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RESUMO

Ha& uma crescente procura por alimentos mais saudaveis e seguros para atender uma
populacdo cada vez maior e mais exigente. Nos Ultimos anos o interesse por surfactantes de
origem microbiana tem aumentado significativamente em decorréncia de serem naturalmente
biodegradaveis diminuindo assim o impacto ambiental. Uma grande variedade de micro-
organismos produz biossurfactantes, sendo que o tipo, a quantidade e a qualidade do
biossurfactante séo influenciados pelos constituintes do meio, tais como, fontes de carbono,
nitrogénio e sais inorganicos, além das condi¢des de cultivo, como pH, temperatura, agitacao e
disponibilidade de oxigénio. Os biossurfactantes sdo metabdlitos microbianos de superficie ativa
gue apresentam uma vasta aplicacdo no setor industrial. Os objetivos deste trabalho foram
selecionar microalgas com potencial para produzir biossurfactantes e estudar a producado por
microalgas em diferentes fotobiorreatores e condi¢des nutricionais. O trabalho foi dividido em
guatro etapas: 1) cultivo autotréfico e mixotréfico de microalgas para producdo de
biossurfactantes; 2) Selecdo de microalgas para producao de biossurfactantes; 3) Producéo de
biossurfactantes por microalgas em diferentes fotobiorreatores e 4) Cultivo outdoor da microalga
marinha Tetraselmis suecica OR para producdo de biossurfactantes. Na primeira etapa
Spirulina sp. LEB-18, Synechococcus nidulans LEB-25, Chlorella vulgaris LEB-106, Chlorella
minutissima LEB-108 e Chlorella homosphaera foram cultivadas com glicose (cultivo
mixotréfico). Spirulina sp. LEB-18 apresentou concentracdes méximas de biomassa (2,55 g.L™)
quando foi utilizada 5 g.L™ de glicose no meio de cultivo. A tensdo superficial dos meios das
microalgas foi reduzida de 70 para 43 mN.m™ para as microalgas estudadas utilizando glicose
como fonte de carbono. Resultados da segunda etapa mostraram que a microalga
Scenedesmus sp. 3PAV3 apresentou valor de atividade emulsificante 6leo em agua (AE o/a)
superior (339,8 UE.g") ao encontrado para as demais microalgas. Os menores valores de
tensdes superficiais variaram de 27,4 a 31,2 mN.m™. Na terceira etapa verificou-se que a
microalga Chlorella sp. PROD1 apresentou valor de AE o/a semelhante (258,2 UE g*) ao
encontrado para o emulsificante comercial lecitina de soja (257,0 UE g') e ambas as
microalgas estudadas alcancaram valores de tensdes superficiais abaixo de 30 mN.m™. Na
dltima etapa, Tetraselmis suecica OR cultivada em fotobiorreator do tipo Green Wall Panel
apresentou menores valores de tensdes superficiais para cultura com limitagdo de nitrogénio.
Os resultados demonstraram a potencialidade das microalgas estudadas na producédo de
biossurfactantes, tanto pela reducéo da tensdo superficial e interfacial, como pelo aumento da
atividade emulsificante, confirmando uma possivel aplicacdo como emulsificante, detergente,
lubrificante, estabilizante, entre outras.

Palavras-chave: biossurfactantes, fotobiorreatores, limitagdo de nitrogénio, microalgas.
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ABSTRACT

There is a growing demand for healthier foods and insurance to listen a growing population and
more demanding. In recent years interest in surfactants of microbial origin has increased
significantly due to being naturally biodegradable thus reducing environmental impact. A wide
variety of microorganisms produce biosurfactants and the type, quantity and quality of
biosurfactant are influenced by medium constituents such as carbon source, nitrogen source
and inorganic salts, beyond growth conditions such as pH, temperature, agitation and oxygen
availability. The biosurfactants are microbial metabolites active surface with can be used in wide
industrial sectors. The objectives this work were to identify algae with potential to produce
biosurfactant and study the production of microalgae in different photobioreactors and nutritional
conditions. This work was divided into four stages: 1) autotrophic and mixotrophic microalgae
cultivation for biosurfactant production, 2) selection of microalgae for biosurfactant production, 3)
Production of biosurfactants by microalgae in different photobioreactors and 4) outdoor
cultivation of microalgae Tetraselmis suecica OR for biosurfactant production. In the first stage
Spirulina sp., Synechococcus nidulans, Chlorella vulgaris, Chlorella minutissima and Chlorella
homosphaera were cultured with glucose (mixotrophic culture). Spirulina sp. showed maximum
concentrations of biomass (2.55 gL™) was used when 5 gL™ glucose medium. The surface
tension reduction of the microalgae medium was 70 to 43 mNm™ for the microalgae Studied,
using glucose as carbon source. The results of the second stage was showed that the microalga
Scenedesmus sp. 3PAV3 showed value of oil in water emulsion activity (EA o/a) higher (339.8
EU.g") to that found for other microalgae. The lower values of surface tensions ranging from
27.4 to 31.2 mNm™. In the third step we verified the microalgae Chlorella sp. PROD1 showed
the value of AE o/a similar (258.2 EU g™) to that found for the commercial emulsifier soy lecithin
(257.0 EU g*) and both microalgae Studied reached values of surface tensions below 30 mNm’
! In the last step, Tetraselmis suecica cultured in Green Wall Panel photobioreactor was
showed lower surface tension for the culture with nitrogen limitation. The results demonstrated
the potential of microalgae studied biosurfactant production, both by reducing surface and
interfacial tension, and expansion of the emulsifying activity, confirming a possible application as
an emulsifier, detergent, lubricant, stabilizer, among others.

Keywords: Biosurfactant, photobioreactors, nitrogen limitation, microalgae.
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1.1 INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos presentes nos ambientes
aquédticos, responsaveis por uma parcela substancial da produgcédo de O, e fixacdo de CO,
(ZASLAVSKAIA et al.,, 2001). Quando cultivadas em meios adequados, certas espécies de
microalgas podem duplicar a sua biomassa diariamente, produzindo matéria seca com um teor
protéico superior a 50% e alcancando produtividades de 30-50 g.m?.d* em peso seco
(GOLDMAN, 1980).

O cultivo de microalgas tem sido enfocado em novas técnicas de cultivo e sua
utiizacdo na alimentacdo humana e animal, cosméticos e farmacos, e para aplicacbes
ambientais, carecendo estudos relacionados a produc¢éo de biossurfactantes.

Neste trabalho foi proposto estudar o cultivo de microalgas, visando a producgéo de
biossurfactantes, jA& que as microalgas sdo grandes produtoras de compostos como
glicolipidios, fosfolipidios e lipidios neutros (RODOLFI et al. 2009; CHAUTON et al., 2004; XUE
et al.,, 2002; BIGOGNO et al, 2002; CEVC, 1993; KOSARIC, 1992; SZUHAJ, 1989;
BOROWTZKA, 1988), que por sua vez podem ser classificados como biossurfactantes (DESAI
e BANAT, 1997). Biossurfactantes sdo compostos anfipaticos contendo uma parte hidrofilica e
uma porcao hidrofébica e, portanto, sédo capazes de exibir uma variedade de atividades de
superficie que permitem a solubilizagcdo de substratos hidrofobicos (DESAI e BANAT, 1997).

Os biossurfactantes naturais estdo se tornando cada vez mais importantes na
indUstria alimenticia frente aos surfactantes sintéticos, para 0s quais a popularidade esta
diminuindo devido ao perigo potencial que representam a salde humana (LUKONDEH et al.,
2003). Industrialmente, o fator seguranca é o mais restrito e requer que o biossurfactante seja
biodegradavel e ndo forme compostos tdxicos ao corpo humano e ao meio ambiente (LIMA,
1997). Sendo assim, uma grande vantagem de cultivar microalgas para producdo de
biossurfactantes é que muitas sdo GRAS (generally recognized as safe). Organismos com
certificado GRAS néo apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, o que permite sua
utilizacdo para aplicacdes nas industrias de alimentos e farmacéutica (BARTH e GAILLARD,
1997).

A estimulacdo na microalga a producdo de biossurfactantes pode ser conseguida
com uso de diferentes fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes. A produgdo de
biossurfactantes também pode ser influenciada pelas condigbes de cultivo como pH,
temperatura e agitacdo (BANAT, 2000). Associado a estes fatores, o tipo de reator e sua

operacdo podem influenciar a produgédo deste composto e qualidade do produto final. Além da



avaliacdo das possibilidades e potencialidades destes cultivos, a viabilizacdo da producao
destes micro-organismos em larga escala é de fundamental importancia, devendo-se para isto,
a obtencdo de parametros de processo que possam ser levados a escala industrial e sejam
economicamente viaveis.

Observando estes aspectos, este trabalho foi concebido para a producéo de
biomassa rica em biossurfactantes, utilizando-se diferentes fontes de carbono (glicose e
melaco), limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo e o uso de diferentes fotobiorreatores,
estimulando assim a producé&o do bioproduto de interesse nas microalgas selecionadas.

O cultivo de microalgas é uma alternativa de desenvolvimento sustentavel, e fica
evidente a importancia de ultrapassar os limites do laboratério de pesquisa e estudar seu cultivo
em condicdes semelhantes as reais para a producdo em grande escala, além de pesquisar
novas fontes de nutrientes e fatores que aumentem a produtividade de biomassa de baixo custo

e a producdo de compostos bioativos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Estudar a producdo de biossurfactantes pelas microalgas Spirulina sp. LEB-18,
Synechococcus nidulans LEB-25, Chlorella vulgaris LEB-106, Chlorella minutissima LEB-108,
Chlorella homosphaera, Scenedesmus sp. 3PAV3, Chlorella sp. PROD1 e Tetraselmis suecica
OR.

1.2.2 Objetivos especificos

- Selecionar microalgas produtoras de biossurfactantes;

- Estudar diferentes fontes de carbono (bicarbonato de sddio, glicose, melaco) na

producao de biossurfactantes por microalgas;

- Cultivar microalgas em diferentes fotobiorreatores (Green Wall Panel, Annular

column e Raceway) e condicbes nutricionais estimulando a producdo de

biossurfactantes;

- Estudar o processo de extracdo do biossurfactantes das microalgas quanto as
variaveis solvente, tempo de extracdo, agitacao e temperatura.



1.3 JUSTIFICATIVA

O estudo sobre a utilizacdo de microalgas € recente e promissor, carecendo de
estudos mais detalhados visando preencher lacunas de seu uso como inovador tecnologico e
fornecedor de subprodutos e extratos provenientes das mesmas.

A Universidade Federal do Rio Grande (FURG) € um dos mais importantes centros
de estudos multidisciplinares sobre ecossistemas costeiros do Brasil e América do Sul.
Contribui, assim, com o conhecimento sobre este ambiente e suas inter-relacoes, respeitando o
homem como peca chave dentro deste sistema e privilegiando-o com o conhecimento adquirido
para promover a saude e a qualidade de vida da populacdo. Neste contexto, o Programa de
Pé6s-Graduacao em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, dedica-se ao desenvolvimento de
tecnologias e produtos que agreguem valor e contribuam para o desenvolvimento sustentavel
da sociedade.

Esta tese pode ser justificada pela juncdo das duas linhas de pesquisa, cultivo de
microalgas e producao de biossurfactantes, do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Desde 1998, o LEB vem desenvolvendo pesquisas sobre a producdo de
biossurfactantes e sua utilizagdo em biorremediacdo de hidrocarbonetos, demonstrando a sua
preocupacdo com a utilizacdo de residuos agroindustriais e a redugdo de impactos ambientais
(MARTINS et al., 2008; PINTO, 2008; CERQUEIRA, 2007; CASTIGLIONI, 2006; CAMERINI e
CHANIN, 2005; COSTA, 2004; JUNIOR et al., 2003; SANTOS et al.,, 2001; GANDRA et al.,
2000; LINDE, 2000; MORAES, 1999; HASAN, 1998; TREICHEL et al., 1998).

Pesquisas com microalgas no LEB vém sendo realizadas desde 1996. Ja foram
estudados substratos alternativos para o crescimento (ANDRADE e COSTA, 2008; ANDRADE
e COSTA, 2007; COSTA et al., 2003), configuracdes de fotobiorreatores e modos de cultivo
(REICHERT et al., 2006; RADMANN, et al., 2007; COSTA et al., 2004), efeito de fatores como
temperatura (COLLA et al., 2004), iluminancia (ANDRADE e COSTA, 2007), taxa de renovagéo
e concentracdo de corte (REINEHR et al., 2006) no crescimento e composi¢ao da biomassa de
microalgas. Foram realizados estudos de custos de producdo (COZZA, 1999), do potencial
antitumoral (LOPES et al., 2005) e hipocolesterolémico (COLLA et al., 2008) da microalga
Spirulina, modelagem matemética do crescimento de Spirulina (COSTA et al., 2002; COSTA et
al., 2000), perfil de &cidos graxos (MORAIS e COSTA; 2008; RADMANN et al., 2006) e o
isolamento de uma cepa nativa do extremo sul do Brasil (MORAIS et al., 2008). Foram

desenvolvidos produtos adicionados de biomassa microalgal para alimentagdo humana



(MORAIS et al., 2006) e racado. Biofixacdo de gas carbbnico de gases de combustdo (MORAIS
et al.,, 2011; MORAIS e COSTA, 2008; RADMANN e COSTA, 2008) entre outros estudos.
Também, ja foram desenvolvidos mais de 15 alimentos com a adicdo da microalga Spirulina.

O Laboratorio de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze (UniFI -
Italia), coordenado pelo professor Mario Tredici, desde 1981 vem desenvolvendo trabalhos
sobre microalgas. O grupo possui quatro patentes européias de desenvolvimento de
fotobiorreatores para cultivo de micro-organismos fotossintéticos (TREDICI e RODOLFI, 2004;
MATERASSI et al., 1995; TREDICI et al., 1993; TREDICI et al., 1990) e uma patente européia
de cultivo da cianobactéria Nostoc para producdo de biomassa, extratos e moléculas bioativas
(PICCARD et al., 2000). Além disso, o grupo apresenta diversas publicacdes em periédicos e
livros cientificos acerca de condi¢Bes de cultivo de microalgas e um Spin-off Company da UniFlI
(Fotosintetica & Microbiologica S.r.l.) fundado em 2004 pelo Prof. Mario Tredici e colaboradores.

Culturas de microalgas podem ajudar a reduzir problemas ambientais encontrados
atualmente em nosso planeta. A eficiéncia de conversdo de energia solar de culturas de
microalgas em biomassa é muito maior que a obtida pelas plantas terrestres. Por exemplo, um
hectare de girassol ou canola pode produzir 700-1000 kg de azeite por ano, enquanto culturas
de microalgas, se realizados em fotobiorreatores, produzem até 20 ton de 6leo por hectare por
ano e em paises tropicais podem produzir mais de 30 ton (RODOLFI et al., 2007). As culturas
de microalgas ndo competem com culturas de terras férteis, pois ndo necessitam de agrotéxicos
e podem ser realizadas na agua do mar ou aguas residuais, onde juntamente com bactérias, as
microalgas reciclam nutrientes em biomassa a partir da qual pode-se obter alimentos protéicos
e fertilizantes, bem como os biocombustiveis (TREDICI, 2006).

Através deste trabalho pretendeu-se estudar o cultivo de microalgas para obtencéo
de biossurfactantes. Os biossurfactantes apresentam vantagens quando comparados com 0s
quimicamente sintetizados, pois s@o biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade, sdo efetivos
em uma ampla faixa de temperatura, pH e salinidade e podem ser sintetizados através do
emprego de recursos renovaveis (DESAI e BANAT, 1997). Considerando as propriedades dos
biossurfactantes, torna-se possivel a aplicacdo em diversos processos industriais como
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizacdo e dispersdo de fases. Entretanto, os
custos de producdo de biossurfactantes tem limitado aplicagcbes comerciais. Porém, custos
podem ser reduzidos através da melhoria do rendimento e do uso de substratos baratos como
glicose e melaco. O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, a partir da qual é

gerado o melago como subproduto na industria agucareira, que contém, em média, 50% de



acucares em sua composicdo, o que lhe confere potencial para ser utilizado como substrato
organico no cultivo de microalgas.

A fonte de carbono nos cultivos de microalgas representa um importante
componente dos custos de producdo, de modo que reduzir a quantidade de meio inorgénico
sem perder em produtividade pode ser um artificio para reduzir custos de producdo da
microalga.

Os biossurfactantes sé@o produzidos por uma ampla variedade de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (COSTA et al., 2006; KARANTH et al., 1999). Ndo foram
encontrados trabalhos na literatura de producéo de biossurfactantes por microalgas, mas varios
autores relatam a producdo de compostos como glicolipidios, fosfolipidios, lipidios neutros, por
microalgas (RODOLFI et al. 2009; CHAUTON et al., 2004; XUE et al., 2002; BIGOGNO et al.,
2002; CEVC, 1993; KOSARIC, 1992; SZUHAJ, 1989; BOROWTZKA, 1988), que podem ser
classificados como biossurfactantes.

Na indastria de alimentos o uso de biossurfactantes é restrito, devido as questdes
de seguranca, qualidade sensorial, custo, propriedades funcionais, habitos e leis. O fator
seguranga € 0 mais restrito e requer que o biossurfactantes seja biodegradavel e ndo forme
compostos téxicos ao corpo humano e ao meio ambiente (LIMA, 1997). Uma das grandes
vantagens de se cultivar microalgas para a produgdo de biossurfactantes, € que muitas ndo
apresentam riscos de toxidade e patogenicidade, além de possuirem o certificado GRAS
(Generally Recognized as Safe), o que permite sua aplicagdo em industrias de alimentos e
farmacéutica (BARTH e GAILLARD, 1997).

O desenvolvimento de processos biotecnolégicos utilizando biomassa microalgal e
suas infinitas aplicabilidades no campo biotecnolégico fazem necessaria a utilizacdo de técnicas
de extracdo eficientes, que auxiliem na obtencdo de produtos com alto grau de pureza e
conseqlientemente de melhor reprodutibilidade analitica.

O emprego de novas tecnologias de forma correta pode contribuir para a
racionalizacéo da cadeia de producédo e para a oferta de produtos nutricionalmente adequados
as necessidades da populacéo, tendo em vista os complexos problemas sécio-econémicos e

culturais do pais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microalgas

O cultivo de microalgas vem sendo cada vez mais difundido no mundo inteiro. Os
primeiros estudos sobre microalgas em laboratério comecaram no inicio do século passado.
Cultivos massivos comegaram em 1960 com Chlorella e Scenedesmus, no Japéao, Alemanha e
Estados Unidos. Na Italia, os estudos sobre cultivos massivos de microalgas iniciaram em 1956
no Instituto de Microbiologia Agraria e Técnica da Universita degli Studi di Firenze com o
Professor Gino Florenzano e foram formalizados em 1963 na Instituicdo do Centro de Estudos
de Micro-organismos Autotréficos do CNR (Centro Nacional de Pesquisa) (TREDICI, 2006).

No Brasil, pesquisas com microalgas sdo relativamente recentes e tém enfocado,
principalmente, o aspecto de crescimento sob diversas condigdes nutricionais e fisico-quimicas.
No Laboratério de Engenharia Bioguimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
cultivos massivos vém sendo realizados desde o ano 2000, com a producdo de Spirulina para
enriquecimento de alimentos para a merenda escolar e no ano de 2007 comegou, também, a
funcionar a planta piloto de cultivo de microalgas para biofixacdo de CO,, instalada na Usina
Termelétrica Presidente Médici, operada pela Companhia de Geragdo Térmica de Energia
Elétrica (CGTEE).

Uma das microalgas mais estudada no mundo é a Spirulina (Figura 1). Esta
microalga se destaca por apresentar alto teor de proteinas (51 — 71%), acidos graxos
poliinsaturados, especialmente vy-linolénico, vitaminas, principalmente do complexo B e
minerais. Esta microalga possui o certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) da Food
and Drug Administration (FDA) e no Brasil é reconhecida como alimento pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), podendo ser utilizada na alimentacdo sem oferecer risco a
saude. A microalga Spirulina ocorre naturalmente no extremo sul do Brasil (MORAIS et al.,
2008).



Figura 1 Colheita e secagem de Arthospira platensis do lago Kossorom (Chad, Africa) (de
Abdulgader et al., 2000)

Culturas de microalgas consomem grandes quantidades de CO, (cerca de 2 kg de
CO, por kg de biomassa de microalgas) e jA demonstraram capacidade de fixacdo de CO: de
gases de combustdo (MORAIS et al., 2011; RADMANN e COSTA, 2008, TREDICI, 2006).

2.2 Condig0Oes de cultivo de microalgas

Como qualquer outro micro-organismo, as microalgas reagem a variagées do meio
exterior com alteragdes do seu meio intracelular. Desta maneira, a manipulacdo de condicdes
de cultivo, nomeadamente a presenca ou auséncia de determinados nutrientes, estimula a
biossintese de compostos que vao desde enzimas a farmacos estimulantes da tirdide e
antioxidantes naturais, alguns de elevado valor comercial. Este fato pela primeira vez
referenciado por TAMIYA (1957), que modificou a composi¢éo, principalmente no seu teor em

lipidios e proteinas, variando as condi¢Bes de cultivo da microalga.
2.2.1 Fatores fisico-quimicos no cultivo de microalgas

A produtividade maxima s6 pode ser alcancada na temperatura 6tima para o
crescimento da microalga. Embora tanques abertos sejam limitados por temperaturas baixas
pela manha, fotobiorreatores geralmente necessitam de resfriamento ao meio-dia. A imerséao
em um banho de agua, pulverizacdo de agua ou a utilizacdo de trocadores de calor internos séao
as solugbes mais comuns adotadas para controlar a temperatura no exterior dos
fotobiorreatores. Pulverizacdo de agua pode ser confiavel e de baixo custo em climas secos
(TREDICI, 2004).

Outro fator importante em relagéo a produtividade das microalgas, é a luminosidade

nos cultivos. Niveis extremos de iluminancia no cultivo de microalgas podem conduzir a dois
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fenbmenos desfavoraveis ao crescimento. A fotoinibicdo ocorre quando o fluxo de fétons
absorvido nos tilacéides provoca uma concentracdo de elétrons de alta energia na célula
excessiva para ser consumida pelo Ciclo de Calvin. Estes elétrons de alta energia reagem com
agua e formam perdéxido de hidrogénio, téxico as células (CHOJNACKA e NOWORYTA, 2004).

VONSHAK e GUY (1992) foram os primeiros a demonstrar que as culturas de
Spirulina platensis densas sofriam fotoinibicdo ao meio-dia (fotoinibi¢do diurna) e verificaram
reducdo na produtividade diaria de aproximadamente 20%.

A fotolimitagcdo € outro fenbmeno desfavoravel que ocorre devido ao sombreamento
que as células da superficie causam nas camadas mais profundas do meio de cultivo
(MOHANTY et al., 1997).

2.2.2 Carbono no cultivo de microalgas

A fonte de carbono é um dos principais componentes na produgdo de biomassa
microalgal. A fonte de carbono utilizada no processo fotossintético das microalgas é o
bicarbonato de sédio e/ou dioxido de carbono. Além disso, muitas microalgas podem crescer
heterotroficamente durante o periodo escuro utilizando fontes organicas de carbono (WEN e
CHEN, 2003). Quando as células sédo expostas a luz, muitas microalgas podem assimilar
carbono inorganico e organico simultaneamente, desenvolvendo metabolismo mixotréfico
(POERSCHMANN et al., 2004).

Fontes alternativas de carbono tém sido estudadas, como CO:2 de combustao
gerado em industrias ou usinas termelétricas (BENEMANN, 1997; MAEDA et al., 1995; SAKAI
et al., 1995), aguas naturais alcalinas (COSTA et al., 2002), fontes organicas, como melaco
(ANDRADE e COSTA, 2008; ANDRADE e COSTA, 2007) e residuos da industria agucareira
(OLGUIN et al., 1995).

2.2.3 Nitrogénio no cultivo de microalgas

Quando a limitacdo de nitrogénio é imposta a uma cultura exposta a iluminancia
adequada, a fotossintese continua sendo realizada, embora a uma taxa reduzida, e o fluxo de
carbono fixado é desviado a sintese de lipidios e carboidratos. Apesar do teor em carboidratos
chegar acima de 70% da biomassa seca, sem reducao na produtividade,o0 acumulo de lipidios é
frequentemente associado a uma reducgéo na produtividade. Além disso, acredita-se geralmente

que o aumento no teor de lipidios durante a limitacdo de nitrogénio, € devido principalmente a
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perda de outros componentes, particularmente de proteinas. No entanto, ha também indicacbes
de gue o conteudo lipidico acumulado pela microalga, quando exposta a limitagéo de nitrogénio,
se deve ao carbono fixado, e que, em microalgas (mais verdes), o acumulo de lipidios em
cultivos com limitagéo de nitrogénio pode resultar em maior quantidade de biomassa total no
inicio do cultivo do que quando acontece o estresse das células (FOGG, 1965; SHIFRIN e
CHISHOLM, 1981).

SPOEHR e MILNER (1949) demonstraram que a limitagdo de nitrogénio no cultivo
de Chlorella pyrenoidosa resultou no acumulo de até 85% de lipidios em sua biomassa,
enquanto que o conteudo lipidico tipico de culturas de microalgas foi apenas cerca de 5%.

A microalga marinha Nannochloropsis sp. F&M-M24 foi cultivada com limitagéo de
nitrogénio em confronto com cultivo controle, e apresentou 0,30 e 0,36 g.L™".d™ de produtividade
e, 60% e 32 de lipidios, respectivamente (RODOLFI et al., 2009).

Biorreatores para o cultivo de microalgas

A producdo comercial de microalgas € realizada predominantemente em
biorreatores abertos do tipo Raceway. Raceway sdo usados na maioria das plantas comerciais
para producdo de biomassa de Arthospira. Os principais produtores de Arthospira concentram-
se nos EUA, Cyanotech no Havai e Earthrise Farms na Califérnia (com tanques de 75.000 e
150.000 m? respectivamente). Raceway também sdo utilizados para o cultivo massivo de
Dunaliella salina, como na Nature Beta Technologies Ltd em Israel (TREDICI, 2004).

Ha relatos na literatuta de que fotobiorreatores fechados (FBRs) vao prevalecer no
futuro, mesmo em grande escala. FBRs sdo sistemas flexiveis que podem ser otimizados em
funcdo das caracteristicas da espécie cultivada e permitir cultivar microalgas que ndo podem
ser cultivadas em tanques abertos por causa da contaminacao.

Os FBRs sado reatores designados especificamente para o cultivo de micro-
organismos fototréficos (bactéria anoxigénica fotossintética, cianobactéria, microalga) e células
de plantas ou para realizar uma reacao fotobiolégica (TREDICI, 1999).

Nas ultimas décadas FBRs tem evoluido com propostas de novos modelos. Tém-se
duas configuracdes basicas, que sao os fotobiorreatores de placa plana e os tubulares. O
principio fundamental destas configuracdes é reduzir a trajetoria da luz de forma a aumentar a
quantidade de luz disponivel para cada célula da cultura. Estes biorreatores possuem uma

adequada agitacdo para permitir uma disponibilizacdo melhor da luz, bem como aumentar as
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trocas gasosas. A espessura Otima de cultura nestes biorreatores esta entre 0,02 e 0,04 m
(BOROWITZKA, 1999).

No Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
foram estudados diferentes tipos de fotobiorreatores (Figura 3) no cultivo de microalgas
(MORAIS et al., 2011; ROSA et al., 2011; MORAIS e COSTA, 2007; RADMANN et al., 2007;
COSTA et al.,, 2006; ANDRADE, 2005; COLLA et al., 2004; REINEHR, 2003; COSTA et al.,
2002; DUARTE FILHO, 2002; COSTA et al.,, 2001; SANTOS, 2001; COSTA et al., 2000;
COZZA, 1999).

Neste trabalho foram utilizados FBRs do tipo Annular columns (Figura 2b),
desenvolvidos no Departamento de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze
(Italia) e ja foram utilizados para producgdo e eficiéncia fotossintética de Tetraselmis suecica
(CHINI ZITTELLI et al., 2006), para producdo de Nannochloropsis (CHINI ZITTELLI et al., 2003;
RODOLFI et al., 2003) e Isochrysis sp. T-ISO (CHINI ZITTELLI et al., 2004), entre outros.

Também no presente trabalho foram utilizados os FBRs do tipo Green Wall Panel
(GWP) (Figura 2a) desenvolvido por TREDICI e RODOLFI (2004) na empresa Fotosintetica &
Microbiologica s.r.l. da Universita degli Studi di Firenze (UniFl), Itdlia. Apresenta vantagens
como baixo custo de producdo, baixa contaminacgdo, altas produtividades, etc. Sdo bastante
utiizados na producdo de lipidios por Nannochloropsis (RODOLFI et al., 2009). Este

fotobiorreator ja é utilizado em varios paises como Estados Unidos, Chile, Portugal e Italia.

(@) (b)

Figura 2 Fotobiorreatores para producdo de microalgas (a) Annular Columns; (b) Green Wall

Panel. FONTE: Fotosintetica & Microbiologica s.r.l. — UniFl, Italia.
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(@) (b)

Figura 3 Producdo de microalgas em biorreatores abertos no Brasil (a) Producdo de Spirulina

para enriqguecimento de merenda escolar; (b) Biofixacdo de CO, de gases de combustdo por
microalgas. FONTE: Laboratério de Engenharia Bioquimica - FURG

O Quadro 1 apresenta o estado da arte da producdo de microalgas, com suas

diferentes aplicagbes comerciais e potencialidades.



Quadro 1 Aplicacdes comerciais e potencialidades de alguns micro-organismos
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Quantidade _
o ) Sistema de
Produto ou processo Espécie produzida por _ Estado
cultivo
ano (ton)
Arthrospira 3000
Lagoa
Chlorella 2000
] . _ _ Tanques Raceway )
Integrador alimentar, ragdo animal Dunaliella 1200 ) Comercial
_ Tanques circulares
Aphanizomenon 500 _
Fotobiorreatores
Haematococcus 300
_ B Dunaliella Lagoa
Pigmentos (carotendides, _ )
o i Arthrospira Tanques Raceway | Comercial
ficobiliproteinas) _
Haematococcus Fotobiorreatores
. Schyzochitrium 10 ton de Oleo Fermentadores )
Acidos graxos o3 (DHA) o ) 5 Comercial
Crypthecodinium | 240 ton de 6leo (10 = 100 m®)
Marcadores fluorescentes, Arthrospira Fermentadores
moléculas marcadas, enzimas de Anabaena Fotobiorreatores Comercial
restricéo Anacystis axénicos
Tratamento de 4guas residuarias Scenedesmus Lagoa )
) Comercial
(HRAP) Cultura mista Tanques Raceway
Tanques, sacos,
Biomassa para aquacultura Varias espécies cilindros, Comercial
fotobiorreatores
Polissacarideos Pesquisa
Biofertilizantes Pesquisa
Moléculas bioativas (farmacos, _
) . o Pesquisa
biopesticidas, probioticos, etc)
Biosensores e sun-screens Pesquisa
Biorremediacao de aguas
contaminadas por xenobioticos, Pesquisa
metais pesados, etc.
Biofixagéo de CO, Pesquisa
Energia (Biodiesel, H,) Pesquisa

FONTE: TREDICI, 2006.
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2.4 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos anfifilicos contendo uma parte hidrofilica e uma
porcao hidrofébica e, portanto, sdo capazes de exibir uma variedade de atividades de superficie
que permitem a solubilizacdo de substratos hidrofobicos (DESAI e BANAT, 1997). Os
biossurfactantes estruturalmente apresentam combinac¢des diversas, principalmente aqueles
produzidos por micro-organismos na presenca de hidrocarbonetos. Em sua grande maioria sdo
lipidios, os quais apresentam uma estrutura tipica de surfactante. A porcao lipofilica dos lipidios
normalmente € um hidrocarboneto com um ou mais &cidos graxos, 0s quais podem ser
saturados, insaturados ou conter estruturas ciclicas. A por¢éo polar do biossurfactante pode ser
simples (carbonila, hidroxila) ou uma mistura complexa de fosfatos, carboidratos, aminoacidos,
dentre outros (LANG, 2002).

O interesse pelos biossurfactantes microbianos aumentou durante a ultima década
(CAMEOTRA e MAKKAR, 1998), pois apresentam a capacidade de atuar na interface das
células apresentando diferentes polaridades, em especial 6leo/agua, ar/dgua e agindo como
agentes umectantes em superficies sélidas (dgua/sélido). Esse processo dindmico é baseado
na habilidade dos biossurfactantes em reduzir a tensdo superficial pelo remanejamento
molecular, através do acumulo na superficie de compostos insoluveis, influenciando as ligagées
de hidrogénio e outras interagdes hidrofobicas e hidrofilicas, aumentando a area superficial
destes, levando a um aumento da biodisponibilidade e conseqtiente biodegradabilidade. Além
disso, os biossurfactantes podem ser possiveis substitutos para os surfactantes sintéticos e
apresentarem muitos potenciais de aplicacdes industriais e ambientais relacionadas com
emulsificacdo, formacdo de espuma, detergéncia, dispersdo e solubilizacdo de compostos
hidrofébicos (DASTGHEIB et al., 2008).

Uma grande quantidade de compostos com propriedades tensoativas sdo
sintetizados por organismos vivos, que vao desde saponinas (plantas), micro-organismos
(glicolipidios), até humanos (sais biliares) (BOGNOLO, 1999). INOH et al. (2003) afirmam que
estes compostos de superficie ativa podem ser produzidos por micro-organismos capazes de
crescerem em substratos insollveis em agua, apresentando muitas atividades biolégicas.

Os bioemulsificantes de alta massa molecular sdo mais efetivos para estabilizar
emulsdes o/a, enquanto que os de baixa massa molecular reduzem as tensdes superficiais e
interfaciais (ROSENBERG e RON, 1999). Biossurfactantes geralmente exibem capacidade
emulsificante, mas nem todos bioemulsificantes reduzem a tenséo superficial (KARANTH et al.,
1999).
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A formacdo da emulsdo geralmente envolve a combinacdo de trés a cinco
componentes, tais como, tensoativo, fase aquosa, fase oleosa e, quando necessario, o co-
tensoativo, sendo que a orientacdo para sistemas O/A ou A/O (Figura 4) é dependente das
propriedades fisico-quimicas do tensoativo, traduzidas principalmente pelo seu equilibrio
hidrofilo/lipofilo (EHL). A principal caracteristica do sistema € formar espontaneamente a fase
interna por homogeneizagéo suave dos componentes da amostra (OLIVEIRA et al., 2004).

(b)
Figura 4 Estrutura das emulsdes: (a) A/O e (b) O/A
FONTE: OLIVEIRA et al. (2004)

Os biossurfactantes sdo produzidos por uma ampla variedade de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (COSTA et al.,, 2006; KARANTH et al.,, 1999), mas carece

estudos relacionados a produgéo através de microalgas.



Quadro 2 Biossurfactantes mais produzidos por micro-organismos

Micro-organismo

Tipo de biossurfactantes

Norcardia SFC-D Trealose
Rhodococcus sp. H13 A Trealose
Rhodococcus sp. ST-5 Trealose
Pseudomonas aeruginosa GL-1 Ramnolipidio
Pseudomonas aeruginosa UW-1 Ramnolipidio
Pseudomonas aeruginosa GL-1 Ramnolipidio
Alcanivorax borkumensis Glicolipidio
Tsukamurella sp. Glicolipidio
Serratia rubidea Glicolipidio
Serratia marcescens Glicolipidio

Candida antarctica

Mannosileritritol

Candida bombicola Soforose
Candida apicola IMET 43747 Soforose
Bacillus pumilus A1 Surfactina
Bacillus subtilis Surfactina
Bacillus subtilis C 9 Surfactina
Bacillus licheniformis Lichenisin A
Bacillus licheniformis JF-2 Lichenisin B

Arthrobacter sp. EK1

Trealose tetraéster

Arthrobacter sp. MIS 38

Artrofactina

Lactobacillus sp.

Surfactina

Pseudomonas fluorescens

Viscosina

Streptomyces tendae TU901/8c¢

Streptofactina

Acinetobacter radioresistens

Alasan

Pseudomonas marginalis PD 14 B

Surfactante particulado

Pseudomonas maltophilla CSV 89

Biossurf Pm

FONTE: BANAT et al. (2000)
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos de producédo de biossurfactantes por

microalgas, mas Vvarios autores relatam a produgdo de compostos como glicolipidios,
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fosfolipidios, lipidios neutros, por microalgas, que podem ser classificados como
biossurfactantes, mas nao foram testados para ser utilizados como biossurfactantes.

SHEPHERD et al. (1995) estudaram diferentes micro-organismos para producéo
extracelular de emulsificantes de alto peso molecular para uso potencial em alimentos. Foram
testados 24 produtos extracelulares de bactérias, leveduras e microalgas. Porphiridium
cruentum e Spirulina spp. Foram cultivadas em fotobiorreatotes com meio contendo sais
inorgéanicos e fonte organica de carbono (glicose, sacarose, lactose e 6leo vegetal). P. cruentum
e Spirulina spp. apresentaram 0,71 e 0,70 unidades de DO de atividade emulsificante e 100 e
47% de estabilidade emulsionante, respectivamente.

BIGOGNO et al. (2002) estudaram a producdo de lipidios pela microalga
Parietochoris incisa cultivada com meio BG-11. Os resultados mostraram que a maior
quantidade em fosfolipidios foi obtida na fase logaritmica de crescimento. Os autores
verificaram também que P. incisa é extremamente rica em triacilgliceréis (TAG), que chegam a
43% (do total de acidos graxos) na fase logaritmica e até 77% na fase estacionaria.

Segundo XUE et al. (2002) os glicolipidios sdo os maiores componentes lipidicos
das membranas (cloroplasto e fotossintética) das cianobactérias. Estes mesmos autores
estudaram a composicdo de glicolipidios da microalga Spirulina platensis, e os resultados
mostraram 28,2% de glicolipidios do total lipidico.

SZUHAJ et al. (1989) relatam que Spirulina maxima e Spirulina platensis sao fontes
de fosfolipidios (fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol) e as cloroficeas Dunaliella bardawil e
Chlorella minutissima (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamona, difosfatidilglicerol, fosfatidilinositol).

As microalgas que produzem maior conteido em fosfolipidios sdo Phaeodactylum
tricornatum (47%), Cylindrotheca closterium (45%), Stichococcus bacillaris (43%) e
Scenedesmus sp. (41%), segundo CEVC (1993). As maiores produtoras de glicolipidios e
fosfolipidios sdo as cianobactérias (até 41 e 50%) e as cloroficeas (até 26 e 53%),
respectivamente (BOROWITZKA, 1988).

2.4.1 Metabolismo de producéo de biossurfactantes

A producdo de biossurfactantes pode ser induzida por hidrocarbonetos ou
substratos insolUveis em agua. Porém, os biossurfactantes também podem ser produzidos a
partir de substratos sollveis em &gua, especialmente carboidratos (MULLIGAN, 2005;
KARANTH et al. 1999; DESAI e BANAT, 1997).
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As vias metabdlicas envolvidas na sintese de precursores para producdo de
biossurfactantes séo diversas e dependem da natureza da principal fonte de carbono utilizada
no meio de cultivo. Por exemplo, quando se utiliza carboidratos como Unica fonte de carbono no
meio de cultivo para a producédo de glicolipidio, o fluxo de carbono é regulado de tal forma que
ambas as vias lipogénicas (formacéo de lipidios) e de formacdo da porcao hidrofilica (através
da via glicolitica) sdo especialmente supridas pelo metabolismo microbiano (FONTES et al.,
2008), como mostra a Figura 5.

Palissacarideas Glicose
* Pentoses

Trealose
Glicose 6-P
Soforose
Ramnose Frutose 6-P \fia das pentoses fosfato
Manose A .
Frutose 1,5 bis P
Gliceraldeido 3P 4= Dijidroxiacetona-P
¥ 4
¥ Glicerol-P 3
Fosfoenolpiruvato 4
B Glicerol
Piruvato E
Oxaloacetato, ™ Acetil-CoA
i \4‘ Acetil-CoA
. D
Mazlato Citrato ~<
T l Oxaloacetato
Succinato Isocitrato Malonil-Cah
A/E ,
Acido graxo
a-cetoglutarato *
Lipideos

Figura 5 Metabolismo intermediério relacionado a sintese de precursores de biossurfactantes a
partir da utilizagéo de carboidratos como substratos. Enzimas chaves para o controle do fluxo
de carbono: A. fosfofrutoquinase; B. Piruvato quinase; C. isocitrato desidrogenase; D. citrato
liase (presentes apenas em leveduras oleaginosas e fungos). E: piruvato desidrogenase; F:
piruvato carboxilase. FONTE: FONTES et al. (2008)
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As reac0es catalisadas pela piruvato quinase e fosfofrutoquinase-1 sao irreversiveis;
desta forma, outras enzimas, as quais sao exclusivas para gliconeogénese, sédo requeridas para
contornar tais reacfes. As principais reacfes sdo apresentadas na Figura 6, até a formacao da

glicose 6-fosfato que é a principal precursora dos polissacarideos, dissacarideos a serem
formados para producao da porcao hidrofilica dos glicolipidios.

Glicose 6P

f

Paolissacarideos

Trealose
Frutose 6P
Soforose D Via das pentoses
fosfato
Ramnose

Frutose 1,6 bis P

Glicerddeido 3P —» Diidroxiacetona P

Glicerol =

Fosfoenolpiravato

Piruvato .
Lipideos

[~ oxidagao +
H“““xm Aceti-CoA €——— Acido graxo

- :
K‘“'H-\

Hidrocarbonetos

.

Oxaloacetato

Malato

glioxalato Citrato

Succinato A ‘/
K [socitrato

a=cetoglutarato &""'-._._ﬂ

Figura 6 Metabolismo intermediario relacionado a sintese de precursores de biossurfactantes a
partir da utilizacdo de hidrocarbonetos como substratos. As enzimas chaves sdo: A. isocitrato
liase; B. malato sintase; C. fosfoenolpiruvato carboxilase; D. frutose — 1,6 bifosfatase. FONTE:
FONTES et al. (2008)

De acordo com SYDATK e WAGNER (1987) a biossintese do emulsificante pode
acontecer seguindo quatro caminhos diferentes: sintese do carboidrato e do lipideo; sintese da
metade de carboidrato, enquanto que a sintese da metade lipidica dependerd do comprimento

da cadeia do substrato carbdnico presente no meio; sintese da metade lipidica, enquanto que a
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sintese da metade de carboidrato dependerd do substrato utilizado; sintese das metades

carboidrato e lipidica, dependendo do substrato.

2.4.2 Fatores que afetam a producdo de biossurfactantes

2.4.2.1 Fonte de macronutrientes

Carbono e nitrogénio s&o os macronutrientes de maior importancia na producéo de
biossurfactantes. Diversos trabalhos relatam a influéncia destes macronutrientes, tanto em
relacdo a fonte quanto a concentragdo destes compostos no meio de cultivo.

A utilizacdo industrial dos biossurfactantes tem sido dificultada devido aos altos
custos de producgdo associados ao uso de substratos dispendiosos. Por outro lado, estes custos
podem ser significativamente reduzidos pelo uso de fontes alternativas de nutrientes, com baixo
custo, como melago (GALLERT e WINTER, 2002).

MAKKAR e CAMEOTRA (1997) utilizaram no cultivo de Bacillus subtilis MTCC 2423
e Bacillus subtilis MTCC 1427, melagco como fonte de carbono. A maxima producdo de
biossurfactantes foi evidenciada pela diminuicdo da tensdo superficial e foi alcangada por
ambas as cepas no final da fase estacionaria. Como resultado do acumulo de biossurfactantes,
a tensdo superficial do meio foi diminuida para 29 e 31 mN.m™ por MTCC 2423 e MTCC 1427,
respectivamente.

COSTA (2004) verificou a produgcédo de biossurfactantes pelo fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus por fermentacdo em estado sélido. Farelo de arroz desengordurado foi
utilizado como fonte de nutrientes, com fontes adicionais de carbono de origem fossil
(ciclohexano, n-hexano e Oleo diesel) e ndo fdsseis (glicerina e Oleo de soja). Melhores
respostas de atividade emulsificante foram obtidas quando foram utilizadas fontes de carbono
de origem fdéssil nos cultivos.

O fungo filamentoso Curvularia lunata IM 2901 produziu agente emulsificante
extracelular quando cresceu em meio liquido contendo glicose. Caracterizagcdes quimicas
preliminares mostraram que o bioemulsificante continha 34% de carbono, 5,7% de hidrogénio,
1,8% de nitrogénio e 0,15% de enxofre, sendo um complexo proteina (25%) e polissacarideo
(48%). O acucar presente foi identificado como um polimero de D-glicose (PARASZKIEWICZ et
al., 2002).

FERRAREZZO (1998) isolou 111 linhagens de micro-organismos a aprtir de efluente

de industria de margarina e sabado, sendo estas linhagens testadas quanto a capacidade de
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produzir bioemulsificante. Dentre estes micro-organismos as linhagens B1 e B9, identificadas
como Bacillus sp., apresentaram os melhores valores de emulsificacdo. Foi estudada a
producdo de bioemulsificante em funcdo da fonte de carbono (6leo de soja e glicose) e pH do
meio de cultivo (pH 5,0; 7,0 e 11,0) bem como sua capacidade de emulsionar compostos
arométicos (tolueno e xileno) e misturas de hodrocarbonetos alifaticos e ciclicos (querosene e
Oleo diesel) além de trigliceridios (6leo de soja). Os melhores indices de emulsificacéo
ocorreram quando as linhagens B1 e B9 foram cultivadas em meio GYP (glicose, extrato de
levedura, peptona) em pH 7,0 apés 10 h de cultivo em relacdo a 6leo de soja (43,4%),
querosene (44,0%), tolueno (40,4%), 6leo diesel (44,8%) e xileno (45,0%). Estas linhagens
provocaram pequena diminuicdo da tenséo superficial dos meios de cultivo.

Bacillus subtilis ATCC 21332 produziram surfactina, biossurfactantes lipopeptidico,
utilizando batata como substrato. A producdo do biossurfactantes resultou na reducédo da
tensdo superficial de 71,3 mN.m™ para 28,3 mN.m™ (a4gua residuéria contendo batata) e para
27,5 mN.m™ (meio contendo sais minerais) (FOX e BALA, 2000).

CIRIGLIANO E CARMAM (1984) mostraram que a levedura Y. lipolytica produz
biossurfactantes a partir de diferentes fontes de carbono, tais como hexadecano, parafina, 6leo
de soja, 6leo de oliva, 6leo de milho e 6leo de algodao, sendo que com hexadecano houve
maior producao de biossurfactantes.

SARUBBO et al. (2006) produziram biossurfactantes utilizando glicose como fonte
de carbono a partir da levedura C. lipolytica IA 1055, o qual apresentou uma alta atividade de
emulsificacdo. Estes autores mostraram que ndo € necessaria a presenca de hidrocarbonetos
para inducdo da biossintese de surfactantes.

AMARAL et al. (2006) utilizaram também como fonte de carbono a glicose para a
sintese do biossurfactantes denominado Yansan, a partir de Y. lipolytica IMUFRJ 50682.
Yansan apresentou alta atividade de emulsificacéo e capacidade de estabilizacdo de emulsdes
6leo/agua. Adicionalmente, meios de cultura contendo lactose como substrato foram utilizados
para a producdo de manoproteinas, com propriedades emulsificantes, pela levedura K.
marxianus (LUKONDEH et al., 2003).

CASTIGLIONI (2006) cultivou o fungo Aspergillus fumigatus em meio sélido para a
producdo de biossurfactante, sem e com fonte adicional de carbono (6leo diesel). Os melhores
resultados para atividade emulsificante foram encontrados dos cultivos na auséncia de fonte

adicional de carbono.
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Pseudomonas aeruginosa apresentou maior producdo de ramnolipidios quando a
cultura alcancou a fase estacionaria de crescimento devido a limitacdo de fonte de nitrogénio
(DESAI e DESALI, 1993).

KIM et al. (2002) utilizaram diferentes fontes de carbono e nitrogénio no cultivo de
Candida antarctica visando estimular a producéo de biossurfactantes. A fonte de carbono 6leo
de soja apresentou maior eficiéncia na produgcdo de biossurfactantes. Dentre as fontes de
nitrogénio estudadas, maiores quantidades de glicolipidios foram alcangadas quando utilizou-se
sais de amonio e o maior rendimento foi obtido com NH4NO;.

JOHNSON et al. (1992) relataram a influéncia da fonte de nitrogénio na producgéo de
biossurfactantes pela levedura Rhodotorula glutinis 1IP-30, tendo o nitrato de potassio
apresentado o melhor desempenho em relacdo as outras fontes utilizadas (sulfato de amonio e
uréia).

Um parametro bastante estudado pelos pesquisadores € a relagdo quantitativa entre
as fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para a producéo de biossurfactantes. Foi estudado
o efeito de diferentes relagbes C/N na producgéo do bioemulsificante produzido por Rhodotorula
glutinis, utilizando diferentes hidrocarbonetos. A atividade de emulsificagdo aumentou com o
aumento da relagdo C/N na maioria dos casos, sendo esse aumento observado em condicdes
limitantes de nitrogénio. Observacdes similares foram obtidas com C. Tropicalis (SINGH et al.,
1990).

Segundo BENINCASA et al. (2002) o micro-organismo dirige seu metabolismo
celular para a producgéo de biossurfactantes apos o consumo total de nitrogénio, aumentando a

producdo apoés a fase exponencial de crescimento.

2.4.2.2 Fatores fisico-quimicos

Os fatores ambientais e condi¢cdes de crescimento como pH, temperatura, agitacdo
e disponibilidade de oxigénio também afetam a producgdo de biossurfactantes através de seus
efeitos sobre o crescimento ou atividade celular (DESAI e BANAT, 1997).

GOBBERT et al. (1984) verificaram que o pH do meio desempenhou um papel
importante na producdo de soforolipidio por T. bombicola. Ramnolipidio produzido por
Pseudomonas spp. alcangou maximo de produgdo em pH 6-6,5 e diminuiu acentuadamente a
partir do pH 7 (GUERRA-SANTOS et al., 1984). POWALLA et al. (1989) mostraram que o pH

6,5 a 8,0 ndo interferiram na producéo de polissacaridios por N. corynbacteroides.
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DROUIN e COOPER (1992) mostram que a composicdo do biossurfactantes
produzido por A. paraffineus foi afetada pela temperatura. Bacillus sp. apresentou crescimento e
produziu biossurfactantes em temperatura acima de 40 °C (BANAT, 1993). BICCA et al. (1999)
estudaram diferentes temperaturas (30, 37 e 40 °C) na producdo de biossurfactantes por
Rhodococcus AC 239, obtendo-se melhores resultados a 37 °C.

CAMERINI e CHANIN et al. (2005) avaliaram o efeito da temperatura, pH e umidade
do meio na producdo de biossurfactantes pelo fundo Phialomonium sp. em meio solido.
Melhores resultados foram encontrados na temperatura de 35 °C, pH 5,0 e umidade de 60%.

Agitacbes mais velozes podem causar reducdo da concentracdo do bissurfactante
devido ao efeito da tenséo de cisalhamento. A transferéncia de oxigénio € um paradmetro chave
na otimizacdo e aumento de escala da producdo do biossurfactantes sufactina (DESAI e
BANAT, 1997).

2.4.3 Técnicas de extracédo

Quando se colocam em contato duas fases de composi¢bes quimicas diferentes,
pode ocorrer a transferéncia de componentes de uma fase para a outra. Esta é a base fisica
das operacg0Oes de transferéncia de massa, como a extracdo. Se as duas fases ficam em contato
durante um intervalo de tempo suficiente acabam por atingir um estado de equilibrio e dai por
diante ndo existe mais a transferéncia liquida dos componentes entre elas. Na maioria dos
casos que tem interesse para as operacdes de transferéncia de massa, as duas fases sdo
apenas parcialmente misciveis, de modo que no equilibrio ainda existem duas fases que podem
ser separadas uma da outra (FOUST et al., 1982).

Usualmente, estas duas fases tém composicOes diferentes e estas composicoes
sdo, também, diferentes das que tinham as fases no instante do contato inicial. Por isso, as
quantidades relativas dos componentes que sdo transferidos entre as fases sao diferentes, de
modo que se consegue uma separacao entre eles. Em condi¢cdes apropriadas, 0 contato e a
separacao repetida das fases pode levar a uma separacdo quase completa dos componentes
(FOUST et al., 1982).

A extracdo € uma importante operacdo unitaria de separacdo, grandemente
difundida industrialmente. O sucesso da extracdo freqlientemente depende do pré-tratamento

ao qual a amostra foi submetida e da técnica utilizada.
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Em alguns casos, pequenas particulas de material solUvel estdo completamente
envolvidas por uma matéria insollvel. O solvente deve difundir através da massa e a solucao
resultante deve difundir para fora dessa massa, resultando a extracdo (TREYBAL, 1968).

Compostos quimicos presentes nos micro-organismos podem, geralmente, ser
extraidos no estado Umido, diretamente apds a colheita. As células ndo necessitam estar
homogeneizadas desde que elas sejam imediatamente quebradas ao entrar em contato com a
solucdo extratora. Em alguns casos a quebra da célula torna-se necesséria para facilitar a
penetracdo do solvente e aumentar o rendimento lipidico. Isto pode ser feito utilizando uma das
técnicas de ruptura celular conhecidas, como sonicagem, homogeneizagéo, congelamento e
moagem (MEDINA et al. 1998). DUNSTAN et al. (1992) extraiu lipidios de algas verdes com
uma mistura de cloroférmio-metanol-agua (1:2:0,8 em volume) e entre estas extracdes as
amostras eram sonicadas a 20 °C.

Extracdo com amostras liofilizadas, também costuma ser utilizada. A liofilizagéo
guebra as células das microalgas, tornando a homogeneizacdo desnecessaria (MEDINA et al.
1998).

A extragao por solvente € solucdo preferencial de um ou mais componentes de uma
mistura soélida em contato com um solvente liquido. Essa operagdo unitaria € uma das mais
antigas empregadas na industria quimica (TREYBAL, 1968).

Um sistema eficiente de extracdo para micro-organismos € a mistura de cloroférmio
e metanol 2:1 (v/v). Em um sistema simplificado e aperfeicoado, BLIGH e DYER (1959) usaram
uma unica fase de extracéo, cloroférmio-metanol-agua (1:2:0,8 de volume, incluindo a presenca
de 4gua na amostra) para extrair os lipidios de tecidos frescos. Este método é bastante utilizado
para a extracgao lipidica de microalgas.

GUERRERO et al. (2000) obtiveram &cidos graxos de trés espécies de plantas
através de um processo conjunto de extracdo/saponificacdo utilizando como solvente etanol
(96%v/v) e como agente saponificante KOH. A separacao final dos acidos graxos foi realizada
utilizando um solvente organico (hexano) em pH 1,0.

Métodos de extracdes sequenciais sdo bastante utilizados para microalgas, na
extracdo de biocompostos de interesse.

MENDES et al. (2006) estudando a extragdo do acido y-linolénico de Arthospira
maxima, utilizou como solventes, cloroférmio, acetona e metanol e relata que estes extraem

lipidios neutros, glicolipidios e fosfolipidios, respectivamente.
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Em estudo realizado com a microalga Isochrysis galbana foram utilizados
cloroférmio para extracdo de lipidios neutros, cloroférmio/metanol (5:1 v/v) para extracdo de
glicolipidios e metanol para extrair fosfolipidios (DEVOS et al., 2006).

MARTINS et al. (2007), CERQUEIRA (2007) e PINTO (2008), utilizaram a &agua
como solvente extrator, em diferentes temperaturas, para extracdo de biossurfactantes de fungo
(dgua a 90 °C) e bactéria (agua a 50 °C).

2.4.4 Estimativa da atividade biossurfactante

Existem diversos métodos utilizados para determinar a atividade surfactante, onde o
mais utilizado é a medicao da tensao superficial do sobrenadante. Também sao empregados 0s
métodos de reducdo da tensédo interfacial entre a fase aquosa e uma fase organica imiscivel,
atividade emulsificante 6leo/agua e agua/dleo, estabilizagdo de emulséo e formacédo de espuma
(COOPER e ZAJIC, 1980).

A tensdo superficial entre as interfaces ar/agua e 6leo/dgua podem ser medidas
facilmente utilizando-se tensidbmetro. Quanto menor a tenséo superficial, maior a producédo de
biossurfactantes pelo micro-organismo. A tenséo superficial da 4gua destilada é de 72 mN.m™ e
a adicdo de surfactante reduz este valor a 30 mN.m™ (DESAI e BANAT, 1997). Com adicdes
sucessivas de surfactante, atinge-se um nivel critico, sobre o qual ndo se verifica mais
significativa reducdo da tenséo. A partir dessa concentragdo de surfactante, comeca a haver a
associacdo das moléculas anfipaticas na forma micelas. Este valor € conhecido como
concentrac@o micelar critica (CMC) (MULLIGAN, 2005). CMC é definida como a solubilidade de
um surfactante na forma de monémeros dentro de uma fase aquosa e é usado comumente para
medir a eficiéncia de um surfactante (MULLIGAN, 2005; DESAI & BANAT, 1997).

2.4.5 Aplicagdes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes, durante a ultima década tém sido objeto de investigacé@o, por
serem possiveis substitutos para os surfactantes sintéticos, especialmente em industrias de
alimentos, cosmética, farmacéutica, produtos de limpeza industriais e em produtos quimicos
agroindustriais (DASTGHEIB et al., 2008; MAKKAR e CAMEOTRA, 2002).

Na industria alimenticia o uso de biossurfactantes € restrito, devido as questdes de
seguranca, qualidade sensorial, custo, propriedades funcionais, costumes e leis. O fator

seguranca € 0 mais restrito e requer que o biossurfactantes seja biodegradavel e ndo forme
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compostos toxicos ao corpo humano e ao meio ambiente (LIMA, 1997). Sado aplicados como
emulsificante na formacdo da consisténcia e textura, bem como na dispersdo de fase e na
solubilizacdo de aromas (DESAI e BANAT, 1997). Os agentes tensoativos como 0s
biossurfactantes encontram aplicacdo também em panificacdo e produtos derivados de carne,
onde influenciam as caracteristicas reoldgicas da farinha e a emulsificacdo de gorduras,
respectivamente (KIM et al., 1997).

Ramnolipidio, biossurfactantes produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa,
esta sendo empregado no transporte de drogas insoluveis em seres humanos, e também como
precursor de componentes de sabor na industria alimenticia (RAHMAN et al., 2002).

Na agricultura, os surfactantes sdo necessarios para hidrofilizacdo de solos
pesados, para obtencdo de umidade adequada e para realizar igual distribuicdo dos fertilizantes
nos mesmos. Na industria de cosméticos sdo encontrados em shampoos e condicionadores
(FIECHTER, 1992).

Os biossurfactantes podem ser aplicados na biorremediacédo de agua e solo, pois
eles aumentam a area superficial agua/éleo e aceleram a degradagdo de varios Oleos por
micro-organismos, como algumas espécies de cianobactérias e alguns patégenos como
Staphylococcus aureus e Serratia sp. (BANAT et al., 2000; VOLKERING et al., 1998).

A biorremediacdo pode ser realizada por dois diferentes métodos, bioaumentacéo e
bioestimulagdo. O processo menos empregado é a bioaumentacdo que envolve a adigdo de
micro-organismos para degradar o contaminante. A bioestimulagdo, método mais empregado,
consiste na introdugc@o de nutrientes adicionais, como nitrogénio e fésforo, na forma organica
e/ou inorganica no sistema contaminado, o qual aumenta a populacdo de micro-organismos
enddgenos (SARKAR et al., 2005).

CERQUEIRA (2007) estudou o processo de biorremediacdo de solos contaminados
por compostos de origem animal (6leo de pescado bruto) e mineral (tolueno) com adi¢do de
biossurfactantes, produzido por Aspergillus fumigatus, no meio. Os resultados demonstraram
que a maior taxa de remocao do contaminante 6leo de pescado foi de 59,5% em 90 d de
processo, € a maior taxa de remocgdo do contaminante tolueno foi de 100% em 14 d do
processo.

BENINCASA (2007) investigou a producdo de biossurfactantes por Pseudomonas
aeruginosa utilizando residuos agroindustriais como substrato e também a utilizagdo do mesmo
biossurfactantes na biodegradac¢éo de hidrocarbonetos em solo contaminado. Com a adic&o de
1 mg de biossurfactantes.g” de solo contaminado, mostrou uma reducdo de 85% dos

hidrocarbonetos de petréleo no solo estudado. A utilizagdo de biossurfactantes, para
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biorremediacéo, tem sido limitada, devido ao seu elevado custo producdo, mas com a producéo
de biossurfactantes a partir de subprodutos, se consegue uma minimizacdo dos custos de
processo de biorremediacao.

Os biossurfactantes sédo bastante atrativos nas industrias de materiais de higiene e
cosméticos. Um produto contendo 1 mol de soforolipidio e 12 moles de propileno glicol
apresentou excelente compatibilidade com a pele como hidrante (DESAI e BANAT, 1997). Os
biossurfactantes também sao utilizados como agentes terapéuticos. Varios ramnolipidios
exibem efeitos antibacterianos e antivirais. Lipopeptidios podem atuar como antibiéticos,
antivirais e agentes antitumorais (CAMEOTRA e MAKKAR, 2004).

A surfactina é um dos mais efetivos biossurfactantes, pois pode reduzir a tenséo
superficial da agua de 72 para 27 mN.m™ e possui vérias atividades biol6gicas, tais como
funcdo antibacteriana ou atividade antiviral, atividade citoplasmatica, inibicdo da formacéo de
coagulo fibroso e estimulo da atividade macrofagocita (MORIKAWA et al., 2000).
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4 ARTIGOS

Para apresentacdo e compreensdo dos resultados obtidos, o trabalho foi dividido em
quarto artigos, sendo o primeiro realizado no Brasil no laboratério de Engenharia Bioguimica da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG e os demais realizados juntamente ao grupo do

Professor Mario Tredici na Universita degli Studi di Firenze na ltalia:

ARTIGO 1: Cultivo autotréfico e mixotrofico de microalgas para producgéo de biossurfactantes;
ARTIGO 2: Sele¢éo de microalgas para producdo de biossurfactantes;
ARTIGO 3: Produgéo de biossurfactantes por microalgas em diferentes fotobiorreatores;

ARTIGO 4: Cultivo outdoor da microalga marinha Tetraselmis suecica OR para producéo de

biossurfactantes.
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4.1 CULTIVO AUTOTROFICO E MIXOTROFICO DE MICROALGAS PARA PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTES

Elisdngela M. Radmann e Jorge Alberto V. Costa*

*Laboratério de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio
Grande, Caixa Postal 474, CEP 96201-900, Rio Grande, RS, Brasil. Fax: +55-53-3233 8745. E-mail:
jorge@pg.cnpg.br

41.1 RESUMO

As microalgas sao utilizadas tanto como alimento quanto fonte de compostos bioativos, como
os biossurfactantes. A fonte de carbono nos cultivos de microalgas representa importante
componente dos custos de produgdo, de modo que reduzir a quantidade de meio inorganico
sem perder em produtividade pode ser uma alternativa para diminuir custos de produgédo da
biomassa. Os biossurfactantes apresentam uma vasta aplicacdo industrial, com destaque na
indastria alimenticia sendo utilizados como emulsionante, espessante, entre outros. O objetivo
deste trabalho foi selecionar e estimular microalgas quanto a producdo de biossurfactantes,
através de cultivo mixotréfico. As microalgas foram cultivadas em Erlenmeyer de 2 L com
diferentes fontes de carbono (melaco, glicose e NaHCO3). Em ensaios preliminares a microalga
Spirulina sp. LEB-18 apresentou maxima concentracdo de biomassa (2,55 g.L™") quando foi
utilizada 5 g.L™* de glicose no meio de cultivo. O mesmo comportamento de crescimento foi
observado quando estudou-se cultivos autotréficos e mixotréficos das microalgas
Synechococcus nidulans LEB-25, Chlorella vulgaris LEB-106, Chlorella minutissima LEB-108 e
Chlorella homosphaera. A tenséo superficial dos meios das microalgas reduziu de 70 para 43
mN.m™?, indicando a produgdo de biossurfactantes pelas microalgas estudadas utilizando
glicose como fonte de carbono.

Palavras-chave: biossurfactantes, glicose, melago, microalga.

4.1.2 ABSTRACT

Microalgae are used both as food as source of bioactive compounds such as biosurfactants. The
carbon source in the cultivation of microalgae represents an important component of production
costs, so reducing the amount of inorganic medium without losing productivity can be an
alternative to reduce production costs of biomass. The biosurfactants have a wide range
industrial application, especially in the food industry being used as an emulsifier, thickening
agent, among others. The aim of this work was to select and stimulate the production of
biosurfactants by microalgae in mixotrophic culture. The microalgae were grown in a 2 L
Erlenmeyer flask with different carbon sources (molasses, glucose and NaHCO3). In preliminary
tests, the microalga Spirulina sp. showed maximum biomass concentration (2.55 g L™) when
was used 5 g L™ of glucose in the medium. The same growth behavior was observed when we
Studied autotrophic and mixotrophic cultures of Synechococcus nidulans LEB-25, Chlorella
vulgaris LEB-106, Chlorella minutissima LEB-108 and Chlorella homosphaera. The reducing of
the surface tension of the medium was 70 to 43 mN. m™, indicating the biosurfactant production
by the microalgae Studied using glucose as carbon source.

Keywords: biosurfactants, glucose, molasses, microalga.
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4.1.3 INTRODUCAO

A producdo mundial de surfactantes ultrapassa 3 milhdes de toneladas por ano
(BANAT et al. 2000). De acordo com BOGNOLO (1999), os surfactantes atualmente utilizados
séo derivados do petréleo, de, 70 a 75% destes sdo consumidos por paises industrializados. O
interesse por biossurfactantes tem aumentado nos ultimos anos devido as suas diversidades e
potenciais aplicagbes no processamento de alimentos, protecdo ambiental, farmacos,
recuperacao de residuos oleosos, entre outras (LANG, 2002).

Os biossurfactantes sdo moléculas complexas que compreendem uma ampla
variedade de estruturas quimicas como glicolipidios, lipopeptidios, lipoproteinas, lipidios
neutros, acidos graxos e fosfolipidios (DESAI e BANAT, 1997). Estudos relatam que microalgas
sdo grandes produtoras de glicolipidios, fosfolipidios e lipidios neutros (RODOLFI et al. 2009;
XUE et al., 2002; BIGOGNO et al., 2002; CEVC, 1993; KOSARIC, 1992; SZUHAJ, 1989;
BOROWTZKA, 1988), o que justifica o estudo da producéo de biossurfactantes por microalgas.

Uma grande vantagem de cultivar microalgas para producdo de biossurfactantes é
gque muitas sdo GRAS (generally recognized as safe). Organismos com certificado GRAS néao
apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, o que permite sua utilizagdo para aplicagées
nas industrias de alimentos e farmacéutica (BARTH e GAILLARD, 1997). Além disso, as
microalgas sao fontes de corantes naturais e farmacos e também podem ser utilizadas na
aquicultura (BROWN et al., 1996), produgdo de biocombustiveis e biofixacdo de dioxido de
carbono (CO,) (ROSA et al. 2011; MORAIS et al., 2011; TREDICI, 2010; RODOLFI et al., 2009;
RADMANN e COSTA, 2008; MORAIS e COSTA, 2007).

A producéo dos biossurfactantes para fins comerciais € limitada devido aos altos
custos envolvidos, principalmente quanto a fonte de nutrientes para 0s micro-organismos.
Entretanto, o uso de substratos de baixo custo, como melaco e glicose, podem minimizar este
problema.

A fonte de carbono é um dos principais componentes na producdo de biomassa
microalgal. A fonte de carbono utilizada no processo fotossintético das microalgas € o
bicarbonato de sodio e/ou diéxido de carbono. Além disso, muitas microalgas podem crescer
heterotroficamente durante o periodo escuro utilizando fontes orgénicas de carbono (WEN e
CHEN, 2003). Quando as células sdo expostas a luz, muitas microalgas podem assimilar
carbono inorgéanico e organico simultaneamente, desenvolvendo metabolismo mixotrofico
(POERSCHMANN et al., 2004).
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Cultivos mixotroéficos, em que ha adicdo de fontes organicas de carbono, melhoram
significativamente o crescimento de microalgas, chegando a obter densidades celulares 3 a 10
vezes superiores as obtidas em cultivos autotréficos (BHATNAGAR et al., 2011; CID et al.,
1992; BECKER e VENKATARAMAN, 1984). ANDRADE e COSTA (2007) realizaram ensaios
com a microalga Spirulina utilizando melagco como substrato organico e observaram que o
melaco foi o fator de maior influéncia sobre a maxima concentracdo de biomassa alcan¢ada e
sobre a velocidade especifica maxima de crescimento. O substrato organico no meio de cultivo
pode reduzir a perda noturna de biomassa (TORZILLO et al., 1991), que acontece devido a
demanda energética celular que € suprida pela respiracéo.

O objetivo deste trabalho foi cultivar microalgas mixotroficamente visando estimular

a sintese de biossurfactantes e selecionar as microalgas produtoras.

41.4 MATERIAL E METODOS

4.1.4.1 Cultivo mixotréfico da microalga Spirulina sp. LEB-18

A microalga Spirulina sp. LEB-18 (MORAIS et al., 2008) foi mantida e cultivada em
meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), diluido com &gua destilada estéril a 20% v/v (ANDRADE e
COSTA, 2007) e complementado com 1, 3, 5, 7 e 9 g.L™ de glicose ou melaco. A adicdo de
glicose ou melago aos cultivos foi realizada somente durante o periodo escuro, sendo
adicionadas diariamente '/, da concentracao total (1, 3,5, 7 ou 9 g.L™") de glicose ou melaco,
durante 10 d de cultivo.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de 2 L tipo erlenmeyer, mantidos
em estufa termostatizada a 30 °C; 41,6 pmol.m?.s™ e 12 h claro/escuro. A agitacdo das culturas
foi realizada pela injecdo de ar estéril com vazéo especifica de 0,5 vwm (volume de ar por
volume de meio por minuto) (COSTA et al., 2000). A concentragéo inicial de Spirulina sp. LEB-
18 foi 0,15 g.L™* (RADMANN et al., 2007). A concentracéo de glicose foi analisada através de
método enzimatico glicose-oxidase (Laborlab, Campinas/Brasil). Os cultivos e analises foram

realizados em duplicata.
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4.1.4.2 Selecdo de microalgas para producéo de biossurfactantes

Micro-organismos e condigdes de cultivo

As microalgas utilizadas neste estudo foram Synechococcus nidulans LEB-25 e
Chlorella vulgaris LEB-106 (RADMANN e COSTA, 2008), Spirulina sp. LEB-18 (COSTA et al.,
2006a), Chlorella minutissima (COSTA et al., 2006b) e Chlorella homosphaera (RADMANN,
2007). S. nidulans LEB-25 e Spirulina sp. LEB-18 foram mantidas e cultivadas em meio Zarrouk
(ZARROUK, 1966) e as demais em meio BG-11 (RIPPKA et al.,, 1979). Foram estudadas
diferentes fontes de carbono (bicarbonato de sédio — autotréfico ou glicose — mixotrofico). A
concentracd@o de bicarbonato de sodio utilizada foi a mesma utilizada no meio Zarrouk (16,8 g.L
) (CHEN et al., 1996) e a concentracdo de glicose utilizada foi a que apresentou melhor
resultado de crescimento (5 g.L™?), estudada anteriormente conforme descrito no item 2.1. A
adicdo de glicose aos cultivos foi realizada somente durante o periodo escuro, sendo
adicionadas diariamente /5 (g.L™) da concentracéo total de glicose (5 g.L™") durante 20 d de
cultivo.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de 2 L tipo erlenmeyer, mantidos
em estufa termostatizada a 30 °C, 41,6 umol.m'z.s'l e 12 h claro/escuro. A agitacdo das culturas
foi realizada pela injecdo de ar estéril com vazdo especifica de 0,5 vwm (volume de ar por
volume de meio por minuto) (COSTA et al., 2000). A concentracao inicial de microalga foi 0,15
g.L"" (RADMANN et al., 2007). A concentracdo de glicose foi analisada através de método
enzimatico glicose-oxidase (Laborlab, Campinas/Brasil). Todos 0s ensaios e analises foram

realizados em duplicata.

Determinacfes analiticas

Estimativa do crescimento microalgal

O crescimento da biomassa foi monitorado diariamente pela densidade 6ética das
culturas a 670 nm em espectrofotdbmetro (Femto 700 Plus, Brasil) através de curva padrao
previamente construida relacionando peso seco e densidade o6ptica. O pH das culturas foi
determinado diariamente em pHmetro digital (Quimis Q400HM, Brasil).

Foram avaliadas a concentra¢do maxima de biomassa (Xmax 9.L™), a produtividade

maxima (Pmax 9.L™.d™) obtida segundo a equagéio P = (X; Xo)/(t to), onde X; é a concentracéo de
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biomassa (g.L™") no tempo t (d), e X, a concentracdo de biomassa (g.L™") no tempo t, (d)
(SCHMIDELL et al., 2001); e a velocidade especifica méxima de crescimento (Umax, d™) por

regressao exponencial aplicada a fase de crescimento logaritmica (BAILEY e OLLIS, 1986).

Estimativa da atividade biossurfactante

A cada 2 d, o meio (com as células) a ser analisado foi previamente tratado em
banho ultrassonico (15 min) para rompimento da parede celular das microalgas estudadas e
logo apds foi estimada a atividade biossurfactante através da analise de tensdo superficial em
tensibmetro digital (Kruss Processor Tensiometer K-6, Alemanha) usando o método do anel,
sendo a tensdo medida com a amostra em contato com o ar (RODRIGUES et al., 2006).
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4.1.5 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.5.1 Cultivo mixotréfico da microalga Spirulina sp. LEB-18

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento celular de Spirulina sp. LEB-18 ao
longo do tempo de cultivo com adi¢cdo noturna de fonte glicose ou melaco.
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Figura 1 Producédo de biomassa por Spirulina sp. LEB-18 cultivada em diferentes concentracdes
de glicose (a) e melaco (b): (+) E1 (1,0 g.L™; (O) E2 (3,0 g.L™"); (A) E3 (5,0 g.L™h); O) E4 (7,0
g.L™"); (@) E5(9,0g.L™Y.

Todos os cultivos apresentaram crescimento durante 10 d, com exce¢do dos
ensaios E4 e E5 com adicdo de melago que apresentaram morte celular em 3 d. Ambos os

cultivos mixotroficos apresentaram maior concentracdo de biomassa, comparados ao cultivo
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autotréfico que atingiu maximo de 0,98 g.L™". CHENG e ZHANG (1997) relatam que culturas
mixotroficas tém o crescimento celular limitado por baixas ou altas concentracbes de carbono
organico. Tal fato ocorreu no presente trabalho, pois as maximas velocidades especificas de
crescimento foram obtidas pela microalga Spirulina sp. LEB-18 quando cultivada em 5,0 g.L™ de
carbono orgénico. ANDRADE e COSTA (2007) investigaram o cultivo mixotréfico de Spirulina
platensis e obtiveram em 10 d de cultivo aproximadamente 1,50 g.L" de biomassa
complementando o meio com 0,50 g.L™ de melago no inicio do cultivo. MARQUEZ et al. (1995)
estudaram o cultivo mixotréfico da microalga Spirulina platensis com adicdo de 2,0 g.L™ de
glicose no inicio do cultivo, obtendo em 10 d de cultivo 2,14 g.L™* de biomassa.

As maximas produtividades (0,27 e 0,26 g.L™*.d™) foram verificadas em cultivos com
5,0 g.L™" de glicose e 3,0 g.L™* de melaco, respectivamente (Tabela 1). Quando comparados ao
cultivo autotréfico (0,10 g.L™.d™"), observa-se que a adicdo de fonte organica aos cultivos
aumentou significativamente (p<0,001) a produtividade méaxima. Produtividade de 0,56 g.L™.d*
foi obtida por ANDRADE e COSTA (2007) para Spirulina platensis cultivada com 0,75 g.L™ de
melaco, nos 3 primeiros dias de cultivo, e apds a produtividade reduziu e se manteve constante

em torno de 0,12 g.L™*.d™" ao longo dos 20 dias.

Tabela 1 Concentragéo celular maxima (Xmax 9.L™") produtividade méxima (Ppa, 9.L7".d™%) e

velocidade especifica maxima (pmayx, d*) de crescimento para os experimentos realizados.

Ensaio Sroc Xmax Pmax Mmax
(g/L) glicose melaco glicose melaco glicose melaco
1 1,0 0,710,120 0,73+0,12 0,08+0,01 0,18+0,01 0,17+0,01 0,08x0,00
2 3,0 1,09+0,09 1,24+0,16 0,13+0,00 0,26%+0,01 0,21+0,01 0,11+0,01
3 50 2,55+0,21 1,21+0,07 0,27+0,01 0,23+0,00 0,38+0,01 0,12+0,01
4 70 1,92+0,15 0,31+0,20 0,27+0,00 0,12+0,01 0,12+0,01 0,03z0,01
5 9,0 1,53+0,05 0,29+0,15 0,25+0,00 0,10+0,01 0,24+0,00 0,02+0,01
autotréfico 0,0 0,98+0,00 0,10+0,00 0,20%0,00

Sroc — concentracdo da fonte organica de carbono adicionada

As velocidades especificas maximas de crescimento foram obtidas para microalga
Spirulina sp. LEB-18 quando cultivada com 5,0 g.L™" de fonte organica de carbono. Quando
cultivada com glicose, a Spirulina sp. LEB-18 apresentou aumento de 1,9 vezes na resposta
Umax- EStes resultados concordam com os obtidos por CHOJNACKA e NOWORYTA (2004) que

obtiveram maiores velocidades especificas de crescimento em cultivo mixotréfico comparado ao
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autotrofico. No cultivo com melago houve reducéo na resposta de pma, quando comparado ao
cultivo autotrofico.

O uso de melaco como fonte orgénica de carbono quando comparado com a
glicose, apresentou resultados inferiores, mas através dos resultados apresentados, nota-se o
potencial de utilizacdo de melaco como substrato organico no cultivo de microalgas,
possibilitando a exploracdo de um subproduto de baixo custo.

O pH dos cultivos se mantiveram entre 9,5 e 10,5, que segundo PELIZER et al.
(2003) é o intervalo 6timo para o crescimento da microalga. Valores de pH acima de 9,5 sdo
indispensaveis para evitar a contaminacao por outras microalgas (BELAY, 1997).

4.1.5.2 Selecdo de microalgas para producéo de biossurfactantes

A Figura 2 apresenta o crescimento das microalgas estudadas ao longo de 20 d na
presenca de bicarbonato de sédio (16,8 g.L™") ou glicose (5,0 g.L™") como fontes de carbono.
Como nos ensaios realizados anteriormente com Spirulina sp. LEB-18, a glicose foi adicionada
durante o periodo escuro, pois segundo TORZILLO et al. (1991), durante a fase escura, ocorre
perda de biomassa, devido a demanda energética celular que é suprida pela respiracdo. A

adicdo noturna de uma fonte organica de carbono (glicose) minimizaria tal perda.

(a) (b)
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Figura 2 Curva de crescimento para as microalgas S. nidulans LEB-25 (+), C. minutissima LEB-
108 (L), C. vulgaris LEB-106 (A), C. homosphaera (O), Spirulina sp. LEB-18 (@®): (a) cultivos

com bicarbonato de sédio (16,8 g.L™) e (b) cultivos com glicose (5 g.L™).
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Quando comparada com o0s ensaios realizados anteriormente (Figura 1), a
microalga Spirulina sp. LEB-18 apresentou menor crescimento com a mesma concentracao de
glicose (5,0 g.L™"), mas em condicdes diferentes de adicdo. Nestes Gltimos ensaios (Figura 2), a
adicéo de glicose foi realizada também diariamente durante a fase escura. Foi adicionado /5, da
concentragdo total de glicose, durante 20 d de cultivo, o que pode ter ocasionado um
crescimento mais lento em relacdo ao cultivo anterior em que foi adicionada maior quantidade
(*10) de glicose diariamente, pois o cultivo foi realizado em menor tempo (10 d). A glicose foi
adicionada em partes (diariamente), pois com a adi¢do da concentracdo total (5,0 g.L™") no
inicio dos cultivos, ocorreu precipitacdo, diminuindo a disponibilidade de nutrientes para a
microalga.

Diariamente, antes da adicdo de glicose aos cultivos, foi realizada andlise da
concentracdo da mesma no meio, verificando-se que esta era totalmente consumida pelas
microalgas durante a fase clara. Assim a adicdo de maior quantidade de glicose no meio de
cultivo podera estimular o crescimento celular, uma vez que toda glicose adicionada
diariamente era consumida.

CHEN et al. (1996) utilizando diferentes fontes de carbono (bicarbonato de sédio,
glicose ou acetato) no cultivo de Spirulina platensis, observaram que a cianoficea apresentou
melhor crescimento quando foi utilizada glicose (2,5 g.L™) como fonte de carbono, alcancando a
2,66 g.L™" de biomassa, resultados estes semelhantes aos encontrados no presente trabalho
para todas microalgas estudadas.

Maiores resultados de concentracdo de biomassa maxima foram obtidos para as
microalgas C. homosphaera (3,19 g.L™") e S. nidulans LEB-25 (2,88 g.L™) cultivadas com
glicose. A microalga C. minutissima LEB-108 (2,16 g.L™) apresentou crescimento semelhante
ao estudo realizado por BHATNAGAR et al. (2011), quando cultivaram as microalgas C.
minutissima e Scenedesmus bijuga com 1% de glicose e obtiveram 2,10 g.L™ de biomassa em

7 d de cultivo.
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Tabela 2 Concentracdo celular maxima (Xmax, 9.L™), produtividade maxima (Pmax, g.L™.d™),

velocidade especifica maxima (pumax, d*) de crescimento e tenséo superficial minima (TSmin,

mN.m™) para as microalgas S. nidulans LEB-25 (Sy), C. minutissima LEB-108 (CM), C. vulgaris
LEB-106 (CV), C. homosphaera (CH) e Spirulina sp. LEB-18 (Sp)

Xmax

Microalga NaHCO; glicose NaHCO4 o glicose NaHCO;3 o glicose
Sy 2,11+0,52 2,88+0,12 0,156+0,062 0,223+0,008 0,089+0,034 0,138+0,006
CM 0,52+0,00 2,16+0,15 0,045+0,019 0,299+0,052 0,009+0,009 0,223+0,030
Ccv 1,84+0,29 1,02+0,23 0,150+0,019 0,154+0,085 0,114+0,011 0,129+0,078
CH 0,31+0,00 3,19+0,08 0,060+0,021 0,320+0,003 0,027+0,003 0,031+0,017
Sp. 1,01+0,07 1,97+0,14 0,063+0,030 0,246+0,180 0,028+0,001 0,158+0,004
As melhores respostas cinéticas de crescimento (Tabela 2) foram obtidas, para

todas as microalgas estudadas, quando cultivadas mixotroficamente.

Estes

resultados

concordam com aqueles de CHOJNACKA & NOWORYTA (2004) que obtiveram maiores

velocidades especificas de crescimento em cultivo mixotrofico comparado ao autotréfico.
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Figura 3 Tens&o superficial ao longo do tempo para microalgas S. nidulans LEB-25 (+), C.
minutissima LEB-108 (L), C. vulgaris LEB-106 (A), C. homosphaera (O), Spirulina sp. LEB-18

(®@): (a) cultivos com bicarbonato de sédio (16,8 g.L™) e (b) cultivos com glicose (5 g.L™).
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As microalgas S. nidulans LEB-25 e Spirulina sp. LEB-18 apresentaram reducéo da
tensdo superficial dos meios de 70 para 43 mN.m™* (Figura 3), indicando a producdo de
biossurfactantes pelas microalgas estudadas utilizando glicose como fonte de carbono. A fonte
de carbono apresenta grande importancia na producdo de biossurfactantes, influenciando na
sintese do biossurfactantes por indu¢cdo ou repressao. Segundo CAMEOTRA e MAKKAR
(1998) e KIM et al. (1997), as fontes de carbono utilizadas para produgéao de biossurfactantes
podem ser divididas em: carboidratos, hidrocarbonetos e Oleos vegetais. KIM et al. (1997)
verificaram que a cultura de Bacillus subtillis C9 apresentou alto rendimento de biomassa,
utilizando 40 g.L™ de glicose como substrato. A tenséo superficial foi reduzida de 72,8 para 28,2
mN.m™. PINTO (2008) utilizou 40 g.L* de glicose no meio de cultivo da bactéria
Corynebacterium aquaticum e obteve concentracdo de biomassa de 1,98 g.L™ e reducéo na
tenséo superficial de 70 para 28,8 mN.m™.

ILORI et al. (2005) estudaram o efeito de diferentes fontes adicionais de carbono, e
dentre elas a glicose, na producdo de biossurfactantes por Aeromonas spp., ocorrendo maior
producdo com glicose no quarto dia de cultivo. Segundo CAVALERO e COOPER (2003) e
HOMMEL et al. (1994) os substratos solUveis em agua, como a glicose, sdo primeiramente
utilizados no metabolismo celular para a sintese da parcela hidrofilica da molécula do
biossurfactantes, enquanto os substratos lipofilicos s&o utilizados para a producdo da porcao

lipofilica, sendo incorporados diretamente na molécula do biossurfactantes.

4.1.6 CONCLUSOES

Comparado ao cultivo autotréfico da Spirulina sp. LEB-18, o cultivo mixotréfico com
adicdo noturna de fonte organica de carbono aumentou 2,6 vezes a concentracdo final de
biomassa. Maior concentracdo de biomassa (2,55 g.L™) foi obtida com adicdo de 5,0 g.L™ de
glicose ao cultivo.

O mesmo comportamento foi observado quando se estudou cultivos autotroficos e
mixotroficos com as microalgas S. nidulans LEB-25, C. vulgaris LEB-106, C. minutissima LEB-
108 e C. homosphaera. A reducdo da tens&o superficial dos meios foi de 70 para 43 mN.m™,
indicando a producao de biossurfactantes pelas microalgas estudadas utilizando glicose como
fonte de carbono.

Os resultados demonstram o potencial da fonte organica de carbono como forma de

estimular o crescimento e a producdo de biossurfactantes, além do potencial da utilizacdo de
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melaco como substrato organico no cultivo de microalgas, possibilitando a exploracdo de um

subproduto de baixo custo.
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4.2 SELECAO DE MICROALGAS PARA PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES
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4.2.1 RESUMO

O cultivo de microalgas tem sido enfocado quanto a producédo de biomassa tanto para uso na
elaboracdo de alimentos quanto para a obtencdo de compostos bioativos. Neste trabalho foi
estudado o potencial de producdo de biossurfactantes pelas microalgas Tetraselmis suecica
OR, Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 utilizando diferentes métodos de
extracdo. As microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores do tipo Green Wall Panel (GWP) e
Annular Column (AC) e em condi¢Bes indoor e outdoor. Os maiores valores de AE 6leo/agua
dos extratos foram obtidos quando utilizados metanol e etanol como solvente. A microalga
Scenedesmus sp. 3PAV3 apresentou valor de AE o6leo/agua superior (339,8 UE.g™) ao
encontrado para o emulsificante comercial lecitina de soja (257 UE.g™). Os menores valores de
tensdes superficiais variaram de 27,4 a 31,2 m.N.m' para as microalgas estudadas.
Considerando as propriedades dos biossurfactantes, com este trabalho, confirma-se a aplicagéo
em diversos processos industriais dos biossurfctantes produzidos pelas microalgas.

Palavras-chave: biossurfactantes, emulsificante, estabilizante, microalgas.

4.2.2 ABSTRACT

The cultivation of microalgae has been focused on the production of biomass for use not only in
food preparation, but also for obtaining bioactive compounds. This study investigated the
potential of biosurfactant production by microalgae Tetraselmis suecica OR, Scenedesmus sp.
3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 using different extraction methods. The microalgae were grown in
Green Wall Panel photobioreactor (GWP) and Annular Column (AC) and indoor and outdoor
conditions. The highest values of EA oil/water extracts were obtained when methanol and
ethanol were use as solvent. The microalgae Scenedesmus sp. 3PAV3 showed value of EA
oil/water higher (339.8 UE g™) to that found for the commercial emulsifier soy lecithin (257 UE g’
). The lower values of surface tensions ranging from 27.4 to 31.2 mN m™ for the microalgae
Studied. Considering the properties of biosurfactants, with this work, it is confirmed its possible
application in various industrial processes.

Keywords: biosurfactants, emulsifier, stabilizer, microalgae.
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4.2.3 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo compostos de superficie ativa, produzidos na superficie da
célula microbiana ou excretados extracelularmente, que reduzem tensdes superficiais e
interfaciais (VAN DYKE et al., 1991). O aumento da preocupacdo ambiental tem colocado os
biossurfactantes como alternativas promissoras, por apresentarem vantagens de baixa
toxicidade, biodegradabilidade e propriedades bioldgicas, frente aos surfactantes sintéticos, que
na sua maioria sdo derivados de petréleo.

Na industria de alimentos os biossurfactantes podem ser aplicados como
emulsificante e como um ingrediente funcional (SINGH et al., 2007). A emulsificagdo tem um
papel importante na formag&o da consisténcia e textura, bem como na disperséo de fase e na
solubilizagdo de aromas (LANG e WAGNER, 1993). Os biossurfactantes sdo utilizados como
emulsificantes no processamento de matérias-primas. Os agentes tensoativos encontram
aplicacdo em panificacdo e produtos derivados de carne, onde influenciam as caracteristicas
reoldgicas da farinha e a emulsificagdo de gorduras (BARROS et al.,, 2007). O interesse em
identificar e isolar novos micro-organismos produtores de moléculas tensoativas, que
apresentem caracteristicas surfactantes, vem aumentando nas Ultimas décadas. A producgéo de
biossurfactantes, segundo o estado da arte, pode ser realizada por bactérias, fungos e
leveduras (NITSCHKE e PASTORE, 2004; BOGNOLO, 1999; KAPPELI e FINNERTY, 1979).

Com este trabalho pretendeu-se estudar as microalgas, com foco na producdo de
biossurfactantes, jA& que as microalgas sdo grandes produtoras de compostos como
glicolipidios, fosfolipidios e lipidios neutros (RODOLFI et al. 2009; CHAUTON et al., 2004; XUE
et al., 2002; BIGOGNO et al, 2002; CEVC, 1993; KOSARIC, 1992; SZUHAJ, 1989;
BOROWTZKA, 1988), que por sua vez podem ser biossurfactantes (DESAI e BANAT, 1997).
Além disso, muitas microalgas sdo GRAS (Generally Recognized as Safe), ndo apresentam
riscos de toxicidade e patogenicidade, o que permite sua utilizacdo para aplicagcbes nas
indastrias de alimentos e farmacéutica (BARTH e GAILLARD, 1997).

Com o desenvolvimento de processos biotecnologicos utilizando biomassa
microalgal e suas diversas aplicabilidades no campo biotecnolégico, faz necessaria a utilizacao
de técnicas de extracdo eficientes, que auxiliem na obtencdo de produtos com alto grau de
pureza e consequentemente de melhor reprodutibilidade analitica.

O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial e selecionar microalgas para

producéo de biossurfactantes.
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4.2.4 MATERIAL E METODOS

4.2.4.1 Micro-organismos e condi¢des de cultivo

Nannochloropsis sp. FM — M24 e Tetraselmis suecica OR da coleg&o de cultura do
Departamento de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze (ltalia) foram
cultivadas em condigbes outdoor em Green Wall Panel — GWP (Figura 1a) (TREDICI e
RODOLFI, 2004), em meio F (GUILLARD e RYTHER, 1962). Nannochloropsis sp. FM — M24 foi
cultivada a baixas temperaturas no inverno e Tetraselmis suecica OR foi cultivada em
temperaturas mais elevadas (néo ultrapassando 28°C) no veréao.

Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 também da colecao de cultura do
Departamento de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze (ltalia) foram
cultivadas fotobiorreator do tipo Annular Column (AC 90 L — Figura 1b) e Annular Column (AC 6
L — Figura 1c), em meio BG-11 (RIPPKA et al., 1979). Ambas as microalgas foram cultivadas

em condig¢des indoor.

(a) (b) (€)
Figura 1 Fotobiorreatores para producdo de microalgas (a) Green Wall Panel (GWP); (b)
Annular Column de 90 L (AC 90); (c) Annular Column de 6 L (AC 6)

4.2.4.2 Estudo da extracdo dos biossurfactantes das microalgas

Foram estudados diferentes tipos de extracdes dos biossurfactantes das microalgas
Nannochloropsis sp. FM — M24, T. suecica OR, Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp.

PROD1, utilizando a mesma proporcao de 0,1:7,5 (0,1 g de biomassa seca e 7,5 mL de agua)
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em todas extracBes estudadas. Os extratos obtidos foram utilizados para as analises de

atividade emulsificante, tenséo superficial e tenséo interfacial.

4.2.4.2.1 Extracdes com agua (Extratos | 50 e | 90)

A extracdo dos biossurfactantes foi realizada com &gua destilada a 50 ou 90 °C. As
amostras foram submetidas ao rompimento da parede celular em sonda ultrassonica (Sonics &
Materials, Inc., Newtown/USA) e posteriormente a agitagdo a 160 rpm e 50 °C durante 30 min,
sendo em seguida centrifugada. Desta etapa foram obtidos 2 extratos (50 e 90 °C). Este método
foi estudado para Nannochloropsis sp. FM — M24 e T. suecica OR.

4.2.4.2.2 Extragdo com cloroférmio e metanol (Extratos Il amb, 11 50 e Il 90)

Nesta etapa a extracao foi realizada com cloroférmio:metanol (1:2) (BLIGH e DYER,
1959) com quartzo e posteriormente submetido ao rompimento da parede celular em agitador
de tubos (5 min) e banho ultrassénico (20 min), sendo seguida de centrifugagéo e evaporagao.
O extrato foi resuspenso em agua em diferentes temperaturas (ambiente, 50 e 90 °C), obtendo-
se 3 extratos diferentes. Este método foi estudado para Nannochloropsis sp. FM — M24 e T.

suecica OR.

4.2.4.2.3 Extracao com cloroférmio e metanol (com separacao de fases — Extrato IlI)

Na primeira fase a extracao foi realizada com cloroférmio: metanol (1:2) (BLIGHT &
DYER, 1959) com quartzo e posteriormente submetido ao rompimento da parede celular em
agitador de tubos (5 min) e banho ultrassénico (20 min), sendo seguida de centrifugacéo e apos
0 sobrenadante passou pelo processo de separacao de fases (lavagem) com éagua e
cloroférmio, permanecendo somente a parte lipidica. Em seguida o extrato foi evaporado e
resuspenso em agua a temperatura ambiente. Este método foi estudado para Nannochloropsis
sp. FM — M24 e T. suecica OR.

Os demais métodos de extracdo citados abaixo, foram estudados para as
microalgas Nannochloropsis sp. FM — M24, T. suecica OR, Scenedesmus sp. 3PAV3 e
Chlorella sp. PROD1.
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4.2.4.2.4 Extragado sequencial | (Extrato IV H,0, IV etanol, IV etil acetato, IV cloroférmio)

A extracdo foi realizada sequencialmente, utilizando inicialmente um solvente
hidrofilo até um lipofilo (agua, etanol, etil acetato, cloroférmio). Primeiro houve o rompimento da
parede celular da biomassa seca das microalgas em sonda ultrassénica com agua, seguido de
agitacdo em agitador magnético durante 5 h. Logo apés passou por centrifugacdo (Extrato 1V
H,0) e ao pellet adicionou etanol com posterior agitacéo (5 h), centrifugacéo e evaporagcdo com
resuspensdo em agua (Extrato IV etanol). Em seguida ao pellet foi adicionado etil acetato,
submetido a agitagdo por 5 h, centrifugacéo e evapora¢do com resuspensdo em agua (Extrato
IV etil acetato). Ao pellet foi adicionado cloroférmio submetido a agitacdo (5 h) , filtracdo e
evaporagdo com resuspensao em agua (Extrato IV cloroférmio).

4.2.4.2.5 Extracdo sequencial Il (Extrato V cloroférmio, V acetona, V metanol e V H,0)

A extracéo foi realizada sequencialmente, utilizando inicialmente um solvente lipofilo
até um hidrofilo (cloroférmio, acetona, metanol, agua). Na primeira fase a extragéo foi realizada
com cloroférmio e com quartzo em agitador de tubos (5 min) e banho ultrassénico (20 min),
para rompimento da parede celular, seguido de agitacdo em agitador magnético durante 5 h.
Logo ap0s passou por filtragdo e evaporacdo com resuspensao em agua (1° extrato) e ao pellet
adicionou acetona com posterior agitacdo (5 h), centrifugacdo e evaporagdo com resuspenséo
em agua (2° extrato). Em seguida ao pellet foi adicionado metanol, submetido a agitacdo (5 h) ,
centrifugacdo e evaporacdo com resuspensdo em agua (3° extrato). Ao pellet foi adicionado

agua submetido a agitacao (5 h) e centrifugacao (4° extrato).

4.2.4.2.6 Extragdo com etanol (Extrato VI)

A extracdo foi realizada com etanol e quartzo em agitador de tubos (5 min) e banho
ultrassénico (20 min), para rompimento da parede celular, seguido de agitacdo em agitador
magnético durante 5 h. Logo apds passou por centrifugacdo e evaporagdo com resuspensao

em agua.
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4.2.4.2.7 Extracdo com metanol (Extrato VII)

A extracdo foi realizada com metanol e quartzo em agitador de tubos (5 min) e
banho ultrassénico (20 min), para rompimento da parede celular, seguido de agitacdo em
agitador magnético durante 5 h, centrifugacao e evaporacao com resuspenséo em agua.
4.2.4.2.8 Extracdo com cloroférmio (Extrato VIII)

A extracdo foi realizada com cloroférmio e quartzo em agitador de tubos (5 min) e
banho ultrassénico (20 min), para rompimento da parede celular, seguido de agitacdo em
agitador magnético durante 5 h, centrifugacao e evaporacao com resuspensao em agua.

4.2.4.2.9 Extracdo com agua (Extrato IX)

A extracéo foi realizada com agua em sonda ultrassoénica (20 min), para rompimento

da parede celular, seguido de agitacdo em agitador magnético durante 5 h e centrifugacao.
4.2.4.3 Caracterizagdo dos extratos

Para caracterizagdo dos extratos obtidos, foram realizadas as andlises de clorofila
(LORENZEN, 1967; JEFFREY e HUMPHREY, 1965), feopigmentos, carotendides (PARSONS e
STRICKLAND, 1963), proteina (LOWRY et al, 1951), carboidratos (DUBOIS et al, 1956), lipidios
(MARSH e WEINSTEIN, 1966) e fosfolipidios (STEWART, 1980).

4.2.4.4 Estimativa da atividade biossurfactante

A estimativa da atividade biossurfactante foi realizada através das atividades

emulsificantes 6leo em agua e agua em oOleo e através da medida das tensdes superficial.
4.2.4.4.1 Atividades emulsificantes 6leo em dgua e 4gua em 0leo
Foi realizada uma andlise de atividade emulsificante 6leo/dgua com diferentes

Oleos, verificando aquele que melhor se ajustava ao método. Foram testados os 6leos de soja,

girassol, amendoim, milho e 6leo lubrificante. Os 6leos que melhor se ajustaram ao método
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foram os Oleos de soja (96%) e de girassol (97%), apresentando transmitancia proxima de
100%. As analises de atividade emulsificante foram realizadas em sextuplicata.

As atividades emulsificantes 6leo em agua e agua em Oleo foram determinadas
utilizando-se a propor¢ao de 2,1:1,4 (Agua:extrato) e 2 mL de 6leo de soja ou girassol. A mistura
foi agitada em agitador vortex a 700 rpm por 1 min.

Apos 60 min de repouso foi medida a transmitancia do meio emulsificado 6leo/agua
em espectrofotbmetro (Varian, Mulgrave/Australia) a 610 nm (JOHNSON et al.,, 1992),
passando-se este valor para absorbancia, e diminuindo-se da absorbéncia do branco (3,5 ml de
agua destilada e 2 ml de 6leo de soja ou girassol), obtida a partir da leitura da amostra diluida.
A atividade emulsificante 6leo em agua foi obtida através da Equacéo 1.

AE om=(Abs.D)/((m.(1-U)) (1)

Apbs 24 h de repouso foi realizada leitura da altura da emulsao agua/éleo formada e
da altura total (altura da emulsdo mais altura da camada remanescente de 6leo) (BRODERICK
& COONEY, 1982), obtendo-se a atividade emulsificante agua em Oleo de acordo com a
Equacdo 2. O branco foi preparado misturando-se 3,5: 2 (adgua: 6leo) mL, procedendo da

mesma forma que para a amostra.

AEuo=(E.D)/((m.(1-U)) 2

Onde:

AEq,, = atividade emulsificante 6leo/agua (UE.g™);
AE 0 = atividade emulsificante agua/éleo (UE.g™);
Abs = absorbancia da emulsdo 6leo/agua;

D = diluicdo da amostra em agua;

m = massa da amostra Umida (g);

U = umidade do meio;

E = relagdo centesimal entre a altura da emulséo e a altura total.
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Figura 2 Representagéo esquemética do ensaio da atividade emulsificante
Fonte: MARTINS (2005)

A atividade emulsificante 6leo em agua foi definida como a quantidade de
biossurfactantes necessario para aumentar a absorbancia em 1,0 a 610 nm. A atividade
emulsificante 4gua em 6leo, como a quantidade de biossurfactantes necessario para manter a
emulsdo estavel por 24 h (MARTINS et al. 2008).

4.2.4.4.2 Tensao superficial

A analise de tensdo superficial foi realizada em tensidmetro (Kruss Processor
Tensiometer K-6, Alemanha) usando o método do anel, sendo a tensdo medida com a amostra
em contato com o ar (RODRIGUES et al.,, 2006). Neste método, um recipiente contendo a
amostra a ser analisada € suspenso até que o contato com a superficie do anel seja registrado.
O contato da amostra com o anel é desfeito, de maneira que o filme liquido produzido abaixo do
anel é alongado, sendo determinada a forca maxima necessaria para a extensdo do filme,
obtendo-se a tensao superficial (RODRIGUES et al., 2006). A tenséo superficial foi medida com
a amostra em contato com o ar, e a tenséo interfacial com a amostra em contado com

hexadecano.

4.2.4.5 Selecdo da microalga produtora de biossurfactante

A microalga com potencial de producdo de biossurfactante foi selecionada
comparando os menores valores de tensfes superficiais e 0os maiores valores das atividades
emulsificantes encontrados. As respostas de atividade emulsificante foram correlacionadas com
a composicao quimica dos extratos, a fim de estimar o tipo de biossurfactantes presente nas

microalgas estudadas.
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Inicialmente foram estudados todos os métodos de extracdo citados anteriormente

no item 3.2.4.2, para as microalgas Nannochloropsis sp. F&M-M24 e T. suecica OR, sendo

nesta fase inicial, selecionados os métodos que apresentaram melhores resultados com relagao

as respostas de atividade emulsificantes, conforme apresentados na Tabela 1.

Para as analises de atividade emulsificante 6leo em agua (AE o/a) foram utilizados

0s 0Oleos de soja e girassol, selecionados anteriormente, conforme citado em 3.2.4.4.1.

Tabela 1 Resultados de atividade emulsificante oleo/agua (UE.g™") para as microalgas

Nannochloropsis F&M-M24 e T. suecica OR

Nannochloropsis F&M-M24

T. suecica OR

Extrato § § . .
Oleo de soja  Oleo de girassol Oleo de soja  Oleo de girassol

| 50 35,7+12,0 42,7+0,4 46,7+3,7 44,5120

| 90 35,1+12,8 45,6+0,9 35,8+2,2 31,3+1,5

I amb 81,5+4,3 66,2+7,6 38,912,4 38,6+1,2
150 53,049,6 46,9+3,1 42,4+2,0 43,0£2,2
1190 59,3+2,6 61,6+11,1 37,4+5,7 36,8+1,0

1] 62,4+4,7 59,5+8,5 24,9134 21,8+2,5

IV H,O 47,8+7,2 60,5+1,3 175,2+7,0 166,0+6,9

IV etanol 80,2+5,2 74,0+1,4 32,3+2,9 26,8+1,2
IV etil acetato 1,540,2 3,1+0,2 3,3+0,3 3,1+0,0
IV cloroférmio 6,4+1,0 4,1+0,8 1,8+0,5 2,610,0
V cloroférmio 28,3+3,7 40,1+6,4 30,8+3,3 28,6+2,5
V acetona 10,8+1,6 6,7+1,6 1,5+0,3 0,5+0,1
V metanol 42,4+12,1 45,3+4,4 4,9+0,8 4,5+1,0
V H,0O 5,7+1,6 4,2+0,8 4,1+0,8 3,5+0,8

VI 136,6+12,9 119,6+8,3 50,8+2,6 44,7+4,4

Vi 75,415,4 69,2+11,9 44,5+6,4 32,1+11,6

VI 65,8+11,3 51,948,3 77,5+7,8 51,5+9,4

IX 107,2+12,3 80,4+15,7 133,9+7,2 103,8+9,8

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1 observa-se que menores valores

de AE o/a foram encontrados para os primeiros extratos obtidos (I, 1l e Ill). Por isso, estes ndo
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foram estudados para as demais microalgas Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1,

sendo entdo estudadas as extracdes IV, V, VI, VII, VIl e IX, conforme Tabela 2.

Tabela 2 Resultados de atividade emulsificante Oleo/agua (UE.g™) para as microalgas
Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1

Scenedesmus sp. 3PAV3 Chlorella sp. PROD1
=xtrato Oleo de soja Oleo de girassol  Oleo de soja  Oleo de girassol

IV H,O 61,8+10,0 61,7+£8,5 85,8+£3,8 94,8+10,2
IV etanol 7,7+0,3 7,8%+1,0 90,1+4,8 85,6+6,5
IV etil acetato 2,6x0,5 2,2+0,3 3,6+0,3 3,9+0,6
IV cloroférmio 3,8£0,5 0,3%0,2 0,9£0,3 0,4£0,1
V cloroférmio 25,8+1,5 9,84£1,8 75,015,1 59,7+6,1
V acetona 33,9+3,2 25,3+3,8 3,9£0,6 2,820,3
V metanol 30,1+1,3 14,2125 10,3z£0,7 8,4x0,5
V H,O 9,2+1,6 4,00,7 6,1£0,4 6,0£0,8

VI 275,84£10,5 312,54£9,3 127,4+6,8 130,8+9,0

VII 286,6+11,6 305,8+22,6 126,2+7,1 131,3+10,3
VIl 11,0+1,8 21,9+2,3 66,0+4,7 62,2+3,5

IX 61,8+2,3 57,2+1,0 113,4+7,6 104,0+5,2

A microalga Nannochloropsis F&M-M24 apresentou maiores valores de AE o/a
guando a extracdo do biossurfactantes foi realizada com etanol (extrato VI) e com agua (extrato
Il amb e IX). Para T. suecica OR os maiores valores de AE o/a foram obtidos quando a extracao
foi realizada com agua (extrato IV H,O e IX).

Ambas as microalgas Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1
apresentaram maiores valores de AE o/a quando a extracdo do biossurfactantes foi realizada
com etanol e metanol (extrato VI e VII).

Segundo BATISTA et al. (2006) e KARANTH et al. (1999), além de reduzir tensdes
superficiais e interfaciais, os biossurfactantes usualmente exibem capacidade emulsificante.

Os valores de AE o/a encontrados para Scenedesmus sp. 3PAV3 foram superiores
aos encontrados para o emulsificante comercial lecitina de soja (Tabela 3), muito utilizado na

indUstria de alimentos.
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Tabela 3 AE o/a (UE) dos emulsificantes sintéticos utilizados como padrbes

Padréo Massa (mg) Oleo de soja  Oleo de girassol
Lecitina de soja 5,0 257,0 229,0
Tween 80 5,0 603,0 580,5

A microalga Scenedesmus sp. 3PAV3 foi cultivada em condigbes extremas de
luminosidade e temperatura, ja que esta foi cultivada no inverno. Estes podem ser alguns dos
motivos desta microalga ter apresentado maior atividade emulsificante, j& que autores relatam
que a maior quantidade de biossurfactantes pode ser produzida por micro-organismos em
condicbes extremas de cultivo (DESAI & BANAT, 1997).

VEENANADIG et al. (2000) produzindo biossurfactantes em biorreatores de colunas a
partir de Bacillus subtillis alcancaram uma atividade AE o/a maxima de 1,9 UE.g™ em 31 h de
fermentacgéo, valores estes inferiores aos obtidos no presente trabalho.

MARTINS et al. (2008) estudaram a producéo de biossurfactantes por fermentagéo
em estado sdlido utilizando o fungo Aspergillus fumigatus EFB1 e este apresentou AE o/a de
12,33 UE.g™. O mesmo fungo foi estudado por COSTA (2004) na producéo de biossurfactantes,
apresentando uma atividade AE o/a de 12,65 UE.g™.

SHEPHERD et al. (1995) estudaram diferentes micro-organismos para producéo
extracelular de emulsificantes de alto peso molecular para uso potencial em alimentos. Foram
testados 24 produtos extracelulares de bactérias, leveduras e microalgas. Dentre as microalgas
testadas estavam Porphiridium cruentum e a Spirulina spp. cultivadas em fotobiorreatotes com
meio contendo sais inorganicos e fonte organica de carbono como glicose, sacarose, lactose e
Oleo vegetal. P. cruentum e Spirulina spp. apresentaram 0,71 e 0,70 unidades de densidade
Optica (OD) de atividade emulsificante e 100 e 47% de estabilidade emulsionante,
respectivamente.

Os valores de atividade emulsificante agua/6leo (AE a/o) para todos os extratos
estudados para as microalgas Nannochloropsis sp. FM — M24, T. suecica OR, Scenedesmus
sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1, apresentaram valores semelhantes, de 45 a 48 UE.g™.
Através destes resultados verifica-se que as microalgas s&o mais eficientes como
emulsionantes de o/a do que em a/o. As emulsdes a/o podem ter ocorrido por presenca de um
estabilizante. Emulsfes a/o séo estabilizadas pela presenca de lipidios polares e proteinas que
se encontram na interface agua/6leo. Para isso, foram realizadas provas de estabilidade das

emulsbes formadas dos diferentes extratos (Tabela 4).
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Tabela 4 Prova de estabilidade das emulsdes formadas da AE a/o para os extratos estudados,

medida em nimero de dias

Extrato Nannochloropsis  T. suecica OR Scenedesmus Chlorella sp.
Soja Girassol Soja  Girassol Soja Girassol Soja Girassol

Vi 5 5 8 8 21 21 6 1

VI 3 2 8 23 287 70 6 1

Vil 5 8 8 8 3 3 3 6

IX 7 5 5 5 6 6 9 3

A microalga Scenedesmus sp. 3PAV3 apresentou maior capacidade como
estabilizante de emulsdes agua/dleo, chegando a mais de 7 meses de estabilidade.

De acordo com BATISTA et al. (2006), o critério utilizado para selecionar micro-
organismos produtores de biossurfactantes € a habilidade em reduzir a tensdo superficial
abaixo de 40 mN.m™. A capacidade de estabilizacéo da emuls&o é a habilidade em manter pelo
menos 50% do volume da emulséo original 24 h depois da sua formagao.

RAYMUNDO et al. (2005) obtiveram resultados significativos (p<0,05) gquando
estudaram Chlorella vulgaris como estabilizante de emulsbes 6leo/dgua. Segundo GOUVEIA et
al. (2004) a utilizagdo de biomassa de microalgas como um ingrediente de emulsbes em
alimentos, tem sido recentemente estudada na atua¢cdo como agente de coloracdo. A adi¢éo de
biomassa de microalgas em emulsdo pode produzir diferentes efeitos: melhoria da estabilidade
através do desenvolvimento de efeitos com o contelido protéico ou perda de viscoelasticidade
na superficie quando induzido ao deslocamento da proteina na interface, como qualquer outro
aditivo emulsionante (DICKINSON & HONG, 1995).

Os emulsionantes sdo substancias caracterizadas pela presenca de uma regido
polar e outra apolar em suas estruturas moleculares. Podem formar emulsdes do tipo agua em
Oleo (A/O) ou Oleo em agua (O/A), as quais sao definidas, principalmente pelo equilibrio
apresentado entre a parte polar e a apolar do emulsionante empregado, denominado
tecnicamente de Equilibrio-Hidroéfilo-Lipofilo (EHL). O EHL é numericamente representado em
escala com valores que vao de zero a vinte, em fungéo do tamanho da cadeia polar presente
nas moléculas do emulsionante. Assim, valores inferiores a dez indicam predominéncia da parte
apolar nessas, tornando-as adequadas para o preparo de emulsdes A/O. Ao contrario, valores
superiores a dez apontam a prevaléncia da regido polar e o0 emprego dessas substancias na
obtencdo de emulsées O/A (CUNHA JUNIOR et al., 2003). O Tween 80 (surfactante sintético)

apresenta EHL de 14,9, o qual é adequado no preparo de emulsdes O/A e a lecitina de soja
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(emulsioficante comercial) apresenta EHL de 8,0 sendo considerada adequada na preparacéo
de emulsdes do tipo A/O.

Entretanto, como todos os extratos apresentaram melhores resultados para AE o/a,
pode existir algum componente predominantemente mais hidréfilo do que lip6filo em todos os
extratos para todas as microalgas estudadas. O calculo de EHL é relacionado a uma molécula,
que neste trabalho néo foi feito, mas para dar uma idéia geral do que h& nos extratos, pode ser
uma explicagéo.

A Figura 2 apresenta a correlagdo (r) da AE o/a com os componentes quimicos
presentes nos extratos estudados das microalgas estudadas.
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Figura 3 Correlacdo da AE o/a com o0s componentes quimicos presentes nos extratos
estudados para (a) Nannochloropsis sp. FM — M24; (b) T. suecica OR; (c) Scenedesmus sp.
3PAV3 e (d) Chlorella sp. PROD1: (M) 6leo de soja; () 6leo de girassol. A linha vermelha

representa a correlagao significativa ao nivel de 95% de confianca (p<0,05).

A microalga Nannochloropsis F&M-M24 apresentou correlagéo positiva (p<0,05) de

AE o/a com teor de lipidios, fosfolipidios, clorofila a (calculada segundo JEFFREY e
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HUMPHREY, 1965), carotendides e feopigmentos, para analise feita com 6leo de soja. Quando
realizada com 6leo de girassol a correlacao foi semelhante, mas também apresentou correlacdo
positiva (p<0,05) com o teor de proteinas. Ja a microalga T. suecica OR apresentou
comportamento diferente quando comparadas as analises feitas com éleo de soja ou girassol.
Quando realizada com 0leo de soja a correlagdo foi positiva quanto ao teor de proteinas,
carboidratos, clorofila a (calculada segundo LORENZEN, 1967) e feopigmentos, e somente para
o teor de clorofila b (calculada por JH) a correlagcéo foi positiva (p<0,05) em relagdo a AE o/a
realizada com 6leo de girassol.

Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 apresentaram mesmo
comportamento quando comparadas as analises feitas com 6leo de soja ou girassol, onde
Scenedesmus sp. 3PAV3 apresentou correlagdo positiva (p<0,05) de AE o/a com teor de
lipidios, fosfolipidios, clorofila a (calculada por JH), clorofila b (calculada por JH), carotendides,
clorofila a (calculada segundo LORENZEN, 1967) e feopigmentos, e Chlorella sp. PROD1
apresentou correlagdo positiva (p<0,05) de AE o/a com teor de lipidios, fosfolipidios, clorofila a
(calculada por JH), carotendides e feopigmentos

Segundo BANAT et al. (2010), os biossurfactantes sdo classificados de acordo com
a composicado quimica da molécula e com o micro-organismo produtor, compreendendo uma
ampla variedade de estruturas quimicas como glicolipidios, lipopeptidios, lipoproteinas, lipidios
neutros, acidos graxos e fosfolipidios.

A Tabela 5 apresenta os menores valores de tensdo superficial para os extratos VI
(extracdo com etanol), VII (extragdo com metanol), VIII (extracdo com cloroférmio) e IX
(extracdo com &gua) para as microalgas estudadas. Os extratos foram realizados com a

biomassa microalgal final.
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Tabela 5 Tensdes superficiais (TS, mN.m™) para as microalgas estudadas

Microalga Extrato TS
VI 30,0+0,84
Nannochloropsis Vil ND
F&M-M24 VI ND
IX ND
VI 32,8+0,89
Tetraselmis VII 29,1+0,29
suecica OR VIII 27,4+0,21
IX 47,9+1,00
VI 31,240,21
Scenedesmus VII 31,9+0,59
sp. 3PAV3 VI 43,9+0,19
IX 43,7+1,12
VI 29,5+0,64
Chlorella sp. VII 29,1+0,33
PROD1 VI 28,9+0,30
IX 37,6+0,70

ND: nao determinado

Os menores valores de tensdes superficiais variaram de 27,4 a 31,2 mN.m*, para
as microalgas estudadas. Estes resultados mostram a potencialidade das microalgas estudadas
na producdo de biossurfactantes, tanto pela reducdo da tensdo superficial e interfacial, como
pelo aumento da atividade emulsificante. Segundo MULLIGAN (2005) um bom surfactante pode
diminuir a tens&o superficial da agua de 72,0 para 35,0 mN.m™ e a tensdo interfacial (tens&o
entre liquidos n&o polares e polares) da agua contra n-hexadecano de 40,0 para 1,0 mN.m™.

CROSMAN et al. (2002) estudaram o aumento da producédo de biossurfactantes por
Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511 utilizando hexadecano como substrato. O
biossurfactantes do tipo fosfolipidio produzido foi capaz de reduzir a tenséo superficial para
valores abaixo de 32 mN.m™.

A producéao de biossurfactantes do tipo lipopeptidio por uma cepa de Bacillus subtilis
termo resistente foi estudada por MAKKAR & CAMEOTRA (2001). A fonte de carbono utilizada

foi a sacarose, na concentracdo de 2 g.L™. As condi¢des de cultivo foram temperatura de 45°C,
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agitacao de 200 rpm e aeracado de 1 vwm. A concentracdo de biossurfactantes obtida foi 4,5 g.L
! e a menor tenséo superficial 27 mNm™.

Bacillus subtilis ATCC 21332 produziram surfactina, biossurfactantes lipopeptidico,
utilizando batata como substrato. Os cultivos foram conduzidos em frascos agitados a 30 °C por
72 h. A producdo do biossurfactantes resultou na reducdo da tensdo superficial de 71,3 para
28,3 m.N.m™ (dgua residuaria contendo batata) e para 27,5 mN.m™ (meio contendo sais
minerais) (FOX e BALA, 2000).

A surfactina (lipopeptideo ciclico) € um dos mais efetivos biossurfactantes, pois
pode reduzir a tensdo superficial da agua de 72 m.N.m™ para 27 m.N.m™ e possui varias
atividades biologicas, tais como funcdo antibacteriana ou atividade antiviral, atividade
citoplasmaética, inibicdo da formacédo de coagulo fibroso e estimulo da atividade macrofagécita
(MORIKAWA et al., 2000).

4.2.6 CONCLUSOES

Os maiores valores de AE Oleo/agua foram obtidos para os extratos utilizando
metanol e etanol como solvente. A microalga Scenedesmus apresentou valor de AE 6leo/agua
superior (312,5 UE.g™).

Os minimos valores de tensdes superficiais variam de 27,4 a 31,2 mN.m™ para as
microalgas estudadas.

Os resultados mostraram a potencialidade de produgcdo de biossurfactante pela
microalga Scenedesmus sp. 3PAV3, tanto pela reducdo da tensdo superficial e elevados
valores de atividade emulsificante, quanto sua capacidade de atuacdo como estabilizante de

emulsdes.
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43.1 RESUMO

As microalgas Chlorella sp. PROD1 e Scenedesmus sp. 3PAV3 foram cultivadas em diferentes
condigbes nutricionais e em diferentes fotobiorreatores, visando estimular a producéo de
biossurfactantes. Os fotobiorreatores utilizados neste estudo foram do tipo Green Wall Panel
(GWP), Annular Column (AC) e Raceway. Os maiores valores de atividade emulsificante
6leo/agua (AE o/a) foram obtidos para os extratos utilizando metanol e etanol como solvente. A
microalga Chlorella sp. PROD1 apresentou valor de AE o/a semelhante (258,2 UE.g™) ao
encontrado para o emulsificante comercial lecitina de soja (257 UE.g™) e ambas as microalgas
alcancaram valores de tensdes superficiais abaixo de 30 mN.m™. Os resultados demonstraram
a potencialidade das microalgas estudadas na producdo de biossurfactantes, tanto pela
reducdo da tensado superficial e interfacial, como pelo aumento da atividade emulsificante.

Palavras-chave: Annular Column, biossurfactantes, Chlorella, Green Wall Panel, Raceway,

Scenedesmus.

4.3.2 ABSTRACT

The microalgae Chlorella sp. PROD1 and Scenedesmus sp. 3PAV3 were grown in different
nutritional conditions and in different photobioreactors, to stimulate the biosurfactant production.
The photobioreactors used In this study were the Green Wall Panel (GWP), Annular Column
(AC) and Raceway. The higher values of emulsifying activity oil/water (EA o/w) were obtained for
the extracts using methanol and ethanol as solvent. The microalgae Chlorella sp. PROD1
showed the value of EA o/w similar (258.2 UE g™) to that found for the commercial emulsifier
soy lecithin (257 UE g™) and both microalgae reached values of surface tensions below 30 mN
m*. The results demonstrated the potential of microalgae Studied in the biosurfactant
production, not only by reducing surface and interfacial tension, but also for increased
emulsifying activity.

Keywords: Annular Column, biosurfactants, Chlorella, Green Wall Panel, Raceway,

Scenedesmus.
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4.3.3 INTRODUCAO

A biotecnologia de microalgas, segundo o estado da arte, tem sido enfocada em
novas técnicas de cultivo e sua utilizacdo na alimentacdo humana e animal, cosméticos e
farmacos, e para aplicagbes ambientais, carecendo estudos relacionados a producdo de
biossurfactantes.

O foco deste trabalho foi a producédo de biossurfactantes por microalgas, ja que ha
relatos na literatura que as microalgas sédo grandes produtoras de compostos como glicolipidios,
fosfolipidios e lipidios neutros (RODOLFI et al. 2009; CHAUTON et al., 2004; XUE et al., 2002;
BIGOGNO et al., 2002; CEVC, 1993; KOSARIC, 1992; SZUHAJ, 1989; BOROWTZKA, 1988),
que, por sua vez, podem ser biossurfactantes (DESAI e BANAT, 1997). Biossurfactantes séo
compostos anfifilicos contendo uma parte hidrofilica e uma porcao hidrofébica e, portanto, séo
capazes de exibir uma variedade de atividades de superficie que permitem a solubilizagéo de
substratos hidrofébicos (DESAI e BANAT, 1997).

Os biossurfactantes, durante a ultima década tém sido objeto de investigacéo, por
serem possiveis substitutos para os surfactantes sintéticos e apresentar potencial de aplicagéo
industrial e ambiental relacionado com as propriedades de emulsificagéo, formagédo de espuma,
detergéncia, disperséo e solubilizacdo de compostos hidrofobicos (DASTGHEIB et al., 2008).

A estimulagdo na microalga a producdo de biossurfactantes pode ser alcangada
com uso de diferentes fontes de carbono, nitrogénio e também através da limitacdo destes no
meio de cultivo. A producgéo de biossurfactantes também pode ser influenciada pelas condi¢des
de cultivo como pH, temperatura e agitacdo (BANAT, 1995). Associado a estes fatores, o tipo
de reator e sua operacédo podem influenciar a produgéo deste composto e qualidade do produto
final.

A producao industrial de microalgas é realizada predominantemente em biorreatores
abertos do tipo Raceway. Estes biorreatores podem apresentar zonas de estagnacdo da
cultura, onde as células ndo recebem luz, afetando o processo fotossintético e baixando a
absorcéo de CO,, bem como o crescimento celular. Os fotobiorreatores fechados (FBRs) tém
evoluido bastante e novos modelos tém sido propostos. Os FBRs sdo considerados sistemas
flexiveis, podendo ser otimizados em funcdo das caracteristicas da espécie cultivada e
permitirem o cultivo de microalgas que ndo podem ser cultivadas em tanques abertos devido a

contaminac&o.
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Observando estes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi estudar as microalgas
Chlorella sp. PROD1 e Scenedesmus sp. 3PAV3 em diferentes biorreatores e condicdes de

cultivo para a producéo de biossurfactantes.

4.3.4 MATERIAL E METODOS

4.3.4.1 Micro-organismos e condicdes de cultivo

Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 da cole¢do de cultura do
Departamento de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze (ltalia) foram
cultivadas em diferentes fotobiorreatores. Scenedesmus sp. 3PAV3 foi cultivada em Green Wall
Panel (GWP — Figura 1b) (TREDICI e RODOLFI, 2004) e em Raceway (Figura 1c). Chlorella sp.
PRODL1 foi cultivada em Annular Column de 6 L (AC 6 — Figura l1a), um cultivo controle com
meio padrdo de cultivo e outro com limitacdo de nitrogénio (-N), e em GWP (Figura 1b).

As microalgas foram cultivadas em meio BG-11 (RIPPKA et al., 1979), preparada
com agua destilada e com adicdo de solu¢des nutrientes estéreis. NaNO; e K,HPO, foram
adicionados aos cultivos de acordo com o crescimento microalgal, considerando-se que N e P
representam 10% e 1% da biomassa, respectivamente (RODOLFI et al., 2009). Para a cultura
com limitacdo de nitrogénio (Chlorella sp. PROD1 em AC 6), o procedimento foi o0 mesmo,
partindo com BG-11 padrdo (com NaNO3), mas sem adicdo de NaNO; ao longo do tempo de
cultivo.

CO, foi injetado aos cultivos durante o dia para fornecer carbono as culturas e
regular o pH 8,0 + 0,2. Para os cultivos com Chlorella sp. PROD1 em AC 6 (controle e -N) e
GWP, foi adotado o sistema de cultivo descontinuo e para os cultivos de Scenedesmus sp.
3PAV3 foi adotado o sistema semicontinuo, onde diariamente, no inicio do dia, uma fragéo pré-
determinada (30%) de cultura foi retirada e substituida pelo mesmo volume com meio de cultivo
novo.

A variacgdo diurna de temperatura e a luminosidade nas culturas foi medida durante
um dia das 8 as 18 h. A luminosidade foi medida través de luximetro digital, da luz direta e
difusa em varios pontos dos fotobiorreatores, expressa em densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (PPFD, pmol.fétons.m?.s™). Também foi medida a radiac&o solar na horizontal

para comparagao.
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Figura 1 Fotobiorreatores para producdo de microalgas (a) Annular Column de 6 L (AC 6); (b)
Green Wall Panel (GWP); (c) Raceway

4.3.4.2 Determinagfes analiticas

O crescimento das culturas foi estimado através da medida da concentracao de
biomassa em peso seco (CHINI ZITTELLI et al., 2000). A produtividade da biomassa (P, g.L™.d"
1) foi obtida segundo a equacdo P = (X, — Xo)/(t — t5), onde X; é a concentracdo de biomassa
(9.L™) no tempo t (d), e X, a concentracéo de biomassa (g.L™) no tempo t, (d) que representa o
inicio de cada ciclo (SCHMIDELL et al., 2001).

4.3.4.3 Estudo da extracdo do biossurfactantes das microalgas

Foram estudados diferentes tipos de solventes nas extragfes dos biossurfactantes
das microalgas Chlorella sp. PROD1 e Scenedesmus sp. 3PAV3, utilizando a mesma propor¢ao
de 0,1:7,5 (biomassa seca:agua) nas extracdes estudadas. Os extratos obtidos foram utilizados

para as analises de atividade emulsificante, tenséo superficial e tenséo interfacial.
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4.3.4.3.1 Extragdo com etanol, metanol ou cloroférmio

A extracado foi realizada com etanol, metanol ou cloroférmio e quartzo em agitador
de tubos (5 min) e banho ultrassénico (20 min), para rompimento da parede celular, seguido de
agitacdo em agitador magnético durante 5 h, centrifugacdo e evaporagdo com resuspensao em
agua, obtendo-se 3 tipos de extratos.

4.3.4.3.2 Extracdo com agua

A extracgdo foi realizada com 4gua em sonda ultrassdnica (20 min), para rompimento
da parede celular, seguido de agitacdo em agitador magnético durante 5 h, centrifugacédo e
evaporacédo até o volume adequado.

4.3.4.4 Caracterizagdo dos extratos

Todos os extratos obtidos foram caracterizados quanto & composigéo quimica, a fim
de estimar qual biossurfactantes poderia estar presente nos extratos. Foram realizadas as
analises de clorofila (LORENZEN, 1967; JEFFREY e HUMPHREY, 1965), feopigmentos,
carotendides (PARSONS e STRICKLAND, 1963), proteina (LOWRY et al., 1951), carboidratos
(DUBQOIS et al., 1956), lipidios (MARSH e WEINSTEIN, 1966) e fosfolipidios (STEWART, 1980).

4.3.45 Estimativa da atividade biossurfactantes

A estimativa da atividade biossurfactantes foi realizada através da medida das

tens@es superficial e através das atividades emulsificantes 6leo em agua e agua em o6leo.

4.3.45.1 Tensao superficial

A andlise de tensdo superficial foi realizada em tensidmetro (Kriiss Processor
Tensiometer K-6, Alemanha) usando o método do anel, sendo a tensdo medida com a amostra
em contato com o ar (RODRIGUES et al., 2006a). Neste método, um recipiente contendo a
amostra a ser analisada é suspenso até que o contato com a superficie do anel seja registrado.
O contato da amostra com o anel é desfeito, de maneira que o filme liquido produzido abaixo do

anel é alongado, sendo determinada a forca maxima necessaria para a extensdo do filme,
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obtendo-se a tensado superficial (RODRIGUES et al., 2006a). A tensao superficial foi medida

com a amostra em contato com o ar.

4.3.4.5.2 Atividades emulsificantes 6leo/agua e agua/éleo

Foi realizada uma andlise de atividade emulsificante 6leo/dgua com diferentes
Oleos, verificando aquele que melhor se ajustava ao método. Foram testados os Oleos de soja,
girassol, amendoim, milho e 6leo lubrificante. Os 6éleos que melhor se ajustaram ao método
foram os 6leos de soja (96%) e de girassol (97%), apresentando transmiténcia proxima de
100%. As andlises de atividade emulsificante foram realizadas em sextuplicata.

As atividades emulsificantes 6leo/dgua e agua/éleo foram determinadas utilizando-
se a proporcao de 2,1:1,4 (agua:extrato) e 2 mL de 6leo de soja ou girassol. A mistura foi
agitada em agitador vortex a 700 rpm por 1 min.

Apdbs 60 min de repouso foi medida a transmitancia do meio emulsificado éleo/agua
em espectrofotbmetro (Varian, Mulgrave/Australia) a 610 nm (JOHNSON et al., 1992),
passando-se este valor para absorbancia, e diminuindo-se da absorbéancia do branco (3,5 ml de
agua destilada e 2 ml de 6leo de soja ou girassol), obtida a partir da leitura da amostra diluida.

A atividade emulsificante 6leo em agua foi obtida através da Equacéo 1.

AE om=(Abs.D)/((m.(1-U)) (2)

Apos 24 h de repouso foi realizada leitura da altura da emuls@o agua/dleo formada e
da altura total (altura da emulsdo mais altura da camada remanescente de 6leo) (BRODERICK
& COONEY, 1982), obtendo-se a atividade emulsificante dgua em 6leo de acordo com a
Equacdo 2. O branco foi preparado misturando-se 3,5: 2 (agua: 6leo) mL, procedendo da

mesma forma que para a amostra.

AE 0)=(E.D)/((m.(1-U)) 2
Onde:

AEq, = atividade emulsificante 6leo/agua (UE.g™);

AE o = atividade emulsificante agua/éleo (UE.g™);

Abs = absorbancia da emulsdo 6leo/agua;

D = diluigdo da amostra em agua;

m = massa da amostra imida (g);
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U = umidade do meio;

E = relacdo centesimal entre a altura da emulséo e a altura total.

Oleo de Soja_ | | Alturﬂyﬂ -
E emulséo Altura da
L - ) emuls@io
Extrato Oleo de :
] Soja
) Emuls&o formada
— e

Figura 2 Representacdo esquematica do ensaio da atividade emulsificante
Fonte: MARTINS (2005)

A atividade emulsificante 6leo em agua foi definida como a quantidade de
biossurfactantes necessario para aumentar a absorbéncia em 1,0 a 610 nm. A atividade
emulsificante agua em 6leo como a quantidade de biossurfactantes necessario para manter a
emulsao estavel por 24 h (MARTINS et al. 2008).

4.3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Chlorella sp. PROD1 com meio normal completo (controle) e com limitacéo de fonte
nitrogénio (-N) cultivadas em AC 6, apresentaram comportamento semelhante até 5 d de cultivo
(Figura 3) e apos, a cultura com limitagdo de nitrogénio (-N) comecou a diminuir a sua
produtividade, entrando na fase estacionaria de crescimento e apresentando alteracdo na
coloragdo da cultura. A maioria dos biossurfactantes é liberada no meio de cultura na fase
exponencial ou na fase estacionaria do crescimento microbiano (MAKKAR e CAMEOTRA,
2001).

Na cultura em GWP de Chlorella sp. PROD1, o crescimento apresentou-se mais
lento, com produtividade média de 0,10 g.L™.d™. A maior produtividade média (0,28 g.L™*.d™) foi

obtida pela microalga quando cultivada em AC 6 controle.

Scenedesmus sp. 3PAV3 quando cultivada em GWP (Figura 4a) apresentou
produtividade média de 0,28 g.L".d' Em Raceway (Figura 4b) a microalga apresentou

crescimento mais lento com maior produtividade média (0,11 g.L™*.d™).
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Figura 4 Curvas de crescimento para as culturas de Scenedesmus sp. 3PAV3 em diferentes

fotobiorreatores em modo semicontinuo: (a) GWP e (b) Raceway

Os fotobiorreatores do tipo Annular columns utilizados neste trabalho foram
desenvolvidos no Departamento de Biotecnologia Agraria da Universita degli Studi di Firenze
(UniFl) (ltalia) e ja foram utilizados para producéo e eficiéncia fotossintética de Tetraselmis
suecica (CHINI ZITTELLI et al., 2006), apresentando produtividade de 0,49 g.L*.d* em um
fotobiorreator AC de 120 L. Também foram utilizados na produg¢éo de Nannochloropsis (CHINI
ZITTELLI et al., 2003; RODOLFI et al., 2003) e Isochrysis sp. T-ISO (CHINI ZITTELLI et al.,

2004), com iluminéncia natural, artificial e combinada.
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Os fotobiorreatores do tipo Green Wall Panel, também desenvolvidos pela mesma
equipe na UniFl, jA foram utilizados em trabalhos de producdo de lipidios pela microalga
marinha Nannochloropsis sp. F&M-M24. Um dos trabalhos proposto por RODOLFI et al. (2009),
em que foi realizado um cultivo controle e outro cultivo com limitagdo de nitrogénio, alcancando
0,36 e 0,30 g.L™*.d™* de produtividade, respectivamente.

A producdo comercial de microalgas € realizado predominantemente em
biorreatores abertos do tipo Raceway.

Apesar de poucos trabalhos serem realizados quanto a comparagcdo dos
fotobiorreatores utilizados em cultivo outdoor, uma percepcdo geral é de que em
fotobiorreatores fechados a produtividade € mais elevada do que em Raceways (TREDICI e
MATERASSI, 1992).

Quanto a analise de atividade emulsificante éleo/agua (AE o/a), para os extratos de
Chlorella sp. PROD1 e Scenedesmus sp. 3PAV3 cultivadas em diferentes condi¢des, os
maiores resultados foram encontrados para Chlorella sp. PROD1 quando cultivada em GWP
(Tabelas 1 e 2) e a extragdo do biossurfactantes realizada com agua. AE o/a alcancada pela
microalga Chlorella sp. PROD1 (258,2 UE) foi € semelhante a encontrada para lecitina de soja
(257,0 UE), usada comercialmente tanto como emulsionante quanto como lubrificante em
diversas atividades econémicas, como na indastria farmacéutica ou alimentar. Por exemplo, é

utilizada como emulsionante em chocolates e na producdo de revestimento para alimentos.

Tabela 1 Resultados de AE 6leo/agua (UE.g™) para as culturas de Chlorella cultivada em AC
controle (Chlo AC), Chlorella cultivada em AC com limitagdo de N (Chlo AC -N), Chlorella
cultivada em GWP (Chlo GWP), Scenedesmus cultivada em GWP (Sc GWP) e Scenedesmus
cultivada em Raceway (SC R) para analise realizada com 6leo de soja

Culturas Etanol Metanol Cloroférmio Agua

Chl AC 127,4+6,8 126,2+7,1 66,0+4,7 113,4+7,6
Chl AC —N 98,2+2,3 138,1+8,9 78,7+6,3 110,6£3,9
Chl GWP 57,516,2 73,319,1 63,2+4,7 258,2+21,5
Sc GWP 122+11,9 85,8+6,2 7,7£0,7 73,0+8,9

ScR 111,5+7,9 112,0+6,6 9,9+1,3 71,7+9,6
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Tabela 2 Resultados de AE 6leo/agua (UE.g™) para as culturas de Chlorella cultivada em AC
controle (Chlo AC), Chlorella cultivada em AC com limitacdo de N (Chlo AC -N), Chlorella
cultivada em GWP (Chlo GWP), Scenedesmus cultivada em GWP (Sc GWP) e Scenedesmus
cultivada em Raceway (SC R) para analise realizada com éleo de girassol

Culturas Etanol Metanol Cloroférmio Agua
Chl AC 130,8+9,0  131,3+10,3 62,2+3,5 104,045,2
ChlAC-N  100,045,1 138,246,0 75,4+4.8 110,0+5,8
Chl GWP 59,3+4,1 59,2+4,7 53,0+6,1 214,1+24,0
Sc GWP 97,248,7 85,0+7,6 7,7+0,9 72,2+10,2
ScR 102,1+6,5 107,4+8,2 8,4+0,6 62,5+2,2

A Figura 5b apresenta a variagcdo de PPFD, medida da luz direta e difusa em varios
pontos no biorreator GWP com Chlorella sp. PROD1 durante o dia (das 8 as 18h). Também foi
medida a radiacdo solar na horizontal para comparagédo. A partir dos dados de luminosidade
apresentados para a radiacdo solar na horizontal, no intervalo das 10 as 14 h do dia foram
alcancados maiores valores de PPFD. J& para a luz direta e direta + difusa, o maior pico de
PPFD foi obtido somente as 10 h do dia, diminuindo subitamente, e para luz difusa os valores
foram préximos a zero, demonstrando que a microalga foi cultivada em condi¢c6es extremas de
luminosidade. A Figura 5a apresenta a variagdo de temperatura (18 a 36 °C) da cultura de
Chlorella sp. PROD1 em GWP durante o dia. Estes podem ser alguns dos motivos desta
microalga ter apresentado maior atividade emulsificante, pois segundo DESAI e BANAT (1997),
maior quantidade de biossurfactantes pode ser produzida por micro-organismos em condi¢cdes

extremas de cultivo.
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PPFD (b) para Chlorella sp. PROD1 em GWP

Os valores de atividade emulsificante agua/éleo (AE a/o) para todos os extratos
estudados para as microalgas Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1, apresentaram
valores semelhantes, de 45 a 48 UE.g". As emulsdes agua/dleo sdo estabilizadas pela
presenca de lipidios polares e proteinas que se encontram na interface agua/6leo. Este pode
ser um dos motivos da obtencdo de baixos valores de AE a/o para todos os extratos estudados.
Para isso, foram realizadas provas de estabilidade das emulsdes formadas dos diferentes
extratos (Tabela 3). Chlorella sp. PROD1 AC -N e Scenedesmus sp. 3PAV3 GWP
apresentaram maior capacidade estabilizante quando a extragdo do biossurfactantes foi
realizada com metanol. Estes solventes extraem na sua maioria fosfolipidios e tracos de
glicolipidios (MENDES et al., 2006), compostos estes que podem ser classificados como
biossurfactantes (DESAI e BANAT, 1997). O teor em fosfolipidios encontrados na biomassa de
Chlorella sp. PROD1 AC -N e Scenedesmus sp. 3PAV3 GWP foram respectivamente, 4,0 e
21,9%.

Chlorella sp. PROD1 AC com limitagdo de nitrogénio foi capaz de acumular o dobro
de lipidios (39,0%) quando comparada com as demais culturas estudadas. SPOEHR e MILNER
(1949) demonstraram que Chlorella pyrenoidosa foi capaz de acumular até 85,0% de lipidios
quando cultivada com limitagdo de nitrogénio. Outro trabalho proposto por HU (2004), com

diferentes espécies de Chlorella cultivadas com limitacdo de nitrogénio, mostrou que algumas
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espécies apresentaram capacidade de acumular amido e outras acumularam
predominantemente lipidios neutros.

A manipulacdo de fatores nutricionais para estimular a producdo de
biossurfactantes, vem sendo pesquisada por diversos autores (RODRIGUES et al., 2006b; YEH
et al., 2005; PRUTHI e CAMEOTRA, 2003).

Tabela 3 Prova de estabilidade, medida em dia, das emulsdes formadas da AE a/o para os
extratos estudados

Etanol Metanol Cloroférmio Agua
Culturas

oS 0G oS oG oS oG oS OG
Chl AC 6 1 6 1 3 6 9 3
Chl AC —N 3 2 247 204 3 0 106 11
Chl GWP 3 0 8 1 3 0
Sc GWP 5 3 166* 3 3 1
ScR 3 2 6 3 2 1

OS: andlise realizada com 6leo de soja; OG: andlise realizada com 6leo de girassol

A Figura 6 apresenta a correlagdo (r) da AE o/a com os componentes quimicos
(proteina, carboidratos, lipidios, fosfolipidios, clorofila a e b, carotendides e feopigmentos)

presentes nos extratos estudados de Chlorella sp. PROD1 OR e Scenedesmus sp. 3PAV3.
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Figura 6 Correlacdo da AE o/a com os componentes quimicos presentes nos extratos
estudados para (a) Chlorella sp. PROD1 e (b) Scenedesmus sp. 3PAV3: (B) 6leo de soja; (&)
Oleo de girassol. A linha vermelha representa a correlagdo significativa ao nivel de 95% de
confianca (p<0,05).

A microalga Chlorella sp. PROD1 apresentou correlagéo positiva (p<0,05) de AE o/a
com teor de proteinas, lipidios, fosfolipidios e feopigmentos. J4 a microalga Scenedesmus sp.
3PAV3 apresentou correlacdo positiva (p<0,05) de AE o/a com quase todos componentes
guimicos analisados, exceto para proteinas e carboidratos.

Os bioemulsificantes de alta massa molecular sdo mais efetivos para estabilizar
emulsdes ofa, enquanto que os de baixa massa molecular reduzem as tensdes superficiais e

interfaciais (ROSENBERG & RON, 1999). Biossurfactantes geralmente exibem capacidade
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emulsificante, mas nem todos bioemulsificantes reduzem a tenséo superficial (KARANTH et al.,
1999).

Os menores valores de tensdes superficiais variaram de 27,3 a 56,7 mN.m™ (Tabela
4), respectivamente para as microalgas estudadas. Um eficiente surfactante pode diminuir a
tens&o superficial da agua de 72,0 para 35,0 mN.m™ e a tens&o interfacial (tens&o entre liquidos
ndo polares e polares) da agua contra n-hexadecano de 40,0 para 1,0 mN.m™ (MULLIGAN,
2005). Os resultados de tensdes obtidos mostraram que as microalgas apresentam capacidade

em produzir biossurfactantes.

Tabela 4 Tens&o superficial (TS, mN.m™) para as microalgas estudadas

Culturas Etanol Metanol Cloroférmio Agua
Chl AC 29,5+0,64 29,1+0,33 28,9+0,30 37,6+0,70
Chl AC -N 29,5+0,20 30,0+0,08 27,3+0,16 39,1+0,18
Chl GWP 39,5+0,47 35,9+0,68 29,5+0,75 40,1+0,69
Sc GWP 31,2+0,28 29,2+0,40 56,7+0,83 43,0+0,28
ScR 29,5+0,15 30,4+0,20 31,4+0,14 42,8+0,58

Biossurfactantes produzido por Pseudomonas aeroginosa apresentou valor minimo
de tensdo superficial de 25 mN.m™ (TURKOVSKAYA et al., 2001). MAKKAR e CAMEOTRA
(2001) estudaram a producédo de biossurfactantes através de uma cultura mesofila de Bacillus
subtilis e a tens&o superficial reduziu para valores menores que 30 mN.m™ em 24 h de cultivo.

PINTO (2008) avaliou o cultivo semi-sélido de Corynebacterium aquaticum e
Aspergillus fumigatus em biorreator de coluna e em erlenmeyer, e verificou que a bactéria C.
aquaticum mostrou-se mais eficiente na reducdo das tensdes superficiais (31,3 mN.m™) e
interfaciais (6,2 mN.m™) do que o fungo A. fumigatus. Por outro lado, o fungo apresentou
melhores resultados com relacdo a atividade emulsificante. O tipo de biorreator influenciou
(p<0,05) as respostas de tenséo e atividade emulsificante.

CERQUEIRA (2007) estudou a producdo de biossurfactantes por Aspergillus
fumigatus em biorreatores de colunas verificando reducdo de até 36,2 mN.m™ de tens&o
superficial e 15,5 mN.m™ de tenséo interfacial.

PRUTHI e CAMEOTRA (2003) avaliaram a producdo de biossurfactantes por

Pseudomonas putida e verificaram diminuic&o da tensdo superficial para 30,6 mN.m™.
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Vérios estudos relacionados com a producdo de biossurfactantes vém sendo
realizados, utilizando diferentes espécies de fungos, bactérias e leveduras. A literatura nao
apresenta relatos de producdo de biossurfactantes por microalgas, o que torna este trabalho de
extrema relevancia. Os resultados demonstraram que as microalgas apresentam, além de

tantas outras potencialidades, grande capacidade em produzir biossurfactantes.
4.3.6 CONCLUSOES

A microalga Chlorella sp. PROD1 cultivada em GWP apresentou valor de AE o/a
(258,2 UE.g") semelhante ao encontrado para o emulsificante comercial lecitina de soja (257
UE.g™), quando foi utilizada dgua como solvente extrator. Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella
sp. PROD1 alcangaram valores de tensdes superficiais abaixo de 30 m.N.m™.

Os resultados demonstraram a potencialidade das microalgas estudadas na
producéo de biossurfactantes, tanto pela reducdo da tenséo superficial, como pelo aumento da
atividade emulsificante, confirmando uma possivel aplicacdo como emulsificante, detergente,

lubrificante, estabilizante, entre outras.
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4.4 CULTIVO OUTDOOR DA MICROALGA MARINHA TETRASELMIS SUECICA OR PARA
PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES
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44.1 RESUMO

As microalgas se destacam por apresentar diversas potencialidades, como fonte de alimentos e
fonte para obtencdo de bioprodutos. Estudos sobre a utilizacdo de microalgas séo recentes e
promissores, carecendo estudos mais detalhados visando preencher lacunas de seu uso como
inovador tecnologico e fornecedor de subprodutos e extratos. Neste trabalho foi estudada a
capacidade da microalga Tetraselmis suecica OR em produzir compostos de superficie ativa,
biossurfactantes. T. suecica OR foi cultivada em condi¢des outdoor em fotobiorreatores do tipo
Green Wall Panel (GWP). T. suecica OR alcancou produtividade volumétrica de 0,37 g.L ™ .d*
tanto para cultura controle e quanto para cultura com limitacdo de nitrogénio. Maiores valores
de atividade emulsificante 6leo/agua foram encontrados quando a extracéo do biossurfactantes
foi realizada com etanol e agua. Menores valores de tensdes superficiais foram alcancados para
cultura com limitag&do de nitrogénio. Os resultados mostraram a potencialidade da microalga na
producao de biossurfactantes.

Palavras-chave: Biossurfactantes, Green Wall Panel, Tetraselmis.

4.4.2 ABSTRACT

The microalgae have several potential as a food and bioproducts source. Studies about the use
of microalgae is recent and promising, but require more detailed Studies to fill gaps in its use as
a technology innovator and supplier of products and extracts. In this work, we Studied the ability
of microalgae Tetraselmis suecica OR to produce surface active compounds, biosurfactants. T.
suecica OR was grown in outdoor Green Wall Panel (GWP) photobioreactor. The volumetric
productivity of T. suecica OR reached 0.37 g L™ d* for both culture control and culture with
nitrogen limitation. Higher values of emulsifying activity oil/water were found when the extraction
of the biosurfactant was performed with ethanol and water. Lower values of surface tensions
were achieved for the culture with nitrogen limitation. The results showed the potential of
microalga for the production of biosurfactants.



Keywords: Biosurfactants, Green Wall Panel, Tetraselmis.
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4.4.3 INTRODUCAO

Tetraselmis é uma microalga marinha flagelada, utilizada na aquicultura como
alimento para moluscos, larvas e peixes (CHINI ZITTELLI et al., 2006; MULLER-FEUGA et al.,
2003; FABREGAS et al., 1997) e na alimentacdo humana e animal como fonte de vitamina E
(CARBALLO-CARDENAS et al., 2003). Possui atividade antimicrobiana (AUSTIN et al., 1992) e
elevado potencial probittico (IRIANTO e AUSTIN, 2002). Esta microalga tem sido estudada
visando a producdo de lipidios (CHINI ZITTELLI et al., 2006) e biofixacdo de CO,
(MATSUMOTO et al., 1995).

Ampliando os estudos com a microalga Tetraselmis, neste trabalho foi estudada a
capacidade da microalga em produzir biossurfactantes. Estes sdo produzidos na superficie da
célula microbiana ou excretados extracelularmente, e tem a capacidade de reduzirem tensées
superficiais e interfaciais (DYKE et al., 1991). Os biossurfactantes tém sido bastante estudados
por apresentar vantagens de baixa toxicidade, biodegradabilidade e propriedades biolégicas,
frente aos surfactantes sintéticos, que na sua maioria séo derivados de petréleo.

Os biossurfactantes compreendem uma ampla variedade de estruturas quimicas
como glicolipidios, lipopeptidios, lipoproteinas, lipidios neutros, acidos graxos e fosfolipidios
(DESAI e BANAT, 1997). Estes compostos que podem ser produzidos por microalgas através
do uso de diferentes fontes de carbono, nitrogénio e fosforo. A producdo de biossurfactantes
também pode ser influenciada pelas condi¢gbes de cultivo como pH, temperatura e agitacao
(BANAT, 1995). Associado a estes fatores, o tipo de fotobiorreator e sua operagdo podem
influenciar a producdo destes compostos bioativos e a qualidade do produto final. Além da
avaliacdo das possibilidades e potencialidades dos cultivos de microalgas, a viabilizacdo da
producdo destes micro-organismos em larga escala é de fundamental importancia, devendo-se
para isto, a obtencdo de parametros de processo que possam ser levados a escala industrial e
sejam economicamente viaveis.

O fotobiorreator do tipo Green Wall Panel (GWP) utilizado neste trabalho foi
desenvolvido por TREDICI e RODOLFI (2004) na empresa Fotosintetica & Microbiologica s.r.l.
da Universita degli Studi di Firenze (UNiFI) na Italia. Apresenta vantagens como baixo custo de
producdo, baixa contaminacao, altas produtividades, etc. Sdo bastante utilizados na producéo
de lipidios por Nannochloropsis (RODOLFI et al., 2009). Este fotobiorreator ja é utilizado em

varios paises como Chile, Portugal, Itélia.
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Observando estes aspectos, o objetivo deste trabalho foi produzir biomassa rica em
biossurfactantes pela microalga Tetraselmis suecica OR através de diferentes condicGes de

cultivo.

4.4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.4.1 Micro-organismo e condi¢cdes de cultivo

Tetraselmis suecica OR da colecdo de cultura do Departamento de Biotecnologia
Agréria da Universita degli Studi di Firenze (Italia) foi cultivada em Green Wall Panel — GWP,
em meio F (GUILLARD e RYTHER, 1962), preparado com agua do mar artificial (salinidade de
30 g.L'™") e com adicdo de solugdes nutrientes estéreis. Foram realizados dois cultivos: um como
controle, utilizando meio de cultivo F completo e outro com limitagdo de nitrogénio (-N). NaNO;
e NaHPO,, foram adicionados ao cultivo controle de acordo com o crescimento microalgal,
considerando-se que N e P representam 10% e 1% da biomassa, respectivamente (RODOLFI
et al., 2009). Para a cultura com limitagdo de nitrogénio, o procedimento foi 0 mesmo, mas sem

adicdo de NaNO;. Diariamente foi realizada anélise de nitrogénio e fosforo.

CO, foi injetado aos cultivos durante o dia para fornecer carbono as culturas e
controlar o pH 8,0 £ 0,2. A temperatura diurna foi controlada através de um termostato imerso
nas culturas com ativagdo automatica de agua corrente por um tubo de aco inox de 0,6 cm de
didmetro, quando a temperatura ultrapassasse 27°C. Durante a noite, as temperaturas das
culturas ndo foram controladas. O sistema de cultivo semicontinuo foi adotado para os dois
ensaios de T. suecica OR. Diariamente, no inicio do dia, uma fracdo pré-determinada (30%) de
cultura foi retirada e substituida pelo mesmo volume com meio de cultivo novo. O volume das

culturas foram de 23,5 L.
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Figura 1 Fotobiorreatores do tipo Green Wall Panel
Fonte: Centro Nacional de Pesquisa — Pélo Cientifico — UniFI (Italia)

4.4.4.2 Determinacfes analiticas

O crescimento das culturas foi acompanhado através da medida da concentracdo
de biomassa em peso seco (CHINI ZITTELLI et al., 2000) e contagem em camara de Burker
para posterior célculo do peso da célula. A produtividade da biomassa de Tetraselmis suecica
OR (P, g.L™*.d™) foi obtida segundo a equacéo P = (X; — Xo)/(t — t), onde X; é a concentracéo de
biomassa (g.L™") no tempo t (d), e X, a concentracdo de biomassa (g.L™) no tempo t, (d) que
representa o inicio de cada ciclo (SCHMIDELL et al., 2001).

4.4.43 Andlise de Amido

Ao final dos cultivos foi realizada, analise qualitativa de amido através da adaptacdo
do método de Testing A Leaf For Starch. A cultura fresca foi colocada em tubo de ensaio e
submetida a agua fervente (banho-maria), interrompendo a atividade bioquimica das células,
facilitando a remocéo de clorofila e a entrada de iodo. Logo apés foi colocado junto a cultura,
algumas gotas de etanol, e novamente colocado em agua fervente (banho-maria), eliminando a
clorofila. Em seguida aplicou-se de 2 a 3 gotas de solucao de iodeto de potassio, verificando a
presenca ou auséncia de amido: a cor preto-azulado indica presenca de iodo (o iodo penetra na
molécula de amido alterando sua cor) e a cor morrom-amarelado (cor da solugéo de iodo) indica

auséncia de amido.
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4.4.4.4 Caracterizagdo da biomassa produzida

A biomassa produzida foi centrifugada e liofilizada para posterior caracterizacédo e
extragdo de biossurfactantes. A biomassa foi caracterizada quanto ao teor de clorofila
(JEFFREY e HUMPHREY, 1965), feopigmentos, carotendides (PARSONS e STRICKLAND,
1963), proteina (LOWRY et al, 1951), carboidratos (DUBOIS et al, 1956), lipidios (MARSH e
WEINSTEIN, 1966) e fosfolipidios (STEWART, 1980).

4.4.4.4.1 Estudo da extracdo do biossurfactantes

Foram estudados diferentes tipos de solventes nas extracdes dos biossurfactantes
de Tetraselmis suecica OR, utilizando a mesma propor¢éo de 0,1:7,5 (biomassa seca: 4gua) em
todas extracdes estudadas. Os extratos obtidos foram utilizados para as andlises de atividade

emulsificante, tenséo superficial e tenséo interfacial.

4.4.4.4.2 Extracdo com etanol, metanol ou cloroférmio

A extracdo foi realizada com etanol, metanol ou cloroférmio e quartzo em agitador
de tubos (5 min) e banho ultrass6nico (20 min), para rompimento da parede celular, seguido de
agitacdo em agitador magnético durante 5 h. Logo ap6s passou por centrifugacao e evaporagao

com resuspensdo em agua, obtendo-se 3 tipos de extratos.

4.4.4.4.3 Extragdo com agua

A extragédo foi realizada com 4gua em sonda ultrassdnica (20 min), para rompimento
da parede celular, seguida de agitacdo em agitador magnético durante 5 h. Logo ap4s passou
por centrifugagéo.

4.4.45 Caracterizagcdo dos extratos

Para caracterizacdo dos extratos obtidos, foram realizadas as andlises de clorofila
(LORENZEN, 1967; JEFFREY e HUMPHREY, 1965), feopigmentos, carotendides (PARSONS e
STRICKLAND, 1963), proteina (LOWRY et al, 1951), carboidratos (DUBOIS et al, 1956), lipidios
(MARSH e WEINSTEIN, 1966) e fosfolipidios (STEWART, 1980).
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A caracterizacdo dos extratos foi realizada a fim de estimar o tipo de

biossurfactantes presente nos mesmos.

4.4.4.6 Estimativa da atividade biossurfactantes

A estimativa da atividade biossurfactantes foi realizada através da medida das
tens@es superficial e interfacial e através das atividades emulsificantes 6leo em agua e 4gua em

Oleo.

4.4.4.6.1 Tensao superficial e interfacial

A andlise de tensdo superficial e interfacial foi realizada em tensiébmetro (Kruss
Processor Tensiometer K-6, Alemanha) usando o método do anel, sendo a tensdo medida com
a amostra em contato com o ar (RODRIGUES et al., 2006). Neste método, um recipiente
contendo a amostra a ser analisada € suspenso até que o contato com a superficie do anel seja
registrado. O contato da amostra com o anel é desfeito, de maneira que o filme liquido
produzido abaixo do anel é alongado, sendo determinada a forca maxima necessaria para a
extensdo do filme, obtendo-se a tensdo superficial (RODRIGUES et al.,, 2006). A tensao
superficial foi medida com a amostra em contato com o ar, e a tenséo interfacial com a amostra

em contado com hexadecano.

4.4.4.6.2 Atividades emulsificantes 6leo/agua e agua/éleo

Foi realizada uma andlise de atividade emulsificante 6leo/agua com diferentes
oleos, verificando aquele que melhor se ajustava ao método. Foram testados os 6leos de soja,
girassol, amendoim, milho e 6leo lubrificante. Os 6leos que melhor se ajustaram ao método
foram os Oleos de soja (96%) e de girassol (97%), apresentando transmiténcia proxima de
100%. As andlises de atividade emulsificante foram realizadas em sextuplicata.

As atividades emulsificantes éleo/agua e agua/6leo foram determinadas utilizando-
se a proporcao de 2,1:1,4 (agua:extrato) e 2 mL de 6leo de soja ou girassol. A mistura foi
agitada em agitador vortex a 700 rpm por 1 min.

Apo6s 60 min de repouso foi medida a transmitédncia do meio emulsificado 6leo/agua
em espectrofotdbmetro (Varian, Mulgrave/Austrélia) a 610 nm (JOHNSON et al.,, 1992),

passando-se este valor para absorbancia, e diminuindo-se da absorbancia do branco (3,5 ml de
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agua destilada e 2 ml de 6leo de soja ou girassol), obtida a partir da leitura da amostra diluida.

A atividade emulsificante 6leo em agua foi obtida através da Equacéo 1.

AE on=(Abs.D)/((m.(1-U))

(1)

ApoOs 24 h de repouso foi realizada leitura da altura da emuls@o agua/dleo formada e

da altura total (altura da emuls@o mais altura da camada remanescente de 6leo) (BRODERICK

& COONEY, 1982), obtendo-se a atividade emulsificante agua em Oleo de acordo com a

Equacdo 2. O branco foi preparado misturando-se 3,5: 2 (agua: 6leo) mL, procedendo da

mesma forma que para a amostra.

AE oy=(E.D)/(m.(1-U))

Onde:

AEq = atividade emulsificante 6leo/agua (UE.g™):

AE o = atividade emulsificante agua/éleo (UE.g™):

Abs = absorbancia da emulsao 6leo/agua;
D = diluigdo da amostra em agua;
m = massa da amostra Umida (g);

U = umidade do meio;

(@)

E = relagdo centesimal entre a altura da emulséo e a altura total.

Oleo de Soja_ | | Altura da
T emulsdo
| +
Extrato Oleo de
] Soja
b

—

||

p

Altura da
emuls&o

Emuls&o formada

Figura 2 Representagdo esquemética do ensaio da atividade emulsificante
Fonte: Martins (2005)

A atividade emulsificante 6leo em agua foi definida como a quantidade de

biossurfactantes necesséario para aumentar a absorbancia em 1,0 a 610 nm. A atividade

emulsificante 4gua em 6leo como a quantidade de biossurfactantes necessério para manter a

emulsado estavel por 24 h (MARTINS et al. 2008).
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4.4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho Tetraselmis suecica OR foi cultivada em fotobiorreator GWP durante
0 verdo, quando a temperatura diurna variou de 10 a 27°C. Ambos os cultivos apresentaram
comportamento de crescimento semelhante até 4 dias (Figura 4) e apds a cultura com limitagéo
de nitrogénio (-N) comecou a diminuir a produtividade (Tabela 1), entrando na fase estacionéria
de crescimento e apresentando alteragdo na coloracdo da cultura (Figura 3). Entretanto, em 7
dias os cultivos foram finalizados. A maioria dos biossurfactantes € liberada no meio de cultura
na fase exponencial ou na fase estacionaria do crescimento microbiano (MAKKAR e
CAMEOTRA, 2001).

Controle -N . Controle -N

— ; o
M' T i
I Bl
‘!’if ‘N \" i l
o

B TR
B

Figura 3 Cultivo de Tetraselmis suecica OR: (a) t=0 e (b) t=15d
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Figura 4 Curvas de crescimento para os cultivos de T. suecica OR: (@) cultura controle e (+)

cultura com limitagéo de N

Os fotobiorreatores utilizados no presente trabalho Green Wall Panel ja foram
utilizados em trabalhos de producdo de lipidios pela microalga marinha Nannochloropsis sp.
F&M-M24. Um dos trabalhos foi realizado por RODOLFI et al. (2009), com um cultivo controle e
outro cultivo com limitag&o de nitrogénio, alcancando 0,36 e 0,30 g.L™.d™ de produtividade e, 32
e 60% de lipidios, respectivamente, para Nannochloropsis sp. F&M-M24. Produtividades estas
semelhantes as encontradas para a T. suecica OR no presente trabalho. J& o teor de lipidios
encontrado para T. suecica OR foi de 25,1 e 22,1% para o cultivo controle e com limitac&o de N,
respectivamente.

Varias espécies de Tetraselmis ja foram cultivadas outdoor, tanto em tanques
abertos (PEDRONI et al., 2004; MATERASSI et al., 1983) quanto em biorreatores em escala
piloto (PEDRONI et al., 2004; BOROWITZKA, 1997), sendo registrados nestes ultimos, dados
de produtividade de até 1,2 g.L™".d*. PEDRONI et al. (2004) compararam, durante um periodo
de véarios meses, o desempenho de T. suecica em fotobiorreator tubular horizontal e em
Raceway, utilizando gas de combustdo como fonte de carbono. Os dois sistemas de cultivo
apresentaram produtividades semelhantes. Apesar de poucos trabalhos serem realizados
guanto a comparacdo dos fotobiorreatores utilizados em cultivo outdoor, observa-se que em
fotobiorreatores fechados a produtividade € mais elevada que em Raceways (TREDICI e
MATERASSI, 1992).
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Tabela 1 Concentracéo de biomassa (X, g.L™), produtividade volumétrica (P, g.L™.d™), peso da
célula (PC, pg), concentracdo de nitrogénio (XN, mg), concentracdo de fésforo (XP, mg) para os

ensaios realizados com T. suecica OR (controle e com limitacao de N).

Tempo CONTROLE Limitacdo de N
(dia) X P PC XN XP X P PC XN XP
0 0,74 171 492 49 0,74 026 171 19,2 1,9
1 1,08 0,34 - 58,9 51 1,00 0,24 - 0,2 5,0
2 1,04 0,28 167 41 41 094 0,31 177 0 4,1
3 1,04 0,31 133 32 32 097 0,37 210 0 3,2
4 1,10 0,37 144 230 25 1,05 0,13 256 0 2,5
5 1,05 0,28 137 50 50 0,87 0,12 300 0 5,8
6 1,02 0,28 119 22 22 0,73 0,04 347 0 4,6

7 1,21 0,19 144 - - 0,77 266 - -

Controle: cultura utilizada como controle; -N: cultura com limita¢&o de nitrogénio

Este trabalho demonstrou que a microalga T. suecica OR possui grande capacidade
em acumular carboidratos quando cultivada com limitagdo de fonte de nitrogénio, alcangando
52,5%. Com suficiéncia de nutrientes (cultivo controle) T. suecica OR apresentou maior
concentracéo de proteinas (51,7%).

Para confirmar o elevado teor em carboidratos encontrado para T. suecica OR
cultivada com limitacdo de nitrogénio, foi realizado anélise de amido (Figura 5). A coloracdo
preto-azulada apresentada nas ceélulas da Figura 5b mostra a presenca de grande quantidade
de amido, o que ndo se observa na Figura 5a (cultura controle), onde as células apresentaram
cor marrom-amarelada, indicando auséncia quase que total de amido. Este fato pode ser
explicado por FOGG (1983), onde relata que em condi¢des de limitacdo de nutrientes e fatores
fisico-quimicos, que dificultem a divisao e a estruturagédo da célula, ocorre excesso de “carbono
fotoassimilado”, que seria entdo desviado para a producdo de carboidratos. Importante também
salientar a diferenca de peso entre as células das diferentes culturas, apresentando duplicacéo
do peso das células (347 pg) da cultura com limitacéo de nitrogénio em relacédo ao peso inicial

(t=0), ja para a cultura controle o peso celular diminuiu.
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() (b)

Figura 5 Analise de amido final na cultura de T. suecica OR — cultura em GWP: (a) Controle (b)

com limitacdo de N

Quanto a analise de atividade emulsificante éleo/agua (AE o/a), para os extratos de
T. suecica OR cultivada em diferentes condi¢cdes, os maiores resultados foram encontrados
guando a extracdo do biossurfactantes foi realizada com agua para a cultura controle, e para a
cultura com limitacdo de nitrogénio, maiores valores de AE o/a foram encontrados quando a
extracado foi realizada com etanol (Tabela 2). Os valores de AE o/a encontrados sdo superiores
aos alcancados por VEENANADIG et al. (2000) ao produzir biossurfactantes em biorreatores de
colunas a partir de Bacillus subtillis (AE o/a méaxima de 1,9 UE.g™). MARTINS et al. (2008)
estudou a producéo de biossurfactantes por fermentacdo em estado sélido utilizando o fungo
Aspergillus fumigatus EFB1 e este apresentou AE o/a de 12,33 UE.g*. CERQUEIRA (2007)
também estudou a producdo de biossurfactantes pelo fungo filamentoso Aspergillus fumigatus
cultivado em estado sélido, testando diferentes meios fermentativos, taxas de aeracdo e fonte
adicional de carbono. Os resultados obtidos mostraram que a maior AE a/o foi de 25,49 UE.g™
e AE o/a de 58,51 UE.g™.
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Tabela 2 Resultados de AE éleo/agua (UE.g™) para T. suecica OR e coeficiente de variacdo da

andlise.
Controle Limitacdo de N
Extrato Oleo de soja Oleo de girassol Oleo de soja Oleo de girassol
AE o/a C.v AE o/a c.v AE o/a C.v AE o/a c.v
Etanol 126+15,9 12,6 115,5+x135 11,7 117,2£3,8 3,2 112,5%6,2 5,6

Metanol 120,6+16,0 13,3 96,2+7,4 7,7 53,3%6,2 11,6 60,3+4,3 7,2
Cloroformio 22,0+1,7 7,9 21,4+1.8 8,4 29,5+24 8,0 29,1+33 114
Agua 152,8+16,9 11,0 175,3*18,7 10,6 96,3+6,1 6,3 94,7+8,8 9,3

Controle: cultura utilizada como controle; -N: cultura com limitag&do de nitrogénio; c.v (%) - coeficiente de varia¢do da

analise

Os valores de atividade emulsificante agua/éleo (AE a/o) para todos os extratos
estudados para T. suecica OR apresentaram valores semelhantes de 45 a 48 UE.g". As
emulsbes agua/dleo sdo estabilizadas pela presenca de lipidios polares e proteinas que se
encontram na interface agua/éleo. Este pode ser um dos motivos da obtencao de baixos valores
de AE a/o para todos os extratos estudados. Para isso, foram realizadas provas de estabilidade

das emuls@es formadas dos diferentes extratos (Tabela 3).

Tabela 3 Prova de estabilidade (dia) das emulsbes formadas da AE a/o para o0s extratos

estudados
Controle Limitag&do de N
Extrato : : : :
Soja Girassol Soja Girassol
Etanol 222 2 10 10
Metanol 222 2 179 6
Cloroférmio 2 2 3 3
Agua 3 2 3 3
Controle: cultura utilizada como controle; -N: cultura com limitagdo de
nitrogénio

De acordo com BATISTA et al. (2006), a capacidade de estabilizacdo de uma
emulséo é a habilidade em manter pelo menos 50% do volume da emulsao original 24 h depois

da sua formacgéo.
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Os extratos que apresentaram maior capacidade de estabilizacdo das emulsbes A/O
foram aqueles realizados com etanol e metanol. Estes solventes extraem na sua maioria
fosfolipidios e tracos de glicolipidios (MENDES et al., 2006), compostos estes que podem ser
classificados como biossurfactantes (DESAI e BANAT, 1997). O teor em fosfolipidios
encontrados na biomassa de T. suecica OR controle e com limitagdo de N, foram
respectivamente, 24,5 e 7,1%.

A Figura 6 apresenta a correlagdo (r) da AE o/a com os componentes quimicos
(proteina, carboidratos, lipidios, fosfolipidios, clorofila a e b, carotendides e feopigmentos)

presentes nos extratos estudados deT. suecica OR.
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Figura 6 Correlacdo da AE o/a com os componentes quimicos presentes nos extratos
estudados para T. suecica OR: (a) Controle; (b) —N. (M) 6leo de soja; (B) 6leo de girassol. A

linha vermelha representa a correlagéo significativa ao nivel de 95% de confianga (p<0,05).
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Ambas as culturas de T. suecica OR apresentaram comportamento semelhante
gquando comparadas as andlises feitas com 6leo de soja ou girassol. No caso da cultura
controle, todos compostos, com excecdo de carboidratos e feopigmentos, apresentaram
correlagéo positiva (p<0,05) com AE o/a. Para cultura com limitacdo de N a correlacdo AE o/a
foi positiva (p<0,05) para lipidios e fosfolipidios.

A producéo de biossurfactantes pode ser espontanea ou induzida pela presenca de
compostos lipofilicos, por variagcdes de pH, temperatura, aeracéo e velocidade de agitacéo, ou

ainda, quando o crescimento celular € mantido sob condicdes de estresse, como baixas
concentragdes da fonte de nitrogénio (DESAI E BANAT, 1997).

Tabela 4 Tensdes superficiais (TS, mN.m™) e interfaciais (Tl, mN.m™) para T. suecica OR

Controle Limitacdo de N
Extrato
TS TI TS T
Etanol 31,7+0,31 0,940,21 26,0+0,12 1,2+0,00
Metanol 28,5+0,19 0,7+0,14 27,8+0,14 1,4+0,21
Clorof6érmio 43,2+0,67 17,9+0,25 26,1+0,09 1,1+0,00
Agua 52,6+0,69 24,1+0,49 36,3+0,72 4,1+0,30

De acordo com BATISTA et al. (2006), o critério utilizado para selecionar micro-
organismos produtores de biossurfactantes € a habilidade em reduzir a tensdo superficial
abaixo de 40 mN.m™. Entretanto, para ambas as culturas, os resultados de tens&o superficial e
interfacial encontrados (Tabela 4), mostram a potencialidade de T. suecica OR na producgéo de
biossurfactantes.

Os menores valores de tensado superficial e interfacial foram obtidos para T. suecica
OR quando foi cultivada com limitagdo de N, confirmando que a fonte de nitrogénio é um fator
muito importante na estimulagdo do micro-organismo a producgéo de biossurfactantes (DESAI e
BANAT, 1997).
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4.4.6 CONCLUSOES

A microalga T. suecica OR alcancou produtividade de 0,37 g.L™.d* para ambas
culturas controle e com limitacdo de nitrogénio. Maiores valores de AE o/a foram encontrados
quando a extracdo do biossurfactantes foi realizada com etanol e agua. Menores valores de
tensdes superficiais foram alcancados para cultura com limitagédo de nitrogénio.

Com este trabalho foi possivel verificar que a microalga marinha T. suecica OR
apresentou potencial em produzir biossurfactantes, tanto pela baixa tens&o superficial e
elevados valores de atividade emulsificante, quanto sua capacidade de atuacdo como

estabilizante de emulsdes.
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CAPITULO V - CONCLUSAO GERAL
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5 CONCLUSAO GERAL

O cultivo mixotréfico de Spirulina sp. LEB-18 com adicao noturna de fonte organica
de carbono apresentou aumento de 2,6 vezes a concentracao final de biomassa comparado ao
cultivo autotrofico. Melhores respostas cinéticas de crescimento foram encontradas quando a
microalga foi cultivada com 5 g.L". Comportamento semelhante foi observado para as
microalgas S. nidulans LEB-25, C. vulgaris LEB-106, C. minutissima LEB-108 e C.
homosphaera.

Quanto a estimativa de producéo de biossurfactantes pelas microalgas Spirulina sp.
LEB-18, S S. nidulans LEB-25, C. wvulgaris LEB-106, C. minutissima LEB-108 e C.
homosphaera, a reducdo da tensdo superficial dos meios foi de 70 para 43 mN.m™, indicando a
producdo de biossurfactantes. Os resultados demonstram o potencial da fonte organica de
carbono como forma de estimular o crescimento e a produgdo de biossurfactantes, além do
potencial da utilizagdo de melago como substrato orgénico no cultivo de microalgas,
possibilitando a exploragdo de um subproduto de baixo custo.

Na selecdo de microalgas para producdo de biossurfactantes, as melhores
respostas de atividade emulsificante 6leo/agua para as microalgas Tetraselmis suecica OR,
Scenedesmus sp. 3PAV3 e Chlorella sp. PROD1 foram obtidas para os extratos utilizando
metanol e etanol como solvente extrator. A microalga Scenedesmus sp. 3PAV3 apresentou
valor de AE o/a superior (339,8 UE.g™). Os minimos valores de tensdes superficiais variaram de
27,4 a 31,2 mN.m™ para as microalgas estudadas. Os resultados mostraram a potencialidade
da microalga Scenedesmus sp. 3PAV3, na producéo de biossurfactantes, tanto pela reducéo da
tensao superficial e elevados valores de atividade emulsificante, quanto pela sua capacidade de
atuacdo como estabilizante de emulsdes.

Quanto a producdo de biossurfactantes por microalgas em diferentes
fotobiorreatores, a microalga Chlorella sp. PROD1 cultivada em Green Wall Panel, apresentou
valor de AE o/a (258,2 UE.g™") semelhante ao encontrado para o emulsificante comercial lecitina
de soja (257 UE.g™%), quando foi utilizada dgua como extrator. Scenedesmus sp. 3PAV3 e
Chlorella sp. PROD1 alcancaram valores de tensdes superficiais abaixo de 30 m.N.m™.

No cultivo outdoor da microalga marinha Tetraselmis suecica OR para producéo de
biossurfactantes, a produtividade alcancada foi de 0,37 g.L™.d™ para ambas culturas controle e
com limitacdo de nitrogénio. Maiores valores de AE o/a foram encontrados quando a extragédo
do biossurfactantes foi realizada com etanol e agua. Menores valores de tensdes superficiais

foram obtidos para cultura com limitagdo de nitrogénio. Com este trabalho foi possivel verificar
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gue a microalga marinha T. suecica OR apresentou potencial em produzir biossurfactantes,
tanto pela baixa tenséo superficial e elevados valores de atividade emulsificante, quanto sua

capacidade de atuagcdo como estabilizante de emulsées.

6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

— Analisar o tipo de biossurfactante produzido pelas microalgas;

— Estudar o processo de purificacdo dos biossurfactantes produzidos pelas
microalgas;

— Otimizar a producéo de biossurfactantes pelas microalgas estudadas neste trabalho;

— Estudar o aumento de escala dos cultivos das microalgas para producdo de
biossurfactantes;

— Avaliar o potencial de aplicagcdo como emulsificantes, estabilizantes, compostos

antimicrobianos e na biorremediacdo de ambientes contaminados.
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APENDICE 1 - Curvas dos biossurfactantess sintéticos utilizados como padrées
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Figura 1 Curva de lecitna de soja (mg.mL™) para atividade emulsificante 6leo/agua. (@) analise
realizada com 6leo de soja; (+) analise realizada com 6leo de girassol.
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Figura 2 Curva de lecitna de soja (mg.mL™) para atividade emulsificante agua/6leo.(a) anélise

realizada com 6leo de soja; (b) analise realizada com 6éleo de girassol: (@) 24 h; (+) 48 h; ()

72 h de andlise.
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Figura 3 Curva de Tween 80 (mg.mL-1) para atividade emulsificante éleo/agua. (@) analise
realizada com 6leo de soja; (+) analise realizada com 6leo de girassol.
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Figura 4 Curva de Tween 80 (mg.mL™) para atividade emulsificante agua/éleo.(a) analise

realizada com 6leo de soja; (b) andlise realizada com 6leo de girassol: (@) 24 h; (+) 48 h; ()
72 h de anélise.
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Tabela 1 Caracterizacdo quimica das biomassas microalgais quanto ao teor (%) de proteinas

(prot), carboidratos (carb), lipidios (lip), fosfolipidios (fosf), clorofila a (clor a), clorofila b (clo b) e

carotendides (carot)

Cultivos Prot  Carb Lip Fosf Clora Clorb  Carot
Nannochloropsis 41,5 14,1 28,3 40,6 20,5 - 4.8
Tetraselmis GWP 90 32,9 22,0 21,3 18,2 18,5 9,1 5,3
Tetraselmis GWP controle 51,7 9,9 251 24,5 18,3 7,6 5,4
Tetraselmis GWP -N 10,9 52,4 22,1 7,1 3,6 1,7 19
Scenedesmus AC 37,7 22,5 255 47,0 42,0 10,7 9,4
Scenedesmus GWP 44,5 22,8 19,8 434 15,5 4,1 4,2
Scenedesmus Raceway 39,1 25,6 20,1 459 12,6 3,5 3,5
Chlorella AC controle 36,8 299 240 10,7 9,6 3,2 3,0
Chlorella AC -N 245 22,6 39,0 4,0 2,0 0,6 0,7
Chlorella GWP 43,4 23,3 19,3 26,6 17,7 4.4 4,0
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Tabela 2 Caracterizacao quimica dos extratos de Nannochloropsis sp. FM — M24 quanto ao teor

(%) de proteinas (prot), carboidratos (carb), lipidios (lip), fosfolipidios (fosf), clorofila a (clor a) e

carotendides (carot)

Extratos Prot Carb Lip Fosf Clora Carot
| Agua 50°C 19,4 21,4 16,5 9,2 7,0 3,0
90°C 19,3 19,9 21,0 10,3 7,2 3,1
amb 12,5 16,3 66,4 46,5 48,1 20,6
I CHCI;:MeOH 50°C 7,5 9,3 32,4 22,1 25,8 11,1
90°C 10,9 13,2 45,5 39,5 30,1 12,9
Il CHCI3:MeOH amb 9,1 14,6 33,7 37,9 18,8 8,1
v Sequencial H,O 35,4 31,7 30,3 22,7 26,4 11,3
EtOH 9,0 5,3 41,4 23,2 46,3 19,8
EtAc 0,4 0,2 1,8 0,1 0,8 0,3
CHCl; 0,2 0,3 1,8 0,5 0,1 0,0
V Sequencial CHCl; 5,9 6,6 25,5 27,6 23,9 10,2
Acetona 0,8 3,1 4.9 2,7 1,6 0,7
MeOH 4,2 11,5 17,2 18,9 12,8 55
H,O 2,4 16,8 1,0 0,3 0,3 0,1
VI EtOH 14,2 15,1 51,3 43,2 40,8 17,5
VI MeOH 11,5 12,5 37,9 27,6 26,2 11,2
VIII CHCl; 7,0 6,9 18,6 14,8 21,9 9,4
IX H,O 35,0 44,0 13,8 154 9,3 4,0

Amb: temperatura ambiente; EtOH: etanol; MeOH: metanol; EtAc: etil acetato
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Tabela 3 Caracterizacdo quimica dos extratos de Tetraselmis suecica OR quanto ao teor (%) de
proteinas (prot), carboidratos (carb), lipidios (lip), fosfolipidios (fosf), clorofila a (clor a), clorofila

b (clor b) e carotendides (carot)

Extratos Prot Carb Lip Fosf Clora Clorb Carot
| Agua 50°C 338 682 17,1 109 170 34 6,0
90°C 188 681 6,1 47 112 23 4,0
amb 73 55 164 155 17,0 34 6,0
Il CHCl;:MeOH 50°C 89 63 202 193 184 37 6,5
90°C 81 66 17,6 189 157 3.2 55
il CHCl;:MeOH amb 60 97 155 125 133 2,7 4,7
v Sequencial H.0 66,9 723 322 265 357 72 126
EtOH 32 1,7 68 66 115 23 4,0
EtAc 0L 00 10 02 04 0,1 0,2
CHCl, 00 00 22 01 00 0,0 0,0
\4 Sequencial CHCl, 63 39 17,7 48 7.2 1,4 2,5
Acetonra oo 16 04 04 02 0,0 0,1
MeOH 03 16 25 07 11 0,2 0,4
H.0 28 79 58 10 00 0,0 0,0
Vi EtOH 102 7,2 348 163 230 46 8,1
Vil MeOH 96 55 236 139 185 37 6,5
vill CHCls 65 30 224 83 151 31 5,3
IX H20 555 29,7 21,9 136 131 2,6 4,6

Amb: temperatura ambiente; EtOH: etanol; MeOH: metanol; EtAc: etil acetato
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Tabela 4 Caracterizacdo quimica dos extratos de Scenedesmus sp. 3PAV3 quanto ao teor (%)
de proteinas (prot), carboidratos (carb), lipidios (lip), fosfolipidios (fosf), clorofila a (clor a),

clorofila b (clor b) e carotendides (carot)

Extratos Prot Carb Lip Fosf Clora Clorb Carot

\Y Sequencial H,O 435 650 104 83 14,0 7,4 6,3
EtOH 1,7 0,5 3,2 1,2 11 0,8 0,5

EtAc 05 01 1,2 04 0,9 0,4 0,4

CHCl3 01 0,0 1,3 0,0 0,1 0,1 0,0

\Y Sequencial CHCly 15 07 58 15 1,7 0,5 0,8
Acetona 1,7 1,9 53 1,7 1,5 0,6 0,7

MeOH 4,6 6,0 9,0 5,2 3,1 0,8 1,4

H,O 6,6 6,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

VI EtOH 185 314 398 34,7 14,3 8,7 6,4
VI MeOH 30,1 446 44,1 442 19,0 16,7 8,5
VIII CHCI; 4.9 51 3,8 1,0 0,7 0,6 0,3
IX H,O 459 85,0 29,1 155 8,4 7,3 3,8

Amb: temperatura ambiente; EtOH: etanol; MeOH: metanol; EtAc: etil acetato

Tabela 5 Caracterizagdo quimica dos extratos de Chlorella sp. PROD1 quanto ao teor (%) de
proteinas (prot), carboidratos (carb), lipidios (lip), fosfolipidios (fosf), clorofila a (clor a), clorofila

b (clor b) e carotendides (carot)

Extratos Prot Carb Lip Fosf Clora Clorb Carot
\Y, Sequencial H,O 386 684 289 31,8 203 292 6,6
EtOH 6,5 4,1 48,7 44,1 25,7 41,0 8,3
EtAc 02 0,0 1,8 04 0,6 0,9 0,2
CHCI; 01 03 39 0.2 0,0 0,1 0,0
\% Sequencial CHCI, 3,7 14 229 152 12,6 12,4 4,1
Acetona 0,5 15 19 1,6 0,9 0,6 0,3
MeOH 2,0 8,0 6,1 12,1 5,3 6,4 1,7
H,O 24,1 194 11 07 0,6 15 0,2
VI EtOH 4,0 1,7 30,7 27,1 22,7 14,2 7,3
Vi MeOH 23 04 222 237 94 53 3,0
VI CHCI; 23 03 183 143 132 6,9 4,3
IX H,O 72,2 526 975 66,2 168 751 54

Amb: temperatura ambiente; EtOH: etanol; MeOH: metanol; EtAc: etil acetato
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APENDICE 3 - Estudo da extrac&o de biossurfactantess das microalgas

Figura 1 Rompimento celular em sonda ultrassonica

Figura 2 Extragédo sequencial de biossurfactantes das microalgas

Figura 3 Extrato de biossurfactantes das microalgas
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APENDICE 4 - Fotos das células das microalgas

Figura 1 Células de Spirulina sp. LEB-18

(a) (b)

Figura 2 Células de Tetraselmis suecica OR: (a) cultura controle; (b) cultura com limitacdo de N

Figura 3 Células de Scenedesmus sp. 3PAV3
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Figura 4 Células de Chlorella sp. PROD1



130

ANEXOS



131

ANEXO 5 — Meio Zarrouk

Tabela 1 Composicao do Meio Zarrouk

Reagentes Quantidade (g.L™)

NaHCO; 16,8
K;HPO, 0,50
NaNO; 2,50
K.SO, 1,00
NacCl 1,00
MgSO,. 7H,0 0,20
CacCl, 0,04
FeSO,. 7TH,O 0,01
EDTA 0,08
Solugéo A5 1mL
Solugéo B6 1mL

FONTE: ZARROUK, 1966.

Solucdo A5: (g.L™"): HsBOs, 2,86; MnCl,.4H,0, 1,81; ZnS0,4.7H,0, 0,222; Na,M00,4.2H,0,
0,390; CuS0,.5H,0, 0,079.

Solucgéo B6: (mg.L'™h): NH,VO3: 22,86; KCr(SO.,),. 12 H,0: 192; NiSO,. 6H,0: 44,8; Na,WO,.
2H,0: 17,94; TiOSO,. 8H,0: 61,1; CO(NO3),. 6H,0: 43,98.
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ANEXO 2 — Meio BG-11
Tabela 2 Composicdo do meio BG-11

Reagente g.L?

NaNO; 15
K,HPO,.3H,0 0,04
MgS0,.7H,0 0,075
CaCl,.2H,0 0,036
Acido citrico 0,006
Citrato férrico amoniacal 0,006
EDTA 0,001

Na,CO3; 0,02

Micronutrientes (A5 + Co)* imL.L*!

FONTE: RIPPKA, 1979

* Micronutrientes (A5 + Co) (mg.L™): H3;BO;, 2,86; MnCl,.4H,0, 1,81; ZnS0,.7H,0, 0,222:
Na,Mo0,.2H,0, 0,390; CuS0,.5H,0, 0,079; Co(NO,),.6H,0, 0,0494.



ANEXO 3 - Meio F

Reagentes DoseporllL
NaNO; 150 mg
NaH,PO, . H,O 10 mg
FeCl;. 6 H,O 6,3 mg (1,3 mg Fe)
Na,EDTA 8,72 mg
Na,SiO; . 9H,0 30-60(3-6mg Si)
Vitaminas
Tiamina — HCI 0,2 mg
Biotina 1,0 ug
B12 1,0 ug
Microelementos
CuSO, . 5H,0 0,0196 mg (0,005 mg Cu)
ZnS0O, . 7 H,O 0,044 mg (0,01 mg Zn)
CoCl, . 6 H,O 0,020 mg (0,0005 mg Co)
MnCl, . 4 H,O 0,360 mg (0,1 mg Mn)
Na,MoO, . 2 H,O 0,0126 mg (0,005 mg Mo)
H,O do mar I L (salinidade =30g.L™)

FONTE: GUILLARD e RYTHER, 1962.
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