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RESUMO

DO NASCIMENTO, Jalia Frauches. Avaliacdo da Producdo Semi-Continua de
Ramnolipideos e Recuperacao por Sistema de Ultrafiltracdo. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O objetivo principal desse projeto foi o de estudar a producdo em batelada alimentada sob
limitacdo de nitrogénio de biossurfactantes do tipo ramnolipideo, a partir de cepas de
Pseudomonas aeruginosa. A viabilidade da recuperacdo deste bioproduto utilizando um
sistema de ultrafiltracdo também foi alvo de investigacdo. Testes foram conduzidos em frascos
agitados com meio de cultivo adequado contendo uma cepa bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa previamente selecionada de ambientes de petréleo como indculo para a producgéo
de biossurfactantes. A recuperacdo do produto em solucgdo, isento de células e de demais
materiais em suspensao, foi realizada através de um sistema de ultrafiltracdo composto por um
aparelho de bombeamento e um médulo de membranas poliméricas submersas. Os resultados
indicaram a viabilidade do procedimento de batelada alimentada realizado, sendo possivel a
obtencéo de até 5,3 g L™ de ramnolipideos, com produtividade volumétrica de 18,3 mg L*h*
com reposicdo de carbono e nitrogénio apos 220h de fermentacdo. A recuperacdo do
biossurfactante por ultrafiltracdo também foi vidvel, com eficiéncia de recuperacdo superior a
90% para membranas novas e >50% para membranas reutilizadas. Dessa forma, conclui-se que
a implementacdo do acoplamento de membranas de ultrafiltracdo (UF) para a remocdo
submersa do produto purificado, aliado a adocdo de estratégias de alimentacdo suplementar,
configura uma abordagem viavel para ampliar a produtividade operacional na producdo de

ramnolipideos.

Palavras-chave: Ramnolipideos. Ultrafiltracdo. Batelada Alimentada



ABSTRACT

DO NASCIMENTO, Jalia Frauches. Avaliacdo da Producdo Semi-Continua de
Ramnolipideos e Recuperacao por Sistema de Ultrafiltracdo. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

The main objective of this project was to study fed-batch production under nitrogen limitation
of rhamnolipid biosurfactants, produced from a Pseudomonas aeruginosa strain, and the
feasibility of recovering the bioproduct using a ultrafiltration system. The procedure was carried
out in shake flasks with 500mL of a fermentative medium containing a bacterial strain of
Pseudomonas aeruginosa previously selected from petroleum environments as an inoculum for
biosurfactant production. The recovery of the product in solution, free of cells and other
suspended materials, was performed through a ultrafiltration system composed of a pumping
apparatus and a submerged module with polymeric membranes. The results indicated the
viability of the fed-batch procedure, with the attainment of up to 5.3 g L™ of rhamnolipids and
a volumetric productivity of 18.3 mg L*h™ with carbon and nitrogen replenishment after 220
hours of fermentation. The recovery of the biosurfactant by ultrafiltration was also feasible,
achieving a recovery efficiency greater than 90% for new membranes and >50% for
reconditioned ones. Thus, it can be concluded that the implementation of the ultrafiltration (UF)
membrane coupling for submerged removal of the purified product, combined with the adoption
of supplementary feeding strategies, constitutes a viable approach to enhance operational

productivity in the production of rhamnolipids.

Keywords: Rhamnolipid. Ultrafiltration. Fed-Batch
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1. Introducéao

A exploragéo e o processamento de recursos naturais desempenham um papel central no
desenvolvimento industrial. Contudo, a medida que as atividades industriais se expandem
globalmente, os problemas ambientais associados tornam-se cada vez mais evidentes e

preocupantes (Jimoh e Lin, 2019).

Devido ao grande potencial energético e a diversidade de aplicacGes dos seus derivados,
0 petroleo é hoje a principal fonte de energia utilizada no mundo. No entanto, a exploracédo
deste recurso também esta atrelada a uma série de potenciais impactos ao meio ambiente. Os
derramamentos de 6leo, resultantes de acidentes durante a exploragédo, producéo, transporte ou
manuseio inadequado desse recurso, representam uma ameaca a biodiversidade e
comprometem a subsisténcia de comunidades costeiras e 0s setores econdmicos dependentes

de ecossistemas marinhos saudaveis (Jimoh & Lin, 2019).

A degradacdo do petroleo em areas contaminadas € um processo complexo que envolve
a acao de diversos microrganismos, condicdes ambientais favoraveis e, em alguns casos, a
implementacdo de tecnologias especificas. A capacidade de microrganismos degradadores de
petroleo em metabolizar os hidrocarbonetos presentes no petroleo é fundamental para esse

processo natural de remediacdo (Christofi & Ivshina, 2016).

Os surfactantes biologicos ou biossurfactantes, sdo agentes tensoativos produzidos por
células vivas, majoritariamente microrganismos (Marchant & Banat, 2012). Estes compostos
possuem diversas vantagens sob os surfactantes sintéticos pois tem menor potencial poluidor
ao meio ambiente, sdo menos tdxicos e possuem maior biodegradabilidade (Marchant & Banat,
2012; Long et al., 2016; Santos et al., 2016). Além disso, os biossurfactantes possuem valores
inferiores de concentragdo micelar critica quando comparados aos surfactantes sintéticos,

implicando em uma melhor eficiéncia (Jahan, 2019).

Os biossurfactantes desempenham um papel crucial na remediagdo de areas
contaminadas por petroleo visto que tém a capacidade de alterar as propriedades de superficie

dos contaminantes, facilitando sua disperséo, emulsificagéo e tornando os hidrocarbonetos mais
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acessiveis para a degradacdo por microrganismos. Essa melhoria na disponibilidade para os
microrganismos resulta em uma estimulacdo significativa da atividade microbiana em &reas
contaminadas, promovendo a proliferacdo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e

acelerando a taxa de degradacdo bioldgica (Zhang et al., 2016).

Os ramnolipideos tém o melhor potencial biossurfactante ja conhecido, devido as suas
propriedades antibacterianas, antifungicas, farmacéuticas e detergentes. No entanto, a producao
de ramnolipideos, embora promissora em diversas aplicacdes, enfrenta desafios significativos.
Comparados a surfactantes sintéticos tradicionais, os ramnolipideos podem ter um custo de
producdo mais elevado. Isso pode impactar a sua ampla utilizacéo, especialmente em atividades

em que os surfactantes sintéticos apresentam uma boa performance (Sarubbo et al., 2022)

A otimizacdo da producéo e o desenvolvimento de sistemas de separagéo e purificacao
eficientes podem ser fundamentais para garantir a competitividade deste bioprodutos de
interesse a industria de 6leo e gas. Os sistemas de separac¢do por membranas sao atraentes, pois
podem ser acoplados aos sistemas de fermentacao de maneira integrada possibilitando a retirada
continua de ramnolipideos (Chen et al., 2007).

Outro fator relevante para a evolucdo da producdo desse biossurfactante para a escala
industrial é a necessidade de uma cuidadosa adaptacao dos processos de fermentacdo. Um dos
principais obstaculos esta relacionado a complexidade do processo de producédo, que envolve
microrganismos especificos, geralmente cepas de Pseudomonas, em condicdes controladas de
cultivo, demandando cuidados precisos no manejo de nutrientes, pH e temperatura para otimizar
a producado (Suh et al., 2019)

Sodagari & Ju (2019) pontuaram que para otimizar a eficiéncia do processo, € vantajoso
estender a produgdo de ramnolipideos na fase estacionaria de crescimento microbiano, pois
possibilita reducdo nos custos de coleta do produto, tendo em vista que as concentracdes de
ramnolipideos sd@o acumuladas, o tempo de inatividade e trabalho necessario para limpeza e
reabastecimento do reator € menor, além da reducdo do consumo de substrato e do tempo
dedicado ao crescimento repetido de células. Em conjunto, esses fatores tém o potencial de
aumentar tanto a produtividade quanto o rendimento de ramnolipideos. Estudos prévios, no
entanto, indicam que a produtividade dos ramnolipideos diminui consideravelmente ou cessa

completamente apds um determinado periodo da fase estacionaria. Duas sdo as principais



17

hipoteses levantadas para esta reducdo de produtividade em longos periodos de fase
estacionéria:

1 — Limitacdo de nutrientes como o nitrogénio por longos periodos reduz a producéo de
ramnolipideos e,

2 — O acmulo de ramnolipideos € um inibidor da producéo deste bioproduto.

Buscando compreender melhor a cinética envolvida na producdo dos ramnolipideos por
Pseudomonas aeruginosa, foi avaliada neste estudo a producdo de ramnolipideos em limitacao

de nitrogénio para prolongamento da fase estacionaria e retirada de produto por ultrafiltracéo.

2. Objetivo

O objetivo geral deste trabalho € o de estudar a viabilidade de producdo semi-continua
de biossurfactante do tipo ramnolipideo através de uma abordagem que envolve a recuperagéo
deste bioproduto por ultrafiltragio com membranas na forma de fibras-ocas seguida de
reposicdo de fonte de carbono e nitrogénio, configurando um processo em batelada alimentada.

Objetivos Especificos:

- Avaliar o efeito da limitacdo prolongada de nitrogénio na produtividade dos ramnolipideos.
- Avaliar o efeito da retirada de produto, por ultrafiltracdo, na produtividade dos ramnolipideos.

3. Revisdo Bibliografica
3.1. Biossurfactantes

A palavra surfactante é oriunda da abreviagdo do termo original em inglés, surface
active agents (agentes ativos de superficie), e este nome é atribuido a uma classe de compostos
capazes de atuar na interface de dois fluidos imisciveis. (Dave e Joshi, 2017). Esses compostos
apresentam caracteristicas anfifilicas, ou seja, sdo capazes de interagir com moléculas polares
ou apolares por possuirem em sua estrutura fragdes de carater hidrofilico, também chamadas

de cabega polar e fragfes hidrofébicas também chamadas de cauda apolar.
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A fracdo hidrofilica interage fortemente com as moléculas de agua por meio de
interacOes dipolares ou ion-dipolo, o que possibilita a solubilizacdo dos surfactantes em agua.
A fracdo hidrofobica é composta por cadeias carbonicas lineares ou ramificadas, que sdo
insolGiveis em agua, mas sol(veis em 6leos, gorduras e hidrocarbonetos. E o equilibrio entre as
partes hidrofobicas e hidrofilicas da molécula de surfactante que proporciona a esses sistemas
a propriedade de se acumularem em varias interfaces e exibirem comportamento de auto-

organizacéo e formacao de micelas (Daltin, 2011).

A B
Cabega
Cauda
Surfactante
Meio polar Meio apolar

Figura 1. Organizacao e estrutura de surfactantes. A) Formagédo de Micelas em meio polar; B) Formacéo de
Micelas em meio apolar. Fonte: Qnesc, 2017

Os surfactantes podem ser produzidos sinteticamente ou como produto do metabolismo
de organismos vivos, estes recebem o nome biossurfactantes ou surfactantes bioldgicos
(Marchant e Banat, 2012).

Os surfactantes sintéticos sdo em geral classificados quanto a carga de sua fracao
hidrofilica, podendo apresentar grupos anidnicos, catidnicos, nao idnicos ou anfoteros, que se
comportam como acido ou base dependendo do pH do meio (Daltin, 2012). Os biossurfactantes
possuem em geral carater neutro, anibnico ou catidnico, no entanto ndo costumam ser
classificados quanto ao seu grupo polar, mas principalmente quanto a origem microbiana e a

composigdo quimica.

Por serem um produto do metabolismo microbiano a composi¢éo dos biossurfactantes
varia de acordo com o microrganismo produtor. A fragdo hidrofilica pode ser composta por
carboidratos, aminoacidos, peptideos catidnicos ou aniénicos, mono- ou di- polissacarideos, e
a parte hidrofobica composta de cadeias de hidrocarbonetos insaturados ou saturados ou acidos

graxos. Dessa forma, os biossurfactantes sdo classificados quanto a composicao quimica de
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suas partes polares, tais como glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, lipideos neutros,

fosfolipideos, &cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Santos et al.,
2016).
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Figura 2: Exemplos de Biossurfactantes. a) Mono-ramnolipideo (Glicolipideo); b) Di-ramnolipideo
(Glicolipideo); c)Surfactina (Lipopeptideo); d) Trehalolipideo (Glicolipideo); e) Emulsan (Surfactante
Polimérico)

Esses compostos podem ser divididos em duas classes: Baixo peso molecular - sdo
classificados os glicolipideos e lipopeptideos; Alto peso molecular — sdo classificados os
polissacarideos, lipopolissacarideos e proteinas ou lipoproteinas. Em geral, os biossurfactantes
de baixo peso molecular sdo mais eficazes na reducdo da tensdo superficial e interfacial,

enquanto os de alto peso molecular sdo mais efetivos na estabilizacdo de emulsdes 6leo em
agua (Banat, 2010).
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Classe/Tipo de Biossurfactante

Micro-organismaos

Glicolipideos
Ramnolipideos
Soforohipidens

Trehalolipideos

Prendomonas HEFIEITos g

Candida bombieola, Condida apicola

Rhodococcus ervthropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptideos ¢ lipoproteinas
Peptides-hipideo

Viscosina

Serrawellin

Surfacting

Subtilisina

Gramicidina

Polymyxin

Bacilius lieheniformis
Prendomaonas Tuorescens
Serrafia marcenscens
Bacillus subtilis

Baciffus subtilis

Bacifius brevis

Baciffus polvmyxia

Acidos graxos, lipideos neatros ¢ fosfolipideos
Acidos LTANDS Covynebacterium lepus
Lipideos neutros Nocardia envthropolis
Fostolipideos Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

Emulsan Acingtobacter calcoaceticus
Brodispersan Acinetobacter calcogceticus
Liposan Candida lipofiica

Carbodrato-lipideo-proteina Pseudomaonas fluorescens
Mannan-lipideo-proteina
Surfactante particulado

Candida tropicalis

Vesicula Acinetobacter calcoaceticus

Figura 3. Tabela de tipos de biossurfactante por microrganismo produtor. Fonte: Marinho et al., 2022

Por serem obtidos como produto do metabolismo microbiano, os biossurfactantes
possuem vantagens sob os surfactantes sintéticos pois tem menor potencial poluidor ao meio
ambiente, s80 menos toxicos e possuem maior biodegradabilidade (Marchant & Banat, 2012;
Santos et al.,, 2016). Além disso, 0s biossurfactantes possuem valores inferiores de
concentracgdo critica de micelizacdo quando comparados aos surfactantes sintéticos, implicando
em uma melhor eficiéncia (Jahan, 2019).

No entanto, do ponto de vista econdmico, ainda sdo desfavorecidos competitivamente
em comparacéo aos surfactantes sintéticos devido ao seu alto custo de producéo. (Santos et al.,
2016). Neste sentido, algumas estratégias sd@o propostas com o objetivo de aprimorar 0s
processos biotecnologicos de producdo de biossurfactantes (Dolman, 2019). As principais
abordagens sao:

O desenvolvimento e uso de engenharia genética no desenvolvimento cepas
recombinantes capazes de obter maior produtividade. Tahzibi et al. (2004) reportaram

0 aumento de 10 vezes em produtividade de ramnolipideos utilizando uma cepa mutante em
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comparacao a uma selvagem. Todavia, em que pese a engenharia genética possa aumentar
a producdo de biossurfactantes, o uso de organismos geneticamente modificados (OGM)

ndo é favoravel aos consumidores (Salek & Euston, 2019).

Uso de residuos de origem renovavel como fonte de carbono nos meios de cultivo,
visando baratear a producdo. Os microrganismos sdo capazes de produzir
biossurfactantes utilizando uma variedade de substratos provenientes de fontes renovaveis,
tais como residuos industriais e agricolas, por isso e em funcdo da crescente preocupacao
com 0 meio ambiente, estdo sendo estudadas formas de reducdo do custo de producéo dos
biossurfactantes, sendo a utilizacdo de residuos como malte, melago, gordura animal, éleos
vegetais, residuos de petroleo, produtos lacteos e residuos de destilarias como uma das
alternativas (Jiang et al., 2021; Gaur et al., 2022).

Inovagéo e otimizagio de processos downstream que tenham um custo mais baixo e
que sejam eficientes para maximizar a recuperacdo e purificacdo do bioproduto.
Tendo em vista que métodos convencionais requerem grandes quantidades de solventes
organicos que, além de aumentar o custo de producdo, tem um impacto ambiental negativo,
alternativas mais “limpas” e baratas sdo importantes para baratear o custo do produto

(Jauregi & Kourmentza, 2019).

3.1.1.  Propriedades dos Biossurfactantes

Para compreender a atuacdo dos surfactantes em sistemas de fases imisciveis é
necessario primeiramente compreender os fendmenos fisico-quimicos que ocorrem quando

estas fases interagem.

As moléculas em um liquido estdo constantemente em movimento e interagem entre si
por meio de forgas atrativas. Essas forcas tendem a puxar as moléculas umas em dire¢do as
outras, resultando na formagao de uma estrutura coesa. No entanto, as moléculas na superficie
do liquido ttm menos vizinhos semelhantes em comparacdo com as moléculas no interior do
liquido. Devido ao desequilibrio entre as forcas que atuam nas moléculas da superficie em
comparacdo com aquelas presentes no interior da solugdo, as moléculas da superficie exibem
uma forca atrativa mais forte sobre suas vizinhas. Esse fendmeno é chamado tensao superficial
(Ulisses et al., 2017).
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Também pode existir uma tensdo na interface entre liquidos imisciveis, chamada de
tensdo interfacial. As moléculas localizadas na superficie entre as duas fases estdo rodeadas por
moléculas da mesma fase, mas também por moléculas vizinhas da outra fase. Essa configuracéo
resulta em interagBGes desiguais e consequentemente, o estado de energia das moléculas na
superficie € maior do que o estado de energia dentro de cada fase individual. Quanto maior a

tensdo interfacial mais dificil a mistura dos liquidos (Lins, 2021).

Uma das propriedades importantes dos tensoativos é sua capacidade de diminuir a
tensdo interfacial entre as duas fases. Quando um tensoativo é adicionado a um sistema
contendo agua e 6leo, por exemplo, as moléculas do tensoativo se acumulam na interface entre
as duas fases. A parte hidrofilica do tensoativo interage com as moléculas de agua, enquanto a
parte hidrofébica se orienta em direcdo ao 6leo. Essa orientacdo reduz a energia da interface e

permite que as duas fases imisciveis se misturem de maneira mais eficiente (Mulligan, 2005).

A medida que interface das fases alcanca a saturacdo em surfactante é iniciado o
processo de formacédo de micelas. Neste processo as moléculas de surfactante se organizam em
estruturas mais estaveis do que as moléculas livres no seio dos fluidos da mistura. A
concentracdo na qual € iniciado o processo de formacao de micelas é chamada de Concentracao
Micelar Critica (CMC). Abaixo da CMC, as moléculas de tensoativo estdo presentes na forma

de monbmeros dispersos (Pirdllo, 2006).

Figura 4. Esquematizacdo da formacdo de micelas em meio oleoso e aquoso. Fonte: Daltin, 2012
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Devido a estas caracteristicas os surfactantes sintéticos e biossurfactantes compartilnam
varias propriedades como capacidade de formacéo de espuma, emulsificacdo, capacidade de
estabilizacdo, solubilidade e detergéncia. No entanto, foi demonstrado que os biossurfactantes
superam ou possuem propriedades adicionais que 0s tornam mais atraentes do que seus

equivalentes sintéticos (Sarubbo et al., 2022).

Os biossurfactantes geralmente tém uma CMC mais baixa do que os surfactantes
sintéticos, o que significa que eles sdo eficientes em concentracdes menores (Jahan, 2019).

Os ramnolipideos, sdo biossurfactantes do tipo glicolipideos que sdo considerados os
mais promissores para a aplicacdo industrial, os valores de CMC destes tensoativos, por
exemplo, podem variar de 10 a 200 mg L. Dessa forma, esses compostos sdo capazes de
reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN m™ para menos de 27 mN m™ e a tenséo
interfacial entre da gua e n-hexadecano de 40 mN m™ para valores abaixo de 1 mN m?
(Christofi & Ivshina, 2016; Mulligan, 2005).

Devido as essas caracteristicas, 0s biossurfactantes tém sido extensivamente estudados
quanto ao comportamento de emulsificacdo e desemulsificacdo. A emulsificacdo refere-se a
dispersdo de um liquido imiscivel em outro, formando microgoticulas. Por outro lado, a
desemulsificacao desestabiliza a emulsédo, perturbando a camada superficial entre a fase interna
e a fase externa (Daltin, 2012). Os soforolipideos e ramnolipideos sdo conhecidos por sua forte
atividade de emulsificacdo e capacidade de solubilizar hidrocarbonetos em agua (Kashif et al.,
2022).

Outra propriedade que esta diretamente relacionada a tensdo superficial é a
molhabilidade. Esta propriedade é definida como a capacidade de um fluido se aderir a uma
superficie solida, na presenca de outro fluido. No caso de um sistema rocha/éleo/agua a
molhabilidade descreve a preferéncia da rocha de estar em contato com a 4gua ou com o 6leo
na presenca do outro fluido (Silva, 2003).

A molhabilidade de um liquido em relagdo a uma superficie solida é importante tanto
do ponto de vista tedrico quanto em termos de aplicacdes praticas. Visto que esta propriedade
estd relacionada com aspectos como corrosdo, lubrificacdo e aderéncia, que sdo de grande

interesse em diversas industrias (Nascimento, 2015).
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Um grande desafio para a Industria de Petrdleo, por exemplo, estd no fato de que
algumas rochas dos reservatorios tém, molhabilidade favoravel a 6leo, ou seja, possuem maior
afinidade com as moléculas de 6leo do que as moléculas de agua o que dificulta o processo de
recuperacdo. Os biossurfactantes sdo capazes de inverter a molhabilidade do reservatorio,

deixando as rochas molhaveis a &gua e facilitando o fluxo de 6leo (Quintella, 2018).

Além das propriedades superficiais os biossurfactantes apresentam diversidade
estrutural, baixa toxicidade, compatibilidade, maior biodegradabilidade e estabilidade
funcional em condicdes extremas de temperatura, pH e salinidade. Alguns biossurfactante
também possuem propriedades antifingicas e antimicrobianas (Nitschke & Pastore, 2002;
Yuliani, 2018).

3.1.2. Aplicacdes dos Biossurfactantes

Como mencionado anteriormente, a capacidade de reduzir a tensdo superficial e
interfacial faz com que os surfactantes sejam amplamente utilizados na industria. No entanto,
cresce a preocupacao com 0s impactos ambientais associados aos surfactantes sintéticos,
incluindo sua persisténcia no ambiente e os possiveis efeitos adversos na satde humana e nos
ecossistemas aquaticos. Além disso, a busca por reduzir o uso de recursos nao renovaveis tem

motivado a busca por alternativas mais sustentaveis (Jimoh & Lin, 2019).

Os biossurfactantes possuem grande potencial de aplicacdo industrial especialmente no
setor de detergentes, cosméticos, produtos farmacéuticos, curtumes e alimentos, devido as suas
propriedades de emulsificacdo, formacdo de espuma, limpeza, umedecimento e separacdo de
fase (Varjani, et al., 2021).

3.1.2.1. Aplicacdo na industria de alimentos

A utilizagdo de biossurfactantes na industria alimenticia tem recebido foco nos dltimos
anos devido ao aumento do interesse dos consumidores por produtos mais sustentaveis e de
origem renovavel. Neste contexto, os biossurfactantes podem ser utilizados como aditivos para
modificagéo da viscosidade e textura dos alimentos ou incorporados em embalagens ativas, que
sdo embalagens que contém propriedades que conservam o alimento por mais tempo,
aumentando o tempo de prateleira, visto que alguns biossurfactantes possuem acao

antimicrobiana, antioxidante, bem como a estabilidade na presenca de variacGes na acidez,
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alcalinidade e temperatura. Além destas propriedades, a baixa toxicidade dos biossurfactantes
atende & demanda dos consumidores por alimentos mais naturais, contendo menos ingredientes
artificiais e produtos quimicamente sintetizados comumente utilizados em alimentos, os quais,

em excesso, podem representar riscos a salde a longo prazo (Sarubbo et al., 2022).

3122 Aplicacdo dos biossurfactantes na area da satde

Os biossurfactantes sdo reconhecidos por suas propriedades de permeabilizacdo de
membranas bioldgicas, pois tém a capacidade de criar poros e canais idnicos na bicamada
lipidica que resultam na desestabilizacdo da membrana levando a ruptura e & morte celular.
Essas alteracdes estruturais que afetam a integridade das membranas bioldgicas podem explicar
o principal mecanismo de acdo antibidtica dos biossurfactantes, e suas atividades
antibacterianas, antifungicas, antivirais, antimicoplasmaticas e hemoliticas, aplicaveis na

medicina, indUstria farmacéutica e na indUstria de cosméticos (Inés & Dhouha, 2015).

Giri (2021), relatou que biossurfactantes, como glicolipideos e lipopeptideos, podem
danificar a membrana celular, levando a lise e consequente morte celular, inibindo assim a

proliferacdo de células cancerigenas.

Os biossurfactantes também estdo sendo considerados moléculas inovadoras no
tratamento de doencas autoimunes, como alergias, asma, artrite e diabetes, que sdo causadas
pela hiperatividade do sistema imunoldgico, devido ao seu potencial imunossupressor. Outras
aplicacBes na area biomédica incluem a entrega de vacinas, transferéncia de genes, uso como
adjuvantes, ligacdo com imunoglobulinas, inibicdo da formacdo de coagulos e promocao da

lise de coagulos de fibrina (Sajid et al., 2020).

3.1.23. Aplicacdo no Meio Ambiente

A contaminacdo do solo e da agua com petroleo e metais pesados é um problema
ambiental significativo que pode ocorrer devido a vazamentos, derramamentos acidentais,
descarte inadequado de residuos petroliferos ou operagdes de exploracdo e producdo de
petroleo, além de contaminagdes oriundas de aterros sanitarios mal gerenciados,
estabelecimentos de servigos automotivos, uso indiscriminado de pesticidas na agricultura e

descarte inadequado de corantes usados nos processos de tingimento de roupas. Para remediar
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essas areas contaminadas sdo utilizados varios métodos que podem ser quimicos, fisicos e
biologicos. Neste contexto, a biorremediacdo é um processo bioldgico que utiliza
microrganismos nativos ou adaptados e seus metabolitos para realizar a degradacdo dos

contaminantes (Moro, 2018).

A utilizacdo de biossurfactantes durante o processo de biorremediacgdo tem se mostrado
uma ferramenta valiosa, visto que esses compostos possibilitam uma melhor emulsificacdo e

solubilizacdo dos hidrocarbonetos, facilitando o acesso dos microrganismos a estes substratos

e possibilitando da sua decomposicéo (Sun et al., 2019).

Além disso, os biossurfactantes sdo capazes de formar complexos com 0s metais
pesados e reter estes contaminantes em estruturas micelares, possibilitando a recuperagédo
desses poluentes por outras técnicas como separagdo por membranas, por exemplo. (Santos,
2016)

3.1.2.4. Aplicacio na industria de Oleo e Gés

No contexto da industria de petréleo, devido a acdo na interface dos fluidos e
capacidade de reducdo de viscosidade do petroleo bruto, os biossurfactantes podem ser
aplicados para tratamento da borra oleosa, biorremediacéo e dispersdo no derramamento de
6leos, incorporados em formulagdo de lubrificantes, e até mesmo na recuperacdo melhorada de
petréleo (Nitschke e Pastore, 2002).

Na exploracdo de um campo de petréleo, inicialmente aproveita-se a energia natural
presente no reservatdrio, gerada pela diferenca de pressao entre o reservatério e a superficie.
No entanto, esta primeira etapa geralmente recupera apenas uma pequena fracdo do oleo
presente no reservatorio, variando de 5 a 15%. A medida a pressdo no reservatorio se torna
insuficiente para forcar o 6leo a superficie, outros métodos sdo utilizados buscando manter a
produtividade. Na chamada de recuperacao secundaria séo injetados fluidos nativos, geralmente
agua, no reservatorio visando criar pressdes adequadas para deslocar o 6leo do interior da rocha
reservatorio. Quando o campo se torna maduro, métodos térmicos, fisicos, quimicos ou outros
métodos ndo convencionais, podem ser utilizados para recuperacdo de petroleo. Estes métodos

tém como objetivo melhorar parametros fisico-quimicos do 6leo como a viscosidade e a
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molhabilidade. Estes métodos sdo chamados de recuperacdo terciaria ou Recuperacao
Avangcada de Petrdleo (EOR - Enhanced Oil Recovery) (Veloso et al., 2014).
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L Vapor Gas Carbnico (C0,) Alcals Microbiais B
Agua quente Nitrogénio (NO;) Surfactantes Adisticos
Combustdo Gas de combustdo Polimeros

Figura 5. Técnicas de Revitalizagdo de Campos. Fonte: CBIE, 2019.

Dentre os métodos de EOR, a Recuperacdo Microbioldgica Avancada de Petrdleo
(MEOR) é uma técnica de recuperacdo na qual microrganismos e seus metabdlitos sdo
utilizados para facilitar o transporte do petréleo residual retido em um reservatorio (Dos Santos,
2019).

Os biossurfactantes sdo capazes de reduzir a tenséo interfacial entre o éleo e a dgua e
formar emulsdes estaveis podem melhorar a eficiéncia do processo, tornando-os candidatos

potenciais para melhorar a recuperacdo de 6leo (Santos, 2016).

Existem trés abordagens distintas para a recuperacdo avancgada de petroleo por meio de
microrganismos (MEOR): Producdo de biossurfactantes em reatores externos e posterior
injecdo ao reservatorio de petréleo; Introducdo de microrganismos estrangeiros produtores de
biossurfactantes no reservatorio e injecdo de nutrientes diretamente no reservatorio visando
estimular os microrganismos nativos ja presentes no ambiente a produzir biossurfactantes
(Banat, 2010).

As abordagens que envolvem producéo de biossurfactantes in situ s&o economicamente

atrativas. No entanto, este € um processo complexo e demorado, ja que as atividades bacterianas
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especificas dependem das condi¢bes dos reservatorios, dessa forma os resultados sdo
observados depois de semanas ou meses (Sharma, 2022).

Por outro lado, a producdo de biossurfactantes ex situ, ainda enfrenta dificuldades na
selecdo dos microrganismos produtores e baixos rendimentos. Neste sentido, pesquisadores tem
voltado seus esforcos para a identificacdo de microrganismos e selecdo de moléculas vidveis

para aplicacdes em grande escala.

Pornsunthorntawee et al. (2008) demonstraram que tanto os biossurfactantes de B.
subtilis PT2 quanto de P. aeruginosa SP4 superaram trés surfactantes sintéticos na recuperagéo

de petroleo de uma coluna de areia.

Ibrahim et al. (2013) reportaram que o biossurfactante produzido por Serratia
marcescens demonstrou uma eficiéncia de MEOR de 76% na recuperacdo de petréleo bruto de

uma coluna de areia, em comparagdo com o experimento de controle.

Alvarez et al. (2015) fizeram simulacGes de MEOR juntamente com o biossurfactante
produzido por B. amyloliquefaciens, e obtiveram uma taxa de recuperacdo de hidrocarbonetos

acima de 90%.

3.2. Ramnolipideos

Das classes de biossurfactantes existentes, os do tipo glicolipideos sdo bastante
estudados. Eles sdo compostos por carboidratos combinados com &cidos alifaticos de cadeia
longa ou 4&cidos alifaticos hidroxilados. Um dos melhores exemplos de glicolipideos, com
propriedade surfactante, € o ramnolipideo, produzido por algumas espécies de Pseudomonas
(Kronemberger, 2007).

De acordo com Long et al (2016), os ramnolipideos tém o melhor potencial
biossurfactante j& conhecido, com vasto potencial de aplicacdo devido a propriedades
antibacteriana, antifngica, farmacéutica e detergente. Esses compostos sdo mais
abundantemente produzidos por Pseudomonas aeruginosa, porém outros estudos verificaram

sua producdo em outras espécies de Pseudomonas e Burkholderia (Marchant e Banat., 2012).
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Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa sdo majoritariamente
formados por uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a duas moléculas de acido P-
hidroxidecandico, podendo ser classificados como tipo mono e di-ramnolipideo, a depender da
organizacdo entre essas moléculas, sendo L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato e
L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato, do tipo mono e diramnolipideo
respectivamente (Soberon-Chavez et al., 2005). Outras organizagdes também ja foram
reportadas, apresentando variacdes nas cadeias alquilicas de acordo com o substrato utilizado

e as condiges de cultivo. (Perfumo et al., 2006; Kronemberger, 2007)

Ramnose

OH _— OH

(a)

Acido B-hidroxidecandico

Figura 6. Estrutura dos Ramnolipideos. a) Mono-ramnolipideo; b) Di-ramnolipideo

Os ramnolipideos tém despertado interesse devido as suas propriedades quimicas e
bioldgicas favoraveis, como a auséncia de toxicidade, biodegradabilidade e capacidade de
reduzir a tensdo superficial da agua em condi¢des extrema, e podem ser produzidos a partir de

fontes de carbono sustentaveis (Jimoh e Lin, 2019).

No entanto, a producdo destes biossurfactantes enfrenta desafios significativos para ser
escalonada para um volume industrial. A baixa eficiéncia de fermentagdo de Pseudomonas
dispositivos de separacdo e purificagdo resultam em um alto consumo de energia, que impacta

diretamente no custo de producdo deste biossurfactante (Zheng et al., 2020).



30

3.2.1. Fatores que influenciam a producdo de Ramnolipideos

Muitos estudos atestam a aplicabilidade dos biossurfactantes e seus beneficios frente
aos surfactantes sintéticos, no entanto, o uso em larga escala ainda é limitado devido a baixas
produtividades e desafios na engenharia do processo. A eficiéncia e o rendimento do
bioprocesso sdo fatores fundamentais para garantir a viabilidade econémica e a competitividade

do produto biotecnoldgico (Dolman et al., 2019).

Durante a fermentagdo para producdo de ramnolipideos, o envelhecimento celular, o
esgotamento de nutrientes e o acimulo de ramnolipideos e/ou subprodutos na fase estacionaria
da fermentacdo podem inibir a atividade celular e, consequentemente, a taxa de producéo de

ramnolipideos (Jiang et al., 2019).

A producdo eficiente de ramnolipideos requer a configuracédo adequada dos parametros
de fermentacéo, pois esses fatores podem ter um impacto significativo no rendimento desses
compostos. Os pesquisadores tém se dedicado a aprimorar a producdo de ramnolipideos por
meio de rotas de otimizag&o do sistema produtivo. Alguns dos principais parametros incluem o
tipo de fonte de carbono, o0 momento de alimentacdo dos substratos, o pH, a temperatura, a taxa
de aeracdo, o oxigénio dissolvido, a densidade celular e a capacidade de remover o produto no
local (Eslami, 2020).

3.2.1.1. Fonte de carbono

O desafio referente a producdo em escala industrial dos biossurfactantes esta
diretamente relacionado ao custo de producdo. Dentre as diversas estratégias que visam a
melhoria da balanca econdmica dos surfactantes bioldgicos, o uso de residuos organicos como
fonte de carbono é uma oportunidade, principalmente no Brasil que é um pais essencialmente
agricola (Marinho et al., 2019).

Refinarias e industrias de alimentos também geram uma quantidade significativa de
residuos oleosos, que podem ser aproveitados como um substrato rico para a producdo de
biossurfactantes. Devido a composi¢do estrutural dos acidos graxos presentes nesses residuos,
eles sdo capazes de induzir a producdo de biossurfactantes (Varjani e Upasani, 2017). Esses

residuos séo facilmente disponiveis e de baixo custo, o que contribui para a viabilidade
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econdmica do processo. No entanto, é importante a selegdo de um substrato que forneca um
equilibrio adequado de nutrientes, que garanta tanto o crescimento celular quanto a producao

do biossurfactante desejado (Duran et al., 2020).

O uso de fontes de carbono de baixo peso molecular como glicerol, glicose e melago de
cana de agUcar tem sido estudado como substrato para produgdo de ramnolipideos. Embora
estas fontes de carbono solUveis em agua, possam ser usadas para a producéo de ramnolipideos,
geralmente a producdo é significativamente menor em comparacao aos substratos oleosos, no
entanto o custo desses substratos torna-os mais atrativos do ponto de vista econémico (Abbasi
etal., 2012; Noh, 2014).

No Brasil, o glicerol é um subproduto da industria do biodiesel e apresenta um grande
potencial como matéria prima para a producao de biossurfactantes (Junior, 2022). Santos et al.
(2002) investigaram a producgdo de ramnolipideos pela cepa PA1 de Pseudomonas aeruginosa
utilizando glicerol como substrato. Como resultado, foi obtido um aumento de 62% na
produtividade volumétrica com o aumento da concentracgdo inicial de células de 0,32 para 3,0
g L7, atingindo 23,2 mg L h'. A sintese de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa utilizando glicerol também foi descrita por Zhang et al. (2005) obtendo 15,4 g L*
do tensoativo, enquanto Silva et al. (2010) alcancaram 3,5 g L* de ramnolipideos, Salazar-
Bryam (2016) obtiveram uma producéo de 2,55 g L™ de ramnolipideos em 72h, utilizando a
cepa P. aeruginosa LBI 2A1 e 50 g L de glicerol como substrato. Junior (2022) obteve
concentracéo final de 8,3 g L de ramnolipideos utilizando 45 g L™ de glicerol como substrato
em 239h de fermentagcdo em biorreator.
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A tabela 1 apresenta outros exemplos de residuos utilizados na producdo de ramnolipideos.

Tabela 1. Residuos utilizados para produgdo de Ramnolipideos. Compilado por este autor

Tipo de Residuo Microrganismo Tipo de Rendimento (g Fonte
Cultivo LY
Bagaco e casca de Batata P. azotoformans Batelada 1,2 Das and Kumar,
AJ15 2018
Residuo do Refino de Oleo P. aeruginosa Batelada 0,5 Radzuan et al.,
de Palma PAO1 2017
Hidrolisado Achromobacter Batelada 4,5-19,3 Joy et al., 2019
Ligninocelulésico sp. (PS1) sequencial
“fill-and-
draw”
Aguas residuais de fabrica  P. aeruginosa 112 Batelada 51 Gudifia et al.,2016

de 6leo, milhocina e melago

de cana-de-agUcar

Gordura Animal e Glicerol P. aeruginosa Batelada 17,0 Sohail and Jamil,
2019
Residuos Alimentares Acinetobacter Batelada 10,2 Johnravindar et al.,
calcoaceticus Alimentada 2022
BU-03

3.2.1.2. Nitrogénio e Parametros Operacionais

A escolha de um substrato de baixo custo afeta a economicidade do processo de
producdo de biossurfactantes. No entanto, mesmo apos a sele¢do do substrato, ele precisa de
uma otimizagéo adicional, dependendo do organismo utilizado para a produgdo. Parametros
como pH, temperatura, oxigenacao, agitacdo, e disponibilidade de nutrientes sdo fundamentais
para a obtencdo de um rendimento ideal de biossurfactantes. A formulagdo do meio de cultura
de acordo com a fonte de carbono, as condic¢des de cultivo e pardmetros fisico-quimicos do
processo de fermentacdo precisam ser otimizadas para maximizar a producdo de

biossurfactantes (Sarubbo et al., 2022).

O nitrogénio € outro fator importante para a producdo de biossurfactantes por
microrganismos. As fontes de nitrogénio, tanto inorganicas quanto organicas, desempenham

um papel crucial no crescimento microbiano, no desenvolvimento dos componentes celulares e
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na sintese de metabdlitos bioativos envolvidos na producdo de biossurfactantes (Jimoh e Lin,
2019).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa foi relatada como capaz de utilizar nitratos, aménio
e ureia como fontes de nitrogénio para a producéo de seus biossurfactantes (Santos et al., 2002;
Santa Anna et al., 2002). Além disso, as fontes organicas de nitrogénio, como extrato de
levedura, também tém se mostrado importantes para aumentar a atividade e a eficiéncia na

producdo de biossurfactantes (Abbasi et al., 2012).

A razdo carbono-nitrogénio (C:N) também é um pardmetro influente para a
produtividade de ramnolipideos. Uma vez que a producdo mais significativa de ramnolipideos
ocorre durante a fase estacionaria, uma razdo C:N equilibrada é essencial para uma producéo
Otima do biossurfactante, tendo em vista que uma razdo desequilibrada pode levar a um

crescimento excessivo de células (Varjani e Upasani, 2017).

A producéo eficiente de ramnolipideos requer a pré-condicdo de limitar o crescimento
de Pseudomonas aeruginosa. Isso é alcancado por meio do rapido esgotamento da fonte de
nitrogénio no meio, enquanto se mantém elevados niveis de carbono. O processo de batelada
simples e a batelada alimentada sdo as mais viaveis e menos exigentes para alcancar essas
condicBes. Essas modalidades sdo preferiveis devido a facilidade de acompanhamento,
equipamento e manutencdo do processo. A batelada alimentada, em particular, € uma
abordagem atraente para uma ampla gama de processos fermentativos, pois € aplicavel em
sistemas onde o agente microbiano é sensivel a fenbmenos de inibicdo por substratos com
cinética de formacdo de produto ndo associada ao crescimento, como é o caso dos

ramnolipideos (Tavares, 2007).

3.2.1.3. Estratégias Fermentativas

Batelada, batelada alimentada e processo continuo sdo estratégias para o processo de
fermentacgdo e se diferem pela maneira que o substrato é adicionado ao processo e o produto

retirado.

No processo de cultivo em batelada, todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento
das bactérias e producdo dos bioprodutos desejados s&o adicionados ao meio de cultura antes

do inicio do cultivo, e o produto so é retirado do fermentador no final do processo. Ja no
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processo continuo um determinado volume de meio de cultivo é continuamente adicionado ao
fermentador e parte é removido ao mesmo tempo, a fim de manter um volume de cultura
constante. O processo de batelada alimentada é uma estratégia de fermentacdo intermediaria
onde o meio de cultivo fresco contendo o substrato € adicionado ao fermentador sem que 0

produto seja retirado (Eslami et al., 2020).

Vérias bateladas alimentadas podem ser realizadas para aumentar a produtividade de
um determinado bioproduto, esse processo ¢ chamado de batelada sequencial ou processo
ciclico ou semi-continuo. Nessa estratégia, uma parte da cultura é retirada ao final da batelada
e utilizada como indculo em um meio de cultura fresco, enquanto o restante da cultura antiga é
utilizado na recuperacdo do produto. Essa abordagem apresenta diversas vantagens, como a
obtencdo semi-continua do produto, a diluicdo de subprodutos téxicos no meio de cultura e a
reducdo do tempo de inatividade necessario para limpeza, preparacdo, esterilizacdo do
fermentador. 1sso permite uma producdo continua do produto desejado, otimizando a eficiéncia
do processo e reduzindo os custos operacionais (Blunt et al., 2022).

Os processos continuos e semi-continuos sdo estratégias de fermentacdo que tem
recebido atencdo no que diz respeito ao potencial de aumento de produtividade de

ramnolipideos.

Trummler et al. 2003 sob condigdes limitantes de nitrogénio, obtiveram 45 g L™ de
concentracdo de ramnolipideos em um processo de batelada alimentada com 6leo de colza como
fonte de carbono. A aplicacdo de uma estratégia de alimentacao continua por Lee et al. (2004)
usando 6leo de peixe, resultou em 22,7 g L de ramnolipideos.

He et al. 2017 avaliaram a producdo de ramnolipideos em batelada sequencial utilizando
a estratégia de “enchimento e descarte” (fill and draw) utilizando éleo de milho como substrato
e obteve um aumento 163% e 102% de aumento em relacdo aos processos tradicionais de
batelada e batelada alimentada, respetivamente.

Outro estudo a respeito da producdo de ramnolipideos por batelada alimentada foi
realizado por Johnravindar et al. (2022) que utilizando residuos alimentares produziram 10,25
+ 1,34 g L de ramnolipideos em 43 horas.
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Quanto ao modo de cultivo os processos fermentativos para produgéo de ramnolipideos
podem ser do tipo submerso (FS) ou em estado sélido (FES). Na FS, o microrganismo €
cultivado em um meio liquido que contém o0s nutrientes necessario para 0 seu crescimento. A
producdo de ramnolipideos em processos submersos geralmente é realizada em sistemas de
fermentagdo aerdbica com alta agitacdo e dispersdo de bolhas de oxigénio ou de ar. Nesses
sistemas, ocorre formacdo extensiva e estavel de espuma, o que causa problemas operacionais
graves, como crescimento de células nas paredes do biorreator, transbordamento de espuma,

obstrucdo de filtros de saida de gas e maior probabilidade de contaminacéo (Sodagari, 2014).

Na FES, ndo hé agua livre presente no substrato. Nesse processo a umidade fornecida é
suficiente apenas para permitir o crescimento microbiano e atividade metabdlica. O substrato
solido pode ser tanto um material inerte que suporta o crescimento dos microrganismos, como

também pode ser a fonte de nutrientes (Da Rosa, 2008).

El-Housseiny et al. (2019) produziram ramnolipideos em FES utilizando uma mistura
50-50 de bagaco de cana-de-acUcar e farelo de milho incorporado a uma solugdo 5% v/v de

glicerol e produziu 67% a mais de biossurfactante em relacdo a fermentacdo submersa.

Contudo, é importante notar que a literatura atual carece de informacbes abrangentes
relacionadas aos fendbmenos de transporte e taxas de crescimento para a FES. Dessa forma,

ainda existem desafios relacionados ao gerenciamento do processo (De Mélo, 2016).

3.3.  Recuperacéo e Purificacdo

Nos bioprocessos, as etapas de downstream sdo aquelas relacionadas a separacao e a
purificacdo dos produtos, alem de estarem associadas a recuperacdo de algum insumo. De
acordo com Sarachat et al. (2010), cerca de 40-60% do custo total de produgéo de produtos
biotecnologicos esta relacionado as etapas de recuperacao e purificacdo. Além da otimizacao
da producdo, o processo de separacao e extracdo € uma etapa que limitante para a produtividade
do bioprocesso (Chen et al., 2021).
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Najmi et al. (2018) afirmam que os custos de downstream dos biossurfactantes pode
representar de 60% a 80% dos custos totais de producdo. Estes custos prejudicam a
competitividade dos biossurfactantes frente aos surfactantes sintéticos e dificultam a sua

utilizacdo industrial (Sarubbo et al., 2022).

Diversos fatores sdo considerados para a escolha do melhor processo de separagédo de
bioprodutos, tais como sua origem celular (intracelular ou extracelular), sua polaridade e
interacdes moleculares, solubilidade, além das caracteristicas fisico-quimicas do meio de
fermentacdo como viscosidade, densidade, impurezas e subprodutos bem como as
caracteristicas do produto de interesse como a massa molecular, concentragdo, solubilidade,
polaridade, volatilidade (Assis, 2014; Pereira et al., 2008).

Existem vérias técnicas que podem ser utilizadas para recuperar biossurfactantes a partir
da fermentacdo microbiana, sendo a extracdo por solvente a mais comumente utilizada. No
entanto, o uso de grandes volumes de solventes organicos nesse processo aumenta 0s custos e
pode causar danos ao meio ambiente, quando manuseados e descartados de maneira
inadequada. Por isso, estdo sendo investigadas tecnologias de extracdo alternativas, e
ambientalmente amigaveis, como adsorcdo em carvao ativado ou resinas de poliestireno,
centrifugagdo, cromatografia de troca ibnica, fracionamento de espuma e
ultrafiltracao/ultrafiltracdo. Essas tecnologias oferecem a vantagem de obter biossurfactantes
altamente puros a um custo mais baixo e em menos tempo, além de permitir a reutilizacdo dos

materiais de extracdo (Sarubbo et al., 2022).

A integracdo da producdo e separacdo de biossurfactantes € uma abordagem promissora
para otimizar a eficiéncia e a viabilidade econdbmica. Métodos de separacdo in situ tém sido
explorados, permitindo a recuperacgdo continua dos biossurfactantes durante a fermentacao, nos
quais os biossurfactantes sdo separados e recuperados diretamente do meio de cultura durante
0 processo de producdo. Isso reduz a necessidade de etapas adicionais de separagdo e
purificacdo e permite a obtencdo de biossurfactantes em alta pureza. Técnicas avancadas de
purificacdo, como cromatografia e ultrafiltracdo, também sdo empregadas para obter
biossurfactantes de alta pureza. A integracao dessas etapas visa simplificar o processo, reduzir

0s custos de producdo e melhorar a qualidade dos biossurfactantes obtidos (Dolman, 2019).
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3.3.1. Processos de Separacao por membrana

Uma membrana pode ser definida como uma barreira semipermeéavel de separacéo fisica
entre duas e que impede o transporte de um determinado componente por uma dessas fases, sob
o efeito de uma forca motriz (Habert et al., 2006). A partir dos anos 60, os Processos de
Separacdo por Membrana (PSM) passaram a ser muito utilizados na industria pois apresentam
vantagens como a economia energética, facilidade de instalacdo, operacdo e possibilidade

integracdo com outros processos de separacao convencionais (Braga Junior, 2007).

Os Processos de Separacdo por Membrana (PSM) podem ser classificados de acordo
com a for¢a motriz utilizada no processo. As técnicas mais comumente empregadas nos PSM
utilizam gradiente de pressdo como forga motriz. Nesse caso, a diferenca de pressao entre 0s
dois lados da membrana impulsiona a separagdo dos componentes desejados. Outros processos
podem empregar o gradiente de concentracédo, gradiente elétrico ou gradiente de pressao parcial
(Amaral, 2009).

Dos Processos de Separagdo por Membrana (PSM) que utilizam como forga motriz o
gradiente de pressao, os mais amplamente utilizados na industria sdo a microfiltracdo (MF),
ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (Ol), esses processos se diferem tanto
pela pressdo a eles aplicada, quanto ao tamanho do poro da membrana. A tabela 2 apresenta um

resumo das caracteristicas desses processos.

Tabela 2. Caracteristicas dos PSM. Adaptado de Galvao e Gomes (2015)

Processo A P (bar) Diadmetro do Poro (um)
Microfiltragdo (MF) <2 0,09-10
Ultrafiltragdo (UF) 1-7 0,004-0,1
Nanofiltragdo (NF) 4-35 0,001-0,005

Osmose reversa (OR) 15-150 < 0,002
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Figura 7. Particulas e moléculas retidas de acordo com o tipo de PSM. Fonte: Galvédo e Gomes (2015)

A integracdo das membranas no campo da engenharia de bioprocessos se da devido a

capacidade das membranas de serem utilizadas em diversos processos tanto em fermentadores

quanto em biorreatores. Essas aplicagdes incluem transporte de gases, transferéncia seletiva de

nutrientes, separacdo e purificacdo de produtos de valor agregado, analise de concentracéo de

analitos como sensores, processamento de proteinas e outros produtos na etapa de purificagéo,

além da esterilizacdo de compostos sensiveis ao calor. Desta forma, as membranas

desempenham um papel versatil e essencial nessas operac@es (Singh et al., 2020).

Os processos de separacdo por membrana sdo apontados como processos promissores

para a recuperacao de biossurfactantes pois séo capazes de separar 0s produtos de metabolismo

de celulas inteiras, evitando assim um crescimento indesejado de biomassa pds-biorreacdo

(Rodrigues et al., 2006).

A separacgdo por membrana tem a vantagem de permitir que a fermentacéo e a separacao

sejam completamente desacopladas em um processo integrado. Em um sistema de purificacdo

de biossurfactantes, por exemplo, pode ser inicialmente utilizado um processo de ultrafiltragéo

para uma separacdo das células do meio contendo os biossurfactantes, possibilitando o reciclo

de células ao biorreator e seu reaproveitamento no processo. Uma segunda etapa de
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ultrafiltracdo pode ser entdo adicionada, visando a concentracdo e purificagdo de bioproduto,
visto que a UF permite a passagem da &gua e pequenas moléculas, mas mantém o

biossurfactante retido no meio de cultivo (Dolman et al., 2019).

Chen et al. (2007) estudaram a recuperacdo da surfactina através da técnica de salting-
out com sulfato de aménio, ultrafiltracdo (UF), e o processo hibrido. Somente o processo de
salting out com sulfato de amdnio proporcionou um rendimento de recuperacéo na faixa de 84-
93%, e uma pureza na faixa de 67-69% Somente o processo de UF apresentou alta pureza
(~83%) mas baixo rendimento de recuperacdo (<68%). J& o processo hibrido de salting-out
(primeiro) e UF proporcionou um rendimento de recuperagdo de 81% e uma pureza de 78%.
Os resultados apresentados demonstraram o potencial promissor de aplicagdo do processo

hibrido para a recuperacdo de surfactina.

Isa et al. (2008) desenvolveram um processo de ultrafiltracdo para recuperacdo de
surfactina em escala de laboratério com membranas de celulose regenerada (RC) e
poliétersulfona (PES) em diferentes pressdes e obtiveram uma taxa de recuperacéo de 94% e

96% de pureza do bioproduto.

Coutte et al. (2013) desenvolveram um bioprocesso integrado para produgdo de
surfactina em um biorreator de membrana sem bolhas (BMBR). O processo foi realizado em
dois tanques, o primeiro biorreator foi continuamente alimentado com meio fresco e o0 meio de
cultivo era ultrafiltrado a uma taxa de 0,5 L min™t. Esta primeira etapa garantia a retencéo total
e reciclo de células. O permeado contendo substratos residuais e metaboélitos, como acidos
organicos e surfactina, era entdo coletado dentro do tanque 2, onde era realizada etapa de
ultrafiltracdo para a concentracdo e purificacdo continuas de surfactina. Neste estudo, foi
possivel extrair e purificar continuamente varios gramas de biossurfactante, com pureza de até
95%.

Apesar de diversos artigos apresentarem 0s processos de separacdo por membranas
como alternativas promissoras para a recuperacao de biossurfactantes, ainda existem gaps que
precisam ser avaliados para esta tecnologia, principalmente no contexto da recuperacdo de
ramnolipideos. Dessa forma, o presente trabalho se propde a avaliar a ultrafiltragdo como
tecnologia de recuperacdo de ramnolipideos, e concentragdo de biomassa em um processo de

alimentacéo semi-continuo.
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4. Metodologia
4.1. Cultivos

4.1.1.  Microrganismo

Para a producdo dos ramnolipideos foi utilizada a cepa LFM634 da bactéria
Pseudomonas aeruginosa obtida da colecdo do Laboratério de Biotecnologia Microbiana
(LABIM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os slants

contendo os microrganismos foram mantidos a -80 °C.

4.1.2. Pré-Indculo

Para o preparo do pré-indculo, o contetdo do slant foi adicionado a Erlenmeyer de 1L
contendo 300mL de meio de cultivo com a seguinte composi¢do (meio de crescimento): NaNOs
(1,0 g L"), MgS04.7H20 (0,2 g L), KoHPO4 (7,0 g L), KH2PO4 (3,0 g L™), Peptona (5,0 g
L), Extrato de Levedura (5,0 g L), Glicerol (30 g L™?) (Santos et al., 2016). O glicerol,
utilizado como fonte principal de carbono, foi obtido ap6s decantacao da glicerina bruta (74%
de pureza) cedida pela Petrobras, coletada da producéo de biodiesel na Usina de Biodiesel de
Montes Claros.

Apbs esterilizacdo em autoclave por 20 minutos em pressdo 1 bar, os frascos foram
incubados a 30°C e 200 RPM por aproximadamente 36 horas. Apds o periodo de crescimento

mencionado, 0 meio rico em células atuou como pré-indculo para a producao de ramnolipideos.

4.1.3. Cultivo em Frascos

Para a producdo de ramnolipideos foram preparados, em trés erlenmeyers de 1L, 450
mL de meio de cultivo com a seguinte composicdo (meio minimo): NaNOs (5,54 g L),
MgS04.7H20 (0,2g L), K;HPO4 (7,09 L), KH2PO4 (3,09 L), Extrato de Levedura (2 g L
1, Glicerol (30gL™?) (Santos et al., 2016). Os frascos contendo o meio de cultivo foram

esterilizados em autoclave por 20 minutos em presséo de 1 barg.
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Apos o resfriamento dos frascos, foram adicionados, em condi¢des de assepsia em
capela de fluxo laminar, 50 mL do meio rico em células (pré-indculo), totalizando 500 mL de

volume de meio nos Erlenmeyers destinados ao experimento.

Foram retiradas amostras de 2 mL em frascos tipo eppendorf para analises de

crescimento celular e concentragdo de glicerol e concentracdo de ramnolipideos diariamente.

4.2. Meétodos Analiticos de Quantificacao

4.2.1. Biomassa

Aliquotas das amostras retiradas foram diluidas de acordo para coincidirem com a faixa
linear da curva padrdo de peso seco, a partir da medida da absorbancia em um
espectrofotdometro a 600 nm, utilizando o fator (f) de 0,8162; onde [Biomassa(g L) = (f) . Abs]
calculado para esta cepa por Junior (2022). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 10* rpm e o sobrenadante reservado para a quantificacdo de glicerol e

ramnolipideos.

4.2.2.  Glicerol e Ramnolipideos

Para a determinacdo da concentracgdo do glicerol foi retirada uma aliquota de amostra e
feita diluicdo de 10 vezes em &gua, filtrada e injetada no HPLC. A quantificacdo de ramnose
foi realizada pelo método descrito por (Almeida, 2011), que consiste na acidificacdo da amostra
até pH proximo de 3 com acido sulfarico concentrado, seguido de banho-maria a 98 °C por 4
horas. Apos o periodo determinado a amostra é neutralizada com hidréxido de sédio, filtrada e
injetada no HPLC. A quantificacdo de ramnolipideos é feita por conversdo matematica a partir

de uma curva previamente elaborada por espectrometria de massas.

Para ambas as analises (ramnose e glicerol) em HPLC foi usada temperatura de 40°C,
utilizando como fase mdvel solugdo 0,0032 M de &cido sulfarico com fluxo de 0,6 mL min™ e
volume de injecdo de amostra igual a 20 mL e utilizando a coluna HPX-87H (BioRad - 300mm

X 7,8 mm.



42

4.3. Sistema de Ultrafiltracdo e Procedimento Experimental

4.3.1.  Mddulo de Ultrafiltracédo

As fibras ocas de PVDF reforcadas da Hinada Water Treatment foram utilizadas para

a construcao de mddulos de permeacado e tem suas especificacdes descritas na tabela 3.

Figura 8. Aspecto das membranas

Tabela 3. Especificagdes da Membrana (Tabela do Fabricante)

Material

Diametro Interno/Externo
Tensdo

Fluxo para agua
Temperatura de Operacgéo
pH

Pressdo de Operacdo
Turbidez da agua de saida
Meétodo de Filtragdo
Tamanho do poro
Densidade do poro
Espessura PVDF

Fibra Oca -PVDF reforgado
1,0/2,2 mm

Acima de 100MPa

10 -25L m?2ht
5°C-45°C

2-12

0,2-0,4 Mpa

Menor que 1 NTU
Sucgdo — Retrolavagem
0,03 -0,05 um

65 — 70%

80 — 100 pum
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O modelo proposto para a configuracdo dos modulos de UF deste trabalho é do tipo alca
com o auxilio de um tubo de poliuretano de 16mm selado com cola araldite, e foi desenvolvido
no Laboratério de Processos de Separacdo com Membranas e Polimeros (PAM -
COPPE/UFRJ). O mddulo foi acoplado a um tubo de poliuretano transparente utilizando
engates de silicone e conectores de PVC.

Figura 9. Médulo de Ultrafiltracdo. Elaboracédo prépria

Cada mddulo foi construido com 32 fibras com 20cm de comprimento, resultando em 0,044 m? de
area de filtrag&o.

4.3.1.  Ultrafiltracdo
A ultrafiltracdo aconteceu com aproximadamente 100 mL de meio de cultivo e o0 tempo
final do procedimento foi registrado para a realizacdo do calculo do fluxo. O fluxo de permeado
(J) foi determinado em funcdo do tempo pela equacéo abaixo:
Equacao 1:] =V/txA

Também foi avaliada a permeabilidade das membranas pela equacéo 2 abaixo:
Equacao 2 : Permeabilidade =%

Onde: V é o volume coletado em um determinado tempo (L), t é o tempo no qual a
amostra foi coletada (h) e A ¢ a area de filtragdo da membrana (m?) e P é a pressdo (bar).
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A eficiéncia da ultrafiltracdo obtida nos experimentos foi calculada pela equacgéo 3.

C
Equagido 3 : Eficiéncia da Ultrafiltracio (%) = C—p x 100
f

Onde Cp é a concentragdo obtida no permeado e Cf é a concentracdo no frasco antes da

ultrafiltracao.

4.3.2. Limpeza

Apds o uso as membranas eram imersas em béqueres com 500mL de agua ultrapura e
postas por 10 min em uma lavadora ultrassonica com frequéncia ultrassonica de 40kHz. Em
seguida eram imersas em uma solucdo de 1% p/v de NaClO por 15 min e enxaguadas e
armazenadas com agua ultrapura.

Para serem utilizadas as membranas eram novamente imersas em uma solucdo de 1%
p/v de NaCIlO por 15 min, em seguida eram enxaguadas com &gua ultrapura, imersas em um
béquer com agua ultrapura e levadas ao fluxo de luz U.V. por 15 min. A transferéncia das

membranas para os frascos e a retirada destas sempre era realizada dentro do fluxo de luz U.V.

4.3.3.  Planejamento Experimental

Foram realizadas fermentagdes do tipo batelada em dois frascos de 1000mL com meio
500 mL de volume util. Destes dois frascos, um,chamado controle, ndo foi realizado a
ultrafiltracdo e o outro, chamado ultrafiltrado, em que a ultrafiltragdo foi realizada. Nos frascos
ultrafiltrados, a alimentacdo era realizada imediatamente ap6s a ultrafiltracdo. Ambos os frascos
eram alimentados ao mesmo tempo

As diferencgas operacionais adotadas em cada experimento serdo mais bem elucidadas
no capitulo de resultados e discussdo. A tabela 4 apresenta um resumo das principais

caracteristicas de cada experimento realizado.
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Tabela 4. Resumo do planejamento experimental

N° Tipo de Cultivo Alimentacéo Alimentacéo
Experimento ) ) Alimentacdo ap6s 144h do
Batelada alimentada 30 g L'*de Glicerol o )
1 inicio do experimento.

1° Alimentagdo ap6s 118h do

Experimento ] ] inicio do experimento.
Batelada alimentada 30 g L de Glicerol . )
2 2° Alimentacdo apos 235h da
primeira alimentacéo.
Experimento ) ) Alimentacdo ap6s 48h do
Batelada alimentada 20 g L™ de Glicerol . )
3 inicio do experimento.

1° Alimentagdo - 20 g L™

de Glicerol 1° Alimentacdo ap6s 48h do
Experimento ] 2° Alimentagdo —20 g L* inicio do experimento.
Batelada alimentada . . o
4 de Glicerol €2,58gL*  2° Alimentacdo ap6s 170h da
de NOs primeira alimentacéo

5. Resultados

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos quanto a
investigacdo da producdo de ramnolipideos em batelada alimentada por pulsos em periodos de
limitacdo de nitrogénio e, quanto a recuperacdo deste produto por membrana de ultrafiltracao.

Em todos os ensaios dois frascos foram avaliados, o frasco controle em que a
ultrafiltracdo ndo foi realizada, apenas alimentacdo e, o frasco ultrafiltrado onde foram
realizadas alimentacdo e ultrafiltracdo. Nos graficos apresentados a alimentacdo sera

representada por uma reta azul e a ultrafiltracdo serd indicada por uma seta.

Os experimentos 1, 2 e 3 tiveram como principal objetivo realizar um levantamento dos
principais problemas e limitagdes da metodologia experimental e fornecer um panorama do
efeito das principais variaveis envolvidas no processo produtivo, e a fermentacdo 4 tém como

objetivo avaliar se ha retomada na produgéo de ramnolipideos apds adicdo de nitrogénio.
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Avaliagdo da producéo de ramnolipideos em limitacéo de nitrogénio

No primeiro experimento, os modulos de ultrafiltracdo foram adicionados aos frascos
no momento da inoculagédo visando reduzir os riscos de contamina¢do com a sua manipulagéo.
Para que as condi¢cdes de crescimento fossem similares, foram colocados mdédulos de
ultrafiltracdo em ambos os frascos, evitando possiveis alteragdes hidrodindmicas que seriam
diretamente relacionadas ao aporte de oxigénio para as células.
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Figura 10. Experimento 1 - Gréfico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco controle.
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Figura 11. Experimento 1 - Grafico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco
ultrafiltrado.

Inicialmente observou-se intensa formacao de espuma nos frascos, como mostra a figura
12. Segundo Gruber et al (1993), o0 uso da aeracdo submersa convencional para a producédo de

biossurfactantes do tipo ramnolipideo pode levar a formacgdo de espumas muito estaveis.

Dessa forma, a formacéo de espuma foi atribuida associacdo da presenca dos modulos
de ultrafiltracdo dentro dos frascos nas incubadoras de agitacdo durante o periodo de
experimento e a producdo dos ramnolipideos. Os mddulos funcionaram como agitadores
mecanicos e promoveram intensa formacdo de espuma nos frascos. Além disso, foi observado
que, devido algumas conexdes dos mddulos serem diferentes umas das outras, a agitacdo
empregada dentro dos frascos era diferente. Como é possivel observar a figura 12 apresenta
uma camada de espuma diferente nos frascos, fruto dessa divergéncia de tamanho e forma das

conexodes dos madulos.

Percebe-se, pela comparagéo das figuras 10 e 11, que o frasco controle obteve maior

crescimento celular, provavelmente influenciado pela maior aeragdo que sofreu devido a

presenca de um maédulo maior.
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Figura 13. Experimento 1 — Comparagao da producdo de ramnolipideos dos frasco controle e ultrafiltrado.
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Como € possivel observar na figura 13, por consequéncia da maior aeracdo devido a
presenca do maior médulo, o frasco controle também apresentou uma maior producdo de
ramnolipideos, alcancando o pico até préximo ao ponto equivalente a 144 horas de

experimento.

De acordo com Tavares (2007), diferentes quantidades de oxigénio fornecido ao meio
podem gerar multiplos resultados, desde a geracdo de biomassa até a produgdo de
ramnolipideos, passando pela dindmica de producao de diversos outros fatores de viruléncia.
Isso pode contribuir tanto para a melhoria de produc¢édo de ramnolipideos como também para o
desenvolvimento de uma estratégia de produgdo em que os fatores de viruléncia se encontrem
nos mais basais niveis possiveis. Desta forma, as diferencas fisicas no médulo podem ter

ocasionado a promocao de diferentes niveis de oxigénio nos frascos.

Destaca-se também que a produtividade do biossurfactante foi baixa, de forma geral,
comparado aos valores encontrados na literatura, Silva et al. (2010) alcancaram 3,5 g L™,
Salazar-Bryam (2016) obtiveram uma producdo de 2,55 g L e Junior (2022) obteve
concentracio de 8,3 g L ! de ramnolipideos utilizando glicerol, como ja citado anteriormente.
Apesar dos parametros de cultivo desses trabalhos ndo serem os mesmos considerou-se que
melhorias poderiam ser tomadas para o aumento da producdo. Foi atribuida a baixa
produtividade a alta relacdo entre volume de meio de cultivo e volume total do frasco tipo
Erlenmeyer. Toda a producdo (parametros e formulacdo de meio de cultivo) havia sido
otimizada para a relagdo 3:10 (300 mL em frascos com capacidade para 1.000 mL), mas no
presente trabalho foi utilizada a proporgéo 5:10, como descrito na se¢cdo de metodologia. Isto
foi necessario para se acomodar o0 mddulo com as membranas de forma completamente
submersa e, mesmo com o préprio modulo atuando como promotor de turbuléncia, reduziu
drasticamente o aporte de oxigénio transferido ao meio ao longo da producgdo. Porém, isto ndo

afeta a analise proposta no trabalho, realizada de forma comparativa.

Esperava-se, no entanto, que apds a alimentacdo, ambos os frascos retomassem a
produtividade ap0s a hora 144, posterior a ultrafiltracdo/alimentacéo, o que ndo aconteceu. Ao
final da fermentacdo percebe-se ainda que o frasco controle apresentou uma queda na

concentracdo de ramnolipideos.
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A produtividade e 0 Yp/s do processo foram avaliados em duas etapas distintas, a
primeira avaliando o intervalo do inicio do experimento e a primeira ultrafiltracéo, e a segunda

a partir da alimentacéo até a finalizacdo do experimento.

Tabela 5. Experimento 1 — Resultados de produtividade volumétrica e Yp/s

Frasco controle Frasco ultrafiltrado
Etapa Intervalo (h) Horas

Pp(mgL*h") Yp/s(gg?) Pp(mgL*h?) Yp/s(gg™)
1 0-144 144 11,6 0,08 6,3 0,04
2 168 - 336 168 2.4 -0,06 2.4 0,05

Observa-se na tabela 5 que a produtividade e o fator de converséo de substrato para
produto do frasco controle € maior que a do frasco ultrafiltrado na primeira etapa. No entanto,
na segunda etapa a produtividade do frasco controle se torna negativa, bem como seu fator de

conversdo. Isso porque ao final da producdo parte dos ramnolipideos produzidos no frasco
controle foram consumidos.

O segundo ensaio teve como objetivo avaliar os efeitos do aumento do tempo de cultivo
na producdo dos ramnolipideos em condicdes de cultivo semelhantes ao primeiro ensaio.
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Figura 14. Experimento 2 - Gréfico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco controle
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Figura 15 Experimento 2 - Grafico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco
ultrafiltrado.

Cabe ressaltar que, assim como no experimento anterior, apenas ao frasco ultrafiltrado
foi realizado o procedimento de ultrafiltracdo. Ao frasco controle um modulo foi inserido para
imitacdo das condigdes de cultivo, porém sem a realizacdo da UF. Ambos os frascos foram
alimentados nos mesmos momentos. Analisando as figuras 14 e 15 observa-se que o frasco
controle apresentou uma maior producdo de biomassa que o frasco ultrafiltrado, obtendo um
pico de crescimento de 6,2 g na hora 118, j& o frasco ultrafiltrado teve seu pico apenas na hora
336, obtendo 5,2g de biomassa. Mais uma vez a presenca do médulo de ultrafiltracdo durante

0 procedimento afetou a aerag¢do ocasionando essa diferenca entre frascos.
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Concentracido de Ramnoipideos (g L1)

0 100 200 300 400 500 600
Tempo de Experimento (h)

--e--- Controle - Ultrafiltrado

Figura 16. Experimento 2 — Comparagao da producdo de ramnolipideos dos frasco controle e ultrafiltrado

Avaliando a producdo de ramnolipideos (figura 16) nota-se que a produc¢do no frasco
controle foi muito superior a do frasco ultrafiltrado até a hora 190. Isso € justificado pelo maior

crescimento celular obtido no frasco controle 6,2 g L* frente a 4,0 g L do frasco ultrafiltrado.

Visando ter mais clareza em relagdo a produtividade e ao Yp/s do processo o
experimento foi dividido em 3 etapas: do inicio do experimento até o tempo equivalente
primeira ultrafiltracdo; do ponto imediatamente posterior a alimentacdo a segunda
ultrafiltracdo; do ponto imediatamente posterior a segunda alimentacdo a finalizacdo do

experimento.

Dado os valores de produtividade volumétrica e fator de conversdo produto em
substrato, nota-se na tabela 6, que a produgdo do frasco controle sO ocorreu até
aproximadamente 118h. Em relacdo ao frasco ultrafiltrado pode-se pontuar que a produtividade
caiu cerca de 57% da primeira para a segunda etapa e cerca de 60% da segunda para a terceira
etapa, enquanto o fator de conversao caiu cerca de 23% da primeira para a segunda etapa e 74%

da segunda para a terceira etapa.
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Tabela 6. Experimento 2 — Resultados de produtividade volumétrica e Yp/s

Etapa Intervalo Horas Frasco controle Frasco ultrafiltrado
(h) Pp (mg L™*h™) Yp/s (99 Pp (mg L™*h™) Yp/s (99™)
1 0-118 118 19,2 0,11 51 0,04
2 125-360 235 -6,0 -0,11 2,2 0,03
3 362-506 144 -1,6 -0,01 0,9 0,01

Observou-se ainda que apos a alimentacao, o frasco controle continuou produzindo até
aproximadamente a hora 190, mas em seguida decaiu significativamente a sua concentragdo até
a hora 506. Sodagari e Ju (2019) também reportaram a parada de producdo de ramnolipideos
apos 190h de fermentacdo com limitacdo de nitrogénio. Os ramnolipideos podem ter sido
consumidos visto que € possivel que alguns biossurfactantes sejam produzidos como reserva

externa de carbono. (Inoh et al., 2004)

Em relacéo ao frasco ultrafiltrado, onde foi realizada a ultrafiltracdo, nota-se que no dia
seguinte aos procedimentos de ultrafiltracdo/alimentacdo houve uma rapida reposicdo do

produto que foi retirado, no entanto, essa producao também parou apds 190h de experimento.

Assim como no primeiro experimento o frasco ultrafiltrado alcangou uma concentragao
final superior ao frasco controle. No entanto, devido ao comportamento anormal ocorrido entre
as horas 118 e 190, outros experimentos foram conduzidos visando aprimorar a metodologia

experimental.

No terceiro ensaio algumas acdes foram modificadas com o objetivo de otimizar a
producdo de ramnolipideos. Como observado nos experimentos anteriores, iniciar o
experimento com o0 médulo de ultrafiltracdo dentro do frasco ocasionou intensa formacéo de
espuma, por isso, foi decidido que os mddulos seriam inseridos nos frascos apenas no momento
da ultrafiltracdo, e retirados logo em seguida. Além disso, os médulos foram padronizados
quanto a dimens@es e conexdes, para que as condi¢bes de cultivo fossem as mais proximas
possiveis. Essas mudangas de metodologia eliminaram os problemas de formacdo de espuma

durante o experimento e ndo aconteceram problemas de contaminagé&o.
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Outra mudanca de procedimento adotada foi a realizacdo da ultrafiltracdo/alimentacédo
apos 48h de experimento. De acordo com a literatura, a producdo de ramnolipideos por
Pseudomonas aeruginosa ndo € associada ao crescimento, iniciando ao final da fase
exponencial e inicio da fase estacionaria (Tavares, 2007; Kronemberger, 2007). No entanto,
observa-se que ap6s 48h de experimento o consumo de substrato era de 1/3 a %2 da quantidade
inicial. Neste contexto, a estratégia de alimentacdo tambem foi modificada visando analisar se
a disponibilidade da fonte de carbono contribuiria com o0 aumento da producédo. A alimentagédo
foi entdo planejada para restaurar a concentraco inicial de 30g L™ apds 48h de experimento.
Como nem sempre era possivel avaliar a concentracéo de substrato dia apds dia foi padronizado
uma alimentac&o de 20 g L™ de glicerol por frasco.
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Figura 17. Experimento 3 - Gréfico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco controle
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Figura 18. Experimento 3 - Grafico de crescimento de Biomassa e Consumo de Glicerol para o frasco
ultrafiltrado.

De maneira semelhante aos experimentos anteriores, no experimento 3 apenas ao frasco
ultrafiltrado ocorreu ultrafiltracdo. No frasco controle, o médulo de ultrafiltracdo era inserido
durante o periodo de ultrafiltracdo do frasco UF, apenas para produzir uma condicdo de cultivo
similar, visto que este frasco era um frasco controle. Os dois frascos foram alimentados no
mesmo momento. Nota-se que neste experimento o comportamento dos frascos, diferentemente
dos experimentos anteriores foi muito parecido, o que era esperado com a retirada dos modulos
de ultrafiltragéo e a padronizagdo de ambos. A producéo de biomassa, no entanto, divergiu um
pouco em ambos os frascos, tendo o frasco ultrafiltrado aproximadamente 1g de biomassa a

mais que o frasco controle na hora 50h.
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Figura 19. Experimento 3 — Comparagdo da producdo de ramnolipideos dos frasco controle e ultrafiltrado

Avaliando a figura 19 mais uma vez observa-se a correlacdo entre quantidade de
biomassa e producgdo de ramnolipideos. Em 50h a curva de crescimento de concentracdo de
ramnolipideos do frasco ultrafiltrado comeca a se afastar da curva do frasco controle, no entanto
apos a ultrafiltracdo as produc@es se aproximaram novamente. Apenas apos a hora 120 que a
producdo no frasco ultrafiltrado ultrapassa novamente a producdo do frasco controle, o que
corresponde ao pico de crescimento de biomassa de 6,7 g no frasco controle frente a 4,9 g no

frasco ultrafiltrado como mostra a figura 18.

Nota-se que ap06s imediatamente ap6s a ultrafiltracdo, ocorre uma pequena reducdo da
concentracdo de ramnolipideos devido a retirada de produto e da diluicdo decorrida pela
reposi¢cdo do meio de cultivo. No entanto, chama a atencéo neste caso que a produtividade ndo

é retomada a0 mesmo patamar que estava anteriormente, mas continua a crescer linearmente.

Assim como nos experimentos anteriores, para compreender melhor as caracteristicas
deste processo, a produtividade e 0 Yp/s do processo foram avaliadas em duas etapas distintas,
aprimeiraavaliando o intervalo do inicio do experimento e a primeira ultrafiltracdo, e a segunda

a partir da alimentacéo até a finalizacdo do experimento como é apresentado na tabela 7.
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Tabela 7. Experimento 3 — Resultados de produtividade volumétrica e Yp/s

Etapa Intervalo (h) Horas Frasco controle Frasco ultrafiltrado
Pp (mg L*h?) Yp/s(gg") Pp(mgL*h*) Yp/s(gg™)

1 0-50 50 12,2 0,04 22,5 0,05

2 56 - 168 112 16,4 0,16 18,9 0,13

Nota-se que neste ensaio, houve uma retomada da produtividade de ambos os frascos e
o fator de conversao de substrato em produto de ambos os frascos foi superior na segunda etapa

em relagdo a primeira.

Em relacdo a massa obtida ao final do experimento ambos os frascos produziram mais
de 1,3 g de ramnolipideos, um valor aproximadamente o dobro do obtido no experimento 1 (0,4
g L no frasco controle e 0,6 g L™ no frasco ultrafiltrado) e o triplo do obtido no experimento 2
(0,3 g L*no frasco controle e 0,4 g L™ no frasco ultrafiltrado). Dessa forma, a metodologia
utilizada no experimento 3 foi a escolhida para o préximo experimento. Infelizmente os frascos
foram descartados no laboratério acidentalmente o que impediu a avaliar se a producdo

continuaria com este ritmo.

O experimento 4 teve como objetivo avaliar se a adicdo de nitrogénio no segundo
momento de alimentacdo modificaria 0 metabolismo celular promovendo um novo crescimento
exponencial. Este experimento foi conduzido de igual maneira ao experimento 3, com 0s
maodulos padronizados inseridos apenas no momento da ultrafiltracdo, ressaltando que no frasco
controle o modulo foi inserido apenas para replicar as mesmas condicdes do frasco ultrafiltrado,
porém sem que fosse feita a ultrafiltracdo. No entanto foram realizadas duas alimentacdes uma
apos 48h de experimento para reposicao da fonte de carbono e uma segunda alimentacéo ap6s
220 horas com reposicdo de fonte de carbono e nitrogénio. Este experimento foi conduzido em

duplicata.
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Observa-se na figura 22 que ambos os frascos apresentaram a partir da hora 190 uma

concentracdo de ramnolipideos praticamente constante até a hora 220, quando foi realizada a

alimentacdo com nitrogénio. A reposicao de nitrogénio foi de 2,6 g de NOs™, 0 equivalente a

uma razdo C/N de aproximadamente 6/1 no frasco apds a alimentacdo. Avaliando a

produtividade volumétrica e os fatores de conversdo nas trés etapas experimentais (tabela 8),

observa-se 0 salto de produtividade na terceira etapa para o frasco controle e para o frasco

ultrafiltrado apds a alimentacdo com nitrogénio.

Tabela 8. Experimento 4 — Resultados de produtividade volumétrica e Yp/s

Frasco controle

Frasco ultrafiltrado

Etapa Intervalo (h) Horas Pp (Mg L") Yp/s (gg?) Pp (mg Lth?) (\gglls)
1 0-48 48 6,2 0,03 6,0 0,03
2 50 - 220 170 6,0 0,08 5,6 0,05
3 222 - 292 70 57,1 0,47 24,2 0,17
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Cabe pontuar que, observando as figuras 20 e 21 a adi¢do de nitrogénio ndo fez com
que as células voltassem a crescer, pelo contrario observou-se uma reducgdo na concentracéo da
biomassa. Também foi observado o aparecimento da coloracdo castanha no meio de cultivo,
diferente do amarelo caracteristico, como é possivel observar na figura 23. Tavares (2007)
reportou 0 mesmo comportamento em um de seus experimentos e afirmou que uma das
hipGteses para este acontecimento é a producdo de metabolitos relacionados direta e
indiretamente com a via de biossintese dos ramnolipideos, como o alginato e o

polihidroxialcanoato .

Figura 23. A) Frascos agitados antes da reposi¢do de nitrogénio. B) Frascos agitados ap0s reposi¢do de
nitrogénio.

Tabela 9. Resumo dos parametros de fermentacéo de todos os experimentos ao final da fermentacao.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2

Ppv (mg L*h?) 2,4 2,9 11 1,3 15,9 17,3 18,3 9,2

Ppm (Mg h?) 1,2 1,7 0,5 0,8 8,2 8,9 91 4,6

X max (9) 3,4 2,7 6,2 5,2 6,7 52 5,2 5,2

RML final (g) 0,4 0,6 0,3 0,4 1,4 15 2,7 13

RML final (gL?') 08 1,0 0,6 0,7 2,7 2,9 53 2,7
Horas totais 336 506 168 292

Analisando a tabela 9, nota-se que a producdo de ramnolipideos foi superior para 0s
experimentos 3 e 4, os quais a alimentacdo foi realizada apds 48h do inicio da fermentacéo.
Também € observado que a alimentacdo com nitrogénio no experimento 4 contribuiu para o

maior resultado de concentragdo de ramnolipideos, 5,3 g L.
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Ap0s avaliacdo de todos os experimentos infere-se que em longos periodos de limitagdo
de nitrogénio existe uma parada ou reducgdo de produtividade volumétrica nas fermentacdes,

como também observado por Sodagari e Ju (2019)

Além disso, ndo é possivel afirmar que a retirada de ramnolipideos foi um fator que
contribuiu com o aumento da produtividade da fermentacéo, tendo em vista que em algumas
fermentacdes as etapas posteriores a ultrafiltracdo obtiveram uma produtividade volumétrica
maior e em outras ndo. Desta forma, a partir deste trabalho nédo é possivel afirmar a hipdtese de

que a presenca de ramnolipideos é um fator limitante para a produtividade da fermentacé&o.

Outro fato a se considerar é que nos experimentos 3 e 4, que foram realizados sem a
presenca do modulo de filtracdo como agitador, a producdo de ramnolipideos nos frascos
controle foi superior ao frasco ultrafiltrado, indicando que o oxigénio empregado no
experimento é um fator importante para a producdo deste metabolito.

Cabe destacar que a hipdtese de inibicdo por produto foi rejeitada por Sodagari e Ju
(2019) tendo em vista que a inibi¢do da producdo de ramnolipideos aconteceu em concentracdes
diversas de ramnolipideos 21 g L, 41 g L™ e 62 g L™, muito superiores as concentracoes
obtidas neste estudo, o que corrobora com a primeira hipdtese de que para ramnolipideos, o

fator crucial para a queda de producdo é a limitacdo excessiva de nitrogénio.

Soberén-Chavez et al. (2005) afirmam que, na verdade, condi¢Bes limitantes de
nitrogénio nao favorecem a producdo de ramnolipideos por si, mas sdo fundamentais para o
inicio da producdo, que inicia ap6s o periodo de crescimento exponencial quando ocorre a
exaustdo de nitrogénio. E, de acordo com Tavares (2007), que producdo de ramnolipideos é
inibida pela presenca de NH4*, glutamina, asparagina, e arginina como fontes de nitrogénio,
mas é promovida pela adi¢do de NOz", glutamato e aspartato em batelada alimentada.

Avaliacdo da Ultrafiltracdo para recuperacdo de ramnolipideos

Para melhor compreenséo deste topico, os procedimentos e parametros de ultrafiltragdo

serdo avaliados por experimento. A ultrafiltracdo foi realizada sempre anteriormente a
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alimentacdo suplementar e, em alguns experimentos, foram realizadas ultrafiltragcdes ao final

do experimento para contribuir com a avaliacéo da eficiéncia de recuperacgdo do produto.

O principal objetivo do acoplamento do sistema de ultrafiltracdo para 0s ensaios
realizados era de recuperar um permeado rico em biossurfactante e livre de células — a
purificacdo do permeado quanto ao teor de ramnolipideos néo foi avaliada.

Figura 24. Permeado recolhido na ultrafiltracao

Em todas as ultrafiltracfes esse objetivo foi atingido, de modo que se obteve como o
permeado um liquido transparente com a coloracdo amarelada, como apresentado na figura 24.
A tabela 18 apresenta os resultados das filtracOes realizadas nos 4 experimentos discutidos na

secdo anterior.

Uma grande dificuldade nos experimentos realizados foi a otimizagdo do sistema de
ultrafiltracdo. Foram necessarias muitas conexdes na montagem do sistema, e estas conexdes
eram adaptadas de tubos de silicone de diferentes diametros, tendo em vista que os modulos
foram construidos no laboratério.

O uso destas conexdes favoreceu a entrada de ar no sistema o que impossibilitava um
acompanhamento preciso do fluxo de permeado a medida que o volume de meio era filtrado.
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Além disso, foram necessarias varias reducdes de didmetro desde o modulo até o tubo principal
do sistema e expansdo do didmetro do tubo até a entrada da bomba. Esses acidentes também
contribuiram com o aumento da perda de carga do sistema e reducdo do fluxo. Dessa forma,
ndo foi possivel avaliar os efeitos resistivos que limitam o fluxo de permeacéo devido a estas

interferéncias operacionais.

Avaliando a tabela 10, é importante pontuar que a permeabilidade da membrana ndo
apresentou uma relacdo direta com a eficiéncia da recuperacdo do produto no processo de
ultrafiltracdo. Como foi observado por Isa & Jauregi (2008) a seletividade da separa¢do nao
pode ser explicada apenas com base na permeabilidade da membrana, visto que as interagdes
eletrostaticas entre o surfactante e as membranas exercem uma influéncia significativa no

desempenho da separacdo do surfactante.
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Figura 25. Comparagdo entre eficiéncia de recuperacgao entre mddulos novos e reutilizados.

Também cabe destacar que durante o experimento os modulos eram reutilizados nas
ultrafiltracBes e somente substituidos em caso de quebra das fibras. Como pode ser observado
na figura 25, quando a ultrafiltragdo era realizada com modulos novos, a eficiéncia de
recuperacdo de produto era superior a 90%, e ap6s lavagem esse valor caia para faixas entre 55
e 79%.
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Podem ocorrer alteragdes na membrana devido a processos reversiveis e/ou
irreversiveis, predominantemente desencadeados por mecanismos como bloqueio de poros,
adsorcéo, reacdes quimicas e deposi¢do de particulas na superficie da membrana e/ou em seus
poros (Oliveira, 2021).

Analisando as especificagdes da membrana, quanto ao tamanho dos poros (0,03 — 0,05
pum) os ramnolipideos ndo deveriam ficar retidos por exclusdo por tamanho visto que suas
moléculas variam de 1-10 nm (Silva, 2016). No entanto, como avaliado por Haba et al. (2014)
e Silva (2016), é uma caracteristica dos ramnolipideos se organizarem em estruturas micelares
que tendem a aumentar com o aumento da concentracao, podendo alcangar de 80 a 1000nm. As
concentracdes obtidas de ramnolipideos nos experimentos realizados (0,6 a 5,3 g L™?) sdo
superiores a CMC média dos biossurfactantes (10 — 200 mg L) descrita por Christofi &
Ivshina, 2016, neste sentido, a formacdo de micelas pode ter contribuido para a reducdo da
eficiéncia de separagéo visto que o tamanho dessas estruturas pode ser superior aos poros da

membrana utilizada.

Outro fator que pode ser considerado é a adsorcdo do biossurfactante as membranas.
Giro Maitam et al. (2022) avaliaram a interacdo dos ramnolipideos em membranas de UF e
mostraram uma alta estabilidade da adsorcdo de ramnolipidios na superficie das membranas.
De modo semelhante, neste trabalho uma parte dos ramnolipideos pode ter sido adsorvida pelas
fibras do modulo de ultrafiltracdo o que pode ter contribuido para a reducdo de concentracédo
do permeado principalmente em membranas reutilizadas. Nota-se que devido a estabilidade da
interacdo ramnolipideo-membrana, o processo de lavagem empregado pode ndo ter sido

suficiente para restaurar as condi¢es iniciais para altas eficiéncias de recuperacdo de produto.



Tabela 10. Dados de Ultrafiltracdo

Tempo (h) P(rs;i‘?o E/Laﬁaf)’ (,_F,::J.)z(ﬁ.l) PfLrTne_?ﬁ il':)dai‘;'e COT;eﬂFf)ado Pe(;mf_"’l‘;jo Eficiéncia da UF (%)

Exp. 1 UFL* 12 01 01 18 184 0,9 0.8 o1
Exp. 1 UFinal 0.4 05 02 5.7 11,4 1,0 0.7 73
Exp. 2 UFL* 0,5 03 02 47 15,7 0,6 0,6 92
Exp. 2 UF2 0,6 03 02 4,0 134 0,6 0,4 55

Exp. 2 UFinal 0.8 03 01l 27 9.1 0,7 0,4 65
Exp. 3 UF1 0,2 05 04 9,0 18,0 0,7 0,5 71

Exp. 3 UFinal 0,6 03 02 3.9 12,9 33 25 75
Exp. 4 UF1 0,3 05 03 7,0 14,0 0,3 0,3 79

Exp. 4 UF1 - duplicata 0,4 04 03 5,9 14,8 13 0,8 65
Exp. 4 UF2 * 0,3 05 03 75 15,0 0,2 0,2 92
Exp. 4 UF2 —duplicata 0,3 04 03 7.4 18,5 1,0 0.8 78

*Mddulos novos
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6. Conclusao

A partir experimentos conduzidos neste trabalho foi possivel observar que a producao
de ramnolipideos em limitacdo de nitrogénio funciona até 190h de experimento o que
corresponde a aproximadamente 8 dias de fermentagdo. Ademais, também foi observado que a
reposicdo deste nutriente reativou a producao dos ramnolipideos e que a reposi¢édo de fonte de
carbono apds 48h de fermentacdo contribuiu para o aumento da producdo do biossurfactante.
Dessa forma, sdo necessarios estudos posteriores que avaliem outras metodologias de
alimentacdo que explorem a reposicao de nitrogénio ap6s 190h e bem como reposicao de fonte

de carbono.

N&o foi possivel afirmar a partir dos experimentos o efeito da inibi¢do por produto dos
ramnolipideos devido as baixas concentracdes de biossurfactante alcancadas neste trabalho, de
modo que ndo foi observado que a retirada do produto ocasionava aumento da produtividade.
Cabe destacar, no entanto, que a retirada de produto nao afetou negativamente a produtividade
pois apds a retirada o biossurfactante era rapidamente produzido e a concentracdo do produto
para retornava a um valor semelhante ao existente antes da ultrafiltragdo. Com isso, conclui-se

que € possivel realizar uma retirada semi-continua de produto.

O entendimento do metabolismo envolvido na produ¢do dos ramnolipideos ainda ndo
foi completamente esgotado, ainda existem oportunidades de otimizacdo da producdo desse
bioproduto quanto aos parametros operacionais envolvidos na fermentacdo em processos de

batelada e semi-continuos e seu escalonamento para o nivel industrial.

A ultrafiltracdo se mostrou uma tecnologia viavel para recuperacdo de ramnolipideos,
filtrando toda a biomassa alcangando eficiéncia de recuperacao de ramnolipideos de >90% para
membranas novas e >55% para membranas limpas. Sdo necessarios estudos posteriores que
aprofundem o conhecimento a respeito das interagdes entre biossurfactantes e membranas para
que o fluxo e a permeabilidade destas filtracdes sejam aprimorados, bem como metodologias
de limpeza. Neste sentido a adocdo de retrolavagem pode ser um mecanismo eficiente para

recuperar as membranas e aumentar a eficiéncia do processo.
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Por fim, neste trabalho pode-se observar que o acoplamento de membranas de UF para
remoc¢do submersa do produto purificado, combinado a adocgdo de estratégias de alimentacao
suplementar, € uma metodologia viavel para aumentar a produtividade operacional da producgéo
de ramnolipideos tendo em vista que reduz o tempo de inatividade e trabalho para limpeza e

reabastecimento do reator e possibilita uma retirada semi-continua do produto.

Neste sentido, espera-se que o aprimoramento de metodologias que utilizem processos
de separacdo por membrana para recuperacdo de biossurfactantes contribua com o
escalonamento, reducdo do custo de producdo e aumento da competitividade desse bioproduto
frente aos surfactantes sintéticos possibilitando a sua utilizagdo na industria de Oleo e Gas e

demais.
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