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KINETIC AND CHARACTERIZATION OF RHAMNOLIPID PRODUCED BY Pseudomonas aeruginosa MSIC02 USING
GLYCEROL AS CARBON SOURCE. Glycerol, a co-product of biodiesel production, was used as a carbon source for the kinetics
studies and production of biosurfactants by P. aeruginosa MSIC02. The highest fermentative parameters (Yo, = 3.04 g g'; Y5 =
0.189 g g!, P, =31.94 mg L' h' and P, = 10.5 mg L' h') were obtained at concentrations of 0.4% (w/v) NaNO, and 2% (w/v)
glycerol. The rhamnolipid exhibited 80% of emulsification on kerosene, surface tension of 32.5 mN m™', CMC = 28.2 mg L"!, C20
(concentration of surfactant in the bulk phase that produces a reduction of 20 dyn/cm in the surface tension of the solvent) = 0.99 mg
L', T, (surface concentration excess) = 2.4 x 10 mol A and S (surface area) = 70.4 A2 molecule™ with solutions containing 10%

NaCl. A mathematical model based on logistic equation was considered to representing the process. Model parameters were estimated

by non-linear regression method. This approach was able to give a good description of the process.
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INTRODUCAO

O crescente interesse em desenvolver materiais capazes de
substituir produtos de origem petroquimica tem sido impulsionado
pela expectativa de esgotamento do petréleo.! Neste contexto, os
biossurfactantes apresentam-se como uma alternativa promissora e
interessante do ponto de vista ambiental. Os biossurfactantes cons-
tituem uma classe de compostos tensoativos que sdo produzidos a
partir de organismos vivos, podendo ser encontrados em superficies de
células microbianas ou excretados extracelularmente. Estes compos-
tos sdo alternativa aos tensoativos sintéticos, apresentando intimeras
vantagens em relagdo a estes: biodegradabilidade, baixa toxidade
aqudtica e emprego em condi¢gdes mais drasticas de temperatura,
pH e salinidade.? Entretanto, os surfactantes de origem microbiana
ainda ndo sdo produzidos em escala industrial devido aos altos custos
de producdo, custos estes associados ao uso de substratos caros, a
baixa produtividade e as etapas de downstream.'> Uma estratégia para
minimizar este problema consiste na utiliza¢@o de substratos oriundos
de fontes alternativas, de origem renovavel e de baixo custo, 0s quais
levem a obtengdo de concentragdes elevadas de biossurfactantes no
meio reacional.*

A utilizac@o de substratos de origem renovével e de grande dis-
ponibilidade para a producdo de ramnolipideos, como 6leos vegetais,
acucares e glicerol, tem sido investigada.® Dentre estes, a glicerina,
principal co-produto da producdo de biodiesel, tem sido avaliada
como substrato para a produ¢io de ramnolipideos.®’ Fatores como a
geracdo de um excedente de glicerina no mercado nacional, conse-
quéncia do aumento da produgdo de biodiesel, e o fato do glicerol ser
uma fonte de carbono altamente assimildvel por bactérias e leveduras
o tornam uma fonte de carbono renovavel com grande potencial para
uso em processos bioquimicos na obtencao de produtos de alto valor
agregado.® Pesquisas atuais tém mostrado o potencial de agregagio
de valor ao glicerol por meio da sua utilizagdo como substrato para a
produc@o de dcido citrico,”! biossurfactantes,*!! acroleina'? e gds de
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sintese!* mostrando que a valorizac@o deste co-produto pode ocorrer
através de rotas biotecnoldgicas e quimicas.

Ramnolipideos sdo surfactantes de origem microbiana perten-
centes a classe dos glicolipideos. Pseudomonas aeruginosa produz
até seis tipos de ramnolipideos, que possuem estrutura quimica e
atividade superficial similares, podendo reduzir a tenso superficial
da dgua de 72 mN m' para 30 mN m™' com uma concentra¢do mi-
celar critica de 27 a 54 mg L1."* P. aeruginosa é uma linhagem bem
estudada e produtora, principalmente, de monoramnolipideos do tipo
Rha-C10-C10 e diramnolipideos do tipo Rha2-C10-C10. * Estes bios-
surfactantes apresentam crescente interesse por parte da comunidade
cientifica devido as suas propriedades fisico-quimicas e tensoativas
que lhes conferem um amplo espectro de aplicag@o, incluindo areas
como a biorremediagao, recuperacao tercidria do petréleo, aditivos em
alimentos, fdrmacos (antimicdticos e antibiéticos) e tintas, produtos
de limpeza e cosméticos.’

Diversas estratégias de processo tém sido avaliadas com a fina-
lidade de aumentar a produtividade de ramnolipideos. Dentre estas,
a manipulacdo genética de linhagens novas ou ji estudadas de P.
aeruginosa, a utilizacdo de ferramentas de planejamento experimental
e a producdo recombinante de ramnolipideos. Além dessas estratégias,
estudos que avaliam o efeito de nutrientes sobre a produ¢do de ram-
nolipideos por espécies novas de Pseudomonas tem sido relatado na
literatura, demonstrando o crescente interesse na prospeccao destas
linhagens.®”1¢18 A disponibilidade de nutrientes influencia diretamen-
te a biossintese de ramnolipideos por P. aeruginosa, visto que sua
limitagdo promove o aumento da produgdo destes glicolipideos.'> A
influéncia de fontes de nitrogénio e da razao carbono/nitrogénio (C/N)
sobre a biossintese de ramnolipideos mostrou resultados inerentes
a linhagem utilizada." Dentre as fontes de nitrogénio utilizadas, o
nitrato de sédio tem apresentado maiores produtividades de ramnolipi-
deos sendo este resultado atribuido a capacidade de P. aeruginosa em
utilizar nitrato como aceptor final de elétrons em condi¢des anaerdbias
ou microaerdbias ou devido a simulaciio de uma condig¢ao limitante
de nitrogénio através de redugio do nitrato a amonio que € assimilado
posteriormente pelo metabolismo glutamina-glutamato.'¢19-22
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Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
cinética de produgdo de biossurfactantes pela linhagem Pseudomonas
aeruginosa MSICO02, previamente identificada como potencial pro-
dutora de ramnolipideos a partir da bioconversao da glicerina, co-
-produto do processo de produgio de biodiesel.” Também avaliou-se
a estabilidade, capacidade emulsificante e micelizag@o de solucdes
de ramnolipideos frente a condigdes variadas de pH, forga idnica e
temperatura. A caracterizagdo estrutural das fragdes de ramnolipi-
deo purificadas apresentaram, cada uma, trés homologos saturados,
cujas principais estruturas foram L-ramnosil-6-hidroxidecanoil-
B-hdroxidecanoato (Rha-C10-C10) e L-ramnosil-L-ramnosil-3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha-Rha-C10-C10).” Modelo
matemadtico nao estruturado foi avaliado para descrever o processo.
Os parametros cinéticos deste modelo foram estimados por regressao
ndo linear.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismo

A linhagem P. aeruginosa MSICO02 foi isolada a partir de uma
amostra de solo contaminado com 6leo bruto no litoral do Nordeste
do Brasil. Sua sequencia rRNA 16S foi depositada no Genbank com
o nimero de acesso FI876297. A linhagem foi mantida em slants
contendo meio agar nutriente (extrato de carne 3,0 g L', peptona
5,0 gL' edgar 15,0 gL") a4 °C e repicadas mensalmente.

Matéria-prima

A glicerina hidrolizada utilizada neste trabalho foi o co-produto
da producdo de biodiesel, resultante da transesterificagdo do 6leo de
mamona em meio alcalino (solu¢do de NaOH). Foi fornecida pela
Empresa Brasileira de Bioenergia Industria e Comércio Ltda (EBB,
Ceard, Brasil).

Propagacio do inéculo

P. aeruginosa MSICO02 foi transferida a partir da cultura estoque
para uma placa de Petri contendo meio dgar nutriente e incubada
a 35,5 °C por 24 horas. Apds esse periodo, trés algadas da cultura
foram transferidas para 50 mL de caldo nutritivo (extrato de carne
3,0 g L', peptona 5,0 g L) contido em frasco de Erlenmeyer (250
mL). Este foi mantido sob agita¢do de 150 rpm a 30 °C por 18 horas
em mesa agitadora. A densidade 6ptica foi determinada a 600 nm em
espectrofotdmetro UV-VIS (Spectronic® 20 GENESYS) e ajustada,
quando necessdrio, para 1,25.

Condicées experimentais

As fermentagoes foram realizadas em frascos de Erlenmeyer (250
mL) contendo 50 mL de meio de cultivo. Os frascos foram incuba-
dos em mesa agitadora a 37 °C e 150 rpm por 72 horas. Amostras
foram retiradas nos intervalos de 0, 5, 8, 24, 48 e 72 horas, sendo
submetidas a centrifugacdo (10.000 g por 15 min). O sobrenadante
foi utilizado nas determinagdes analiticas. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

Recuperacio do ramnolipideo

O meio fermentado foi submetido a centrifugacio a 10.000 g
por 10 min. O sobrenadante foi acidificado a pH 2,0 com solugdo
de H,SO, 6 N e mantido sob refrigeracdo (5 °C) por 12 horas. Apds
esse periodo o meio foi centrifugado a 3.500 rpm por 20 min e o
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precipitado resultante foi lavado trés vezes com dgua destilada (pH
2,0). Apds este procedimento as solugdes de biossurfactante foram ob-
tidas através da dissoluc@o do precipitado em dgua destilada (pH 7,0).

Meio de fermentacao
As Tabelas 1 e 2 mostram, respectivamente, as razdes carbono/
nitrogénio (C/N) e a composicdo do meio de fermentagdo empregada

nos ensaios cinéticos.

Tabela 1. Concentragido de NaNO,, de glicerol e razdes C/N estudadas

NaNO; (g L") Glicerol (g L) Razido C/N
1,00 86
1,45 420 59
2,40 36
4,00 21
4,00 24,0 12
Tabela 2. Composi¢ao do meio de fermentagdo
Nutrientes Concentrag@o
MgSO,7H,0 (g L") 0,200
KH,PO, (M) 0,062
pH 7,0

Determinacio dos parametros de fermentacio

A produtividade volumétrica de biomassa (Py), expressa como
mg, L' h, foi calculada a partir da Equacéo 1.

Xmax - XO
t

P, = 1
na qual: X, e X sdo os valores inicial e mdximo da concentragdo
celular (biomassa), respectivamente; t € o tempo necessario para
atingir X .

A produtividade volumétrica de biossurfactante (P), expressacomo
mg, L' h', foi calculada de acordo com a Equagdo 2.

P..—P
PB — _max 0 (2)
t

na qual: Pye P, sdo as concentragdes inicial e mdxima de biossur-
factante, respectivamente; t € o tempo necessdrio para atingir P, .

Os fatores de conversdo de substrato em biomassa (Y,) e bio-
massa em produto (Y,y) foram calculados a partir das Equagdes 3 e 4.

X-X,

Yy = 3

S 3)

_P-P, W
X=X,

As velocidades especificas de crescimento celular (), consumo
de substrato (p,) e formag@o de biossurfactante (p,) foram expressas,
respectivamente, como h', g g h' e g g h', e determinadas
segundo as Equacdes 5 a 7.

1 dX

My X dt 5)
1 dS

=X a ©
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Modelagem do crescimento celular, formacéo de produto e
consumo de substrato

O crescimento celular foi modelado matematicamente empre-
gando modelo logistico, Equagdo 8.

B 1-2 | x ®)
dt X

max

na qual: X € a concentragdo celular (biomassa) ao longo do tempo;
X4 € a concentracdo celular (biomassa) na fase estaciondria de
crescimento (g L'); u,.. € a velocidade especifica mdxima de cres-
cimento celular (h™').
Para a modelagem da producdo de biossurfactante utilizou-se a
Equagdo 9.2
P_pop |- ©)
dt

max

na qual: P, € a razdo entre a taxa volumétrica inicial de formagio
do produto (r,,) e a concentragdo inicial de produto P, (h"); P, €a
concentracdo méxima de produto (g L).

O comportamento do consumo de glicerol foi descrito conside-
rando-se que este foi consumido apenas para crescimento celular.* A
Equacdo 10 apresenta o balanco de massa para o processo descontinuo
que foi utilizado.

@s__ 1 & (10)

dt Yy dt

O modelo proposto teve seus parametros ajustados empregando
o método de regressdo ndo-linear™® com 95% de intervalo de con-
fianca. O ajuste dos modelos foi avaliado a partir do desvio padrdo
dos parametros.

Efeito do pH, NaCl e temperatura sobre a atividade do
ramnolipideo

O efeito de condigdes fisico-quimicas sobre a atividade do
ramnolipideo foi realizado no meio de cultivo livre de células, cuja
concentracdo de ramnose foi 1,5 g L', e em solugdes aquosas de
ramnolipideo bruto, obtido por precipitacio dcida de acordo com
metodologia proposta na literatura.”® A concentragio de NaCl variou
de 0 a 20% (m/v) para o meio livre de células e de 0 a 12% para o
biossurfactante bruto. Na solu¢do aquosa de biossurfactante bruto,
a faixa de concentragdo de NaCl foi limitada pela precipitacdo, que
ocorreu em concentragdo acima de 12% (m/v). O pH foi avaliado na
faixa de 6,0 a 11,0, sendo essa faixa funcdo do efeito do pH sobre
a redugdo da solubilidade do bissurfactante. O efeito de diferentes
tratamentos térmicos foi realizado submetendo o meio de cultivo
livre de células ou a solucdo de biossurfactante bruto a uma faixa de
temperatura entre 20 e 120 °C durante 15 min e a temperatura fixa
de 100 °C durante 15, 30, 60 e 120 min.

Métodos analiticos

Determinagdo do crescimento celular

O crescimento celular foi determinado através de medidas da
densidade dtica de amostras utilizando um espectrofotometro UV-
visivel (20 Genesis, BR) a 600 nm. A concentracao celular,em g L,
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foi quatificada através de curva de calibracio da massa seca versus
densidade dptica.

Determinagdo de ramnose

A determinacdo de ramnose, uma forma direta de quantificagdo
de ramnolipideos, foi realizada através do método orcinol-sulfurico.”’
A solugio de orcinol, a 0,19% (p/v), foi preparada dissolvendo este
reagente em uma solucio de dcido sulftrico a 53% (v/v). O método
consistiu em adicionar 0,9 mL desta solu¢do a uma aliquota de 0,1
mL de amostra, seguido de aquecimento a 80 °C durante 30 min.
Ap6s este periodo, 0 meio reacional permaneceu em repouso durante
15 min, determinou-se a absorbancia em espectrofotdmetro UV-VIS
a 421 nm. A curva padrio foi obtida com solucdes de ramnose com
concentracoes conhecidas, entre 5 e 50 mg L.

Determinagdo de glicerol

A concentracdo de glicerol foi determinada a partir do kit enzi-
matico para andlise de triglicerideos (Laborlab®, Guarulhos, SP). O
principio do método quantifica o teor de glicerol através da enzima
glicerolquinase. A metodologia consistiu em adicionar 10 pL de
amostra e 1 mL do reativo enzimdtico a um tubo de ensaio que foi
incubado em banho-maria a 37 °C durante 10 min. Apds este periodo,
a absorbédncia da amostra foi determinada a 505 nm em espectrofotd-
metro UV-VIS. A curva padrao foi obtida com solugdes de glicerol
PA na faixa de concentracdo de 0,05 a 0,80 g L.

Cromatografia em camada delgada

Para realizacido de cromatografia em coluna o extrato obtido a
partir da extracdo liquido-liquido descrita anteriormente foi utilizado
para separacdo dos constituintes. Na cromatografia em coluna, Silica
Gel 60 foi utilizada como fase estaciondria e uma mistura cloroférmio-
-metanol, cuja razdo variou de 20:1 a 1:1 (v/v), foi utilizada como
eluente. Os compostos isolados foram purificados em cromatografia
em camada delgada (TLC) sobre silica (cromatofolhas), sendo o
eluente composto por uma mistura de cloroférmio, metanol e dcido
acético (65:15:2)." A presenga de glicolipideos foi identificada por
solucdo de vanilina/dcido perclérico, apds aquecimento a 100 °C.

Caracterizacio das propriedades tensoativas e micelizacio do
biossurfactante bruto

Indice de emulsificagdo (E,,)

A capacidade emulsificante foi avaliada através de metodologia
previamente descrita.” A um tubo de fundo chato, adicionaram-se
2 mL de solu¢@o aquosa de biossurfactante ou meio de cultivo livre
de células e 2 mL de querosene. O tubo foi submetido a agitacio
em velocidade mdxima em agitador tipo vortex durante 2 min. Apds
agitacdo, o tubo permaneceu em repouso durante 24 horas. O indice
de emulsificagdo (E,,) foi determinado pela razdo entre a altura da
fase emulsionada (H) e a altura do volume total (H,,), de acordo
com a Equagdo 11.

E24(%):h-100 (11)

total

Tensdo superficial

A tensdo superficial, uma medida indireta da producdo de bios-
surfactantes, foi determinada no meio livre de células utilizando um
Tensiometro (Kriiss K6) a 25 °C. As medidas foram realizadas em
triplicata.

Concentragdo micelar critica (CMC)
A CMC foi obtida a partir da determinacdo da tensdo superficial
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de solugdes de concentracdo conhecida do biossurfactante bruto.
Para tanto, foram realizadas dilui¢cdes sucessivas de uma solucio
concentrada do surfactante. A tensdo superficial foi determinada em
tensidmetro Kruss K6 pelo método do anel de du Nouy, sendo as
medidas realizadas a temperatura ambiente e em triplicata. A CMC
foi determinada pelo ponto de inflexdo da curva obtida plotando-se
a tensdo superficial versus o log 10 da concentragido de ramnose.

Concentragdo Superficial de Excesso (T')

A concentracdo superficial de excesso do biossurfactante, uma
medida da eficiéncia de adsor¢@o na interface ar/liquido, foi calculada
a partir da equacdo de Gibbs (Equagdo 12).

=7MM.CRL . ﬁ (12)
" x-R-T | 9C,,
na qual: T, é a concentragdo superficial de excesso (mol A2); C,, &
concentracdo de biossurfactante expressa como ramnose (g L); v é
tensdo superficial (mN m); MM € massa molecular (g mol'); T € a
temperatura (K); R € a constante dos gases ideais (8,314 J mol! K').
A concentragdo superficial de excesso (I',)) foi determinada atra-
vés da inclinac@o da curva obtida plotando-se 7y versus Cg, . O valor
de x foi atribuido de acordo com a estrutura do biossurfactante e das
condic¢des do meio. Assim, para surfactante anidnico na presenca de
contraion ndo tensoativo, x é equivalente a 1.%

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinética de cultivos em batelada para a producio de
ramnolipideo por P. aeruginosa MSIC(02

Os ensaios cinéticos realizados neste trabalho consistiram em
verificar a influéncia da razdo C/N sobre a cinética e os parametros
de fermenta¢@o de cultivos em frascos agitados da linhagem P. aeru-
ginosa MSIC02 em meio sintético com glicerina como substrato. Para
tanto, foram realizados experimentos variando-se a concentragio de
NaNO; de 1,0 a 4,0 g L' com concentragio de glicerina de 42,0 g
L, obtendo-se razdes C/N de 86 a 21, e variando-se a concentra¢do
de glicerina, de 42,0 gL' a23,14 g L', obtendo-se razdes C/N de 21
e 12, respectivamente, com 4,0 g L' de NaNO,. A Tabela 3 mostra
estes parametros para os diferentes ensaios realizados.

A partir dos dados da Tabela 3 verifica-se que a variagéo da razdo
C/N afetou significativamente os pardmetros referentes a producio
de biossurfactante. O fator de conversao biomassa em produto (Y )
aumentou por um fator de 5 quando se reduziu a razdo CN de 86
para 12. Aumento significativo também foi obtido na concentragado
maxima (P, ) e na produtividade volumétrica (P,) de ramnolipide-
os. Os parametros referentes ao crescimento celular foram menos
influenciados, observando-se que a concentragdo médxima (X, )
e a produtividade volumétrica (Py) de biomassa aumentaram em

Quim. Nova

torno de 1,4 vezes e 2,0 vezes, respectivamente, com a reducio da
razdo CN (Tabela 3).

Além da concentrag@o de nitrogénio, a concentracdo inicial de
glicerina também exerceu influéncia sobre o crescimento celular,
sendo que a fase estaciondria se iniciou com 72 horas de crescimento
para o ensaio realizado com concentragdo inicial de glicerol de 24
g L' (Figura 1A), enquanto que para os ensaios em que se utilizou
uma concentra¢do de glicerol maior (42 g L') a fase estaciondria
de crescimento foi atingida entre 24 horas e 48 horas de cultivo. As
curvas de crescimento celular mostraram que a fase de desaceleragio
do crescimento iniciou em 24 horas para os ensaios C/N 59 e 86 e 48
horas para os ensaios com maior concentrag¢ao de nitrogénio (Figura
1A), mostrando que o nitrogénio foi o elemento estequiometricamente
limitante ao crescimento celular.

0.9 T T T T T T T
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Figura 1. Cinética do crescimento celular (A) e da produgdo de ramnolipi-
deos (B) em cultivo em frascos agitados de P. aeruginosa MSICO2 em meio
sintético contendo glicerina como fonte de carbono

O comportamento cinético da produ¢@o de ramnolipideos pode ser
observado na Figura 1B. A redugéio da razao C/N e da concentracdo
inicial de glicerol acarretou uma maior produ¢@o de ramnolipideos,
expresso em termos de ramnose, atingindo 2,3 g L' para a razdo

Tabela 3. Pardmetros cinéticos e estequiométricos da fermentagdo em frascos agitados da linhagem P. aeruginosa MSIC02 em meio sintético com glicerina

como substrato realizados em diferentes razdes C/N

Glicerol NaNO, Razdo Y, Y, Y, Py Py Consumo de glicerol
(gLh (gL C/N (gg" (ggh (ggh (mg L' h") (mg L' h") (%)
24,0 4,00 12 3,040 0,189 0,060 31,94 10,50 50,77
42,0 4,00 21 1,994 0,061 0,033 17,78 13,56 50,27
42,0 2,40 36 1,649 0,061 0,042 15,00 9,10 42,37
42,0 1,45 59 1,228 0,049 0,038 9,43 7.40 36,61
42,0 1,00 86 0,678 0,022 0,027 4,24 6,26 44,81
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C/N 12. A redugdo da razdo C/N de 60 para 22 em cultivos de P.
nitroreducens utilizando glicose e NaNO, como fontes de carbono e
nitrogénio, respectivamente, acarretou um aumento da producio de
ramnolipideos de 1,5 vezes.'® Comparativamente ao ensaio com mes-
ma concentracio de nitrogénio, C/N 21, obteve-se uma producio de
ramnolipideo de 1,27 g L', cerca de 50% menor que a obtida anterior-
mente. O efeito inibidor do glicerol em concentragdes elevadas sobre
a producio de ramnolipideos também foi verificado com a linhagem
de P. aeruginosa S2." Os resultados mostraram baixa produtividade
de biossurfactante utilizando 4% de glicerol, ocorrendo aumento de
5 vezes na producio deste bioproduto ao reduzir a concentragdo de
glicerol para 2%."

O comportamento do pH estd apresentado na Figura 2 para os en-
saios avaliados. As curvas de pH mostraram que houve, inicialmente,
aumento do pH com posterior reducdo deste para os ensaios C/N 86 a
36. No ensaio C/N 21 e C/N 12 o pH manteve-se constante de 48 a 72
horas. Observou-se também que o pH final aumentou com o aumento
da concentracdo de nitrogénio no meio. Comportamento semelhante
foi observado em cultivos da linhagem P. aeruginosa E03-40 em
frascos agitados contendo meio com sais minerais suplementado com
extrato de levedura e peptona na presenga de nitrato e glicerol.* Foram
obtidos valores de pH entre 8,0 e 8,5 ap6s 40 horas de cultivo, sendo
este aumento atribuido a denitrificagdo em condi¢des microaerdbias.

Tempo (h)

Figura 2. Comportamento do pH ao longo do tempo para os ensaios avaliados

Modelos cinéticos para o crescimento celular, formagao de pro-
duto e consumo de substrato durante a producdo de ramnolipideos
por P. aeruginosa MSIC02 em meio contendo glicerina e nitrato de
sédio como fontes de carbono e nitrogénio foram avaliados.

Os ajustes obtidos pelos modelos propostos (Figuras 1S a 58S,
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material suplementar) e os parimetros estimados das varidveis de
fermentagdo sdo mostrados na Tabela 4.

Pode-se observar a partir dos desvios obtidos para os parametros
de crescimento celular que o modelo logistico forneceu descri¢io
cinética adequada para todos os ensaios (Tabela 4). Este modelo,
comparado a outros modelos cinéticos ndo estruturados, como 0s
propostos por Monod, Tessier e Contois, ndo considera a presenga
de um substrato limitante, mas relaciona o crescimento celular a
um fator de inibi¢do, que € proporcional a concentracio celular
(X). Esta considerac@o permitiu a modelagem do crescimento de P.
aeruginosa MSIC02, visto que o substrato limitante, neste caso, foi
a fonte de nitrogénio.

O modelo matemadtico avaliado para a producio de ramnolipideos
foi capaz de descrever a cinética da produ¢do deste bioproduto para
todos os ensaios obtendo-se desvio padrdo aceitdvel para todos os
parametros (Tabela 4). Este modelo foi desenvolvido para descrever
a biossintese de lactato de amdnio a partir de uma bactéria homofer-
mentativa, a Lactobacillus amylophilus, sendo obtido por analogia ao
modelo logistico para crescimento celular.”® Os autores observaram
comportamento semelhante entre a velocidade especifica de produgio
de 4cido ldtico versus concentracdo de dcido ldtico e a velocidade
especifica de crescimento celular versus concentracio celular. O
modelo apresentou, portanto, uma abordagem simplificada para a
produgdo de ramnolipideos, sem fornecer parimetros que esclarecam
seu mecanismo de biossintese. Este modelo tem sido apresentado na
literatura como um modelo adequado para descrever a cinética de
sintese de biossurfactantes para descrever a produgao de biossurfac-
tantes por bactéria probidtica, obtendo ajustes aceitdveis (R*>0,91).?!

O consumo de substrato foi explicado pelo crescimento celular. Os
valores de Yxs foram semelhantes aos valores obtidos experimental-
mente (Tabela 3) para todos os ensaios. Durante as simula¢des ndo foi
possivel ajustar os pardmetros Y, € my, pois estes ndo apresentaram
valores significativos para a minimizacdo dos residuos, bem como
desvio padrio aceitdvel.

A Figura 3 mostra o comportamento das velocidades especificas
de crescimento celular ao longo do tempo, sintese de ramnolipideo
e consumo de substrato durante a fermentagdo por P. aeruginosa
MSICO2. As curvas de velocidades especificas apresentaram relagdo
direta entre o crescimento celular e o consumo de substrato (Figura
3). A curva de sintese de biossurfactante ndo apresentou qualquer
relacdo com o crescimento celular ou com o consumo de substrato,
indicando que o ramnolipideo produzido por P. aeruginosa MSIC02
comportou-se como um metabdlito secunddrio. Este resultado estad
de acordo com dados da literatura reportados para a sintese de ram-
nolipideos por diferentes espécies de Pseudomonas.'*'33

Tabela 4. Parametros estimados para os modelos logistico e Mercier et al. (1992) para as cinéticas de crescimento celular, producio de ramnolipideos e consumo

de substrato durante o cultivo do P. aeruginosa MSIC02 em frascos agitados

Razao C/N

Parametros

12 21 36 59 86
Crescimento celular
TR () 0,167 £0,014 0,170 £ 0,029 0,162 + 0,066 0,180 + 0,007 0,218 £ 0,016
X (8L 0,720 + 0,239 0,645 + 0,090 0,709 + 0,244 0,600 + 0,071 0,544 + 0,108
Consumo de Substrato
Y. (ggh 0,052 £ 0,019 0,037 £ 0,010 0,076 £ 0,051 0,040 + 0,005 0,035 + 0,007
Y, (ggh 0,233 + 0,150 0,156 £ 0,125
Formacao de Produto
Conax (8L 2,298 + 0,398 1,320 £ 0,159 1,260 + 0,375 0,578 £ 0,120 0,377 £ 0,177
P (h") 0,229 + 0,015 0,197 £ 0,012 0,230 £ 0,016 0,229 + 0,081 0,266 + 0,113
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Figura 3. Comportamento das velocidades especificas de crescimento celular
(1), consumo de substrato (u ) e produgdo de biossurfactante (u,) durante
cultivo em frascos agitados de P. aeruginosa MSIC02 a 37 °C e 150 rpm

Caracterizacio e efeito de condicoes ambientais sobre a
estabilidade do biossurfactante

Os estudos cinéticos realizados mostraram que a linhagem P.
aeruginosa MSICO2 € potencial produtora de biossurfactantes ram-
nolipideos a partir da glicerina, co-produto da sintese de biodiesel,
como unica fonte de carbono e energia. Os parimetros fermentativos
apresentados na Tabela 3 mostram que, com uma razdo C/N = 12,
foram atingidas a maior produtividade volumétrica (Py=31,94 mg L"!
h') e maior conversao de substrato em produto (Y,s =0,189 g g') nos
cultivos em frascos agitados. Desta forma, esta condicao foi utilizada
para a producdo de ramnolipideos pela linhagem de Pseudomonas
avaliada neste trabalho com o objetivo de avaliar suas propriedades
tensoativas e estabilidade frente a diferentes condicdes ambientais.
Para tanto, avaliou-se o meio de cultivo livre de células e solu¢des
aquosas do biossurfactante bruto.

As propriedades tensoativas do ramnolipideo produzido por P.
aeruginosa MSICO2 foram, inicialmente, avaliadas no meio de cultivo
livre de células. A tensdo superficial e a capacidade emulsificante
comprovaram que este glicolipideo possui boa atividade superficial,
obtendo-se uma tensdo superficial minima de 32,0 mN m', além
de apresentar capacidade emulsificante de 63,5% com querosene
comercial. Estes resultados demonstram o potencial deste bioproduto
em apresentar importantes propriedades de aplicabilidade industrial,
tais como detergéncia, emulsificagdo, umectagdo, complexagio de
metais, biorremediagdo, melhoramento do crescimento microbiano,
dentre outras."’

A andlise do extrato metandlico do biossurfactante bruto por
cromatografia em camada delgada (CCD) mostrou a presenga de
dois componentes majoritarios, o diramnolipideo (RL2) e 0 mono-
ramnolipideo (RL1) (Figura 4). A linha A contém o spot referente
ao RL1 cujo Rf (fator de retardamento) foi 0,66. Na linha B, o spot
referente ao RL2 apresentou Rf inferior ao RL1, com valor de 0,37.
Fragdes ramnolipidicas sintetizadas por P. aeruginosa MSIC02 foram
constituidas, principalmente, por L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-
B-hidroxidecanoato (Rha-C,-C,,) e L-ramnosil-L-ramnosil-8-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha-Rha-C,-C,,).” Além destas
estruturas, dois homdlogos saturados foram identificados em cada
frac@o por espectrometria de massa’. Na fracdo de monoramnolipi-
deos foram observados homélogos com massa molecular de 476 g
mol’!, correspondente as estruturas Rha-C,,-C, ou Rha-Cy-C,, e 532
g mol ", correspondente as estruturas Rha-C,-C, ou Rha-C,-C,,
como compostos minoritirios. De forma equivalente, a fragdo
diramnolipidica apresentou homdélogos com massas moleculares
de 622 g mol”, correspondente as estruturas Rha-Rha-C,;-C, ou
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Rha-Rha-C-C,,, e 678 g mol’', correspondente as estruturas Rha-
Rha-C,-C,, ou Rha-Rha-C,,-C,,.” A maior propor¢ao de RL2 para
RLI1, visualizada qualitativamente através da intensidade dos spots
obtidos na CCD (Linha C, Figura 4), foi comprovada através da
determinagd@o das massas das fracdes dos respectivos ramnolipideos
obtidas por cromatografia em coluna. Obteve-se uma proporcao de
30:70 (RL1:RL2), cujas massas das fracdes foram 7,9 mg de RL1
e 18,7 mg de RL2. A predominéncia de RL2 sobre seu congénere
RLI1 tem sido apresentada por diversos autores a partir de diferentes
linhagens de Pseudomonas sp.""203334

A ® (©
Figura 4. Cromatografia em camada delgada dos ramnolipideos produzidos
por P. aeruginosa MSICO2 com glicerol como substrato e cultivo de 72 horas a
37 °C sob agitagdo de 150 rpm. (A) Monoramnolipideo; (B) Diramnolipideo;
(C) Biossurfactante bruto

Além da elevada compatibilidade ambiental e biodegradabilidade
dos biossurfactantes comparativamente aos surfactantes sintéticos,
estes possuem a caracteristica de interagir com microrganismos,
causando alguns efeitos bioldgicos, como a regulagio da hidrofobi-
cidade da superficie celular.* Esta caracteristica influencia o processo
de biorremediacdo de solos contaminados por compostos organicos
hidrofébicos, pois o aumento da hidrofobicidade da superficie celular
permite uma maior absorcio destes substratos por microrganismos.
Ramnolipideos estdo entre os biossurfactantes que possuem maior
afinidade por células, cuja intensidade da adsor¢do na superficie
celular € fun¢@o da natureza quimica e estrutural da molécula de
ramnolipideo.*® Este efeito foi verificado ao identificar que o RL2
exibiu maior capacidade em aumentar a hidrofobicidade da superficie
celular comparado ao RL1.% Portanto, a maior propor¢do de RL2
sobre RL1 obtida na mistura de ramnolipideos sintetizada por P.
aeruginosa MSICO02 indicou o seu grande potencial para aplicacdo
em biorremediacio de solos.

A partir das propriedades tensoativas promissoras do biossur-
factante produzido por P. aeruginosa MSIC02 e da elevada produ-
tividade (Tabela 3) obtida em cultivos em frascos agitados foram
realizados estudos sobre a sua estabilidade frente a salinidade, pH e
temperatura do meio livre de células e do ramnolipideo bruto obtido
por precipitagdo dcida. Tais estudos foram realizados a fim de avaliar
o potencial de aplicacéio deste biossurfactante em processos cujas
condicdes fisico-quimicas sejam drdsticas, como em biorremediagao
e Recuperacdo Tercidria do Petrdleo.

Efeito da concentracio de NaCl

Os resultados referentes a influéncia da concentragdo de NaCl
sobre a tensdo superficial e emulsificacdo de querosene utilizando
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Figura 5. Efeito da salinidade sobre a tensdo superficial do meio de cultivo livre de células (A) e solu¢dao aquosa do biossurfactante bruto (B) e sobre a capa-

cidade emulsificante do meio de cultivo livre de células (C) e da solugdo aquosa de biossurfactante bruto (D)

o meio livre de células e o biossurfactante bruto estéio apresentados
nas Figuras 5A a 5D. Nas Figuras 5A e 5B observou-se uma redu-
¢do na tensdo superficial com o aumento da concentracdo de NaCl
tanto para o meio de cultivo livre de células, de 32 mN m! para 29,5
mN m’!, como para o biossurfactante bruto, de 31 mN m™! para 30
mN m™ (Figuras 5A e 5B). Resultados semelhantes foram obtidos
previamente em estudos do efeito da concentrag@o de NaCl, na faixa
de 0 a 1,0 M, sobre as propriedades tensoativas dos ramnolipideos
RL1 e RL2.* A tensdo superficial para o RL1 foi reduzida de 30,0
para 28,6 mN m, e para o RL2 a redugéo da tensdo superficial foi
de 31,2 para 31,0 mN m™. Este efeito foi atribuido a neutralizagao
que os fons s6dio exercem sobre a carga negativa liquida ocasionada
pelos fons carboxilato dissociados na interface liquido/géds, em pH
neutro, através do seu efeito de blindagem na dupla camada elétrica.
Isto ocasiona a redu¢@o das forgas repulsivas dos fons carboxilato,
causando a formacdo de uma monocamada mais compacta e redu-
zindo a tensdo superficial.*’

A capacidade de emulsificar querosene da solugdo aquosa de
ramnolipideo bruto aumentou com o aumento da salinidade até 10%
de NaCl, atingindo valor mdximo de 80%, ocorrendo uma reducio
do IE,, para 66,7%, com uma concentragio de 12% de NaCl (Figura
5D). Para o meio livre de células, o IE,, foi um pouco menor (60 —
68%). Analogamente, a capacidade emulsificante do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa Bs20 com querosene foi de 65% e 60%
para o meio de cultivo livre de células e a solug@o de biossurfactante
bruto, respectivamente.?® Em cultivos em frascos agitados de P. aeru-
ginosa MAO1 utilizando 6leo de soja como Unica fonte de carbono
obteve-se IE,, de 70% com o meio de cultura livre de células apds
11 dias de cultivo.'® Portanto, os valores obtidos neste trabalho foram
semelhantes ou superiores aos reportados na literatura.

A excelente estabilidade frente a concentragdo de NaCl do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa MSIC02 para o meio

livre de células e para o biossurfactante bruto mostrou seu elevado
potencial de uso em biorremediacdo de ambientes salinos, como
por exemplo, na recuperagdo de ambientes marinhos impactados
por derramamentos de petréleo, pois observou-se que € possivel a
utilizagdo direta do meio livre de células para fins de biorremediacao,
sem uma etapa de pré-purificacdo. A etapa de purificacdo pode atingir
valores de até 60% do custo total da produgio de biossurfactantes.®
Resultado semelhante foi obtido com o biossurfactante produzido por
P. aeruginosa Bs20 que mostrou potencial de aplicacdo em ambien-
tes marinhos.? Entretanto, a maior concentragdo de NaCl utilizada
pelos autores foi de 6%, enquanto que neste trabalho o efeito da
salinidade foi avaliado até uma concentracio de 20%, para o meio
livre de células, e 12% para o biossurfactante bruto. Ressalta-se ainda
que concentracdes salinas acima de 3% sdo suficientes para inativar
surfactantes convencionais.*

Efeito do pH

A Figura 6A mostra o resultado da variacdo da tensdo superfi-
cial com o pH no meio livre de células e no biossurfactante bruto.
Observou-se que, para ambos os meios, houve uma redu¢ao da ati-
vidade superficial com o aumento do pH (Figura 6A), variando de
29,2 a 32,5 mN m! para o meio livre de células, e de 30,0 para 36,0
mN m! para o biossurfactante bruto. O ramnolipideo produzido por
P. aeruginosa Bs20 foi estdavel em uma faixa de pH de 2,0 a 13,0,
apresentando reducdo da atividade superficial para valores de pH
mais altos (pH > 9,0).% Comportamento semelhante foi observado no
biossurfactante produzido por P. aeruginosa UCP0992 em meio mi-
neral com glicerol como fonte de carbono e energia, em que a tensio
superficial variou de de 24,0 mN m™' em pH 2 para 29,0 mN m™' em
pH 10.° Moléculas de ramnolipideos sio afetados pelo pH através da
protonacdo dos fons carboxilato em solugdes dcidas, comportando-se
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como um surfactante ndo-idnico em solu¢@o, acarretando uma redugio
na tensdo superficial.” Em solug¢des neutras ou levemente alcalinas,
o ramnolipideo adquire um comportamento anidnico.*
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Figura 6. Efeito do pH sobre a atividade superficial (A) e indice de emulsifica-
¢do (B) do meio livre de células e da solugdo aquosa do biossurfactante bruto

O indice de emulsificagcdo do meio livre de c€lulas variou de 62%
para 68% com o aumento do pH, sendo que no biossurfactante bruto
obteve-se 76% de capacidade emulsificante em pH 7, indicando que
apesar do aumento da tensdo superficial, a capacidade de emulsifi-
cacdo do biossurfactante nao foi afetada (Figura 6B). Este resultado
pode ser esperado, visto que a capacidade de surfactantes formarem
emulsdes estdveis ndo € sempre associada com a atividade superfi-
cial.** A avaliacdo do efeito do pH sobre a estabilizagdo de emulsdes
formadas por ramnolipideos mostrou que a capacidade emulsificante
deste glicolipideo com diferentes tipos de 6leo aumentou em meio
alcalino (pH entre 8,0 € 9,0).* Em pH acima de 5,6, valor do pKa do
ramnolipideo,* ocorre a ionizagdo dos grupos carboxilicos da molé-
cula de ramnolipideo, blindada por contraions (Na*) na dupla camada
elétrica. Com isso, as micelas tornam-se mais carregadas aumentando
a repulsdo entre elas e, consequentemente, diminuindo o fendmeno
da coalescéncia.”® A obtengdo de maior capacidade emulsificante
em pH 7,0 possibilita o uso deste biossurfactante como estabilizante
de emulsdes utilizadas nas inddstrias farmacéutica e cosmética.** O
aumento do pH da solugdo do biossurfactante bruto até 11,0 pouco
afetou a capacidade emulsificante do ramnolipideo, cujo valor ainda
permaneceu em 72%. Desta forma, a sua utilizagdo como agente
emulsificante em processos desenvolvidos sob condi¢des drésticas,
como na recuperaciio melhorada de petréleo, apresentou potencial
para remogdo de filmes de 6leo a partir de rochas e na reducdo da
viscosidade do petréleo.?

Efeito da temperatura

A Figura 7 apresenta os resultados do efeito de diversos
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tratamentos térmicos sobre a atividade superficial e capacidade
emulsificante do meio de cultivo livre de células e das solugdes de
biossurfactante bruto produzido por P. aeruginosa MSIC02. Quando
exposto a 100 °C, Figura 7A, a tensao superficial do meio de cultivo
livre de células mostrou uma discreta elevagdo, de 33,0 mN m! para
33,4 mN m' em 60 minutos de exposicdo, atingindo 34,0 mN m!
ap6s 80 minutos. Da mesma forma, a tensdo superficial da solucao
aquosa do biossurfactante bruto apresentou uma pequena variagao,
ocorrendo uma redugdo de 32,6 mN m' para 32,0 mN m™' apds 60
minutos de exposi¢do a 100 °C e retornando ao valor inicial (32,6
mN m"') em 80 minutos de exposi¢do (Figura 7A). A capacidade
emulsificante apresentou uma 6tima faixa de emuls@o, superior a 70%,
para a solucio aquosa de ramnolipideo bruto e 65% para o meio de
cultivo livre de células (Figura 7B).

A Figura 7 mostra, ainda, a estabilidade da tensdo superficial
frente a varia¢des na temperatura. Obteve-se menor tensao superficial
para o meio livre de células a 80 °C (30 mN m™) ocorrendo aumento
para 34 mN m™ a 120 °C (Figura 7C). A tensdo superficial na solugao
aquosa de biossurfactante bruto manteve-se constante de 20° a 80
°C (30 mN m™) atingindo um valor de 33 mN m™ a 120 °C (Figura
7C). A capacidade emulsificante foi pouco afetada pela variagdo de
temperatura, permanecendo em torno de 75% com a solugdo aquosa
de ramnolipideo (Figura 7D). A varia¢ao da temperaturade 4 °C a 120
°C do meio livre de células contendo biossurfactante produzido por P.
aeruginosa UCP0992 promoveu um aumento da tensdo superficial de
28,0 2 30,0 mN m!, que consistiu em comportamento semelhante ao
obtido neste trabalho.® A termoestabilidade do ramnolipideo contido
no meio de cultivo livre de células, a partir de diferentes linhagens de
P. Aeruginosa, foi reportada em outros trabalhos.'”?¢ Os resultados
obtidos neste trabalho quando comparados aos relatados na literatura
mostraram que, independente da linhagem e das condicdes de cultivo,
o ramnolipideo apresentou-se como um biossurfactante de elevada
estabilidade térmica.

Efeito da concentracao de NaCl, pH e temperatura sobre a
micelizacido do ramnolipideo

Moléculas de surfactantes possuem a capacidade de formar
microestruturas altamente organizadas, cuja morfologia depende
de fatores que incluem a frag@o relativa dos diferentes grupos que
constituem a molécula do surfactante, a forma da molécula do sur-
factante, o pH e a forca idnica da solugd@o.* O efeito destes fatores
sobre o comportamento de ramnolipideos em solucdo tem sido
bastante estudado na literatura.’”**#% Assim, o efeito do pH, forca
i0nica e temperatura sobre a micelizagdo e propriedades superficiais
de solucdes aquosas de ramnolipideo bruto foi avaliado. A Tabela
5 mostra o efeito do aumento da forga idnica sobre as propriedades
superficiais do ramnolipideo bruto em meio aquoso. A menor CMC
(28,2 mg L") foi obtida na solugdo de biossurfactante formulada com
10% de NaCl, mostrando que o aumento da forca idnica do meio pro-
moveu aumento da eficiéncia do biossurfactante quando comparado
ao valor obtido na solucdo sem eletrélito (Tabela 5). Nesta mesma
concentracdo salina, obtiveram-se os melhores valores dos parametros
que indicaram a eficiéncia desse biossurfactante em solucao (C20 =
0,99 mg L', T, =2,4 x 102 mol A2, S = 70,4 A2 molécula™') (Tabela
5). Em solugdes aquosas purificadas dos ramnolipideos R1 e R2,
o aumento da concentragcdo de NaCl acarretou em um incremento
de T', e, consequentemente, redugdo de S, obtendo-se 2,5 x 10
mol A2 e 66,1 A2 molécula’ para a solucdo de R1 e 2,4 x 10 mol
A2 e 68,2 A2 molécula™! para a solugdo contendo R2 com 0,5 M de
NaCl.” Observou-se comportamento contrdrio neste trabalho, cujo
aumento da concentracdo de NaCl até 6% promoveu uma reducio de
T", e aumento de S (Tabela 5). O comportamento andmalo observado
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Figura 7. Efeito de diferentes tratamentos térmicos sobre a estabilidade do biossurfactante: efeito do tempo de exposi¢do a 100 °C para o meio livre de células
(A) e para a solucdo aquosa do biossurfactante bruto (B) e efeito do aumento da temperatura sobre a estabilidade térmica (C) e capacidade emulsificante (D)

para o meio livre de células e o biossurfactante bruto

nas solucdes de biossurfactante bruto produzido por P. aeruginosa
MSICO2 pode estar relacionado a presenca de impurezas, compostos
tensoativos ou outros contrajons, provenientes do meio de cultivo
que tenham atuado como interferentes no processo de adsor¢do na
interface liquido-gds. Porém, a solu¢@o formulada com extrato bruto
de ramnolipideo sintetizado por P. aeruginosa MIG-N146 apresentou
', =2,4x 10% mol A2 e S =70 A% molécula’,*s mostrando que 0s
valores obtidos neste trabalho estdo de acordo com dados apresen-
tados na literatura.

Tabela 5. Efeito da concentragdo de NaCl sobre as propriedades superficiais
do biossurfactante bruto

NaCl Vome CMC C20 L, . ) S
(%) (mNm') (mgL') (mgL') (x102°mol A?) (A?molécula’)
0 32,0 37,4 1,23 2,3 72,0
2 32,0 52,0 1,70 22 74,3
6 32,3 54,5 0,91 2,1 77,9
10 32,5 28,2 0,99 2,4 70,4
12 32,7 33,0 1,89 22 73,9

O estudo do comportamento da CMC frente a varia¢cdes no pH
do biossurfactante bruto encontra-se na Tabela 6. Obteve-se menor
CMC, equivalente a 31,6 mg L', na solu¢do em pH 10 (Tabela 6). O
efeito do pH sobre a CMC das fracgdes purificadas dos ramnolipideos
R1 e R2 mostrou que, com a reducdo do pH de 6,8 para 5,0 a CMC foi
reduzida de 50,4 mg L' para 26,0 mg L'.** Portanto, a CMC obtida a
partir do precipitado bruto do ramnolipideo produzido por P. aerugi-
nosa MSIC02 apresentou resultados semelhantes aos obtidos com o

ramnolipideo puro. O efeito do pH sobre a eficiéncia de adsor¢io ndo
foi tAo expressiva quanto o efeito exercido pela forca ionica (Tabela
5), sendo o maior valor de C20 (1,88 mg L) semelhante ao obtido
para surfactantes quimicos, entre 1 — 3 mg L%

Tabela 6. Efeito do pH sobre as propriedades superficiais do biossurfactante
bruto

Vome CMC C20 r, S
pH (mNm') (mgL") (mgL?") (x10%molA?) (A2molécula™)
6 30,5 35,48 1,52 2,6 64,7
10 31,7 31,62 1,42 2,5 65,6
12 323 75,00 1,88 2,2 76,4

As Tabelas 7 e 8 mostram o efeito de diversos tratamentos tér-
micos sobre a atividade superficial e micelizagdo das solucdes de
biossurfactante bruto. O aumento tempo de exposi¢do a 100 °C pro-
moveu um aumento da CMC de, aproximadamente, 20%, bem como,
da tensdo superficial minima que variou de 31,7 mN m™' para 32,5
mN m! (Tabela 7). J4 a temperatura atuou diferentemente do tempo
de exposigdo sobre o comportamento da CMC e tensdo superficial
minima. O aumento de 20 °C para 60 °C acarretou redugdo da CMC
e da tensdo superficial minima, ocorrendo um aumento de ambas
quando a temperatura foi elevada para 100 °C e, posteriormente,
para 120 °C (Tabela 8). O efeito da temperatura sobre a CMC de
surfactantes em meio aquoso € complexo e resultante de efeitos que
favorecem a micelizag@o, como a reducdo do grau de hidratagdo do
grupo hidrofilico, e que desfavorecem este processo através da ruptura
da estrutura da dgua que circunda o grupo hidrofébico, sendo, portan-
to, a magnitude desses efeitos que determinam o comportamento da
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CMC com a temperatura.” O efeito dos tratamentos térmicos sobre a
adsorg¢do na interface liquido-gds foi semelhante ao comportamento
apresentado pela CMC, como pode ser observado nas Tabelas 7 e 8
através dos valores de C20,T" e S.

Tabela 7. Efeito do tempo de exposicdo a 100 °C sobre as propriedades
superficiais do biossurfactante bruto

Tempo 7. CMC C20 r, . S
(min) (MmN m') (mgL') (mgL"') (x102°molA?) (A?molécula’)
15 31,70 45,71 1,70 23 71,0
30 32,04 48,98 1,35 22 74,2
60 32,50 50,12 1,57 22 74,0
75 31,90 60,26 1,66 22 74,3

Tabela 8. Efeito da temperatura sobre as propriedades superficiais do bios-
surfactante bruto

Trszr’z Y.. CMC  C20 r, S
) (mNm') (mgL') (mgL') (x 102 mol A?) (A2 molécula)
20 32,3 63,10 1,62 2,3 72,2
60 31,1 43,65 1,43 2,2 74,9
100 31,7 45,71 1,43 2,3 71,0
120 32,0 54,95 1,49 2,3 71,0
CONCLUSOES

A cinética e os parametros fermentativos da produgdo de ram-
nolipideos por P. aeruginosa MSIC02 utilizando a glicerina, co-
-produto da producio de biodiesel, como fonte de carbono e energia
foram maximizados com 0,4% de NaNO; e 2% (p/v) de glicerina.
Nesta condi¢@o os valores obtidos para os paramétros foram: Y =
304ggh; Y, =0,189 ¢ gl Py =31,94mg L' h'e P, =10,5mgL"!
h!'. O ramnolipideo comportou-se como um metabdlito secundario.
O meio livre de células e a solugdo aquosa de ramnolipideo bruto
mostraram elevada estabilidade frente a varia¢@o de salinidade, pH
e temperatura, apresentando tensdo superficial minima de 29,2 mN
m”! em pH 6,0 e 30 mN m™ em 10% (p/v) NaCl, respectivamente. A
capacidade de emulsificar querosene foi, em média, superior para a
solucdo aquosa de ramnolipideo em relacido ao meio de cultivo livre
de células, apresentando valor maximo de 80% com 10% NaCl. O
biossurfactante apresentou elevada eficiéncia, atingindo CMC de
282mg L', C20=0,99 mg L', T, =24 x 10% mol A2eS=704
A2 molécula’ em solugdo aquosa contendo 10% de NaCl. Portanto, o
potencial de aplicagdo do ramnolipideo produzido por P. aeruginosa
MSICO02 em processos industriais que envolvem condigdes ambientais
drésticas foi comprovado através da sua excelente estabilidade frente
a elevada salinidade, valores extremos de pH e elevada temperatura.
Portanto, pode-se inferir que este pode ser utilizado em processos
de recuperacdo tercidria de petréleo e biorremediacdo de ambientes
salinos visto que ndo houve reducdo de sua atividade superficial e
capacidade emulsificante nos ensaios realizados.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Disponivel na forma de material suplementar no sitio da SBQ
(http://quimicanova.sbq.org.br), com acesso livre, sdo encontradas
as Figuras 1S a 5S (ajuste do modelo matematico aos experimentos
realizados nas diferentes razdes C/N) citadas no texto. Os pardmetros
ajustados estdo na Tabela 4 do texto.
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