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RESUMO - Surfactantes sdo moléculas com propriedades anfifilicas e facilitam a
emulsdo de hidrocarbonetos em agua. Os sintéticos sdo comumente toxicos e causam
danos ambientais devido a sua baixa biodegradabilidade. Os biossurfactantes, moléculas
produzidas por microrganismos, sdo uma alternativa aos surfactantes quimicos.
Ramnolipideos sdo conhecidos por serem produzidos por espécies de bactérias
Pseudomonas e pelo alto rendimento produtivo. Neste trabalho, a producdo do
ramnolipideo pela P. aeruginosa, utilizando como substrato o glicerol, foi investigada e
otimizada. Para avaliar as melhores respostas, utilizou-se um planejamento fatorial
completo 2*, investigando a influéncia do pH, temperatura, concentracdo inicial de
glicerol e tempo de cultivo. Os resultados mostraram que o uso de microrganismos com
capacidade de biodegradacdo forneceu uma estratégia eficiente para producdo de
biossurfactante e todos os fatores testados apresentaram efeito significativo na producdo
do metabdlito.

1. INTRODUCAO

Surfactantes sdo uma importante classe de compostos quimicos usados em diferentes campos
(VAZ et al., 2012). Eles sdo compostos anfifilicos que podem reduzir a energia livre de sistemas
substituindo moléculas de alta energia na interface (PARIA, 2008). Esta propriedade anfifilica reduz a
tensdo superficial e facilita a emulsificacdo de hidrocarbonetos (CAMPOS-TAKAKI et al., 2010).

Devido a sua capacidade de formacdo de espumas e seu poder de acdo como detergente, 0s
surfactantes sdo extremamente usados nas industrias, incluindo a industria petroguimica (AL-
SABAGH et al., 2003 e farmacéuticas (CHRISTIANSEN et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2011).

Porém, nos ultimos anos, 0 aumento da consciéncia ambiental levou a um aumento de interesse
na utilizacdo de surfactantes com base renovavel e biodegradavel (GRAND VIEW RESEARCH,
2014). Diante disso, os biossurfactantes, produzidos por diversos grupos de organismos, passaram a
ser usados como uma alternativa aos surfactantes (HENKEL et al., 2012).

PROMOGAO REALIZACAO ORGANIZACAO

Departamento do Engenharia Quimica

TR dad e . e ,_ ...
q( ABEQ#e2isss UNIVERSIDADE W ONE
————————————————— e EVEANTDS

ANOS e FEDERAL po CEARA



oy e
. - N .. &) g
B XXI Congresso Brasileiro S E BE

de Enger 2016

.\f"'ﬂ:iei‘""\-, T /7 N\ Fortaleza/CE Encontro Brasileiro sobre o
( ] D) - r [-,\ » ) 25 a 20 de setembro Ensino de Engenharia Quirnica
A _2.01—6 Oy F_orta.leza/CE

Quando comparados com o0s surfactantes sintéticos, os biossurfactantes tem ganhado mais
atencdo devido as suas caracteristicas. Dentre essas propriedades podem ser citadas: alta
biodegradabilidade, baixa toxidade, baixo custo, aceitabilidade ecoldgica, seletividade, e alta
atividade em condicOes extremas de temperatura, pH e salinidade (DAS; MUKHERJEE, 2007).

Os ramnolipideos tém sido extensivamente investigados na literatura (ABDEL-MAWGOUD
et al., 2010). Eles sdo comumente conhecidos por serem produzidos por espécies de Pseudomonas
guando estas crescem em diferentes substratos (RIKALOVIC et al., 2012). Este biossurfactante esta
entre os mais efetivos devido ao seu baixo valor de tensdo superficial minimo (28-30 mN/m), alta
atividade emulsificante e baixo CMC (10-200 mg/L) (ABBASI et al., 2012).

Em razdo disso, este estudo utilizou um planejamento fatorial completo 2* com o objetivo de
otimizar a producédo do biossurfactante ramnolipideo, produzido através de uma cepa de Pseudomona
aeruginosa.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Meios e Condicdes

Para a producdo do ramnolipideo por uma cepa bacteriana de Pseudomona aeruginosa, utilizou-
se como meio liquido o meio mineral descrito por Robert et al. (1989). Apds ajuste de pH para 7,0,
guando necessario, 0 meio de cultivo foi esterilizado. Como pré-indculo, foi utilizada uma solucao
nutriente de peptona 2% em massa, onde permaneceram no shaker em agitacdo de 200 rpm e 30 °C
durante 24 horas (MIGUEZ et al., 2012). Como fonte de carbono foi utilizada a glicerina.

2.2. Otimizacao da Producéo de Ramnolipideo

Um planejamento fatorial completo 2* foi aplicado para otimizar a producéo de ramnolipideo
pela Pseudomona aeruginosa. Este tipo de design é importante para avaliar quantitativamente a
influencia de variaveis significativas sobre a resposta de interesse, bem como as possiveis interacdes
de uns fatores com os outros (CAROLINA; COSTA, 2011). Quatro fatores independentes foram
incluidos no planejamento. Uma variavel que afetava a composicdo do meio, a concentracédo da fonte
de carbono, e trés variaveis que afetavam a condicéo fisiologica, o pH, a temperatura e o tempo de
cultivo. Para cada fator, um nivel alto (+) e um baixo (-) foram testados, os quais podem ser
observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Range experimental e niveis das variaveis independentes do planejamento completo 2*

Variavel Simbolo Unidade Nivel
Baixo (-) Central (0) Alto (+)
Temperatura T °C 30 36.5 42
C. substrato C % (vIV) 1 5 10
Tempo tem dias 3 5 7
pH pH pH 5 6.5 8
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O design experimental foi formado por 16 corridas de varias combinacBes dos niveis de cada
variavel testada, e mais 3 corridas nas condi¢des centrais, aplicadas de acordo com a matriz de design
da Tabela 2.

Tabela 2 — Matriz de design com o valor codificado das varidveis independentes e o valor da
concentracdo de ramnolipideo

Corridas Temperatura Concentracdo  Tempo pH Concentracao
(°C) (dias) Ramnolipideo

(g/L)
1 - - - - 0,222
2 + - - - 0,170
3 - + - - 0,404
4 + + - - 0,316
5 - - + - 0,287
6 + - + - 0,229
7 - + + - 0,606
8 + + + - 0,444
9 - - - + 0,283
10 + - - + 0,193
11 - + - + 0,737
12 + + - + 0,452
13 - - + + 0,324
14 + - + + 0,248
15 - + + + 1,285
16 + + + + 1,116
17 0 0 0 0 0,471
18 0 0 0 0 0,449
19 0 0 0 0 0,498

2.3. Determinacdo Analitica do Ramnolipideo

A concentragdo de ramnolipideo foi determinada colorimetricamente como ramnose usando o
método de Dubois et al. (1956) e ilustrado por Prieto et al. (2008). Um volume de 0,5 mL do
sobrenadante foi misturado com 0,5 mL de uma solu¢do de 5% m/v de fenol e 2,5 mL de &cido
sulfarico, e encubado por 15 minutos antes de ter sua absorbancia medida a um comprimento de onda
de 490 nm.

2.4. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas e as representacbes graficas dos experimentos foram realizadas
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utilizando o software Statistica® (verséo 7.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos desse experimento foram estatisticamente avaliados usando a andlise de
variancia (ANOVA; Tabela 3). Também foi observado que um modelo de primeira ordem que
considera as interacfes de primeira ordem descreve bem a producao de ramnolipideo (C.R).

Tabela 3 — ANOVA para o planejamento experimental completo 2*

Fonte de Soma N° de Graus Média F
variacao Quadratica de Liberdade Quadratica
Regressao 1,5654 10 0,1565 21,02°
Residuos 0,0596 8 0,0074
Falta de ajuste 0,0584 6 0,0097 16.15°
Erro puro 0,0012 2 0,0006
Total 1,6250 18

*F10:8:0.05=3-35 "Fe:2:0,05=19.33

O baixo erro puro relativo indica uma boa reprodutibilidade dos experimentos. Baseado no teste
F, o modelo encontrado é preditivo, uma vez que o valor de F, calculado pela razdo entre a média
quadréatica da regressdo e a média quadratica dos residuos, foi maior do que o valor de F critico e o
coeficiente de regressdo (0,964) foi proximo da unidade. 1sso também pode ser verificado pela Figura
1. Também foi usado o teste F da razdo entre a média quadrética da falta de ajuste e a média
quadratica do erro puro para avaliar se 0 modelo esta bem ajustado as observac6es. Para que ndo haja
evidéncias de falta de ajuste do modelo, o valor desta razdo deve ser menor do que o valor do ponto
da distribuicdo F tabelado.

o

08

06

Predicted Values

04 Or— ‘/o"

0.2

T
0,0 0.2 04 06 08 1,0 1,2 14

Observed Values
Figura 1 — Valores observados versus valores preditos.

Para estudar os efeitos das variaveis na producdo de ramnolipideo, foi usado o modelo
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codificado (Equacao 1) para gerar as superficies de resposta.

C.R=0460—-0,123*T + 0,426 * C + 0,220 * tem + 0,245 xpH — 0,054 * T * C +
0,165 x C * tem + 0,210 * C * pH + 0,107 * tem * pH Q)

Atraveés do diagrama de Pareto (Figura 2), € possivel observar de forma mais nitida o efeito das
variaveis independentes na producao do biossurfactante.

(2)Concentracdo %

.

17.11318

3467457
/

(4)pH

(3)Tempo

2y4 7 /
%/////////%/////////////%
7 os826
//////////////// 8699202
/////////////// -4,35979

2by3 13,46645

(4 )Temperalura

3by4

1by2
1bys 7

1by3

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2 — Diagrama de Pareto padronizado para a estimativa dos efeitos.

O efeito negativo provocado pelo contraste da temperatura mostra que quanto menor a
temperatura (30°C), maior sera a influéncia na sintese do metabdlito em estudo. Os demais fatores,
como concentracdo do substrato, tempo de cultivo e pH, apresentaram um efeito positivo, indicando
gue quanto maior o seu valor, maior € a producdo do ramnolipideo. Além disso, apenas as interacdes
entre a temperatura e o0 pH e a temperatura e o tempo de cultivo ndo apresentaram efeito significativo
na sintese do produto.

No trabalho desenvolvido por Wei et al. (2005), a temperatura também nédo foi um fator
preponderante nas sinteses de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosas, entretanto, a producao
Otima também foi atingida nos niveis mais baixos. Este comportamento também foi observado ao
utilizar como substrato o residuo agroindustrial manipueira (BEZERRA et al., 2012) e no trabalho de
Hassan et al. (2015), que também utilizou como substrato a glicerina.

O efeito positivo pela variagdo da concentracdo inicial também foi observado nos trabalhos de
Pereira et al. (2013), ao utilizar o glicerol bruto como substrato, e no de Reis et al. (2010), que
utilizou o glicerol comercial. A relacdo entre a temperatura e a concentragdo com a producdo do
biossurfactante pode ser observada na Figura 2, atraves da superficie de resposta.
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Figura 3 — Superficie de resposta em razdo da concentracdo do substrato e da temperatura.

Hassan et al. (2015) em seu trabalho também verificaram um efeito positivo do pH na producéo
do ramnolipideo, obtendo a mais alta produ¢do com um pH igual a 8. Desta forma, a Figura 4 mostra
a interacdo entre o pH e o tempo de cultivo, evidenciando que ambas as varidveis favorecem a
formacdo do biossurfactante quando estdo no seu nivel mais alto.

oRpola WD

Figura 4 — Superficie de resposta em razéo do pH e do tempo de cultivo.

A mais alta producdo de ramnolipideo foi atingida com baixa temperatura (30°C), alto pH (8),
alta concentracao do substrato (10%) e maior tempo de cultivo (7 dias).

4. CONCLUSAO

O planejamento fatorial completo 2* aplicado determinou que a concentracdo inicial do
substrato é o efeito mais significativo na producdo do ramnolipideo pela Pseudomona aeruginosa,
sendo a temperatura o fator menos significante. Porém, todos os fatores estudados mostraram um
efeito expressivo na geracdo do metabdlito estudado.
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Desta maneira, os resultados evidenciaram a eficiéncia do planejamento experimental em
determinar os fatores significantes e em definir as condi¢gdes Otimas para a maxima producdo do
biossurfactante. De acordo com os dados obtidos, a combinacéo da temperatura no menor nivel e dos
demais fatores (pH, tempo de cultivo e concentracdo do substrato) nos maiores niveis mostraram ser
as melhores condicGes ao usar o glicerol como fonte de carbono.
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