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RESUMO - Biossurfactantes, ou surfactantes biolégicos, constituem uma série
de espécies quimicas com propriedades tensoativa similares aos surfactantes
sintéticos, entretanto com algumas vantagens: baixa toxidade, reduzida CMC,
possibilidade de producéo por fontes renovaveis, além de tolerancia as condicdes
extremas de temperatura, pH e forca ibnica. Entretanto, a viabilidade econémica
da producdo em escala industrial de biossurfactantes depende do
desenvolvimento de estratégias e processos que visem a minimizacéo dos custos
envolvidos no processo, como por exemplo, técnicas estatisticas de otimizacao.
O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da agitacdo e aeracdo em
biorreator de bancada sobre a transferéncia de oxigénio (k_a) e producédo de
biossurfactante do tipo lipopeptideo pela cepa ICA56, através de planejamento
experimental. Dentre as condicGes analisadas, observou-se que a maior producao
de biossurfactante (115 mg.L™) ocorreu em aeracdo de 1 L.min™® de O, e
agitacdo de 200 rpm e que elevadas condicGes de aeracdo e agitacdo maximizam
a transferéncia de oxigénio, mas podem inibir a producdo de biossurfactante e o
crescimento celular da cepa.

1. INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo tensoativos produzidos por bactérias, leveduras e fungos, sendo
apresentados como uma substancia promissora por apresentarem biodegradabilidade e
eficiéncia em condicBes extremas de pH, temperaturas e forca idnica, além de baixa
toxicidade. Essas vantagens, em relacdo aos surfactantes quimicos, concernem aos
biossurfactantes uma maior gama de aplicagdes industriais (NITSCHKE & PASTORE,
2006).

Na industria petrolifera, biossurfactantes podem ser utilizados na biorremediacdo de
ambientes contaminados com petrdleo, limpeza de reservatdrios, agentes emulsificantes e
recuperacdo melhorada de petroleo (MEOR) (PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).

Apesar do esforco das pesquisas, o custo de producdo de biossurfactante é de
aproximadamente de 3 a 10 vezes maior do que o dos surfactantes quimicos. Diversos
estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de aumentar a producdo de biossurfactantes A
otimizagdo das condigOes de cultivo (como composicdo do meio, temperatura, pH e
oxigenagao) pode ser realizadas através de ferramentas computacionais e estatisticas, como
por exemplo planejamento experimental (superficie resposta), ldgica fuzzi, algoritmos
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genéticos e redes neurais (REIS et al. 2013; RAMKRISHNA, 2010).

Dentro deste contexto, o presente trabalho tem como objetivo estudar a influéncia da
agitacdo e aeracdo em biorreator de bancada na producdo de biossurfactante pela cepa
ICAS56, por intermédio de ferramentas estatisticas (planejamento experimental).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo e meio de estoque

A cepa ICA56 foi previamente isolada de manguezal no municipio de Icapui (Barra
Grande) no estado do Ceara. Este micro-organismo foi apresentado como potencial produtor
de biossurfactante por Lima (2013), por intermédio da identificagdo do gene sfp, responsavel
pela producédo de surfactina, através de técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).
Esta linhagem pertence a cole¢do de bactérias do Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard e foi gentilmente cedido para a realizacdo do presente estudo. A linhagem foi mantida
em meio APGE (agar/peptona/ glicose/extrato de levedura) e repicada a cada 30 dias.

2.2 Meio de cultivo e in6culo

A cultura estoque da cepa ICA56 foi repicada em placa APGE e incubada a 30°C por
24 horas. Apoés esse periodo, trés coldnias foram transferidas para frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 300 mL de meio mineral. O frasco (indculo) foi incubado em agitador a
150 rpm, 30 ° C por aproximadamente 24 horas. Apos este periodo, o inoculo foi
adicionado ao biorreator, contendo 2,7 L de meio mineral estéril, contendo glicose como
fonte de carbono e suplementado com 0,1% da solucdo de micronutrientes (BARRETO,
2011).

2.3 Cultivo em biorreator

O biorreator utilizado foi um fermentador convencional Marconi constituido de uma
dorna (Marconi) de 4 litros de volume Gtil com controle e medidor de temperatura, medidor
e transmissor de pH, medidor e transmissor de oxigénio dissolvido, motor e agitador
mecanico. Além de um sistema de aquisi¢do de dados constituido de placa de aquisi¢do de
sinais (National Instruments) e programacdo em LabVIEW (GIRO et al. 2009).

2.4 Extracao do biossurfactante

O biossurfactante produzido foi extraido do meio fermentado livre de células de
acordo com metodologia descrita por Giro et. al. (2009), por intermédio de extracdo liquido-
liquido com diclorometano como solvente.

2.5 Métodos Analiticos

Determinacdo da biomassa: O crescimento celular foi obtido por método indireto de
turbidimetria pela medida da densidade Optica a 600nm, conforme descrito em Giro et al.
(2009).
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Tensdo superficial: Utilizou-se tensiometro (Kruss K6) a 30 °C, segundo a
metodologia do anel De Néuy (COSTA et al., 2006).

Concentracdo de biossurfactante: Foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), conforme descrito em Yeh et al. (2006).

Concentracdo de Acgucares Redutores Totais: Glicose e frutose foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) segundo metodologia de Giro et al. 2009

2.7 Determinacéo do coeficiente volumétrico de oxigénio (k_a)

O kia foi determinado pelo método dindmico, também conhecido como “gassing-out
method, utilizando-se um eletrodo de O, dissolvido, mas sem o borbulhamento de nitrogénio
gasoso. Schimidell et al. (2001) apresenta um modelo matematico (Equagéo 1) resultante de
um balanco de massa diferencial que permite o calculo do k_a. A integracdo analitica do
modelo, nas devidas condi¢des de contorno, resulta em um equacao linear, cjuo coeficiente
angular é o kpa.

c.—-C
In(22g) = s (=) @

Na Equcdo 1, C representa concentracdo de oxigénio dissolvido, t o tempo e 0s
subscritos indicam o momento em que o sistema de agitacdo e aeracdo séo restabelecidos,
apos o desligamento e o momento no qual é observado um valor estacionario na
concentracédo de oxigénio dissolvido.

Foram avaliadas variadas condicGes de agitacdo (200, 250, 300 e 350 rpm) e aeracao
(0,5; 1; 1,5 e 2 L/min de ar) em biorreator de bancada. Estas condigdes operacionais foram
apresentadas por Amani et al. (2010) ao estudarem a transferéncia de oxigénio em cultivo de
Bacillus subtilis em biorreator de bancada e realizarem estudo de superficie resposta para
avaliar a influéncia da agitacdo e aeracdo na producdo de biossurfactante. Em cada condi¢éo
operacional do reator, realizou-se analise de crescimento celular, formacdo de produto e
tensdo superficial, bem como determinacédo do ki a.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em geral, o aumento de escala de um processo esta condicionado a ensaios iniciais em
bancadas de laboratdrio, para que sejam, em seguida, testados em escala semi-piloto e
piloto. Apds estes estudos, da-se inicio a producdo em escala industrial. O critério de
aumento de escala em sistemas de cultivo aerobio esté relacionado em manter a similaridade
entre os coeficientes volumétricos de oxigénio (k_a) (DORAN, 1995).

A Figura 1 apresenta o perfil temporal do oxigénio dissolvido para a condi¢do de 200
rpm e 1 vvm, bem como a linearizagdo da curva proposto pela Equacdo 1. Esta foi a
metodologia utilizada para calcular o k_a em todos os ensaios realizados.
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Figura 1 — Cultivo para producdo de biossurfactante - Saturaces de oxigénio em funcgéo do
tempo para vazdo de 1 L.min™ de O, e agitacdo de 200 rpm. (O grafico da esquerda é
equivalente oxigénio dissolvido durante o periodo que k_a foi determinado, e o da direita
representa os dados para o calculo do kia linearizados pelo modelo proposto).

Nesta condigdo operacional, foi obtido k., de aproximadamente 10,44 h™. Os valores
de k_a, para esta condi¢do, foi inferior do que o encontrado por Amani et al. (2010) no
cultivo de Bacillus subtilis para producdo de biossurfactantes. Apesar dos valores obtidos
apresentaram valores diferentes, a mesma ordem de grandeza foi observada.

A variagdo na agitacdo e aeracdo do sistema reacional afetaram o crescimento celular
(biomassa) e a formacdo de produto (biossurfactante). A Figura 2 apresenta a superficie
resposta para 0 comportamento da biomassa como efeito das variacdes na agitacdo e aeracédo
do biorreator de bancada.
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Figura 2 — Superficie resposta para a biomassa (g.L™") em fungdo das taxas de aeracdo e
agitacdo para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Observa-se na Figura 2 que elevadas taxas de aeragdo prejudicam o crescimento
celular e que a agitacdo apresenta um efeito mais significativo do que a aeracdo. O maior
crescimento celular ocorreu na faixa intermediaria de agitacdo e aeracdo analisada (em torno
de 260 rpm e 1,0 L.min™).
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Schimidell et al. (2001) reportaram que a mistura do fluido (sistema reacional) é de
crucial importancia em bioprocessos, sendo que em cultivos aerdbicos essa é uma operacao
critica, pois estd diretamente relacionada a transferéncia de oxigénio para as células. O
oxigénio exerce papel fundamental na proliferagdo da biomassa microbiana e
consequentemente na geragdo de produtos. A taxa com que o oxigénio é consumido pelas
células determina a taxa na qual o gas é transferido para o sistema. Normalmente, a demanda
especifica de oxigénio passa por um periodo maximo no inicio da fase exponencial de
crescimento microbiano (DORAN, 1995).

Segundo Doran (1995) quando o ar é disperso através do meio liquido, diferentes
padrdes de fluxo das bolhas de ar podem ocorrer. Se a taxa de agitacdo € baixa e a de
aeracao € elevada, o gas envolve o impelidor sem que ocorra dispersdo das bolhas, formando
um fluxo de ar somente ao longo do eixo da haste do agitador. O aumento da velocidade de
agitacdo faz com que o gas seja capturado sob as pas do impelidor, sendo entdo disperso
através do meio liquido. Ja baixas taxas de aeracdo prejudicam a transferéncia de oxigénio, e
elevadas taxas podem causar turbilhonamento no sistema. O presente estudo observou que o
crescimento celular foi mais acentuado em condi¢cdes moderadas de agitacdo e aeracao.

Neves (2003) afirma que a obtencdo de elevadas concentragcdes de bioprodutos de
interesse depende diretamente da transferéncia eficiente de oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida, especialmente nos instantes mais avancados do processo, pois a concentracdo
celular deve estar elevada. A Figura 4 apresenta a superficie resposta para o comportamento
da producdo de biossurfactante como efeito das variacbes na agitagdo e aeracdo em
biorreator de bancada.
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Figura 3 — Superficie resposta para a producdo de biossurfactante (mg.L™), em funcéo das
taxas de aeracdo e agitacdo, para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Observa-se na Figura 3 que a maior producdo de biossurfactante ocorreu nas
condicBes mais brandas de agitagdo e aeracdo (200 rpm e 1,0 L.min™). Apesar da maior
producédo de espumas serem geradas em niveis mais altos de agitacéo, verificou-se por meio
da superficie de resposta (Figura 21) que concentracdo mais elevada de biossurfactante foi
obtida nas taxas de aeracao e agitagdo menores (200 rpm e 1,0 vvm). Isto pode ser atribuido
ao fato de que as taxas mais baixas de agitacdo em sistema, salva a perda subita de liquido,
devido a pressdo e o fluxo de ar reduzido, o qual facilita o contato entre o oxigénio e o
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micro-organismo, causando pouca turbuléncia ao sistema. Também foi observada a
formacdo de biossurfactante na fase da espuma do sistema estudado, com concentracao
levemente maior do que a observada no seio do liquido.

Yeh et al. (2006) ao cultivarem cepa de Bacillus subtilis para producdo de
biossurfactante, observaram que elevada taxa de agitacdo e aeracdo, apesar de produzirem
consideravel quantidade de espuma, prejudica o crescimento do micro-organismo e a
producdo de surfactina.

Silva (2013) estudou uma faixa ainda mais abrangente de valores de agitacdo (180 até
valores superiores a 400 rpm) e aeracéo (0,8 até valores superiores a 2,2 L.min™) e observou
0 mesmo comportamento que o presente trabalho. Silva (2013) observou que a maior
producdo de biossurfactante por cepa de Bacillus subtilis ocorreu na condicdo de agitagéo de
200 rpm e 1 L.min™, apesar de que em condicBes mais severas de mistura tenha ocorrido
maior formacdo de espuma. Silva (2013) também relatou que a maior parte do
biossurfactante produzido estava na espuma, ao invés do seio do liquido no sistema
reacional.

Observou-se que a variacdo da agitacdo e aeracdo no sistema reacional ndo causou
uma variacdo tdo significativa na producdo de biossurfactante. A maior producgdo de
surfactina ocorreu na condicdo de 200 rpm e 1 L.min™, que foi de aproximadamente 120
mg.L™ em 24 horas de cultivo, sendo este um resultado pouco satisfatorio.

A baixa producdo de biossurfactante apresentada pela cepa ICA56 pode ser
consideravelmente aumentada se outras configuracdes do sistema reacional forem utilizadas.
Estudos recentes (FAHIM et al. 2013; COUTTE et al. 2013) apontam que biorreatores com
configuracdo classica (tanque aerado) ndo sdo adequados para a producdo de
biossurfactantes do tipo lipopeptideos, devido a formagdo excessiva de espuma durante o
processo.

Segundo Henkel et al. (2012), devido a agitacdo e aeracdo constante durante o cultivo
das cepas produtoras de biossurfactantes, ocorre a excessiva formagéo de espuma que afetar
diretamente os rendimentos de producdo. Estudos tem sido realizado visando a aeracdo e
agitacdo em biorreatores, sem que ocorra formacdo consideravel de espuma. Lee et al.
(2008) mostraram que 0 uso de agentes antiespuma também ndo € adequado, pois estas
substancias podem causar algum efeito sobre o micro-organismo, além da possibilidade de
interacdo com o biossurfactante produzido, implicando em um processo mais complexo de
purificacéo.

Algumas configuragdes reacionais para producdo de biossurfactante do tipo
lipopeptideos sdo apresentadas como promissoras. Coutté et al. (2010) utilizaram reator de
membrana aerado sem bolhas e observaram producéo de 600 mg.L™ de biossurfactante do
tipo lipopetideos. Chtioui et al. (2012) utilizaram reator de biofilme com disco rotativo para
producdo de surfactina por cepa de Bacillus sp. e relataram producéo de aproximadamente
1000 mg.L™. Fahim et al. (2013) utilizaram reator trifasico de fase inversa de leito
fluidizado e produziram cerca de 2000 mg.L™ de surfactina bruta.
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4. CONCLUSAO

Dentre as condicbes analisadas, observou-se que a variacdo da agitacdo e aeracdo em
biorreator de bancada foi apresentado como fator significativo na producdo de
biossurfactante pela cepa ICA56, mostrando que a condicdo operacional de 200 rpm de
agitacdo e 1 L.min™ de aeracdo foi a melhor, dentre as avaliadas, para a produgdo de
biossurfactante, em torno de 100 mg.L™ deste bioproduto. Este resultado sugere que outras
configuracOes reacionais devem ser analisadas para producédo de biossurfactante pelo micro-
organismo em estudo.
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