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RESUMO - Considerando a habilidade de bactérias e leveduras em produzir surfactantes
atoxicos e biodegraddveis e a crescente preocupagdo da preservacdo ambiental, a
producgdo de biossurfactantes por micro-organismos torna-se uma estratégia importante na
obtencdo de compostos compativeis com o meio ambiente. Nesse sentido, o presente
trabalho investigou a produgdo de biossurfactante por Candida tropicalis empregando
residuos industriais por meio de um planejamento experimental. Como resultado, foi
observado que a condi¢do contendo 2,5% de melago, 2,5% de milhocina, 2,5% de 6leo de
canola residual, sob agitacdo de 250 rpm e com 2% de tamanho de indculo foi a mais
indicada para o bioprocesso estudado, tendo diminuido a tensao superficial do meio para
29,52 mN/m e alcancado rendimento em biossurfactante de 3,0g/L. O presente estudo
demonstrou a efetividade do planejamento experimental na producio de biossurfactante,
comprovando, em consequéncia, elevado potencial para aplicacdes ambientais.

1. INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo compostos bioquimicos anfifilicos produzidos principalmente por micro-
organismos em condicdes aerébias em meio aquoso a partir de matérias-primas fontes de carbono, tais
como carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras, Oleos ou suas misturas. Acredita-se que o0s
biossurfactantes sdo secretados no meio de cultivo para auxiliar no crescimento do micro-organismo,
facilitando o transporte e a translocacdo de substratos insoluveis através das membranas celulares
(Campos et al., 2013; Kapadia e Yagnik, 2013). Por conter grupos hidrofébicos e hidrofilicos, os
biossurfactantes t€ém a capacidade de se acumular entre as fases dos fluidos, reduzindo assim a tensao
superficial e interfacial nas regides de superficie e de interface, respectivamente (Kapadia e Yagnik,
2013). Em termos de composi¢do quimica, eles sdo classificados em glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipideos, dcidos graxos e biossurfactantes poliméricos (Pacwa—Plociniczak et al., 2011).

Os biossurfactantes oferecem diversas vantagens sobre os surfactantes quimicos especialmente
em relacio a biodegradabilidade, ndo persistindo no ambiente e sendo degradados facilmente,

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 1



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

evitando problemas de acumulacio; baixa toxicidade, o que permite seu uso seguro em cosméticos,
produtos farmacéuticos e aditivos alimentares funcionais; seletividade elevada, devido a presenca de
grupos funcionais especificos, dando ao biossurfactante especificidade sobre substancias poluentes
especificas; e sua alta atividade, mesmo em condi¢des extremas de temperatura, pH e salinidade
(Santos et al., 2013; Kapadia e Yagnik, 2013).

Apesar das vantagens, os biossurfactantes ainda ndo sd@o competitivos com os seus analogos
sintéticos devido ao seu alto custo de produgdo. Por exemplo, em 2012, o mercado global de
surfactantes quimicos movimentou cerca de 12 milhdes de toneladas do produto em comparagcdo com
3,5 milhdes de toneladas de biossurfactantes (Campos et al., 2013). Nesse sentido, o desenvolvimento
de processos mais econdmicos para a producdo de biossurfactantes tornou-se o ponto chave para
reducdo dos custos e aumento da competitividade. Os residuos industriais t€m despertado grande
interesse dos pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substrato de baixo custo para
este fim. A escolha de substratos de baixo custo € importante para a economia global de um
bioprocesso, uma vez que eles representam cerca de 50% do custo final do produto (Rufino et al.,
2014). Residuos tais como gordura animal do processamento de carne bovina (Santos et al., 2013),
residuo de refinaria de 6leo de amendoim (Luna et al., 2013), 6leo de canola residual obtido de
restaurante (Silva et al., 2013), residuo de refinaria de 6leo de soja (Rufino et al., 2014), glicerol
(Silva et al., 2010), dentre outros, ja demonstraram excelentes resultados quando empregados para a
producido de biossurfactantes por micro-organismos.

Mais recentemente, planejamentos experimentais e Metodologia de Superficie de resposta
(MSR) tém sido eficientemente empregados para reduzir ainda mais os custos de produ¢do nos
processos biotecnoldgicos, por meio da selecdo de proporcdes equilibradas dos constituintes do meio
de producgdo. Estes métodos tém sido aplicados com sucesso na otimizagdo de meios de cultivo para
producdo de biossurfactantes (Luna et al., 2011; Batista et al., 2010; Silva et al., 2013). Sendo assim,
este trabalho objetivou a producdo de biossurfactante pela levedura Candida tropicalis UCP 0996
utilizando residuos industriais como substratos de baixo custo empregando planejamento
experimental.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo Candida tropicalis UCP 0996 foi obtido da colecio de culturas da
Universidade Catdlica de Pernambuco (Recife, Pernambuco). O micro-organismo foi mantido a 5°C
em tubo inclinado contendo meio Yeast Mold Agar (YMA) com a seguinte composi¢do (p/v): extrato
de levedura (0.3%), extrato de malte (0.3%), triptona (0.5%), D-glicose (1.0%), e agar (5.0%).
Transferéncias foram realizadas para novos tubos com meio fresco a cada més para manter a
viabilidade.

2.2. Substratos

O 6leo de canola residual foi obtido de um restaurante local da cidade do Recife (estado de
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Pernambuco, Brasil). A milhocina foi gentilmente cedida pela empresa Corn Products Brasil, situada
no municipio de Cabo de Santo Agostinho, estado de Pernambuco, Brasil. O melaco foi obtido a
partir de uma Usina de agucar local, da cidade de Vitdria, estado de Pernambuco, Brasil. Estes
residuos serviram como principais fontes de carbono, nitrogénio e de outros nutrientes essenciais para
o metabolismo da levedura.

2.3. Preparacao do in6culo

O in6culo foi preparado pela transferéncia de uma amostra de C. tropicalis UCP 0996, crescida
previamente por 72h em tubo contendo meio YMA, para frascos de Erlenmeyer (500ml) contendo
100ml de meio ‘Yeast Mold Broth’ (YMB) — sem dgar. O in6culo foi incubado em Shaker orbital a
200rpm e 28°C por 24h, e foi padronizado a concentragdo de 10° células/ml.

2.4. Planejamento experimental

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) com 16 pontos fatoriais, 10 pontos
axiais e 4 pontos centrais, totalizando 30 ensaios, foi utilizado para avaliar a influéncia dos residuos
industriais, bem como da agitacdo e concentracdo de indculo, na producdo de biossurfactante. As
concentracdes de melaco, milhocina, 6leo de canola residual, indculo e a agitacdo foram as varidveis
independentes. A tensdo superficial foi a varidvel resposta. Os niveis das varidveis independentes bem
como o intervalo experimental estdo especificados na Tabela 1. Os ensaios foram realizados em
frascos de Erlenmeyer (500ml) contendo 100ml do meio de producdo formulado de acordo com
planejamento experimental. Os frascos foram incubados a 28°C durante 120 horas. A andlise
estatistica dos dados foi realizada utilizando-se software Statistica® versdo 6.0 (Statsoft Inc, USA).

Tabela 1 — Intervalo experimental e niveis das varidveis independentes estudadas no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR)

Niveis codificados da variavel

Variavel -2 -1 0 +1 +2
Melaco (%) 2 2.5 3 3,5 4
Milhocina (%) 2 2,5 3 3,5 4
Oleo de canola (%) 2 2,5 3 3,5 4
Agitacio (rpm) 100 150 200 250 300
Tamanho do indculo (%) 1 2 3 4 5

2.5. Determinacio da tensao superficial

A tensdo superficial foi determinada a partir do liquido metabdlico livre de células, utilizando
um tensidmetro automatico KSV Sigma 700 (Finland) com o anel de NUOY. A tensao superficial foi
medida através da imersdao do anel de platina no liquido metabdlico, registrando-se a for¢a requerida
para puxé-lo através da interface ar-liquido.
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2.6. Isolamento do biossurfactante

O biossurfactante foi extraido do meio de cultivo apds remog¢do das células por centrifugacio a
5000 x g porl5 mim. Ao liquido metabdlico livre de células foi adicionado igual volume de uma
solu¢do de CHCI3/CH;OH (2:1). A mistura foi agitada vigorosamente por 15mim e deixada repousar
até separacdo das fases. A fase inferior contendo o biossurfactante foi transferida para um béquer e a
fase superior foi submetida a operagdo por mais duas veze para completa extracdo do biossurfactante.
O rendimento em biossurfactante foi expresso em (g/L).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O Delineamento Composto Central Rotacional permitiu estudar o comportamento da
varidvel resposta Tensdo superficial em funcdo das varidveis concentragdo de melaco,
concentracdo de 6leo de canola residual e concentragdo de milhocina, bem como da agitacio e da
concentracdo de indculo (Tabela 2). Os melhores resultados observados para a producdo do
biossurfactante, expressos em termos de Tensdo superficial, foram obtidos nos ensaios 7, 3 e 2,
respectivamente (Tabela 2). No entanto, analisando a efetividade do processo com relagdo aos
custos de produgdo, as condi¢des encontradas no ensaio 2 contendo 2,5% de melago, 2,5% de
milhocina, 2,5% de dleo de canola residual 2% de inéculo, com agitacdo orbital de 250rpm sdo as
mais indicadas para o bioprocesso em estudo, uma vez que os constituintes do meio de cultivo,
tais como melaco, milhocina e 6leo de canola residual, foram utilizados nas suas concentragdes
no nivel inferior de suas varidveis codificadas (-1), alcancando, no entanto, resultados
satisfatdrios tais quais aos obtidos nos ensaios 7 e 3. O rendimento em biossurfactante encontrado
no ensaio 2 foi de 3g/L. Resultado semelhante também foi encontrado por Batista ef al. (2010),
0os quais investigaram a producdo de biossurfactante também por C.tropicalis empregando
planejamento experimental 2°' e utilizando 6leo de fritura residual como substrato de baixo
custo, obtendo rendimento maximo de 3,61g/L. Estas caracteristicas associadas a somente 120h
de processo constituem vantagens para um processo de produgdo em larga escala.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental da produgdo de biossurfactante por Candida
tropicalis UCP 0996 de acordo com o DCCR.

Melago Milhocina Oleo de Agitacao Ta.m:ilnho Tensao Superficial
. Canola do indculo
Ensaios (%) (%) (rpm) (mN/m)
1 2 X, 4 X;

1 -1(2,5) -1(2,5) -12,5) -1(150) +1(4) 35,01
2 -1(2,5) -1(2,5) -1(2,5) +1(250) -1(2) 29,52
3 -1(2,5) -1(2,5) +1(3,5) -1(150) -1(2) 29,47
4 -1(2,5) -1(2,5) +1(3,5) +1(250) +1(4) 32,52
5 -1(2,5) +1(3,5) -12,5) -1(150) -1(2) 29,70
6 -1(2,5) +1(3.5) -1(2,5) +1(250) +1(4) 31,67
7 -1(2,5) +1(3,5) +1(3,5) -1(150) +1(4) 29,19
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8 12,5 +1(3,5) +13,5)  +1(250)  -1(2) 29,97
9  +1(3,5) -1(25)  -1(2,5) -1(150) “1(2) 31,09
10 +13,5 -1(25  -12,5 +1250)  +1(4) 33,75
11 +13,5  -125  +1(3,5) -1(150)  +1(4) 36,29
12 +13,5)  -125)  +1(3,5) +1250)  -1(2) 31,37
13 +13,5 +1(3,5)  -12,5 -1(150)  +1(4) 36,26
14 +13,5 +1(3,5)  -125 +1(250)  -1(2) 32,45
15  +13,5) +1(3,5) +1(3,5) -1(150) “1(2) 30,45
16  +13,5) +1(3,5  +1(3,5) +1(250)  +1(4) 31,84
17 2(2) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 33,74
18 +2(4) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 35,44
19 0(3) 2(2) 0(3) 0(200) 0(3) 34,41
20 0(3) +2(4) 0(3) 0(200) 0(3) 32,83
21 0(3) 0(3) 212)  0(200) 0(3) 33,91
22 0(3) 0(3) +2(4)  0(200) 0(3) 32,65
23 0(3) 0(3) 03)  -2(100) 0(3) 32,54
24 0(3) 0(3) 03)  +2(300) 0(3) 32,93
25 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) 2(1) 32,14
26 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) +2(5) 35,11
27 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 34,83
28 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 34,88
29 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 36,02
30 0(3) 0(3) 0(3) 0(200) 0(3) 34,61

A aplicagdo da metodologia de superficie de resposta para a estimativa dos parametros
6timos resultou em uma relagdo empirica entre os valores da tensdo superficial e as varidveis do
processo. A Equacdo 1 representa o modelo empirico ajustado pela andlise de varidncia
(ANOVA). A ANOVA ¢ essencial para testar a significancia e adequagdo de um modelo. Os p-
valores e F-valores (com intervalo de confianca de 95%) foram utilizados para verificar a
significincia das varidveis estudadas e suas respectivas interacoes.

Y = - 68,3327 + 7,8979X,; + 18,5038X; + 21,4179X; — 0,1303X4 + 11,8173X5 — 1,5206X,> —
2,4906X,% - 2,8306X5> — 0,0003X4> — 0,6214X5> + 1,1227X,X, + 0,2873X,X; — 0,0125X, X, +
0,3814X,Xs — 2,2273X,X3 + 0,00634X,Xs - 1,2164X5Xs + 0,0124X3Xy - 0,6686X5Xs -
0,0120X4X5 (1)

Onde Y € a varidvel resposta e X, Xs, X3, X4 € X5 representam os valores codificados das
concentracdes de melago, milhocina, 6leo de soja pos-fritura, da agitacdo e da quantidade de
indculo, respectivamente. Os coeficientes da Equacdo 1 foram calculados utilizando o programa
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STATISTICA. Os parametros em negrito sdo todos estatisticamente significativos ao nivel de
95% de confianga.

De todas as varidveis estudadas, a agitacdo (X4) foi a Unica que ndo apresentou
significancia estatistica no bioprocesso (F = 1,34; p = 0,33) . J4 o tamanho do inéculo (Xs) foi o
fator mais importante para a diminui¢do da tensdo superficial, seguido pela concentragdo do
melaco (X) e pela interagc@o entre a concentragdo de milhocia (X5) e o tamanho do in6culo (X5s),
todas com F > 4 e p < 0,05. A interacdo entre a agitacdo (X4) € o tamanho do in6culo (Xs), a
interacdo entre a concentracdo de milhocia (X;) e a concentracdo do 6leo de canola (X3), a
concentracdo do 6leo de canola (X3) e a concentragdo de milhocia (X;) também tiveram
significincia estatistica, em menor grau, sobre o processo (F > 4; p < 0,05). O efeito negativo das
varidveis no modelo denota que seu aumento ocasionou uma diminui¢do da tensao superficial. J&
o efeito positivo denota que sua diminuicdo também ocasionou uma diminui¢do da tensdo
superficial.

O erro puro relativamente baixo (Pure Error = 1,21) indicou uma boa reprodutibilidade
dos dados experimentais e a falta de ajuste (Lack of Fit = 12,29) foi praticamente insignificante.
O ajuste do modelo foi avaliado pelo coeficiente de correlacdo, R?, que foi de 0,8998, o qual
sugere que 89,98% das variacdes observadas sdo atribuidas as varidveis estudadas, indicando um
ajuste adequado do modelo quadrético aos dados experimentais. Quanto mais perto o valor de R’
estiver de 1, melhor serd o modelo para explicar a variabilidade entre os valores experimentais e
os previstos pelo modelo (Sayyad et al., 2007).

A utilizacdo de rejeitos industriais na producdo de biossurfactantes possui duas principais
vantagens: a reducdo dos custos de producdo (Rufino et al., 2014) e diminui¢do de provaveis
impactos ambientais que poderiam ser gerados pela disposi¢do indevida de residuos (Kim e
Vipulanandan, 2006). Para aumentar ainda mais esta vantagem, pesquisadores t€ém concentrado
seus esforcos em desenvolver processos mais econdmicos baseados em estudos de planejamentos
experimentais com a finalidade de aproveitar de forma mais eficiente as propor¢des dos residuos,
obtendo o maximo de producgdo possivel de biossurfactante com uso de propor¢des equilibradas
dos componentes do meio de cultivo (Batista et al., 2010; Silva et al., 2013), auxiliando ainda
mais na reducdo dos custos de produgdo. Uma vez produzido e isolado, os biossurfactantes
podem ser aplicados no tratamento de locais impactados, por exemplo, por petréleo e seus
derivados (Luna et al., 2013) ou na remocdo de metais pesados (Rufino et al., 2011), agindo
como agentes de remediacdo ambeintal.

CONCLUSOES

1. O emprego de um delineamento composto central rotacional (DCCR) e da metodologia de
superficie de resposta mostrou-se eficaz na selecdo da melhor composi¢io do meio na
producdo do biossurfactante por Candida tropicalis, provando ser uma técnica efetiva
para reduzir os custos de processo;
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2. O presente trabalho comprovou a viabilidade da utilizacdo de residuos industriais para a
producdo de biossurfactante, demonstrando, em consequéncia, elevado potencial para
aplicacdes industriais e ambientais a um baixo custo;

3. Ficou demonstrado o beneficio duplo da producdo de biossurfactante sobre o ambiente,
seja pela utilizagc@o de residuos, potenciais poluidores ambientais, ou pela aplicacdo direta
do biossurfactante para fins ambientais.
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