdo de CO; ao longo dos 90 dias de ensaio
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Os tratamentos com adi¢ao de 0,1% e 0,05% de biossurfactante demonstraram um
valor acumulado de CO, de 4326,95 mg C-CO,/kg de solo e de 4334,00 mg C-CO,/kg de
solo, respectivamente. Estes valores foram maiores se comparados a atenuagdo natural
(4141,65 mg C-COy/kg de solo) e a adi¢ao de 0,5% de biossurfactante (3868,24 mg C-CO,/kg
de solo). Para este ensaio, nao foi realizado um experimento controle (sem a adi¢do de
contaminante), pois estudos anteriores (KRELING, 2014; DECESARO et al., 2016)
indicaram baixa atividade respiratoria este tratamento utilizando-se o mesmo tipo de solo
(241,85 e 218,00 mg C-COy/kg de solo), respectivamente, sabendo-se previamente que a
atividade neste ensaio seria a menor se comparado aos demais tratamentos propostos.

Ao comparar os experimentos com adi¢ao de biossurfactantes em relacdo a atenuacao
natural, percebe-se que a adi¢ao de concentragdes de 0,1% e 0,05% de biossurfactantes obteve
valores de evolu¢ao de CO, mais elevados em relagdo a técnica de atenuagdo natural, fator
que pode ser atribuido a adi¢do de biossurfactantes no meio. A adicdo de biossurfactantes
possibilita maior acessibilidade do contaminante ao microrganismo, o que leva ao aumento da
evolucdo de CO; e consequente crescimento microbiano.

O uso de biossurfactantes na concentracdo de 0,5% demonstrou menor valor de
evolucdo de CO, em relagdo a técnica de atenuag@o natural. Mariano (2006) indicou que a
conversao do contaminante pelos microrganismos depende da velocidade do metabolismo
microbiano e da capacidade de transferéncia do contaminante para a célula
(biodisponibilidade). Entretanto, acredita-se que a biodisponibilidade do contaminante nao
tenha sido afetada pela concentracdo de biossurfactante adicionado, pois a biodegradacdo do
biodiesel ocorreu em percentuais proximos as demais concentracoes estudadas.

A determinagdo da biodegradagao de compostos oleosos por respirometria ¢ uma das
possibilidades de se analisar a metabolizagdo de contaminantes pelos microrganismos em
condi¢des aerobias, sendo necessario também verificar a biodegradagdo através de técnicas
quantitativas de remog¢ao dos compostos oleosos, como sera exposto posteriormente.

Ainda, ao comparar os valores de CO, liberado na presenca de contaminantes oleosos
quando utilizado a técnica de bioestimulagdo e quando utilizado a adi¢do de biossurfactantes,
percebe-se que os valores encontrados sdo sempre maiores para a técnica de bioestimulagao,
conforme foi observado por Kreling (2014). A bioestimulacdo com adi¢do de manoproteina e
de ficocianina, resultou em elevados valores de CO, acumulado (8547,26 mg C-COy/kg de
solo). Isto se deve a quantidade de carbono presente nos bioestimulantes organicos, que
podem mascarar o valor real do CO, liberado. Como as concentragdes de biossurfactantes

utilizadas s@o menores, ¢ esperada menor atividade respirométrica no periodo de estudo.
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Através da estabilidade de emulsoes, os biossurfactantes tornam hidrocarbonetos
biodisponives para a biodegradacdo. Biossurfactantes de alto peso molecular, como o
produzido pela levedura S. cerevisiae, aumentam a solubilidade do contaminante a partir da
ligacdo entre a fragdo hidrofobica da molécula com o 6leo, e a fragdo hidrofilica com a parte
aquosa do exterior da molécula, ocorrendo a emulsificagdo do meio. A solubilizagdo facilita o
transporte de contaminantes adsorvidos na fase solida para a fase aquosa (CHU; CHAN,
2003).

A analise de variancia realizada dos valores de evolucao de CO, ao final de 90 dias em
fungdo da concentragdo adicionada de biossurfactantes ¢ da técnica de atenuagdo natural
demonstrou diferenca significativa entre os dados (p=0,00005). A Tabela 11 apresenta a
comparagao entre as médias da evolugdo de CO, em fung¢ado da adigao de biossurfactantes e da
técnica de atenuagdo natural realizada pelo teste de Tukey com nivel de 95% de confianca
(p>0,05).

E observado que a adigdo de biossurfactantes no meio resultou em um aumento da
atividade respirométrica, o que indica o uso do contaminante como fonte de carbono mesmo
em concentragdes baixas de biossurfactante adicionado, provando que a adicdo de
biossurfactantes leva a emulsificagdo do contaminante com as particulas do solo, favorecendo

a biodegradacao.

Tabela 11 — Teste de Tuky dos valores de evolug¢ao de CO; pela concentragao de
biossurfactante adicionado e atenua¢ao natural

Conc. de biossurfactante adicionado e CO; Liberado
técnica de biorremediacéo (mg C-CO,/kg solo)
Biossurfactante - 0,5% 3868,24 + 5,87
Biossurfactante - 0,1% 4326,95 £ 35,37¢
Biossurfactante - 0,05% 4334,00 £ 12,81°¢
Atenuagdo Natural 4141,65+ 11,18°

Nao foi observada diferenca (p<0,05) entre os valores de CO, liberado para as
concentragdes de 0,1% e 0,05% de biossurfactante (p=0,9826). Entretanto, diferencas
significativas foram observadas quando utilizada a técnica de atenuagdo natural e a adigcdo de
0,5% de biossurfactante (p=0,0007).

Ressalta-se que a técnica de evolugdo de CO, ¢ uma das maneiras de avaliar a
biodegradagdo, sendo ainda necessaria uma analise quantitativa da remog¢ao do contaminante

adicionado. Em virtude disso, realizou-se a determinacdo do percentual de remog¢do do
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contaminante nos tempos inicial, 15, 30, 60 e 90 dias de ensaio. Para os mesmos tratamentos
propostos, esterilizou-se o solo com o objetivo de verificar a adsor¢do do contaminante,

conforme apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Percentual de retencdo de contaminante no solo e de biodegradacao ao longo dos
90 dias de experimento
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Analisando os percentuais de biodegradagio, percebe-se que a maior biodegradagio do
contaminante ocorreu para a adicdo de 0,5% e 0,05% de biossurfactante (56,71% e 56,58,
respectivamente), seguido pela adi¢do de 0,1% de biossurfactante (53,98%) e pela técnica de
atenuacao natural (50,17%). Nos tratamentos em que o solo estava estéril, onde a influéncia
dos microrganismos ¢ nula, o contaminante que ndo é removido pela extracdo fica adsorvido
nas particulas do solo. Nota-se valores proximos a 25% de retencdo do biodiesel nas
particulas do solo durante os 90 dias de experimento. Este percentual, antes considerado como
acdo microbiana, deve ser desconsiderado como biodegradacdo. Este valor deve ser atribuido
a adsor¢ao do biodiesel no solo, onde parte do contaminante adere as particulas do solo,
caracterizando um fendmeno de adsor¢cdo (CECCHIN, 2016).

A analise de variancia dos valores de biodegradagdo e de reten¢dao do contaminante em
funcdo dos tratamentos realizados e do tipo de solo (estéril e ndo estéril) indicou que houve
diferenca significativa (p=0,0179) entre os solos esterilizados e ndo esterilizado, conforme o

grafico de interacdo de médias apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Intera¢do de médias para os valores de retencao e biodegradacdo do biodeisel ao
final de 90 dias de ensaio em funcao da adicao de biossurfactantes e da atenuagao natural,
para o solo estéril e nao estéril
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O teste de Tukey realizado (Tabela 12) para verificar a diferencga entre as médias dos
experimentos indicou igualdade estatistica entre todos os teores de remogdo dos
contaminantes quando adicionado concentracdes de 0,05%, 0,1% e 0,5% de biossurfactante,
sendo estes experimentos estatisticamente diferentes da atenuacdo natural (p=0,01648),
indicando que a adigdo de biossurfactantes, independente da quantidade adicionada,
promoveu maior biodegradacdo do contaminante.

Para o solo esterilizado, a adicdo de biossurfactantes nao influenciou no processo de
retencdo do contaminante na particula do solo, conforme pode ser observada a igualdade

estatistica entre todos os experimentos propostos, incluindo a atenuacao natural.
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Tabela 12 - Teste de Tukey da remocao e biodegradacao para os solos esterilizado e ndao

esterilizado
Conc. de biossurfactante adicionado e técnica de Retencdo do contaminante e
biorremediacdo biodegradacao (%)
Biossurfactante - 0,5% 56,71 £ 0,58¢
Biossurfactante - 0,1% 53,99 £ 0,03¢
Biossurfactante - 0,05% 56,59 + 1,20°¢
Atenuacao Natural 50,16 + 0,19b
Biossurfactante - 0,5% - Estéril 25,94 +1,86%
Biossurfactante - 0,1% - Estéril 25,90 £ 0,38*
Biossurfactante - 0,05% - Estéril 24,40 £1,57*
Atenuacao Natural - Estéril 28,74 £ 0,20*

Os valores de biodegradacdao apresentados na Tabela 12 indicam que a adicdo de
biossurfactantes no solo favoreceu a degradagdo do composto oleoso frente a técnica de
atenuagao natural, independente da quantidade de biossurfactante adicionada.

Por ndo ser considerada uma técnica de bioestimulacdo quando nao atende as
propor¢des de C:N:P:K a serem adicionadas no solo, ¢ possivel afirmar que os
biossurfactantes produzidos por S. cerevisiae atuaram no meio de forma a emulsificar o
contaminante com as particulas de agua disponiveis no solo. O processo de emulsificacao
permite maior acesso dos microrganismos a fonte de carbono fornecida pelo contaminante,
levado a maiores valores de biodegradagao do contaminante.

Decesaro (2016) testou a influéncia de concentragdes variadas de biossurfactantes
(1,0%, 0,5% e 0,1%) do género Bacillus sp. na biorremediagao de solo contaminado com 20%
de biodiesel, atingindo valores de biodegradacao de até 57,25% quando utilizado uma adigao
de 0,5% de biossurfactante. Os valores obtidos neste estudo assimilam-se em tecores de
remocao (56,71%) quando utilizada a mesma concentra¢do de biossurfactantes para o mesmo
percentual de contaminante adicionado. Isto indica a eficiéncia da inclusdo de
biossurfactantes na remocao de compostos oleosos.

A Figura 20 apresenta os valores efetivos de biodegradacao dos contaminantes, onde
se exclui o efeito da adsorcdo em solos. Assim, pode-se efetivamente considerar que o
biossurfactante auxiliou na biodegradacdo e consequente metabolizagdo do contaminante
pelos microrganismos, aumentando em até 32% a degradag@o dos compostos oleosos. Quando
nao leva-se em consideracdo o efeito do fendmeno da adsor¢do do contaminante pelas
particulas do solo, o efeito da biodegradagao pelos microrganismos pode ser superestimada.

Assim, deve-se descontar os valores de reten¢do do contaminante no solo que até entdo foram
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considerados como resultado da biodegradacdo microbiana e atribui-lo ao processo de

adsorcao.

Figura 20 — Biodegradagao efetivida obtida para a adi¢do dos biossurfactantes ao final de 90
dias de ensaio
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Mesmo considerando-se o processo de retengdo de contaminante nas particulas do
solo, muitos autores demonstraram que a adi¢cdo de compostos que auxiliam a biodegradagao,
e que maior remog¢do do contaminante ¢ atingida em relagdo a técnica de atenuacdo natural
(GUARINO et al., 2017).

O uso de biossurfactantes promoveu maior interagdo entre o biodiesel e as células
microbianas autoctones. Além disso, por ser um biocomposto de origem vegetal e animal, o
biodiesel ¢ melhor assimilado pelos microrganismos em relagdo a outros compostos oleosos,
como Oleo diesel e gasolina. Na metabolizacdo do biodiesel, os acidos graxos que compde o
biodiesel sao convertidos em acetil-CoA através de beta-oxidagdo, e posteriormente em CO,
pelo ciclo de Krebs (BERG et al., 2006).

O uso de biossurfactantes em processos de biorremediacdo também foi explorado por
Sobrinho et al. (2008), que aplicaram um biossurfactante de Candida sphaerica na remogédo
de 6leo de motor de solos arenosos, utilizando 60 gramas de solo contaminado com 5 mL de
0leo. As concentra¢des do biossurfactante variaram entre 0,05%, 0,08% e 0,1%. Os resultados
demostraram que a concentragdo de 0,1% de biossurfactante removeu 65% do 6leo de motor,
enquanto que os percentuais de 0,08% e 0,05% removeram 55% e 30%, respetivamente. Isto

comprovou a eficiéncia do biossurfactante para aplicagdes ambientais.
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Os percentuais de biorremediagdo obtidos comprovam que a levedura Saccharomyces
cerevisiae foi capaz de produzir um biossurfactante extracelular, que nao necessita de um
processo adicional de rompimento celular para obtengdo do biocomposto. Mesmo obtendo
menor produtividade de emulsdes em relagao a outros biossurfactantes sintetizados por outras
leveduras, a cepa de Saccharomyces cerevisiae demonstrou uma resposta positiva quanto a
formagdo e liberacdo de compostos com propriedades surfactantes para o meio de cultivo,
excluindo-se a necessidade de um processo adicional de rompimento celular, influenciando
positivamente na redugdo do custo do bioprocesso.

Tanto a biomassa quanto a fonte de carbono (glicerol) adicionados ao meio de cultivo
podem ser obtidos de residuos industriais, possibilitando o uso destes como matéria prima
para a producao de biossurfactantes, reduzindo custos de processos e viabilizando a aplicagao
ambiental do biocomposto obtido, principalmente em processos de biorremediagao (SANTOS

et al., 2014).
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5 CONCLUSOES

As seguintes conclusdes foram obtidas pelo estudo:

- A melhor condi¢do de cultivo para a producdo de biossurfactantes extracelulares a
partir de Saccharomyces cerevisiae foi obtida quando utilizado o indutor glicerol na
concentragdo de 5g/L, com um pH inicial ajustado para 5,5 e temperatura de cultivo de 30°C,
onde obteve-se a maxima produtividade de atividade emulsificante dgua/6leo, de 6,95 UE/d;

- No aumento de escala de produgdo para 3 litros, a produtividade maxima de
atividade emulsificante dgua/6leo foi de 3,85 UE/d, verificada no segundo dia de cultivo. O
biossurfactante extracelular produzido ¢ caracterizado como glicolipideo;

- A adigdo do biossurfactante em solo argiloso contaminado com 20% de biodiesel foi
eficiente e apresentou potencial de uso em processos de biorremediacdo. A maxima
biodegradagao obtida ao final de 90 dias de experimento foi de 56,71%, sendo maior do que a
verificada quando utilizada a técnica de atenuacgdo natural (50,17%).

- A reten¢do do contaminante no solo atingiu valores proximos a 25% para todas as
condi¢des avaliadas. Este percentual ndo deve ser atribuido a biodegradacdo, mas sim ao
processo de adsor¢do do contaminante nas particulas do solo. Isto indica que o fendmeno da
adsorc¢do, quando ndo considerado, superestima o efeito da biodegradacao;

- O biossurfactante de Saccharomyces cerevisiae demonstrou potencial de ser
produzido de forma extracelular, excluindo-se a necessidade de processos adicionais de

rompimento de parede celular para obter este biocomposto.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Testar a producdo de biossurfactantes extracelulares em diferentes concentragdes do
indutor glicerol na condigdo de cultivo pH 5,5 e 30°C;

- Produzir o biossurfactante em biorreatores de 20L;

- Avaliar a adicdo do biossurfactante produzido na biorremediagdo de diferentes
compostos oleosos, como o oleo diesel;

- Verificar a remog¢ao do contaminante quando adicionado o biossurfactante em outros

tipos de solos.
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