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RESUMO

Foi investigada a producédo de biossurfactante por duas linhagens de P. aeruginosa,
para aplicacdo na hidrdlise enzimética de biomassa lignocelulésica. Inicialmente, uma
selecdo entre duas linhagens de P. aeruginosa, TGC 01 e UFPEDA 569, foi realizada
no intuito de avaliar qual apresentaria 0 melhor desempenho quanto a producédo de
biossurfactante, usando quatro meios de cultura distintos. Apds a comparacao, 0s
resultados mostraram que a maior producdo de ramnolipideo, expresso em ramnose,
foi alcangada pela linhagem TGC 01 (570 mg/L), no meio M2B com glicerol bruto e
nitrato de sdédio como fontes de carbono e de nitrogénio, respectivamente.
Posteriormente foi analisada a influéncia da razéo C/N (12 e 24) e da agitacdo (100 e
150 rpm) na producdo de ramnolipideo da linhagem selecionada no meio M2B
utilizando um planejamento fatorial 22. A producdo de ramnolipideos foi favorecida
com o aumento da razdo C/N e da agitacdo. Para o estudo cinético utilizando a razéo
CIN e a agitacdo selecionadas na etapa anterior, dois inoculos (5 e 10% V/V) e dois
volumes de meio de cultura (50 e 100 mL) em frascos de 500 mL foram usados. O
menor volume de meio de cultura (50 mL) aumentou a produgédo de ramnolipideo em
75,5%, entretanto, o tamanho do inoculo ndo influenciou na produgdo. Uma
concentracdo de 11 g/L de biossurfactante bruto foi obtido apds a extracdo, e esse
biossurfactante foi capaz de reduzir a tensdo superficial do meio para 27 mN/m, e
apresentou uma concentracdo micelar critica (CMC) de 100 mg/L. O biossurfactante
mantevese estavel ap6s ser submetido as condi¢cBes da hidrolise enzimatica,
apresentando indice de emulsificacdo de cerca de 64,5 %. A hidrolise enzimatica de
papel de escritdério descartado (PED), papel jornal (JO) e cavaco de eucalipto (CE)
foram realizadas com a adicdo do biossurfactante. O maior aumento na liberagcéo de
glicose, ocorreu quando o biossurfactante foi adicionado na hidrélises do JO (113%
de aumento), mostrando que o ramnolipideo produzido por TGC 01 pode potencializar
a hidrolise enzimética dessa biomassa, aumentando a viabilidade deste processo pela

diminuic¢do da quantidade de enzimas e consequente reducéo de custos.

Palavras-chave: Biotensoativo. Glicolipideo. Biomassa Lignoceluldsica



ABSTRACT

A biosurfactant production by two strains of P. aeruginosa was investigated and its
application in enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass. Initially, a selection
between two strains of P. aeruginosa, TGC 01 and UFPEDA 569, was carried out in
order to evaluate which presentation the best production of biosurfactant, using four
different culture media. After comparison, the results showed that the highest
rhamnolipid production, expressed as rhamnose, was reached by strain TGC 01 (570
mg/L) in M2B medium with crude glycerol and sodium nitrate as carbon and nitrogen
sources, respectively. The influence of C/N ratio (12 and 24) and agitation (100 and
150 rpm) on rhamnolipid production of the selected strain in the M2B medium using
a factorial design 22 was analyzed. The production of rhamnolipids was enhanced by
the increase of C/N ratio and with increased agitation. For the kinetic study using the
C/N ratio and the agitation selected in the previous step, two inocula (5 and 10% V /
V) and two volumes of culture medium (50 and 100 ml) in 500 ml flasks was used.
The smaller volume of culture medium (50 ml) increased rhamnolipid production by
75.5%, however, the size of inoculum did not influence the production. A 11 g/L
concentration of crude biosurfactant was obtained after extraction, and this
biosurfactant was able to reduce the surface tension of the medium to 27 mN/m and
presented a critical micellar concentration (CMC) of 100 mg/L. The biosurfactant
remained stable after being subjected to the conditions of the enzymatic hydrolysis,
presenting an emulsion index about 64.5%. An enzymatic hydrolysis of waste paper
(WOP), newspaper (NP) and eucalyptus wood chips (EWC) were carried out with
addition of biosurfactant. The highest increase in glucose release occurred when the
biosurfactant was added in hydrolysis of NP (113% increase), showing that the
ramnolipid produced by TGC 01 can potentiate the enzymatic hydrolysis of this
biomass, increasing the viability of this process by reducing the amount of enzymes

and costs.

Keywords: Biosurfactant. Glycolipid. Lignocellulosic Biomass



SUMARIO

1 INTRODUGAD ..ottt ettt sttt 13
2 OBJIETIVOS ...ttt sttt b ettt st ne st ne b e e 15
2.1 ODJELIVO GEIAL......c.viieieiiiee ettt re e nre e 15
2.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS. .. viuierieieiiiie ettt sttt neeene e 15
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt sssasesnes 16
3.1 Biossurfactantes: definicdo, propriedades e micro-organismos produtores ................... 16
3.2 Ramnolipideos: estrutura @ DIOSSINTESE ........ccverveerieiie e 19
3.3 Fatores importantes na producdo e recuperacao de ramnolipideos ...........cccccevververiennne. 23
3.4 Extracao de RAMNOIIPIAEOS ......vcveiiiiiie ettt 25
3.5 Glicerol bruto como substrato para a producgao de bioprodutos ............ccceceveieiciennnne 26
3.6 Hidrolise enzimatica de material lignocelulésico: adi¢do de tensoativos....................... 27
3.7 Papel de escritério descartado, papel jornal e eucalipto como materiais........................ 31
HIGNOCEIUIOSICOS ...ttt et te e be et e e e e be e saeereesreenreannens 31
4 MATERIAL E METODOS ...t eeee s st ss s ses s ssnes s 34
4.1 MICIO-0OTQANISITIOS ....evvietieiiteestie et esteeete e st e e te e st e e sbeeste e e beesaseesbeeasseeteesnneebeeaneeenseesnneans 34
4.2 Pré-tratamento do glicerol DIULO ..........oooriiiiiiiicee e 34
4.3 Preparo d0 INOCUIO ........couiiiiiiiieee ettt bbb 34
4.4 Condicdes de cultivo para a producdo de biossurfactante ...........c.ccceeevveieiieicesesenn, 34
4.5 EXtragdo do DIOSSUMTACTANTE ........cveiiiiiiiiiiiiriee e 35
4.6 MELOUOS ANAITTICOS ...vvevieieiie sttt sbe bbb 36
I R = 1] T TS OSSN 36
4.6.2 Quantificacdo do glicerol € da gliCOSE ..........ccvvevieieiieie e 36
4.6.3 QUANtITICACAO A& FAMIMNOSE ... ...eiueiietete sttt 36
4.6.4 Tensdo superficial e concentracdo micelar CritiCa .........cccccevvvevveveiiieseece e 37
4.6.5 indice de Emulsificacio (Ez2s) e Estabilidade do biossurfactante .............ccc.cceeveenne. 37
4.6.6 CaracterizaGao do DIOSSUITACTANTE. ........coii i 38
4.7 Calculo das produtiVidades............coeeiuiiiieiieie e 38
4.8 Aplicacdo do biossurfactante na hidrolise enzimatica..........c.coovvvveveieeiieiesese s, 39
4.9 ANALISES ESTALISTICAS ...vevveuveieitiiiecieeiee ettt ettt re e 40
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot e 41
5.1 Comparacdo da producédo de ramnolipideos por duas linhagens de Pseudomonas........ 41
BETUGINOSA ...ttt ettt sttt bt bbbt b bt s e bt e bt bbbt b e s b et et e bbbt b et e e 41

5.2 Influéncia da razdo C/N e da agitacdo na producdo de ramnolipideos pela linhagem ....49



5.3 Estudo cinético da producao do biossurfactante............ccccecvveveiiciineiecie s 55
5.4 Extracdo e Caracterizacao do BiosSUrfactante...........ccoceeverieninieiin s 58
5.5 Efeito da adi¢do do ramnolipideo produzido pela linhagem TGC 01 na hidrolise.......... 62
enzimatica de materiais lignocelul6sicos
B CONCLUSOES. ..ottt 66
REFERENCIAS



LISTA DE FIGURAS

Figura 3. 1. Estrutura quimica de mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos ........................ 20
Figura 3. 2 Vias metabolicas da biossintese de ramnolipideos. ..........ccccceveveviviieicveinene, 21
Figura 3. 3 Conversao do glicerol em piruvato em condi¢Ges de aerobiose. ..........cccccoveens 22
Figura 3. 4 Componentes do material lignoceluldSico ... 28
Figura 3. 5 Ac¢do catalitica do complexo CelUlase ...........coveveeiiiicii e, 29

Figura 5. 1 Producdo de ramnose por P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569,
utilizando os meios quimicamente definidos € COMPIEXOS ........cccccvevvreieiiieiiecie e 41
Figura 5. 2 Tensdo superficial (TS) dos meios quimicamente definidos e complexos ap6s 96
horas de cultivo, para P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569....................... 43
Figura 5. 3 . Reducdo da tensdo superficial (TS) do meio de cultivo, promovida pelos
ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569,
utilizando os meios quimicamente definidos e COMPIEXOS. .........ccoceiiiiiiiieicicie 43
Figura 5. 4 indice de emulsificacio (E24) obtido pelos ramnolipideos produzidos por P.
aeruginosa TGC 01, utilizando 0S Meios COMPIEXOS. ......ccecveiieieiiieiieie e, 45
Figura 5. 5 Variacao do pH, em relagdo ao pH inicial de 7, nas quatro condi¢des de cultivo,
para P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569. ........ccccccovviiiieeniie e 46
Figura 5. 6 Variacdo de biomassa nas quatro condi¢Ges de cultivo para P. aeruginosa TGC
01 e P. @eruginosa UFPEDA 5B9. .......ooiiiiiiieiesie ettt 48

Figura 5. 7 Consumo do glicerol nas quatro condic¢des de cultivo para P. aeruginosa TGC
01 e P. aeruginosa UFPEDA 569 .........cocviiieieiie sttt 49

Figura 5. 8 Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitacdo na producdo de ramnolipideos
POr P. aeruginoSa TGC-0L. ....ccviiiiieiieie et e e neeseeeneesnaenae s 50
Figura 5. 9 Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitacdo na varia¢do da biomassa de P.
ABIUGINOSA TGC-0L. ..ottt bbb b 51

Figura 5. 10 . Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitacdo na variacdo do pH do meio
de cultivo de P. @erugin0sa TGC-0L ......ccuoiiiiiiiieierie e 52

Figura 5. 11 Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitacdo no consumo do glicerol do
meio de cultivo de P. aeruginosa TGC-01 ........ccoeoieiiiie i 53
Figura 5. 12 Superficie de resposta da influéncia da relagdo C/N e da agitacdo na producéo
de ramnolipideo por P. aerugin0sa TGC-01. .......cccuiiiriiiiiiienie st 55
Figura 5. 13 . Biomassa, concentracdo de glicerol e pH durante o cultivo com P. aeruginosa
TGC 01 usando meio mineral 2 suplementado com glicerol bruto e nitrato de sodio. ........ 57

Figura 5. 14 Concentracdo de ramnose e tensdo superficial (TS) durante o cultivo com P.



aeruginosa TGC 01 usando meio mineral 2 suplementado com glicerol bruto e nitrato de

Figura 5. 15 Tensdo superficial como uma funcdo logaritmica da concentracdo de

ramnolipideo. O valor de tensdo superficial de referéncia foi 50 MN/M .........ccocoveiviiininnnn 59

Figura 5. 16 Espectros do biossurfactante produzido por P. aeruginosa TGC 01 cultivada em
meio mineral suplementado com glicerol bruto e nitrato de sodio. (A) Espectro 1H RMN
(CDCI3, 300 MHz). (B1) espectro 1H-1H COSY RMN (CDCI3, 300 MHz) e (B2) espectro H-
1 O PSR SROSUTORTSPSPRTIN 61
Figura 5. 17 Liberagdo de glicose ap6s 4 horas de hidrélise enzimatica nas condi¢Ges do
planejamento fatorial 3% e seu aumento em relagdo ao controle (sem adigdo de tensoativo)......62
Figura 5. 18 Superficie de resposta para a razdo entre a concentracdo de glicose liberada na

hidrélise enzimatica com e sem a presenca dos tensoativos nos ensaios do planejamento fatorial



LISTA DE TABELAS

Tabela 3. 1 Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores ................ 18
Tabela 4. 1 Fatores e niveis do planejamento fatorial 22 ..............ccocvveueiviereicceeeecese e 35
Tabela 4. 2 Fatores e niveis do planejamento fatorial 32 ............cccooveveeiveeeereees e, 40

Tabela 5. 1 Produtividades dos cultivos com P. aeruginosa TGC 01 realizados em diferentes

niveis dos fatores do planejamento fatorial 22 ..............cccoeueveeeeeeceeeeeeeeeee e, 53
Tabela 5. 2 Anélise de variancia (ANOVA) do modelo linear..........ccccooureveinenninicinsciens 54
Tabela 5. 3 Analise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico. ..........ccocevvevrerneriennnnn, 64



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CE - Cavaco de eucalipto

CMC - Concentracdo micelar critica

C/N - Razdo carbono/nitrogénio

E24 - Indice de emulsificacio

HAA - 3-(3-hidroxialcanoiloxi)-alcanoato
IUPAC. - International Union of Pure and Applied Chemistry
JO - Jornal

M1B - Meio 1 com glicerol bruto

M1C - Meio 1 com glicerol comercial
M2B - Meio 2 com glicerol bruto

M2C - Meio 2 com glicerol comercial
PED - Papel de escritério descartado

RLs - Ramnolipideos

TS - Tenséo Superficial



13

1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem a capacidade de diminuir a
tensdo superficial e interfacial entre fluidos de diferentes polaridades (NITSCHKE e
PASTORE, 2002). Esses compostos apresentam alta taxa de biodegradabilidade e baixa
toxicidade, além de possuirem estabilidade térmica e resisténcia a condi¢fes extremas de
salinidade e pH (BANAT et al., 2000). Sao sintetizados por uma variedade de organismos
vivos, e dentre eles, os micro-organismos (leveduras, bactérias e alguns fungos filamentosos),
sdo capazes de produzi-los com diferentes estruturas moleculares e atividades de superficie
usando diversos substratos como fonte de carbono (ARAUJO et al., 2013). Varios tipos de
residuos renovaveis, como o glicerol, sdo considerados fontes de carbono promissoras para a

producdo de biossurfactantes, pois reduzem os altos custos do processo (SOUSA et al., 2014).

Os ramnolipideos sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos glicolipideos,
produzidos principalmente por bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa (NITSCHKE et
al., 2007; ABYANEH e FAZAELIPOOR, 2016). Sdo amplamente estudados devido a sua alta
atividade de superficie, e possuem potencial para aplicacdes em varios setores industriais,
como na industria de alimentos, bebidas, detergentes, cosméticos, e farmacéutica (DALTIN,
2012). Em adicdo, estudos tém mostrado que a adi¢ao de ramnolipideos na hidrolise enzimética
de material lignoceluldsico pode estimular a taxa de hidrélise reduzindo a necessidade do uso
de grandes quantidades de enzimas (ZHANG et al., 2009; WANG et al., 2011; HOU et al.,
2017).

A hidrolise enzimatica de material lignocelulésico € um tema bastante estudado para a
utilizacdo em processos de bioenergia, entretanto, a rapida conversao da celulose em agucares
fermentaveis é ainda um processo dificil de ocorrer. Isso ocorre devido a presenga da lignina e
a alta cristalinidade da celulose, sendo necessarios altas concentragdes de enzima e maior
tempo de reacdo para alcancar alta conversdo da celulose, encarecendo desta maneira o
processo (CAO e AITA, 2013). Além disso, o reciclo das enzimas é dificil devido a adsorcéo
das mesmas ao substrato e a lignina (FENG et al., 2013; MENEGOL et al., 2014). Desta
maneira, a capacidade de tensoativos, como ramnolipideos, em prevenir a adsorcao
improdutiva das enzimas, em aumentar sua estabilidade e em afetar a estrutura do substrato
tornando-o mais acessivel para a hidrdlise enzimatica, sdo 0s mecanismo responsaveis pelo seu
efeito positivo na hidrolise da celulose (ERIKSSON et al., 2002; WANG et al., 2011).
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Residuos de papel, especialmente de escritério e jornal, sdo particularmente atraentes
como matéria-prima lignoceluldsica para originar moléculas fermentesciveis, pois sdo ricos
em carboidratos, renovaveis e gerados em grande quantidade (BRASIL, 2017), além disso, é
uma alternativa Util e valiosa de gerir estes residuos, uma vez que as fibras de papel s6 podem
ser recicladas um namero limitado de vezes (DUBEY et al., 2012; CHU e FENG, 2013.). Outra
variedade de material lignocelulésico que tem sido explorada como potencial fonte de geracdo
de agucares fermentaveis e producédo de energia é o eucalipto, que se destaca devido a sua alta
produtividade e adaptabilidade ao clima brasileiro em comparacdo com outras espécies de
madeira (SOUZA et al., 2011), tornando-o um recurso lignocelulésico promissor que pode

produzir glicose e etanol de segunda geracéo.

Dessa maneira, no presente trabalho realizou-se a producdo de biossurfactante a partir
de linhagens de Pseudomonas aeruginosa, usando glicerol como fonte de carbono, para adicéo
na hidrolise enzimatica de papel de escritério descartado (PE), papel jornal (JO) e cavaco de
eucalipto (CE).
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o processo de producéo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa e a

influéncia de sua adi¢éo na hidrolise enzimética de biomassas lignoceluldsica.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Comparar o desempenho de duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa, UFPEDA 569 e

TGC 01, na produgéo de biossurfactante utilizando quatro meios de cultura distintos;

2.

Selecionar a linhagem e o meio de cultura que proporcionaram a maior producdo de
biossurfactante;

Investigar a influéncia da razdo carbono-nitrogénio (C/N) e da agitacdo na producéo de
biossurfactante pela linhagem selecionada utilizando um planejamento fatorial 22;
Determinar as cinéticas de crescimento, consumo do substrato e produgdo do
biossurfactante variando o tamanho do inoculo.

Recuperar e caracterizar o biossurfactante produzido;

Avaliar a estabilidade do biossurfactante nas condi¢Ges da hidrolise enzimatica;

Aplicar o biossurfactante na hidrélise enzimatica da celulose de papel de escritério
descartado, jornal e cavaco de eucalipto.

Avaliar o efeito do uso do biossurfactante sobre a liberacdo de glicose na hidrolise

enzimatica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossurfactantes: definicdo, propriedades e micro-organismos produtores

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, compostas por uma porcao hidrofilica e uma
porcao hidrofobica, e que devido a essa estrutura possuem a capacidade de diminuir a tenséo
superficial e interfacial entre fluidos de diferentes polaridades (NITSCHKE e PASTORE,
2002). A porcdo hidrofdbica é geralmente composta por uma cadeia hidrocarbonada, enquanto
que a porcao hidrofilica pode ser um grupo éster, hidroxila, fosfato, carboxila ou agucar
(SILVA et al., 2014).

Dentre as principais propriedades dos surfactantes estdo a capacidade de formar
emulsdes, espumas, suspensdes, micro emulsdes, propiciar umectacdo, formacao de filmes
liquidos e detergéncia de superficies. Essas propriedades fazem com que os tensoativos sejam
utilizados em aplicacGes diversas como detergentes, agroquimicos, cosmeticos, tintas,
ceramica, em tratamento de couros e téxteis, formulaces farmacéuticas e 6leos lubrificantes
(DALTIN, 2012).

Entretanto, a maioria dos surfactantes produzidos atualmente é sintetizada a partir de
derivados do petroleo, o que lhes confere um carater ndo biodegradavel e toxico ao meio
ambiente (SILVA, 2011). Por outro lado, surfactantes de origem natural, ou biossurfactantes,
apresentam alta taxa de biodegradabilidade e baixa toxicidade, além de possuirem alta
atividade de superficie, estabilidade térmica e resisténcia a condi¢des extremas de salinidade e
pH (BANAT etal., 2010; SOUSA et al., 2014). Tendo isso em vista, 0 interesse da comunidade
cientifica na busca por surfactantes de origem natural tem aumentado nas Gltimas décadas
(ARAUJO e FREIRE, 2013).

Os biossurfactantes séo sintetizados por uma variedade de organismos vivos, como as
saponinas produzidas por plantas, glicolipideos produzidos por micro-organismos e 0s sais
biliares produzidos pelos animais (SILVA et al., 2014). Os micro-organismos (bactérias,
leveduras, e alguns fungos filamentosos) sdo capazes de produzir biossurfactantes com
diferentes estruturas moleculares e atividades de superficie usando diversos substratos como
fonte de carbono, tais como, carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras e 6leos (SOUSA, 2008;
CAMPOS et al., 2013.)

A classificagdo dos biossurfactantes é feita de acordo com a composi¢do quimica e tipo
do micro-organismo produtor (NITSCHKE e PASTORE, 2002). As maiores classes de
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biossurfactantes incluem: glicolipideos, surfactantes poliméricos, lipopeptideos, acidos graxos,
surfactantes particulados e fosfolipideos (Tabela 3.1) (NICOLO et al., 2014; SOUSA et al.,
2014). A maioria dos biossurfactantes sdo aniénicos ou neutros, enquanto que aqueles que tém

grupos amina sdo cationicos (SANTOS et al., 2016).

Os biossurfactantes de baixa massa molecular, como os pertencentes a classe dos
glicolipideos, apresentam maior atividade de superficie, enquanto que os de alta massa
molecular, como os poliméricos e particulados, exercem melhor atividade de emulsificagao.
Tais propriedades estruturais e quimicas dos biossurfactantes sdo fortemente influenciadas,
além do micro-organismo produtor, pelo substrato e condi¢bes do cultivo (PRABU et al.,
2015).

A eficiéncia de um biossurfactante, ou dos surfactantes em geral, pode ser determinada
por parametros como tensdo superficial/interfacial, indice de emulsificacdo (E2s) €
concentracdo micelar critica (CMC) (FILHO, 2009). A tensdo superficial/interfacial se refere
a capacidade do biossurfactante em reduzir a forca existente nas superficies (ar/liquido) e nas
interfaces (liquido/liquido), enquanto que, no indice de emulsificagdo € possivel avaliar a
capacidade do biossurfactante em solubilizar diferentes hidrocarbonetos (COOPER e
GOLDEMBERG, 1983). A CMC refere-se a concentracdo minima de biossurfactante
necessaria para que se formem micelas (SOUZA, et al., 2014). Sendo assim, quanto menor é o
valor da tensdo superficial/interfacial e da CMC, e maior o indice de emulsificagdo, mais

eficiente é o biossurfactante.

Os surfactantes de origem microbiana, considerados eficientes, apresentam valores de
CMC na faixa de 5 a 200 mg/L (MONTEIRO, 2007; SARUBBO et al., 2015), e capacidade
de reduzir a tensédo superficial para valores entre 25 e 30 mN/m (LANG, 2002; FARIA, 2010).
Atividade emulsificante variando de 50 a 90% s&o relatadas (COSTA et al., 2008; BEZERRA
et al, 2012; DEEPIKA et al., 2016).



Tabela 3. 1 Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores
Fonte: SANTOS et al., (2016)
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Classificacdo dos Biossurfactantes

Glicolipideos

Surfactantes poliméricos

Lipopeptideos

Acidos graxos Surfactantes particulados

Fosfolipideos

Micro-organismos Produtores

Acinetobacter calcoaceticus
Alcanivorax borkumensis
Arthrobacter paraffineus
Arthrobacter sp.

Candida antartica
Candida apicola
Candida batistae
Candida bogoriensis
Candida bombicola
Candida ishiwadae

Candida lipolytica
Lactobacillus Fermentum
Nocardia sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sp.
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus erythropolis
Rhodotorula glutinus
Rhodotorula graminus
Serratia marcescens
Tsukamurella sp.
Ustilago maydis

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus

Bacillus stearothermophilus
Candida lipolytica

Candida utilis

Halomonas eurihalina
Mycobacterium
thermoautotrophium
Sphingomonas paucimobilis

Acinetobacter sp.
Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis

Candida lipolytica
Gluconobacter cerinus
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Streptomyces sioyaensis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Cyanobacteria
Pseudomonas marginalis

Arthrobacter paraffineus
Capnocytophaga sp.
Corynebacterium
insidibasseosum

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Penicillium spiculisporum
Talaramyces trachyspermus

Acinetobacter sp.
Aspergillus
Corynebacterium lepus
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3.2 Ramnolipideos: estrutura e biossintese

Os ramnolipideos sdo biossurfactantes anidnicos pertencentes a classe dos glicolipideos,
produzidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa (NITSCHKE et al., 2007
ABYANEH e FAZAELIPOOR, 2016). S&o amplamente estudados devido a sua atividade de
superficie, sendo capazes de reduzir a tensdo superficial para valores em torno de 29 mN/m.
(KAYA etal., 2014; SANTOS et al., 2016) Alem disso, apresentam rendimentos elevados, em
comparacdo a outros biossurfactantes, apos periodos de incubacdo relativamente curtos
(ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

Foram descobertos por Bergstrom et al. (1946) que relataram a producdo de um
glicolipideo oleoso produzido por Pseudomonas pyocyanea (agora Pseudomonas aeruginosa).
A identificacdo das unidades estruturais foi feita por Jarvis e Johnson em 1949, que elucidaram

a estrutura de um isolado de ramnolipideo a partir P. aeruginosa (MURKHEJEE e DAS, 2010).

Diferentes linhagens de P. aeruginosa produzem diversos homoélogos estruturais de
ramnolipideos. O tipo de ramnolipideo produzido depende da linhagem bacteriana, da fonte do
carbono usada, e da estratégia do processo (OLIVEIRA, 2010). As principais espécies
homdlogas produzidas por P. aeruginosa sdo RL1 (Rha-Ci0-Ci0), RL2 (Rha-Ci), RL3
(RhaRha-C10-C10) € RL4 (Rha-Rha-Ci0) (ZHAO et al., 2013). Com o desenvolvimento de
técnicas analiticas mais sensiveis, como cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massa, foi possivel a descoberta de uma ampla diversidade de espécies
homélogas (cerca de 60) que sdo produzidas em diferentes concentracdes por varias espécies
de Pseudomonas e por bactérias pertencentes a outras familias, classes, ou mesmo filos, como
por exemplo, espécies de Bukholderia (ABDEL-MAWGOUD et al., 2014; ARAUJO e
FREIRE, 2013).

A estrutura dos ramnolipideos é composta por uma cabeca hidrofilica formada por uma
ou duas moléculas de L-ramnose (mono-ramnolipideos ou di-ramnolipideos) ligada a uma
cauda hidrofébica composta por um, dois ou trés &cidos graxos de cadeia alquil saturada ou
insaturada entre Cg e C12 (Figura 3.1) (JARVIS & JOHNSON, 1949; ABDEL-MAWGOUD e
al., 2011).
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Figura 3. 1. Estrutura quimica de mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos
Fonte: MONTEIRO (2007); ABDEL-MAWGOUD et al., (2011).

A biossintese de ramnolipideos ocorre através de duas reacdes de transferéncia
sequenciais do grupo ramnosil. Cada reacéo é catalisada por uma ramnosiltransferase especifica
(Rt1 e Rt2, respectivamente) sendo dTDP-L-ramnose o doador do grupo ramnosil e o
BDhidroxialcanoiloxi-B-Dalcanoato ou L-ramnosil-p-D-hidroxialcanoiloxi-p-D-alcanoato os
receptores do grupo ramnosil (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

Na biossintese da porgéo hidrofilica, a dTDP-L-ramnose, glicose é convertida em Dglicose-
6fosfato, que dard origem a D-Glicose-1-fosfato, precursor inicial da via biossintética da
dTDPL-ramnose (PHAM et al. 2004; MULLER e HAUSMANN, 2011). Na biossintese da
por¢do hidrofébica, B-D-hidroxialcanoiloxi-p-Dalcanoato (HAA), a via putativa mais aceita €
que o seu precursor, o 3-hidroxiacil-ACP, seja proveniente da sintese de novo dos acidos graxos
tipo 11 (FAS I1), encontrada em bactérias e plantas (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005; ZHU e
ROCK, 2008; ABDEL-MAWGOUD et al., 2011). Os mono-ramnolipideos sdo formados pela
condensacdo dos precursores (dTDP)-L-rhamnose e HAA que é feita pela enzima
ramnosiltransferase | (RhIB), através de uma ligagdo O-glicosidica. Os di-ramnolipideos séo
formados pela acdo da ramnosiltransferase 11 (RhIC), que utilizando mais um precursor (dTDP)-
L-rhamnose, adiciona outro grupo ramnosil ao mono-ramnolipideo através de uma ligacédo
al,2-glicosidica (CHRZANOWSKI et al., 2012; HONNA, 2013). As cadeias de acidos graxos
B-hidroxi sdo ligadas umas as outras através de uma ligacdo éster formada entre o grupo
Bhidroxi da cadeia distal (em relagdo a ligagdo glicosidica) com o grupo carboxila da proxima

cadeia (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011) (Figura 3.2).
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Figura 3. 2 Vias metabolicas da biossintese de ramnolipideos.

Fonte: Adapatado de ABDEL-MAWGOUD et al. (2011).
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Para que a biossintese de ramnolipideos ocorra é necessario que glicose seja formada a
partir da assimilacdo do substrato. Um exemplo de substrato que tem sido bastante utilizado
para producdo de ramnolipideos é o glicerol (SOUSA et al., 2014), e sua assimilacdo em
procariotos acontece por meio de difusdo facilitada. Apds a passagem através da membrana
plasmatica, o glicerol pode ser catalisado por varias rotas metabolicas independentes, por meio
das vias oxidativa ou redutora (NIKEL et al., 2014).

Na via redutora, em condi¢des de anaerobiose, o produto final do glicerol é o
1,3propanodiol, principal intermediério para producdo de polimeros, resinas e aditivos de
importantes aplica¢fes industriais (RIVALDI et al., 2008; SILVA et al., 2009; KAUR et al.,
2012 (GIRARDI, 2014). Em bactéria aerébias como as pertencentes ao género Pseudomonas,
o glicerol é metabolizado pela via oxidativa, onde é fosforilado em uma reac&o catalisada pela
glicerol-quinase (glpK), transformando-se em glicerol-3-fosfato (G3P). Em seguida, a enzima
glicerol desidrogenase (DhaD) converte o glicerol-3-fosfato em di-hidroxiacetona-p, que é
canalizada para a via glicolitica, para a formacdo de piruvato, gerando ATP e NADH (SILVA
etal., 2009; FERREIRA, 2013) (Figura 3.3).
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L\ 2
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NADH,
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Di-hidroxiacetona-P

ADP
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NADI,
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@ ADP

ATP
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Figura 3. 3 Converséo do glicerol em piruvato em condic6es de aerobiose.
Fonte: GIRARDI (2014).
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ApoOs essa etapa, a glicose para utilizacdo na biossintese de ramnolipideos sera formada por
meio da gliconeogénese, que € a sintese de glicose a partir de precursores mais simples, ndo
glicidicos, como o piruvato, que é o produto final da metabolizacdo do glicerol pela via
oxidativa, como mencionado acima (NELSON E COX, 2006).

3.3 Fatores importantes na producdo e recuperacdo de ramnolipideos

Os ramnolipideos sdo um dos metabolitos secundarios de P. aeruginosa, € a sua
producéo coincide com o inicio da fase estacionaria. Portanto, muitas estratégias de cultivo para
estimular a producédo desse biotensoativo pela limitagdo de um ou mais componentes do meio,
principalmente fontes de nitrogénio, fosforo, bem como de cations multivalentes e alguns
anions tém sido estudadas (CLARKE et al., 2010; GLICK et al, 2010).

A limitacdo de nitrogénio, entretanto, é a estratégia mais comumente empregada para
induzir a producdo de ramnolipideos. Isso ocorre porque niveis reduzidos de nitrogénio
direcionam o metabolismo celular para a producdo de metabdlitos secundarios e acimulo de
lipideos dentro da célula (ABDEL-MAWGOUD et al. 2011). Embora P. aeruginosa seja capaz
de metabolizar varias fontes de nitrogénio, como aménia e aminoacidos, por exemplo, muitos
estudos afirmam que o nitrato é a melhor fonte para a inducao da producdo de ramnolipideos
(GUERRA-SANTOS et al., 1984; MA et al., 2016), pois possui uma assimilacdo mais lenta,
devido a reducdo do nitrato a nitrito e depois a amonia, simulando desta maneira uma condi¢ao
limitante de nitrogénio. Além disso, P. aeruginosa utiliza nitrato como aceptor final de elétrons
em condicgdes anaerdbias ou microaerobias, provocando dessa maneira a escassez de nitrogénio
no meio de cultivo (BARBER et al., 2000; ROSA, 2008; BHARALI et al., 2011; ONWOSI, et
al., 2012; ZHU et al., 2012).

Além da limitacdo de nutrientes, a escolha da fonte de carbono é primordial no processo
de producéo desses biossurfactantes, pois, esse € um dos principais fatores que tem impedido a
producdo em larga escala e a comercializacdo dos ramnolipideos, devido aos altos custos do
processo associados ao uso de substratos caros (OLIVEIRA, 2010; CECCATO, 2013). Para
superar tais obstaculos e poder competir com os surfactantes sintéticos no mercado, é necessario

a busca de substratos baratos e micro-organismo eficazes na producéo de biotensoativos

(RIKALOVIC et al. 2011).
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Pseudomonas aeruginosa € extensivamente relatada como produtora de biossurfactante
ramnolipidico a partir de fontes renovaveis e de baixo custo, como residuos de industria de 6leo,
glicerol, &gua residuais de agroindustrias, melago de cana, milhocina, soro de leite, e efluentes
ricos em amido, 0 que o0 torna um micro-organismo promissor para a produgdo em larga escala
de ramnolipideos (FILHO, 2009; MA et al., 2016; SANTOS et al., 2016). Varios tipos de
residuos industriais, como da inddstria agricola e do biodiesel, por exemplo, sdo considerados
substratos promissores para a producdo de biossurfactantes, pois sdo renovaveis e seu

reaproveitamento pode contribuir para a reducdo da poluicdo ambiental (DAMIAO, 2012).

Dentre os residuos industriais, o glicerol, subproduto da producdo do biodiesel, é uma
fonte de carbono altamente assimilavel por bactérias e leveduras, e pelo fato de ser um substrato
de origem renovavel e de grande disponibilidade, torna-se uma alternativa ecologicamente
viavel e bastante promissora do ponto de vista econémico, com grande potencial para uso em
processos biotecnoldgicos na obtencdo de produtos de alto valor agregado. (SOUSA et al.,
2014). Dessa maneira, o glicerol tem sido usado em muitas pesquisas como fonte de carbono
para a producao de biossurfactantes (SOUSA et al., 2008; SILVA et al., 2011; RIKALOVIC et
al., 2012; MOUSSA et al., 2014).

A razdo Carbono-Nitrogénio (C/N) é outro pardmetro extremamente sensivel que
influencia consideravelmente a producdo de ramnolipideos (FILHO, 2009) logo, é possivel
encontrar na literatura varios estudos que procuram otimizar a razdo C/N no meio de cultivo,
buscando a melhor condigéo de producéo de biossurfactante para cada linhagem. Em alguns
casos, ha uma linearidade entre o aumento da razdo C/N e a produgédo de ramnolipideos
(PRIETO, 2007), por outro lado, ha estudos em que € visto uma relacao inversa (SOUSA et al.,
2014). Valores oOtimos de razdo C/N de 18 (GUERRA-SANTOS et al., 1984), 10
(ABOUSEOUD et al., 2008), 20 (RAZA et al., 2007), 55 (MONTEIRO, 2007), 100 (PRIETO,
2007), 12 (SILVA et al., 2011) e 20 (MA et al, 2016) séo reportados na literatura, mostrando
gue ndo ha um consenso sobre razdo C/N ideal para a producdo de ramnolipideos, pois é um
fator que depende da linhagem de P. aeruginosa utilizada e das fontes de carbono e de
nitrogénio. Sendo assim, cada pesquisa que envolva a producdo de ramnolipideos, deve
investigar a razdo C/N mais adequada para o aumento da produtividade (FILHO, 2009).

Além dos fatores nutricionais, fatores fisicos tais como temperatura, pH e agitacao
podem também influenciar a sintese de ramnolipideos por P. aeruginosa (SOUSA et al, 2011,
JAMAL et al.,, 2014). A temperatura que tem se mostrado ideal para a producdo de

ramnolipideos é por volta de 30°C £ 2, enquanto que os valores de pH mais utilizados estéo
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entre 6 e 7 (SILVA et al., 2010; PINZON-GAMEZ, 2009; SOUSA et al., 2014; BHARDWAJ
etal., 2015). Como P. aeruginosa é uma bactéria aerobica, a agitacdo € considerada crucial para
a formacdo de biossurfactante. A velocidade da agitacéo afeta a eficiéncia de transferéncia de
massa e de oxigénio no meio, e na literatura é possivel encontrar relatos de que o aumento da
agitacdo, para valores entre 150 rpm e 250 rpm, resultou no aumento da producdo de
ramnolipideos (MOUSSA et al., 2014; ZHU et al., 2013).

3.4 Extracdo de Ramnolipideos

Métodos de recuperagdo como a precipitacdo acida, extracdo liquido-liquido, extracdo
em fase sélida, e adsor¢do em carvéo ativado tém sido mencionados na literatura e aplicados
para a recuperacdo de biossurfactantes (HEYD et al., 2008; SOUSA et al., 2014; BEHRENS et
al., 2016). Contudo, alguns fatores importantes devem ser levados em consideracdo para que a
escolha de um método adequado de recuperacdo seja feita, tais como: (1) a natureza do
composto, ou seja, se ele é soltvel em agua ou ndo, anidnico ou ndo idnico, intracelular ou
extracelular, (2) o custo associado com o método de extragdo, que aumenta o pre¢o do produto
final, (3) a finalidade proposta para o produto final, que influencia o nivel de pureza requerida,
e (4) a adaptabilidade do método a um determinado processo de fermentacdo industrial
(OLIVEIRA, 2010; ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

Na recuperacdo de ramnolipideos a precipitacdo acida e a extracdo liquido-liquido sdo as
técnicas mais empregadas e descritas na literatura (SOUSA et al., 2014: BHARDWA\] et al.,
2015; ERAQI et al., 2016; SANTOS et al., 2016). A precipitacdo em meio acidificado foi uma
das primeiras maneiras utilizadas para a recuperacao de ramnolipideos, empregada por Jarvis e
Johnson (1949). Nesta técnica o meio de cultura livre de células é acidificado, geralmente com
H2SO4 ou HCI, a um pH final entre 2 e 3, neutralizando as cargas negativas dos ramnolipideos,
tornando-os menos solUveis em fase aquosa. Apds um periodo de espera de 12 horas a 4°C o
precipitado é recolhido por centrifugacdo e ressuspenso em um tampdo apropriado, agua
(SOUSA et al., 2014), ou em um solvente. As vantagens de tal processo é que ndo envolve
instrumentos ou aparelhos complexos, além de possuir um custo baixo e ser eficiente na
recuperacdo do biossurfactante bruto (MUKHERJEE et al, 2006; HEYD, 2008; OLIVEIRA,
2010).
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Os solventes mais utilizados sdo cloroformio-metanol (SARIN e SARIN, 2008; SILVA
et al., 2010; MA et al., 2016), porém, sulfato de aluminio (SCHENK et al., 1995), acetato de
etila (YIN et al., 2009), acetona (ABOUSEOUD et al., 2008) e diclorometano (JOSHI et al,
2008) também sdo usados. Geralmente, 0 processo de extracdo apresenta maior rendimento
quando é realizado apds a precipitacdo acida. As vantagens encontradas em processos de
extracdo com solvente organico sdo a eficiéncia na recuperacdo do biossurfactante e em sua
purificacdo parcial. Uma desvantagem s&o os custos elevados do processo por conta dos
solventes (MANO et al. 2008; OLIVEIRA et al., 2010).

3.5 Glicerol bruto como substrato para a producao de bioprodutos

O glicerol bruto é um subproduto gerado a partir da transesterificacdo de dleos vegetais
ou de gordura animal na producéo do biodiesel (NICOLO et al., 2014). No Brasil a producéo
de biodiesel cresceu de 736 milhdes de m® em 2005 para 3.503,873 milhdes de m® em 2016
(BRASIL, 2016), aumentando consequentemente quantidade de glicerol gerado, que
corresponde a cerca de 20 % do biodiesel produzido, despertando uma crescente preocupagédo

com relacdo a sua disposi¢édo final (QUISPE et al., 2013).

Sendo assim, devido ao seu alto teor energético, diferentes pesquisadores tém
investigado a bioconversdo do glicerol, especialmente do glicerol bruto que possui um baixo
valor comercial, em varios produtos de valor agregado (ADNAN, et al., 2014). Outras
vantagens da utilizacdo do glicerol como fonte de carbono sdo sua origem renovavel e sua

facilidade de ser assimilado por diversos micro-organismos (SOUSA et al., 2014).

Na literatura é possivel encontrar varios estudos onde a producao de ramnolipideos é
realizada através da utilizagao de glicerol como fonte de carbono. Wei et al. (2008) encontraram
no glicerol uma fonte de carbono com rendimento comparavel a glicose para producao de RL2
por Pseudomonas aeruginosa J16. Da mesma forma, Kumar et al. (2012), Sousa et al. (2014),
Santana-filho et al. (2015), Hassan et al. (2016), Eragi et al., (2016) e Deepika et al. (2016) séo
alguns dos trabalhos em que o glicerol também foi usado como recurso para a produgéo de
ramnolipideos, mostrando a importancia de tal substrato, cujas vantagens mencionadas
anteriormente, fazem do mesmo uma alternativa para que a producdo em larga escala desses

biossurfactantes possa se tornar viavel.
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Além dos biossurfactantes, produtos como 1,3-propanodiol, acido propi6nico, acido
glicérico, acido citrico, acido hidroxipiravico, polihidroxialcanoato, e pigmentos tém sido
produzidos a partir do glicerol bruto (KUMAR et al., 2012). Ainda, por possuir um elevado
grau de reducdo, o glicerol assimilado pelos micro-organismos também pode gerar compostos
reduzidos como o sucinato, etanol, xilitol e propionato, em rendimentos altos quando

comparados aos agucares como fonte de carbono (SILVA, 2010).

Neto (2009) relata que existem varios estudos com Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii, Clostridium butyricum e C. acetobutilicum, que sdo capazes de converter o glicerol
bruto em de 1,3 propanodiol, (1,3PD), composto amplamente empregado para producdo de
polimeros do tipo politrimetileno tereftalatos (PTT), conhecido por suas propriedades elasticas

e empregado amplamente na fabricacao de resinas e tintas aquosas.

Os exopolissacarideos (EPSs) sdo biopolimeros que também podem ser obtidos por
meio da fermentacdo do glicerol bruto. So sintetizados por bactérias, fungos e leveduras, e
possuem a propriedade de formar solugdes viscosas em meio aquoso ou geis, e sdo aplicados

na inddstrias de alimentos, farmacéuticas e petroquimicas (BARRETO, 2011).

Outro produto de grande interesse que tem ganhado a atencéo de muitos pesquisadores
é 0 gas hidrogénio produzido por meio da digestdo anaerdbia do glicerol bruto, sendo uma
alternativa promissora a aplicacdo deste biogas como energia limpa (CHOOKAEW et al.,
2015). A dihidroxiacetona (DHA), amplamente utilizada na industria farmacéutica e quimica,
os (Poli) hidroxialcanoatos, que possuem propriedades termoplasticas, biocompativeis e
biodegradaveis, sdo outros exemplos de bioprodutos de interesse industrial que podem ser

obtidos atraves do reaproveitamento do glicerol bruto (ITO el al., 2005).

3.6 Hidrolise enzimatica de material lignocelulésico: adicédo de tensoativos

O material lignocelulésico possui, em maior parte na sua composicao, celulose, hemicelulose
e lignina (Figura 3.3), podendo variar o percentual destes compostos dependendo da fonte
lignocelulosica utilizada (GOUVEIA et al., 2009; WANG, et al.,2012).
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Figura 3. 4 Componentes do material lignoceluldsico
Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2012)

A celulose é o principal constituinte de paredes celulares de plantas, proporcionando
resisténcia e rigidez. A cada ano as plantas sintetizam 10*! toneladas de celulose, fazendo desse
polimero um dos compostos mais abundantes da biosfera. A estrutura da celulose é formada
por polimeros lineares de milhares de unidades de D-glicose com ligagdes B (1-4)-glicosidicas
(NELSON & COX, 2014). A poliose ou hemicelulose € formada por agucares como glicose,
manose e galactose (pentoses) e xilose e arabinose (hexoses), e se apresentam na forma de
polimeros ramificados de menor massa molar que a celulose (HU et al., 2012). A lignina é uma
polimero rigido formado por unidades de fenilpropano que original uma macromolécula
tridimensional e amorfa (FERRAZ, 2001).

O processo de hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos é conduzido através da
acdo combinada de enzimas, incluindo trés grandes grupos de celulases: as endoglucanase, que
atacam as regides de baixa cristalinidade na fibra de celulose criando extremidades de cadeia
livre, as exoglucanase ou celobiohidrolase, que degradam a molécula pela remocao de unidades

de celobiose das pontas das cadeias livres, e as f-glicosidase, que hidrolisam a celobiose para
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produzir glicose (Figura 3.4), que por sua vez pode ser utilizada em processo de bioenergia
(WANG etal., 2011).

. Celulose

s

Endoglucanase
NS, L~
Exoglucanase
Celobiose Glicose Glicose

> P -

Og\, — @

p-glicosidase

Figura 3. 5 Acdo catalitica do complexo celulase
Fonte: Adaptado de OGEDA e PETRI (2010)

No entanto, ha alguns fatores que limitam o processo de degradacdo da celulose em
acucares fermentéveis, resultando na diminuigéo da taxa de hidrolise durante o processo (YU
et al., 2012). A alta cristalinidade da celulose € uma das barreiras que impedem a rapida
conversdo da celulose, pois dificulta a acdo das enzimas. Outra limitagdo do processo de
hidrolise enzimatica ocorre devido a adsorcdo das celulases no substrato lignoceluldsico,
dificultando o retorno das enzimas para o meio reacional (MENEGOL et al., 2014). Além disso,
a presenca da lignina também é outro fator limitante, pois cria uma barreira fisica que dificulta
a acessibilidade das enzimas ao substrato, além de bloquear a remocéo das celulases a partir da
cadeia de celulose. As enzimas também podem se adsorver improdutivamente a lignina,
reduzindo a hidrolise produtiva do substrato (FENG et al., 2013). Devido a tais fatores, o tempo
necessario para alcancar a conversdo suficiente aumenta, juntamente com a necessidade de
adicionar grandes quantidades de celulases para acelerar o processo, encarecendo, dessa

maneira, o custo da sacarificacdo (ZHANG et al., 2009).

Todavia, estudos tém mostrado que a adicdo de agentes tensoativos na hidrolise
enzimatica tem diminuindo a adsor¢do das enzimas a celulose e a lignina prevenindo-as da

inativagédo, e consequentemente facilitando a dessor¢do das mesmas para 0 meio reacional,
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aumentando significativamente a conversdo enzimatica da celulose em acUcares redutores
(ERICKSSON ET AL., 2002; TU e SADDLER, 2010; WANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2009).

De acordo com Zhou et al., (2015), o efeito positivo da adicdo de tensoativos na hidrolise
enzimatica de biomassa lignoceluldsica deve-se pela prevencao da adsor¢do nao produtiva de
celulases para a fracdo de lignina, o que aumenta a quantidade de enzimas livres beneficiando
a hidrolise do substrato de celulose. Além desse, outros mecanismos tém sido propostos e
investigados para o efeito estimulador de tensoativos sobre a hidrdlise da celulose, tais como:
0s tensoativos podem atuar sobre a membrana celular causando libertagédo das enzimas, agentes
tensoativos podem aumentar a estabilidade da enzima e evitar a desnaturacdo destas durante a
hidrolise, e/ou tensoativos podem afetar a estrutura do substrato e torna-lo mais acessivel para
a hidrolise enzimatica (WANG et al., 2011).

Cao e Aita (2013) adicionaram os surfactantes Tween 80, Tween 20, PEG 4000 ou PEG
6000 em combinacdo com hidroxido de aménio para o pré-tratamento do bagaco de cana de
acucar, que posteriormente sofreu hidrélise enzimatica. Os resultados indicaram que o0s
prétratamentos com PEG 4000 e Tween 80 favoreceram maiores taxas de digestibilidade da
celulose, 62% e 66%, e rendimentos de etanol, 73% e 69%, respectivamente, quando
comparados aos pré-tratamentos apenas com aménio ou agua. Os autores afirmam que a
digestibilidade melhorada da biomassa quando houve a adi¢do dos surfactantes pode ser

atribuida a delignificacdo e a reducgéo da cristalinidade da celulose.

No entanto, como citado anteriormente, os tensoativos quimicamente sintetizados, tais
como os Triton, Tween e PEG, ndo sdo biodegradaveis e apresentam toxicidade para 0 meio
ambiente, e portanto, ndo séo adequados para utilizacdo em larga escala. Biossurfactantes, por
outro lado, ndo sdo toxicos, possuem alta especificidade, biodegradabilidade e
biocompatibilidade, sendo os mais adequados para a utilizacdo biotecnoldgica (ERICKSSON
etal., 2002; FENG et al., 2013).

Recentemente, tem-se verificado que os ramnolipideos sdo aditivos eficazes que podem
otimizar o processo de degradacdo de biomassa lignocelulésica, contribuindo assim, para a
diminuicdo dos custos do processo pela diminuicdo da quantidade de enzimas (LIU et al., 2012;
ZHANG et al., 2015). Estudos realizados por Liu et al. (2006) e Zhang et al. (2009) relataram
a atividade de ramnolipideos estimulando a taxa da hidrélise de palha de arroz e reduzindo a
necessidade de grandes quantidade de celulases pelo seu reciclo. A melhoria da producdo de
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celulases e xilanases de Penicillium expansum através da adicdo de biossurfactante
ramnolipidico foi também confirmada por Wang et al (2011). Os autores afirmam que o
ramnolipideo aumentou a atividade das celulases de 25,5% para 102,9%, e protegeu a celulase
da degradacdo inativagcdo. HOU et al (2017) obtiveram aumento de 65,22 e 44,65% na liberacéo
de glicose, em relacdo ao controle, apds a adicdo de di-ramnolipideo e uma mistura de

ramnolipideos, respectivamente, na hidrolise de palha de arroz.

3.7 Papel de escritorio descartado, papel jornal e eucalipto como materiais

lignocelul6sicos

O Brasil ¢ 0 4° maior produtor de papel no mundo, com uma producdo anual de
10.260.000 toneladas (DEPEC, 2016). Desse total, grande parte se refere a papel de escritério.
Entre janeiro e fevereiro de 2014 o pais produziu 422.000 toneladas de papel de escritério, dos
quais 262 mil foram destinadas as vendas domésticas (BRACELPA, 2014). O Brasil €
autossuficiente na fabricacédo de papel, porém ainda € dependente da importacao de papel Jornal
(DEPEC, 2016). Atualmente, o consumo brasileiro de papel jornal é de cerca de 540.000
toneladas por ano, sendo que a producdo local € 128.000 toneladas (BRACELPA, 2014,
GAMBARATO et al., 2015).

A elevada producdo e consumo de papel ocasiona, por conseguinte, uma elevada geracdo de
residuos no meio, e uma das maneiras utilizadas para a gestdo de tais residuos tem sido a
reciclagem. Entretanto, as fibras que constituem o papel perdem suas caracteristicas
fisicoquimicas durante os varios processos de reciclagem, ou seja, chega um momento em que

a qualidade desse material ndo é mais adequada para a reciclagem (BRASIL, 2017).

Sendo assim, residuos de papel sdo particularmente atraentes como matéria-prima
lignoceluldsica para geracdo de moléculas fermentesciveis (glicose, xilose) e producdo de
diversos produtos, além de ser uma alternativa eficiente para gestdo desses residuos (DUBEY
et al., 2012). O papel de escritério possui a vantagem de apresentar pouca lignina na sua
composicgdo, devido a utilizagdo dos alvejantes quimicos usados para 0 branqueamento do papel
gue extraem quase totalmente a lignina, favorecendo desta maneira o processo de hidrélise
(FENG et al., 2013; SOUZA et al., 2016).
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A ideia do aproveitamento dos carboidratos provenientes do papel vem crescendo ao
redor do mundo, e trabalhos tém sido publicados sobre o tema. Wang et al. (2012) afirmam que
a partir de varios residuos de papel, como por exemplo, jornal, revista, papeldo e papel de
escritério, pode-se produzir etanol com um desempenho econdémico melhorado de forma
significativa, com a reducdo de até 25% no preco de venda do etanol, tornando-se uma

alternativa economicamente competitiva.

Papel jornal e papel de escritdrio descartados foram avaliados quanto ao potencial para
serem usados como matérias-primas renovaveis para a producdo de aclcares fermentaveis
através da hidrolise enzimatica de suas fracbes de celulose, e os resultados da pesquisa
mostraram que o substrato de papel de escritério apresentou 4,8 vezes mais rendimento de

acucar em relacdo ao jornal (CHU e FENG, 2013).

Brummer et al. (2013) avaliaram diferentes tipos de residuos de papel, em termos de
composicdo e utilizacdo, para utilizacdo no processo de hidrdlise enzimatica. Dentre os residuos
testados (papel offset, papel cartdo, papel reciclado, papel offset fosco), rendimentos de 24.4 +
1.3% sem pré-tratamento, e 48,3 + 2,7% com pré-tratamento foram obtidos na hidrolise do
papeldo. Subhedar et al. (2015), obtiveram uma concentragéo de 11,6 g/L e 27,6 g/L de agucares
redutores a partir da hidrdlise enzimatica de residuos de jornal, com e sem tratamento com

ultrassom, respectivamente.

No Brasil, pesquisas que utilizam o papel como material lignocelulésico também tém
sido realizadas. Gouveia e Mota (2016) estudaram os efeitos da variacdo da carga enzimatica,
do aumento do tempo de hidrolise e da massa de substrato sobre a formagdo de glicose na
hidrolise enzimatica de residuos de papel de escritorio, apds pré-tratamento quimica ou fisico.
Como resultado, apds 24h de hidrdlise, obtiveram a recuperacdo de 23 g/L de glicose a partir
de 3,75 g de papel pré-tratado quimicamente, e com a menor quantidade enzima proposta no
trabalho (5,2 FPU/q).

Ainda, Lima et al. (2015) encontraram no papel sulfite descartado uma matéria-prima
promissora para a producdo de etanol por Spathaspora passalidarum HMD 14. Apds
prétratamento com &cido sulfurico diluido e hidrélise enzimatica de 8 g de papel, foi obtido um
rendimento de 42 g/L de glicose e 8 g/L de xilose, que fermentados pelo micro-organismo

geraram uma concentracdo de 13 g/L do biocombustivel.

Em outra pesquisa, uma concentracdo de 3,45 g/L de etanol foi produzida por

Spathaspora passalidarum a partir de 8,45 g/L de glicose e 9,27 g/L de xilose, provenientes da
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hidrolise acida de papel de escritorio descartado (ROCHA et al., 2016). Tais resultados mostram
0 potencial presente no papel como biomassa lignoceluldsica para a geracdo de agucares

fermentéaveis.

Outra variedade de biomassa lignocelulésica que tem sido explorada como potencial
fonte de geracdo de agucares fermentaveis e producdo de energia, € o eucalipto, que se destaca
por causa de sua alta produtividade e adaptabilidade ao clima brasileiro em compara¢do com
outras espécies de madeira (MCINTOSH et al., 2016). O Brasil conta com seis milhdes de
hectares de florestas plantadas, principalmente de eucalipto, a principal matéria-prima florestal
do pais (CARVALHO et al., 2016; BRASIL, 2017).

O eucalipto representa a principal fonte de madeira para as cadeias produtivas de
importantes segmentos industriais do pais, como os de celulose e papel, painéis reconstituidos,
moveis, siderurgia e carvao vegetal, energia e produtos sélidos de madeira (FOELKEL, 2016).
Nos processos de industrializacdo do eucalipto realizados por essas industrias, ha a geracdo do
cavaco, um residuo constituido por pequenos pedacos de madeira, que apresenta grande
potencial para reaproveitamento como fonte de lignocelulose, pois € sustentavel e de baixo
custo (IMA, 2017).

Na literatura cientifica alguns estudos tém sido descritos onde o eucalipto é utilizado
como fonte lignocelul6sica, todavia, no Brasil ndo ha muitos registros do uso dessa biomassa
como fonte de agucares fermentaveis. Mclntosh, et al. (2016), estudaram Eucalyptus grandis
como matéria-prima lignocelulésica, onde um rendimento de 51,3% de glicose foi alcancado
com a sacarificacdo de 159 de residuos do Eucalipto, em escala laboratorial. Em escala piloto,
usando 1,5Kg, os autores observaram um rendimento de 63,3% de glicose. Martin et al. (2014)
obtiveram rendimento de 46,7% de glicose e 73,4% de Xxilose ao realizarem a hidrélise
enzimatica de Eucalyptus globulus. Yu et al. (2012) investigaram o rendimento de xilose apds
a hidrolise em &gua quente de bagaco de sorgo e madeira de eucalipto (20 g). Nas condic¢des
Otimas em reator agitado, a recuperacdo de xilose para a madeira de eucalipto (84,4%) foi 28,8%
maior do que para o bagaco de sorgo (de 55,6%). Tais estudos mostram que o eucalipto é um
recurso lignoceluldsico promissor que pode gerar acucares fermentaveis e etanol de segunda

geracdo, entretanto, mais pesquisas na area, especialmente no Brasil, sdo necessarias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos

As linhagens de Pseudomonas aeruginosa utilizadas neste trabalho foram a UFPEDA
569, pertencente a Colecdo de Culturas de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco, e a TGC 01 pertencente a biblioteca do Laboratorio
de Microbiologia Ambiental (LAMA) da Universidade Federal da Paraiba. Ambas foram
mantidas a 5°C em TSA - Tryptone Soya Agar (peptona de caseina 15 g/L, peptona de farinha
de soja 5 g/L, cloreto de sodio 5 g/L, agar 15 g/L).

4.2 Pré-tratamento do glicerol bruto

O glicerol bruto, obtido no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE),
foi submetido a hidrolise acida com H2SO4 concentrado (98 % m/m), a temperatura ambiente,
até atingir pH 2. Posteriormente foi transferido para um funil de separacdo onde permaneceu
por 24 horas para que houvesse a separacdo das fases glicerinosa e de acido graxo. A fase

glicerinosa foi usada como fonte de carbono na formulacéo dos meios de cultura.

4.3 Preparo do indculo

Os inoculos foram obtidos a partir da transferéncia de um tubo de cada linhagens para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo nutritivo (extrato de carne 3 g/L,
peptona 5 g/L). Os frascos foram incubados em mesa agitadora (Tecnal, TE-422) a 30°C e 150

rpm, durante 24 horas.

4.4 Condicdes de cultivo para a producdo de biossurfactante

Suspensdes de 5% V/V dos indculos foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 500
mL com 95 mL dos meios de cultura M1 (1,36 g/L KH2PO4, 1,42 g/L K2HPOa, 50 mg/L
MgS04.7H20, 3 mg/L FeSO4.7H20, 0,039 mg/L CuSO4.5H,0, 0,021 mg/L ZnCl,, 10 mg/L
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CaClz, 1,54 mg/L MnSQO4.H20, 0,041 mg/L CoCl..6H20, 0,025 mg/L Na;Mo00..2H,0)
(PATEL e DESAI 1997) e M2 (1 g/L KoHPO4:KH2PO4 (2:1), 0,5 g/L MgS04.7H20) (ABALOS
et al. 2002). Em ambos os meios, foi utilizado glicerol, bruto (M1B e M2B) ou comercial (M1C
e M2C), e NaNOz nas concentracdes de 40 e 4 g/L, respectivamente. O pH foi ajustado para 7,0
+ 0,2 usando HCI. Os cultivos foram realizados na mesma temperatura e agitacdo da etapa do
inoculo. Todo o volume da suspensdo microbiana, apos 96 horas de cultivo foi centrifugado a
10.000 rpm por 15min, e o caldo livre de células foi utilizado para a determinacao do glicerol,
pH, tensdo superficial, indice de emulsificagdo, ramnose, bem como para a extracdo do

biossurfactante.

Para a defini¢do da razdo carbono/nitrogénio e da agitagéo foi aplicado um planejamento
fatorial 22, cujos fatores e niveis sdo apresentados na Tabela 4.1. O célculo da razdo C/N foi
baseado na determinacdo da quantidade de nitrogénio presente no nitrato de soédio (NaNO3) e
de carbono presente no glicerol bruto (CsHgOs), que corresponde a 16,5% e 39,1%,

respectivamente.

Tabela 4. 1 Fatores e niveis do planejamento fatorial 22
Ensaio C/N Agitacdo X; X»

(rpm)
1 12 100 1041
2 24 100 1 -1
3 12 150 11
4 12 150 -1 1

Estudos cinéticos foram realizados utilizando-se inéculos de 5 e 10% V/V usando-se
frascos Erlenmeyer de 500 mL, mas reduzindo o volume do meio para 47,5 e 45 mL,
respectivamente. Nesta etapa foi utilizado o meio de cultura selecionado na etapa inicial.
Amostras foram retiradas em intervalos de 24 horas. Todos os cultivos, de todas as etapas,

foram realizados em duplicata.

4.5 Extracdo do biossurfactante

O biossurfactante foi extraido do meio de cultura apdés a remocdo das células por
centrifugagdo (10.000 rpm por 15 min). O pH do sobrenadante foi ajustado para 2 utilizando

uma solucéo de HCI 5,0 M, e um volume de cloroférmio:metanol (2:1) igual ao do sobrenadante
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foi adicionado. A mistura, colocada em um funil de separacdo, foi agitada vigorosamente e
deixada em repouso durante 20 minutos para a separacdo das fases. A fase organica foi
removida e o procedimento foi repetido mais duas vezes (COSTA et al., 2009). O
biossurfactante foi concentrado, a partir das fases organicas agrupadas em um béquer, usando
uma chapa a 60°C por 4 horas. O produto viscoso, formado apds a evaporacao dos solventes,
foi dissolvido em 50 mL de agua destilada. Para a caracterizacdo do biossurfactante por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Neste caso, a remogdo dos solventes foi realizada
usando-se um evaporador rotativo (TE-210, Tecnal) a 50°C e o produto viscoso produzido foi

dissolvido em cloroférmio.

4.6 Métodos analiticos

4.6.1 Biomassa

A concentracdo da biomassa celular foi determinada por gravimetria. Foram utilizadas
membranas de acetato de celulose 0,2 um, previamente taradas, para a quantificagdo da

biomassa no inicio e no fim dos cultivos, apds secagem em estufa a 80 °C por 24 horas.

4.6.2 Quantificacdo do glicerol e da glicose

As concentracao de glicerol e da glicose foram determinadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), em um sistema equipado com uma bomba quaternaria com
degaseificador, um forno para controle da temperatura da coluna, a 40°C, e um detector por
indice de refracdo (Shimadzu Corporation - Kyoto, Japan). Foi utilizada uma coluna de troca
ibnica (300 mm x 7.8 mm) com particulas de 9 um (Aminex® HPX-87H, Bio-Rad, USA), e a
fase mével empregada foi &gua ultrapura acidificada com eluicdo isocratica de H2SO4 5 mM a
uma vazdo de 0,6 mL/min. O tempo de corrida foi de 15 minutos e o volume de injecéo de cada
amostra foi de 20 pL. O coeficiente de determinagdo (R?) das curvas de calibracéo do glicerol

e da glicose foram maiores que 0,999.

4.6.3 Quantificacdo de ramnose
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A concentracdo de ramnose foi determinada pelo método colorimétrico usando acido
tioglicolico (RAHMAN et al., 2002). O método consiste em adicionar 4,5 mL de acido sulfarico
diluido (6:1) a 1mL do caldo livre de células, em tubos, e agitar vigorosamente por 1 minuto.
Em seguida a mistura deve ser aquecida a 100°C por 10 minutos e resfriada a temperatura
ambiente. O volume de 0,1 mL de solucdo de acido tioglicolico 3% recém preparada é
adicionada a mistura, que é guardada em um local com auséncia de luz, durante 3 horas. A
absorbancia ¢ medida a 400 e 430 nm. A concentracdo de ramnose é determinada a partir da
diferenca entre os dois comprimentos de onda, usando-se uma curva de calibracéo, previamente
preparada usando diferentes concentracdes de L-ramnose (Sigma). A diferenca entre os dois
comprimentos de onda € realizada porque o valor de absorbancia obtido na leitura de 430 nm
indica a interferéncia de outros agticares. O coeficiente de determinacio (R?) da curva foi maior
que 0,998.

4.6.4 Tensdo superficial e concentragdo micelar critica

A tenséo superficial do caldo livre de células foi determinada pelo método do anel, usando um
Tensiémetro sigma 700 (KSV Instruments LTD - Finland) (SILVA et al., 2014). As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente, em triplicata, e o equipamento foi calibrado com agua
destilada. A concentracdo micelar critica (CMC) foi obtida a partir da determinacao da tensédo
superficial de solucdes de concentragdo conhecida do biossurfactante bruto. Para tanto, foram
realizadas dilui¢cdes sucessivas de uma solugdo concentrada do biossurfactante. A CMC foi
determinada pelo ponto de inflexdo da curva obtida plotando-se a tensdo superficial versus o

log 10 da concentragdo de ramnose.

4.6.5 Indice de Emulsificagio (E24) e Estabilidade do biossurfactante

A atividade emulsificante foi avaliada atraves da mistura de 2 mL do meio de cultura livre de
células e 2 mL de 6leo lubrificante de motor (marca Capella), em tubos de ensaio. Os tubos
foram agitados vigorosamente por 1minuto e deixados em repouso durante 24 horas. Apos esse
periodo foram realizadas as medicGes das alturas das emulsdes e o indice de emulsificacdo foi
calculado pela razéo entre a altura da camada de emuls&o e a altura total multiplicado por 100
(COOPER & GOLDEMBERG, 1987). A estabilidade do biossurfactante foi testada pela
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medida do indice de emulsificacdo da solucdo do biossurfactante bruto (2 mL) apos ser

submetida as condicGes da hidrolise enzimatica, pH 4,8 e 50°C durante 4 horas.

4.6.6 Caracterizacao do biossurfactante

Os espectros de RMN foram realizados usando um espectrémetro Varian Unity Plus operando
a 300 MHz e 75 MHz para nucleos H-1 e C-13, respectivamente. Os espectros em CDCI3 foram
atingidos: 'H, 3C, H-'H COSY, H-C HMQC e 'H-¥C HMBC. Inicialmente, a amostra
foram dissolvida em CHClIs. A amostra analisada continha uma mistura de CHC13 e CDC13.
Em seguida, obteve-se o espectro de RMN de *H utilizando a sequéncia PRESAT, para
minimizar o sinal atribuido ao cloroférmio. O espectro de RMN de 'H foi realizado utilizando
tempo de aquisicdo igual a 1,7 s, atraso de relaxamento igual a 2,0 s, janelas espectrais iguais a
4,8 kHz, impulso de RF a 90 ° e 16 repeticdes. O espectro de *C RMN foi realizado usando
tempo de aquisicao igual a 0,86 s, atraso de relaxamento igual a 1,0 s, janelas espectrais igual a
18,9 kHz, pulso de 45 ° RF e 2000 repeticdes. O espectro foi processado utilizando um
alargamento de linha igual a 0,5 Hz. Os espectros de RMN 2D foram realizados considerando

e igual a 140 Hz e ®Jcn igual a 8,0 Hz.

4.7 Calculo das produtividades

A produtividade volumétrica de biomassa (Px), expressa em mg/L.h, foi calculada a

partir da equacao (4.2).

_ X[-Xo

Px ==5 (4.1)

Onde:
Xt e Xo sdo os valores de biomassa no tempo final e inicial, respectivamente; t equivale

ao tempo de cultivo, no caso 96 horas.

A produtividade volumétrica de biossurfactante (Pp), expressa em mg/L.h, foi calculada

de acordo com a equagéo (4.3).
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__ Pf-Pa

t (4.2)

Onde:
Po e Pfséo as concentraces inicial e final de biossurfactante, respectivamente; t equivale a
96 horas.

4.8 Aplicacéo do biossurfactante na hidrdélise enzimatica

Foram utilizados como biomassa lignoceluldsica, papel de escritorio descartado (PED -
57% m/m de celulose, 15% m/m de hemicelulose, 3% m/m de lignina total), papel jornal (JO -
47% m/m de celulose, 18% m/m de hemicelulose e 18% m/m de lignina total) (MOTA et al.,
2016), e cavaco de eucalipto (CE - 62% de celulose, 4% m/m de hemicelulose, 32% m/m de
lignina total) (AMERICAN BIOMASS TECHNOLOGIES).

O papel de escritério descartado e o papel jornal foram coletados no Laboratério de
Bioprocessos e Bioprodutos (UFPE), e cortados em circulos de 0,5 cm usando um furador de
papel. O cavaco de eucalipto, pré-tratado com explosédo a vapor (STEX 200 - America Biomass
Technologies a 205°C durante 5 min), foi fornecido pela America Biomass Technologies (Sdo
Paulo, Brasil).

As hidrdlises enziméticas foram realizadas utilizando 0,2 g de material lignocelulésico
e 4 mL de um tampédo de citrato de sédio (pH 4,8; 50 mM), contendo o biossurfactante.
Hidrolises enzimaticas sem o biossurfactante (controle) ou substituindo este pela mesma
quantidade de surfactantes quimicos (Tween-80 ou Triton-X) também foram realizadas.
Solucdes de celulases (Cellic Ctecl) foram preparadas no tampao a um concentracdo de 4,9 g/L
(PED: 170 mg/g de celulose, JO: 208 mg/g de celulose, CE: 158 mg/g de celulose). As
hidrélises foram realizadas em banho-maria a 50°C, e ap6s 4 horas as amostras foram filtradas
em membrana 0,45 um de diametro de poro. A determinacdo da glicose formada foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O tipo de material lignocelul6sico e o tensoativo
foram variados de acordo com um planejamento fatorial 32 (Tabela 4.2). Cada ensaio foi

realizado em duplicata.



40

Tabela 4. 2 Fatores e niveis do planejamento fatorial 32

Ensaio Biomassa Tensoativo X; Xz

1 PED Tween-80 -1 -1
2 PED Triton-X -1 0
3 PED Bio -1

4 JO Tween-80 0 -1
5 JO Triton-X 0 O
6 JO Bio 0 1
7 CE Tween-80 1 -1
8 CE Triton-X 1 0
9 CE Bio 1 1

4.9 Analises estatisticas

O Origin para Windows foi utilizado para a analise estatistica dos resultados. Utilizouse
a ANOVA para testar diferencas de pH, crescimento, consumo de glicerol, tensdo superficial
(TS), concentracdo de ramnose e indice de emulsificacdo (E24). Os testes de Tukey foram

utilizados para investigar estas diferencas (p <0,05).

Na hidrdlise enzimética e nas condi¢6es de cultivo foi utilizado o software Statistica 7.0
para calcular os efeitos dos fatores sobre a resposta. No caso da hidrélise enzimatica os fatores
foram o tipo de biomassa e tensoativo utilizados, e a resposta foi a razdo entre a concentracdo
de glicose liberada na hidrélise enzimatica com e sem adicdo de tensoativo. Nas condicdes de

cultivo os efeitos foram a razéo C/N e agitacdo, e a resposta foi a concentracdo de ramnose.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparacao da producéo de ramnolipideos por duas linhagens de Pseudomonas

aeruginosa

Uma selecdo entre as linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGC 01 e UFPEDA 569
foi realizada com o intuito de avaliar qual apresentaria o melhor desempenho quanto a producéo
de ramnolipideo (RL). As duas linhagens produziram ramnose em todos 0s meios utilizados
(M1B, M1C, M2B e M2C), entretanto, a linhagem TGC 01 apresentou as maiores
concentragOes de ramnose (Figura 5.1). A maior concentracdo de ramnose foi observada no
M2B com a linhagem TGC 01. O valor produzido (570 mg/L) foi cerca de 80% maior do que
a maior producdo obtida pela linhagem UFPEDA 569 (115,45 mg/L), quando cultivada no

M2C.

800 -
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Meios de cultura

Figura 5. 1 Produgéo de ramnose por P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569,
utilizando os meios quimicamente definidos e complexos

Os meios minerais, contendo glicerol comercial como fonte de carbono (M1C e M2C),
favoreceram a producdo de ramnolipideo para a linhagem UFPEDA 569 em relacdo aos meios
minerais contendo glicerol bruto como fonte de carbono. Em contrapartida, a linhagem TGC

01 foi capaz de utilizar de forma semelhante todos os meios minerais, independente do glicerol
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ser comercial ou bruto, bem como da composicao dos minerais. A concentracdo de ramnose foi

em media, 523 mg/L.

Varios autores tém reportado menores concentragcdes de ramnose por P. aeruginosa utilizando
glicerol, bruto ou comercial, como fonte de carbono, comparando com a concentracdo, em
média (523 mg/L), observada quando a linhagem TGC 01 foi utilizada no presente trabalho.
Kumar et al. (2012) descreveram a producdo de 422 mg/L de ramnose, ap6s 96 hora, por P.
aeruginosa BS-161R, utilizando glicerol bruto. Prieto (2007) obteve 300 mg/L de ramnose a
partir de glicerol comercial, também com 96 horas de cultivo por uma linhagem de P.
aeruginosa. Moussa et al. (2014) reportaram a producdo de 250 mg/L por P. aeruginosa TMN
usando glicerol comercial como fonte de carbono, apos 7 dias de cultivo.

A linhagem UFPEDA 569, aqui estudada, também foi alvo de pesquisa quanto a sua
capacidade de produzir ramnolipideo por Gouveia et al. (2003). Tais autores relataram a
producéo de 3,5 mg/L de ramnose para a linhagem, em cultivo com glicerol comercial, usando
0 meio mineral proposto por Santa Anna et al. (2002) ((NH4)2SOs, 1.0; KH2PO4, 3.0; MgSOs,
7H20, 0.2.). Em contrapartida, no presente estudo, UFPEDA 569 foi capaz de produzir 54,7 e
115,4 mg/L nos meios com glicerol comercial M1 e M2, respectivamente, inferindo que a
composicdo desses meios minerais, especialmente a fonte de nitrogénio, provavelmente
proporcionou um melhor desempenho para a linhagem do que a composic¢ao proposta por Santa
Anna et al. (2002). Muitos estudos afirmam que o nitrato, presente nos meios M1C e M2C, é a
melhor fonte de nitrogénio para a inducao da producdo de ramnose por P. aeruginosa, enquanto
que o sulfato de amdnia, utilizado por Santa Anna et al. (2002), ndo tem se mostrado uma boa
fonte para a promover a sintese de ramnolipideos (GUERRA-SANOS et al., 1984;
ABDELMAWGOUD et al., 2011; MA et al., 2016). Por outro lado, Filho et al. (2009)
encontraram 468 mg/L de ramnose, apds 96 horas de cultivo com glicerol comercial, por P.
aeruginosa UFPEDA 614.

Além da concentragdo de ramnose, outro fator que deve ser levado em consideragdo na
escolha de uma linhagem que produz ramnolipideo é a eficiéncia do biossurfactante, a qual
pode ser mensurada pela tensdo superficial e indice de emulsificacdo. As tensdes superficiais
dos caldos dos cultivos, livres de células, apds 96 horas, bem como a reducdo da tensdo em

relacdo ao meio de cultura utilizado sdo apresentados nas figuras 5.2 e 5.3, respectivamente.
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Figura 5. 2 Tensdo superficial (TS) dos meios quimicamente definidos e complexos ap6s 96 horas de
cultivo, para P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 5609.
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Figura 5. 3 . Reducéo da tensdo superficial (TS) do meio de cultivo, promovida pelos ramnolipideos
produzidos por P. aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569, utilizando os meios
quimicamente definidos e complexos.

O ramnolipideo produzido pela linhagem TGC 01 nos meios com glicerol bruto (M1B e M2B)
apresentou uma tensdo superficial média de 25 mN/m, enquanto que nos meios com glicerol
comercial (M1C e M2C), a tensao superficial média foi 28 mN/m. Ainda em relacdo a linhagem

TGC 01, a reducdo da tensdo em relacdo ao controle foi cerca de 40 e 56 % para 0s meios com
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glicerol bruto (M1 e M2) e comercial (M1 e M2), respectivamente. Por outro lado, para a
linhagem UFPEDA 569 a tensédo superficial média, para todos os meios (M1B, M2B, M1C e
M2C), foi de 53 mN/m. Houve uma reducédo da tensdo, em relagcdo ao controle, de 15,7% e
19,4% para os meios M1 e M2 contendo glicerol comercial como fonte de carbono,
respectivamente. Entretanto, para os meios com glicerol bruto, ndo houve reducéo da tensao,
indicando que nesta condicdo, a linhagem nédo foi capaz de produzir ramnolipideo em uma

concentracdo suficiente para que houvesse atividade de superficie.

De acordo com Monteiro et al. (2007), os ramnolipideos de P. aeruginosa sao capazes
de diminuir a tensdo superficial para 25 a 30 mN/m, como observado neste trabalho para TGC
01. Os resultados obtidos com esta linhagem sdo comparaveis aos apresentados por Silva et al.
(2010), em que o biossurfactante produzido por Pseudomonas fluorescens UCP 1514 cultivada
em meio contendo glicerol comercial apresentou uma tenséo superficial de 27,6 mN/m. Sousa
et al. (2014) também constataram que P. aeruginosa MSICO02 cultivada em meio com glicerol
bruto produziu um biossurfactante que reduziu a tensao superficial para 29,2 mN/m. Em um
trabalho realizado por Ma et al. (2016) um ramnolipideo produzido por P. aeruginosa DN1
reduziu a tensédo para 25,88 mN/m.

O indice de emulsificacdo (E.4) € outra medida da eficiéncia do biossurfactante. Na
determinacdo deste indice, utilizando os ramnolipideos produzido pela linhagem TGC 01,
houve formacdo de emulséo nos meios contendo glicerol bruto, cujo indice foi 58,2% para M1B
e 55,1% para M2B. N&o houve emulsificacdo do 6leo quando foi utilizado glicerol comercial,
independente do meio de cultura. As amostras dos cultivos com a linhagem UFPEDA 569
também nédo apresentaram emulsificacdo do 6leo em nenhum dos quatro meios de cultura

utilizados (Figura 5.4).
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Figura 5. 4 indice de emulsificagio (E24) obtido pelos ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa
TGC 01, utilizando os meios complexos.

Os indices de emulsificacdo do M1B e M2B para TGC 01, foram semelhantes aos
relatados por Bhardwaj et al., 2015, que mostram emulsificacdo de 58,5% quando a producao
de biossurfactante foi observada a partir de Pseudomonas indica MTCC 3714. Moussa et al.
(2014) ao compararem a capacidade emulsificante do biotensoativo produzido por P.
aeruginosa TMN cultivada em seis diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol, sucrose,
hexano, acido oleico e 6leo de oliva) obtiveram como resultado que o glicerol, o &cido oleico e
0 6leo de oliva foram os substratos que permitiram a maxima atividade emulsificante, em torno
de 50%.

O fato de os biossurfactantes diminuirem a tensdo superficial, mas ndo apresentarem
emulsificacdo, como os produzidos por TGC 01 nos meios com glicerol comercial, se d& porque
a capacidade de uma molécula formar emulsdo ndo estad sempre associada a atividade da tensdo
superficial. Cooper e Goldenberg, (1987) afirmaram isso, quando mostraram em seu estudo um
biossurfactante produzido por Bacillus sp. IAF 343, que possuia significativa propriedade
emulsificante, mas ndo apresentava atividade de tensdo superficial. Além disso, de acordo
Pornsunthorntawee et al. (2008) a capacidade emulsificante de um ramnolipideo depende da
fonte de carbono utilizada para sua producdo, sendo assim, é possivel afirmar que os
ramnolipideos produzidos pela linhagem TGC 01 a partir do glicerol comercial, ndo possuem
capacidade emulsificante, e que possivelmente, sdo diferentes daqueles produzidos a partir do

glicerol bruto.
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O comportamento do pH também foi avaliado para as duas linhagens. O caldo livre de
células da linhagem TGC 01 apds 96 h, apresenta uma faixa de pH semelhante para todos os
ensaios (7,8 £0,2). Entretanto, para linhagem UFPEDA 569, o pH foi cerca de 5,5 para 0s
ensaios com os meios M1B e M1C e 4,7 para 0s ensaios com 0s meios M2B e M2C. A variagao
do pH, em relacdo ao pH inicial 7, é apresentada na Figura 5.5. Os resultados mostram que
houve um aumento de 0,5 do pH no cultivo com a linhagem TGC 01, quando foi utilizado o
meio M2 com glicerol comercial, e nas demais condi¢des o aumento foi de 0,9. Por outro lado,
nos cultivos com a linhagem UFPEDA 569 houve diminuicdo do pH, sendo as maiores
variagdes observadas com 0 meio M2 (-2,2 £ 0,13), independente do glicerol ser o comercial

ou o bruto.

BTGC 01 BUFPEDA 569

MI1B MIC M2B M2C

Meios de cultura

Figura 5. 5 Variag8o do pH, em relacdo ao pH inicial de 7, nas quatro condi¢des de cultivo, para P.
aeruginosa TGC 01 e P. aeruginosa UFPEDA 569.

O aumento do pH ¢ relatado em cultivos com Pseudomonas para a producdo de
ramnolipideos, como ocorreu com a linhagem TGC 01. Tal comportamento foi observado em
cultivos da linhagem P. aeruginosa MSICO02, onde houve um aumento de 1,2 no pH apds 96
horas de cultivo (SOUSA et al., 2014). Na producao de biossurfactante por P. fluorencens UCP
1514 utilizando milhocina como substrato, o pH atingiu valores de 7,0 e 8,5, a partir do pH
inicial de 6,0. De acordo com 0s autores, 0 aumento do pH pode estar relacionado ao consumo
da fonte de nitrogénio existente na milhocina (SILVA et al., 2010). Em cultivos da linhagem P.

aeruginosa E03-40 em frascos agitados contendo meio com sais minerais na presenca de nitrato



47

e glicerol, foram obtidos valores de pH entre 8,0 e 8,5 apds 40 horas de cultivo, partindo de pH
7, sendo este aumento atribuido a denitrificacio em condi¢ces microaerobias
(PINZONGAMEZ, 2009). No presente trabalho, o aumento do pH pode ser atribuido ao
consumo da fonte de nitrogénio por TGC 01, visto que os cultivos foram realizados em

condicdes aerdbias.

Alguns trabalhos sobre cultivos com P. aeruginosa para a producao de ramnolipideos,
apresentaram uma diminuicdo do pH no inicio e, em seguida um aumento. Silva et al. (2010)
estudando a producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa UCP 0992 observaram um
decréscimo do pH de 6,8 para 6,0 nas primeiras 24 horas, e apds 120 horas o pH atingiu valores
em torno de 8,5. O mesmo comportamento foi observado por Robert et al. (1991), em que o pH
diminuiu de 7,0 para 6,0, nas primeiras 20 horas e depois alcancou o valor de 9, com 44 horas
de cultivo. Levando em consideracdo essas referéncias, € possivel que para a linhagem
UFPEDA 569 o tempo de cultivo de 96 horas ndo tenha sido suficiente para que o
comportamento de reducéo e subsequente aumento do pH fosse observado, como aconteceu nos

cultivos com as linhagens mencionadas acima.

Com relagéo ao crescimento das linhagens, a variagdo da biomassa para as quatro
condicdes de cultivo é apresentada na Figura 5.6. A linhagem TGC 01 cresceu cerca de 3 g/L
nos meios com glicerol bruto e 2 g/L nos meios com glicerol comercial. Neste caso, 0s meios
mais favoraveis para o crescimento (M1B e M2B) também apresentaram menor valor de tenséo
superficial, além de serem o0s Unicos que proporcionaram a formacdo de emulsdo. Os meios
com glicerol comercial permitiram um menor crescimento, no entanto, houve producdo de
ramnose e boa atividade de superficie (tensdo superficial em 28mN/m). A linhagem UFPEDA
569 apresentou um crescimento em torno de 0,72 g/L (x004) nos cultivos com os meios M1C,
M2B e M2C, e 1,7 g/L no cultivo com o M1B. Tais resultados mostram que o meio M1 com
glicerol bruto foi mais favoravel para o crescimento dessa linhagem. Entretanto, este meio
proporcionou a menor producdo de ramnolipideo, ndo havendo reducdo da tensdo superficial

nem formacéo de emulsé&o.
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Figura 5. 6 Variagdo de biomassa nas quatro condicGes de cultivo para P. aeruginosa TGC 01 e P.
aeruginosa UFPEDA 569.

Para os dois tipos de glicerol usados no presente trabalho, os resultados mostram que a
linhagem TGC 01 foi capaz de consumir tanto o glicerol comercial quanto o bruto, independente
do meio mineral utilizado (Figura 5.7). Isso € positivo, principalmente pelo fato desta linhagem
ser capaz de utilizar o glicerol na sua forma bruta, fonte barata e renovavel, para a producéo de
ramnolipideos. Foram obtidos maiores consumos nos cultivos com M1B e M1C (38,63 + 3,04),
entretanto, 0s M2B e M2C apesar de apresentarem menor consumo, proporcionaram producéo
de ramnose semelhante aquela obtida com M1B e M1C (Figura 5.1). Isso permitiu a selecdo do
meio mais barato, ou seja, com menor quantidade de nutrientes e com glicerol bruto (M2B) para

a producdo de ramnolipideos pela linhagem TGC 01.

A linhagem UFPEDA 569 também consumiu glicerol nas quatro condic¢des de cultivo,
sendo os maiores consumos também obtidos para os meios M1B e M1C, cerca de 15 %. Para
essa linhagem, o consumo de glicerol foi proporcional ao crescimento celular, mas como citado
anteriormente a producdo de ramnose foi baixa, quando comparada com aquela obtida pela
linhagem TGC 01.
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Figura 5. 7 Consumo do glicerol nas quatro condicdes de cultivo para P. aeruginosa TGC 01 e P.
aeruginosa UFPEDA 569

O glicerol tem se mostrado uma fonte de carbono eficiente na produgéo de biossurfactantes e
é possivel encontrar na literatura varios trabalhos que tém buscado entender a influéncia desse
substrato na producdo dessas biomoléculas, a fim de encontrar as condi¢cdes 6timas para o
aumento da produtividade (SOUSA et al., 2008; SILVA et al., 2011; RIKALOVIC et al., 2012;
MOUSSA et al., 2014; SOUSA et al., 2014).

5.2 Influéncia da razédo C/N e da agitagdo na producédo de ramnolipideos pela linhagem
TGC 01

Apos a comparacdo entre as duas linhagens de P. aeruginosa, UFPEDA 569 e TGC 01,
constatou-se que a linhagem que obteve uma maior concentragdo de ramnose, e
consequentemente uma maior producdo de ramnolipideo, com capacidade de formar emulsdes
estaveis e de reduzir a tensdo superficial foi a TGC 01. Sendo assim, esta foi a bactéria
selecionada como produtora de ramnolipideo a ser utilizada neste trabalho, a partir do meio

mineral 2 tendo como fonte de carbono o glicerol bruto proveniente da producgéo de biodiesel.

Nesta etapa, foram realizados cultivos com o intuito de investigar como os fatores, razao
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CIN e agitacdo, influenciariam no processo de producéo de ramnolipideos pela linhagem TGC
01. Para isso foi aplicado um planejamento fatorial 22, cujos niveis estdo descritos na Tabela
4.3. Os resultados mostraram que quando a agitacdo variou de 100 para 150 rpm, houve
aumento na producao de ramnose, e este foi mais acentuado para a razdo C/N 24. Da mesma
forma, quando a razdo C/N variou de 12 para 24, também houve aumento da producdo, mas

apenas quando foi utilizado 150 rpm (Figura 5.8).
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Figura 5. 8 Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitagdo na producao de ramnolipideos por P.
aeruginosa TGC-01.

E sabido que niveis reduzidos de nitrogénio no meio podem favorecer o metabolismo
celular em direcdo a produgéo de metabolitos (ABDEL-MAWGOUD et al. 2011). Geralmente,
0 acumulo de lipideo intracelular é favorecido quando ha limitagdo de algum nutriente no meio
de cultivo, e a limitagdo mais comumente utilizada é a limitagdo de nitrogénio (SOUSA, 2008).
Dessa maneira, a menor quantidade de nitrato de sddio na relacdo C/N 24, provavelmente

direcionou o0 metabolismo celular para uma maior producdo de ramnolipideos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Guerra-Santos et al. (1984, 1986) para
P. aeruginosa DSM 2569, onde as relac6es C/N entre 16 e 18 levaram a maior produtividade
de ramnolipideos, enquanto que ndo foi observada producdo em relagcdes C/N inferiores a 11.

Santa Anna et al. (2002) obtiveram uma concentragdo de 690 mg/L de ramnose usando uma
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relacdo C/N 20 e Prieto (2007) ao estudar varias relacdes C/N obteve uma producdo de 940

mg/L de ramnose quando a relacédo foi de 22.

Moussa et al. (2014) afirmam que a velocidade de agitacdo afeta a eficiéncia de
transferéncia de massa e de oxigénio no meio e é considerada crucial para a formacdo de
biossurfactante e crescimento celular por bactérias aer6bicas como P. aeruginosa. Estes
mesmos autores, ao analisarem os efeitos da agitacdo na producdo de ramnolipideos,
verificaram que o aumento da agitacdo de 100 para 200 rpm dobrou a producéo, de 940 mg/L

para 1800 mg/L, e aumentou o crescimento celular em 0,16 g/L.

Na Figura 5.9 é apresentado como a agitacdo e a razdo C/N afetaram o crescimento da
linhagem TGC 01. Com a variagdo da razdo C/N de 12 para 24, houve diminuicdo do
crescimento, sendo este efeito mais acentuado para 100 rpm. Isso pode ser explicado pelo fato
de que quando ha um excesso de fonte de nitrogénio, como ocorreu no cultivo com razdo C/N
12, o consumo do substrato é direcionado para a producdo de material celular (BHARALI et
al., 2011; ONWOSI, et al., 2012; ZHU et al., 2012). Por outro lado, houve aumento do
crescimento quando a agitacdo variou de 100 para 150 rpm, para ambas as razdes C/N, sendo o

maior aumento para a condigéo C/N 24.
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Figura 5. 9 Efeito da relagdo carbono-nitrogénio e da agitacdo na variacdo da biomassa de P.
aeruginosa TGC-01.
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A variacdo do pH é apresentada na Figura 5.10, onde é visto que apenas quando foi
utilizada a razdo C/N 24 e 150 rpm houve aumento do pH, sendo também esta a condicdo que
apresentou maior producdo de ramnolipideos. Como citado anteriormente (Topico 5.1), o
aumento do pH esta relacionado ao consumo da fonte de nitrogénio, indicando que nas outras
condi¢des onde houve diminuicdo do pH (C/N 12, 100 e 150 rpm, e C/N 24, 100 rpm), esse
consumo ndo foi favorecido. Além disso, resultados encontrados por Sousa et al. (2014)
mostraram que cultivos com maior concentragédo de glicerol (C/N 21) apresentaram pH final

maior do que aqueles cuja concentracdo de glicerol foi menor (C/N 12).

®m 100 rpm O150 rpm

CIN 12 CIN 24
Relacdo C/N

Figura 5. 10 . Efeito da relacdo carbono-nitrogénio e da agitacao na variacdo do pH do meio de
cultivo de P. aeruginosa TGC-01

A Figura 5.11 apresenta o consumo do glicerol para cada ensaio. O maior consumo foi
de 33,7% para 100 rpm C/N 12. A maior parte do glicerol que foi consumido em todos os

ensaios foi convertido em biomassa (Tabela 5.1).
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Figura 5. 11 Efeito da rela¢do carbono-nitrogénio e da agitacdo no consumo do glicerol do meio de
cultivo de P. aeruginosa TGC-01

Tabela 5. 1 Produtividades dos cultivos com P. aeruginosa TGC 01 realizados em diferentes niveis dos
fatores do planejamento fatorial 2%

Glicerol NaNOs Relagdo  Agitacdo Pp Px
(o/L)  (g/L) C/IN  rpm (mg/L.h) (mg/L.h)
40 8 12 100 0,33 24
40 4 24 100 0,05 18
40 8 12 150 0,61 32
40 4 24 150 5,95 31

A produtividade em biossurfactante (Pp) sofreu uma diminuicéo de 9,8 vezes quando a
relacdo C/N variou de 12 para 24 na agitacdo de 100 rpm, enquanto que essa mesma variagdo
na agitacdo de 150 rpm acarretou num aumento da produtividade em 9,8 vezes (Tabela 5.1).
Com o aumento da agitacdo de 100 para 150 a uma razdo C/N de 12 a produtividade dobrou,

enquanto que na razdo C/N de 24 o aumento foi de 119 vezes.

Para a produtividade em biomassa (Px) a variagdo da relagdo C/N de 12 para 24
ocasionou um aumento de 1,33 com agitacdo de 100 rpm e uma diminuicéo de 1,03 vezes a 150
rpm. A variacdo da agitacdo de 100 para 150 provocou um aumento de 1,33 e 1,72 vezes para

relacdo C/N de 12 e 24, respectivamente.
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A partir dos resultados do planejamento fatorial 22, foi proposto um modelo linear para

a producdo de ramnolipideo (ramnose), através do software Statistica 7.0 (Equacdo 5.1).

¥ = 166,5 + 242,5x1 + 297x2 + 269,5x1x2 (5.1)
Onde:

“x1” corresponde a relagdo carbono-nitrogénio, “x2” a agitacdo e “x1x2” ao efeito de

interacédo entre os dois fatores. Todos os efeitos foram significativos.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para avaliar a qualidade do ajuste do modelo
(Tabela 5.2.). Os valores de residuo e falta de ajuste apresentam-se baixos, e o coeficiente de
determinacéo, R?, foi 0,98998, indicando que 0 modelo esta bem ajustado. A razio entre a média
quadratica devido a regressao e a média quadratica devido ao residuo foi maior 31,4 vezes do
que o valor tabelado F (a = 0,05), confirmando a adequabilidade do modelo (NETO, 2010).

Tabela 5. 2 Analise de variancia (ANOVA) do modelo linear.

Variacao Soma Graus de Média
Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséo 439291,0 3 146430,3
Residuo 44450 4 1111,25
Falta de Ajuste 33335 0

Erro Puro 11115 4 277,9
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12 Superficie de resposta da influéncia da relacdo C/N e da agitacdo na
producdo de ramnolipideo por P. aeruginosa TGC-01.

Na Figura 5.12 € apresentada a superficie de resposta para os ensaios do planejamento
fatorial. H& um aumento na producdo de ramnose quando a relacdo C/N varia de 12 (-1) para
24 (+1) na agitacdo de 150 rpm (+1), mostrando que para uma maior producdo de ramnose €

necessario um maior nivel de agitagdo (maior aeracdo) e uma maior relagdo C/N nos cultivos.

5.3 Estudo cinético da producéo do biossurfactante

Nessa etapa do trabalho foram realizados cultivos com inéculos de 5 e de 10% (V/V). Com o
intuito de proporcionar uma maior aeracao, visto que tal fator favorece a producéo de ramnose
como mostrou o resultado do planejamento fatorial realizado anteriormente (Figura 5.12), o
volume de meio de cultura no frasco foi diminuido (50 mL em Erlenmeyers de 500 mL). As
concentracdes de biomassa, glicerol e ramnose, bem como o perfil do pH e da tenséao superficial,

durante 120 horas de cultivo, séo apresentados nas Figuras 5.13 e 5.14.
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A diferenca no tamanho do inéculo (5 ou 10 % V/V) ndo gerou uma grande alteracdo na
concentracdo e comportamento dos parametros citados acima (biomassa, glicerol, ramnose, pH
e tensdo superficial). Por outro lado, quando comparou-se os cultivos da cinética com o0s
cultivos para o melhoramento da producdo (Tépico 5.2) em que o volume de meio usado foi de
100 mL em Erlenmeyers de 500 mL, resultando numa menor aeracdo, uma diferenca foi

observada na biomassa, consumo do glicerol, e concentra¢do de ramnose.

As concentragdes de biomassa obtidas em ambos inoculos foram cerca de duas vezes
maior (Figura 5.13) do que aquela obtida com inéculo de 5% (V/V) usando 100 mL de meio de
cultura em Erlenmeyers de 500 mL (Figura 5.10). O aumento da aeracdo devido a redugdo do
volume do meio, nos cultivos da cinética, promoveu o aumento do crescimento de P.
aeruginosa TGC 01. Outro fator que favoreceu o crescimento da linhagem foi o consumo do
glicerol, que aumentou cerca de 50% comparado ao cultivo com menor aeracdo. O pH
apresentou um aumento nas primeiras 24 horas e durante o restante do cultivo manteve-se

estavel (Figura 5.13).
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Figura 5. 13 . Biomassa, concentracdo de glicerol e pH durante o cultivo com P. aeruginosa TGC 01
usando meio mineral 2 suplementado com glicerol bruto e nitrato de sédio.

A concentracao final de ramnose foi em média 1000 mg/L, e em relagcdo ao meio com aeracao

menor (Topico 5.2) houve um aumento de 75,5 %. A tensdo superficial (TS) diminuiu para
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valores inferiores a 30 mN/m devido a presenca do biossurfactante apos 48 horas de cultivo
(Figura 5.14).
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Figura 5. 14 Concentracdo de ramnose e tensdo superficial (TS) durante o cultivo com P.

aeruginosa TGC 01 usando meio mineral 2 suplementado com glicerol bruto e nitrato de
sodio.

Wei et al., (2005) reportaram um crescimento de cerca de 80% na producdo de
ramnolipideo por P. aeruginosa J4 com 0 aumento da aeracao pela variacdo da agitacao de 50
para 200 rpm. Kumar et al. (2012) também alcancaram a maior producdo de ramnose (3,3 g/L)
com a maior taxa de agitacdo empregada (200 rpm). No estudo cinético realizado por esses
autores, a tensdo superficial atingiu seu valor minimo (28 mN/m) ap6s 72 horas de cultivo. Da
mesma forma, Eragi et al., (2016) ao aumentarem a taxa de agitacdo de 100 para 180 rpm,
obtiveram um acréscimo de 47% na producdo de ramnose por P. aeruginosa WAE, utilizando
glicerol bruto como fonte de carbono e NaNOs como fonte de nitrogénio. Em contrapartida,
TGC 01, utilizada neste trabalho, foi capaz de produzir uma concentracdo de biossurfactante

suficiente para reduzir o maximo a tensdo superficial (27,8 mN/m + 0,4) em 48 horas de cultivo.

No que diz respeito a produtividade em biomassa (Px) e em biossurfactante (Pp), as
concentracfes foram cerca de 44 mg/L.h e 10 mg/L.h, respectivamente, independente do
indculo (5 ou 10%). Por outro lado, a produtividade obtida com baixa aeracdo (Tabela 5.1) foi
por volta de 30 mg/L.h (Px) e 6 mg/L.h (Pp) usando 0 mesmo meio de cultura. A produtividade
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em biomassa bacteriana e do biossurfactante, usando uma aeracdo maior foi 46 e 56 % mais

alta, respectivamente, do que a obtida no tépico 5.2.

Moussa et al. (2014) encontraram menor Px e Pp, usando glicerol comercial e NHsNO3
nos cultivos com P. aeruginosa TMN: 8,0 mg/L.h (Px) e 1.5 mg/L.h (Pp). Os mesmos autores
encontraram também menor produtividade quando glicose e NaNO3z foram usados: 26,8 mg/L.h
(Px) e 2,0 mg/L.h (Pp). Moussa et al. (2014) ndo usaram glicerol e NaNOs3 mas glicose e NaNO3
ou glicerol e NH2sNOs. Entretanto, Sousa et al. (2014) obtiveram 10 mg/L.h (Px) e 31,9 mg/L.h
(Pp) em cultivos com P. aeruginosa MSIC02 usando glicerol bruto e NaNOs, como neste
trabalho. A produtividade em biomassa foi quatro vezes menor do que a obtida por P.
aeruginosa TGC 01, entretanto, a produtividade em produto (32 mg/L.h) foi trés vezes maior

do que a produtividade obtida neste trabalho.

5.4 Extracdo e Caracterizacdo do Biossurfactante

ApoOs a extracdo com clorférmio:metanol, foi possivel recuperar 0,561 g de
ramnolipideo bruto, que dissolvido em 50 mL de &gua destilada, resultou numa solugdo de
concentracdo final de 11,22 g/L. Essa solucdo foi usada na determinagdo da concentracao

micelar critica (CMC), no teste da estabilidade do biossurfactante, e na hidrélise enzimatica.

A concentracdo micelar critica (CMC) é um parametro que pode ser usado como
indicador da qualidade do biossurfactante. O valor da CMC do biossurfactante bruto produzido
por P. aeruginosa TGC 01 foi cerca de 100 mg/L (Figura 5.15). Essa concentracdo reduziu a
tensdo superficial de 72 para 27 mN/m. Kaya et al. (2014) afirmam que a CMC do
biossurfactante produzido pelas espécies de Pseudomonas geralmente varia entre 50 e 200
mg/L, apoiando o resultado obtido neste trabalho. CMC semelhante (130 mg/L) também foi
encontrado com o biossurfactante produzido por P. aeruginosa PA1, utilizando glicerol bruto
como fonte de carbono (PEREIRA et al., 2013).
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Figura 5. 15 Tensdo superficial como uma funcéo logaritmica da concentracéo de ramnolipideo. O
valor de tens&o superficial de referéncia foi 50 mN/m.

A estabilidade do ramnolipideo bruto de P. aeruginosa TGC 01 foi avaliada através da
medida do indice de emulsificacdo (E24), apos submeter o tensoativo as condic¢des da hidrolise
enzimatica, pH 4,8 a 50°C durante 4 horas. O indice de emulsificacao foi estavel (64,5 £ 4,5%)
antes e depois da simulacdo sob as condi¢6es da hidrolise, mostrando que o ramnolipideo pode
ser adicionado na hidrolise da biomassa sem sofrer alteragdes nas suas propriedades, que

porventura viessem prejudicar sua possivel potencializa¢do do processo.

A ressonancia magnetica nuclear (RMN) é uma técnica eficiente para a elucidacdo
estrutural de biossurfactantes. Para o biossurfactante produzido por P. aeruginosa TGC 01, o
espectro 'H RMN mostra sinais entre § 6.5 ppm e 0.5 ppm (Figura 5.16a), elucidando que ndo
hé grupo aromaticos na estrutura. H4 um largo sinal centrado em 5,79 ppm, que foi atribuido a
grupos hidroxila. Entre 6 5.6 e 4.8 ppm, € possivel observar trés multipletos que sdo atribuidos
a grupos insaturados (olefinas) e carbindis. Existe outro grupo de sinais atribuidos a grupos
carbinois que estdo entre 6 4.4 e 3.2 ppm (Figure 5.16b). Finalmente, entre 6 2.8 ¢ 0.5 ppm,
existem dois conjuntos de sinais atribuidos a cadeias alquilicas. Isto sugere que o0

biossurfactante € constituido por um polissacarideo de alquila.

O espectro 2D RMN ajuda a confirmar as atribuic@es feitas. O espectro *H-'H COSY
mostra que os sinais centrados em 6 5.41 e 5.29 ppm tém acoplamento escalar com o sinal &
2.56 ppm, portanto, a cadeia alquilica é insaturada. As correlacbes COSY mostram que 0s sinais

em 6 4.22 ¢ 4.02 ppm com o sinal em 6 2.41 ppm indicam que existem sobreposi¢des entre os
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sinais atribuidos a cadeia alquilica e o grupo polissacaridico. Os espectros HMQC e HMBC
mostram as correlagdes heteronucleares. Nesses espectros sao observados grupos carbonila (dc
190 — 170 ppm), ntcleos de carbono insaturados (5¢c 135 — 125 ppm), grupos carbinol (¢ 75 —
55 ppm) e cadeias alquilicas (6c 50 — 10 ppm). Novamente, h& a indicagdo que a instauracao
esta entre as cadeias alquilicas devido a correlagdo HMBC entre os sinais centrados em 6c 133
¢ 130 ppm com o sinal centrado em 64 3.61. Por outro lado, os sinais atribuidos para o nucleo
de hidrogénio ligado a &tomos de carbono insaturados apresentam uma correlagdo HMBC com

grupos carbonil/carbonila.
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Figura 5. 16 Espectros do biossurfactante produzido por P. aeruginosa TGC 01 cultivada em meio
mineral suplementado com glicerol bruto e nitrato de sddio. (A) Espectro 1H RMN (CDCI3, 300
MHz). (B1) espectro 1H-1H COSY RMN (CDCI3, 300 MHz) e (B2) espectro 1H-13C H.

Portanto, o biossurfactante produzido por P. aeruginosa TGC 01 € constituido por dois
grupos: uma porc¢ado polissacaridica e uma porc¢édo alquilica insaturada, estrutura caracteristica
dos glicolipideos. Todos os biossurfactante sdo anfipaticos, constituidos por um grupo polar
(hidrofilico) e um grupo apolar (hidrofibico). O grupo hidrofilico consiste de mono-, oligo-, ou
polissacarideos, peptideos ou proteinas, e o grupo hidrofobico usualmente contem &cidos
graxos ou alcoois graxos saturados e insaturados (LANG, 2002; Campos et al., 2013; Silva et
al, 2014). De acordo com os espectros de RMN, o biossurfactante de P. aeruginosa TGC 01 é
um ramnolipideo, visto que é composto por carboidratos em combinacdo com acidos alifaticos

ou hidroxialifaticos de cadeia longa.
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5.5 Efeito da adicdo do ramnolipideo produzido pela linhagem TGC 01 na hidrélise

enzimatica de materiais lignocelulésicos

A concentracdo micelar critica (CMC) foi usada como base para determinar a
concentracdo dos tensoativos adicionados nas hidrolises enziméticas. Portanto, 100 mg/L do
biossurfactante ou dos surfactantes quimicos, (Tween-80 e Triton-X), foram utilizados nos
ensaios. A Figura 5.17 mostra que houve liberacdo de glicose em todas as condi¢cdes do
delineamento fatorial 32 (Tabela 4.2), independente do tensoativo adicionado, entretanto, a
maior concentracdo de glicose foi obtida com papel de escritério descartado (PED) (ensaios 1,

2 e 3), sequido por cavaco de eucalipto (CE) (ensaios 7, 8 e 9) e jornal (JO) (ensaios 4, 5 e 6).

O baixo teor de lignina (3 % m/m) e o alto teor de celulose (57 % m/m) presentes no
PED provavelmente foram os fatores responsaveis pela maior concentracdo de glicose liberada,
em relacdo ao JO (47 % m/m de celulose; 18 % m/m de lignina total). Por outro lado, o baixo
teor de lignina existente no PED, é o fator que explica uma maior concentracdo de glicose em
relacdo ao CE (62 % m/m de celulose; 32 % m/m de lignina total). Apesar de conter um teor de
lignina maior, a hidrolise do CE proporcionou maior concentracdo de glicose do que a hidrolise
do JO. Isto provavelmente aconteceu devido ao menor teor de hemicelulose no CE (4% m/m)
em relagéo ao JO (18% m/m), bem como ao maior teor de celulose. A remocéo de hemicelulose
aumenta a dimens@o media dos poros do substrato e aumenta assim a acessibilidade das enzimas
e a probabilidade de a celulose ser hidrolisada (CHANDRA et al., 2007).
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Figura 5. 17 Liberacéo de glicose apds 4 horas de hidroélise enzimatica nas condi¢bes do
planejamento fatorial 3% e seu aumento em relagéo ao controle (sem adicéo de tensoativo).

A adicdo do biossurfactante resultou num aumento da concentracdo de glicose na
hidrolise enzimética do PED e do JO, comparado ao controle (ensaios 3 e 6). Em contrapartida,
0 CE exibiu maior concentracdo de glicose quando Triton-X foi adicionado (ensaio 8). Ndo
houve aumento na concentracdo de glicose quando os surfactantes quimicos foram usados na
hidrélise do PED (ensaios 1 e 2), entretanto, Triton-X produziu melhores resultados do que o
Tween 80 na hidroélise do JO (ensaios 4 e 5 respectivamente). O biossurfactante foi o tensoativo

que apresentou menor aumento na concentracdo de glicose quando o CE foi usado.

E importante salientar que apesar de a maior concentragdo de glicose ser observada na
hidrélise do PED com a adicdo do biossurfactante (ensaio 3), a maior razdo entre as
concentracdes de glicose, com e sem do tensoativo, foi observada na hidrolise JO com adicao
do biossurfactante (ensaio 6). Desta maneira, mesmo com uma liberagdo de glicose menor do
que a liberada pelo PED, a hidrélise do JO com biossurfactante mostrou-se mais eficiente, pois

liberou mais glicose em relacéo ao controle, do que o PED na mesma condicao.

Um modelo quadratico para o planejamento fatorial 3%, com duplicata em todos os
ensaios, foi obtido (Equacéo 2). As duas variaveis escolhidas foram designadas como X (tipo
de biomassa) e Xz (tipo de tensoativo). O valor do coeficiente de determinagdo (R?) foi 0,9911,

indicando que o modelo ¢é adequado.

V=127 4+ 00351+ 0.28X12+ 0.21X2 = 0.05X22 = 0.12X 1. X2+ 0.08X1X22 + 0.17X 12Xz —
0.02 X12X,2 (5.2)
Onde:

¥1 é arazdo entre a glicose liberada na hidrélise enzimatica com e sem adicio dos agentes
tensoativos.

A analise de variancia indicou que o modelo foi significativo, uma vez que a maior
variacao, descrita pela regressdo, melhorou o ajuste. Todavia, ndo houve falta de ajuste (Tabela
5.3). Arazdo entre a média quadratica devido a regressdo e a media quadratica devido ao residuo
foi maior do que o valor tabelado do teste F (a = 0.05), confirmando a significancia estatistica

do modelo quadratico.
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Tabela 5. 3 Anélise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico.
Variagéo Soma quadratica Graus de liberdade

Média quadratica

Regressao 2.3277 8 0.2910
Residuo 0.2263 10 0.0226
Falta de ajuste 0.0000 1 0.0000
Erro puro 0.2263 9 0.0252

A superficie de resposta para a razdo entre as concentra¢fes de glicose liberadas na
hidrolises enzimaticas de acordo com as condigdes da Tabela 4.2 e a concentragdes de glicose

liberadas nas hidrolises enzimaticas dos respectivos controles (para cada biomassa)

é
apresentado na Figura 5.18.
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Figura 5. 18 Superficie de resposta para a razdo entre a concentragdo de glicose liberada na hidrélise
enzimatica com e sem a presenca dos tensoativos nos ensaios do planejamento fatorial 32.
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H& um aumento na taxa da hidrélise quando a biomassa varia de PED (-1) para JO (0),
independente do tensoativo, entretanto, 0 maior aumento foi observado na presenca do
biossurfactante (+1). Por outro lado, quando a variacdo é de JO (0) para CE (+1), h4 uma
diminuigdo na taxa, sendo muito maior para Tween-80 (-1). Em relagdo aos tensoativos, hd um
aumento na taxa quando o fator muda de Tween-80 (-1) para Triton-X (0), independente da
biomassa. Esse aumento foi maior quando JO (0) foi usado. A taxa também aumenta quando

muda-se de Triton-X (0) para biossurfactante (+1) e o aumento foi novamente maior para JO.

A adsorcdo do Tween-80, Triton-X ou biossurfactante preveniu ligacdes improdutivas
das enzimas a lignina quando JO e CE foram usados, uma vez que essas biomassas contém 18
e 32% m/m de lignina, respectivamente. Para o CE os surfactantes quimicos foram mais
adsorvidos a lignina presente, aumentando a taxa da hidrdlise, enquanto que, quando JO foi
usado, o maior aumento foi observado para o biossurfactante. Os tensoativos interagem
hidrofébicamente com a lignina na superficie da lignocelulose, liberando dessa maneira as
enzimas nao especificamente ligadas. (ERICKSSON et al., 2002). Esse importante mecanismo
também foi responsavel pelo efeito estimulatério da adicdo de ramnolipideo na hidrélise
enzimatica de palha de arroz (ZHANG et al., 2009).

Outro importante mecanismo responsavel pelo efeito estimulatério € a protecdo das
celulases da degradacéo e inativacdo quando o material lignocelul6sico com baixa concentragdo
de lignina foi usado (WANG et al., 2011). Esse mecanismo provavelmente foi responsavel pelo
aumento na taxa da hidrélise enzimética do PED, levando em consideracdo que esse material

contém somente 3% m/m de lignina.

Os resultados mostram que € possivel tornar o processo de hidrdlise enzimatica mais
viavel economicamente, visto que foi possivel aumentar a taxa de conversdo da celulose sem
aumentar a concentracdo de enzimas, e sim, pela adicdo de tensoativos especialmente do
biossurfactante, que potencializou a hidrélise do JO e do PED mais do que os surfactantes
quimicos. Além disso, no caso do JO ndo foi necessario o uso de pré-tratamento para

deslignificacdo, economizando ainda mais no processo.
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6 CONCLUSOES

P. aeruginosa TGC 01 foi mais eficiente que P. aeruginosa UFPEDA 569 na
producéo de biossurfactante, e é capaz de produzir utilizando os quatro meios de cultura
avaliados neste trabalho. Dessa maneira, € possivel empregar 0 meio mais barato, com

glicerol bruto e menor quantidade de minerais, para ser utilizado em cultivos subsequentes.

Maior razdo C/N (24) e maior agitacdo (150 rpm) favorecem a biossintese do
biotensoativo pela linhagem TGC 01 e, consequentemente, o aumento da aeracdo pela
diminuicdo do volume do meio de cultura, aumentou em 75,5% a producdo de ramnolipideos,
além do crescimento e consumo do glicerol bruto. A diferenca no volume do indculo de 5 ou
10% néo interfere no crescimento, consumo do substrato e producdo do biossurfactante por
TGC 01.

O biossurfactante manteve-se estavel apds ser submetido as condigdes da hidrolise
enzimatica, e apresenta potencial para aplicacdo na hidrélise do JO (113% de aumento na
liberacdo de glicose) contendo 18% de lignina total, e do PED (19% de aumento na liberagéo

de glicose) com a adi¢do de uma pequena concentragdo (100 mg/L).
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