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RESUMO

Os surfactantes sdo compostos tensoativos com caracteristicas anfipaticas devido a presenca
de estruturas hidrofilicas e hidrofobicas na mesma molécula, o que lhes proporciona a
propriedade de se distribuir entre duas fases imisciveis ocasionando a diminuigdo de tenséo
interfacial e superficial. A produgdo dessas moléculas pode advir de rotas sintéticas ou
bioldgicas, sendo que a sintética utiliza derivados de petroleo e as biologicas utilizam-se de
metabolicos celulares ou de enzimas. A exploracdo da rota microbiologica advém da
crescente preocupagdo ambiental para a substituicdo de produtos a base de petrdéleo por
produtos menos poluentes, pois os surfactantes produzidos por rota quimica tém maior
toxicidade para os seres vivos e sua aplicacdo pode resultar em contaminagdo ambiental de
solos e ambientes aquéaticos. Comparativamente, os biossurfactantes tem caracteristicas
biodegradaveis e atdxicas, podem possuir poder tensoativo superior aos de rota sintética,
além de apresentarem estabilidade em ampla faixa de temperatura, pH e forca ibnica. Este
trabalho se concretiza em uma revisdo bibliografica sobre os surfactantes, os
biossurfactantes e suas principais utilizacbes na industria, em especial na industria
petroquimica. Para além, objetivou-se modelar e simular a producdo de biossurfactante por
via respiratoria, utilizando o software livre Scilab 6.1.1.. Através da defini¢do de uma
cinética para consumo dos dois substratos (fracbes pesadas de petroleo, n-Hexadecano e n-
Eicosano), para o crescimento celular de duas bactérias produtoras de biossurfactantes
(Bactérias Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens) e acumulacdo de
bioproduto (Biossurfactante Ramnolipidio), foi organizado um sistema de equacGes
diferenciais ordinarias, baseado no modelo cinético de Monod proposto por Sakthpriya et al.
(2016). Os resultados obtidos reforcam a possibilidade do uso das duas bactérias para a
degradacéo dessas fraces pesadas de hidrocarbonetos, evidenciados pelo consumo da massa
de substrato em funcdo da formacdo de novos biossurfactantes. Mesmo com uma
produtividade baixa para a aplicacdo industrial, a analise a partir dos dados de Baixo
Rendimento, que foi calculado a partir da biomassa média produzida por unidade de massa
de substrato consumido (g.g%), teve como maior produgéo quantitativa o n-Eicosano como
substrato e P. aeruginosa como célula bacteriana, chegando & concentragio de 0,12 g.L™. Ja
para 0 modelo desenvolvido com os valores de Alto Rendimento, a maior concentracdo de
biossurfactante utilizou n-Hexadecano como substrato e P. aeruginosa como bactéria,

chegando a uma concentragio maxima de 5,45 g.L L.



ABSTRACT

Surfactants are tensoative compounds with amphipathic characteristics, due to the presence
of hydrophilic and hydrophobic structures in the same molecule, which gives them the
property of distributing themselves between two immiscible phases from the reduction of
interfacial and surface tension. The production of these molecules can come from synthetic
or biological routes, with the synthetic route using petroleum derivatives and the biological
route using cellular metabolites or enzymes. The exploration of the microbiological route
comes from the growing environmental concern for the substitution of petroleum-based
products by less polluting ones, because the surfactants produced by the chemical route have
greater toxicity to living beings and its application may result in environmental
contamination of soils and aquatic environments. In comparison, biosurfactants have
biodegradable and non-toxic characteristics, may have higher surfactant power than those
from the synthetic route, and are stable over a wide range of temperature, pH, and ionic
strength. This work is a literature review on surfactants, biosurfactants and their main uses
in the industry, especially in the petrochemical industry. In addition, the objective was to
model and simulate the production of biosurfactant by respiration, using the free software
Scilab 6.1.1. By defining a kinetics for consumption of the two substrates (heavy petroleum
fractions, n-Hexadecane and n-Eicosane), for cell growth of two biosurfactant-producing
bacteria (Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas fluorescens bacteria) and
accumulation of bioproduct (Ramnolipid biosurfactant), a system of ordinary differential
equations was organized, based on Monod's kinetic model proposed by Sakthpriya et al.
(2016). The results obtained reinforce the possibility of using the two bacteria for the
degradation of these heavy hydrocarbon fractions, evidenced by the consumption of
substrate mass as a function of the formation of new biosurfactants. Even with a low
productivity for industrial application, the analysis from the low yield data, which was
calculated from the average biomass produced per unit of substrate mass consumed (g.g-1),
had the highest quantitative production with n-Eicosane as substrate and P. aeruginosa as
bacterial cell, reaching the concentration of 0.12 g.L™. For the model developed with the
High Yield values, the highest concentration of biosurfactant used n-hexadecane as substrate

and P. aeruginosa as bacteria, reaching a maximum concentration of 5.45 g.L ™.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos tensoativos com caracteristicas anfipaticas,
apresentando estruturas hidrofilicas e hidrofébicas na mesma molécula. Devido a presenca
desses grupos polares e apolares, as moléculas surfactantes podem se distribuir entre duas
fases imisciveis, como agua e 6leo, de acordo com a polaridade de maior afinidade com os
meios. A partir desse fendmeno, ocorre a formacédo de um filme molecular responsavel pela
reducdo da tensdo interfacial e superficial, auxiliando na emulsificacdo de solucdes através
da formacdo de agregados quimicos conhecidos por micelas (NITSCHKE & PASTORE,
2002).

A grande maioria dos surfactantes comerciais sdo sintetizados quimicamente a partir
de derivados de petroleo, o que acarreta produtos potencialmente poluentes e prejudiciais ao
meio ambiente (BUENO, 2008). Dessa forma, através da perspectiva biotecnoldgica sobre
desenvolvimento de solugdes com maior apelo ambiental, os biossurfactantes tornam-se uma
opcao atrativa, de origem microbiana, animal, vegetal ou enzimética. Esses compostos de
origem microbiana sdo menos toxicos, biodegradaveis, com maior capacidade de formar
agregados moleculares e elevada atividade bioldgica, podendo atuar até como antibioticos
farmacéuticos (SAKTHPRIYA, 2015). As bactérias englobam o maior nimero de espécies
produtoras de biossurfactantes, devido ao seu metabolismo simplificado e amplamente
estudado (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Esses biossurfactantes tém diversos ramos de aplicagdes industriais, decorrente de
sua capacidade de detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, acdo espumante/antiespumante
e a capacidade molhante, demonstrando bom desempenho em condicdes criticas de processo,
gue envolvem parametros como a temperatura, a salinidade e o pH. Uma das principais
aplicacdes dos biossurfactantes é na industria petroquimica, podendo atuar em diversas
funcionalidades, como no aumento da eficiéncia da extracdo de petréleo, na etapa de
Recuperacdo Avancada ou no proposito de atenuar a perda de eficiéncia na extracdo de
petrdleo dos reservatdrios naturais, melhorar a qualidade dos produtos extraidos e diminuir
0 impacto ambiental de possiveis vazamentos (FELIPE & DIAS, 2016).

Na extracdo de petroleo offshore, que ocorre em plataformas em alto mar instaladas
sobre reservatorios, podem ocorrer depositos das fracGes mais pesadas de hidrocarbonetos
nas tubulagdes, o que impacta diretamente no entupimento, gerando prejuizos a operacao

devido a queda de vazdo e a diminui¢do do raio do encanamento. Nessa aplicacdo, 0s



biossurfactantes ajudam a quebrar as fracOes de cadeias longas em cadeias curtas,
aumentando a eficiéncia da extragéo e otimizando a solubilidade da emulséo nas tubulagdes.

No entanto, os biossurfactantes de origem bacteriana ainda ndo alcancaram
plenamente a producdo em escala industrial devido aos altos custos de producdo e
purificacdo, que sdo associados ao uso de substratos caros, a baixa produtividade celular e
as etapas de separagdo da molécula de interesse do meio celular (NITSCHKE & PASTORE,
2002). Os microrganismos utilizam os substratos para a obtencdo de energia, que é
empregada em seus processos metabdlicos, como na manutencdo de suas atividades de
sobrevivéncia, no crescimento celular e em reproducdo (SANTA ANNA, 2001). Entretanto,
é possivel melhorar a sintese dessas moléculas, entendendo as varidveis que afetam o
metabolismo dos microrganismos produtores de biossurfactantes, em especial, das bactérias
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, que tem sua producdo baseada em
Ramnolipidios (MAYER, 2001; SAKTHPRIYA, 2015).

Assim, a proposta desse trabalho baseia-se em uma revisdo bibliogréafica sobre os
biossurfactantes e suas principais utilizaces na industria, em especial na indudstria
petroquimica, somada a uma simulacdo computacional do crescimento cinético das bactérias
Pseudomonas no software SciLab 6.1.1. Essa simulagéo tem como base dados disponiveis
na literatura de referéncia e se motiva a partir de uma comparacao entre duas espécies de
bactérias Pseudomonas, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, para a
producdo de biossurfactantes. Dessa forma, determinou-se quantitativamente a producao de
biossurfactante a partir do consumo de substratos formados por n-Hexadecano e n-Eicosano,
utilizando a modelagem diferencial para o crescimento celular das bactérias através de um
sistema de equacdes diferenciais, utilizando a cinética de Monod de Baixo e de Alto

Rendimento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos quimicos tensoativos com caracteristicas
anfipaticas/anfifilicas devido a presenca de uma porc¢éo hidrofilica, solivel em meio aquoso,
e uma regido hidrofdbica, solivel em lipidios e solventes organicos. Cada molécula é
composta por duas estruturas, uma cauda constituida por cadeias poliméricas longas e
simétricas, que contém grupos apolares nas extremidades, e a cabeca, que é formada por um
grupo polar (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002; SANTOS et al, 2002; SAKTHPRIYA, 2015).

A cauda hidrofobica pode ser formada por cadeias de Carbono e Hidrogénio
(Hidrocarbonetos), por cadeias de Fluor e Carbono (Fluorocarbonos) ou de Silicio e Carbono
(Siloxanos) (FELIPE & DIAS, 2016). Ja a cabeca hidrofilica, € normalmente classificada de
acordo com a carga da cabeca polar, sendo que se o grupo principal tiver carga negativa ou
positiva, é denominado aniénico ou catidnico, respectivamente. Se contiver ambas as cargas
(positivas e negativas), o surfactante é denominado zwitteriénico e se o grupo principal ndo
tiver cargas elétricas o surfactante é chamado de ndo-i6nico. (CHEVALIER et al, 1991;
NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os surfactantes aniénicos apresentam em sua estrutura um grupo funcional com carga
negativa, formado em sua maioria por ions de potéssio, sodio, calcio e aminas aquil
protonadas organizados em estruturas polares de sulfonatos, carboxilatos, sulfatos e fosfatos
(NITSCHKE & PASTORE, 2002; SOUZA, 2011). Outra caracteristica é que, quando
dissolvido ou disperso em agua, apresenta cargas negativas, o que lhes configura uma
capacidade alta de espumacdo e umectacdo, tornando-os os principais produtos utilizados
em sables, shampoos, sabonetes e detergentes. Devido a caracteristica de formacdo de
espuma, sdo também os principais compostos encontrados nas espumas de rios e corpos de
agua, levando em média de 12 a 15 dias para se degradar (BUENO, 2008; NITSCHKE &
PASTORE, 2002). O Lauril Eter Sulfato de Sodio é o agente surfactante aniénico mais
utilizado nas industrias de cosmeticos devido ao seu baixo prego, principalmente na
fabricacdo de shampoos (BUENO, 2008).

Nos surfactantes catidnicos, o grupo hidrofilico é positivo, formado em sua maioria
por aminas de nitrogénio quaternario, grupos sulfonicos ou de fosfonio. Como o nitrogénio

é mais eletronegativo que o carbono, os tensoativos catiénicos podem apresentar carga



positiva parcial, atraindo-se pelos elétrons e causando uma reduc¢do na polaridade da parte
nucleofilica da molécula. Dessa forma, a relagdo entre os surfactantes cationicos e a dgua é
menor, assim como o0 seu poder de detergéncia, sendo que a sua maior aplicacdo é na
modificacdo da superficie de solidos, utilizados como amaciantes de tecidos, agentes
antissépticos, dispersantes e anticorrosivos (CHEVALIER et al., 1991; TADROS, 2014).

Os surfactantes zwitteriénicos, ou anfdteros, apresentam uma estrutura molecular
composta por grupos idnicos positivos e negativos, sendo que na grande parte das vezes o
positivo € composto por um nitrogénio quaterndrio e 0 negativo contém sulfatos,
carboxilatos ou fosfatos (CHEVALIER et al., 1991). As caracteristicas desse tipo de
tensoativo variam de acordo com o pH do meio reacional, de forma que quando o pH esta
acido, o grupo anibnico sera protonado e o tensoativo terad caracteristicas cationicas e se 0
pH da solucdo estiver alcalino o grupo catidnico sera protonado e o tensoativo se comportara
como um composto aniénico. Em pH neutro os dois grupos terdo a mesma ionizacao,
resultando em um ponto isoelétrico sem cargas e se comportando como um surfactante ndo-
ibnico (MANIASSO, 2001; SAKTHPRIYA, 2015; TADROS, 2014). Dessa forma, a
mudanca do pH altera estrutura da molécula e as suas propriedades, como por exemplo a
capacidade de detergéncia e a formacdo de espumas. Os zwitteridnicos possuem
caracteristicas de alta biodegradabilidade em &gua, baixa toxicidade, alto poder detergente,
além de ndo causar irritacdo na pele e em mucosas, transformando-o assim em uma 6tima
opcao para a confeccdo de produtos destinados a higiene pessoal, como em shampoos,
hidratantes e demaquilantes (TADROS, 2014). No entanto, sdo pouco utilizados devido ao
alto custo de produgéo.

Ja os surfactantes ndo ibnicos ndo possuem cargas elétricas, de forma que ndo se
ionizam quando dispersos em meios aquosos. Sdo formados em sua maioria por 6xidos de
etileno e a densidade da carga elétrica estd dispersa entre varios atomos de oxigénio,
provenientes das ligacdes formadas pelos 6xidos de etenos. Os tensoativos ndo-iénicos séo
empregados em conjunto com o0s outros surfactantes devido ao fato de ndo apresentarem
cargas localizadas e assim, serem menos suscetiveis a neutralizar outros surfactantes
(TADROS, 2014). Além disso, sdo os Unicos liberados para uso alimentar, podendo ser
utilizados na neutralizagdo da quantidade de bolhas em uma fritura, por exemplo (BUENO,
2008; CHEVALIER, 1991).

As moléculas surfactantes podem se distribuir entre os limites de duas fases imisciveis,
como agua e 6leo, localizando-se de acordo com a polaridade de maior afinidade entre os

meios. Com esse fenbmeno, ocorre a formacdo de um filme molecular responsavel pela



reducdo da tensdo interfacial e superficial, através da diminuicdo da area superficial de
contato e do aumento da capacidade de umectacdo do solvente do meio (NITSCHKE &
PASTORE, 2002).

A tensdo superficial é o efeito fisico resultante da interacdo das forcas de coesdo e
repulsdo das moléculas no interior de um fluido, atuando na interface de fases gasosas e
liquidas. No interior dos fluidos, as moléculas sofrem acéo de forcas de coesdo e repulsao
pelas moléculas vizinhas, resultando em um vetor nulo e no equilibrio de forgas. Ja na
interface liquido/gas ocorre um desequilibrio dessas for¢as, na medida em que as moléculas
posicionadas na superficie do liquido sofrem apenas interagbes com as moléculas
posicionadas lateralmente no liquido, exibindo uma forca atrativa mais forte sobre as
moléculas vizinhas mais proximas na superficie (HEWITT, 2002). Consequentemente, a
energia das moléculas é maior na superficie do liquido do que no seu interior e a orientacéo
do vetor resultante € direcionado para o interior do liquido. Para minimizar essa &rea de
superficie e manter o equilibrio, as moléculas de liquido tendem a adotar uma forma que
minimize sua area superficial e 0 nimero de vizinhos (HEWITT, 2002). De modo resumido,
a tensdo superficial pode ser definida como o trabalho necessario para aumentar a area
superficial em um processo isotérmico reversivel, de modo a aumentar o equilibrio entre as
superficies, proporcionando um vetor nulo (HEWITT, 2002). As moléculas surfactantes
agem na medida em que a natureza anfifilica delas promove o equilibrio entre as forcas
intermoleculares da superficie, resultando na reducdo da tensao superficial ou interfacial. Na
Figura 2.1. disposta é possivel observar exemplos de duas interfaces diferentes: liquido/ar
(1) e liquido/liquido (2). (SANTIAGO, 2019).

Figura 2.1. Exemplos de diferentes interfaces: liquido/ar (1) e liquido/liquido (2).
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Fonte: Adaptado de Santiago (2019).



Quando as moléculas anfifilicas sdo misturadas em solventes em condi¢des de
saturacdo e agitacdo, independentemente de sua polaridade do meio, elas tendem a formar
estruturas esféricas conhecidas como micelas, resultando em diferentes tipos de agregados
quimicos (SAKTHPRIYA, 2015). Um dos fatores de eficiéncia de um surfactante pode ser
determinado através da capacidade de auto associacao para formagdo micelar, que pode ser
medida através do CMC (Concentragdo Micelar Critica), sendo que esse fator influencia
diretamente na capacidade de reducéo da tensdo superficial na interface gas-liquido, além da
caracterizar a capacidade de emulsificacdo relacionada a estabilizacdo de misturas
(MUHAMMAD, 2018; OTZEN, 2017). Assim, quando os surfactantes sdo adicionados a
solucBes aquosas a tenséo superficial é diminuida pois as moléculas de surfactantes formam
as micelas a fim de diminuir a repulsdo entre os grupos hidrofobicos e a substancia aquosa
(DRAKONTIS, 2020).

O parametro CMC ¢é determinado a partir da solubilidade do surfactante no liquido,
representando a maxima concentracdo de mondmeros e € influenciada por caracteristicas do
meio como o pH, temperatura e forca ibnica (MUHAMMAD, 2018). Para a sua
determinacdo, utilizam-se técnicas com potencidmetros, dado que durante a formacao dos
agregados, os grupos hidrofilicos se aproximam e geram uma repulséo eletrostatica, que se
opde ao processo de micelizacdo. Nessa etapa, é possivel aferir a carga elétrica formada
através de um potenciémetro (ADETUNJI, 2006). Quanto menor for o CMC, mais eficiente
é o surfactante visto que menor é a quantidade necessaria para diminuicdo da tensdo
superficial (DRAKONTIS, 2020). A estrutura das micelas é proporcional ao CMC, quando
a concentracdo esta abaixo do CMC, apresentam-se sob a forma de mondmeros e acima ou
na regido do CMC as moléculas se apresentam sob a forma de micelas. Quando em
concentracdes muito elevadas as moléculas constituem estruturas de arranjos cilindricos
formadas por micelas (MUHAMMAD, 2018). Essas estruturas formam diferentes tipos de
agregados que podem ser visualizados na Figura 2.2. abaixo:

Figura 2.2. Estrutura dos diferentes tipos de agregados de moléculas surfactantes
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Fonte: Adaptado de Medina (2017).



As duas estruturas mais comuns para agregados de micelas sdo as estruturas de Micelas
Agquosas e a de Micelas Inversas. A estrutura de micelas aquosas retrata 0 comportamento
da molécula surfactante quando o tensoativo esta inserido em meio aquoso e polar, e dessa
forma a cabeca esta em contato com o meio polar e cauda apolar e hidrofdbica esta voltada
para 0 meio da estrutura micelar, formando um aglomerado no ambiente hidrofébico. J& na
estrutura de Micelas Inversas, a molécula surfactante esta inserida em um solvente apolar
com uma pequena quantidade de dgua no centro e assim, a parte hidrofilica esta voltada ao
nucleo aquoso, enquanto as caudas hidrofdébicas ficam voltadas para o meio apolar e a adicao
de mais agua implicaria no aumento do volume da estrutura (ARGENTON, 2009). Os
fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas celulares (MUHAMMAD,
2018). A estrutura de bicamada planar é encontrada na membrana celular e se organiza de
forma que as cabecas (hidrofilicas) se voltem para o lado exterior da membrana, enquanto
as caudas (hidrofdbicas) se voltem para o interior. Dessa forma, a membrana se torna seletiva
através do sistema de difusdo simples, sendo que somente as substancias lipossoliveis a
atravesse, como 0s horménios (LEHNINGER, 2017).

Dessa forma, através da determinacdo da CMC é possivel aferir as propriedades
esperadas nos surfactantes. A CMC é uma propriedade intrinseca a molécula, o que a torna
caracteristica de cada surfactante, de forma a depender do tamanho da cadeia, do grupo
hidrofilico e das condi¢bes experimentais (forca ibnica, temperatura, presenca de sais),
sendo assim, qualquer alteracdo na estrutura molecular ird também alterar o valor da CMC
(ARGENTON, 2009; MUHAMMAD, 2018; SANTIAGO, 2019). A Figura 2.3. abaixo
representa de forma grafica a variagdo dessas caracteristicas, tanto na regido pré-micelizacao

quanto na regido pés-micelizacdo, marcadas pela linha da CMC.



Figura 2.3. Representacao das variacOes das propriedades fisico-quimicas em funcéo
da concentracéo de surfactante.

regiéo regido
pré-micelar pos-micelizagao

pressdo osmdtica

espalhamento de luz

condutividade
equivalente

Intensidade da propriedade
fisico-quimica da solugéo

tensao superfiial

Y

Concentragéo de Tensoativo

Fonte: Adaptado de Argenton (2009).

Essas caracteristicas de comportamentos diferentes em cada meio proporcionam aos
surfactantes amplas aplicabilidades em processos industriais, tendo capacidade de interferir
na emulsificacdo, na detergéncia, na capacidade espumante/antiespumante e na dispersédo de
fases de diversos materiais e produtos (NITSCHKE & PASTORE, 2002). No Quadro 2.1.,
encontra-se um resumo sobre as multiplos efeitos, as funcionalidades e a aplicabilidade de

um surfactante.

Quadro 2.1. Propriedades dos surfactantes, suas func@es e exemplos de aplicacéo.

Efeito do

Surfactante Funcéo Aplicabilidade

Auxiliam na formacéo de emulsdes

Emulsionantes e estaveis, através do favorecimento
dispersantes da dispersao entre fases com

diferentes polaridades.

Inddstria alimenticia,
cosmética, em tintas e
como biorremediador.

Atuam na capacidade de um liquido Produtos farmacéuticos,
Agentes molhantes | de se espalhar em uma superficie, cosmeéticos e de tintas.

e penetrantes. através da reducdo da tenséo Podem ser utilizados para
superficial. exploracdo de petroleo.




Espumante

Auxilia na estabilidade da espuma,
aumentando a resisténcia das bolhas

Inddstria alimenticia, de
higiene e de cosméticos.

Antiespumante

Atuam na estrutura da espuma,

causando diminuicdo das bolhas

através do efeito de reducdo da
elasticidade.

Recuperacéo de petroleo,
industrias de bens de
consumo, alimenticias e de
COSméticos.

Detergéncia

Possibilitam a remocédo de
particulas de dleo de superficies.

Produtos de limpeza e em
defensivos agricolas.

Espessante

Promovem consisténcia e textura de
produtos.

Inddstria alimenticia e de
tintas.

Formacao de

Sistemas de detecgéo de

estruturas Capacidade de agregacéo. NP
. substancias toxicas.
micelares
Interferem em determinados o
. " o Controle biolégico de
Biocida processos metabolicos vitais de

g . determinadas pragas.
microrganismos.

Fonte: Adaptado de Nitschke & Pastore (2002).

Um exemplo do uso de surfactantes seria na industria petroleira, na remediacao de
vazamentos ou descartes inadequados de substancias oleosas que podem atingir e contaminar
0s recursos hidricos e os solos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; SAKTHPRIYA, 2015).
Além de remediador quimico, é amplamente utilizado em diversas operacdes de exploracéo
e prospeccdo de petréleo, podendo agir de forma a evitar a formacéo de agregados solidos
de 6leo na tubulacdo de extracdo, que causa 0 entupimento da mesma e acarreta prejuizos a
operacdo (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001 apud BUENO, 2008). Outra aplicacéo
ocorre na otimizacgdo dessa extracdo, que ocorre em trés etapas distintas, cada qual com a
sua complexidade.

A primeira etapa é a Recuperacdo Primaria que compreende a quantidade de
hidrocarbonetos recuperados de forma natural pela energia contida no reservatorio que se
desprende a partir do influxo de agua e da formacao de gases nesses reservatorios, que podem
deslocar o petroleo através de sua movimentacdo. A eficiéncia desse processo geralmente é
baixa, pois ocorre uma diminuicdo natural da pressao do reservatorio ao longo do tempo, o
que culmina na diminuicdo da energia natural de recuperacdo (FENIBO et al, 2019,
THOMAS 2004).

A Recuperacdo Secundaria é frequentemente utilizada na extragdo, podendo ser
conhecida como Método Convencional de Recuperacdo. Durante o processo, é adicionada

uma quantidade de agua ou gas natural com o proposito de deslocar o éleo para fora dos
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poros da rocha de forma mecénica, sem intera¢do quimica ou termodindmica entre os fluidos
ou entre os fluidos e a rocha (FENIBO et al, 2019).

Ja a Recuperacdo Avancada de Petroleo, ou Recuperacdo Terciaria, acontece quando
a recuperacao secundaria ndo foi eficiente para a extracdo de petroleo. Sdo métodos mais
sofisticados, envolvendo processos quimicos e térmicos, baseados nas caracteristicas
particulares de cada reservatorio. Nessa situacdo, ocorre a injecdo de fluidos que sejam
misciveis e que reajam quimicamente com o 6leo do reservatério, diminuindo as tensées
interfaciais entre eles. As moléculas surfactantes séo utilizadas sob diversas maneiras, tanto
em solucdo atraves da Injecdo de Solucdo de Tensoativos, formada por uma mistura de
polissacarideos e tensoativos ou na forma de espumas para controlar a molhabilidade
(FENIBO et al, 2019; MAYER et al, 2000; THOMAS, 2004).

Os surfactantes tém duas rotas de producdo distintas: sintética ou biolégica. Os
sintéticos sdo derivados de hidrocarbonetos do petréleo, o que aumenta sua toxicidade
quando disseminados em ambientes aquéticos e terrestres e em alguns casos, para seres
humanos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; THOMAS 2004). Como é amplamente utilizado
em diversos processos industriais e domésticos, o0 seu descarte provoca danos ambientais
alarmantes, como presenca de surfactantes nos corpos hidricos que reduz a tensdo superficial
da 4gua e a sua taxa de evaporacdo, aumentando a solubilidade de compostos organicos
presentes nos corpos hidricos e favorecendo o fenbmeno biogquimico de eutrofizacdo. A
espuma formada sobre a superficie da agua diminui a penetracdo dos raios solares, reduz a
solubilidade do oxigénio provocando a morte de micro-organismos, peixes e plantas
aquaticas (GUEDES, 2010). Com isso, é proposta a substituicdo dos surfactantes quimicos
por produtos analogos naturais, cuja origem pode ser animal, vegetal, enzimatica e sobretudo
microbiana, uma vez que estes ultimos apresentam propriedades similares ou mesmo

melhores daqueles sintetizados por rotas quimicas.

2.2. Biossurfactantes

Devido ao potencial poluidor e toxico dos surfactantes sinteticamente produzidos,
desde os anos 1990 buscam-se alternativas de sintese da molécula a partir de tecnologias
mais limpas e ambientalmente benéficas. Sob essa oOtica, 0s biossurfactantes séo alternativas
biodegradaveis ao quimicamente sintetizados, representando uma molécula anfipéatica de

origem microbiana, vegetal ou animal. Das possibilidades de obtencdo de biossurfactantes,
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as bactérias sdo o0s microrganismos mais explorados para a produgdo dos mesmos
((NITSCHKE & PASTORE, 2002; OTZEN, 2017).

Os biossurfactantes sdao moléculas anfipaticas com propriedades semelhantes e
muitas vezes superiores aos surfactantes. A regido hidrofébica pode ser estruturada a partir
de hidrocarbonetos ou acidos graxos, que podem estar em formas saturada ou insaturada,
hidroxilados ou ramificados (NITSCHKE & PASTORE, 2002). A estrutura hidrofilica é
geralmente constituida de aminoacidos, peptideos ou polissacarideos (DRAKONTIS, 2020).

Ao contrario dos surfactantes sintetizados quimicamente, classificados de acordo
com o grupamento polar da cabecga hidrofilica, os biossurfactantes sdo categorizados de
acordo com a sua composi¢do quimica, peso molecular e pela origem bioldgica. Na
classificacdo de acordo com o seu peso molecular, os biossurfactantes de alto peso tém
grande parte de sua estrutura formada por polissacarideos, proteinas e lipoproteinas, e os de
baixo peso molecular formam-se a partir de fosfolipidios e acidos graxos, glicolipidios e
lipopepitideos ((NITSCHKE & PASTORE, 2002; TADROS, 2014).

A classificacdo de acordo com a composi¢ao quimica apresenta as seguintes classes:
os glicolipidios, lipopepitideos e lipoproteinas, fosfolipidios e é&cidos graxos,
biossurfactantes poliméricos e biossurfactantes particulados (NITSCHKE & PASTORE,
2002). A origem do biossurfactante é o fator que determina a sua composi¢ao quimica, o
arranjo estrutural e as principais propriedades fisico-quimicas (DRAKONTIS, 2020;
NITSCHKE & PASTORE, 2002; OTZEN, 2017).

Os biossurfactantes de origem vegetal, conhecidos como Saponinas, s&o
combinagBes quimicas entre glicose e esteroides ou de terpenos policiclicos, que séo
produtos do metabolismo secundario de algumas espécies de plantas (NITSCHKE &
PASTORE, 2002). Como molécula tensoativa, tem uma parte de sua estrutura com
caracteristica lipofilica, com moléculas de triterpeno ou esteroide, e outra hidrofilica, com
carboidratos (SCHENKEL et al., 2001). Possuem carater &cido devido a presenca de
grupamento carboxila no glicosideo ou na cadeia de agUcares e, em contato com as células
eucariontes, tem interacdo com as bicamadas de proteina e lipideo que circundam a célula.
As moléculas saponinas podem ser encontradas em leguminosas, na acelga e em
determinados tipos de chas, como o de Gingseng (WINA, 2005).

Os biossurfactantes de origem microbiana receberam um intenso interesse da industria
devido a sua ampla aplicabilidade, resultado de suas propriedades fisico-quimicas (FENIBO
et al, 2019). Como as células de microrganismos, fungos e bactérias, possuem uma estrutura

celular menos complexa e constantemente estudada, sdo desenvolvidas diversas estratégias
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de processo afim de aumentar a produtividade desse tipo de biossurfactante, que podem ir
desde manipulacdo genética de linhagens novas, producdo recombinante e estudos de
otimizacdo a partir de novos nutrientes ou condi¢bes de reproducdo. Sdo aplicados em
diversos processos, como na biorremediacdo de incidentes ambientes, recuperacao terciaria
do petréleo, aditivos em alimentos, farmacos, tintas, produtos de limpeza e cosméticos
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os Ramnolipidios sdo uma classe desses biossurfactantes, sintetizados pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa que produz até seis tipos de Ramnolipideos e possuem estrutura
quimica e atividade superficial semelhantes. Esse composto, por exemplo, € amplamente
utilizado na reducéo da tensdo superficial da dgua de 72 N.mpara 30 N.m™. (FENIBO et
al, 2019; NITSCHKE & PASTORE, 2002). A Figura 2.4. representa a estrutura quimica de

um Ramnolipidio.

Figura 2.4. Estrutura Quimica do Biossurfactante Ramnolipideo
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Fonte: Adaptado de Nitschke & Pastore (2002).

O Quadro 2.2. abaixo contém um resumo das principais classes de Biossurfactantes,

assim como 0s principais microrganismos que 0s sintetizam.

Quadro 2.2. Classificagao dos Biossurfactantes e os principais microrganismos

Classificacdo do Subclassificagéo do

Biossurfactante Biossurfactante Microrganismo

Glicolipidios Ramnolipidios Pseudomonas aeroguniosa
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lipoproteinas

Glicolipidios Soforolipideos Torulopsis bambicola
Glicolipidios Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis

L:F’Opept'd,eos ¢ Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
ipoproteinas

L|_popept|d,eos € Viscosina Pseudomonas fluorescens
lipoproteinas

L|_popept|d,eos € Surfactina Serratia marcescens
lipoproteinas

- bopeptideos ¢ Subtilisina Bacillus subtilis
ipoproteinas

Lipopeptideos e Gramicidina Bacillus polymixa

Acidos graxos, lipidios e
fosfolipidios

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Acidos graxos, lipidios e
fosfolipidios

Lipidios neutros

Nocardia erythropolis

Acidos graxos, lipidios e
fosfolipidios

Fosfolipidios

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

Emulsan

Acinetobacter calcoaceticus

Surfactantes poliméricos

Biodispersan

Acinetobacter calcoaceticus

Surfactantes poliméricos

Liposan

Candida lipolytica

Surfactantes particulados

Vesiculas

Acinetobacter calcoaceticus

Fonte: Adaptado de Nitschke & Pastore, 2002.

A classificagdo de acordo com o peso molecular é feita em duas subclasses, 0s

biossurfactantes de alto peso molecular e os de baixo peso molecular (SANTA ANNA,

2002). Os de alto peso molecular sdo produzidos por bactérias de alta seletividade, formados

por polissacarideos anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos e lipoproteinas. Sdo menos

eficazes na reducdo da tensdo interfacial e mais eficazes na estabilizacdo de emulsdes

Oleo/agua. Ja os biossurfactantes de baixo peso molecular tém maior superficie de contato,
mesmo com uma estrutura quimica mais simples (NITSCHKE & PASTORE, 2002). Sé&o

principalmente moléculas de glicolipidios, lipopepitideos, tanto os ciclicos quanto os
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aciclicos, e os fosfolipidios. Tais moléculas sdo utilizadas em situacbes em que se €
necessario a reducdo das tensdes superficial e interfacial.

Os biossurfactantes podem ser produzidos em diversas etapas celulares, ocorrendo
tanto na porcéo intracelular quanto na extracelular, além de ser os principais componentes
da parede celular (ESTOPA, 2018). Algumas células microbianas tém capacidade
emulsificante devido a sua alta hidrofobicidade e assim, comportam-se como um
biossurfactante. Como exemplo desses microrganismos podem-se citar algumas espécies de
Cyanobactérias, algumas bactérias patdgenas como Staphylococcus aureus e Serratia
marcescens, além de alguns microrganismos degradadores de hidrocarbonetos. As vesiculas
e ceélulas microbianas com atividade surfactante sdo biossurfactantes particulados
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

A diversidade estrutural, funcdo da espécie microbiana e das condicGes de cultivo
empregadas, aliada a elevada eficacia em ampla faixa de pH, temperatura e salinidade
permitem que os biossurfactantes apresentem propriedades similares aos quimicos
(MAYER, 2000; MUHAMMAD, 2018; NITSCHKE & PASTORE, 2002). Dessa forma,
existe a possibilidade dos biossurfactante serem aplicados quando os surfactantes quimicos
tém pouca eficacia, como por exemplo na recuperacdo terciaria de petroleo, posto que a
maioria destes Gltimos n&o é estavel em condicdes extremas (GUDINA, 2012). Além desse
caso, muitas das caracteristicas do biossurfactante sdo vantajosas em compara¢do aos
guimicamente sintetizados.

- Maior atividade superficial e interfacial: Os biossurfactantes tem maior efetividade e
eficiéncia em comparacdo aos surfactantes convencionais, por possuirem menor CMC, séo
mais eficientes para a diminuicdo da tensdo superficial e interfacial, mesmo em menores
concentracdes (GUDINA, 2012; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

- Maior tolerancia as condicdes extremas de temperatura, pH, salinidade e forca idnica:
Alguns biossurfactantes apresentam elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser
utilizados em ambientes com condi¢cBes mais drasticas. Como exemplo tém-se o
lipopepitideos de B. licheniformis que mantém a sua estabilidade em temperaturas acima de
75°C com exposicOes superiores a 140 horas. Em condi¢cbes de salinidade, os
biossurfactantes suportam concentragdes de 10% de NaCl enquanto os surfactantes
convencionais se inativam a uma concentracdo a de 2-3% (DECESARO, 2013; NITSCHKE
& PASTORE, 2002).

- Biodegradabilidade: Devido & produgdo dos biossurfactantes ocorrer por meios

metabolicos de microrganismos, tém maior indice de degradacdo na agua e no solo. Essa
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caracteristica os torna recomendados para aplicacfes em biorremediacdo e no tratamento de
residuos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; OTZEN, 2017).

- Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém menor indice de efeitos alérgicos, o que
permite 0 uso em alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

2.3. Bactérias Pseudomonas

As bactérias Pseudomonas sdo um género de bactérias de forma bacilar e podem ser
encontradas em ambientes terrestres ou aquaticos, o que as classificas como ubiquas e séo
também, gram-negativas. As bactérias Gram-negativas sdo classificadas dessa maneira a
partir do teste de coloracdo de Gram, que foi realizado pela primeira vez em 1884, por Hans
Christian Gram (MOLLINEDO et al, 2014). O teste utiliza de um contraste de coloragéo,
que caracteriza bactérias com base na espessura da parede celular peptideoglicana, formada
por proteinas e acglcares. As bactérias gram-positivas tém uma camada peptidoglicana
espessa, que pode variar de 20 a 80 nm. J& nas gram-negativas, a camada peptidoglicana é
mais fina, em torno de 8 nm (MOLLINEDO et al, 2014). Devido a diferenca de espessura
da parede celular, as gram-negativas nao retém o corante violeta de genciana, tornando-se
rosa ou vermelhas no microscopio (MOLLINEDO et al, 2014). Na Figura 2.5. abaixo, é
possivel observar a forma bacilar da bactéria P. aruginosa, além de sua coloracéo rosada no

teste de Gram, utilizando um microscépio ético e aumento de 100x.

Figura 2.5. Bactéria Pseudomona P. aeruginosa em teste colorimétrico de Gram,

utilizando microscépico 6tico com aumento de 100x.
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A bactéria P. aeruginosa ¢é anaerdbia facultativa e tem condic6es de proliferacdo em
condicBes independentes da quantidade total de oxigénio disponivel, realizando tanto
fermentacdo quanto respiracdo para obter energia. Dessa forma, em um ambiente com
oxigénio, é capaz de realizar respiracdo e em ambiente anaerobico, pode atingir o
crescimento anaerébico com nitrato ou nitrito como aceptor de elétrons terminais. Ja a
bactéria Pseudomona fluorescens é bacilar multi-flagelada, sendo que a maioria das suas
cepas sao aerobias obrigatorias (MAYER, 2000). Através da Figura 2.6. abaixo, é possivel

identificar a forma bacilar da P. fluorescens e seus mdaltiplos flagelos.

Figura 2.6. Bactéria Pseudomona P. fluorescens em microscopio 6tico com
aumento de 500x.

Fonte: Adaptado de Sillankorva et al (2008).

Na presenca de oxigénio, as Pseudomonas realizam um processo conhecido como
respiracdo aerobica celular, que pode ser dividida em trés etapas interdependentes: a
glicdlise, o ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa (MAYER, 2000). A glicolise é a primeira
etapa e ocorre de forma anaerdbica no citoplasma da célula, realizando a quebra da glicose
em duas moléculas de acido piravico, através da adicdo de fosfatos a molécula de glicose.
Essa quebra tem como produto duas moléculas de adenosina tri-fosfato (ATP), a liberacdo
de quatro elétrons e quatro ions de Hidrogénios lonizaveis, conhecidos como hidrénio (H™).
Ao final da reacéo, os dois H" e os quatro elétrons sdo capturados por duas moléculas de
NAD™ (Dinucleotidio de Nicotinamida-adenina), que se torna NADH quando esta oxidado.
Essa primeira etapa é semelhante tanto na respiracdo aerdbica, quanto na anaerdbica, de
forma que na ultima essa é a Unica etapa para formacéo de ATP (LEHNINGER, 2017).

O ATP é um nucleotideo que funciona como intermediério quimico e conecta 0s

processos celulares que liberam energia com os que consomem energia, sendo formado por
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uma molécula de carboidrato ribose, uma base nitrogenada adenina e trés radicais de fosfato.
O NADH é um cofator carregador de elétrons que capta elétrons de reacdes oxidativas e
libera a partir de reacdes de reducédo. Esses “auxiliares” sdo cofatores essenciais as reacoes
anabdlicas e de sobrevivéncia de uma célula, estando presente nos processos construtores
anabolicos e nos destrutivos, os catabolicos, que ocorrem a partir da hidrolise
(LEHNINGER, 2017).

A segunda parte € o ciclo de Krebs, que se desenvolve no interior da mitocondria, na
matriz mitocondrial. Esse processo inicia-se quando o &cido pirtvico reage com a coenzima
A, formando uma molécula de acetil-CoA (Acetilcoenzima A) e uma molécula de didxido
de carbono (CO2). As moléculas de acetil-CoA sofrem entdo oxidacdo a partir do &cido
oxalacético e, ao final, formam-se uma coenzima A intacta e duas moléculas de CO2, além
de &cido citrico. No final do processo, o acido oxalacético é recuperado e pode ser reciclado
na proxima cadeia respiratoria. Os elétrons e os ions formados sdo capturados pelo NAD* ou
Dinucle6tido de Flavina e Adenina (FAD), formando respectivamente NADGH ou FADH..
Ao final do ciclo, encontram-se formados 3 NADH e 1 FADH: que atuam como
transmissores de elétrons ao longo da respiracdo (LEHNINGER, 2017; ULLMANN, 2019).

Por fim, no processo de Fosforilacdo oxidativa, ocorre a reoxidacdo das moléculas de
NADH e FADH., sendo liberada uma grande quantidade de elétrons, que formam &gua.
Durante a formacdo de agua, energia vai sendo liberada e usada na producdo de ATP. A
fosforilacdo oxidativa é responsavel pela maior parte do ATP produzido pela célula
(LEHNINGER, 2017).

O processo de respiracdo celular é uma estratégia de sobrevivéncia dos
microrganismos, possibilitando a sobrevivéncia da espécie na competi¢cdo por nutrientes.
Através da energia obtida pelas moléculas de ATP a célula tem capacidade de manter suas
atividades, crescer e se multiplicar (SANTIAGO, 2019). Além da obtencdo de energia,
somam-se a habilidade da célula de bactéria de utilizar os biossurfactantes ligados a parede
para regular as propriedades da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um
determinado local de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats com maior
disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis., como exemplo pode-
se citar os Ramnolipidios da P. aeruginosa e a surfactina da Bacillus subtilis funcionam
como antibidticos, solubilizando os principais componentes das membranas celulares,
entrando como microrganismo oportunista na célula hospedeira (NITSCHKE & PASTORE,
2002; SANTIAGO, 2019).
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2.4. Cinética quimica de producdo de Biossurfactantes

A taxa de crescimento de microrganismos, no caso das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, pode ser descrita em funcao de diversos parametros.
Para descrever esse fendmeno, Jacques Monod se baseou no trabalho de Michaelis e Menten,
que tratava dos estudos de cinética enzimaética, e na relagdo ndo linear entre crescimento
microbiano e concentracdo de substrato, que implica que a taxa de crescimento especifico
da concentracdo microbiana é dada em funcéo da concentracdo do substrato limitante e da
constante de saturacdo (LEHNINGER, 2017; SAKTHPRIYA, 2015). O modelo de Monod
é largamente utilizado, porém néo leva em consideracdo o efeito de inibidores tanto pelo
substrato quanto o produto, além de descrever o crescimento de bactérias em funcdo da
concentracdo de um Unico substrato limitante. Para dimensionar esse crescimento cinético,
que ocorre quando as células tém energia e nutrientes suficientes para manter todas as
funcdes vitais e ter capacidade de crescimento e multiplicagdo, é necessario criar um meio
de cultura com todas as condi¢des adequadas e suficientes (LEHNINGER, 2017).

Para exemplificar, quando uma célula é inoculada num determinado instante inicial,
to, se as condigdes forem favoraveis ela ira se desenvolver nesse meio até que atinja a
maturidade necessaria para se reproduzir e dessa forma, ao se dividir dara origem a duas
novas células. Esse instante pode ser representado pela variavel tq, simbolizando o tempo de
duplicacdo (LEHNINGER, 2017). Supondo que as condi¢des ideais sejam mantidas, as
células filhas continuardo se duplicando sucessivamente e ao fim de um tempo t determinado
havera N geracdes de bactérias. A partir do equacionamento dessas varidveis, chega-se a

Equacdo 1 abaixo que relaciona o nimero de gera¢es com o tempo de duplicacéo da célula.

N = N,2(to) (1)

Em que:

N: Gerag0es de células;
t: Tempo (h);
NO: Geracéo inicial de células.

Para que os céalculos se tornem mais abrangentes, supondo que a célula nédo

necessariamente duplica, utiliza-se a base “e¢” neperiana (LEHNINGER, 2017). Dessa
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forma, a equacdo de modelagem para o crescimento se torna a Equagéo 2, para 0 mesmo
instante e tempo. Além do neperiano, pode-se incluir a taxa especifica de crescimento, que

se relaciona com o tempo de duplicacdo do organismo através da Equacéo 3.

N = Nyeh(t-to) (2)
In(N)
- 3)
Em que:

u: Velocidade especifica de crescimento (h%);

td: Tempo de duplicacdo da célula (h).

A taxa de producdo de biomassa em funcéo da taxa de crescimento celular é definida
pela Equacdo 4 abaixo (LEHNINGER, 2017).

Ty = puX (4)

Onde:
X é a massa seca de biomassa (g);

y: Taxa especifica de crescimento (h);

Considerando que o crescimento ocorre em um reator descontinuo (sem qualquer
fluxo de entrada e de saida), a concentracao de biomassa varia apenas devido ao crescimento
das células e considerando-se que ocorre uma mistura perfeita, o balanco de massa é simples
e é utilizado para quantificar o crescimento celular das bactérias ao longo do tempo
(LEHNINGER, 2017). Dessa forma, através da uma equac&o diferencial ordinaria, Equacao

5, expressa abaixo:

dX
E =Ty = ‘uX (5)
A partir da resolucdo da Equacdo Diferencial acima, utilizando a condig&o inicial de

X=Xo e t=to (LEHNINGER, 2017), a Equacéo 6 fica da seguinte forma:
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InX — InX, =pu(t —ty) (6)

A velocidade especifica de crescimento depende de variaveis ambientais, como
temperatura, pH, pressdo e salinidade, além da disposicdo de nutrientes e substratos
disponiveis (SAKTHPRIYA, 2015). Para a determinacao desse fator, Monod descreveu um
modelo matematico que relaciona a velocidade especifica de crescimento com a
concentragdo de substrato limitante, mantendo constante as outras variaveis (LEHNINGER,
2017; SAKTHPRIYA, 2015). Dessa forma, a Equacdo de Monod é representada pela

Equacdo 7 abaixo:

= s = @
U = Umax Ks + [S]

Onde:

Ks: Constante de Monod, cujo valor é igual a concentracdo de substrato, [S] para a
qual p = Y2pmax.

umax: Velocidade especifica maxima de crescimento que se poderia observar quando
[S] —oo.

De acordo com Monod (1949), o crescimento celular pode ser descrito através de um
ciclo de vida caracterizado por uma série sucessiva de etapas caracterizadas por diferentes
taxas de crescimento (LEHNINGER, 2017). As etapas definidas por Monod para um
processo descontinuo em batelada e suas taxas de crescimento estdo descritas no Quadro 2.3.

abaixo.

Quadro 2.3. Descricao das Fases do crescimento celular, descritas através da cinética
de Monod

Fase de crescimento Caracterizacéo

Adaptacdo dos microrganismos ao meio celular,

caracterizado pela auséncia de crescimento e manutencao

do namero de células.

Etapa de intensa atividade metabdlica, ocasionando

aumento da taxa de crescimento microbiano.

Fase 3 - Fase exponencial | Caracterizado pela taxa de metabolismo em condigdes
ou Fase LOG maximas e constantes.

Fase 1 — Fase de Laténcia
ou Fase LAG

Fase 2 - Fase de aceleragéo
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Apds a Fase LOG, o meio de cultura atinge a quantidade
Fase 4 - Fase de retardo méaxima de células, limitando o substrato e ocasionando
uma diminuigao da taxa de crescimento.

Durante essa fase, a taxa de crescimento celular é
Fase 5 - Fase estacionaria | novamente nula devido ao consumo do substrato e
consequente limitacdao dos nutrientes.

Se inicia a partir de uma taxa de crescimento negativa, com
a morte dos microrganismos no meio de cultura.

Fase 6 - Fase de declinio

Fonte: Adaptado de Lehninger, 2017.

A taxa de crescimento microbiano se altera caso os nutrientes no meio forem
exauridos, produtos inibidores se acumulem ou o equilibrio ibnico do meio (e com ele, o pH)
se altere devido as reac¢Ges bioquimicas (LEHNINGER, 2017). Na Figura 2.7. é possivel ver
graficamente as fases do crescimento celular, a partir da taxa de crescimento celular e do

logaritmo da densidade bacteriana ao longo do tempo.

Figura 2.7. Representagdo das taxas de crescimento microbiano e da densidade
microbiana em cada etapa do Crescimento celular
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Fonte: Adaptado de Lehninger (2017).

Para 0s processos em que um produto do metabolismo microbiano é o composto de
interesse 0s metabolitos podem ser classificados em duas subcategorias:
- Metabolitos primarios: sdo produzidos durante a fase de crescimento exponencial do

microrganismo. Sendo assim, o crescimento ocorre durante a producdo de energia, a
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producdo de metabdlico est4 associada ao crescimento. Os biossurfactantes Ramnolipidios
sdo caracterizados dessa forma.
- Metabdlitos secundarios: sdo sintetizados durante a fase estacionaria de crescimento,

de forma que a producéo néo se associa ao crescimento celular.

2.5. Producéao comercial de biossurfactantes

A producdo industrial de biossurfactantes encontra diversos empecilhos a medida
que 0s pardmetros do processo sdo muitos sensiveis e qualquer alteracdo nas variaveis
acerreta alteracGes nas propriedades do produto final. Os principais fatores que necessitam
ser modelados referem-se a fonte de carbono utilizada como substrato, a aeracdo e
agitacdo dos biorreatores, a temperatura e o pH do meio (ESTOPA, 2018).

A sintese dos biossurfactantes, analisada em um meio de cultura, ocorre durante a
fase de crescimento celular, que pode ser identificada a partir da diminuicdo da tensdo
superficial ou interfacial do meio, causando a emulsao de substratos lipofilicos no caldo
da cultura (MESQUITA, 2004).

Para a cinética de producdo de uma molécula de biossurfactante, alguns
parametros cinéticos sdo determinados a partir de técnicas associadas ao crescimento e
producdo, evitando as condicdes limitantes de crescimento. A extracdo e purificacdo pode
ser considerada uma etapa critica, quando ocorre 0 envenenamento ou morte dos
organismos durante esse processo. Um dos métodos é o de precipitacdo acida, que ocorre
para biossurfactantes insoliveis em pH baixos e tem baixo custo de operacdo
(MESQUITA, 2004; SAKTHPRIYA, 2015). Outro processo € a precipitacdo a partir da
adicdo de sulfato de amébnio, que tem como foco os biossurfactantes que apresentam maior
guantidade de proteinas. A precipitacdo com acetona ou etanol e a extracdo com solventes
organicos, funcionam para 0s biossurfactantes sollveis em solventes organicos
(ESTOPA, 2018).
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2.6. Aplicagéo de biossurfactantes

A aplicacdo de biossurfactantes nos mais diversos setores ambiental e industrial tem
conferido grande destaque para essas moléculas, com a industria petroquimica como maior
mercado, sendo utilizados na producéo de petréleo ou incorporados em formulacdes de 6leos
lubrificantes (MESQUITA, 2004). Outras aplica¢Ges incluem biorremediagéo e disperséo no
derramamento de 6leos, utilizacdo em produtos cosmeticos e de higiene pessoal, na industria
de alimentos (MULLIGAN, 2005; OTZEN, 2017).

Nas atividades de biorremediagéo, 0s tensoativos de origem microbiana aceleram a
degradacdo natural de substancias poluentes, em locais que sofreram acidentes quimicos
envolvendo contaminacdo de solos e/ou ambientes aquaticos (DECESARO, 2013;
NITSCHKE & PASTORE, 2002; SAKTHPRIYA, 2015). Para que se realizem, sdo
necessarios estudos envolvendo a biocompatibilidade e a biodisponibilidade entre os
contaminantes e os biossurfactantes (MULLIGAN, 2005). Como exemplo de aplicacéo
pode-se citar os acidentes envolvendo derramamento de 6leo em alto mar, que causam
muitos problemas ecoldgicos a fauna marinha e a populacdo que depende da piscicultura
para a sobrevivéncia. Os biossurfactantes aumentam a interacao superficial que ocorre entre
a agua e o Gleo, emulsionando-os através da diminuicdo da tensdo superficial de forma a
acelerar a degradacdo de varios Oleos, auxiliando no processo de biorremediacédo
(NITSCHKE & PASTORE, 2002). Além da agua, os processos de biorremediacdo podem
ocorrer na a estrutura do solo, envolvendo parametros como a transferéncia de massa de dgua
e nutrientes (DECESARO, 2013). Dessa forma, podem ser utilizados para aumentar o indice
de absorcdo de nutrientes pelo solo, ou agir como emulsionantes de contaminantes,
facilitando a degradacéo do mesmo.

Na extracdo de petréleo se faz uso intensivo de biossurfactantes em diversos estagios
do processamento do 6leo, de forma semelhante ao que ocorre nos surfactantes de sintese
quimica. Sendo assim, pode ser utilizado durante a injecédo de fluidos para a Recuperagao
Terciaria de Petroleo, no tratamento para o entupimento de tubulagdes com fragdes pesadas
de petroleo e como biorremediagéo para possiveis vazamentos e acidentes (ESTOPA, 2018).

Na industria de produtos de higiene sdo amplamente utilizados devido a sua baixa
toxicidade — comparado aos surfactantes usuais -, sendo compativel com a pele e

promovendo sensacfes de hidratacdo, umectagdo, além de servirem como a base de
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shampoos devido a sua interagdo com a gordura produzida pelo couro cabeludo, promovendo
uma emulséo e facilitando a limpeza dos fios (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Ja na industria alimenticia os biossurfactantes sdo utilizados na emulsificacdo de
cremes liquidos, auxiliando na formacdo da consisténcia e textura e como dispersantes de
aromas. O bioemulsificante produzido pela bactéria Candida utilis tem sido utilizado em
molhos prontos para saladas. Outras aplicagcbes sdo a panificacdo e em processos que
aumentam a durabilidade de carnes (NITSCHKE & PASTORE, 2002). Como antiespumante
pode ser utilizado no processo de fritura de alimentos, evitando a formacéo de bolhas de ar
que podem causar ferimentos nos operadores e danificar equipamentos através da
incrustacdo de gordura (ESTOPA, 2018)
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3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo da Simulacdo Dinamica da producdo de biossurfactantes a partir do
metabolismo celular das bactérias Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens foi
utilizado o Software SciLab® 6.1.1 para Windows, que é um software gratuito e de cddigo
aberto para engenheiros e cientistas e possui interface grafica versatil e simplificada para o
controle de variaveis.

O SciLab® contém rotinas de programacao para a solu¢do numérica de problemas de
algebra linear, determinacdo de raizes de equaces ndo-lineares, integracdo de equacdes
diferenciais ordinarias e equaces diferenciais algébricas. Para a modelagem do crescimento
cinético das bactérias analisadas, foram utilizadas as Equacdes Diferenciais Ordinarias, que
sdo dimensionadas a partir da entrada e saida de dados em uma matriz, utilizando-se dos
parametros experimentais obtidos no artigo de Sakthpriya et al (2015). Dessa forma, a partir
dos parametros cinéticos foi gerada uma rotina de simulagdo para a producédo cinética de
biossurfactantes por meio do consumo de fracdes pesadas de petroleo (n-Eicosano e n-

Hexadecano).

3.1. Procedimento de Célculo

A partir de equaces diferenciais ordinarias que descrevem o crescimento celular das
bactérias Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, modeladas a partir do
modelo cinético propostos por Monod, realizou-se a simulagdo do crescimento celular,
apoiado no consumo das fracGes pesadas de petréleo como substrato, na formacdo de
biossurfactante como produto desejado e no rendimento teérico obtido. O modelo cinético e
0s respectivos parametros, bem como as condicdes iniciais usadas, sdo apresentados a seguir.
Para expressar essas variaveis, utilizam-se os seguintes subindices de modo a facilitar a
descricdo das mesmas ao longo das equacoes:

X: Concentragdo de bactérias Pseudomonas no tempo t (g.L™);
S: Concentracdo de Substrato de parafina no tempo t (g.L™?);

P: Concentragdo de biossurfactante no tempo t (g.L™2).
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3.1.1.Modelo cinético de Monod

A cinética reacional de Monod é determinada em funcdo de variaveis como taxa
especifica de crescimento da célula do microrganismo, do consumo de substrato e a
formacéo de biossurfactantes, como produto metabdlico.

Partindo da equacéo de Monod (na Equacdo 7) sdo desenvolvidas as Equacdes 8 e 9,
que representam a variagdo da quantidade de substrato de parafina (consumo de n-Eicosano

e n-Hexadecano) e a formacdo de produto ao longo do tempo do experimento.

as 1 dX )
dt  Yysdt ®)
ar v dX

dt ~ "X dt ©)
Em que:

Yxss: Rendimento calculado a partir da biomassa média produzida por unidade de massa de
substrato consumido (g.g™%);
Yeix: Rendimento calculado a partir da quantidade de biossurfactante produzido por unidade

de massa de biomassa consumida (g.g™%);

A quantidade de Ramnolipidio produzido (produto) pode ser escrita em funcdo do
rendimento, calculado tanto em funcdo da quantidade de substrato consumido quanto da
guantidade de biomassa. Para quantificar o rendimento do produto, relacionam-se as
equacOes 10 abaixo. Na equacdo 11 encontra-se a relacdo que existe entre as variaveis
relativas aos rendimentos, cada um calculado de acordo os parametros de interesse, sejam
esses relacionados ao produto ou células de bactérias formados ou ao substrato consumido.

O subscrito 0 nessas variaveis indica o seu valor no tempo inicial do experimento.

P—Py = YP/S(SO —-5) (10)

YX/S = YP/S/YP/X (11)
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Em que:

Yeris: Rendimento calculado a partir da quantidade de biossurfactante produzido em fungéo

da massa de substrato consumido (g.g™).

Por fim, é possivel escrever as equacdes diferenciais para determinar a producao de
produto e o consumo de biomassa e substrato, inicialmente manipuladas a partir da Equacao
de Monod descrita pela Equacdo 7. As Equacfes 12 a 14 utilizam a constante de saturacédo
de Monod, a velocidade maxima de crescimento celular e os rendimentos reacionais como
variaveis.

A variacdo de biomassa é feita a partir da EDO expressa abaixo pela Equacdo 12,
que correlaciona variaveis como a concentracdo de Substrato, a Constante de Monod e a

concentracdo de biomassa:

d_X _ Hmax-S
dt Ks+S

(12)

A variacgdo de substrato de fracdes pesadas de petroleo é descrita a partir da EDO,
que correlaciona a concentracdo de biomassa, a constante de Monod e o rendimento da
equacdo baseada na producéo de biomassa a partir do consumo de substrato. Essa relacéo

pode ser visualizada na Equacéo 13:

s 1 Wmax-S
dt Yy Ks+S

(13)

Por fim, a producdo de Biossurfactante € dada pela Equacédo Diferencial 14 abaixo,
que utiliza variaveis como a Constante de Monod, o rendimento de produto dado a partir

da biomassa e a concentracdo de substrato:

dpP Hmax-S

Yp/x e X
dt ~ " Ks+S (14)

Ks: Constante de saturagdo de Monod (g.L™?)
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3.1.1.1. Parametros — Baixo Rendimento

Para a realizacdo da simulacao do crescimento celular utilizando o Modelo de Monod
foram utilizados os parametros cinéticos descritos por Sakthpryia et al (2015), atraves de
uma rotina de simulacdo do crescimento celular, consumo das duas fracOes pesadas de
parafina (n-Hexadecano e n-Eicosano) e da producéo de biossurfactante.

Para o desenvolvimento das equacdes diferenciais e das rotinas de simulagdo foram
variados os paradmetros de acordo com o0s dois substratos utilizados, as duas bactérias
Pseudomonas e os parametros de rendimento calculados a partir da quantidade de
biossurfactante produzido por unidade de massa de biomassa consumida (g.g2), totalizando
um total de quatro rotinas para a cinética de Monod com baixo rendimento e quatro rotinas
para a cinética de Monod de alto rendimento. As tabelas dispostas abaixo contém os valores
dos parametros apresentados nas equacdes 12 a 14 explicitadas acima, para cada uma das
quatro variagdes de baixo rendimento.

A Tabela 3.1. contém os parametros, os valores quantitativos e as unidades utilizados
para a simulacdo da cinética quimica a partir de P. aeruginosa como microrganismo, n-

Hexadecano como substrato e 0 Yp/x de baixo rendimento.

Tabela 3.1. Parametros cinéticos de Monod de Baixo Rendimento — P. aeruginosa e n-

Hexadecano.
Parametro Valor Unidade
Ks 3,40 g.L?
Yerrs 1,10 0.g°
Ypix 0,15 0.g°
Y xis 0,12 0.g°
[tmax 0,50 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

A Tabela 3.2. contém os parametros utilizados na simulacgdo a partir de P. fluorescens

como microrganismo, n-Hexadecano como substrato e 0 Yp/x de baixo rendimento.
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Tabela 3.2. Parametros cinéticos de Monod de Baixo Rendimento — P. fluorescens e n-

Hexadecano.
Parametro Valor Unidade
Ks 8,80 g.L?
Yers 0,05 0.g*
Yeix 0,13 0.g*
Yxis 0,20 g gt
Pmax 1,90 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

A Tabela 3.3. contém os pardmetros utilizados a partir de P. aeruginosa como

microrganismo, n-Eicosano como substrato e o Yp/x de baixo rendimento.

Tabela 3.3. Parametros cinéticos de Monod de Baixo Rendimento — P. aeruginosa e n-

Eicosano.
Parametro Valor Unidade
Ks 7,20 g.L?
Yris 0,09 g.9°
Ypix 0,35 g.9°
Y xis 0,41 0.g°
Pmax 0,09 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

Por fim, a Tabela 3.4. descrimina os parametros utilizados na simulacéo cinética de

Monod, utilizando a bactéria P. fluorescens como biomassa, n-Eicosano como substrato e o

Ypix de baixo rendimento.

Tabela 3.4. Parametros cinéticos de Monod de Baixo Rendimento — P. fluorescens e n-

Eicosano.
Parametro Valor Unidade
Ks 8,90 g.L?
Yris 0,67 g.g*
Ypix 0,25 g.g*
Y xis 0,53 0.g°
Pmax 0,24 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).
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Foi utilizado um sistema de equagfes diferenciais ordinarias (EDOs) baseado nas
Equagdes 12, 13 e 14, implementado no ambiente Scilab®. Para a resolucdo utilizou-se a
fungdo “ode”, que é a funcdo padrdo para se resolver sistemas de EDO definidos como
Problemas de Valor inicial (PV1), onde a equacéo é definida por dy/dt=f(t,y) com condicGes
iniciais, y(t0)=y0. Além dessa func¢do, utilizou-se o solucionador para problemas rigidos, o
“stiff”, que faz parte do pacote ODEPACK e é chamado e utilizado o0 método FDR, ou seja,
a Formula de Diferenciacdo Retroativa (FDR) para problemas rigidos, além do solucionador
adaptado para Runge-Kutta de ordem 4 (RK4). As condicdes iniciais utilizadas na resolucéo
do problema PVI composto pelas Equacdes 12, 13 e 14 estdo dispostos na Tabela 3.5.. As
quatro rotinas implementadas a partir da variacdo do valor dos parametros sdo expostas no
Apéndice A.

Tabela 3.5. Parametros Iniciais utilizados nas Simulacdes a partir do modelo de Monod
de Baixo Rendimento.

Parametro Valor Unidade
So 1 (g.L Y
Xo 0,01 (gL
Po 0 (gL

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

3.1.2.1. Parametros — Alto rendimento

De forma semelhante a simulagdo do crescimento celular utilizando o Modelo de
Monod, foram utilizados os parametros cinéticos descritos por Sakthpryia et. al (2015) para
a realizacdo da Simulacéo, variando a quantidade de biossurfactante produzido por unidade
de massa de biomassa consumida (g.g %), dessa vez os valores atribuidos ao alto rendimento.
Através de uma rotina foi determinado o crescimento celular, o consumo das duas fracfes
pesadas de parafina (n-Hexadecano e n-Eicosano) e da producgéo de biossurfactante.

O desenvolvimento das equagdes diferenciais e das rotinas de simulacéo foram feitos
a partir da variacdo dos parametros de acordo com os dois substratos utilizados e as duas

bactérias Pseudomonas, totalizando um total de quatro rotinas para a cinética de alto
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rendimento. Nas tabelas abaixo estdo dispostos os valores dos parametros apresentados nas
Equacdes 12 a 14 explicitadas acima, para cada uma das quatro variacoes.

A Tabela 3.6. contém os parametros, os valores quantitativos e as unidades utilizados
para a simulacdo da cinética quimica de Monod a partir de P. aeruginosa como

microrganismo, n-Hexadecano como substrato e 0 Yp/x de alto rendimento.

Tabela 3.6. Parametros cinéticos de Monod de Alto Rendimento — P. aeruginosa e n-

Hexadecano.
Parametro Valor Unidade
Ks 3,40 g.L?
Yris 5,32 g.9°
Ypix 4,81 0.g°
Pmax 0,18 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).
A Tabela 3.7. contém os pardmetros utilizados a partir de P. fluorescens como
bactéria, n-Hexadecano como substrato, Yp/x de alto rendimento, a partir da cinética quimica

de Monod.

Tabela 3.7. Parametros cinéticos de Monod de Alto Rendimento — P. fluorescens e n-

Hexadecano.
Parametro Valor Unidade
Ks 8,80 g.L?
Yors 4,76 99"
Ypix 4,11 0.g°
Pmax 0,10 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

A Tabela 3.8. contém os parametros da cinética quimica de Monod, calculados a
partir de P. aeruginosa como microrganismo, n-Eicosano como substrato e e o Yp/x de alto

rendimento.



32

Tabela 3.8. Parametros cinéticos de Monod de Alto Rendimento — P. aeruginosa e n-

Eicosano.
Parametro Valor Unidade
Ks 7,20 g.L?
Yers 3,37 0.g°
Ypix 3,45 0.g°
Pmax 0,08 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).
Por fim, a Tabela 3.9. descrimina os parametros utilizados na simulacao cinética de
Monod, utilizando a bactéria P. fluorescens como biomassa, n-Eicosano como substrato e o

Ypx de alto rendimento.

Tabela 3.9. Parametros cinéticos de Monod de Alto Rendimento — P. fluorescens e n-

Eicosano.
Parametro Valor Unidade
Ks 8,90 g.L?
Yo 451 9.9™
Ypix 3,71 0.g°
Pmax 0,16 ht

Fonte: Adaptado de SAKTHPRIYA et al (2015).

Da mesma forma que o esquematizado para os valores de baixo rendimento, o
sistema de equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) baseado nas Equacdes 12, 13 e 14 foi
implementado no ambiente Scilab®, utilizando a fungao “ode” para a resolugéo dos sistemas
de EDO definidos como Problemas de Valor inicial (PVI). Como a simula¢do se configura
como problema rigido, foi utilizado o solucionador para problemas rigidos, o “stiff”, que faz
parte do pacote ODEPACK e 0 método da Formula de Diferenciacdo Retroativa (FDR),
junto com o solucionador adaptado para Runge-Kutta de ordem 4 (RK4). As condicdes
iniciais utilizadas na resolucéo do problema PVI composto pelas Equagdes 12 até 14 estdo
dispostos na Tabela 3.9.1.. As quatro rotinas simuladas para a Cinética de Monod de Alto

Rendimento estdo expostas no Apéndice B.
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Tabela 3.9.1. Parametros Iniciais utilizados nas Simulagdes a partir do modelo de
Monod de Baixo Rendimento.

Parametro Valor Unidade
So 1 (g.L?Y)
Xo 0,01 (g.L D)
Po 0 (g.L?Y)

Fonte: Adaptado de Sakthpriya et al (2015).



34

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

As simulacbes do modelo cinéticos de Monod para a producdo de moléculas de
biossurfactantes, atraves do consumo de fracdes pesadas de petrdleo pelas bactérias
Pseudomonas P. aeruginosa e P. fluorescens resultou nos gréaficos expostos nas Figuras 4.1.,
4.2.,43.,44.,45.,4.6.,4.7. e 4.8. abaixo, que foram dispostos de acordo com o rendimento
baseado na quantidade de biossurfactante produzido por unidade de massa de biomassa
consumida (g.g), o parametro Ypx.

Em ambos os casos de Monod, de alto e de baixo rendimento, é possivel identificar as
distintas fases do crescimento celular. Na fase de crescimento exponencial, 0 nimero de
células aumenta exponencialmente em razdo da divisdo celular, como foi matematicamente
calculado através da Equacdo 7. Quando o substrato é plenamente consumido, a fase de
crescimento exponencial termina e se inicia uma fase curta de crescimento decrescente, que

é seguida por uma fase estacionaria (LEHNINGER, 2017).

4.1. Modelo cinético de Monod — Baixo Rendimento

A partir da Figura 4.1 destacada abaixo, que emprega a simulagéo baseada no Modelo
de Monod, utilizando n-Hexadecano como substrato e Pseudomonas aeruginosa como
biomassa e o pardmetro Yp/x de baixo rendimento, nota-se que a fase de crescimento
exponencial se estabelece em seu maximo aproximadamente 30 horas ap6s o inicio do
experimento e que o substrato de n-Hexadecano é totalmente esgotado em aproximadamente
50 horas. Ao final do crescimento celular, atinge-se uma concentragdo maxima de 0,02 g.L
! de Ramnolipidio, que é o produto de interesse e uma concentracdo de células de
aproximadamente 0,12 g.L . Além disso, através dos perfis de crescimento de células e de
acumulacdo de produto, pode-se observar que a producdo de biossurfactante é diretamente
associada ao crescimento da biomassa, uma vez que ambos 0s processos ocorrem durante a

producéo de energia pela respiracédo celular.



Figura 4.1.
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Variagdo da concentracdo de Células de Pseudomonas aeruginosa, a partir

do consumo de substrato n-Hexadecano, através da cinética de Monod com Yp/x de
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Fonte: Elaboracéo Propria (2022).

Ja na Figura 4.2. abaixo, tém-se a simulacdo feita a partir de P. fluorescens como

células de biomassa, n-Hexadecano como substrato principal e Yp/x de baixo rendimento,

com a cinética de Monod. A fase de crescimento exponencial € méxima nas primeiras 20

horas do experimento e o substrato é totalmente consumido nas primeiras 50 horas de

experimento.

A concentracio final de biossurfactante é de aproximadamente 0,025 g.L™.

Comparando a Figura 4.2. com a Figura 4.1. observa-se que ambas tém rendimentos

parecidos, com variagdo aproximada de 0,005 g.L™%. No entanto, utilizando P. fluorescens

como biomassa, obtém-se uma quantidade maior de células no meio reacional apds o fim do

crescimento

celular, aproximadamente 0,1 g.L?, o que pode ser uma alternativa

economicamente vantajosa com a possibilidade de reuso das células em bateladas seguintes.

Figura 4.2. — Variagdo da concentragdo de Células de Pseudomonas fluorescens, a
partir do consumo de substrato n-Hexadecano, através da cinética de Monod com

Concentracéo [g/L]

Ypix de baixo rendimento.
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Fonte: Elaboragdo Propria (2022).
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Na Figura 4.3 é possivel observar a variacdo dos parametros de biomassa, produtos
e substrato, utilizando n-Eicosano e P. aeruginosa, novamente com Ypx de baixo
rendimento. O crescimento exponencial se estabelece de forma mais lenta e mais expressiva
na quantidade de produto formado, demonstrada pela curva de comportamento diferente das
discutidas nas Figuras 4.1 e 4.2. O substrato de n-Eicosano é consumido de forma mais lenta,
sendo totalmente consumido em aproximadamente 700 horas. Ao final, uma concentracdo
de 0,12 g.L* de biossurfactante e uma concentracéo de 0,4 g.L™ de células foram formados,
sendo essa combinacdo de fatores mais efetiva que as duas ultimas simulagdes. De forma

semelhante, a producéo de biossurfactante é associado ao crescimento da célula.

Figura 4.3. Variacdo da concentracdo de Células de Pseudomonas aeruginosa, a partir
do consumo de substrato n-Eicosano, através da cinética Monod com Yp/x de baixo

rendimento.
1
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Fonte: Elaboragdo Prépria (2022).

Por fim, a dltima simulacdo da Cinética de Monod de Baixo Rendimento é
evidenciada na Figura 4.4 abaixo, através de n-Eicosano como substrato e P. fluorescens
como célula. A fase de crescimento exponencial se estabelece em seu maximo
aproximadamente 300 horas apos o inicio do experimento e o substrato de n-Eicosano é
consumido de forma exponencial em aproximadamente 350 horas, sendo totalmente
esgotado. Uma concentracéo de 0,10 g.L™ de biossurfactante foi sintetizado e a quantidade

de células de bactérias chega em seu maximo de 0,5 g.L .
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Figura 4.4. Variacdo da concentragdo de Células de Pseudomonas fluorescens, a
partir do consumo de substrato n-Eicosano, através da cinética de Monod com Ye/x de
baixo rendimento.
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Fonte: Elaboracao Prépria (2022)

A partir dos resultados obtidos nas quatro simulagdes modeladas a partir do Modelo
cinético de Monod com Yp/x de Baixo Rendimento, que estdo dispostos no Quadro 4.1., é
possivel analisar que as combinac6es de maior eficiéncia produtiva em relacdo ao produto
foram entre P. aeruginosa e n-Eicosano (Ypx) € com relacdo a producdo de células o
rendimento foi maior nos pardmetros de P.fluorecens e n-Eicosano (Yxs), devido a sua
concentracdo consideravelmente maior de células ao final do experimento. As combinacdes
menos eficientes envolviam n-Hexadecano como substrato, provavelmente devido a massa
molar superior dessa fracdo pesada de petréleo, levando mais tempo para que as bactérias
conseguissem consumir esse substrato e o processo de crescimento celular fosse demorado.
A producdo de biomassa foi bem maior nas simulagdes a partir de n-Eicosano como

substrato, acompanhando também os maiores rendimentos de produto.

Quadro 4.1. Resumo das principais variaveis da cinética celular de Monod, com Ypix
de baixo rendimento, apds 1000 horas de experimento.

Substrato Pseudomonas S (g.L?) X (g.L?Y) P(g.L?Y)
P. aeruginosa 0 0,12 0,02
n-Hexadecano
P. fluorescens 0 0,2 0,025
P. aeruginosa 0 0,4 0,12
n-Eicosano
P. fluorescens 0 0,5 0,10

Fonte: Elaboragdo Propria (2022).
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4.2 . Modelo cinético de Monod — Alto Rendimento

A analise quantitativa da producéo de biossurfactante a partir do consumo dos dois
tipos de substrato analisados pela sintese das bactérias Pseudomonas, Pseudomonas
fluorescens e Pseudomonas aeruginosa também pode ser definida também a partir dos
valores de alto rendimento Ypix, proposto por Sakthpryia et al (2015). A primeira anélise é
sobre a combinacdo de n-Hexadecano utilizando P. aeruginosa e Yp/x de alto rendimento,
destacada no grafico da Figura 4.5..

Figura 4.5. Variacdo da concentracdo de Células de Pseudomonas aeruginosa, a partir
do consumo de substrato n-Hexadecano, através da cinética de Monod com Yp/x de
alto rendimento.
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Fonte: Elaboragdo Propria (2022).

O comportamento das curvas segue um padrdo classico de cinética celular, como
descrito por Lehnninger (2017), destacando-se 0 consumo de substrato e a producédo de novas
células de Bactérias e de Biossurfactante. E possivel notar que a concentracio de
biossurfactante atinge 0 maximo com o valor de 5,45 g.L%, ao final da a fase de crescimento
exponencial que tem duracdo aproximada de 150 horas. A quantidade final de células é de
aproximadamente 1,0 g.L™ . O substrato de n-Hexadecano ndo é totalmente consumido,
sobrando um residual quase nulo e constante a partir das primeiras 150 horas. Com a analise
do comportamento das curvas, assim como na cinética de Monod, os perfis cinéticos indicam
que a producéo de biossurfactante é associada ao crescimento.

A Figura 4.6. resume a simulagdo baseada em n-Hexadecano como substrato, a
bactéria P. fluorescens como bactéria e com alto rendimento Ypx.
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Figura 4.6. Variacdo da concentragdo de Células de Pseudomonas fluorescens, a
partir do consumo de substrato n-Hexadecano, através da cinética de Monod com
Yrix de alto rendimento.
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Fonte: Elaboragdo Prépria (2022).

A partir da Figura 4.6., nota-se que a fase de crescimento exponencial se estabelece
mais lentamente, aproximadamente 600 horas a partir do inicio do crescimento celular,
atingindo a concentragéo de 4,75 g.L* de Ramnolipidio ao final do experimento. O substrato
de n-Hexadecano é esgotado em 800 horas. A concentracdo final de biossurfactante é
comparativamente menor que a produzida pela P. aeruginosa e a concentracdo final de
células é de aproximadamente 1,0 g.L™.

A partir do substrato de n-Eicosano, duas simulagdes foram feitas no SciLab 6.1.1.,
alterando somente a bactéria produtora de tensoativo, mantendo o Yp/x de alto rendimento.
Esse modelo pode ser visualizado a partir das Figura 4.7. (utilizando P. aeruginosa) e

4.8.(utilizando P. fluorescens)
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Figura 4.7. Variacdo da concentracdo de Células de Pseudomonas aeruginosa, a partir
do consumo de substrato n-Eicosano, através da cinética de Monod com Yepix de alto
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rendimento.
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Fonte: Elaboragdo Prépria (2022).
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A partir da Figura 4.7. nota-se que a fase de crescimento exponencial se estabelece

em seu maximo apos aproximadamente 600 horas, formando o produto de interesse

(biossurfactante Ramnolipidio) com concentracdo final de 3,4 g.L!, e as células tém

concentracdo final de 1,0 g.L. Ja o substrato é totalmente consumido em aproximadamente

900 horas. Comparativamente as simulacBes anteriores, essa combinacdo de parametros

obteve a menor quantidade de produto formado devido ao menor rendimento Ypix.

Figura 4.8. Variacdo da concentracgdo de Células de Pseudomonas fluorescens, a
partir do consumo de substrato n- Eicosano, através da cinética de Monod com Yp/x
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Fonte: Elaboragdo Prépria (2022).
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Na Figura 4.8., a combinagéo entre os paramentros de n-Eicosano como substrato e
P. fluorescens como célula bacteriana resultou em uma concentracdo de tensoativo que
atinge uma concentragéo de 4,5 g.L ™. Ja as células tém uma concentracdo final de 1 g.Le
consumo total do substrato ocorre em aproximadamente 550 horas.

Resumindo, os resultados obtidos nas quatro simulagbes modeladas a partir da
cinética de Monod com Yp/x de alto rendimento estdo dispostos na Quadro 4.2.. A partir de
uma primeira analise, a combinacdo de maior eficiéncia de formacdo de produto acontece
entre a bactéria P. aeruginosa e n-Hexadecano. As concentracdes finais da quantidade de
celulas bacterianas foram iguais em todas as quatro simula¢fes. A combinacdo menos
eficiente foi entre P. aeruginosa e n-Eicosano, refletido pelo menor rendimento analisado
pelos experimentos de Sakthpryia et al (2015). Por fim, o substrato foi consumido em sua

totalidade em todos os casos.

Quadro 4.2. Resumo das principais variaveis da cinética celular de Monod, com Yepix
de Alto Rendimento, ap6s 1000 horas de experimento.

Substrato Pseudomonas S (g.L 1) X (g.LY) P(g.L?Y)
P. aeruginosa 0 1,0 5,45
n-Hexadecano
P. fluorescens 0 1,0 4,75
P. aeruginosa 0 1,0 34
n-Eicosano
P. fluorescens 0 1,0 4,5

Fonte: Elaboragdo Propria (2022).

E valido ressaltar que os resultados obtidos retratam uma situacdo simplificada
comparada a realidade, tratando-se de um modelo ndo-estruturado. Para esse tipo de modelo
ndo se considera as rea¢des individuais ou grupos de reacdes ocorrendo dentro das células,
mas de modo simplificado simula-se a célula como uma Unica espécie em solucdo que
interage com o0 meio. Essas considerag0es servem como base para futuros aprofundamentos,
de forma a destacar a capacidade dessas bactérias ao consumir fragfes pesadas de petréleo,

formando biossurfactantes mesmo que em pequenas quantidades.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A realizacdo deste trabalho teve como ponto de partida a comparagéo entre a producao
de Ramnolipideos, surfactantes de origem bacteriana, utilizando como biomassa as bactérias
Pseudomonas, P. aeruginosa e P. fluorescens na presenca de parafinas (Fracdes pesadas de
petroleo), formadas por n-Hexadecano e n-Eicosano. Os biossurfactantes tém demonstrado
interessante potencial para a substituicdo dos surfactantes sintetizados quimicamente,
tornando-se uma solucdo ambientalmente positiva. Com isso, 0 presente trabalho
demonstrou 0s principais conceitos sobre biossurfactantes, as possiveis estruturas
moleculares, suas caracteristicas aplicacfes em diversos tipos de diferentes industrias.

Os modelos de crescimento foram obtidos a partir de Equacgdes Diferenciais e
simuladas no ambiente SciLab 6.1.1, utilizando-se do modelo cinético de Monod. A partir
das curvas obtidas por essas equaces, foi possivel comparar os resultados de crescimento
de biomassa, utilizacdo de substrato e producéo de biossurfactante em oito possibilidades
diferentes. Para tal, utilizou-se dos dados dispostos no artigo base desse trabalho, de
Sakthpriya (2015).

Observa-se que ndo existem tendéncias 6timas de combinagdes de variaveis que
resultam na maior producdo de biossurfactante, sendo que quando se analisa o cenario a
partir dos dados de Baixo Rendimento a maior producdo quantitativa foi com n-Eicosano
como substrato e P. aeruginosa como célula bacteriana, chegando a concentracdo de 0,12
g.L %, enquanto a mesma combinago de parametros resultou na menor quantidade de células
das simulagdes de Monod de Alto Rendimento, com aproximadamente 3,4 g.L™. Ja para o
modelo desenvolvido com os valores de Alto Rendimento, a combinacdo de parametros que
gerou maior concentracdo de biossurfactante foi gerada utilizando n-Hexadecano como
substrato e P. aeruginosa como bactéria, chegando a uma concentracgdo de 5,45 g.L %,

Apesar de ter se adequado parcialmente a previsdo de condi¢cdes relacionadas a
producéo do biossurfactante, os modelos cinéticos sdo considerados promissores desde que
se levantem adequadamente os parametros cinéticos. Além disso, estudos apontam que sua
utilizacdo como substrato em processos biotecnoldgicos é uma alternativa para a producao
de Ramnolipidio. Estas caracteristicas fazem deles bons candidatos para aplicacbes em
reservatorios de petréleo com condigdes ambientais variaveis, como altas pressoes,
temperatura, pH e salinidade.

Dessa forma, ainda é necessario um estudo mais aprofundado da cinética quimica,

levantando também as variaveis criticas e de processo, para encarar uma producdo mais
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fidedigna com a realidade, criando possibilidades de se atingir a producdo em larga escala
em breve. Para dar continuidade ao trabalho, sugerem-se mais testes experimentais com os
mesmos parametros de substrato e bactérias Pseudomonas, para que se possa tracar
estatisticas com os resultados e obter com maior fidelidade qual combinacdo de variaveis
resulta em um maior rendimento do produto de interesse, no caso 0s Ramnolipidios. Além
desse estudo de parametros e cinética, poderiam ser utilizados conceitos de otimizacdo
computacional de processos, de forma a encontrar os pontos de 6timo nas equacgdes e

aumentando a possibilidade de utilizacdo industrial desses microrganismos.
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Simulacdo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
aeruginosa com n-Hexadecano como substrato - Modelo de Monod com baixo

rendimento.

clc;
clear all;

function [dy]=fun(t,y,Ks,YXS,YPS,minMax)
//Variacdo de biomassa em func¢édo do tempo
dy(1)=y(1)*((miMax*y(2))/(Ks+y(2)));
//Variacdo de substrato em funcéo do tempo
dy(2)=-(1/YXS)*(dy(1));

//Variacdo do produto ao longo do tempo
dy(3)=YPX*(dy(1));

endfunction

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condigdes iniciais

t=[0:0.1:1000];//Vetor da variavel independente - Vetor do tempo

/l GRAFICOS

//Dados do modelo cinético - Variacdo de células, substrato e produtos
//Dados do modelo - Células, substrato e produto

Ks=3.4,

Y XS=0.12;
YPX=0.15;
miMax=0.5;

y=ode('stiff',y0,t0,t,fun)
subplot(2,2,1)
plot(t,y(L,:),-'ty(2,),~ ty(3,),-)
a=gca()
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a.data_bounds=[0 0;1000 1];

xlabel("Tempo [h]")

ylabel("Concentracédo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"]);

Simulacdo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
fluorescens com n-Hexadecano como substrato - Modelo de Monod com baixo
rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condigdes iniciais
t=[0:0.1:1000];//Vetor da variavel independente - Vetor do tempo

Ks=8.8;

Y XS=0.2;

YPX=0.13;

miMax=1.9;
y1=ode('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,2)

plot(t,y1(1,),-" t,yl(2,), - t,y1(3,:),-)

a=gca()

a.data_bounds=[0 0;1000 1];

xlabel("Tempo [h]™)

ylabel("Concentragéo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"]);

Simulacéo da produc¢do de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
aeruginosa com n-Eicosano como substrato - Modelo de Monod com baixo rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condic¢des iniciais
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t=[0:0.1:1000];//Vetor da varidvel independente - Vetor do tempo

Ks=7.2;

Y XS=0.41;

YPX=0.35;

miMax=0.09;

y2=o0de('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,3)

plot(t,y2(1,)),-",t,y2(2,),-" t,y2(3,:),-)

xlabel("Tempo [h]™)

ylabel("Concentracdo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"]);

Simulacdo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
fluorescens com n-Eicosano como substrato - Modelo de Monod com baixo rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da variavel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condic¢des iniciais
t=[0:0.1:1000];//Vetor da varidvel independente - Vetor do tempo

Ks=8.9;

Y XS=0.53;
YPX=0.25;
miMax=0.24;

y3=0de('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,4)

plot(t,y3(1,:),-,t,y3(2,)),-",t,y3(3,)),-)

xlabel("Tempo [h]"™)

ylabel("Concentragéo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"]);
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Simulacdo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
aeruginosa com n-Hexadecano como substrato - Modelo de Monod com alto

rendimento.

clc;
clear all;

function [dy]=fun(t,y,Ks,YPS,YPX,minMax)
YXS = YPS/YPX;

//Variacdo de biomassa em fungéo do tempo
dy(1)=y(1)*((miMax*y(2))/(Ks+y(2)));
//Variagédo de substrato em funcdo do tempo
dy(2)=-(1/YXS)*(dy(1));

//Variacdo do produto ao longo do tempo
dy(3)=YPX*(dy(1));

endfunction

t0=[0]; //Vetor da variavel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condic¢des iniciais

t=[0:0.1:1000];//Vetor da varidvel independente - Vetor do tempo

/l GRAFICOS

//Dados do modelo cinético - Variacao de células, substrato e produtos
//Dados do modelo - Células, substrato e produto

Ks=3.4;
YPS=5.32;
YPX=4.81;

miMax=0.18;
y=ode('stiff',y0,t0,t,fun)
subplot(2,2,1)
plot(t,y(1,),-ty(2,),-.ty(3,).-)
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xlabel("Tempo [h]™)
ylabel(*"Concentracéo [g/L]");
hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"], pos=5);

Simulacdo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
fluorescens com n-Hexadecano como substrato - Modelo de Monod com alto
rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condigdes iniciais
t=[0:0.1:1000];//Vetor da variavel independente - Vetor do tempo

Ks=8.8;

YPS=4.76;

YPX=4.11;

miMax=0.1;
y1=ode('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,2)

plot(t,yl(1,),-" t,yl(2,),- t,y1(3,:),-)

/lla=gca()

//a.data_bounds=[0 0;1000 1];

xlabel("Tempo [h]™)

ylabel("Concentracéao [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"], pos=5);

Simulacdo da producédo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
aeruginosa com n-Eicosano como substrato - Modelo de Monod com alto rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condic¢des iniciais
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t=[0:0.1:1000];//Vetor da varidvel independente - Vetor do tempo
Ks=7.2;

YPS=3.37;

YPX=3.45;

miMax=0.08;

y2=o0de('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,3)

plot(t,y2(1,)),-",t,y2(2,:),-"t,y2(3,:),-)

xlabel("Tempo [h]™)

ylabel("Concentragédo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"], pos=5);

Simulacéo da producdo de Biossurfactantes a partir do metabolismo da Bactéria P.
fluorescens com n-Eicosano como substrato - Modelo de Monod com alto rendimento.

clc;

clear all;

t0=[0]; //Vetor da varidvel independente - tempo inicial
y0=[0.01;1;0];//Vetor de condigdes iniciais
t=[0:0.1:1000];//Vetor da variavel independente - Vetor do tempo
Ks=8.9;

YPS=4.51;

YPX=3.71,;

miMax=0.16;

y3=0de('stiff',y0,t0,t,fun)

subplot(2,2,4)

plot(t,y3(1,:),-,t,y3(2,)),-",t,y3(3,)),-)

xlabel("Tempo [h]"™)

ylabel("Concentragéo [g/L]");

hl=legend(["Células [g/L]","Substrato [g/L]", "Produto [g/L]"], pos=5);



