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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do microrganismo Bacillus
subtilis LAMIOO0S em produzir biossufactantes utilizando suco de caju clarificado como fonte
de carbono. A capacidade de produgdo do microrganismo foi avaliada com um ensaio
preliminar utilizando meio mineral como meio e cultivo, tendo glicose e frutose padrdo
analitico como fonte de carbono. Posteriormente avaliou-se a influéncia da variacdo nas
concentracdes da fonte de carbono, utilizando suco de caju clarificado como substrato,
mantendo a concentracdo da suplementagdo da fonte de nitrogénio constante com 1,0 g.L'1 de
(NH4)2S0s. Realizou-se estudo cinético para avaliagdo da viabilidade de bioconversdo do
substrato utilizado em um produto de valor agregado, a surfactina bem como o tipo de
metabdlito formado. O ensaio com meio mineral, com concentra¢des iniciais de ART de
40,87 g.L'1 a maior concentragdo de biomassa e surfactina obtidas foram de 2,5 g.L'1 137
mg.L™" respectivamente,com 72 horas de ensaio. A menor reducio da tensdo superficial do
meio rico em surfactina foi em torno de 27,0 dina.cm™, representando 55% de reducdo. O pH
permaneceu numa faixa de 6,0 - 7,0. Variando a fonte de carbono tendo concentragdes iniciais
de ART de 12,71 gL', 22,92 gL', 48,96 gL'}, 65,04 gL', 96,10 gL' ¢ 40,65 gL'+ 0,1%
de solucdo de micronutrientes, a maior produ¢do de surfatina obtida foi no ensaio com
concentragio de ART de 22,92 g.L ™! atingindo o valor de 372,56 g.L' em 48 horas. A maior
concentracdo de biomassa alcangada para os ensaios com variagdo nas concentragdes iniciais
de ART foram de 2,05 g.L'l, 53 g.L'l, 7,49 g.L'l, 8,6 g.L'l, 8,4 g.L'1 e 7,14 g.L'1
respectivamente, para as concentragcdes de ART supracitadas. Todos os ensaios apresentaram
carbono residual ao final do processo, pH chegando a valores muito acidos de até 4,0,
mostrando-se estavel na faixa entre 6,0 ¢ 7,0 apenas no ensaio com concentragdo de ART
96,10 g.L"'. O surfactante produzido apresentou boa capacidade emulsificante, em torno de
50%, em hidrocarbonetos como querosene ¢ 6leo de soja e formaram emulsdes estaveis,
atingindo valores em torno de 2,0 U. Os ensaios fermentativos variando a concentra¢do da
fonte carbono apresentaram velocidade especifica maxima de crescimento (Uxmax)
semelhantes. As velocidades especificas de crescimento (Jix), de consumo de substrato () €
de produgdo de biossurfactante (u,) correlacionaram-se muito bem, podendo entdo afirmar
que a formacdo do produto é um metabolito primario e esta associada ao crescimento. O
modelo matematico aplicado aos ensaios fermentativos ajustou-se bem aos dados
experimentais, comprovando a viabilidade da bioconversdo do substrato em um produto de
valor agregado, a surfactina.

Palavras chave: Suco de caju clarificado, Bacillus subtilis, biossurfactantes.



ABSTRACT

The purpose of this study was evaluate the biosurfactants potential production of
the microorganism Bacillus subtilis LAMIOO0S using clarified cashew apple juice as carbon
source. The microorganism production capacity was evaluated with preliminary test using
mineral medium as inoculum and cultivation, and glucose and fructose standard analytical as
carbon source. Subsequently, the influence of carbon source variation was evaluated keeping
the supplementation of nitrogen source constant at 1.0 g.L™' (NH4),SO,. Kinetic study was
conducted to assess the feasibility of substrate bioconversion used in a value-added product,
surfactin, and the type of formed metabolite. The test with mineral medium with initial
concentrations of 40.87 gL' TRS were obtained the higher biomass concentration and
surfactin of 2.5 g.L"! and 137 mg.L" respectively in 72 hours of testing. The lower surface
tension reduction of the medium rich in surfactin was around 27.0 dyne.cm™, representing
55% reduction. The pH remained in a range from 6.0 to 7.0. By varying the carbon source and
initial concentrations of TRS 12.71 gL', 22.92 gL', 48.96 gL', 65.04 g.L"',96.10 g.L"' and
40.65 gL' + 0.1% solution of micronutrients, the highest yield was obtained in surfatin test
concentration of TRS of 22.92 g.L”! reaching a value of 372.56 g.L"! in 48 hours. The highest
concentration of biomass obtained for assays with variation in initial concentrations of TRS
were 2.05 gL', 53 gL, 749 gL', 8.6 gL', 8.4 gL' and 7.14 gL' respectively, for
concentrations above TRS. All tests showed residual carbon at the end of the process,
reaching pH values much acid to 4.0, being stable in the range between 6.0 and 7.0 only at
test concentrations of 96.10 gL' TRS. Surfactant produced showed good emulsifying
capacity, around 50% in hydrocarbons such as kerosene and soybean oil and formed stable
emulsions, reaching values around 2.0 U. Fermentations varying the concentration of carbon
source showed maximum specific growth (uxmax) similar. The specific growth rates (L),
substrate consumption (1) and biosurfactant production (u,) fitted quite well, we conclude
that the product formation is a primary metabolite and is associated with growth. The
mathematical model used for testing fermentative fitted well to the experimental data, proving
the feasibility of bioconversion of the substrate in surfactin.

Keywords: Clarified cashew apple juice, Bacillus subtilis, biosurfactant.
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1- INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porc¢do polar e outra
apolar. A por¢do polar ou hidrofilica, solivel em agua, pode ser idnica, ndo idnica ou
anfotérica, ou seja, exibir caracteristicas anidnicas ou cationicas dependendo das condi¢Ges de
pH da solu¢do aquosa na qual estdo inseridos. A porc¢do apolar ou hidrofobica é geralmente
um hidrocarboneto, insoluvel em agua, porém soluvel em lipidios (Desai e Banat, 1997).
Constituem uma classe importante de compostos quimicos muito utilizados em diversos
setores industriais, tendo como caracteristicas importantes a facil biodegradabilidade, baixa
toxicidade e conseqiientemente facil aceitabilidade ecoldgica por atuarem como dispersantes
e/ou solubilizantes de compostos organicos, apresentando baixa solubilidade em agua,
capacidade de atuar em condi¢des drasticas de temperatura ou pH (Desai e Banat, 1997,
Cooper et al., 1981; Mulligan, 2005; Yeh et al., 2006). Os biossurfactantes podem ser
produzidos por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, ¢ apresentam grande diferenca em
relacdo aos surfactantes sintéticos pela variabilidade na sua natureza hidrofobica e hidrofilica
(Shafi e Khanna, 1995). Sdo produzidos por biotransformacao de matérias-primas renovaveis,
apresentando a vantagem de baixos impactos ambientais em relacdo aos detergentes quimicos
convencionais (Banat et al., 2000). O potencial de aplicagdo dos biossurfactantes, produzidos
a partir de microrganismos, ¢ baseado em suas propriedades funcionais, que incluem
emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubiliza¢do, demulsificagdo, inibi¢ao de corrosao,
redugdo de viscosidade de liquidos e redugdo da tensdo superficial. Essas propriedades sdo
aplicadas em diversos campos da agricultura, construc¢do, indastrias alimenticias, de bebidas,
petroleo, papel, metal, téxtil, farmacéuticas e de cosméticos (Bognolo, 1999; Fiechter, 1992;
Mulligan et al., 2001). O interesse em se utilizar surfactantes obtidos como subprodutos
metabolicos de bactérias, fungos e leveduras, os biossurfactantes, é crescente devido as
vantagens que estes compostos apresentam em relagdo aos seus similares quimicamente
sintetizados, e também pelo fato de sua ampla gama de aplicagdes (Dubey e Juwarkar, 2001 ;
Makkar e Cameotra, 2002). Dentre os biossurfactantes mais efetivos estdo os lipopeptidios
produzidos por bactérias do género Bacillus, especialmente a surfactina, produzida por
Bacillus subtilis (Desai e Banat, 1997).

Os surfactantes t€ém a capacidade de reduzir tensdes superficiais e interfaciais e de

promover a formacdo de microemulsdes, onde agua pode solubilizar hidrocarbonetos
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(Fernandes et al., 2008) além de encontrarem papel fundamental na estabilidade de emulsdes,
ou seja, a redugdo da tensdo interfacial associada com a formacdo de uma emulsdo
(Shahidzadeh et al., 2000), de tal forma que os surfactantes agem para facilitar a
emulsificacdo através da formag@o de um filme adsorvido em torno das gotas dispersas, o que
impede a floculagdo e a coalescéncia (Lima, 2004). O processo de emulsificagdo ¢
acompanhado por um aumento da area interfacial, o que produz uma elevagdo brusca da
energia livre de superficie (Becher, 1965). Em geral a formulagdo de emulsdes disponiveis
comercialmente ¢ produzida a base de Oleos minerais. No entanto, com a crescente
fiscalizac@o e exigéncias ambientais, utilizagdo de fontes renovaveis a base de 6leos vegetais
torna-se uma fonte alternativa no atual contexto mundial. Diversos sdo os dleos vegetais de
importancia econdmica e tecnoldgica que podem ser utilizados na formula¢do de emulsdes.
Pode-se somar a isso a utilizagdo de surfactantes de origem microbiologica, os
biossurfactantes, na composi¢do desse sistema contribuindo com a biodegradabilidade destas
emulsdes.

Entretanto, apesar de todas as caracteristicas apresentadas pelos surfactantes
naturais, 0 mesmo ainda ndo ¢ economicamente competitivo, devido ao alto custo de sua
producdo associada com a utilizacdo de substratos caros e métodos ineficientes de
recuperagdo do produto (Fox e Bala, 2000). A utilizacdo de biossurfactantes ainda ¢ limitada
devido a competi¢do com os surfactantes de origem sintética, especialmente quando se
considera a capacidade para atender as necessidades da aplicacdo pretendida, a funcionalidade
e ao custo. Altos custos de producdo sdo incompativeis com as aplicagdes industriais, que
requerem grandes quantidades de surfactantes. Nesse sentido, para o desenvolvimento de
biossurfactantes, ¢ fundamental a reducdo de custos de produg@o, onde o uso de matérias-
primas de baixo custo, como residuos agroindustriais, pode ser uma solugdo para esta questao
econdmica (Makkar e Cameotra, 2002a; Mercade e Manresa, 1994; Mukherjee et al., 2006).
A producdo de biossurfactantes pode ser induzida por hidrocarbonetos ou substratos
insoluveis em agua, porém, os biossurfactantes também podem ser produzidos a partir de
substratos soluveis em agua, especialmente carboidratos (Karanth et al., 1999; Mulligan,
2005).

A produgdo de biossurfactantes utilizando residuos agroindustriais tornou-se tema
de muitas pesquisas, tendo em vista que as substancias biodegradaveis sdo compativeis com o
meio ambiente e a utilizagdo de substratos alternativos, ricos em carboidratos ou lipidios para

crescimento do microrganismo e biossintese dos biossurfactantes, reduzem os custos de
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fabricacdo, obtendo-se assim produtos economicamente vidveis. Dentro deste contexto, e
ainda, dentro do ambito regional, mais especificamente da agroindustria do estado do Cear4, o
suco de caju ¢ um potencial substrato a ser estudado, uma vez que ¢ uma matéria-prima rica
em carboidratos, fibras, vitaminas e sais minerais de grande abundancia na regido Nordeste
(Rocha et al., 2006).

No Brasil estima-se que a area ocupada com cajueiro corresponde a
aproximadamente 783.000 ha, sendo que a regido Nordeste responde com mais de 90% da
area colhida e da produ¢do nacional, sendo os estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte
responsaveis por cerca de 85% da area cultivada no pais de acordo com dados divulgados pelo
IBGE para safra de castanha de caju de 2009. Calcula-se que seja utilizado apenas de 15% a
20% da polpa na fabricagdo de doces, sucos, vinho ou consumo in natura ¢ que 80% seja
desperdig¢ado, ou seja, milhares de toneladas de pedunculo sdo jogados fora. Ainda ha perda
de grande parte do pseudofruto no campo, no momento do descastanhamento feito para a
industria de beneficiamento da castanha, a qual o pseudofruto ndo interessa. (Garruti et al.,
2003).

Sabe-se que o suco de caju, fonte de carbono utilizada como fonte de carbono no
presente estudo, ¢ uma rica fonte de carboidratos, tendo glicose e frutose (actcares redutores
totais — ART) como principais fontes de carbono, que serdo utilizadas pelo microrganismo
além de diversos aminoacidos, proteinas e sais minerais como ferro (Wei e Shu, 1998; Wei et
al., 2004) e manganés (Wei e Shu, 2002) que sdo considerados importantes para a produgao
de biossurfactantes por Bacillus subtilis. Vale ressaltar que a matéria prima utilizada também
possui outros nutrientes que poderdo ser consumidos pelo microrganismo podendo ser citados
0 magnésio, as proteinas soluveis e os aminoacidos como metionina, cisteina e histidina.

Diante dos expostos, este projeto objetivou avaliar o potencial de producdo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO0S utilizando como substrato, suco de caju
clarificado, tendo em vista que este substrato ndo convencional é uma fonte de nutrientes
abundante e renovavel que atualmente é desperdicada. Os ensaios foram realizados em
diversas condigdes de cultivo, a fim de avaliar a melhor condigdo para obten¢do de uma maior
quantidade e qualidade do produto final. Realizou-se ainda a quantificagdo da bioconversido

do suco de caju clarificado em um produto de valor agregado, a surfactina.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Surfactantes ou tensoativos

Os surfactantes sdo definidos como moléculas anfipaticas, ou seja, constituidos de
uma porg¢ao hidrofilica e outra hidrofobica, que em fungdo da presenca destes grupos, tendem
a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade: 6leo/agua
e agua/dleo (Figura 1). Sdo também chamados de tensoativos, por reduzirem a tensdo
superficial e interfacial de liquidos. Possuem a capacidade de formar microemulsdes com os
hidrocarbonetos, proporcionando uma grande diversidade de aplicagdes industriais (Palejwala

& Desai, 1989).

LAsp — Dleu —Lleu—0O CH,
| I
LVal H?_{CHE]‘B_?H
C CH
N H, s
Dleuy ——  |dew — LGlu—C=0

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de surfactina. Fonte: Nitschke e Pastore , 2002.

A Figura 1 mostra a estrutura quimica de uma molécula de surfactina, onde pode ser
visualizada uma cadeia apolar, capaz de interagir com o 6leo e uma extremidade polar, capaz
de interagir com a agua. Estes compostos constituem uma importante classe de produtos
quimicos largamente utilizados na indastria moderna, com aplicagdo na industria
farmacéutica, cosmética, petroquimica, tintas, produtos de limpeza, agricultura entre outros
(Duarte et al., 2003; Banat et al., 2000).

Outra caracteristica desses compostos ¢ a capacidade de formar agregados
micelares a partir de uma determinada concentragdo, denominada concentragdo micelar critica
(CMC). Quando a concentracdo do surfactante aumenta no meio aquoso, a tensdo superficial,
que ¢ a forca de atragdo que existe entre as moléculas dos liquidos, diminui, ocorrendo a
formacdo de micelas que sdo moléculas anfipaticas agregadas com as porgdes hidrofilicas
posicionadas para a parte externa da molécula e as por¢des hidrofobicas para a parte interna.
A Concentragdo Micelar Critica (CMC) ¢ formada pela concentragdo dessas micelas, que
corresponde a concentracdo minima de surfactante necessdria para que a tensdo superficial

seja reduzida a0 maximo. Quando a CMC ¢ atingida, formam-se varias micelas (Mulligan,

Producio de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI005 utilizando suco de caju clarificado



22

Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica Oliveira, D.W.F.

2005; Pir6llo, 2006; Rufino, 2006). Um bom surfactante deve diminuir a tensdo superficial da
agua de 72 para 35 dina/cm e sua efici€éncia esta relacionada a uma baixa CMC, concentrag@o
micelar critica (Mulligan et al., 2005), definida como a concentragdo minima necessaria para
iniciar a formagdo de micelas (Becher, 1965).

Os surfactantes geralmente sdo utilizados em produtos comerciais com a
finalidade de melhorar a dispersdo ou a solubilizacdo de materiais hidrofobicos em agua
(Mulligan e Gibbs, 1993). Avalia-se a eficicia destes compostos em func¢do das suas
propriedades fisicas descritas, como tipos de misturas que estabelecem com a agua, como
solubilidade, concentragdo micelar critica (CMC), tensdo superficial e tensdo interfacial

(Figura 2).

b cmc CF
? CO\//DO . Solubilidade
o é\j o
o
K
K
K
”
Propriedade - = ) )
Fisica R Tenséo Superficial
.
-
-
i hq""l--
bt stk e e e et Tenséo Interfacial
Concentragao de Tensoativo

Figura 2 - Tensao superficial, tensdo interfacial e solubilidade em fung@o da concentragdo do surfactante (CMC:
concentragdo micelar critica). Fonte: Mulligan ef al., 2001.

A Figura 2 mostra a relagdo entre a concentragdo do emulsificante e as
propriedades fisicas descritas anteriormente. Em uma emulsdo, onde existe um limite
interfacial entre duas fases imisciveis, os surfactantes concentram-se nas interfaces solido-
liquido, liquido-liquido ou vapor-liquido. A parte hidrofébica da molécula concentra-se na
superficie voltada a fase hidrofobica, enquanto a por¢do hidrofilica esta orientada para a
solucdo (Mulligan, 2005). A tensdo superficial, que ¢ uma medida da energia livre da
superficie por unidade area requerida para trazer uma molécula a superficie (Rosen, 1978),
correlaciona-se com a concentragdo do composto ativo na superficie at¢ que a CMC seja
alcancada. A tensdo interfacial ¢ a superficie de separagdo entre duas substincias quaisquer.

Ao contrario da tensdo superficial de um liquido, a tensdo interfacial de um par de substancias
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pode ser negativa. Neste caso, a energia potencial de coesdo diminui a medida que a area da
interface aumenta, e este aumento se produz espontaneamente por ser a adesdo entre as
moléculas mais intensa do que a coesdo entre elas (Souza, 1995).

Durante a década de 80, a demanda produtiva para surfactantes aumentou
aproximadamente 300% na industria quimica americana (Lang ¢ Wulbrandt, 1999). Em 1997,
o mercado mundial para surfactantes foi de aproximadamente US$9,5 bilhdes anuais (Desai e
Banat, 1997). A importancia econdmica dos surfactantes sintéticos reflete-se pelo aumento do
numero de patentes e publicagdes como também pelo aumento do consumo destes compostos
em escala mundial (Kim et al., 2000). Entretanto, esses compostos quimicos sdo prejudiciais
ao meio ambiente, pois sdo toxicos e ndo apresentam biodegradabilidade. A maioria dos
surfactantes comercializados ¢ derivada principalmente do petroleo. Entretanto, os rapidos
avangos na biotecnologia e o aumento das preocupagdes com o meio ambiente, combinado a
mudangas nas legislagcdes (Banat et a/., 2000), tém aumentado o interesse em biossurfactantes
de origem microbiana, por suas caracteristicas principais como baixa toxicidade,
aceitabilidade ambiental e a possibilidade de producdo utilizando substratos renovaveis
(Makkar e Cameotra, 2002), além da tolerancia a temperatura, pH e forca i0nica e de serem

biodegradaveis no solo e na agua (Lin, 1996).

2.2 — Biossurfactantes

2.2.1 — Propriedades e aplicagdes

Os biossurfactantes sdo produzidos por bactérias, leveduras e fungos e constituem
um grupo diversificado de surfactantes que possuem aplicagdes variadas em setores
industriais devido a sua versatilidade funcional (Ishigami e Suzuki, 1997). Surfactantes
naturais sdo sintetizados por uma variedade de organismos vivos, tais como plantas
(saponinas), animais (acidos biliares) e microrganismos (glicolipideos) (Bognolo, 1999).
Apresentam diversas vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos, tais como: baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade, elevada compatibilidade ambiental, biodigestibilidade e

efetividade em condigdes extremas de temperatura, pH e forca idnica (Cameotra e Makkar,

Producio de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI005 utilizando suco de caju clarificado



24

Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica Oliveira, D.W.F.

1998; Kosaric, 1992; Sousa, 2008). Estas caracteristicas permitem a sua utilizagdo na
agricultura, na industria de cosméticos, petrolifera, de lubrificantes, alimenticia, de produtos
de limpeza entre outras. As aplicacdes dos biossurfactantes atualmente estdo mais voltadas
para a industria petrolifera, na recuperacdo terciaria de petréleo e biorremediacdo de
hidrocarbonetos, havendo relatos a solubilizagdo e emulsificagdo de compostos quimicos

toxicos. A Tabela 1 mostra algumas fungdes e potenciais aplicagdes de biossurfactantes.

Tabela 1 - Potenciais aplicagdes de biossurfactantes.

Funciao Aplicagio
Dispersantes e emulsificantes Cosméticos, tintas, aditivos para 6leo
Solubilizantes e microemulsdes Produtos farmacéuticos
Agentes umectantes Industria téxtil, tintas e fArmacos
Detergentes Produtos agricolas e domésticos
Agentes espumantes Cosméticos e produtos para flotacao
Agentes seqiiestrastes de metais Mineragao
Demulsificantes Tratamento de residuos liquidos
Agentes redutores de viscosidade Transporte de 6leo cru através de tubulagdes
Recuperagdo Melhorada do Petrdleo Recuperagdo melhorada do petroleo

Fonte: Banat et al., 2000.

Como propriedades funcionais podem ser destacadas a atividade emulsificante,
molhabilidade, solubilizagdo, demulsificagdo, inibi¢do a corrosdo, complexagdo de metais e
reducdo da viscosidade de 6leos pesados (Fiechter, 1992). Possuem uma ampla variedade de
moléculas quimicamente diferentes como glicolipidios, lipossacaridios, fosfolipidios, acidos
graxos e lipidios neutros, lipopeptidios e alguns polimeros (Desai; Desai, 1993; Bognolo,
1999; Lang, 2002; Maier, 2003; Barros, 2008). Dentre os biossurfactantes mais efetivos estdo
os lipopeptidios produzidos por bactérias do género Bacillus, especialmente a surfactina,
produzida por Bacillus subtilis (Bognolo, 1999). A surfactina ¢ um dos mais poderosos
biossurfactantes conhecidos e considerada como um CLPBS (cyclic lipopeptide
biosurfactants) e possui diversas atividades biologicas como antibacteriana e antiviral e na

estimulagdo da atividade dos macrofagos (Vollenbroich et al., 1997).
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Os biossurfactantes sdo capazes de formar diversas estruturas tais como micelas,
vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras (Champion ef al., 1995).

As estruturas basicas sdo mostradas na Figura 3.

Figura 3 — Estruturas basicas formadas por biossurfactantes. (A) vesicula multilamelar; (B) vesicula unilamelar;
(C) Micelas; (D) Lamela.
Fonte: (A, B, D) Colla & Costa, 2003; (C) Nitschke e Pastore, 2002.

Queiroga et al.(2003) utilizaram o microrganismo Bacillus subtilis para avaliagdo
da tensdo superficial na produgdo de biossurfactantes em presencga de petrdleo, observando
uma redugdo de tensdo superficial de 53 dina/cm para 25,7 dina/cm. Wey et al. (2003),
identificaram que a adi¢do de ferro em quantidade apropriada ao cultivo de Bacillus subtilis
21332 melhorou significativamente a producao de surfactina.

Ha uma grande quantidade de microrganismos com a capacidade de degradar e/ou
assimilar hidrocarbonetos. Desse niimero de microrganismos, alguns também sdo capazes de
emulsificar esses hidrocarbonetos durante o processo da degradagdo do substrato.
Microrganismos que assimilam petroleo ou derivados sdo comumente encontrados em locais
onde ocorreu alguma contaminag¢do, ou em areas que historicamente tém sido expostas a
algum tipo de hidrocarboneto (Sampaio, 1995). A grande maioria dos surfactantes disponiveis
comercialmente ¢ produzida a partir de derivados de petrdleo. Entretanto, ¢ crescente o
aumento da preocupagdo ambiental, o que leva a procura de biossurfactantes como alternativa
aos produtos existentes. Além disso, outras propriedades destes biocompostos, como baixa
toxidez, biodegradabilidade e propriedades biologicas, os colocam como alternativas
promissoras (Kosaric, 1992; Desai e Banat, 1997; Holmberg, 2001; Maier, 2003; Cameotra e
Makkar, 2004; Barros et al., 2007). Enquanto os surfactantes quimicos sdo classificados de
acordo com a natureza de seu grupo polar, os biossurfactantes sdo classificados com base em

sua natureza bioquimica. As principais classes incluem: glicolipideos, fosfolipideos,
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lipopeptideos ou lipoproteinas (Desai e Desai, 1993). A Tabela 2 apresenta as principais

classes de biossurfactantes e microrganismos responsaveis pela producdo dos mesmos.

Tabela 2 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos.

Tipo de biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios

- trehalolipidios

Pseudomonas aeroginosa
Torulopsis bombicola T.apicola
Rhodococccus erythropolis.

Mycobacterium sp.

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

Bacillus licheniformis

- Viscosina Pseudomonas fluorescens

- Serravetina Serratia marcescens

- Subtilisina Bacillus subtilis

- Surfactina Bacillus subtilis

- Gramicidina Bacillus Brevis

- Polimixina Bacillus polymyxa
Acidos graxos, lipidios neutros e
fosfolipidicos

- Acidos graxos
- Lipidios neutros

- Fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythoropolis

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos
- Emulsao
- Biodispersao
- Liposan
- Carboidrato-lipidio-proteina

- Manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Surfactantes particulados
- Vesiculas

- Células

Acinetobacter calcoaceticus

Varias bactérias

Fonte: Desai e Banat, 1997.
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2.2.2 — Microrganismos do género Bacillus sp. produtores de biossurfactantes

O género Bacillus ¢ formado por um grupo heterogéneo de bactérias Gram-
positivas ou Gram-variaveis, aerobicas, com formato de bastonete, que podem ocorrer
isolados ou em cadeia, produtores de esporos resistentes a condigdes adversas, ndo
apresentando mais de um esporo por célula (Holt et al., 1994). Algumas espécies sdo
patogénicas, como o Bacillus anthracis, mas a maioria delas ¢ considerada propria do meio
ambiente, participando inclusive de diversos ciclos biogeoquimicos (Encinas et al., 1996).
Esses microrganismos apresentam grande plasticidade fisiolégica no que se refere as
condi¢goes de temperatura, pH e salinidade dos ambientes nos quais sdo encontrados como
agua, solo, associadas as plantas, ambientes poluidos, sedimentos marinhos entre outros

(Encinas et al., 1996).

Membrana plasmatica circulando o
DNA, parte do citoplasma e a
membrana isolados na etapa inicial

;
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Figura 4 - Processo de esporulagdo de Bacillus sp. (Tortora et al., 2005).

A Figura 4 mostra a seqiiéncia do processo de esporulagdo do microrganismo
Bacillus sp. Devido a grande resisténcia de seus esporos ¢ da alta habilidade metabdlica das

células vegetativas, este género representa-se como um dos grupos de microrganismos mais
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importantes comercialmente e, conseqiientemente, um dos mais estudados. As espécies do
género Bacillus sdo atualmente reconhecidas como produtoras de antibidticos e outras drogas,
inseticidas, biossurfactantes, compostos quimicos e enzimas (Ivanova et al., 1999). O género
Bacillus, portanto, representa um grupo importante e bastante diversificado, com uma
extraordindria ecologia de interesse em varios segmentos da biotecnologia (Eichler, 2001) e
vem atraindo grande interesse dos mais diversos setores industriais por possuirem essa gama
de caracteristicas tdo promissoras (Schallmey et al., 2004).

Bacillus subtilis sdo microrganismos produtores de lipopeptideos, como a
surfactina, que contém sete aminoacidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila do 4cido 14
(Kakinuma et al., 1969). Concentragdes de surfactina menores que 0,005% reduzem a tensao
superficial de 72 dina/cm para 27 dina/cm, tornando a surfactina um dos biossurfactantes mais
poderosos. A solubilidade e a capacidade surfactante da surfactina, no entanto, vai depender
do tipo de residuo utilizado como substrato (Hue et al., 2001). Queiroga et al. (2003),
utilizaram Bacillus subtilis para avaliagdo da tensdo superficial na produgdo de
biossurfactantes em presenga de petroleo, observaram uma reducdo da tensdo superficial de
53 dina/cm para 25,7 dina/cm. Wey et al. (2003) identificaram que a adi¢do de ferro em
quantidade apropriada ao cultivo de Bacillus subtilis 21332 melhorou significativamente a

produc@o de surfactina.

2.2.3 — Produgdo de biossurfactantes

A produgdo de moléculas com atividade de reducdo da tensdo superficial ocorre
quando os substratos fornecidos aos microrganismos sdo hidrocarbonetos, possibilitando aos
microrganismos utilizarem estes compostos, normalmente insoliveis em meio aquoso, o que
impede a sua oxidacdo e assimilagdo (Colla e Costa, 2003). As vias metabdlicas dessas
moléculas nos microrganismos envolvem primeiramente a formagdo das moléculas que irdo
constituir as porc¢des hidrofébicas e hidrofilicas do mesmo, envolvendo os mecanismos de
biossintese de acidos graxos, carboidratos e derivados. A assimilagdo de n-alcanos pode
ocorrer através de trés mecanismos:

(a) assimilagd@o de hidrocarbonetos dissolvidos no meio, geralmente cadeias carbonicas curtas,

com menos de 10 carbonos, que apresentam solubilidade limitada em meio aquoso;
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(b) mecanismo de contato direto, no qual ocorre a formacdo de agregados compostos de
células, gotas de hidrocarbonetos e ar, ocasionando um aumento na lipoficidade da superficie
celular induzida pelo contato com o hidrocarboneto, que € absorvido pela célula através das
camadas lipofilicas do envelope celular; ou

(c) assimila¢do de hidrocarbonetos emulsificados, onde a partir do contato com a célula, o
substrato ¢ convertido em pequenas goticulas, ocasionando uma pseudo-solubilizagdo através
de agentes extracelulares produzidos pelas células (Kosaric & Cairns, 1987).

Cepas de Bacillus t€m sido bastante utilizadas para a producdo do biossurfactante
denominado surfactina, o qual consiste de um lipopeptidio ciclico consistindo de um acido
graxo de 14 a 15 carbonos ligado a um peptidio com 7 residuos de aminoécidos (Colla e
Costa, 2003). A surfactina ¢ produzida por diversas cepas de Bacillus, nos quais a fonte de
carbono utilizada geralmente ¢ um carboidrato e ndo um hidrocarboneto ou 6leo vegetal. Kim
et al. (1997) estudaram a produgdo de um biossurfactante denominado C9-BS utilizando
Bacillus subtilis C9 tendo como fontes de carbono a glicose, 6leo de soja ou n-hexadecano.
Um elevado rendimento de produgdo do C9-BS foi obtido com glicose como fonte de
carbono, enquanto a utilizagdo de hidrocarbonetos como substrato inibiu a producdo do
biossurfactante. Giro et al. (2009) em estudos realizados com o microrganismo Bacillus
subtilis LAMIO05 em meio mineral e utilizando suco de caju clarificado (CAJC) como fonte
de carbono, com concentracdo de ART em torno de 40 g.L'l, observaram que a glicose foi
consumida preferencialmente pelo microrganismo e obtiveram consumo total tanto da glicose
como da frutose ao final de 48 horas de ensaio, além de obterem concentragdes de surfactina

em torno de 125 mg L™ com o mesmo tempo de cultivo.

2.2.3.1 — Surfactina

Entre os biossurfactantes mais efetivos estdo os lipopeptidios produzidos por bactérias do
género Bacillus, especialmente os produzidos pelo Bacillus subtilis, a surfactina (Bognolo,
1999). Diversos fatores podem influenciar diretamente na estrutura e atividade dos
biossurfactantes dentre os quais podem ser como a fonte de carbono, fonte nitrgénio,
temperatura, pH, salinidade, entre outros (Fernandes, 2007). A fonte de carbono,

particularmente o tipo de carboidrato, exerce grande efeito sobre o tipo de glicolipidio
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produzido por Bacillus subtilis (Malkkar e Cameotra, 1997; Makkar ¢ Cameotra, 1998). A
surfactina produzida por B. subtilis, por exemplo, precipita em pH inferior a 5,0, o que
impossibilita sua utilizacdo em ambientes acidos (Wei et al., 2003; Wei et al., 2004).

A adi¢do de nutrientes aos meios de cultivo para produgdo de surfactina é de
grande relevancia para a obtencdo de significativas concentragcdes do produto final. Sais de
ferro sdo freqiientemente mencionados na literatura quanto ao efeito significativo no
rendimento de surfactina e de biomassa para B. subtilis (Cooper et al., 1981). Altas
concentracdes de ion ferroso, como FeSO4 promovem redugdo de biomassa, mas o
rendimento do biossurfactante ¢ relevante mesmo nessas condigdes (Makkar e Cameotra,
2002b), sendo 0,719 mmol.L™" a concentragio 6tima de FeSO, para a produgio de surfactante
por B. subtilis MTCC 2423. Ha relatos para B. subtilis de aumento de dez vezes na produgdo
de surfactina quando a concentragio de ferro no meio foi aumentada para 4 pmol.L™,

aumento maior que os atribuidos a cepas geneticamente modificadas (Wei et al., 2004).

2.3 — Aspectos econdmicos

A questdo econdmica ¢ uma das principais preocupagdes dos processos
biotecnoldgicos, especialmente quando o tema € a produc@o de biossurfactantes. A produgao
s0 despertara interesse se houver desenvolvimento de processos economicamente viaveis,
onde pode ser incluso o uso de materiais renovaveis e de baixo custo, que resultam numa
redugdo de 10 a 30% do custo total da produgdo (Cameotra e Makkar, 1998). A literatura
dispde de estudos envolvendo a utilizacdo de substratos alternativos, principalmente os
soliveis em agua, como melago, agua de maceragdo de milho, soro de leite e etanol para a
producdo de biossurfactantes (Patel e Desai, 1997; Matsufuji et al., 1997). Desta forma, fontes
renovaveis e residuos agroindustriais tém sido largamente usados para a produgdo de
biossurfactantes (Mercade et al., 1993).A aplicabilidade desses substratos alternativos vém
crescendo, principalmente pelo fato da questdo econdmica ser um obstaculo freqiiente em
processos biotecnologicos, especialmente no caso da producdo de biossurfactantes.

A selecdo do substrato depende da escolha de um residuo com um bom balango de

nutrientes para crescimento e producdo. Os residuos industriais com elevado teor carboidratos
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ou lipidios encontrados sdo elementos necessarios para o uso como substratos para producdo
de biossurfactantes (Makkar e Cameotra, 1999; Mercade ¢ Manresa, 1994).

Barros et al. (2007) descreveram a importancia da variedade de residuos
industriais como matéria-prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores, a utilizacdo
de residuos agroindustriais para producdo de biossurfactantes é um dos passos para viabilizar
e implantar esses processos em escala industrial, sendo necessario um balanco de nutrientes
para desenvolver condi¢des adequadas para o desenvolvimento e produgao desses compostos.
Os efluentes de processamento de batatas foram evidenciados como substitutos atrativos dos
substratos convencionais, uma vez que sdo fonte de carboidratos na forma de amido e agtcar,
de nitrogénio e de carbono, considerando que a composi¢do do meio interfere na reducdo da
tensdo superficial.

Nitschke e Pastore (2006) utilzaram com sucesso residuos industriais de fritura de
batata na producgdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis. Anteriormente, Nitschke et al.
(2004) selecionaram microrganismos para a producdo de biopolimeros utilizando residuos
agroindustriais. Utilizaram melago, soro de leite e manipueira obtendo valores de tensdo
superficial em torno de 26 mN/m. Rufino (2006) utilizou um residuo de refinaria na producao
de biossurfactantes por Candida lipolytica obtendo resultados satisfatorios em relagdo a

reducdo de tensdo superficial.

2.4 — A cajucultura no Brasil

O cajueiro, denominado Anacardium occidentale L. por Lineu, pertence ao género
Anacardium, da familia Anacardiaceae, € perene e apresenta crescimento continuo, podendo
atingir at¢ 20m de altura. No Brasil, os maiores produtores estdo localizados na regido
Nordeste: Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte ¢ Bahia. Sendo assim, a fruta ¢ de grande
importancia econdomica na regido, uma vez que gera 35 mil empregos diretos no campo e 15
mil na industria, além de 250 mil empregos indiretos nos dois segmentos. O Nucleo de Estudo
em Fruticultura (NEFRUTE) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) destaca em seus
estudos que o cajueiro ocupa lugar de destaque entre as plantas frutiferas tropicais, em face da
crescente comercializacdo dos seus produtos principais, a améndoa e o liquido contido no

mesocarpo da castanha. O caju ¢ na verdade um pseudofruto, uma vez que a castanha ¢ que o
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verdadeiro fruto, uma drupa, cuja semente é comestivel. O que chamamos de fruto ¢ na
verdade o pedunculo que se desenvolveu de modo diferente, cujas cores variam do amarelo ao
vermelho.

A Tabela 3 fornece dados estatisticos da safra brasileira de castanha de caju tendo
como referéncia o més de outubro de 2009, em relagdo a 2008. Os dados apresentam uma
variagdo de 17,14% na producdo, 3,84% na area plantada, mais de 2,41% na area colhida
(hectares) e 14,55% no rendimento (kg de castanha por hectare). As estimativas sdo feitas
sempre em fun¢do da castanha de caju, o verdadeiro fruto, e de acordo com esses dados

estimam-se os dados referentes ao pseudofruto, o pedunculo do caju.

Tabela 3 — Dados estatisticos da safra brasileira de castanha de caju para outubro de 2009.

Area plantada, area colhida e producio (referéncia: outubro de 2009)

Safra Area Area Produgdo (t)

Brasil e Estados Plantada (ha) Colhida

(ha)
Brasi] 2008 753.590 741.036 239.702
rast 2009 782.493 758.924 280.786
. 2008 19.820 18.989 6.587
Maranhdo (4°) 2009 19.607 18.777 6.512
Piaui (2% 2008 179.635 179.580 56.279
u 2009 184.615 184.615 67.921
Ceard (19 2008 397.449 386.757 121.045
2009 410.433 396.462 149.107
. o~ |2008 116.685 116.685 42593
Rio Grande do Norte (3%) |, 125.842 118.295 42.922
s 2008 8.150 8.102 3.238
Paraiba (7°) 2009 8.112 8.058 3215
Pernambuco (57) 2008 7.536 6.897 5.633
¢ uco 2009 8.118 7.260 5.827
. 2008 24315 24.026 4327
Bahia (6°) 2009 25.766 25.457 5.082
Rendimento médio (Kg de castanha/ha) — Brasil — outubro de 2009
Ano im0
2008 2009 Variagao (%)
323 370 14.6

Elaborado a partir do Levantamento Sistematico da Produ¢do Agricola (LSPA)

Fonte:ftp://ftp.ibge.gov.br/Producao_Agricola/Levantamento_Sistematico_da Producao_Agricola %S5Bmensal
%35D/Fasciculo/2009/1spa_200910.zip. Acessado em 12 de novembro de 2009.

Do caju tudo ¢é aproveitado, o suco, o bagago, castanha, a casca da arvore, folhas,
flores e a madeira. Entretanto é améndoa tostada do caju, o foco de grande interesse no

mercado mundial, sendo a que desperta maior interesse econdmico para as industrias. A
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améndoa ¢ responsavel por cerca de 1/3 da castanha, a sua andlise revela um teor de 6leo de
55 a 60%, 15 a 20% de proteinas e em torno de 5% de agticares (Medina et al., 1980).
Estima-se que seja utilizado apenas de 15% a 20% da polpa na fabricagdo de
doces, sucos, vinho ou consumo in natura ¢ 80% seja desperdicado, ou seja, milhares de
toneladas de pedunculo sdo jogados fora. Hd também uma perda na colheita, onde boa parte
deste pedunculo ja é descartada no proprio campo. Estudos da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa) mostram que cada quilo de castanha corresponde a 9 quilos de
pedinculo. De acordo com os dados estatisticos listados acima e os estudos da Embrapa,
pode-se afirmar que o Brasil desperdiga mais de 1 milhdo de toneladas de pedinculo.
Aproveitar este residuo industrial para a producdo de um co-produto de alto valor
agregado ¢ um grande desafio, tendo em vista que devido a pequena escala de produgdo dos
biossurfactantes, surfactantes biodegradaveis de origem microbiana, o mercado nao
demonstra interesse relevante. A busca por processos para otimizagdo e aumento da escala de
producdo desses tensoativos vem crescendo nos ultimos anos e ja apresenta dados bastante
satisfatorios, que levam a uma maior credibilidade da entrada dos biossurfactantes no
mercado. Acontecimento que seria de grande valia econdmica e por todas as suas

caracteristicas de compatibilidade ambiental.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Matéria-Prima

Foi avaliada a produgdo de biossurfactantes utilizando suco de caju clarificado
como meio de cultivo, a partir de cajus (Anacardium occidentale 1), variando as
concentracdes de fonte de carbono e mantendo a suplementacdo de fonte de nitrogénio. O

suco de caju clarificado (CAJC) foi preparado na Embrapa Agroindustria Tropical.

3.2 — Preparacio do Suco de Caju Clarificado

O caju foi processado na Embrapa Agroindistria Tropical na Universidade
Federal do Ceara, de acordo com algumas etapas da metodologia de Melo et al., 2000. Os
frutos foram pré-selecionados, para retirar folhas e frutos estragados e outras sujeiras
presentes e, em seguida, lavados em tanques com agua clorada (10 ppm) e corrente (de
preferéncia). Extraiu-se o suco em prensas do tipo expeller, um parafuso sem fim, for¢ando o
suco para uma tela de aco inoxidavel perfurada e com abertura de 0,5mm aproximadamente.
Para o processo de clarificagdo o suco extraido foi colocado em um recipiente de ago
inoxidavel, onde foi adicionada solugdo de gelatina (10%), e foi agitado lentamente, até o
suco flocular. Vale salientar que a dosagem da gelatina pode variar, de acordo com as
caracteristicas do caju (matéria-prima). Apos a clarificacdo, o suco foi deixado em repouso
por 15 minutos a meia hora, para sedimentar em um recipiente de aco inoxidavel, separando-
se a polpa por gravidade. Finalmente, filtrou-se o suco clarificado, para remocao da turbidez
proveniente de precipitados, € o mesmo foi distribuido em bombonas plasticas de 5 litros para

armazenagem e mantido a -10°C, sem adicdo de conservantes.
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3.3 — Microrganismos e Meio de manutencgao

Foi avaliado o potencial de producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis
LAMIO005, previamente isolado de um tanque de cloragdo da Estacdo de Tratamento de
Esgoto do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (ETE-PICI). Esta linhagem
pertence & colecdo de bactérias do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia (LAMI) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara e foi identificada pela seqiiéncia
de gene 16S rRNA, o qual estd depositado no banco de genes com numero de acesso
FJ413046. A Figura 5 ilustra as colonias de bactérias Bacillus subtilis LAMIO0S em meio
APGE.

Figura 5 - Colonias da bactéria Bacillus subtilis LAMI005 em meio APGE

Para manuten¢do do microrganismo Bacillus subtilis LAMIO0S, utilizou-se o
meio APGE composto por: peptona 5,0 g.L', glicose 5,0 g.L"!, extrato de levedura 2,5 gL' e
agar 15,0 g L'. O meio APGE foi esterilizado a 121°C por 30 minutos, distribuido em placas
de petri e tubos rosqueados estéreis em capela microbiologica e a seguir, incubado em estufa
bacteriologica a 30°C por 24 horas. A cultura foi mantida sob refrigeracdo a 4°C e repicada a

cada 60 dias.
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3.4 — Propagacao do inéculo Bacillus subtilis LAMI0O05 e meios de cultivo

Repicou-se o microrganismo em placas de petri contendo meio APGE em agar
para a preparacdo do inoculo Bacillus subtilis LAMIOOS e em seguida incubado em estufa
microbiologica a 30°C por 24 horas, conforme Figura 6. Apds este periodo de incubagdo,
tempo em que o microrganismo encontra-se na sua fase exponencial de crescimento, foram
transferidas trés algadas da cultura de microrganismo para Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio estéril de propagagdo do indculo. Os frascos inoculados foram incubados em
agitador rotatorio, shaker (Tecnal TE - 480) a 30°C, 180 rpm por 40 h. A densidade optica do
inoculo foi medida a 600nm em espectrofotometro Spectronic® 20 Genesys, utilizando como
branco o meio de cultivo estéril. Para padronizagdo do numero de células iniciais utilizadas
em cada experimento, ajustou-se a densidade Optica a uma faixa entre 0,10 — 0,20 através de

diluigdes com o meio de cultivo.

/
- / /’ 3 alcadas

, , b\

24 h em estufa Meio para
30 °C indculo

Figura 6 — Esquema ilustrativo do processo de propagacdo do inodculo

O meio de cultura utilizado para a producdo do indculo do microrganismo
Bacillus subtilis LAMIO0S5, foi primeiramente o meio mineral de Moran et al. (2000),
apresentado na Tabela 4, com modificagdes na concentragcdo de NaCl de 27,0 g.L'1 para 2,7
gL, contendo 10 g.L"' de glicose grau analitico, como fonte de carbono e adigdo de 0,1% de
solu¢do de micronutrientes (Tabela 5). O meio foi ajustado para pH 7,0 com NaOH (3M) ou
HCI (3M) e esterilizado a 110°C por 10 minutos.
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Tabela 4 — Composi¢ao do meio mineral (MM).

Componente Concentracio (g.L'l)
(NH4)2SO4 1,0
Na;HPO4.7H,0O 7,2
KH,PO4 3,0
NaCl 2,7
MgS0,.7H,0 0,6

Fonte: Moran et al., 2000.

Tabela 5 — Composic¢ao da solu¢do concentrada de micronutrientes.

Componente Concentracio (g.L'l)
ZnS0,4.7H,0O 10,95
FeS0,4.7H,0O 5,00
MnS0O4.H,O 1,54
CuS04.5H,0 0,39
Co(NO3),.6H,0O 0,25
NaB407.10H,O 0,17
EDTA 2,50

Fonte: Moran et al., 2000.

O meio de cultivo utilizado para a produgdo do indculo do microrganismo
Bacillus subtilis LAMIO0S para os ensaios com variacao de fonte de carbono foi suco de caju
clarificado com concentragdes de ART de 22,92 g.L' e adi¢do de (NHs)2SO4 na concentragio

de 1,0 g.L! de como suplementagio de fonte de nitrogénio.

3.5 — Avaliacio da capacidade de Producido de Biossurfactantes por Bacillus subtilis

LAMIO00S.

Inicialmente, avaliou-se a capacidade de producdo de surfactina por Bacillus
subtilis LAMIOOS utilizando meio mineral (MM). O preparo do meio de cultivo foi realizado
em Erlenmeyers de 250 mL, contendo meio mineral, solu¢do de micronutrientes (0,1%),

glicose e frutose P.A nas concentracdes de 20 ¢ 17 gL', respectivamente. Em seguida,
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adicionou-se (10% de indculo) ao meio de cultivo, para o volume final de fermentacao de 50
mL. Todos os meios foram ajustados a pH 7,0 com NaOH 3M e esterilizados a 110°C por 10
minutos. Este ensaio serviu como controle, de maneira a propiciar uma comparagdo com o

meio de cultivo contendo suco de caju clarificado.

3.6 - Avaliacio da producido de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO0S e

consumo de ART em diferentes meios de cultivo

Avaliou-se a influéncia da suplementac@o de diferentes composigoes de nutrientes
no crescimento microbiano e na producdo de biossurfactantes. Estes ensaios foram
conduzidos em shaker rotatorio por 30 horas, visando uma comparagdo entre os meios,

denominados A, B, C, D ¢ E, cuja composigdo ¢ apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicao dos meios de cultivo utilizados para os ensaios A, B, C, D e E realizados em shaker a

30°C e 180 rpm, por 30 horas utilizando B. subtillis LAMIO05 com concentragio de ART em torno de 40 g.L™".

Ensaios Composicao Concentracao
Suco de caju clarificado ART +40 gL
A (NH.)2S04 1,0 gL
Suco de caju clarificado ART £40 gL
B (NH4),SO,4 1,0 gL
Solucdo de Micronutrientes | 0,1%
Suco de caju clarificado ART £40 gL'
C (NH,)2S04 1,0 gL
NaCl 2,7 gL
Suco de caju clarificado ART £40 gL'
D (NH4),SO,4 1,0 gL
MgS04.7H,0 0,6 gL"!
Suco de caju clarificado ART £40 gL
. (NH,)2S04 1,0 gL
Na,HPO,. 7H,0 72 gL’
KH,PO, 3,0gL”
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O ino6culo utilizado nos ensaios A, B, C, D e E foi 0 mesmo citado no item 3.4
para os ensaios realizados utilizando suco de caju clarificado como substrato (suco de caju
clarificado com concentra¢des de ART de 22,92 g.L"' e adigdo de 1,0 g.L"' de (NHs) 2SO4
como suplementagdo de fonte de nitrogénio), sendo acrescentada solugdo de micronutrientes

apenas ao inoculo do ensaio B.

3.7 — Avaliacao da Producio de Biossurfactantes em mesa agitadora por Bacillus subtilis

LAMIO005 e os efeitos das concentrac¢oes de fonte de carbono

O preparo do meio de cultivo foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL, contendo
suco de caju clarificado (CAJC) diluido com agua destilada para se obter os agucares
redutores totais (ART) nas concentragdes de: 12,71 g.L'l, 22,92 g.L'l, 40,65 g.L'1 +0,1% de
solucdo de micronutrientes, 48,96 g.L'l, 65,04 g.L'1 e 96,10 g.L'l(suco ndo diluido).
Adicionou-se ainda sulfato de amoénio na concentragdo de 1,0 g.L'l. Para a realizagdo dos
ensaios, adicionou-se (10% de indculo) ao meio de cultivo, para um volume final de
fermentacdo de 50 mL. O inéculo para propagacdo do microrganismo Bacillus subtilis
LAMIO05 para os ensaios com variagdo de fonte de carbono utilizando suco de caju
clarificado foram preparados com concentragdes de ART de 22,92 g L™ e adigdo de 1,0 g.L"*
de (NHj) 2SO4 como suplementagdo de fonte de nitrogénio.Todos os meios foram ajustados
para pH 7,0 com NAOH (3M) e/ou HCI (3M) e esterilizados a 110°C por 10 minutos. Os
frascos foram colocados em mesa agitadora a 30°C e 180 rpm durante um periodo de 72
horas. Os ensaios foram realizados em triplicata e as amostras foram retiradas no tempo de:
zero, 8, 24, 48 e 72 horas. A cada intervalo de tempo, as amostras retiradas foram
centrifugadas a 10000 g, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante livre de c€lulas, foi submetido
as medidas de tensdo superficial, indice de emulsifica¢do, atividade emulsificante, pH,
concentracdo de substrato (ART) e concentragdo de surfactina. O pH dos meios de cultivo
livre de células foi determinado utilizando-se um potencidmetro da marca Tecnal, modelo
Tec-3MP, em temperatura ambiente (24 — 27°C). A Figura 7 ilustra o procedimento utilizado

para preparacgdo e realizacdo dos ensaios fermentativos.
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Figura 7 — Esquema ilustrativo do processo fermentativo para produgdo de biossurfactante.

3.8 — Extracdo do Biossurfactante produzido por B. subtilis LAMI005

3.8.1 — Extracao liquido-liquido

Para a extracdo da surfactina, biossurfactante produzido por microrganismos do
género Bacillus, o meio de cultivo contendo células foi centrifugado a 10000 g, a 04°C por 15
minutos para recolher o sobrenadante livre de células. Recolheu-se uma aliquota de 20 mL do
sobrenadante e este foi ajustado para pH 2,0 com HCI 3M. A solug@o resultante permaneceu
em repouso por aproximadamente 18 horas, a 4°C para que ocorresse a precipitacdo da
surfactina. Apos este tempo, o extrato rico em surfactina foi centrifugado a 10000 g, a 4°C por
15 minutos. O precipitado assim obtido, foi dissolvido em 8,0 mL de 4gua deionizada pH 8,0
e posteriormente fez-se a extracdo liquido-liquido utilizando cloreto de metileno (1:1). A

mistura foi agitada por 5 minutos e permaneceu em repouso por uma hora em funil de
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separagdo para que ocorresse a separagdo das fases. A fase contendo o solvente e a surfactina
foi recolhida em Becker apos o tempo de espera. Esse procedimento foi repetido trés vezes. O
material recolhido no Becker permaneceu a temperatura ambiente para que houvesse a
completa evaporacdo do solvente e restasse somente a surfactina. O produto obtido foi
ressuspendido em 2,0 mL de metanol para posterior andlise. A Figura 8 ilustra o

procedimento para extracdo da surfactina.

- [
— — —_— —_— — | =
=
Meio Livre Precipi ' .
\ 10000 recipitado = Surfactina diluida
de Ic{elzu})as 10° Cg ressuspendido em +8,0mL | =3 em 2.0 mL
Pt 2 i H,0 MiliQ pH 8,0  diclorometano | =+ de metanol
Overnight a 4 °C 15 min ’ Agita 05 min ¢ metano
01 h repouso
3 vezes

Figura 8 — Extragdo liquido-liquido do biossurfactante.

3.9 — Métodos Analiticos

3.9.1 — Determinagdo da Concentragdo de Biomassa

A concentracdo de biomassa foi realizada pela determinagdo da densidade optica
(D.O) a 600 nm, em espectrofotometro Spectronic® 20 Genesys. O método baseia-se na
medida da turvagdo do meio em fungdo da quantidade de células em suspensdo, possuindo
vantagens como rapida execugdo e utilizagdo de equipamentos relativamente simples (Rocha,
2007). Determinou-se também a concentragdo de biomassa por peso seco obtido por filtracdo
utilizando membrana (éster de celulose - Millipore) com diametro de poro de 0,45 pm,
previamente pesada. Neste procedimento, filtrou-se uma amostra de 5 mL do meio
fermentado sobre vacuo, lavou-se trés vezes com o mesmo volume de agua destilada para
remover completamente qualquer residuo dos componentes do meio, colocou-se em estufa a

60°C até que se obtivesse peso constante, segundo metodologia de Reis ef al. (2004), com
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modificagdes. A seguir, foram feitas dilui¢des do meio de cultivo do qual se retirou o volume
para obtencdo de massa seca, para entdo se obter a curva de calibragdo da concentracdo de

biomassa ou crescimento celular.

3.9.2 — Determinag¢@o da Concentragdo de Substrato

A concentragdo de glicose e frutose (acucares redutores totais — ART) foi
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatografo
Waters (Modelo 2414) acoplado a detector de indice de refracdo (célula a 40°C), coluna
Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm) e pré-coluna (5 cm x 4,6 mm) da Sigma Aldrich
utilizando como fase moével 0,1 % de H;PO4 em H,O MiliQ, na vazdo de 0,5 mL.min". O
volume de injecdo das amostras foi de 10 pul e o tempo de analise foi de 20 minutos em
duplicata.

A Figura 9 mostra um cromatograma de uma curva de calibracdo de glicose e
frutose P.A analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Observou-se picos
caracteristicos da glicose e frutose, com um tempo de retencdo de 12,9 ¢ 14,1 minutos,

respectivamente, nas condi¢des estudadas.

0,00

40,004

z
20,004

0,00
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Mirtes

Figura 9 — Cromatograma da curva de calibracdo para determina¢do da concentragdo de aglicares. Coluna
Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm) e pré-coluna (5 cm x 4,6 mm); 0,1 % de H;PO4 em H,O (MiliQ), como

fase movel na vazdo de 0,5 mL.min"".
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3.10 — Avaliacio da producio de biossurfactantes

Foram realizadas analises de tensdo superficial, indice de emulsificagdo e

atividade emulsificante para acompanhar a produgio de biossurfactantes.

3.10.1 — Tensdo Superficial

Um dos métodos utilizados para avaliagdo da producdo de biossurfactantes foi
realizado medindo-se a tensdo superficial do caldo livre de células, a 25°C, segundo o método
de anel de Du Noiiy, utilizando um tensiometro Kriiss, modelo K6 (Costa et al., 2006). O
equipamento foi previamente calibrado com 4gua destilada na mesma temperatura. Utilizou-
se 30 mL de sobrenadante livre de células para cada amostra analisada. As analises foram

realizadas em triplicata. A reducdo da tensdo superficial foi calculada utilizando a Equagéo 1:

Reducdo da Tensdo Superficial = TS ie0 =TS 100 (1)

t=Bco

onde TSigc € a tensdo do meio utilizado como branco, onde ndo foi colocado indculo e TSi—;

refere-se a amostra dos intervalos de tempo analisadas.

3.10.2 — Indice de Emulsificagio

O indice de emulsificacdo foi determinado de acordo com Cooper e Goldenberg
(1987) e Makkar e Cameotra (1997) com pequenas modificagdes: 2,0 mL do meio de cultura
fermentado livre de células foram colocados em tubo de ensaio, com fundo chato e adicionou-
se o mesmo volume de diferentes fontes hidrofobicas como querosene, gasolina e 6leo de
soja. Agitou-se em vortex por dois minutos, em alta rotagdo. O indice de emulsificagdo foi

calculado através da razdo entre a altura da regido emulsificada e altura total apds 24 horas, de
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acordo com a Equagdo (2) proposta por Wei et al., 2005. O teste do indice de emulsificagdo

foi realizado em duplicata

IE,, (%) =—17_ x100 ©)

TOTAL

sendo Hrg a altura da fase emulsionada ¢ Hroryz a altura total da solucdo.

3.10.3 — Atividade Emulsificante

A atividade emulsificante foi determinada segundo Cirigliano ¢ Carman (1985)
com pequenas modificagdes: utilizou-se 0,5 mL de meio cultura fermentado livre de células,
0,5 mL de tampao acetato de sddio 0,1 M (pH 3,6) ¢ 0,25 mL de querosene. Agitou-se em
vortex por 2 minutos, em alta rotacdo. A emulsdo resultante permaneceu em repouso por 10
minutos e, em seguida, a absorbancia dessa emulsdo foi medida em espectrofotdmetro
Spectronic® 20 Genesys a 540 nm (Ass), a cada 10 minutos, até um tempo final de 50
minutos, para avaliar a estabilidade da emulsdo. A analise foi conduzida em duplicata.
Define-se uma unidade de atividade emulsificante como a quantidade de biossurfactante que
mudou a absorbancia da fase aquosa a 540nm (Asg) por 1,0 nas condigdes descritas

anteriormente (Cirigliano e Carman, 1985).

3.10.4 — Determinagdo da Concentragdo Micelar Critica (CMC)

Determinou-se a concentragdo micelar critica (CMC) através de diluigdes
sucessivas do meio fermentado rico em surfactina, de acordo com metodologia descrita por
Santa Anna et al. (2002a), das amostras em que foram detectadas maior quantidade de
biossurfactantes apds andlise de quantificagdo do produto realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Mediu-se a tensdo superficial em um tensidmetro (Kriiss K6) a
30°C, de acordo com o método do anel de Du Noiiy (Costa et al. 2006). As analises foram

realizadas em triplicata.
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3.11 — Determinacio da concentraciao de surfactina

A concentragdo de surfactina foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), acoplado com detector UV (Waters, modelo 2487) e equipado com a
coluna de fase reversa Symmetry Cis (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, Irlanda), utilizando fase
movel formulada com 20% de acido trifluoracético (3,8 mM) e 80% de acetonitrila na vazao
de 1 mL.min"a temperatura ambiente. A surfactina foi detectada usando detector UV, modelo
2487 (Waters) a 205 nm. O volume de injecdo das amostras foi de 20 pL e o tempo de andlise
para cada amostra foi de 30 minutos, em duplicata. As amostras foram quantificadas através
de uma curva de calibragdo com surfactina padrao 95% da Sigma-Aldrich (Wei et al. 2002;
Yeh et al., 2005). A Figura 10 ilustra o procedimento para quantificagdo da surfactina

produzida.
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Figura 10 — Determinacdo da concentracdo de surfactina.

3.12 — Estimativa das velocidades especificas de crescimento, consumo de substrato,

formacio de produto e conversao de substrato em produto

Os resultados obtidos nos ensaios com diferentes concentragdes iniciais de
substrato, aglicares redutores totais (ART = 12,71 g.L'l, 22,92 g.L'l, 48,96 g.L'l, 65,04 g.L'l,
96,10 g.L") foram utilizados para a estimativa das velocidades especificas de crescimento,
(1x), de consumo de substrato (is) e formagdo de produto (), conforme metodologia descrita
por Schmidell et al., 2001. O comportamento relativo destas velocidades fornece uma
importante classificacdo do processo fermentativo: a formagdo do produto pode ser associada,

parcialmente associada ou ndo associada ao crescimento celular. Utilizou-se as Equagdes 3, 4
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e 5 descritas por Schmidell ef al. (2001), para calcular as velocidades especificas e posterior

identificacdo do tipo de metabolito formado:

1 dX
— .2 3)
Hx x dt
1 ds
- 4
=% ( dt j
1 dP
- (%)
=Y
Para calcular a conversdo do substrato em produto utilizou-se a equagao 6:
. S, =S
Conversiao(%) = g * 100 (6)

Onde Sy ¢ a concentragdo inicial do substrato e S a concentragcdo de substrato nas amostras

retiradas para analise em cada intervalo de tempo.

3.13 — Determinacio da fase exponencial de crescimento

A partir dos dados de crescimento celular obtidos durante os ensaios
fermentativos, a velocidade maxima de crescimento microbiano (uxmix) foi obtida por

lineariza¢do da curva de concentragdo celular em fun¢do do tempo (Schmidell et al., 2001).

3.14 — Modelagem dos dados experimentais de producdo de biomassa, producio de

surfactina e consumo de substrato

Ajustaram-se modelos matematicos aos dados experimentais por regressao nao-
linear (método dos minimos quadrados), utilizando um software comercial (Solver -

Microsoft Excel 2007). Foram avaliadas as Equagdes 6, 7, 8 ¢ 9, propostas por Mercier et al.
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(1992) para a modelagem matematica da produgdo de biossurfactantes, produ¢do de biomassa
e consumo de substrato, respectivamente.

A produgdo de biossurfactantes foi calculada de acordo com a Equagéo 7:

dP P
Z—P-P-[l——j %

max

onde t é o tempo (h), P a concentragdo de biossurfactante (g/L), Piax @ concentragdo maxima
de biossurfactante (g/L) ¢ P; a razdo entre a taxa volumétrica de formacao inicial do produto
(rp) e a concentragdo inicial do produto Po (g/L).

A Equagdo 8 pode ser diretamente resolvida obtendo-se a Equacgao 7:

PP, e"
p=——0mn — ®)
Pmax - PO + POe /

onde P ¢ a concentracdo de biossurfactante (g/L), t € o tempo (h), Pmix ¢ a concentracdo
maxima de biosurfactante (g/L) e P, ¢ a razdo entre a taxa volumétrica de formagao inicial do
produto (1,) e a concentragdo inicial do produto P,.

A Equagdo (9) representa a modelagem matematica da produgdo de biomassa:

X — XOXmaxelumaXt (9)
X — X + Xy

onde X representa a concentracdo de biomassa (g/L), t o tempo (h), Xmx @ concentracdo
maxima de biomassa (g/L) e pimax (h) a velocidade especifica de crescimento maxima.

Representou-se o consumo do substrato modelado matematicamente pela Equagdo 10:

1 1
S=8,———(P-B)-——(X - X,) (10)
Yo Yy,

onde Y, € o rendimento da produgdo de biossurfactante por consumo de substrato € Y € 0

rendimento da produgdo de biomassa por consumo de substrato , P ¢ Py sdo concentragdes
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final e inicial de biossurfactante em (g/L), X e X, sdo concentragdes final e inicial de

biomassa (g/L) e S e Sy as concentragdes inicial e final de substrato (g/L).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Avaliacio da producao de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMI005 em meio

mineral

4.1.1 — Avaliagdo do crescimento microbiano, consumo de substrato, produgdo de surfactina e

pH

Para se avaliar a capacidade de producdo de biossurfactante utilizando Bacillus
subtilis LAMIOO0S5, realizou-se ensaio de cultivo em mesa agitadora com temperatura
controlada a 30°C e agitagdo de 180 rpm, retirando-se amostras periodicamente entre zero e
72 horas. Utilizou-se meio mineral para realizagdo do ensaio, com concentragdo inicial de
agucares redutores totais (ART) de 40,87 g.L"". A Figura 11 mostra alguns dos pardmetros

estudados para avaliagdo da producdo de surfactina por Bacillus subtilis LAMI00S.
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Figura 11 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em fun¢do do
tempo para B. Subtilis LAMIO05 em meio mineral com concentragdes iniciais de ART de 40,87 g.L'l. (A)

Biomassa, (@) Concentragao de Glicose, (m) Concentracao de Frutose, (#) surfactina, (V) pH.

Pode-se observar pela Figura 11 evidéncia de crescimento celular e baixo

consumo de substrato. Obteve-se uma maior concentragdo de biomassa no tempo de 72 horas,
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que atingiu a média de 2,5 gL', apresentando-se ainda indicios de crescimento. Observa-se
ainda uma longa fase de adaptagdo, que pode ser justificada pelo fato de haver apenas glicose
no inoéculo, enquanto que no meio de cultivo hd também frutose, fazendo com que o
microrganismo encontre um meio diferente e passe por mais um periodo de adaptagdo. Em
relagdo ao substrato, ocorreu um consumo simultaneo de glicose e frutose. Haferberg et al.
(1986) e Guerra Santos et al. (1984), relatam que microrganismos realizam a sintese de
biossurfactantes utilizando, dentre outros, glicose ¢ frutose como substrato. A Figura 11
mostra ainda, a concentracdo de surfactante produzida durante o ensaio realizado com
Bacillus subtilis LAMIO0S5 em meio mineral. Observou-se que, a maxima concentragdo de
surfactina obtida foi em torno de 137 mg.L™' em 72 horas de ensaio, quando a biomassa e o
produto apresentam-se crescentes. Kim et al. (1997) ao estudarem a produgao e propriedades
do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis C9 observaram que a produgdo de
biossurfactante foi associada ao crescimento. Os autores verificaram ainda uma relagdo quase
paralela entre, a producdo de biossurfactantes, crescimento celular e utilizacdo de glicose.
Giro et al. (2009) utilizando o mesmo meio em ensaio em biorreator de bancada obteve
concentragio méaxima de 232 mgL"' com 48 horas de ensaio ¢ o produto manteve-se
constante até 72 horas, comportamento semelhante ao observado no presente estudo.

Pode-se observar na Figura 11 o comportamento do pH durante o ensaio
fermentativo em fungdo do tempo. Pode-se verificar que houve decréscimo no valor de pH,
porém o meio ndo chegou a faixas extremas de acidez. O pH ficou numa faixa entre 6,0 e 7,0.
Sabe-se que o pH ¢ um fator que pode afetar a producdo de biossurfactantes. Barros et al.
(2008), estudou as propriedades emulsificantes e a estabilidade do biossurfactante produzido
por Bacillus subtilis em manipueira ¢ quando comparou valores de tensdo superficial frente a
variagdo do pH, observou que os menores valores, 27,5 e 28,5 dina.cm™, correspondem aos
pH 6 e 8, respectivamente, ou seja, o ideal para uma boa reducdo de tensdo e
conseqlientemente uma boa produgdo de biossurfactantes ¢ uma faixa de pH proxima a
neutralidade. Em pH écido, ha precipitacdo da surfactina, ocasionando elevacdo da tensdo
superficial. Kim et al. (1997) ao estudarem a produc@o e propriedades do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis C9 verificaram aumento da tensdo superficial quando
submeteram o meio rico em surfactina a pH abaixo de 4,0. Em pH entre 5,0 € 9,5 os autores
relatam estabilidade na tensdo superficial. A acidificagdo causa a precipitacdo do surfactante,
mascarando os reais resultados de biossurfactante presentes no meio. Observou-se neste

ensaio que o pH manteve-se entre 6,0 ¢ 7,0 e ndo apresentou elevagdo da tensdo superficial do
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meio ou diminui¢do da concentragdo do produto ao longo do tempo, ndo ocasionando

precipitagdo nesta condicdo estudada.

4.1.2 — Tensao Superficial

A andlise de tensdo superficial foi utilizada como método indireto para se avaliar a
producdo de biossurfactante, pois o mesmo diminui a tensdo superficial do meio (Lima
Lobato et al., 2002; Nitschke et al., 2002; Santa Anna et al., 2002a, Rocha et al., 2006). Pode-
se observar pela Figura 12, uma significativa reducdo na tensdo superficial ao longo do
tempo. O menor valor desta variavel foi observado no tempo de 72 horas, que foi em torno de
27 dina.cm™. Nitschke ef al.(2003) realizaram ensaios para avaliar residuos agroindustriais
como substratos para producdo de biossurfactantes por Bacillus sp. e utilizaram meio sintético
definido por Cooper et al.(1981) como comparativo em seus estudos, obtendo redugdo média
na tensdo superficial de apenas 21,5%. Obteve-se no presente teste uma redu¢do média de

55%.
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Figura 12 — Redugao da tensdo superficial em fun¢do do tempo para o ensaio utilizando meio mineral com

concentragio inicial de ART de 40,87 g.L"' realizado em shaker a 180 rpm, 30°C por 72 horas.
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4.1.3 — Indice de emulsificagio e atividade emulsificante

A capacidade de um biossurfactante de estabilizar emulsdes € outro parametro
utilizado para avaliar a atividade superficial dos surfactantes, sendo o indice de emulsificagao
a andlise que determina a capacidade do bioemulsificante em formar emulsoes (Batista et al.,
2006). Além disso, substancias que apresentam essa capacidade apresentam importancia
significativa na composicdo de produtos de varios setores da industria, como cosméticos,
alimentos ¢ ainda detergentes ou agentes de limpeza (Costa, 2005). No presente trabalho
foram analisadas amostras nos tempos de 48 e 72 horas de ensaio quanto a sua capacidade em
formar emulsdes estaveis. Pode-se observar na Tabela 7 o comportamento dos meios
contendo biossurfactante frente a trés fontes hidrofobicas testadas. A amostra de 48 horas de
ensaio, s6 foi capaz de manter a emulsdo formada durante 24 horas de analise, utilizando n-
hexadecano. Ja com os outros hidrocarbonetos utilizados, 6leo de soja e querosene, houve
formacgfo de emuls@o nas primeiras horas, mas esta ndo se manteve estavel ao longo do tempo
observado. A amostra de 72 horas de cultivo foi capaz de emulsificar ¢ manter a emulsdo

utilizando apenas 6leo de soja, € ndo formou emulsdo em n-hexadecano e querosene.

Tabela 7 — indice de Emulsificagio (%) da surfactina produzida por Bacillus subtilis LAMI0O05 das amostras dos
tempos de 48 ¢ 72 horas em ensaio com concentragdo inicial de ART de 40,87 g.L™! realizado em shaker a 180

rpm, 30°C por 72 horas.

Indice de Emulsificacgio (%)

Amostra  |n-hexadecano| Querosene | Oleo de soja
48 32+04 NF NF
72 NF NF 12+0,1

Nota: NF: ndo formou emulsdo

A atividade emulsificante, que avalia a estabilidade da emulsio e o Indice de
Emulsificacdo (IE»4), sdo importantes parametros de avaliagdo do poder de um emulsificante
(Cooper e Goldenberg, 1987; Abu-Ruwaida et al., 1991; Nitschke, 2004; Costa, 2005). A
estabilidade de uma emulsdo esta relacionada, assim, ao comportamento do equilibrio da fase
6leo/agua/surfactante formada pela agdo deste ultimo (Urum e Pekdemir, 2004). Uma unidade
de atividade emulsificante foi definida como a quantidade de biossurfactante que mudou a

absorbancia da fase aquosa a 540 nm (Asap) por 1,0 (Cirigliano e Carman, 1985). A Figura 13
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mostra o comportamento da estabilidade da emulsdo através da analise de Atividade
Emulsificante (U). A andlise foi realizada durante 50 minutos, com avaliagdo de 10 em 10
minutos. Utilizaram-se apenas as amostras dos tempos de ensaio de 48 e 72 horas devido a
concentracdo de surfactina no meio fermentado ser pequena nas amostras de 8 e 72 horas,
pois o volume de meio fermentado utilizado nesta andlise ¢ muito pequeno, apenas 0,5 mL,
ndo para obtendo-se uma boa estabilidade da emulsdo em meios fermentados com baixa
quantidade de biossurfactante. Tanto a amostra do tempo de 48 horas quanto a amostra de 72
horas, mostraram estabilidade da emulsdo ao longo dos 50 minutos de observacdo. Pode-se
observar que a emulsdo no tempo de 48 horas apresenta valores proximos de 1,7 U e no
tempo de 72 horas valores entre 1,0 e 1,5 U. Estes valores comprovam a pouca variacdo da

estabilidade da emulsdo ao longo do tempo.

3,0

10 [ 20

I 30 140
25 I 50

2

I

[

o

8

ke

<

>

S

L

(]

©

®

R

=

<

Tempo (h)

Figura 13 — Atividade emulsificante (U) da surfactina produzida por Bacillus subtilis LAMIO05 das amostras de

48 e 72 horas de ensaio utilizando querosene como agente emulsificante.

Os resultados obtidos utilizando meio mineral mostraram que o microrganismo
Bacillus subtilis LAMI00S5 é um bom produtor de biossurfactante. Métodos indiretos, como
reducdo na tensdo superficial e capacidade de manter emulsdes estaveis, indicaram a producio
de biossurfactantes. Martins et al. (2009), ao realizarem estudo cinético da produgdo de
biossurfactante utilizando Bacillus subtillis LAMIO05 cultivado em meio mineral e suco de

caju clarificado, em biorreator de bancada, obtiveram concentragdes de surfactina em meio
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mineral em torno de 57 mg.L™" apds 24 horas de fermentagdo ¢ 116 mg.L™" tendo suco de caju
clarificado como meio de cultivo. Neste trabalho, o maior valor de concentracdo de surfactina,
137,22 mg.L'l, foi obtido apds 72h de fermentacdo. Ressalta-se que neste ensaio, realizado em
mesa agitadora, a concentragao inicial de substrato foi superior a utilizada por Martins ef al.
(2009). Observou-se também uma longa fase de adaptacdo do microrganismo no meio de

cultura (Figura 11), superior a 28 h. Resultado este ndo observado por Martins et al. (2009).

4.2 — Avaliacio da producio de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO0S e

consumo de ART em diferentes meios de cultivo

Ap6s estudos do potencial de producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis
LAMIO05 em meio mineral, avaliou-se a influéncia da suplementag@o de outros nutrientes no
crescimento microbiano e na producdo de surfactina. Estes ensaios foram conduzidos em
batelada por 30 horas, visando uma comparag@o entre os meios, denominados A, B, C, D e E
conforme apresentado na Tabela 6 descrita em Materiais € Métodos. O indculo utilizado nos
ensaios A, B, C, D e E foi o mesmo citado no item 3.4 em Materiais ¢ Métodos, para os

ensaios realizados utilizando suco de caju como substrato.

4.2.1 — Avaliagdo do crescimento microbiano, conversdo do substrato e producdo de

surfactina

A Figura 14 mostra o perfil da concentracdo de biomassa, consumo de substrato e
formacdo de produto (surfactina), apos 30 horas de fermentagdo utilizando os meios de

cultivo A, B, C, D e E descritos na Tabela 6.
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Figura 14 — Perfil do crescimento celular (A), conversdo do substrato (B) e producgdo de surfactina (C) em

fungdo do tempo para ensaios realizados em shaker utilizando Bacillus Subtilis LAMIOOS5 cultivado em meio
contendo suco de caju clarificado (CAJC) com concentragdes iniciais de ART = 40 g L' utilizando os meios de
cultivo A, B, C,D ¢ E.

Pode-se observar nos graficos representados na Figura 14 que houve consumo de
glicose e frutose, com preferéncia por frutose. Maiores valores de conversdo de substrato
foram obtidos nos ensaios A e¢ C. Para a concentragdo de surfactina e de biomassa, maiores
valores, em torno de 175 mg.L" ¢ 3,2 gL', respectivamente, foram obtidos no Ensaio A. O
ensaio B foi o segundo melhor para a producdo de surfactina, atingindo-se concentragdes de
em torno de 145 mg.L™, seguido do ensaio C, com concentragdes de surfactina de 120 mg.L™".
Os ensaios D e E foram os que apresentaram resultados pouco satisfatorios, com uma média
de concentragio de surfactina de apenas 36 mg.L" e 32 mg.L™, respectivamente. Makkar ¢

Cameotra (2002) ao estudarem os efeitos de varios suplementos nutricionais na producdo de
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biossurfactante por uma cepa de Bacillus subtilis MTCC 2423, utilizando meio mineral,
obtiveram concentracdes de biossurfactantes em torno de 342,0 mgL"' sem adicio de
suplemento, 624,0 mg.L'1 com cloreto de calcio, 389,0 mg.L'1 com adicdo de elementos trago,
dentre outros.

A Tabela 8 mostra os valores de tensdo superficial, medida indireta para
determinar a produgao de biossurfactantes, para os meios de cultivo A, B, C, D e E. Conforme
os resultados apresentados, verifica-se que os ensaios A, B e C foram os que apresentaram
maior reducdo na tensdo superficial. Alcancaram-se tensdes em torno de 29,5 dina/cm,
comprovando que houve uma boa producdo de surfactina, pois sabe-se que valores de tensdo
superficial abaixo de 35 dina/cm, indicam a presenca de biossurfactante (Mulligan et al.,
2005). Como os Ensaios A e B apresentaram melhores resultados em apenas 30 horas de
ensaio, resolveu-se avaliar a produgio de biossurfactantes com os respectivos meios de

cultivo por 72 horas.

Tabela 8 — Resultados da Tensdo Superficial (TS) para ensaios realizados em shaker a 30°C e 180 rpm,

utilizando B. subtillis LAMIO05 com diferentes meios de cultivo e concentragio de ART em torno de 40 g L.

A B C
Tempo
(h) ' TS ' TS ' TS
(dina/cm) (dina/cm) (dina/cm)

MC 56,95+0,1 50,38 £0,2 52,65+0,2

30 29,89+ 0,0 29,92 £ 0,0 29,33 +0,0

D E
(dina/cm) (dina/cm)

MC 52,73 +£0,2 49,90 = 0,0

30 36,26 £0,2 35,73 +£0,0

Nota: MC: meio de cultura antes do in6culo; TS: tensdo superficial.

4.3 — Influéncia da suplementa¢do do meio de cultivo (CAJC + (NH4),SO,4) com solu¢io

de micronutrientes

Para dar continuidade aos estudos realizados utilizando Bacillus subtilis
LAMIOO05, foram realizados ensaios por 72 horas com os dois melhores meios de cultivo
estudados: um utilizando suco de caju clarificado com concentragdes iniciais de ART de

48,96 g.L'' ¢ suplementagdo de fonte de nitrogénio com sulfato de aménio na concentragio de
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1,0 gL' (Ensaio A) e outro (Ensaio B) com concentragdes iniciais de ART de 40,65 g.L”!
adicionando 1,0 g. L' de sulfato de amonio e 0,1% de solu¢@o de micronutrientes. As Figuras
16 e 17 mostram o perfil do crescimento celular, consumo de substrato, producdo de
surfactina e pH em func¢do do tempo para os ensaios A e B, respectivamente.

Pode-se observar pela Figura 15 que a biomassa apresenta-se na fase exponencial
de crescimento, etapa na qual as células estdo plenamente adaptadas, absorvendo os
nutrientes, sintetizando seus constituintes, crescendo e se duplicando. Este comportamento
predominou durante todo o ensaio. A maior concentracdo de biomassa obtida foi em torno de
7,5 gL' no tempo de 72 horas. Observando o consumo de substrato, verificou-se que o
microrganismo mostrou preferéncia por glicose. No entanto, houve baixo consumo de
substrato, em torno de 14 gL', correspondente a 30% em média, dos aglicares redutores
totais (ART). Acredita-se que ao se aumentar a concentragdo inicial de ART, através de uma
menor dilui¢do do suco de caju, outros nutrientes presentes no suco (como diversos
aminoacidos e proteinas, além de sais minerais como manganés, potassio, ferro, zinco, entre
outros) também sofreram um aumento na sua concentragdo, desviando a preferéncia do
microrganismo das principais fontes de carbono, glicose e frutose. A producdo de surfactina
foi crescente nas primeiras 24 horas, estabilizando-se até¢ 48 horas e decrescendo ao seguir
para 72 horas. Maiores concentra¢des de surfactina foram obtidas nos tempos de 24 ¢ 48
horas, aproximadamente 176 mg.L™' ¢ 178 mg.L", respectivamente. O consumo de substrato
(glicose e frutose) foi pequeno. Kim ef al. (1997) quando cultivaram B. subtilis C9 em meio
sintético, utilizando glicose como fonte carbono, observaram uma relagdo direta entre
crescimento celular, produgdo de biossurfactante e consumo de carboidratos. Neste trabalho,
obteve-se um resultado diferente, pois se verificou um continuo crescimento celular, baixo
consumo de glicose e frutose, havendo estabilizagdo/declinio na producgdo de surfactina apos
24h, mesmo se observando crescimento celular e presenca de ART no meio. Pode-se associar
esta reducdo na concentragdo de surfactina ao efeito de precipitagdo causado quando a mesma
se encontra em meio acido, ou melhor, a acidez mascara a verdadeira concentracdo de
surfactina, por haver precipitacdo do biossurfactante em meio acido. O pH do presente ensaio
(Figura 15) estava em torno de 6,5, decrescendo a partir de 24h e chegando até pH 4,0 ao fim
de 72h. Barros et al. (2008) ao estudarem as propriedades emulsificantes e estabilidade do
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis em manipueira verificaram que houve uma
brusca elevagdo na tensdo superficial do meio contendo surfactina quando o pH foi reduzido

de 6 para 4, e que tal fato se deve a precipitagdo da surfactina em meio 4cido. Porém, quando
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neutralizaram o meio rico em surfactina os autores verificaram que a tensdo superficial
reduziu novamente. Este resultado mostra que ha apenas uma precipitagdo da surfactina em
meio acido e, com a neutralizacdo da amostra, o biossurfactante torna-se soluvel, reduzindo,
deste modo, a tensdo superficial. O fato de o valor de tensdo superficial reduzir com a
neutralizagdo, em pH igual a 6, mostra a dependéncia das propriedades surfactantes da
surfactina em relagdo ao pH. Fonseca et al. (2007) observaram fato semelhante quando
estudaram a otimizacgdo da relagdo carbono/nitrogénio para a producdo de biossurfactantes por
uma linhagem de Bacillus subtilis. Observaram em diversas condi¢des estudadas, que a tensao
superficial do meio contendo surfactina aumentava em pH acido, mas a acidificagdo do meio
ndo interferiu na producdo do biossurfactante, fato este ndo semelhante no presente estudo,
pois observa-se que em pH em torno de 5,0 com 72 hora de fermentacdo obteve-se menor

concentracdo de surfactina.
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Figura 15 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em fun¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMIO05 em meio com suco de caju clarificado (CAJC) e concentragdes iniciais de
ART de 48,96 gL' + sulfato de aménio (1,0 gL"). (A) Biomassa, (e) Concentragio de Glicose, (m)
Concentragdo de Frutose, (¢) Surfactina, (V) pH.

A Figura 16 mostra o perfil do crescimento celular, consumo de substrato,
producdo de surfactina e pH em fun¢do do tempo para o ensaio com concentragdes iniciais de
ART de 40,65 g.L'1 com adicdo de 1,0 g.L'1 de sulfato de amoénio ¢ 0,1% de solugdo de

micronutrientes — Ensaio B. O ensaio foi realizado em paralelo ao anterior, para avaliar se a
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adi¢do de solucdo de micronutrientes influenciaria a produgdo de biossurfactantes. A
concentracdo de biomassa foi bastante expressiva, entrando na fase exponencial com 8 horas
de ensaio e apresentando-se em continuo crescimento, perfil este semelhante ao ensaio
descrito anteriormente. A maior concentragdo de biomassa obtida foi em torno de 7,0 g.L™' no
tempo de 72 horas. Pode-se observar em relagdo ao consumo de substrato, que o
microrganismo mostrou uma pequena preferéncia por frutose, comportamento diferente do
ensaio anterior, onde houve maior consumo de glicose. Assim como no ensaio anterior, houve
baixo consumo de substrato, apresentando-se em torno de 32%. Resultado este contrario ao
observado por Giro et al. (2009) que trabalhando com o mesmo microrganismo (B. subtilis
LAMIO005) em meio mineral e tendo suco de caju clarificado (CAJC) como fonte de carbono
com concentragdes de ART em torno de 20 g.L™', observaram que a glicose foi consumida

preferencialmente pelo microrganismo e obtiveram consumo total ao final de 48 horas de

ensaio.
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Figura 16 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em fun¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMIO0S em meio com suco de caju clarificado (CAJC) com concentragdes iniciais
de ART de 40,65 g.L'1 +1,0¢g. L'+ 0,1% de solugdo de micronutrientes. (A ) Biomassa, (®) Concentracio de

Glicose, (m) Concentragdo de Frutose, (¢) Surfactina, (V) pH.

A concentracdo de surfactina mostrada na Figura 16 apresentou aumento ao longo
do tempo, atingindo concentra¢des em torno de 219 mg.L'1 apos 72 horas de fermentacio.

Verificou-se que o pH chegou a valores em torno de 5,0, mas ndo causou diminui¢do na
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concentracdo de surfactina, apesar de estar em faixa acida. Obteve-se no presente ensaio uma
maior concentragdo de biosssurfactantes, aproximadamente 23% maior, que a obtida no
Ensaio A. Essa diferenga pode ser justificada tanto pela concentragao inicial de ART que ¢
um pouco diferente de um Ensaio para outro, quanto pela acidificacdo ocorrida no Ensaio A,
que pode ter ocasionado a precipitacdo da surfactina, impossibilitando a quantificagdo correta.
Os resultados obtidos apresentam uma relagdo direta entre crescimento celular, produgdo de
biossurfactante e consumo de carboidratos, semelhantes aos descritos por Kim et al. (1997)
quando cultivaram B. subtilis C9 em meio sintético.

A Tabela 9 descreve o custo da matéria prima e dos reagentes e utilizados para
preparacdo dos meios de cultivo em que se obteve maiores concentragdes de surfactina. Os
pregos foram obtidos a partir do site da empresa APROLAB, que comercializa reagentes, € o
custo da matéria-prima (caju), junto as Centrais de Abastecimento do Ceara - CEASA,
conforme periodo vigente.

Conforme Tabela 9, verificou-se que o meio de cultivo utilizando apenas suco de
caju e sulfato de amoénio ¢ o mais economicamente vidvel quando comparado ao meio
mineral, que chega a exigir investimento quase 4 vezes maior, seguido do meio com adic¢do de
solugdo de micronutrientes, necessitando investimento 2 vezes maior. Uma caixa de caju
comprada nas Centrais de Abastecimento do Ceard (CEASA) comporta em média 25 Kg de
pseudofruto e fruto e estima-se que essa quantidade gere em torno de 24 litros de suco. Vale
salientar que o ensaio com adig@o de solu¢do de micronutrientes apresentou uma produgéo de
biossurfactante de apenas 23% a mais que o ensaio sem adi¢do da solucdo supracitada, e que
esta diferenca pode ter acontecido devido a diferenca das concentracdes iniciais de ART de
um ensaio para outro, bem como devido a acidificagdo do meio ao logo do processo
fermentativo, que ocasiona precipitacdo da surfactina, interferindo nos resultados de
quantificacdo da mesma. Como o meio utilizando suco de caju clarificado como fonte de
carbono e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio apresentou uma boa produgido de
biossurfactantes, além de possuir uma composi¢cdo simples e de baixo custo, este meio de
cultivo foi utilizado para realizar ensaios a fim de avaliar a influéncia da concentragdo inicial

da fonte de carbono (glicose e frutose) e a relacdo C/N na producdo de surfactina.
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Tabela 9 — Custo dos reagentes utilizados na preparag@o dos meios de cultivo.

Meio
Custo Meio B
Custo Mineral Meio A
Reagente / Matéria Prima (RS) . (CAJC) +
(R$) (meio (CAJO) _ i
em g/L Micronutrientes
sintético)
Caju — caixa 150 a 200
_ 17,00 | 0,85 X X
unidades
(NH4),SO4 — frasco 500 g 12,40 | 0,025 X X X
Na,HPO,.7H,0 - frasco 500g | 25,05 | 0,36 X
KH,PO,4 — frasco 500 g 37,70 | 0,23 X
NaCl - frasco 500 g 08,22 | 0,044 X
MgS0,4.7H,0 — frasco 500 g | 12,90 | 0,02 X
D-Glucose PA - frasco 500 g | 21,25 0,43 X
D-Frutose PA — frasco 100 g | 14,17 | 0,24 X
ZnS0O4.7H,0 — frasco 500 g 37,70 | 0,83 X X
FeS04.7H,0 — frasco 500 g 18,72 | 0,19 X X
MnSO4.H,0 — frasco 500 g 57,94 | 0,18 X X
CuS04.5H,0 — frasco 500 g | 28,84 | 0,022 X X
Co(NOs3),.6H,0 — frasco 100 | 234,0 | 0,12
X X
g 3
NaB40O7.10H,0 - frasco 500 0,007
21,25 X X
g
EDTA Sal Dissodico - frasco | 144,2
0,72 X X
250 g 1
Custo Total | - |  —mmmm- 3,42 0,87 2,00

Nota: S.M: Soluc¢do concentrada de micronutrientes
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4.4 — Estudo da producio de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMI005 utilizando
suco de caju clarificado (CAJC) suplementado com sulfato de aménia: Avaliacio do

crescimento celular, consumo de substrato, producio de biossurfactante e pH

Para dar continuidade a produ¢do de biossurfactante utilizando Bacillus subtilis
LAMIO0O0S, realizaram-se ensaios de cultivo em mesa agitadora com temperatura controlada a
30 °C e 180 rpm, variando as concentragdes de ART presentes no suco de caju clarificado de
12,71 a4 96,10 g.L'1 ¢ mantendo-se constante a concentragdo ¢ o tipo da fonte de nitrogénio,
1,0 g.L'1 de sulfato de amonio. Procurou-se com esses ensaios, observar a influéncia da
relagdo C/N na producdo de biossurfactante utilizando o microrganismo acima citado,
avaliando a relagdo entre o crescimento celular, o consumo de substrato e producdo de

surfactina ao longo do processo fermentativo.

7~ 50 8 =500
4450
6| 17 ]
40 4400
- 1s |
51 ~
_ . {0~
i ™~ 51 |
" i
130 — 1 {300 &
42 S
T |8 148 ®©
5[5 4 é _ 250 @
3o ©
€ 4200 ®
.U%JZO 430717 €
2
21 1 4150
A— 42
10 A Al J1o0
s L ] |
- B - | 1 4 50
0 L 0 " " 1 1 1 1 " 1 1 0 . 0
32 40 48 56 64 72
Tempo (h)

Figura 17 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em func¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMIO0S em meio com suco de caju clarificado (CAJC) com concentragdes iniciais
de ART de 12,71 gL' (A) Biomassa, (o) Concentracio de Glicose, (m) Concentragio de Frutose, (4)
Surfactina, (V) pH.

Pode-se observar pela Figura 17, que houve baixo crescimento celular e pouco
consumo de substrato, para o meio composto suco de caju clarificado (CAJC) com

concentragdes iniciais de ART de 12,71 g.L”'. A maior concentragio de biomassa obtida foi

de 2,0 g.L"! no tempo de ensaio de 24 horas, ¢ pode-se observar que a partir desse tempo (24
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horas) houve um pequeno decréscimo no crescimento com tendéncia a entrar na fase
estaciondria de crescimento.

Observa-se que o microrganismo consumiu preferencialmente glicose a frutose
durante o ensaio, entretanto, verifica-se a presenga de uma expressiva quantidade residual de
carbono ao final do processo fermentativo, restando em torno de 60%. Conforme alguns
autores (Makkar e Cameotra, 1999; Peypoux et al., 1999; Sandrin et al., 1990; Yeh et al.,
2005), glicose e frutose sdo substratos adequados para a sintese de biossurfactantes, nutrientes
estes presentes no suco de caju, que foram consumidos mas havendo sobras significativas.
Este sobra pode estar relacionada ao crescimento celular, pois se observou que o mesmo
entrou em fase estacionaria em torno de 24 horas de ensaio.

Seguiram-se os ensaios mantendo a concentracdo de sulfato de amonio constante
(1,0 g.L'") e aumentando as concentragdes iniciais de ART no meio de cultura. Observa-se
que para concentragdo inicial de ART de 22,92 g.L'l, obteve-se uma biomassa em torno de 5,3
g.L'1 em 72 h de ensaio. Para 0 mesmo tempo de ensaio, obteve-se uma concentracdo de 8,6 ¢
8,4 gL' de massa celular quando se trabalhou com aumento da concentracdo de ART de
65,04 e 96,10 gL' respectivamente. Provavelmente esse aumento de biomassa se deve ao
aumento da relagdo C/N, no meio de cultura e/ou maior quantidade de carbono disponivel.
Observa-se ainda que a partir de 48 horas, a curva de biomassa apresentou tendéncia a
manter-se constante, entrando na fase estacionaria de crescimento nas concentragdes de ART
de 22,92 gL' (Figura 18), 65,04 gL' (Figura 19) e 96,10 g.L"'(Figura 20). Observa-se
também, que o microrganismo, embora consuma as duas fontes de carbono (glicose e frutose),
apresenta maior preferéncia pela frutose no ensaio contendo concentragdo inicial de ART de
65,04 g.L”!, resultado este contrario ao observado por Giro et al. (2009) que trabalhando com
0 mesmo microrganismo (B. subtilis LAMIO0S), observou ser a glicose consumida
preferencialmente pelo microrganismo. No ensaio utilizando concentragdo inicial de ART de
96,10 g.L"!, pode-se observar o consumo simultdneo de ambos os carboidratos, ocorrendo um
consumo mais intenso de glicose a partir de 48 horas. Nota-se, entretanto que ha uma
quantidade significativa de carbono residual durante todos os ensaios apresentados, resultado
este também diferente do obtido por Giro et al. (2009), que observou um consumo total de
glicose ao final de 48 horas de ensaio trabalhando com o mesmo microrganismo e mesma
fonte de carbono, entretanto o suco era diluido em meio mineral. Davis et al. (1999) quando
estudaram a influéncia da fonte de nitrogénio na produgio de surfactina por Bacillus subtilis

ATCC 21332 observaram grande quantidade residual de glicose ao utilizarem 30 gL de
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glicose como fonte de carbono e 1,0 g.L™' de nitrato de aménio como fonte de nitrogénio, em
condigdes aerdbias. Os autores observaram que ndo houve limitacdo da producgdo devido a
fonte de carbono, pois a producdo de surfactina apresentou-se crescente até o final do
processo fermentativo e tornou-se intensa quando a fonte de nitrogénio (nitrato de amonio)
estava esgotada. Acredita-se que a quantidade de fonte de carbono residual apresentadas no
presente estudo se deva ao fato do aumento nas concentragdes iniciais de ART e por haver
também uma fonte de nitrogénio disponivel ao microrganismo e o mesmo utiliza-la
conjuntamente com a fonte de carbono para crescimento, dentre outros nutrientes presentes no
suco de caju clarificado ja mencionados, disponiveis no Anexo D, que conseqiientemente
passam a estar disponiveis em maior quantidade a medida que se aumentam as concentragdes
de ART iniciais. Ainda assim, verificou-se que houve consumo simultineo de glicose ¢
frutose em todos os ensaios, porém em pequenas quantidades. Assim como Davis et al.

(1999), nao houve inibi¢ao da producdo de surfactina pela fonte de carbono.
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Figura 18 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em func¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMIO0S em meio com suco de caju clarificado (CAJC) com concentragdes iniciais
de ART de 22,92 g.L'l. (A) Biomassa, (e) Concentracdo de Glicose, (m) Concentracdo de Frutose, (¢)
Surfactina, (V) pH.
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Figura 19 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em fun¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMIO05 em meio com suco de caju clarificado (CAJC) com concentragdes iniciais

de ART de 65,04 gL' (A) Biomassa, (o) Concentracio de Glicose, (m) Concentragio de Frutose, (4)

Surfactina, (V) pH.
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Figura 20 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato, produgdo de surfactina e pH em fun¢do do
tempo para Bacillus Subtilis LAMI0O05 em meio com suco de caju clarificado (CAJC) com concentrag¢des iniciais
de ART de 96,10 g.L'l(suco ndo diluido). (A) Biomassa, (e) Concentragdo de Glicose, (m) Concentragdo de
Frutose, (#) Surfactina, (V) pH.

As Figuras 17 a 20 mostram também o perfil da concentracdo de surfactante

produzido durante os ensaios realizados utilizando Bacillus subtilis LAMIO0S5 nas diferentes
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concentracdes da fonte de carbono. A Tabela 10 destaca a maior concentracdo de surfactina
obtidas nos diversos ensaios, bem como as concentragcdes de substrato e células no tempo da
maior formacdo de produto. Pode-se observar que, a maxima concentragdo de surfactina
obtida foi de 372,56 mg.L"' (Figura 18) quando foi utilizada concentracio inicial de ART de
22,92 gL', resultado este trés vezes melhor do que o obtido por Giro et al. (2009) que obteve
123 mg.L" apés 48 horas de cultivo em biorreator utilizando meio mineral contendo suco de
caju clarificado com concentragdes iniciais de ART em torno de 20 g.L™'. Observa-se uma
menor concentra¢io (30,72 mg.L™"), ao se utilizar pequena concentracdo de substrato, que foi
12,52 gL' de ART (Figura 18). Nos ensaios com concentragdes iniciais de ART de 65,04
gL' (Figura 20) e 96,10 g.L'(Figura 20), suco nio diluido, a maior concentragdo obtida foi
de 319,3 mgL"' e 214,2 mg.L", respectivamente. Observa-se que o produto comega a ser
produzido nas primeiras horas de crescimento celular, ou seja, na fase logaritmica do
crescimento microbiano. Verifica-se também que o aumento na formacdo de produto
relaciona-se ao aumento de biomassa nos ensaios com concentra¢des iniciais de ART de
12,52 g.L'1 (Figura 17), 22,92 g.L'1 (Figura 18) e 65,04 g.L'1 (Figura 19). No teste realizado
com concentragdes iniciais de ART de 96,10 g.L'(Figura 20), observa-se um declinio no
produto formado entre 24 ¢ 48 horas de ensaio, ndo se observando o mesmo comportamento
na biomassa. Este comportamento pode ser explicado por uma eventual falha na andlise ou
por perdas ocorridas durante o processo de extragdo. Segundo Kim et al. (1997), a produgdo
de biossurfactante por Bacillus subtilis C9 foi associado ao crescimento. Estes autores
observaram que havia uma relagdo quase paralela entre a producdo de biossurfactantes, o
crescimento celular e a utilizacdo de glicose. A producgdo de biossurfactante associada ao
crescimento também foi relatada para Bacillus licheniformis JF-2 (Lin et al., 1994) e B.
subtilis (Cooper et al., 1981). Entretanto, Zhang e Miller (1992), observaram que
Pseudomonas aeruginosa pode produzir raminolipidios com alto rendimento s6 sob condigdes
limitantes de crescimento. Sheppard e Mulligan (1987) relataram que a produgdo de surfactina
por B. subtilis ATCC 21332 ocorria principalmente a partir do final da fase exponencial de
crescimento, resultado contrario ao observado neste trabalho. Kim et al. (2006) relataram que
a producdo de biossurfactante ocorreu principalmente quando a fonte de nitrogénio foi
esgotada, momento que acontece geralmente durante a fase estacionaria do crescimento da
biomassa, fato que tampouco foi observado na maioria dos ensaios aqui discutidos.
Observou-se nas Figuras 17, 19, 20 e 20 na cinética de produgdo do biossurfactante por

Bacillus subtilis LAMIOO0S a evidéncia do crescimento do microrganismo, baixo consumo de
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substrato ¢ uma boa produgdo de biossurfactante durante as 72 horas de cultivo utilizando

suco de caju clarificado (CAJC).

Tabela 10 — Concentracdo de produto final, biomassa final, substrato inicial e final no tempo de maior produgdo
de surfactina por Bacillus subtilis LAMIOOS utilizando suco de caju clarificado como meio de cultivo em

diferentes concentragdes de ART a 30°C, 180 rpm, por 72 horas.

Ensaio So (gL | Te(h) | Se(gLh) | Xe(gL") | Pr(mgL™)
1 12,71 24 10,01 2,05 30,72
2 22,92 48 15,33 5,14 372,56
3 48,96 48 34,18 5,88 177,94
4 40,65 72 27,60 7,14 219,99
5 65,04 72 42,71 8,61 319,32
6 96,10 72 68,53 8,4 214,17

NOTA: (1) ART 12,71 g.L'"; (2) ART 22,92 g.L''; (3) ART 48,96 g.L"; (4) ART 40,65 g.L" +
micronutrientes; (5) ART 65,04 g.L'l; (6) ART 96,10 g.L'l.

No presente estudo avaliou-se o efeito da variagdo das concentragdes da fonte de
carbono sobre a producdo de biossurfactante mantendo constante a fonte de nitrogé€nio. Pode-
se observar na Tabela 10, que o ensaio contendo a maior concentracdo de ART ndo foi o que
favoreceu a maior producdo de surfactina, mostrando que o aumento na concentragdo da fonte
de carbono ndo implica em maior obtengcdo de produto. O fato pode ser justificado pelo
aumento nas diversas fontes de nutrientes presentes no suco de caju como aminoacidos,
proteinas e sais minerais como ferro e manganés que de acordo com Wei e Chu, 2002 ¢ Wei
et al. (2004) sdo fatores importantes na produgdo de biossurfactantes por linhagens de
Bacillus. Estes nutrientes sdo consumidos pelo microrganismo em paralelo com a fonte de
carbono e nitrogénio, e como a relacdo C/N ainda apresenta-se um pouco elevada ao final do
processo fermentativo, verifica-se que ndo ainda ndo ha condigdes limitantes de nitrogénio
para entdo haver aumento na produgao de surfactina.

A composi¢do e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por
microrganismos sao influenciadas pela natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas,
assim como pela presenga de fosforo, ferro, manganés e magnésio no meio de producdo,
estando presentes todos estes nutrientes no suco de caju clarificado. Além disso, a influéncia
da razdo C/N ¢ outro fator importante sobre a produgdo de biossurfactantes (Santa Anna,

2000; Sousa, 2008). Outros fatores, como pH, temperatura, agitacdo ¢ forma de condugdo do
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processo sdo extremamente importantes na quantidade e na qualidade do biossurfactante
produzido (Banat, 1995). O efeito da limitacdio de nutrientes para a producdo de
biossurfactantes tem sido estudado devido a sua importancia sobre a lipogénese microbiana
(Kosaric, 1992). Geralmente, o acimulo de lipideo intracelular ¢ favorecido quando ha
limitacdo de algum nutriente no meio de cultivo. A limitagdo mais comumente utilizada ¢é a
limitacdo de nitrogénio. Desai e Banat (1997) relataram dentre diversos fatores que a
producdo de biossurfactante pode ser induzida quando o crescimento celular ¢ mantido sob
condi¢des de estresse, como baixas concentragdes da fonte de nitrogénio, condi¢do esta
aplicada no presente estudo, utilizando-se apenas 1,0 g.L"' de sulfato de amdnio em todos os
ensaios. De acordo com Mukherjee ¢ Das (2005), o menor rendimento na producdo de
biossurfactantes associado a menor producdo de biomassa bacteriana foi atribuido tanto ao
tipo de fonte de carbono utilizada, quanto as altas salinidades do meio de cultura. Fernandes
(2007) observou que o metabolismo de nitrogénio foi uma importante variavel na producao de
biossurfactantes, uma vez que tanto a fonte quanto a concentragao de nitrogénio podem afetar
a producdo desses compostos (Makkar e Cameotra, 1997; Makkar e Cameotra, 1998; Davis et
al. 1999).

A Figuras 17, 19, 20 e 20 ilustram ainda o perfil do pH no meio de cultivo suco de
caju clarificado suplementado com a fonte de nitrogénio ((NH4),SO,). Pode-se observar que
pH do meio CAJC apresentou um carater bastante acido ao final da maioria dos ensaios
fermentativos, chegando proximo a pH 4,0, com excecdo apenas para concentragdo de ART
96,10 g.L'' (Figura 20) onde se observou que o pH do meio permaneceu praticamente
constante ao longo do tempo. Interessante observar que a surfactina, surfactante produzido no
presente estudo, precipita em valores de pH acidos, fato relatado por Barros ef al. (2008) que
também observaram em estudo utilizando o microrganismo Bacillus subtilis ¢ manipueira
como meio de cultivo, uma elevagdo na tensdo superficial quando o pH foi reduzido de 6 para
4 e tal fato se deve, provavelmente, a precipitagdo do biossurfactante. Resultados semelhantes
foram descritos por Kim ef al. (1997). Costa (2005) também observou elevacdo da tensdo
superficial quando submeteu o meio rico em surfactina a pH abaixo de 4,0. Fox e Bala (2000)
observaram durante o cultivo de B. subtilis ATCC 21332 em meio alternativo, usando batata
como substrato, que o meio adquiriu carater béasico, sem a presen¢a de tampdes, atingindo
valores de pH na faixa de 6,2 a 8,5. Reis ef al. (2004) reportaram o0 mesmo comportamento na
producdo de surfactina por B. subtilis ATCC 6633 utilizando como meio de cultura material

de baixo custo (aglicar comercial, cana de agtcar, 6leo de soja e outros).
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O pH esta diretamente relacionado aos resultados de concentragdo de surfactina
devido ao fato da mesma precipitar em valores de pH acidos. Observando-se a Tabela 10 e as
Figuras 17, 19, 20 e 20, pode-se verificar que em todos os ensaios no tempo de fermentacao
em que o pH comecou a entrar em faixas acidas, principalmente abaixo de pH 5,0 a analise de
surfactina detecta redu¢do nas concentragcdes. Observa-se, por exemplo, que para o
experimento com concentracdo inicial de ART de 22,92 g.L'1 (Figura 18), em 48h de ensaio,
ponto em que foi detectada maior concentragdo de biossurfactante, o pH chega a valores em
torno de 4,5, permanecendo constante, verificando-se nas amostras de 72h de ensaio que a
concentracdo de surfactina foi inferior a concentragdo obtida em 48h. Diante dos resultados,
existe a possibilidade de ndo haver queda na produgdo de surfcatina, e sim a sua precipitacao,
fato que pode ter mascarado os resultados reais da concentracdo do produto nos ensaios

fermentativos.

4.5 — Estudo cinético da producio de surfactina por Bacillus subtilis LAMI005

4.5.1 — Determinacao da fase exponencial de crescimento

A Tabela 11 mostra os valores obtidos do parametro cinético da fase exponencial
de crescimento pymx (W), a partir da aplicagdo de In(x) versus tempo apds linearizagio, dos
ensaios fermentativos utilizando Bacillus subtilis LAMIOO0S e suco de caju clarificado (CAJC)

variando concentragdes iniciais de ART.

Tabela 11 — Fase exponencial de crescimento dos ensaios fermentativos durante um periodo de 72 horas,
utilizando Bacillus subtilis LAMIO05 e suco de caju clarificado (CAJC) em shaker a 30°C, 180 rpm, variando

concentracoes iniciais de ART.

1 2 3 4 5

Uxmix (h7) 0,151 0,170 0,175 0,189 0,177

NOTA: (1) 12,71 gL', (2) 22,92 gL', (3) 48,96 gL', (4) 65,04 g L™ e (5) 96,10 g.L".
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Observa-se pelos valores que a velocidade especifica maxima de crescimento sdo
bastante semelhantes para todos os ensaios, embora os mesmos tenham sido realizados em
diferentes concentragdes de fonte carbono.

A Figura 21 mostra ajustes representativos da fase exponencial de crescimento
para todos os ensaios utilizando diferentes concentragdes iniciais de ART.

A partir dos dados de crescimento celular obtidos durante os ensaios
fermentativos calculou-se o In(x) para entdo obter-se a fase exponencial de crescimento
microbiano. A Figura 22 mostra In(x) em fun¢do do tempo e verificou-se através dela que
todos os ensaios atingiram sua fase exponencial de crescimento no tempo de 24 horas,

utilizando a metodologia descrita por Schmidel et al., 2001.
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Figura 21 — Ajuste representativo para determinacdo da fase exponencial de crescimento dos ensaios
fermentativos durante um periodo de 72 horas, utilizando Bacillus subtilis LAMIOOS5 e suco de caju clarificado
(CAIJC) em shaker a 30°C, 180 rpm, variando concentragdes iniciais de ART. (1) 12,71 g.L'l, (2) 22,92 g.L'l, 3)
48,96 g.L'', (4) 65,04 gL' ¢ (5) 96,10 g L.
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4.5.2 — Identificacdo do tipo de metabdlito produzido nos ensaios fermentativos

A Figura 22 ilustra o comportamento das velocidades especificas de crescimento
(M1x), de consumo de substrato (us) e de produgdo de biossurfactante (pi,) para identificagdo do
tipo de metabolito produzido nos ensaios fermentativos utilizando Bacillus subtilis LAMI00S
e suco de caju clarificado (CAJC) como substrato, suplementado com sulfatado de aménio na
concentragdo de 1,0 g.L'1 variando as concentragdes iniciais de ART.

Pode-se observar pela Figura 23 que as velocidades especificas de crescimento
(1x), de consumo de substrato (us) e de producdo de biossurfactante (u,) apresentam perfis
semelhantes, correlacionando-se muito bem, podendo se afirmar que a formagdo do produto é
um metabolito primario e estd associado ao crescimento. De acordo com Schmidell et al.
(2001), esta configuragdo representa o caso em que o produto formado, o metabolito primario,
esta diretamente ligado as reacdes de catabolismo ou decomposi¢do de substrato, neste caso,
os agucares. Kim et al. (1997) ao estudarem a produgdo e propriedades do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis C9 observaram que a produgdo de biossurfactante foi
associada ao crescimento. Os autores verificaram ainda, uma relagdo quase paralela entre a
producdo de biossurfactantes, crescimento celular e utilizagdo de glicose. Resultado
semelhante foi observado no presente estudo, pois de acordo com os resultados apresentados
na Figura 23, este perfil de metabdlito primario foi predominante
Rocha (2007) ao trabalhar com P.aeruginosa ATCC 10145 cultivada em suco de caju integral
testando diversas condigdes de cultivo, observou que a producio do biossurfactante aconteceu
na maioria dos experimentos de forma associada ao crescimento, ¢ que tal comportamento
observado ¢ tipico de um metabolito primario. Varios biossurfactantes, tais como
biotensoativos de Candida tropicalis 1IP- 4, glicolipideos de Nocardia sp. SFC-D e
biossufactantes insoluveis em agua de Torulopsis apicola, sao metabdlitos secundarios (Desai
e Banat, 1987). Outros, como alguns ramnolipideos produzidos por Pseudomonas sp.,
glicoproteinas de P. fluorescens 378, agentes com atividade superficial de B. cereus IAF 346
e biodispersan de Bacillus sp. IAF-343 sdo considerados associados ao crescimento (Desai e
Banat, 1987). Diversos fatores sdo responsaveis pelo tipo de metabolito formado, dentre os
quais podem ser destacados o tipo de microrganismo a ser utilizado ¢ o meio de cultivo em

que o mesmo sera cultivado.
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Figura 22 — Graficos representativos para identificagdo do tipo de metabolito produzido nos ensaios
fermentativos realizados por 72 horas, utilizando Bacillus subtilis LAMIOOS5 e suco de caju clarificado (CAJC)

em shaker a 30°C, 180 rpm, variando concentragdes iniciais de ART. (1) 12,71 g.L'!, (2) 22,92 g.L'!, (3) 48,96
gL, (4)65,04 gL ¢(5) 96,10 gL, (=) My, (—) sy (—)Mp-
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4.6 — Modelagem matematica dos dados experimentais de producio de biomassa,
producio de surfactina e consumo de substrato

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos da modelagem matematica para
producdo de biossurfactantes por B. subtilis LAMIO0S utilizando suco de caju clarificado

variando as concentragdes iniciais de ART.

Tabela 12 — Pardmetros obtidos através do ajunte do modelo proposto por Mercier et al. (1992) aos dados
experimentais por regressdo nio-linear a partir do método dos minimos quadrados utilizando um software

comercial (Solver - Microsoft Excel 2007).

Produgdo de Biomassa

Concentragdo 0

ART (@) | ™ (h7) | X (L) | Xo (gD)| R
22,92 0,124 5,398 0,187 0,996
48,96 0,088 7,395 0,568 0,985
65,04 0,194 8,451 0,098 0,999
96,10 0,099 8,399 0,428 0,996

Producdo de Surfactina

Concentragdo| Pmax

Pr Py (g/L) R2
ART (g/L) (g/L)
22,92 0,367 0,098 0,042 0,953
48,96 0,165 0,536 0,001 0,967
65,04 0,319 0,155 0,014 0,999
96,10 0,215 0,072 0,036 0,913

Consumo de Substrato

Concentragao Yois (@) | Yo () R
ART (g/L)
22,92 0,228 0,655 0,901
48,96 -—-- 0,495 0,902
65,04 0,999 0,405 0,994
96,10 0,039 0,494 0,933

O modelo proposto se ajustou bem aos dados experimentais, o que pode ser

2 . . .
constatado pelos valores de R°, que mostram valores na maioria dos ensaios, superiores a
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0,95. Rodrigues ef al. (2006) obtiveram resultados semelhantes ao estudar um meio de cultivo
de baixo custo para produgdo de biossurfactantes por bactérias probiodticas. Os autores
relataram que o modelo matematico descreveu realisticamente os dados experimentais com R
superiores a 0,901, 0,944 e 0,917 para consumo de sacarose, crescimento da biomassa e
producdo de biossurfactante, respectivamente. A variagdo dos parametros cinéticos do
produto podem ser justificados pelo fato do meio de fermentagdo apresentar ph acido durante
os ensaios fermentativos conforme previamente discutidos no item 4.4.

A Figura 23 representa o ajuste do modelo matematico por regressao nao-linear
(método dos minimos quadrados), utilizando o software comercial (Solver - Microsoft Excel
2007), aos dados experimentais do ensaio realizado com concentra¢des iniciais de ART de
65,04 g.L"'. Como o modelo matematico adequou-se bem para todos os ensaios fermentativos,

optou-se por representar apenas uma situagao para exemplificar.
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Figura 23 - Representacdo grafica dos dados experimentais e dos dados calculados de concentracdo de
biomassa, producdo de biossurfactante e consumo do substrato em fungdo tempo para o ensaio fermentativo com

concentracdo inicial de ART de 65, 04 g.L'l. (W) Xexps (—) Xeales (@) Sexpy (—) Scaics (#) Pexpy (—) Peae-

Pode-se observar o bom ajuste da modelagem realizada através da Figura 24 para
producdo de biomassa, consumo de substrato e producdo de biossurfactantes no ensaio
realizado com concentragdes de ART de 65, 04 gL', a 30°C, 180 rpm, por 72 horas.
Rodrigues ef al. (2006) em estudo cinético da produc@o de biossurfactantes por linhagens de
Lactobacillus, ndo obteve bom ajuste do modelo matematico aplicado aos seus dados

experimentais quando avaliou o consumo de lactose, obtendo um valor de R?=0,698. Todos os
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demais ensaios realizados variando a concentracdo inicial de ART apresentaram perfis
semelhantes ao representado na Figura 24. Avaliando os valores obtidos de R?, o modelo
matematico proposto no presente estudo ajustou-se bem aos dados obtidos nos ensaios

fermentativos realizados, quando comparados a literatura citada.

4.7 — Caracterizacao do Biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMI00S em

suco de caju clarificado

4.7.1 — Indice de Emulsificagdo e Atividade Emulsificante

A estabilidade de emulsdes o6leo/agua também ¢é muito utilizada como um
indicador de atividade superficial, embora a habilidade de uma molécula em formar uma
emulsdo estavel ndo esteja associada a reducdo da tensdo superficial (Yousself et al., 2004). O
indice de emulsificacdo determina a capacidade do bioemulsificante em formar emulsdes e a
capacidade de estabilizar emulsdes ¢ um parametro também utilizado para avaliar a atividade
superficial dos surfactantes.

Observa-se pela Tabela 13 que no ensaio cujo meio continha a maior
concentragio de ART (96,10 gL ™), obteve-se um indice de emulsificagdo de 64% e 67% em
72 horas de ensaio utilizando, respectivamente, 6leo de soja e querosene como agente
emulsificante. Ao se utilizar gasolina, porém, ndo foi observada estabilidade na emulsdo
formada para nenhum dos meios de cultura, livre de células, avaliados. Pode-se observar
também que quando se utilizou o meio de cultivo contendo a concentracdo inicial de ART =
48,96 gL', apos em 48 horas de ensaio, obteve-se indice de emulsificacio de 58% em oleo
de soja e 67% em querosene. Quando se utilizou os meios contendo concentragdes iniciais de
ART de 65,04 g.L‘l, obtiveram-se indices em 72 horas de 53% e 66% em 6leo de soja ¢
querosene, respectivamente. Na concentragio de ART 40,65 gL' + solugio de
micronutrientes, observou-se indice de emulsificagdo em 48 horas de 65% e 55% em Oleo ¢

querosene, respectivamente.
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Tabela 13 — indice de emulsificagdo (%) em diferentes concentracdes de glicose utilizando o microrganismo

Bacillus subtilis LAMIO0S5, em ensaios realizado em shaker a 30°C e 180 rpm.

Concentragdo inicial

Agente Emulsificante

de ART (gL")  [Tempo (h) Oleo Querosene Gasolina
24 NF 25+0,0 NF
12,71 48 NF NF NF
72 NF 30+0,0 NF
24 23+0,0 NF 10+ 0,0
22,92 48 35+0,0 05+0,0 NF
72 35+0,0 10+0,0 NF
24 27+0,1 NF NF
48,96 48 58+0,1 67 £0,0 37+0,0
72 54 +£0,0 64 +0,0 NF
24 49+ 0,0 NF NF
65,04 48 43+ 0,0 48 +£0,0 04 +0,0
72 53+0,1 66 £0,0 26+0,2
24 24+0,0 29+0,0 NF
96,10 48 40+0,0 NF NF
72 64 +£0,0 67 +0,0 NF
40,65 + Solugdo de 2 0500 0500 NF
Micronutrientes 48 65+ 0,0 55+0,0 0,40 £ 0,0
72 48 £0,0 35+0,0 NF

Nota: NF — ndo formou emulséo.

Os resultados mostraram que as emulsdes formadas foram melhores ¢ mais

estaveis utilizando 6leo de soja e querosene como agentes emulsificantes. Bicca et al. (1999)

ao avaliarem a produg¢do de biossurfactantes por 5 cepas de Rhodococcus obtiveram IE,; em

torno de 50% utilizando querosene. Costa et al. (2006) obtiveram indice de emulsificagdo

com querosene de, aproximadamente, 70% para producdo de ramnolipideos a partir de 6leo de

andiroba e de 64% para biosurfactante obtido a partir de o6leo de buriti, utilizando P.

aeruginosa LBI. Desta forma, o presente estudo mostrou resultados satisfatorios, em relacao
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ao indice de emulsificacdo, nos ensaios realizados com diferentes concentragdes de fonte de

carbono.

A Figura 24 mostra a capacidade emulsificante do meio rico em surfactina
produzida por Bacillus subtilis LAMIO05 em querosene e 6leo de soja. Pode-se observar
Figura 24 que houve uma boa formacdo de emulsdo das amostras fermentadas ricas em
surfactina de 48 e 72 horas de ensaio, mostrando a eficiéncia do surfactante produzido no

ensaio com concentra¢des de ART de 65,04 g.L"!

querosene oleo de soja oleo de soja querosene

Figura 24 — Capacidade de emulsificacdo do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIO0S em

querosene e 6leo de soja.

Conforme ressaltado anteriormente, a atividade emulsificante determina a
capacidade do biossurfactante produzido em formar emulsdes 6leo-agua. A capacidade de
estabilizacdo da emulsdo, ou seja, a habilidade em manter pelo menos 50% do volume da
emulsdo original 24h depois da sua formagdo, ¢ um indicio que o microrganismo esta
produzindo biossurfactante. Foi analisado através deste método, o efeito da relagdo C/N, onde
a turbidez promovida pela dispersdo da fase 6leo na fase aquosa é determinada através da
medida da absorbancia a 540 nm.

Conforme resultados apresentados pela Figura 25 dos resultados de atividade
emulsificante, para todas as concentra¢des de fonte de carbono estudadas, houve uma melhor
emulsificacdo para as amostras do tempo de 72 horas de ensaio comparado ao tempo de 48

horas, comprovado através do aumento na estabilidade da atividade emulsificante.
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Figura 25 — Atividade emulsificante (U) da surfactina produzida por B. subtilis LAMIO0S em diferentes

concentragdes de ART em ensaios realizados em shaker a 30°C e 180 rpm, onde: Ensaio (1): 12,71 g.L"', Ensaio

(2): 22,92 g.L”', Ensaio (3): 48,96 g.L"', Ensaio (4): 40,65 g.L"' + 0,1% de Solugio de Micronutrientes, Ensaio

(5): 65,04 g L', Ensaio (6): 96,10 g.L™.

Para o meio formulado com a concentracdo inicial de ART de 65,04 g.L'1

observa-se que a atividade emulsificante mostrou-se estavel em ambos os tempos de ensaio,
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48 ¢ 72 horas, mas ndo atingiu valores superiores ao ensaio com concentracao inicial de 48,96
gL, onde a atividade emulsificante foi superior a dos demais ensaios e chegou a um valor
ligeiramente maior que 2,0 U no tempo de 72 h. Amaral ef al. (2006) obtiveram valor maximo
de atividade emulsificante de, aproximadamente, 2 unidades com n-hexadecano em meio
YPD apo6s 50 horas de cultivo de Yarrowia lipolytica a 250 rpm. Cirigliano e Carman (1985),
trabalhando com Candida lipolytica para producdo do bioemulsificante Liposan, obtiveram
uma atividade emulsificante com n-hexadecano de 0,98 U quando cultivada em meio YNB
suplementado com 5% de 6leo de soja. Neste trabalho, bons resultados foram obtidos na
maioria dos ensaios apresentados, com valores de atividade emulsificante maiores a 1,5 U,

chegando a valores proximos a 2,5 U.

4.7.2 — Tensao Superficial

A andlise de tensdo superficial foi utilizada para se avaliar a produgdo de
biossurfactante, pois 0 mesmo diminui a tensao superficial do meio (Lima Lobato et al., 2002;
Nitschke et al.,, 2002; Santa Anna et al., 2002b, Rocha et al., 2006). A habilidade em reduzir a
tensdo superficial abaixo de 35 mN.m" é um dos critérios utilizados para a selegdo de
microrganismos produtores de biossurfactante (Mulligan et al., 2005). A tensdo superficial
representa a tensao existente entre um liquido e o ar e o valor minimo de tensdo superficial ¢
um indicativo da eficiéncia de um surfactante (Fiechter, 1992), além de ser, como ja
salientada, uma medida indireta da produ¢éo de tensoativos no meio de cultivo. Quanto maior
a reducdo da tensdo superficial do meio pressupde-se uma maior presenga de surfactante.
Diversos fatores influenciam o tipo e a quantidade de surfactante, dentre os quais se destacam
as condi¢cdes de cultivo e a disponibilidade de nutrientes no meio (Syldatk et al/, 1985;
Benincasa et al, 2002).

No presente estudo, esses critérios acima descritos também foram utilizados para
observar se 0 microrganismo Bacillus subtillis LAMIOOS estava produzindo biosurfactante
nas condi¢des estudadas, e assim, definir qual a melhor condicdo dentre as testadas. Desta
forma, foi realizado analise quanto a reducfio da tensdo superficial para as diferentes
concentracdes de substrato, conforme apresentadas na Tabela 12. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata com andlise da média das amostras.
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Pela Tabela 14, pode-se verificar que ocorreu uma reducdo na tensdo superficial
ao longo do tempo para os ensaios realizados com suco de caju clarificado utilizando
diferentes concentragdes de fonte de carbono (12,71 a 96,10 g.L™"). A redugdo da tensido
superficial foi mais acentuada para todos os ensaios nas amostras do tempo de 24 h, com uma
reducdo em torno de 33,7%, 49,7%, 45,4%, 41,7% e 41,2% para concentracdes de ART
iniciais de 12,71 gL”, 22,92 gL", 48,96 gL', 65,04 gL, 96,10 g.L"'(suco ndo diluido),
respectivamente e de 43,9% para concentragdes iniciais de ART de 40,65 gL' + 0,1% de
solu¢do de micronutrientes). A menor tensdo superficial obtida foi de 28,68 dina/cm, obtida
quando se utilizou a concentragdo inicial de ART de 22,92 g.L'l. Este também foi o ensaio em
que obteve-se maior producdo de surfactina (ver Tabela 10). Esse fator é um indicio claro da
producdo de biossurfactante pelo microrganismo, uma vez que tensdes superficiais abaixo de
35dina/cm indicam que o microrganismo em questdo ¢ um bom produtor de surfactina e sua
eficiéncia relaciona-se também a uma baixa CMC, Concentragdo Micelar Critica (Mulligan et
al., 2005) definida como a concentragdo minima necessaria para iniciar a formagao de micelas
(Becher, 1965).

Observa-se ainda na Tabela 14, uma maior redugdo da tensdo superficial a medida
que se aumenta a concentragdo inicial de ART no meio, de 12,71 g.L’1 até concentragdes de
48,96 g.L'1 ¢ ocorre uma pequena redugdo nesse pardmetro para 0os meios cuja concentracio
inicial de ART é de 65,04 g.L”', 96,10 g.L"'(suco ndo diluido) e 40,65 g.L"' + 0,1% de solucio
de micronutrientes. Barros et al. (2008), que trabalharam com Bacillus subtilis LB5 cultivado
em manipueira (residuo da industrializagdo da mandioca) em um processo em escala piloto,
relataram que o biossurfactante testado exibiu uma excelente atividade tensoativa, reduzindo a
tensdo da agua de 72,31 para 27,01 dina/cm, valor este muito proximo ao obtido no presente
trabalho (28,68 £ 1,0 dina/cm). Queiroga ef al. (2003) utilizando B. subtilis para avaliagdo da
tensdo superficial na producdo de biossurfactantes em presenga de petrdleo, observaram uma
reducdo da tensdo superficial de 53 dina/cm para 25,7 dina/cm. Gouveia et al. (2003),
trabalhando com 13 linhagens de bactérias produtoras de biossurfactantes e utilizando glicerol
e glicose como fonte de carbono, obtiveram uma reducdo de tensao superficial do meio de 58
dina/cm para 30 dina/cm. Os resultados apresentados no presente estudo sdo bastante
significativos quando comparados aos da literatura citada acima, pois se obteve reducdo da

tensdo do meio de cultivo de 52,0 dina/cm para até 28,7 dina/cm.
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Tabela 14 — Resultados da Tensdo Superficial (TS) para ensaios realizados em shaker a 30°C e 180 rpm,
utilizando B. subtillis LAMIO0S com diferentes concentragdes de ART, onde: Ensaio (1): ART 12,71 g.L'l;
Ensaio (2): ART 22,92 g.L'l; Ensaio (3): ART 48,96 g.L'l; Ensaio (4): ART 40,65 g.L'l + micronutrientes;
Ensaio (5): ART 65,04 g.L'l; Ensaio (6): ART 96,10 g.L'l; MC: meio de cultura antes do indculo (branco); TS:

Tensao Superficial.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Tempo
TS TS TS
(h) . : :
(dina/cm) (dina/cm) (dina/cm)
MC 52,28+0,3 52,00+0,2 56,33 +£0,2
0 52,06 £0,1 53,72+0,9 56,33 +£0,2
8 48,54 +£0,2 29,06 £ 0,1 30,00 £0,0
24 34,67 +0,0 28,68 = 1,0 30,77+ 0,5
48 42,94 +0,2 44,17+ 0,9 42,45 +0,5
72 4432 +£0,2 4331+ 1,8 4498 + 0,0
Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
Tempo
) RTS TS RTS
(dina/cm) (dina/cm) (dina/cm)
0 55,08 £0,2 46,77 + 1,4 50,79+ 0,4
8 37,00 0,0 42,76 + 1,4 46,07 = 0,0
24 33,33+0,3 30,61 £0,5 30,00 + 0,0
48 34,07+0,2 31,49+0,5 31,12+ 0,1
72 33,50+£1,2 35,70+ 0,3 31,67+0,5
MC 59,39 +0,5 52,46 £0,6 51,02 +0,1

4.8 — Concentracao Micelar Critica (CMC)

A adigdo de tensoativos a agua tende a saturar todas as interfaces, de modo que a
partir de uma concentracdo denominada Concentragdo Micelar Critica (CMC) tem-se a
satura¢do do meio e a formagdo de micelas. A CMC ¢ a menor concentragdo onde ocorre a

formagdo de micelas de um biossurfactante. A micela ¢ a configuragdo das moléculas de
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tensoativo com melhor estabilidade na solugdo, com as cadeias hidrofobicas agrupadas e a
parte hidrofilica das moléculas voltada para a 4dgua (Santos et al., 2007). A concentragdo
micelar critica (CMC) dos biossurffactantes ¢ uma das andlises que detecta sua eficiéncia.
Zhang e Miler, 1992, relataram que a concentracdo necessdria de biossurfactante para se
atingir a CMC esta tipicamente entre 1 ¢ 200 mg.L™', enquanto a tensdo interfacial (6leo/agua)
e superficial fica em torno de 1 ¢ 30 dina/cm (Bognolo, 1999). A CMC do tensoativo
produzido no presente estudo, a surfactina, foi determinada através de mudangas na Tensdo
Superficial, para vérias concentragdes do tensoativo, obtidas através de diluigdes sucessivas.

A Figura 26 apresenta os resultados de CMC obtidos no presente estudo com as
diferentes concentragdes de substrato utilizadas para producdo de biossurfactantes. Foram
utilizadas para realizagdo dos testes de CMC as amostras dos meios fermentados ricos em
surfactina em que houve maior formagdo de produto, conforme apresentado na Tabela 10.
Pode-se observar que as concentragdes da CMC obtidas nos ensaios fermentativos realizados
ficaram entre 10 mg.L"' e 63 mg.L"'. Peypoux ef al. (1999) obteve CMC na concentragio de
20 mg/L, Kim et al. (1997), 40 mg/L, e Cooper et al. (1981), 25 mg/L, indicando o
surfactante produzido como um poderoso agente de superficie.

Cooper e Paddock (1983), ao trabalharem com Bacillus subtilis ATCC 21332,
observaram baixa produgdo de surfactina quando a bactéria foi cultivada em caldo nutriente.
Porém, quando o cultivo foi realizado em meio contendo glicose e sais minerais, foi obtido o
valor da concentragdo micelar critica relativa (CMC'I) de 20 mM, correspondendo a um
rendimento apreciavel. O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tensdo superficial
do meio contendo surfactina de 62 dina/cm para 27 dina/cm. Robert et al. (1989), testando
diferentes fontes de carbono, observaram a produgdo de ramnolipidios por Pseudomonas
aeruginosa 44T1 somente na presenga de dodecano. O crescimento da bactéria utilizando
como substrato succinato, piruvato e citrato levaram a uma pequena formagdo de produto,
embora este tenha propiciado queda substancial da tensdo superficial do caldo fermentado. Os
autores relatam que os melhores resultados foram obtidos utilizando 6leo de oliva como
substrato, onde a produgdo foi de 7,65 g.L”!, CMC™"' de 20 mM e tensdo superficial de 28,4

dina/cm.

Producio de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI005 utilizando suco de caju clarificado



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

83

Oliveira, D.W.F.

(A)

75

70 I
65
60
55 I
50

45

10,24 mg.L"’

Vs

mm

40

Tens3o superficial (dyna.cm™)

35

ART: 12,71 g.L"

Concentragéo de surfactina (mg.L’1)

70

65

60

55

50

45

Tensao Superficial (dyna.cm‘*)

40

35 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I

ART: 48,96 g.L"

Concentragdo de Surfactina (mg.L’w)

(E)

75

100

70

65

60—.
554
50
45-

40

Tensao superficial (dyna.cm™)

35

30

ART: 65,04 g.L"

-20 20 40 60 80 100 120 140

Concentragao da surfactina (mg.L'ﬂ)

160

180

Tens3o Superficial (dyna.cm™)

Tensao Superficial (dyna.cm‘*)

75

70

30

Tensao Superficial (dyna.cm™)

65.
60.
55-
50-
45-
40-

35

75

70

65

60

55

50

45

40

35

NN

—

\

ART: 22,92 g.L"

37,25 mg.L"

N

\
-

-

"
N - gm— W

50 100 150 200

Concentraggo de Surfactina (mg.L™)

[

ART: 40,65 mg.L™"+ Micronut.

43,99 mg.L™"

]
S m_m —n

(F)

40 60 80 100 120

Concentragéo de Surfactina (mg.L’1)

704

@
=3
1

o
=]
1

N
o
1

w
=3
1

- m e wN

\

=

ART: 96,10 mg.L"

21,41 mg.L"

E!

-y

—

T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120

Concentragédo de Surfactina (mg.L'w)

Figura 26 — Concentragdo Micelar Critica (CMC) da surfactina produzida por B. subtilis LAMIO0S em

diferentes concentragdes de ART em ensaios realizados em shaker a 30 °C e 180 rpm: (A) 12,71 g.L”', (B) 22,92
gL', (C)48,96 gL', (D) 40,65 gL'+ 0,1% de Solugio de Micronutrientes, (E) 65,04 g.L", e (F) 96,10 g.L"".

Producio de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI005 utilizando suco de caju clarificado



84

Capitulo 4 — Resultados e Discussoes Oliveira, D.W.F.

Comparando os resultados aqui obtidos com a literatura citada, obteve-se no presente
estudo um bom surfactante nos ensaios fermentativos variando a concentragdo de substrato,
pois o mesmo foi capaz de manter a tensdo superficial constante com baixas concentragdes de

surfactina.
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5 — CONCLUSOES

O biossurfactante produzido no meio de cultivo contendo suco de caju
clarificado como fonte de carbono suplementado com 1,0 g.L’1 de sulfato de amoénio como
fonte de nitrogénio, foi capaz de reduzir a tensdo superficial abaixo de 30 dina.cm™,
emulsionou bem diversos hidrocarbonetos ¢ apresentou emulsdes estaveis.

Obtiveram-se valores de concentragdes de surfactina satisfatérios quando
comparados aos valores reportados na literatura, chegando a uma producdo de até 372,56
mg.L"! de biossurfactantes.

De acordo com as velocidades especificas de crescimento (uy), de consumo de
substrato (us) e de produgdo de biossurfactante (u,), pode-se afirmar que a formagdo do
produto ¢ um metabolito primario e esta associada ao crescimento.

O modelo matematico usado para descrever o consumo de substrato, obtengdo
do produto e crescimento celular se ajustou bem aos dados experimentais, comprovando a
viabilidade da bioconversdo do substrato em um produto de valor agregado, a surfactina.

Os ensaios fermentativos mostraram que Bacillus subtilis LAMIO0S é um bom
produtor de biossurfactante e que o suco de caju clarificado (CAJC) é um substrato

economicamente viavel para a produgdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI00S.
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6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ap6s discussdo dos resultados obtidos no presente estudo, percebe-se ainda a

necessidade de aprofundar o tema estudado:

* Aumentar a escala de producdo utilizando biorreator de bancada com controle de
agitacdo, aeracdo, temperatura e pH;

*  Estudar a estabilidade da surfactina produzida por Bacillus subtilis LAMI0O0S5 em suco de
caju clarificado, frente a variagdes de temperatura, pH e concentragdes salinas;

*  Caracterizar o biossurfactante produzido;

*  Analisar sua toxicidade;

»  Direcionar testes para uma aplicacdo comercial onde o mesmo ¢ utilizado.
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ANEXO A

Curva padrio para concentracio de Biomassa do microrganismo Bacillus subtilis

LAMIO00S.
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Figura 1A — Curva padrdo para identificagdo da concentragdo de biomassa do microrganismo Bacillus subtilis

LAMIOO0S.
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ANEXO B

Curva padrio para deteccao da concentracio de aciicares redutores totais (ART),

Glicose e Frutose.
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Figura 1B — Curva padrdo de glicose e frutose para identificagdo das concentragdes de ART durante os ensaios
fermentativos para producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO0S utilizando suco de caju
calrificado.
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ANEXO C

Curva Padriao para identificacio das concentracdes de surfactina produzida por

Bacillus subtilis LAMI00S cultivado em suco de caju clarificado.
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Figura 1C — Curva padrio para identificagdo da concentragdo e da massa obtida de surfactina nos ensaios

fermentavivos utilizando Bacillus subtilis LAMIOOS cultivado em suco de caju clarificado.
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Composicio do suco de caju clarificado

Tabela D1 — Composi¢@o nutricional do suco de caju clarificado.

ANEXO D

Parametro Concentracao
Glicose (g.L™") 43,67 +0,3
Frutose (g.L) 2,43+0,1
Proteinas soliiveis (mg.mL™) 0,10+ 0,0
Proteinas Totais (mg.mL™") 5,19+0,0
Fésforo (g.L™")" 1,21 £0,0
Potassio (g.L™)' 13,13+ 0.9
Célcio (gL <DL
Magnésio (g.L'l)i 1,17 £0,1
Sodio (gL' 0,09 + 0,0
Enxofre (gL 0,81+ 0,0
Cobre (mg.L")' <DL
Ferro (mg.L'l)i 6,97 +£2,7
Zinco (mg.L™")" 11,20 £ 4,3
Manganés (mg.L 1)i 6,40+ 0.4

pH=432+0,0

(i) Analises realizadas no laboratério de Biotecnologia - DETAL/UFC. < DL: Menor do que o

detectavel. Fonte: Rocha, 2007.
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Concentracio de aminoacidos presentes no suco de caju clarificado utilizado como

substrato para a producao de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMI00S.

Tabela D2 - Aminoacidos presentes no suco de caju integral e clarificado.

Aminodcidos Suco de Caju Integral 1 Suco de Caju Clariﬁcad(:
Concentracio (umol.mL") | Concentracio (umol.mL ™)
Acido aspartico 128,94 104,04
Acido glutdmico 181,45 146,55
Serina 172,42 147,90
Glicidina 224,34 187,60
Histidina 33,10 26,14
Treonina 371,47 355,83
Alanina 284,75 242,88
Prolina 152,13 138,41
Tirosina 81,76 73,43
Valina 27,94 30,66
Metionina 7,38 5,08
Cisteina 9,74 10,38
Isoleucina 39,00 41,15
Leucina 99,44 81,93
Fenilalanina 12,86 13,05
Lisina 13,09 11,78

Fonte: Rocha, 2007.
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