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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo principal investigar a produgdo de biosurfactante a partir de linhagens de Pseudomonas
aeruginosa, uma proveniente de colecdo de cultura (ATCC 9027) e outra isolada de solo contaminado de hidrocarboneto
(PALC). Para avaliar os resultados dos experimentos foi utilizado um planejamento experimental fatorial, estudando como
varidveis as concentracdes de 6leo de soja residual proveniente da fritura de varios alimentos, nitrato de amodnio e levedura
cervejeira residual. Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio de
producdo, mantidos em shaker rotatorio, a 170 rpm e temperatura de 301 °C por um periodo de 48 h de fermentagdo. A
producdo de biosurfactante foi monitorada através das determinagdes da concentragdo de raminose, tensdo superficial e
atividade emulsificante. A linhagem Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa isolada foram
capazes de reduzir a tensdo superficial do meio inicial de 62 £ 1dina/cm para 26,0 dina/cm e 28,0 dina/cm, produzir
raminose na concentragdo de 1,39 e 0,59 g/L com indice de emulsificagdo de 100%, respectivamente. Apds recuperagdo e
purificagdo do biosurfactante a concentragdo de raminose aumentou em 80% no produto final.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, biosurfactante, 6leo de soja, tensdo superficial.

ABSTRACT
This work has as main objective to investigate the production of biosurfactant by strain of Pseudomonas aeruginosa, an
originating from culture collection (ATCC 9027) and another isolated from a hydrocarbon contamined soil (PALC). To
evaluate the results of the experiments a factorial experimental design was used, studying as variables the concentrations of
residual soybean oil from several foods frying, nitrate of ammonium and brewery residual yeast. The experiments were
performed in 500-mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of production medium, maintained in the rotary shaker, at 170
rpm and 30 + 1°C, for a 48-h fermentation period. Biosurfactant production has been monitored by measurements of
rhamnose concentration, surface tension and emulsifying activity. The strain Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and
Pseudomonas aeruginosa isolated were capable to reduce the superficial tension of the initial medium of 61+ 1 dynes/cm
for 26,0 dynes/cm and 28,0 dynes/cm, to produce rhamnose in the concentration of 1,39 and 0,59 g/L with emulsification
index of 100%, respectively. After recuperation and purification of the biosurfactant the rhamnose concentration increased
in 80% in the final product.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biosurfactant, soybean oil, surface tension.
1 — INTRODUCAO Surfactantes  produzidos
oferecem varias vantagens sobre seus

microbiologicamente,
equivalentes

Os compostos de origem microbiana que exibem
propriedades surfactantes, isto ¢, diminuem a tensdo
superficial e/ou possuem alta capacidade emulsificante, sdo
denominados biosurfactantes e consistem em subprodutos
metabolicos de bactérias e fungos (BANAT, 1991).

Os glicolipideos sdo os surfactantes microbianos mais
conhecidos. Estes compostos s3o constituidos por
carboidratos associados a uma longa cadeia de 4cidos
alifaticos ou hidroxi-alifaticos. Dentre os glicolipideos
mais estudados, encontram-se os raminolipideos que sdo
compostos que apresentam em sua estrutura 1 ou 2
moléculas de raminose ligadas a 1 ou 2 moléculas de 4cido
B-hidroxidecandico (DESAI e BANAT, 1997).

quimicos, tais como: baixa toxicidade, tolerdncia a
temperatura, pH e forca idnica, além da possibilidade de
serem produzidos a partir de substratos renovaveis (LIN et
al, 1993).

Até o presente momento, o uso dos biosurfactantes nas
inddstrias é limitado devido aos altos custos de produgédo e
recuperagdo, em  comparagdo  aos  surfactantes
quimicamente sintetizados. Contudo, nos tultimos anos
muita atencdo vem sendo destinada aos biosurfactantes,
devido a diversidade de sua estrutura quimica (NITSCHKE
e PASTORE, 2002). Esta diversidade possibilita que estes
compostos apresentem uma ampla variedade de
propriedades fisico-quimicas que incluem emulsificagdo,
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solubilizagdo, inibicdo de corrosdo, reducdo de
viscosidade, entre outras (MULLIGAN et al, 1989).

Assim, os surfactantes quimicos podem ser
substituidos pelos biosurfactantes em muitas areas de
aplicagdo como agricultura, construcdo, limpeza de
equipamentos industriais, industrias de alimentos, bebidas,
couro, papel, téxtil, metal, cosmético, farmacéutica,
petrolifera e petroquimica (ROBERT et al., 1991;
BERTRAND et al., 1994).

A economia ¢ um grande desafio nos processos
biotecnologicos, especialmente para a producdo de
biosurfactantes. O sucesso para a sua produgdo depende do
desenvolvimento de processos mais baratos ¢ a utilizagdo
de matéria prima de baixo custo, as quais, ndo devem
ultrapassar 10 a 30% os custos do produto final
(CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998).

A maior parte dos relatos encontrados na literatura
sobre a utilizagdo de produtos ou subprodutos
agroindustriais, estd relacionada a produtos puros como
carboidratos e 6leos vegetais. No entanto, pouco tem sido
publicado sobre a utilizagdo dos residuos hidrofébicos
como substratos gerados de frituras de alimentos
provenientes de 6leos vegetais (HABA et al, 2000).

No Brasil, parte do 6leo vegetal residual do consumo
humano € destinada a fabricacdo de sabdes ou de ragdes
para animais, entretanto, a maior parte ¢ descartado na rede
de esgotos, um crime ambiental inadmissivel. A pequena
solubilidade dos dleos vegetais na agua constitui um fator
negativo no que se refere a sua degradagdo em unidades de
tratamento de despejos por processos bioldgicos e, quando
presentes em mananciais utilizados para abastecimento
publico, causam problemas no tratamento da agua
(MITTELBACH e TRITTHART, 1988).

As células de levedura apresentam alto teor protéico,
entre 30 a 70%, e sdo ricas em vitaminas € em minerais
essenciais (HALASZ e LASZTITY, 1991). Alguns
problemas restritivos ao uso de leveduras na alimentagdo
humana e de animais monogésticos estdo relacionados com
a rigidez da sua parede celular e ao elevado teor de acidos
nucléicos (SHETTY e KINSELLA, 1982). Por outro lado,
devido ao alto teor orgédnico da levedura, o descarte da
biomassa cervejeira s6 pode ser efetuado apds um
adequado tratamento. Por isso, ¢ de interesse desenvolver
tecnologias que permitam obter produtos de alto valor
agregado empregando este rejeito cervejeiro (FURCO,
1996).

Com o espirito de substituir os surfactantes quimicos
por produtos de baixa ou nenhuma toxicidade, utilizando
matéria prima proveniente de residuo e conseqiientemente
diminuindo o custo de produgdo desse bioproduto, este
trabalho teve como principais objetivos determinar a
potencialidade de uma linhagem isolada de Pseudomonas
aeruginosa (PALC) em produzir biosurfactante e/ou
emulsificante a partir de 6leo de soja proveniente da fritura
de varios alimentos (6leo de soja residual), nitrato de
amonio e residuo de biomassa cervejeira autolizado,
utilizando um planejamento experimental fatorial. Para
comparacdo, o mesmo estudo foi feito para uma linhagem
proveniente de cole¢do de cultura (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027).

2 — MATERIAIS E METODOS
2.1 Microrganismos

Foram utilizadas duas linhagens de Pseudomonas
aeruginosa, ATCC 9027, cedida pelo Dr. Ivano de Fillipis
(INCQS/FIOCRUZ), e a PALC, isolada de solo de uma
lagoa contaminada com o6leo diesel e gasolina, localizada
na Fazenda Rio das Pedras no Municipio de Uberlandia.
Ambas as culturas foram mantidas em agar nutriente
(DIFCO 0003) a 4°C. Esta cultura foi identificada por
métodos bioquimicos classicos nos laboratérios da
FIOCRUZ.

2.2 Meios de cultura

O crescimento das culturas bacterianas foi realizado em
meio apresentando a seguinte composicdo (g/L): NH4NO;
1,7; Na,HPO, 7,0; KH,PO, 3,0; MgS0O,.7H,0 0,2; extrato
de levedura 5,0 e glicose 10,0. Apos ajuste do pH a 7,0
com solug¢dao de HCI 0,01IN, o meio foi autoclavado a 121
°C por 15 minutos.

O meio de produgdo (MPB) consistia dos sais
utilizados no meio de crescimento acrescido de o6leo de
soja residual, levedura cervejeira residual e nitrato de
amonio na concentragdo do experimento.

2.3 Preparo do inoculo

Trés al¢adas da cultura estoque foram cultivadas em 100
mL do meio acima descrito, a 30 £1 °C e 170 rpm por 24
horas.

2.4 Experimentos

Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 500
mL, contendo 50 mL de meio. Apds inoculagdo com 5 mL
do pré-cultivo (item 2.3), os cultivos foram agitados a 170
rpm em incubadora rotativa por um periodo de 48 horas a
30 1 °C.

Para determinar as melhores condigdes de produgdo do
biosurfactante realizou-se um planejamento experimental a
dois niveis com quatro variaveis, sendo elas: concentragdo
de oleo de soja residual, concentragdo de nitrato de
amonio, concentracdo de levedura cervejeira residual e
linhagem de Pseudomonas aeruginosa. Como respostas,
adotaram-se as seguintes analises: producdo de raminose,
indice de emulsificac@o, tensdao superficial e crescimento
celular. Os calculos foram realizados utilizando o software
Statistica 5.1.

Definido o planejamento a dois niveis, estabeleceu-se
os niveis superiores ¢ inferiores para concentragdo de 6leo
de soja residual e nitrato de amonio baseado em consultas
bibliograficas (ABALOS et al, 2001; RAHMAN et al,
2002; BENINCASA et al, 2002; SANTA ANNA et al,
2002, BANAT et al, 2002; SANTOS et al, 2002). Com
relacdo a concentragdo de levedura cervejeira residual
adotou-se zero g/l como nivel inferior como valor real
para verificar se tal condicdo influenciaria ou ndo as
respostas estudadas. Como nivel superior utilizou-se
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10 g/L com base na literatura, considerando a concentragao
de extrato de levedo normalmente presente em meios de
crescimento (SANTOS et al, 2002, MORIKAWA et al,
2000; FOX et al, 2000).

2.5 Métodos analiticos
2.5.1 Concentracéo de raminose

Foi determinada de acordo com o método descrito por
RAHMAN et al. (2002).

2.5.2 Recuperacao e purificacéo de biotensoativos

Para realizar a extracdo e a purificagdo dos raminolipideos
foi necessario recupera-los do caldo de cultura. Para isso,
utilizaram-se os métodos de extragdo organica
(cloroférmio/etanol) de acordo com o método descrito por
SANTA ANNA et al (2002) e de purificag@o por coluna de
adsor¢do (troca idnica), o caldo de cultivo (livre de células)
foi eluido em coluna de adsor¢do contendo resina de
poliestireno Amberlita XAD-2 (Supelco), como descrito
por REILING et al (1986). O célculo da porcentagem de
aumento na concentra¢do de raminose na solugdo apos a
extracdo em relagdo a concentracdo no caldo fermentado
(CR), foi realizado através da equacg@o:

CR=(B-A)/A )
sendo, B a concentracdo de raminose na solugdo apds a

extragdo ¢ A a concentragdo de raminose no caldo
fermentado.

2.5.3 Tensao superficial

A determinagdo da tensdo superficial foi realizada em
tensiometro marca Fisher modelo 21 utilizando um anel de
platina-iridium. As analises foram realizadas a 25 + 2°C e
o aparelho foi previamente calibrado conforme o método
descrito por Du Nouy (COOPER e ZAJIC, 1979).

2.5.4 indice de emulsificacio

A atividade emulsificante foi determinada para querosene
de aviagdo conforme o método descrito por COOPER e
GOLDENBERG (1987).

3 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos no planejamento fatorial a partir das
variaveis estudadas: concentragdo de 6leo de soja residual
(OSR), concentragdo de nitrato de amonio (NA) e
concentragdo de levedura cervejeira residual autolizada
(LCR), encontram-se na Tabela 1.

A partir das respostas obtidas para a producdo de
raminose (RM), tensdo superficial (TS) e indice de
emulsifica¢@o (IE), construiram-se os diagramas de Pareto,
indicados respectivamente, nas Figuras 1 (a), 2 (b) e 3 (c).

Através da Figura 1 (a), verifica-se que as variaveis
que influenciaram na sintese da raminose foram X; (6leo
de soja residual), X, (nitrato de amoénio), X; (levedura
cervejeira residual), X4 (linhagem de microrganismo) e as
seguintes interagdes: X;Xy, X,X3 ¢ X,Xjy.

Neste planejamento fatorial para a analise de todas as
respostas, os pardmetros com nivel de significAncia maior
que 10 % em um teste de hipotese utilizando t de Student
foram desprezados.

Tabela 1 - Resultados médios de produgdo de raminose, indice de emulsificagdo, tensdo superficial e crescimento celular obtidos durante
a realizagfo dos experimentos com Pseudomonas aeruginosa 9027 ¢ Pseudomonas aeruginosa isolada PALC.

Experimentos OSR NA LCR Microrganismo RM IE . TS X

(g'h) (g'L) (g'h) (gh) (%)  (dinajem) (g/L)
1 15 13 10 PALC 0,69 100 28,5 3,55
2 15 13 10 ATCC 9027 0,25 50 34,2 3,21
3 15 13 0 PALC 0,49 70 31,0 2,84
4 15 13 0 ATCC 9027 0,31 68 33,5 3,21
5 15 1 10 PALC 1,39 100 26,5 3,14
6 15 1 10 ATCC 9027 0,59 84 31,0 4,59
7 15 1 0 PALC 1,22 100 26,0 3,01
8 15 1 0 ATCC 9027 0,42 76 31,5 4,44
9 5 13 10 PALC 0,34 70 31,5 3,84
10 5 13 10 ATCC 9027 0,38 70 32,0 4,33
11 5 13 0 PALC 0,32 62 33,5 3,10
12 5 13 0 ATCC 9027 0,33 62 33,0 4,05
13 5 1 10 PALC 1,19 100 27,0 3,72
14 5 1 10 ATCC 9027 0,77 100 28,0 4,22
15 5 1 0 PALC 0,72 85 28,5 3,57
16 5 1 0 ATCC 9027 0,46 78 31,5 4,10

NOTA: Experimento impar utilizou a cultura isolada P. aeruginosa PALC (+1). Experimento par utilizou a cultura P. aeruginosa
ATCC 9027 (-1). Foi adotado o nivel +1 para a variavel de maior concentragdo e —1 para a variavel de menor concentragdo. Tensdo

superficial inicial do meio de producdo 61 + dina/cm.
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Figura 1 (a). Diagrama de Pareto, mostrando a contribui¢do das
variaveis estudadas para a produgdo de raminose.

2,784

Observa-se na Figura 1, que a varidvel que mais
influenciou no aumento da concentragdo de raminose foi
X, (nitrato de amonia). O sinal negativo desta variavel
significa que a reducdo na concentragdo de nitrato de
amoénio promove um aumento na producgdo de raminose. O
sinal positivo referente a variavel X, significa que esta
variavel quando passa de um nivel -1 (P. ATCC 9027) para
onivel 1 (P. PALC) a resposta raminose ¢ aumentada.

Como a varidavel X, ¢ uma variavel qualitativa e a
equacdo do modelo empirico deve ser em func¢do das
variaveis quantitativas, houve a necessidade de fazer a
corre¢do da equacdo ajustada substituindo a variavel X4
pelo valor —1 ou 1 de forma a maximizar a resposta. Este
procedimento foi adotado para as demais equagdes
ajustadas para as respostas TS, IE, e Xg. Sendo assim, a
equacdo estimada para a resposta sintese de raminose fica
em fun¢do das variaveis representadas pela Equagéo 2.

RM = 0,797 + 0,154X, — 0,334X,+ 0,026X; 2)

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de
correlagdo dessa equacao, foi de 0,97, o que significa dizer
que 97 % da variabilidade dos dados produgdo de raminose
foram explicados pela Equagdo 2. Os sinais positivos das
variaveis X; e X3 mostram que os aumentos da
concentragdo de oleo de soja residual e da concentragdo de
levedura cervejeira residual promovem o aumento da
produgdo de raminose.

Na Figura 2 (b), verifica-se as variaveis que mais
influenciaram na tensdo superficial (X,, X3, X4 ¢ a
interagdo X;X4). A variavel de maior significancia no
aumento da concentracdo de raminose foi X,. O sinal
positivo desta varidvel significa que a reducdo na
concentra¢do de nitrato de amdnio promove uma reducio
na tensdo superficial. O sinal negativo referente a varidvel
X4 significa que esta variavel quando passa de um nivel -1
para o nivel 1 a resposta tensdo superficial ¢ diminuida.

A equagdo empirica ajustada que representa a tensdo
superficial esta descrita na Equagéo 3.

TS =28,89 — 0,936X, + 1,640X, - 0,625X5 3)
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Figura 2 (b). Diagrama de Pareto, mostrando a contribuigdo das
variaveis estudadas na sintese da tensdo superficial.
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O valor obtido para o quadrado do coeficiente de
correlagdo dessa equacdo foi de 0,88. Os sinais negativos
das variaveis X; e X; mostram que o aumento na
concentragdo de 6leo de soja residual e na concentragdo de
levedura cervejeira residual promove a reducdo na tensdo
superficial

A Figura 3 (c) apresenta as varidveis que
influenciaram no indice de emulsdo (X, X3, X4 ¢ X Xy).
Nota-se, também, que X, teve maior influencia no aumento
da concentragdo de raminose. O sinal negativo desta
variavel significa que a redug@o na concentragdo de nitrato
de amonio promove um aumento no IE.

O sinal positivo referente a variavel Xy significa que
esta variavel quando passa de um nivel -1 (P. PA9027)
para o nivel 1 (P. PAPC) a resposta IE ¢ aumentada. A
Equacao 4 ajustada para a resposta indice de emulsificacdo
fica em funcdo da variavel corre¢do X;, X, e Xj.

IE = 85,875 + 5,312X, - 10,687X,+ 4,562X;. 4
p=1
X2 -4,750
X4 2,744
XIX4 2,354
X3 2,020
XIX3 -933
X1X2 j 7662

00 05 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55
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Figura 3 (c). Diagrama de Pareto, mostrando a contribuigdo
das variaveis estudadas para o indice de emulsdo.

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de
correlag@o dessa equagdo, foi de 0,979. Os sinais positivos
das variaveis X; e X; mostram que aumentos das
concentragdes de oleo de soja residual e de levedura
cervejeira residual proporcionam um aumento do indice de
emulsifica¢do (Experimentos 1 e 11; 5 e 15; 6 e 16).
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A Equacdo 5 apresenta o modelo ajustado para o
crescimento celular (Xg).

Xr=4,012-0,114X,-0,293X,+ 0,078X5— 0,272X,X; (5)

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de
correlacdo dessa equagdo demonstra que 96 % da
variabilidade dos dados para o crescimento celular foram
explicados pela Equagdo 4. Os sinais das variaveis X; ¢ X,
mostram que a diminui¢do na concentragdo de 6leo de soja
residual e na concentragdo de nitrato de amonio promove o
aumento no crescimento celular. O sinal positivo de Xj
informa que o aumento na concentragdo de levedura
cervejeira residual proporciona um aumento no
crescimento celular.

As Figuras 1(a), 2(b) e 3(c) e As Equagdes 2, 3 e 4,
mostram que a variavel com maior efeito nas respostas:
RM, TS, e IE foi a concentracao de nitrato de amonio. Este
fato mostra a importancia da concentragdo de nitrogénio
neste processo fermentativo.

De acordo com os valores obtidos na Tabela 1,
verifica-se que as duas estirpes possuem um bom potencial
para a producdo de biosurfactante, pois todos os valores
obtidos na redugdo da tensdo superficial foram inferiores a
35 dina/cm. Sendo que a percentagem de redugdo da
tensdo superficial maxima foi de 57 % no experimento 7.

Segundo COOPER (1984), um organismo ¢
considerado promissor produtor de biosurfactante quando
produz compostos tensoativos com tensdo superficial
inferior a 40 dina/cm. Todavia, para um biosurfactante ser
considerado eficiente ¢ necessario que este valor esteja
abaixo de 35 dina/cm.

Apesar da Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
apresentar maior crescimento celular, ela ndo apresentou
melhores resultados em relagio a RM, TS, e ao IE,
conforme mostram os resultados apresentados na Tabela 1.
Isso demonstra que a Pseudomonas ATCC 9027
provavelmente utilizou maior parte do substrato para seu
crescimento celular e ndo para a produgdo do
raminolipideo.

Os resultados obtidos neste planejamento sugerem que
a Pseudomonas aeruginosa isolada PALC apresenta, além
de melhor capacidade degradativa do 6leo de soja residual
presente nos meios fermentados, maior potencial para
produzir biosurfactante.

Analisando os experimentos impares, isto é, os ensaios
com 4 Pseudomonas PALC selecionada, observou-se que
comparando os pares experimentais 9e 1, 11 e 3,13e5e¢
15 e 7 nos quais a concentragdo de 6leo de soja residual foi
aumentada, a concentracdo de raminose e¢ o indice de
emulsificagdo aumentaram e a tensao superficial diminuiu.
Este comportamento estd de acordo com a analise das
Equacdes 2, 3 e 4 com os graficos de Pareto, Figuras 1(a),
2(b) e 3(c). Além disso, no experimento 5, obteve-se maior
producdo de raminose (1,39 g/L), menor valor de tensdo
superficial (26 dina/cm) e um indice de emulsificagdo de
100%, utilizando-se os valores extremos de concentragdo
de o6leo de soja residual e de levedura cervejeira residual e
minima de nitrato de aménio. LANG ¢ WULLBRANT
(1999), afirmaram que para a obtencdo de altas
concentragdes de raminose no meio de Pseudomonas

aeruginosa sio necessarias altas concentra¢des de carbono
e nitrogénio, isto &, excesso da fonte de carbono.

Entre os pares de experimentos mencionados
anteriormente o que apresentou maior variagdo nas
respostas estudadas foi o 1 ¢ 9 (aumento de 102,9% na
produgdo de raminose e 42,9% no indice de emulsificacdo
e reducdo de 13% na tensdo superficial), justamente
quando foram empregadas as maiores concentragdes de
nitrato de amoénio e de levedura cervejeira residual. Isso,
demonstra a necessidade de se estudar uma faixa mais
ampla de concentragdo de 6leo de soja residual, visando a
otimizacdo desta variavel no processo de produgdo de
raminolipideo.

Comparando os pares experimentais 3 ¢ 1; 7e 5;9 ¢
11 e 15 e 13, verificou-se que aumentando a concentragdo
de levedura cervejeira residual ocorreu um aumento na
concentra¢do de raminose, no indice de emulsificagdo e
uma reducdo na tensdo superficial. Este comportamento
esta de acordo com a analise das Equagdes 2, 3 e 4. Estes
resultados apontam para a necessidade de ampliar a faixa
de concentragdo de levedura cervejeira residual,
objetivando a otimizacdo desta varidvel no processo de
producao de raminolipideo.

Os resultados da Tabela 1 mostram que valores
superiores a 0,69 g/l de raminose n3o tem efeito
significativo na reducdo da tensdo superficial. Isto
provavelmente ocorre por ser alcancada a concentragdo
micelar critica. Por outro lado, os resultados mostram que
valores de tensdo muito proximos como 28,5 e 28,0
dina/cm (experimentos 14 e 15) ou iguais (experimentos 3
e 6) os indices de emulsificagdo sdo diferentes.
Confirmando a hipdtese de que ndo existe uma relacdo
direta entre a redug@o da tensdo superficial e o indice de
emulsificagdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
KOSARIC, 1996. De fato, esta propriedade estd
relacionada com a estrutura da molécula, que por sua vez é
afetada pelas condig¢Oes nutricionais e ambientais.

3.1 Resultados da
raminolipideos

Extracdo e purificacdo de

Tanto para a extragdo quanto para a purificagdo dos
raminolipideos as analises realizadas foram determinadas a
partir do meio de cultivo proveniente da fermentagdo
obtida da melhor condicdo experimental definida no
planejamento experimental fatorial.

Na Tabela 2, encontram-se os resultados de producao
de raminolipideos, indice de emulsificagdo e tensdo
superficial obtidos da extragdo e purificagdo do meio
fermentado apo6s 48 horas de processo

Tabela 2 - Resultados de producdo de raminolipideos, indice de
emulsificacdo e tensdo superficial obtidos a partir da extragdo
organica e coluna de adsor¢do do meio fermentado apds 48 horas
de processo.

, i RM TS 1IE
Métodos Analiticos (g/L) (dina/cm) (%)
Extracdo Organica 2,10£0,02  27,0+0,5 100+0
Coluna de Adsor¢do  2,50+0,01 27,0+0,5 1000
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Através da Tabela 2, observa-se que a extracdo de
raminolipideos através da coluna de adsorgdo (troca ionica)
se mostrou mais adequada, resultando um aumento de
80 % na concentracdo de raminose (2,5 g/L) na solugfo
apds a extragdo em relagdo a concentragdo no caldo
fermentado, enquanto que para a extragdo organica esse
percentual foi de 51%, quando comparados,
respectivamente, ao melhor resultado obtido no
planejamento de experimento (1,39 g/L).

4 — CONCLUSOES

A metodologia do planejamento experimental foi uma
ferramenta muito util para determinar o comportamento
das variaveis independentes sobre a RM, TS, IE ¢ X,
evitando andlises excessivas. A variavel de maior
influéncia nas respostas obtidas (RM, TS, IE e Xp), foi a
concentragdo de nitrato de amodnio. Dentro da faixa
estudada, o aumento na concentragdo de o6leo de soja
residual e a redug@o da concentracdo de nitrato de amonio
no meio fermentado, promovem o aumento na
concentragdo de raminose e a redugdo na tensdo
superficial.

Ambas as linhagens de Pseudomonas aeruginosa
estudadas tém a capacidade de produzir biosurfactante.
Através da Pseudomonas aeruginosa PALC obteve-se os
melhores resultados de raminose (1,39 g/L) e tensdo
superficial (26 dina/cm). A coluna de adsor¢do apresentou
melhor resultado com maior concentragdo, na solugdo apos
extragdo, de tensoativos puros (2,5 g/L) do que o processo
de extragdo organica (2,10 g/L).
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