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RESUMO

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam propriedades tensoativas e sdo
produzidas majoritariamente por microrganismos. Essas moléculas sao utilizadas em diversos
setores industriais, principalmente na induastria do petréleo. As propriedades tensoativas,
resisténcia as condigdes ambientais extremas, baixa toxicidade e custo sdo caracteristicas
essenciais para a escolha de biossurfactantes para fins industriais. Esse estudo teve como
objetivo caracterizar, avaliar a estabilidade frente a elevada temperatura, pressao e concentragao
de NaCl e o custo de produgao de biossurfactantes produzidos por 15 estirpes de Bacillus sp.
visando aplicagdo industrial. As amostras foram caracterizadas como lipopeptideos através da
espectroscopia do infravermelho (FTIR) e identificadas por espectrometria de massas como
pertencentes as familias surfactina, iturina e fengicina. As moléculas suportam altas
temperaturas, comecando a se decompor em 260 °C, como revelado por Calorimetria
Exploratoéria Diferencial (DSC). Os biossurfactantes reduzem a tensao superficial da dgua para
30 mN/m ou menos, produzem emulsdo agua-dleo estaveis, e sdo capazes de dispersar d6leo
derramado em 4dgua do mar. As propriedades tensoativas mantiveram-se inalteradas apds as
moléculas terem sido submetidas a pressdo de 600 bar seguida de autoclavacao a 121 °C por 15
min, assim como em meio contendo altas concentragdes de NaCl (100 g/L; 150 g/L). Os
biossurfactantes analisados atuam em baixas concentragdes, apresentando concentragdes
micelares criticas (CMC) menores do que 30 mg/L. Considerando-se a quantidade de
biossurfactantes recuperada por litro de cultura e contabilizando-se os gastos com matéria-
prima, tem-se que o grama produzido custa em média R$ 11.69. Apesar do elevado custo, os
biossurfactantes analisados sao vantajosos, principalmente o produzido pela estirpe JAG255, ja
que sdo estaveis sob condicdes extremas de temperatura, pH e salinidade, e suas CMCs sao da
ordem de 100 x mais baixas do que muitos surfactantes sintéticos, sendo assim mais rentaveis

para a industria, compensando a baixa competitividade comercial.

Palavras-chave: biossurfactantes, lipopeptideos, Bacillus, CMC, custo de produgao.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules, produced mainly by microorganisms. Due to their
tensoactive properties, these molecules are used in several industrial sectors such as in oil
industry. Its surface-active properties, resistance to extreme environmental conditions, low
toxicity and cost are essential factors for biosurfactants introduction in the industrial market.
Hence, this study aimed to characterize biosurfactants produced by 15 strains of Bacillus sp.
for industrial purposes and evaluate their stability at high temperature, pressure and NaCl
concentrations and production cost. The samples were characterized as lipopeptides by Infrared
Spectroscopy (FTIR) and identified by mass spectrometry as belonging to the families of
surfactin, iturin and fengycin. The molecules activities resisted high temperatures, starting to
decompose at 260 °C, as revealed by Differential Scanning Calorimeter (DSC). The
biosurfactants reduced the water surface tension to at least 30 mN/m, produced stable water-oil
emulsion, and also dispersed oil. After the molecules had been subjected to a 600 bar pressure
followed by 121 °C/ 15 min, as well as in high concentrations of NaCl (100 g/L, 150 g/L), the
tensoactives properties were maintained unchanged. The analyzed biosurfactants acted at low
concentrations, showing critical micelle concentrations (CMC) below than 30 mg/L. The yield
of biosurfactants was used to calculate the biosurfactants price by accounting the raw materials
expenses. The cost per gram was on average R$ 11,69. Despite the high cost, the biosurfactants
of this study are advantageous, especially the one produced by strain JAG255, since it was
stable under extreme conditions of temperature, pH and salinity, and its CMCs was in the order
of 100 x lower than many synthetic surfactants, becoming profitable for the industry

counterweighing the low commercial competitiveness.

Keywords: biosurfactants, lipopeptides, Bacillus, CMC, production cost.
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1. INTRODUCAO

Surfactantes ou compostos ativos de superficie permitem a interagdo com
substancias imisciveis entre si (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). Esses compostos sao utilizados
em diversos setores industriais, mas acarretam muitos problemas ambientais devido sua alta
toxicidade e baixa biodegradabilidade. Assim, a busca por surfactantes de origem biologica,
ambientalmente mais amigdveis tem aumentado (AL-SULAIMANI et al., 2011;
FAKRUDDIN, 2012).

Derivados, em sua maioria, do metabolismo de fungos e bactérias, os
biossurfactantes possuem caracteristicas estruturais e propriedades tensoativas semelhantes aos
surfactantes sintéticos. Classificados principalmente como glicolipideos, soforolipideos,
lipopeptideos e biossurfactantes poliméricos, podem apresentar diversas propriedades
tensoativas tais como: redugdo de tensdo superficial e interfacial, emulsificagdo e
desemulsificagdo, dispersdo de 6leo, dentre outras atividades bioldgicas como inibi¢do de
biofilmes microbianos e atividades antibacteriana, antifingica e antiviral (MNIF; GHRIBI,
2015b; ROY, 2017). Devido a isso, essas moléculas podem ser aplicadas em véarios setores

industriais, como a industria do petréleo, farmacéutica, agricola, de limpeza e higiene pessoal.

A caracterizagdo de sua estrutura quanto ao grupos que compde suas porg¢oes
polares e o tamanho da sua cadeia apolar ¢ de extrema importincia para definir o
direcionamento de sua aplicacao industrial, ja que a composi¢ao tem influéncia nas atividades
tensoativas (MNIF; GHRIBI, 2015a). Técnicas de espectroscopia, cromatografia, ¢ de
espectrometria de massas tém sido as mais utilizadas para caracterizacdo dessas moléculas,
sendo rapidas e precisas (SATPUTE et al., 2010). Além disso a estabilidade dessas moléculas
em condigdes ambientais extremas de temperatura, pressdo, pH e salinidade devem ser
avaliados para garantir o sucesso da aplicacdo desses produtos em processos industriais que

atuem nessas condigdes (BARROS et al., 2007; ILORI; AMOBI; ODOCHA, 2005).

Apesar de suas vantagens e larga aplicagdo na industria, os biossurfactantes ainda
ndo sdo competitivos com os surfactantes sintéticos, devido ao alto custo de producdo. Para a
substituicdo efetiva dos surfactantes convencionais pelos bioldgicos, € necessario um estudo
dos custos de producdo, para identificar os pontos do processo produtivo em que mudancas e
otimizagdes acarretariam na diminui¢do no custo final do produto (CAMPOS-TAKAKI;

SARUBBO; ALBUQUERQUE, 2010).
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Em nosso grupo de estudo, tem-se como uma das principais linhas de pesquisa o
estudo de biossurfactantes produzidos por microrganismos isolados de manguezais cearenses.
Barreto (2011) e Lima (2013) isolaram microrganismos produtores de biossurfactantes de trés
manguezais cearenses: Icapui, Jaguaribe e Timonha. Sabe-se que os manguezais sao
ecossistemas unicos, com alto teor de matéria organica, devido a alta densidade de
microrganismos presentes. Expostos naturalmente a variagdes de pH, salinidade e temperatura
devido as variagdes da maré, os manguezais tornam-se uma fonte de microrganismos e
biomoléculas que resistam a essas condi¢des, podendo ser de grande interesse industrial
(THATOI et al., 2013). Desta maneira, o presente estudo visou responder as seguintes

perguntas:

Seriam os surfactantes produzidos por bactérias isoladas de manguezais
biomoléculas resistentes a variagoes ambientais como modificagdes na temperatura, pressao e
salinidade? O custo-beneficio dessas biomoléculas é melhor do que o de surfactantes sintéticos

comumente utilizados na industria?
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Surfactantes

Surfactantes (do inglés Surface Active Agents) sao moléculas derivadas
principalmente do petréleo, estruturalmente compostas por uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica. Sua porcao polar pode ser idnica (podendo ter carga negativa ou positiva), nao-
i0nica ou anfotérica (com ambas as cargas), enquanto que sua porc¢ao apolar geralmente ¢ uma
cadeia carbonatica (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). Essa caracteristica estrutural possibilita
sua distribuicdo em duas fases fluidas de polaridade diferente (NITSCHKE; PASTORE, 2002),
além de poderem também formar agregados (chamados micelas), geralmente em baixas
concentragdes de d4gua, conferindo-lhes vérias propriedades tensoativas. Com isso, 0s
surfactantes sdo aplicados em varios setores industriais incluindo: alimentos, detergentes e
limpeza, recuperagao de petréleo e remediagdo de ambientes contaminados (BARROS et al.,
2007). Entretanto, devido a conscientizagdo sobre os impactos negativos dos surfactantes

sintéticos no ambiente, as atengdes tém sido direcionadas para os surfactantes de origem

biolégica (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

2.2. Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos quimicos produzidos principalmente por
bactérias e fungos, semelhantes aos surfactantes sintéticos tanto em estrutura quanto em suas
propriedades tensoativas (BANAT, 1995; COOPER, 1986). Desde a descoberta da surfactina,
biossurfactante lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis nos anos 80, o estudo de novos

microrganismos produtores de biossurfactantes ganhou forca e significancia.

Danos como a eutrofizacdo e acidificagdo de lagos e rios, toxicidade ambiental,
deplecdo da camada de ozdnio e aquecimento global associadas ao uso e produgdo de
surfactantes sintéticos podem ser evitados pelo uso de biossurfactantes (REBELLO et al.,
2018). Dentre as intimeras vantagens dos biossurfactantes podem ser citadas sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade e maior seletividade e atividade (CAMEOTRA et al.,
2010).

Como a estrutura do biossurfactante ¢ composta por uma por¢ao hidrofilica e outra
hidrofobica, isso significa que sua sintese depende de duas rotas diferentes: uma levando a

producao do componente hidrofobico, que € realizada pelo metabolismo de lipidios; e outra ao
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componente hidrofilico que, em particular, exibe uma maior complexidade estrutural, tendo
uma variedade de vias envolvidas na sua sintese. Produzidas por vias independentes, as duas
por¢des sao posteriormente ligadas, podendo ser por ligagdo glicosidica, amina ou éster

(SINERIZ et al., 2001).

Quatro principios da biossintese de biossurfactantes devem ser considerados: (1)
tanto a porcao hidrofilica como a hidrofobica ¢ sintetizada via de novo, ou seja, estruturas
complexas sdo sintetizadas a partir de moléculas simples como aminodcidos, por caminhos
independentes; (2) a por¢ao hidrofilica ¢ sintetizada de novo e o substrato utilizado no cultivo
induz a por¢ao hidrofébica; (3) a sintese da porcao hidrofilica ¢ induzida pelo substrato
enquanto que a porc¢ao hidrofobica € sintetizada via de novo; e (4), onde a sintese das duas
porgdes ¢ dependente da fonte de carbono utilizada no processo (DESAI; BANAT, 1997;
SYLDATK; WAGNER, 1987).

2.2.1. Classificacao e métodos de caracterizacdo

Os biossurfactantes podem ser classificados principalmente quanto ao
microrganismo produtor ¢ a composi¢do da sua estrutura. Quanto a sua estrutura, a por¢ao
hidrofébica € principalmente composta por cadeias hidrocarbonadas saturadas ou insaturadas,
ou 4cidos graxos de cadeia longa, enquanto a por¢ao hidrofilica compreende principalmente
carboidratos, aminoacidos, grupamentos fosfato ou peptideos ciclicos (AL-SULAIMANTI et al.,
2011; SHARMA; SHARMA, 2018).

Em outras classificagdes, como sua carga total, podem ser considerados
majoritariamente como anidnicos ou neutros. J4 com base no seu peso molecular, sdo divididos
em dois grupos: o de baixa massa molecular, como os glicolipideos, lipopeptideos e
fosfolipideos; e os de alta massa molecular, que compreende os agentes poliméricos e
surfactantes particulados. Os biossurfactantes de baixo peso diminuem de forma eficaz a tensao
superficial e interfacial de liquidos imisciveis entre si, enquanto que os de alto peso molecular
sdo considerados agentes emulsionantes e/ou estabilizantes (AL-SULAIMANI et al., 2011;

SHARMA; SHARMA, 2018).

A TABELA 1 apresenta as principais classes de biossurfactantes e seus

microrganismos produtores.
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TABELA 1. Principais tipos de biossurfactantes e seus microrganismos produtores.

Biossurfactante Microrganismo produtor
Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
., Candida bombicola; C. apicola;
Soforolipideos e
S, Rhodotorula bogoriensis
Glicolipideos :
Rhodococcus erythropolis;
Trehalolipideos Mycobacterium sp.; Nocardia sp;
Corynebacterium sp.
Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Li tid Serrawetina Serratia marcescens
IlJIim([))erl‘)Oie:I?:se Surfactina Bacillus subtilis
pPop Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa
Acidos graxos, Acidos graxos Corynebacterium lepus
Lipideos neutros Lipideos neutros Nocardia erythoropolis
e Fosfolipideos Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Surfactantes : . -
P Liposan Candida lipolytica
Poliméricos : — ;
Carboidrato-lipideo-proteina Pseudomonas fluorescens
manana-lipidio-proteina Candida tropicalis

Fonte: Adaptado (DESAL; BANAT, 1997; MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001; NITSCHKE; PASTORE,
2002).

Os métodos para caracterizagdo estrutural de biossurfactantes sdo utilizados de
forma combinada. Técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE,
Espectrometria de Massas — MS (FAB-MS, MALDI-TOF e ESI/MS-MS), Espectroscopia do
Infravermelho (FTIR, RAMAN) ou de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tém garantido
a elucidacao da composicao estrutural dessas moléculas de forma rapida, facil, utilizando baixas

quantidades de amostra (PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

Utilizando técnicas de espectroscopia, como a Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier — FTIR, ¢ possivel observar quais grupos funcionais compoe a
estrutura do biossurfactante. Considerada uma espectroscopia de absor¢do, a técnica baseia-se
no fato de que as ligagdes moleculares vibram de forma tUnica, correspondendo a niveis de
energia vibracionais. Quando submetida a diversos comprimentos de onda, guiados por um
interferometro, a luz ¢ absorvida quando a energia da radiagdo ¢ a mesma da energia
vibracional, sendo capturados varias absor¢des de cada ligagdo, gerando um interferograma. A
transformada de Fourier modifica esse interferograma, gerando um espectro de infravermelho

comum. A partir desse espectro, sao identificados os picos correspondentes as ligacdes
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presentes na amostra, identificando a sua natureza quimica. Dentre as técnicas de
espectroscopia, o FTIR possui maior reprodutibilidade e rapidez (GRIFFITHS; DE HASETH,
2007).

A espectrometria de massas analisa a razdo massa/carga (m/z) de ions, permitindo
a identificacdo de moléculas e podendo, de forma eficiente, diferenciar possiveis isdétopos e
isoformas existentes, calculando suas formas e massas moleculares. Sua composi¢do ¢
basicamente feita por uma fonte de ionizagdo, um analisador de massas e um detector. Os tipos
de ionizacdo mais utilizados sdo a ionizacao a lazer assistida por matriz— MALDI, e a ioniza¢ao
por spray eletrostatico — ESI. Para o analisador de massas, importante na acuracia e precisao do
método, o quadrupolo e o tempo-de-voo (TOF) sdo os mais utilizados (GLISH; VACHET,
2003). Para os lipopeptideos, por exemplo, varias isoformas com formula e massa molecular
diferentes podem ser identificados por espectrometria de massas (PRICE et al., 2007). Algumas
das isoformas de lipopeptideos com suas respectivas féormulas e massas moleculares podem ser

observadas na TABELA 2.

TABELA 2. Formulas e massas moleculares para Lipopeptideos de espécies de Bacillus sp.

Lipopeptideo Massa (Da) Lipopeptideo Massa (Da)
Curstaquina 1.C39H64N11012 878,47 Iturina Asn-1, Cyo 986,48
2, 3. C40HeN 11012 892,41 Asn-1, Ci» 1014,51
4.Cs1HesN 11012 906,50 Asn-1, Cy4 1042,54
Surfactina Leu/lle-7, Ci3 1007.65 Asn-1, Cis 1056,56
Leu/lle-7, Ci4 1021.66 Fengicina Val-7, Cis 1462,80
Leu/Ile-7, Cis 1035.68 Val-7, Cyy 1476,82
Polimixina B, CssHosN16013 1202.75 Val-7, Cis 1490,84
B;, CssHosN 16013 1188.73 Bacitracina A, CscHi03N17016S 1421,75
D1, CsoHo3N 15015 1143.70 B, CesHi01N17016S 1407,73
D3, C49HoiN 15015 1129.68 C, CssHooN7016S 1393,72
Ei, Cs3Hi00N16013 1168.77 D, Cs3Ho7N17016S 1379,70

Ei, Cs2HosN16013 1154.75

Fonte: Adaptado (PRICE et al., 2007).

Para uma melhor andlise de possiveis isoformas de biossurfactantes, técnicas
cromatograficas para separagdo e purificagdo sdo utilizadas, separadamente ou acopladas a
espectrometros de massas. Além disso, podem ser também utilizadas para quantificacdo das

amostras. A cromatografia em camada delgada (TLC) ¢ uma das variagdes cromatograficas
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mais versateis para a identificacdo de Dbiossurfactantes microbianos (BINIARZ;
LUKASZEWICZ; JANEK, 2017). A composi¢ao da estrutura dos biossurfactantes influencia
diretamente no tipo e eficacia de suas atividades tensoativas, sendo entdo uma etapa essencial
no estudo e direcionamento dessas moléculas para aplicacdes industriais (MNIF; GHRIBI,

2015a).

2.2.2. Propriedades e aplicagoes

Diversas propriedades funcionais podem ser encontradas nos biossurfactantes,
devido principalmente as suas por¢des hidrofilica e hidrofébica, que permite a interacdo de
substancias imisciveis. Isso faz com que o potencial dessas moléculas em aplicagdes industriais
seja elevado, além de ser tdo eficiente quanto os surfactantes sintéticos ja utilizados
comercialmente (ROY, 2017; SARI; KUSHARYOTO; ARTIKA, 2014). Algumas das

principais propriedades em comum dos biossurfactantes sdo descritas abaixo:

Reducio de Tensao Superficial e Interfacial: as moléculas de 4gua se mantém juntas através
das forgas coesivas, que formam a tensao de superficie, denominada tensdo superficial. Quando
temos dois liquidos A ¢ B, a forca de atracao exercida entre moléculas do liquido A ¢ diferente
da exercida entre as moléculas do liquido B, existindo entdo uma tensao na fronteira entre
liquido/liquido, denominada tensdo interfacial (MNIF; GHRIBI, 2015b). Os biossurfactantes
sdo capazes de diminuir essa tensdo. Um bom biossurfactante pode reduzir a tensdo superficial
da agua de 72 mN/m para 35 mN/m, e a tensdo interfacial entre a 4gua e o N-hexadecano de 40

mN/m para | mN/m (MULLIGAN, 2005).

Capacidade emulsionante e desemulsionante: a emulsdo refere-se a dispersao de um liquido
em outro (gotas microscopicas, cujo diametro excede 0,1 mm), fazendo com que duas
substancias imisciveis se misturem. Como essa emulsdo € instavel, moléculas como os
biossurfactantes podem manter essas emulsdes estdveis por muito tempo. Além de promover a
estabilizagdo de emulsdes, alguns biossurfactantes também tém a capacidade de desestabiliza-
las, rompendo a superficie estavel entre a fase dispersa (liquido em forma de goticulas) e a fase
continua (liquido que acomoda as goticulas). (MNIF; GHRIBI, 2015b; VELIKONIJA;
KOSARIC, 1993; VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015).

Concentracdo Micelar Critica - CMC: a formacao de micelas ocorre quando, a partir de uma
determinada concentracdo, os mondmeros das moléculas tensoativas se aglomeram de forma

ndo covalente em solugdo, denominada Concentracdo Micelar Critica — CMC (FIGURA 1).
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Cada biossurfactante pode ser caracterizado pelo valor de sua CMC, ja que concentragdes acima
desse valor ndo aumentam a efetividade da atividade tensoativa. Entdo, quanto menor a CMC,

mais efetivo o biossurfactante ¢ (BARROS et al., 2007; MNIF; GHRIBI, 2015b).

FIGURA 1. CMC e formacao de micelas a partir de monomeros de biossurfactantes
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Fonte: Adaptado (AKBARI et al., 2018).

Mnif e Ghribi (2015b) descrevem outras propriedades tensoativas como dispersao
de oleo, formacdo de espuma, adsorcdo, inibidor de corrosdo, além de atividades bioldgicas
como inibicdo da formacgao de biofilme, atividade antimicrobiana e hemolitica, indicando a
variedade de aplicagdes de biossurfactantes. Além dos setores mais conhecidos (FIGURA 2),
como a industria do petroleo, de limpeza e cosméticos, alimenticia, agricola e farmacéutica, os
biossurfactantes podem ser utilizados em outros setores industriais, como a industria de
ceramica, celulose e papel, processamento de carvao, biorremediacao, dentre outros (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; FAKRUDDIN, 2012; MNIF; GHRIBI, 2015b). Em
particular, o uso dos biossurfactantes na industria do petroleo, sua maior area de atuacao, ¢
promissor e eficaz. Aplicado em toda a cadeia produtiva do petroleo (extragdo, transporte e
armazenamento) para aumento da sua producdo, os biossurfactantes podem também ser
utilizados na recuperagdo de ambientes contaminados pelo petréleo bruto e/ou seus derivados

(BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; SILVA et al., 2014)
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FIGURA 2. Aplicagdes dos biossurfactantes nos principais setores industriais
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Fonte: Adaptado (FAKRUDDIN, 2012)

Na extracao de petrdleo, sua utilizacdo ¢ classificada como recuperagdo avancada
de petrdleo (Microbial Enhanced Oil Recovery - MEOR), apresentando-se como uma
alternativa atraente em relacdo aos outros métodos térmicos e quimicos devido seu baixo custo,
baixo consumo de energia, melhor aplicabilidade e ndo dependéncia do preco global do petréleo
(AL-SULAIMANI et al., 2011; SEN, 2008). Além disso, os biossurfactantes se destacam com
resultados promissores e atraentes, devido ao alto impacto na molhabilidade do 6leo, que
aumenta o indice de recuperagdo de forma significativa (AL-SULAIMANI et al., 2011; PATEL
et al., 2015; SAFDEL et al., 2017). Os biossurfactantes realizam a recuperagdo através da
reducdo da tensdo interfacial 6leo/agua e 6leo/rocha, reducdo da viscosidade do 6leo e aumento
da permeabilidade absoluta pela dissolu¢do de minerais na rocha (NIELSEN et al., 2010). A

FIGURA 3 demonstra a agdo de um biossurfactante injetado no reservatorio.
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FIGURA 3. Processo de MEOR realizado por biossurfactantes
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Fonte: Adaptado (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018)

2.3. Custo e comércio de biossurfactantes

O interesse comercial nos biossurfactantes ¢ crescente. Em 2013, a producdo global
atingiu aproximadamente 344 mil toneladas e devera aumentar, chegando a 462 mil toneladas
até 2020, crescendo a uma CAGR (taxa de crescimento anual composta) de 4,3% de 2014 a
2020 (GRAND VIEW RESEARCH, 2015). Em 2016, a geracdo de receita foi de mais de US$
1,8 bilhdo, podendo atingir US$ 2,6 bilhdes até 2023 (GLOBAL MARKETS INSIGHTS,
2018). Uma projegao do mercado global de biossurfactantes ¢ de US$ 5,52 bilhoes até 2022
(MARKETS AND MARKETS, 2017).

Mesmo com a conscientizagdo e crescente demanda por surfactantes naturais, eles
nao sdo competitivos comercialmente quando comparados aos sintéticos. O custo de produgdo
¢ o fator limitante para a comercializacdo bem-sucedida dessas moléculas. Dentre os
biossurfactantes, os glicolipideos sdo os mais promissores para comercializag¢do, devido sua
alta producao e propriedades fisico-quimicas (DHANARAJAN; SEN, 2014). Estudos como o
de Van Bogaert (2011), mostram que os soforolipideos ja sdo produzidos em concentragdes
maiores que 400 g/L, utilizados comercialmente em formulag¢des de produtos de limpeza. O
alto rendimento permite sua venda a precos menores, redirecionados a sua aplicagdo a partir do
seu grau de pureza. Em contrapartida, os lipopeptideos, outra classe de biossurfactantes, de alto

valor comercial, sdo produzidos em quantidades menores. Muitos estudos tém sido
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desenvolvidos para aumentar o rendimento dessas moléculas, adotando estratégias como a
modificacdo dos componentes do meio de cultivo, substituindo substratos comumente
utilizados por residuos de baixo custo (SARUBBO et al., 2015), das condig¢des de cultivo e
também o melhoramento da estirpe produtora através de técnicas moleculares

(DHANARAJAN; SEN, 2014; MUKHERJEE; DAS; SEN, 2006).

Sob uma perspectiva empreendedora, muitas varidveis devem ser consideradas,
além dos fatores interferentes ja citados, quando o objetivo ¢ comercializar o biossurfactante.
O preco unitario de producdo de um biossurfactante pode ser estimado como a razdo entre o
custo operacional anual e a taxa anual de producdo. Os custos operacionais de producdo
envolvem os custos de capital e os custos de producdao (PETRIDES, 2015).

Os custos de capital englobam a compra de equipamentos, instalacdo, fiagdo e
encanamento, o laboratério em si, além de possiveis instalagdes auxiliares. O pre¢o dos
equipamentos pode ser estimado com base em fornecedores, enquanto que as outras despesas
dependem do custo e tipo de equipamento. A escala de produgao dependera da meta anual de
produgdo. Custos como o tipo de material utilizado na construgao do laboratdrio, como também
o custo do terreno, da construgdo do estabelecimento também podem ser estimados
(DHANARAJAN; SEN, 2014; PETRIDES, 2015).

Os custos de producao, por sua vez, englobam a matéria-prima, descartaveis, mao-
de-obra, despesas com servicos publicos como agua e energia, manutencao de equipamentos,
tratamento e descarte de residuos, dentre outros. A matéria-prima utilizada na produgao, e os
processos utilizados nas etapas de purificacdo costumam ser o custo principal no valor final do
biossurfactante (DHANARAJAN; SEN, 2014). A percentagem que representa cada uma dessas

variaveis no custo operacional do produto estd disposta na TABELA 3.

TABELA 3. Distribui¢@o dos custos para producao de biossurfactantes

Custos de producio

Item % do custo total de producao
Matéria-prima 10-80
Consumiveis 1-50
Servigos publicos 1-30
Maio-de-obra 5-30
Manutengao 1-40
Outros 0-20

Fonte: adaptado (PETRIDES, 2015)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Esse estudo teve como objetivo a caracterizagdo fisico-quimica de 15 amostras de

biossurfactantes produzidos por estirpes de Bacillus sp., a analise da resisténcia dessas

moléculas a elevadas temperaturas, pressao e salinidade, bem como o custo de producao

visando selecionar os mais promissores para aplicagao industrial.

3.2. Objetivos Especificos

v

Identifica¢do dos biossurfactantes por FTIR e Espectrometria de Massas (ESI-Q-TOF
MS);

Avaliacdo da resisténcia térmica dos biossurfactantes por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC);

Avaliacdo das propriedades tensoativas;

Avaliagao dos efeitos de altas temperaturas, pressdao e concentracdo de NaCl nas
atividades tensoativas;

Determinagdo da Concentragdo Micelar Critica (CMC);

Avaliacao do rendimento e custo de produgao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Microrganismos produtores de biossurfactantes

Foram utilizadas 15 estirpes previamente isoladas de sedimento de trés
manguezais cearenses: Icapui (ICA13, ICA24, ICA32 e ICA36), Jaguaribe (JAG248, JAG249
e JAG255) e Timonha (TIMO03, TIM10, TIM13, TIM27, TIM49, TIMS8, TIM68 ¢ TIM96) ¢
identificadas como espécies de Bacillus. Essas estirpes estdo preservadas na colecdo do
Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia — Lembiotech, da Universidade Federal
do Ceard — UFC. As culturas estocadas em ultrafreezer -80 °C foram reativadas em placas
contendo ATGE (15,0 g de Agar; 5,0 g de Triptona; 1,0 g de Glicose e 2,5 g de Extrato de

Levedura por litro) e incubadas a 30 °C (Shel Lab®, USA) até o aparecimento das coldnias.

4.2. Producio, precipitacio e purificacao dos biossurfactantes

Para induzir a produg¢dao de biossurfactantes, as estirpes foram cultivadas
isoladamente em meio mineral (MORAN et al., 2000, com modificagdes) com composigio por
litro: 5,0 g de extrato de levedura, 2,7 g de NaCl, 1,0 g de (NH4)2SOs4, 6,0 g de NaHPO4, 3,0 g
de KH2PO4, 0,6 g de MgS04.7H20 e 10 g de glicose, com pH 7,0. O meio foi suplementado
com 0,1 % (v/v) de uma solu¢do de micronutrientes composta por 10,95 g de ZnSO4.7H>0; 5,0
g de FeS04.7H20; 1,54 g de MnSO4.H20; 0,39 g de CuS0O4.5H20; 0,25 g de Co(NO3)2.6H20 e
0,17 g NaxB4O7.10H20 por litro.

As culturas foram incubadas sob agitacao de 150 rpm, a 30 °C por 16 horas, quando
tiveram suas absorbancias medidas em espectrofotometro a 600 nm, e ajustadas para 0.150 +
0.02. Essas culturas em fase exponencial de crescimento foram entdo usadas como indculo, na
proporcao de 10 % (v/v) e incubadas nas mesmas condi¢des anteriores por 48 horas. Ao final,
foram centrifugadas a 7.000 x g por 15 minutos, 4 °C e os sobrenadantes livres de células

contendo os biossurfactantes foram recolhidos.

Para purificacdo dos biossurfactantes, os sobrenadantes isentos de células foram
submetidos a precipitagdo acida, metodologia proposta por Pereira (2013). Para tanto, os
sobrenadantes foram ajustados a pH 2,0 com HCl 12 M e deixados em repouso por 24 horas a
4 °C. Os precipitados foram recolhidos por centrifugacao a 15000 x g, 4 °C por 30 minutos e
lavados duas vezes com agua acidificada (pH 2,0), sob centrifugagdo. Os precipitados foram

dissolvidos em agua desmineralizada e o pH das solucdes foi ajustado para 7,0, utilizando
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NaOH 1 M. As solugdes foram congeladas em ultrafreezer -80 °C e liofilizadas. As massas
foram pesadas para célculo do rendimento, e armazenadas a 25 °C para utilizacdo nos ensaios

posteriores.

4.3. Caracterizacao Fisico-quimica dos biossurfactantes

4.3.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

As analises de infravermelho foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia
Vibracional e Microscopia (LEVM) do Departamento de Fisica da UFC. Para sua
caracterizagdo, uma pequena quantidade dos biossurfactantes liofilizados foram utilizados, em
um espectrometro de absorc¢ao infravermelho por transformada de Fourier FT-IR VERTEX 70v
(Bruker) operando em modo de reflexdo atenuada total (ATR) a vacuo. Os espectros de FTIR
com uma resolucio de 4 cm™! foram coletados em comprimentos de onda numa faixa de 400 a
4000 (cm™), realizado uma média de 128 scans, corrigidos e convertidos para transmitancia. O
software utilizado para geracdo e andlise dos espectros foi o OriginPro 2016 (OriginLab©,

Northampton, MA, USA).

4.3.2. Espectrometria de Massa com ionizacdo por Eletrospray (ESI-Q-TOF MS)

Todas as analises de determinacao de massas dos metabdlitos produzidos pelas
estirpes de Bacillus sp. foram realizadas no Laboratdrio Thomson de Espectrometria de Massas,
na Universidade Estadual de Campinas em Sao Paulo. Os biossurfactantes liofilizados foram
solubilizados em agua e metanol (proporcdo 1:1) para uma concentracdo em torno de 2 mg/mL
(p/v). A determinagdo da massa molecular foi realizada através de um sistema HPLC (Agilent
1290 Infinity Sistema LC), consistindo de um desgaseificador, duas bombas binarias e
autoamostrador termostatizado (4 °C) acoplado com o espectrometro de massa Q-ToF-MS

(6550 1Funnel, Agilent Technologies). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

As massas dos componentes foram obtidas por ionizagao por eletrospray em modo
ion positivo, ESI (+), utilizando 4cido férmico (0,1 % p/v) para facilitar a protonacdo dos
compostos. A solu¢do da amostra foi infundida diretamente na fonte ESI com os seguintes
parametros: modo centrdide a uma taxa de 1,0 espectro por segundo (2 GHz). A voltagem do
capilar foi ajustada para +2,8 kV; a voltagem do fragmentador foi ajustada em +110 V, a vazao
de fluxo de gas N> de secagem foi de 6 L/min a 300°C e do gas nebulizador em 30 psi. Para
garantir a precisdo de massa, a calibrac¢@o interna continua foi realizada durante as analises pelo

sistema de calibragdo automatica utilizando uma solucao de calibragdo, que compreende massa
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de referéncia m/z 922,009798 (HP-0921, hexaquis (1H, 1H, 3H-
tetrafluoropropoxi)phosphazine). A aquisicao de dados foi realizada ao longo do intervalo de
m/z 1000-1500 (full scan). Trés lipopeptideos comerciais, iturina A, surfactina e fengicina de
Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) também foram analisados neste estudo, e

usados como referéncias.

4.3.2.1. Processamento dos dados e andlise estatistica

Os dados foram adquiridos e controlados através do software Agilent MassHunter
Workstation LC-MS Data Acquisition versao B.05.00 (Agilent Technologies). Os espectros
foram analisados, reprocessados e exportados usando o software Agilent MassHunter
Qualitative Analysis versao B.03.00 (Agilent Technologies). A principio a analise espectral
consistiu em reduzir os ruidos na linha de base, recalibrar os espectros apds aquisi¢ao dos dados,
e subtrair o background da andlise. Por fim, os padrdes isotopicos de cada lipopeptideo
analisado foram convertidos e exportados em razdes massa/carga (m/z) e suas respectivas

intensidades.

As analises estatisticas dos dados metabolomicos de todas as estirpes estudadas
foram realizadas no programa MetaboAnalyst 3.0 (XIA et al., 2015). Plataforma disponivel
online (www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/Home.jsp). Os valores nulos ou ausentes
foram substituidos pela metade do valor minimo positivo a partir dos dados obtidos no pré-
processamento. A normalizagdo pela soma foi realizada a fim de evitar ou minimizar as
diferencas na detec¢do entre as amostras resultantes da variagdo da concentracdo e da
sensibilidade do detector ao longo da analise. Conjuntamente, os valores de intensidade de cada
pico foram escalonados pelo método de Pareto (média dividida pela raiz quadrada do desvio
padrdo de cada varidvel) para que todas as varidveis possam exercer influéncia equivalente

sobre os resultados (VAN DEN BERG et al., 2006; WIKLUND et al., 2008).

4.3.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

As andlises de DSC foram realizadas no Laboratorio de Propriedade e
Caracterizagao de Cristais no Departamento de Fisica, localizado na UFC. Ap6s a pesagem de
3,0 mg dos biossurfactantes purificados, e de um surfactante sintético (Dodecil Sulfato de Sodio
— SDS), estes foram selados em cadinhos de platina com tampa, e foram submetidos a analise
em equipamento DSC Netzsch-Gerdtebau Gmbh Maia® modelo 200 F3, numa taxa de

aquecimento de 5 °C /min em atmosfera inerte (nitrogénio — N2), com gradiente de temperatura
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variando de 30 a 300 °C. Os termogramas de DSC foram obtidos através da representacao
grafica do fluxo de calor em funcdo da temperatura, gerados no software OriginPro 2016

(OriginLab©, Northampton, MA, USA).

4.4. Atividades Tensoativas

4.4.1. Reducgdo de Tensao Superficial

A capacidade dos biossurfactantes em reduzir a tensdao superficial da agua foi
medida em tensiometro Kriiss, modelo K20, utilizando o método do Anel Du Noéuy (DU
NOUY, 1925). Para cada amostra, foram necessarios 20 mL das solu¢des na concentracio de
400 mg/L. O tensidmetro foi previamente calibrado com dgua destilada (71 mN/m), a 25 °C.

Foram realizadas pelo menos 5 medi¢des para cada amostra.

4.4.2. Indice de Emulsao (IE24)

A determinacdo da atividade emulsificante foi avaliada segundo Igbal e
colaboradores (IQBAL; KHALID; MALIK, 1995). O método consistiu em adicionar na
propor¢io 1:1 (v/v) de um hidrocarboneto, sendo utilizado o querosene (Esso®, BR), e de uma
solugdo de biossurfactante na concentracdo de 400 mg/L em um tubo de ensaio com tampa
rosqueada, agitando vigorosamente em vorfex por 2 minutos. Os tubos foram deixados em
repouso por 24 horas, a 25 °C e o percentual de emulsificagcao (IE24) foi calculado pela razao
segundo a equacao: [E24 = Hre/ HroraL x 100, onde: Hrg € a altura da fase emulsificada e

HrotaL € a altura total.

4.4.3. Dispersdo de oleo em dagua do mar

Neste ensaio foi avaliada a capacidade do biossurfactante em dispersar o 6leo
derramado na superficie da dgua (MORIKAWA; HIRATA; IMANAKA, 2000 com
adaptagdes). O ensaio foi realizado em placas de Petri de 90 mm de didmetro, em triplicata para
cada amostra, onde foram adicionados 15 mL de 4gua do mar artificial contendo a seguinte
composicao por litro: 15,15 g de NaCl, 2,18 g de MgCl..6H>0, 2,85 g de MgS04.7H-0, 0,65 g
de CaCl, 0,116 g de NaHCOs3, 0,414 g de KCI (pH 7,8, salinidade 43), acrescidos de 20 uL de
petroleo (cedido pela Petrobras) derramado. Apds a formagao da camada de dleo sobre a agua,
100 pL das solucdes na concentracdo de 400 mg/L das amostras de biossurfactantes e do
surfactante SDS foram adicionados, sendo observada a formacdo ou niao de um halo de
dispersdo. O controle negativo utilizado foi a 4gua ultrapura utilizada na preparagdo das

amostras. O halo foi medido com paquimetro ap6s 1, 5, 30, 60 minutos e 24 horas.
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4.5. Efeito da temperatura, pressao e salinidade nas atividades tensoativas

Para verificar a resisténcias de biossurfactantes microbianos a alta temperatura e
pressao, os biossurfactantes purificados e o surfactante sintético SDS foram submetidos a uma
pressao de 600 bar, durante 3 minutos. Apds isso, foram feitas solugdes em agua ultrapura de
400 mg/L de cada amostra, sendo em seguida submetidas ao calor umido, numa temperatura de
121 °C durante 15 minutos. As amostras foram deixadas em repouso até chegar em temperatura
ambiente e entdo foram utilizadas nos ensaios tensoativos, antes e apos o tratamento, para

verificar a perda ou ndo da atividade tensoativa.

Para verificar o efeito do NaCl, os biossurfactantes purificados foram solubilizados
em solucdo salina para a concentracdo de 50 mg/L. As solugdes salinas foram preparadas
utilizando agua ultrapura, sendo as concentragdes testadas de 100 g/L e 150 g/L. Ap0s isso, as
solugoes foram medidas pelo menos 5 vezes no tensiometro, segundo o método do anel de Du

Noiiy (1925).
4.6. Concentraciao Micelar Critica - CMC

A Concentracdo Micelar Critica (CMC) dos tensoativos pode ser determinada
através de mudancgas na tensdo superficial (TS) em funcdo de diferentes concentragdes dos
biossurfactantes a 25 °C. Para tal, foram preparadas solugdes numa concentragdo elevada e
conhecida (400 mg/L) dos biossurfactantes em agua ultrapura. Para a realizagdo do ensaio,
utilizou-se 20 mL de cada solucdo. Foram feitas dilui¢cdes sucessivas da solugdo concentrada
até concentragdes bem baixas (200, 100, 50, 40, 30, 20, 25, 10 e 5 mg/L), atingindo valores de
tensdo superficial proximos aos da agua (71 mN/m). As medidas de tensao foram realizadas no
minimo cinco vezes, utilizando o método do Anel Du Nouy (DU NOUY, 1925), obtendo-se as
médias de TS e os desvios padrdo. A CMC foi determinada pelo ponto de inflexdo da curva do
grafico dado pela relagdo entre a variacao da tensdo superficial e a concentracao da solucao do

biossurfactantes purificado, feito no programa GraphPad Prism 6.01 (San Diego, CA, EUA).

4.7. Analises Estatisticas

Todos dos ensaios foram analisados em experimentos independentes e pelo menos
em triplicatas. Os dados foram sujeitos a andlise de variancia pelo método ANOVA com pds
teste de Tukey, utilizando um nivel de significancia de 95 % (p<0,05) no programa GraphPad
Prism 6.01 (San Diego, CA, EUA).
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4.8. Analise do custo de producao dos biossurfactantes

Os custos de producdo dos biossurfactantes foram realizadas considerando o custo de
matéria-prima utilizada (ASHBY et al., 2013 com modificagdes). Foi feita uma cotacao dos
reagentes em duas empresas, CEQUIMICA e QUIMIFORT (Fortaleza - CE) e uma média dos
valores obtidos de cada reagente. A média foi entdo utilizada para calcular o custo de producao
para 1 litro, e para a purificacdo dos biossurfactantes produzidos nesse volume, sendo o valor
estimado de venda por grama produzido. O valor do dolar utilizado para conversao do preco
dos biossurfactantes foi de US$ 3,86, cotado no dia 30 de junho de 2018 (Disponivel em

https://economia.uol.com.br/cotacoes/cambio/).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao do biossurfactantes

5.1.1. Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

A caracterizagdo dos biossurfactantes por FTIR foi capaz de demonstrar que todas
pertencem ao grupo dos lipopeptideos, uma vez que foram observados com muita clareza os
picos nas faixas caracteristicas de ligagdes peptidicas e de grupamentos carboxilicos, referentes
a cadeia alifatica, caracteristicos da estrutura dos lipopeptideos. Os espectros de todos os

biossurfactantes estao dispostos no 9. ANEXO.

Picos caracteristicos de ligagdes peptidicas foram identificados em bandas de
absor¢do a aproximadamente 3300 cm™ e 3060 cm™, indicando o padrio de estiramento da
ligagdo N—H (picos encontrados numa faixa maior que 3000 cm™), além de picos caracteristicas
de ligagdes CO-N na faixa de 1640 cm™ e do padrio de estiramento da ligagio C—N na faixa
de 1530 cm’!, na faixa entre 1300-1000 cm™'. A cadeia alifatica pode ser observada nas bandas
entre 2980-2840 cm™ com um padrio de estiramento; e 1455-1350 cm™, com padrio de torgio
representando alcanos (—CH3; —CHy—), e picos representando alcenos (=C-H), na faixa de
comprimento de onda 1000-675 cm™, com padrio de tor¢do. Foi observado com maior
resolugdio um pico na faixa de 1736 cm’!, representando o grupo carbonila. Em alguns graficos
é possivel observar um pico na regido de 2349 cm™!, que representa a interferéncia do dioxido
de carbono (COy) na andlise. Essa interferéncia, no entanto, ndo compromete a estrutura da
molécula (NAKANISHI; SOLOMON, 1977). Para os 15 biossurfactantes estudados, os
espectros obtidos foram similares entre si, diferindo apenas na quantidade de picos encontrados
na banda de absor¢do para as ligacdes C-N e C=C. A TABELA 4 sumariza todos os picos

encontrados em todos os espectros analisados.
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PICOS FTIR
Grupo Funcional N-H CO-N C-N/N-H C-N (-CH3; —CH>-) -CO- C=C

Faixa ‘22’ Iﬁgs‘""?ﬁ" 3300-3060 | ~1640 | ~1530 1360-1080 2980-2840 1455-1350 | ~1736 1000-675

Modo de Vibracao v v v v Y o v o
ICA13 32823068 1643 1540 1233/1169/1128/1075 2057/2928/2863  1452/1399 1733 964/931/832

] 1CA24 32823058 1647 1539 1312/1233/1170/1106/1060  2956/2926/2854  1460/1400 1734 835

B ICA32 33023059 1644 1527 1314/1207/1056 2957/2925/2856  1459/1395 1737 983/931/829
ICA36 32873066 1643 1536 1317/1208/1175/1137 2959/2925/2855  1455/1395 1736 931/834

2 JAG248 32783061 1636 1536 1338/1316/1270/1226/1157/1068  2957/2925/2857  1450/1387 1721 951/358

E JAG249 30843058 1647 1532 1314/1232/1170/1126/1066  2957/2925/2860  1452/1398 1734 931/832

¥ JAG255 3084/3067 1648 1537 1313/1233/1169/1062 2956/2926/2854  1452/1399 1734 931/894/830
TIMO3 32813069 1636 1535 1314/1269/1228/1159/1064  2961/2925/2855  1452/1397 1723 966/903/332
TIM10 32863057 1641 1532 1309/1232/1169/1131/1064  2955/2923/2855  1450/1400 1736 966/931/831
TIMI13 32993064 1643 1525 1215/1126/1057 2058/2923/2854  1454/1382 1736 999/899/830

-E; TIM27 33183064 1645 1517 1209/1125/1057 2056/2921/2856  1461/1367 1732 989/922/386/830

E TIM49 30843064 1640 1528 1338/1204/1168/1052 2056/2925/2856  1450/1385 1722 922/830
TIMSS 33133064 1645 1524 1316/1232/1171/1135/1060  2956/2923/2853  1450/1402 1737  983/927/886/830
TIM68 32803064 1643 1538 1315/1231/1167/1073 2056/2927/2853  1452/1400 1739 931/840
TIM96 32823072 1645 1531 1308/1236/1172/1055 2056/2925/2853  1542/1402 1741  984/926/386/328

Fonte: Adaptado (NAKANISHI; SOLOMON, 1977)
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5.1.2. Espectrometria de Massas

Para determinar as isoformas de lipopeptideos produzidas por cada estirpe, os picos
encontrados nos espectros de massa foram relacionados com lipopeptideos descritos na
literatura, além dos padrdes comerciais. A analise espectral dos 15 biossurfactantes teve um
total de 1435 picos analisados, com uma média de 95,7 picos por amostra, sendo considerada
uma tolerancia de massa de m/z 0,025. Foram observadas abundancias de picos na regido entre
m/z 1000 a 1200, referente a isoformas de surfactina e iturina, e outra regido entre m/z 1400 a
1500, referente a isoformas de fengicina. Séries homologas de cada pico identificado também
puderam ser observadas, diferindo em m/z 14, que corresponde a um grupamento metil. Os
picos encontrados nos padrdes comerciais foram condizentes com a literatura. Os picos
majoritarios encontrados nos padrdes e as principais isoformas podem ser observados na

FIGURA 4.

FIGURA 4. Principais massas caracteristicas e isoformas das familias surfactina (a), iturina
(b) e fengicina (c)

Isoforma do

. , fons caracteristicos (m/z) Referéncia
lipopeptideo
Surfactina 1008,66; 1016,66; 1030,64; 1044,66; 1058,68 ¢ 1080,65 STEIN, 2008
Iturina 1043,56; 1057,56; 1065,54; 1079,56 ¢ 1093,56 PUEYO et al., 2009
Fengicina 1449,90; 1463,80; 1477,82; 1491,83 e 1505,85 BIE; LU; LU, 2009
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Disponivel em https://www.genome.jp/kegg/ (acessado em 26/10/2018).

Todas as estirpes estudadas produziram isoformas das trés principais familias de
lipopeptideos, que sdo comuns em espécies do género Bacillus. Porém, houve variagdo na
composi¢ao estrutural das isoformas produzidas. A andlise de agrupamento dos dados baseada
na distancia Euclidiana, considera a abundancia dos picos, gerando uma matriz de
dissimilaridade entre as amostras (FIGURA 5). A partir disso, foi observado a formacgdo de
dois grupos: o primeiro, que retine a maioria dos biossurfactantes das estirpes isoladas do

manguezal Timonha e Jaguaribe, com exce¢do da TIM03, TIM13 e JAG255; enquanto que o
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segundo retne os biossurfactantes do manguezal Icapui. Nesse agrupamento, podemos ver que
o grupo I € composto por biossurfactantes que apresentam ions intensos de surfactina A e B, e

de fengicina A e B. No grupo II, os ions mais intensos sdo de iturina A e bacilomicina D e L.

Dentro do grupo I, o primeiro cluster formados foram dos biossurfactantes das
estirpes TIM10 e TIM68, principais produtores de surfactina A e B[M+H]+de 13 a 17 carbonos
devido os ions de m/z 1008,66, 1022,68, 1036,70, 1050,71; assim como adutos de sodio de
cadeia alifatica pequena (Ci2 a Cis), de m/z 1016,63, 1030,65, 1044,66; ¢ adutos de potassio
[M+K]" de 15 carbonos (m/z 1074,68). As outras amostras que compde o grupo (TIM27,
TIM49, TIMS8, TIM 96, JAG248 e JAG 249) exibiram ions mais intensos relacionados a
surfactina A e B[M+Na]" acima de 14 carbonos na cadeia de acidos graxos, identificados pelos
ions de m/z 1044,66, 1058,68, 1072,69. Além disso, também coproduziram isoformas de
fengicina A ¢ B [M+H]" de 15 a 19 carbonos, de m/z 1477,83, 1491,85 ¢ 1505,86.
Especificamente, os biossurfactantes das estirpes JAG248 e TIM96 tiveram ions intensos para

fengicina A e B [M+H]" de 14 a 16 carbonos (m/z 1463,81).

Dentro do grupo 2, podemos observar um cluster isolado, dos biossurfactantes
produzidos pelas estirpes ICA36 e TIM13 que, além de produzirem as isoformas caracteristicas
do grupo (iturina e bacilomicina), se aproximam do grupo I por produzirem também de forma
intensa isoformas de surfactina e principalmente de fengicina, sendo as amostras mais intensas
para ions dessa isoforma. ICA24 e ICA13 produzem de forma mais intensa ions de
bacilomicina L de 16 carbonos sendo um aduto de sdédio [M+Na]" de m/z 1071,59 ¢ um aduto
de potassio [M+K]" de m/z 1087,53; de 17 carbonos, sendo um [M+K]+ de m/z 1101,54; ¢
iturina A [M+K]" de 17 carbonos, com m/z 1123,50. De forma isolada, ICA24, ICA13 ¢ TIM03
agrupou os principais produtores de iturina A [M+H]+ e bacilomicina L [M+Na]", identificado
pelos ions de m/z 1043,56 (Ci4) e 1057,58 (Ci5). Além disso, exibiram também picos com m/z
1065,55, 1079,56, 1093,57, 1107,59 os quais foram atribuidos a adutos de sodio [M+Na]" de
iturina A com cadeia alifatica variando de 14 a 17 carbonos. Apesar de estar no grupo um, a

JAG248 também apresenta esses ions.

O ultimo cluster agrupou as estirpes JAG255 e ICA32, principais produtores de
bacilomicina D, com ions mais intensos de m/z [M+H]+ 1045,56 (Cis5) e 1059,58 (Ci6) € 0s
adutos de sodio [M+Na]" com m/z 1053,54 (Ci14) e 1067,55 (C15). Essas duas linhagens também
produziram adutos de potassio [M+K]+ de iturina A com 15 carbonos, identificado pela m/z

1081,56. As amostras ICA 24 (grupo I), TIM 96, TIM 13 (grupo II) foram as unicas a
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apresentarem o ion m/z 1049,55, atribuido a Cisbacilomicina L [M+H]". Os espectros de todas

as amostras e dos padrdes comerciais podem ser observados no 9. ANEXO. Os principais picos e

as estirpes produtores referentes podem ser encontrados na TABELA 8 (9. ANEXO).

FIGURA 5. Mapa do perfil lipopeptidico das 15 estirpes de Bacillus sp.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analise realizada usando a distancia euclidiana e algoritmo de Ward através dos dados

obtidos por ESI (+)-Q-TOF MS.
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5.1.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

As andlises de DSC revelaram dois picos, um endotérmico, numa faixa entre 62 e
97 °C, correspondente a uma possivel perda de 4gua intramolecular que evaporou; € um pico

exotérmico, referente a decomposicao das amostras, numa faixa de 255 a 289 °C (FIGURA 6).

FIGURA 6. Termogramas de DSC dos lipopeptideos estudados
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Fonte: Elaborado pnela autora

5.2. Analises Tensoativas

Os biossurfactantes produziram emulsdes agua-querosene estaveis (FIGURA 7),
com percentuais de emulsao igual ou superior a 60 %, exceto as amostras de JAG248 e TIM49

cujos indices de emulsificacao foram mais baixos. O indice de emulsificacdo do SDS foi 60 %.
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FIGURA 7. Percentuais de emulsificagdes do querosene promovido pelos biossurfactantes a
400 mg/L.

80+

60+

40-

indice de Emulsificagdo (%)

20+

a

0-

> H D I PR S = I\ B . T I I T QD D D Lo
PPNk P 0 R P W WO WP
¥ 9P F \o‘:\p"’ 3\?CS" & RNIPOIPNIGIGIPNIPNIPN

Fonte: Elaborado pela autora. Teste de varidncia (ANOVA) com valor de p<0,05, com poés teste de multipla

comparagdo (Tukey).

Todas as moléculas na concentracao de 400 mg/L foram capazes de reduzir a tensao
superficial da 4gua de 71 mN/m para valores entre 27 ¢ 32 mN/m. Entre os biossurfactantes, a
maior reducdo foi produzida por TIM49, com valor de 27,13 + 0,05, enquanto que a menor
redugdo foi obtida pela TIM13, com valor de 31,33 = 0,15. O SDS reduziu a tensdo superficial
para 57,93 £1,95.

Os biossurfactantes, também a 400 mg/L, mostraram atividade de dispersado de 6leo,
sendo a abertura do halo de dispersao instantanea e estavel. Em contrapartida, o SDS foi capaz
de dispersar rapidamente o 6leo, havendo a abertura total do halo, porém esta atividade ndo foi
estavel e a camada se refez. Com isso, € possivel observar a instabilidade do SDS em dispersar

o 6leo (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Dispersao de petroleo promovida pelos biossurfactantes na concentragdo de 400 mg/L

e pelo SDS a 1 % (p/v) apds 24 horas.
a 15 min 24 horas
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.1. Efeito da Temperatura, Pressdo e Salinidade nas atividades tensoativas

Os biossurfactantes ndo tiveram suas atividades tensoativas prejudicadas apods
serem submetidos a pressdo de 600 bar seguido de aquecimento a 121 °C por 15 min. Para a
atividade emulsificante (FIGURA 9), os indices continuaram acima ou igual a 60%, utilizando
a concentracao de 400 mg/L. Para as moléculas produzidas pela estirpe JAG248 e TIM49, que
tiveram os menores indice de emulsdo antes do tratamento, houve um aumento significativo,
com indice de emulsdo final de aproximadamente 69%. Para o surfactante sintético SDS, no

entanto, houve uma diminuigdo da atividade, tendo valor final de 25%.

FIGURA 9. Emulsdo 4gua-querosene promovida pelos biossurfactantes e pelo SDS a 400 mg/L apds
passarem por pressao de 600 bar e autoclavacao
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Os valores de reducdo da tensdo superficial (FIGURA 10) promovidos pelos
biossurfactantes ap6s os tratamentos de pressdo e temperatura permaneceram baixos, rduzindo
a tensao superficial da d4gua de 72 mN/m para uma faixa entre 27 a 31 mN/m. Foi observado
que, para os biossurfactantes das estirpes ICA13, ICA24, JAG248, JAG255, TIM03, TIM10,
TIM13 e TIM 96, os valores antes e pos tratamento foram significativamente diferentes,
destacados com um asterisco vermelho na figura. Porém, essa diferenca foi positiva, pois a
capacidade redutora aumentou, com valores finais em torno de 28 mN/m. Para o SDS, houve

também uma reducao significativa positiva apds o tratamento, com valor de 37 mN/m.

FIGURA 10. Medidas de Redugao da Tensao Superficial antes e depois do tratamento com
pressao de 600 bar seguido por autoclavagdo
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de varidncia (ANOVA), com pos teste de multipla comparagdo (Tukey).

Amostras com asterisco vermelho apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos.
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Nao foi observada nenhuma diferenga significativa quanto a eficiéncia da atividade
dispersante para todos os biossurfactantes testados. O SDS também permaneceu com atividade

instavel apos o tratamento.

Utilizando altas concentra¢des de NaCl (100 e 150 g/L) ndo mostrou influéncia na
atividade de reducao de tensao superficial, para todos os biossurfactantes testados. Os valores
de reducao de tensdo da dgua permaneceram abaixo de 30 mN/m (Erro! Fonte de referéncia n
ao encontrada.). Entretanto, ¢ importante salientar que houve diferenca significativa quando
comparados os valores de tensdo entre os tratamentos para cada biossurfactante. Na
concentracdo de 100 g/L, os biossurfactantes reduziram ainda mais a tensdo superficial, para
valores abaixo de 29 mN/m. Na concentra¢do de 150 g/L, também ¢ possivel observar essa
maior reducdo, exceto para o biossurfactante produzido pela estirpe JAG248, que reduziu a

tensao para 38,7 = 0,10.

FIGURA 11. Reducio da tensao superficial promovida pelos biossurfactantes deste estudo na
concentragdo de 50 mg/L, em diferentes concentragdes de NaCl

TIMS6 | mm Sem NaCl
TIM68 - 100 g/L
TIM58 ! mm 150 g/L
TIM49 !
TIM27 !
TIM13 i
TIM10 :
TIMO3 ‘
JAG255 |
JAG249 -
JAG248 :
ICA36 !
ICA32 ‘
ICA24 ]
ICA13 ]
AGUA
10 20 30 40 50 60 70 80
Tensao Superficial (mN/m)

Fonte: Elaborado pela autora.



Tensio Superficial (mN/m)

41

5.3. Determinacio da Concentraciao Micelar Critica (CMC)

A partir das medidas de reducdao da tensdao superficial da agua, em diferentes
concentragdes dos biossurfactantes, foi possivel observar a eficacia dos mesmos em baixas

concentragdes (FIGURA 12).

Todas as estirpes deste estudo produziram biossurfactantes com CMC abaixo de 30
mg/L. Os biossurfactantes produzidos pelas estirpes JAG255 e TIM27 tiveram as menores
CMCs, com valores respectivos de 6,12 ¢ 5,34 mg/L. A CMC do biossurfactante produzido
pela estirpe TIM49 nao foi determinada pois os resultados foram inconsistentes, e devera ser

repetido.

FIGURA 12. Tensao superficial (mN/m) em fun¢do da concentracdo dos biossurfactantes em
(a); Valores de CMC dos biossurfactantes estudados (b)
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ke TIM13 12.23
b TIM27 5.34
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) TIM68 16,25
Biossurfactantes (mg/L) TIMO96 17.67
(@) (b) nd: Nao determinado.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.4. Analise do Rendimento e custo de producio

Os rendimentos dos biossurfactantes estdo dispostos na TABELA 5. A produgio
por litro variou de 450 a 850 mg/L, destacando-se as estirpes JAG248, JAG255 ¢ ICA24 como
as maiores produtoras, com valores de 802, 846 ¢ 720 mg/L. A estirpe TIM68 foi a menos
produtiva, com rendimento final de 469 mg/L. O rendimento do biossurfactante produzido pela

TIM49 nao apresentou valores compativeis com os demais, sendo preciso sua reavaliagao.

TABELA 5. Rendimento dos biossurfactantes ap6s liofilizagao

Estirpe Rendimento (mg/L)
ICA13 535+27
ICA24 72010
ICA32 564+ 6
ICA36 602 £26
JAG248 802 + 64
JAG249 627 +33
JAS255 846 + 14
TIMO3 609 £ 19
TIM10 598 £22
TIM13 647 £ 23
TIM27 588 + 38
TIM49 nd
TIMS58 618+0
TIM68 469 + 27
TIM96 593 £ 11

Fonte: Elaborada pela autora. nd: ndo determinado

Considerando os rendimentos obtidos, foi realizado um estudo de avaliagao dos
custos de producao desses biossurfactantes, de forma estimada. A TABELA 6 sumariza os
custos da matéria-prima utilizada para a produgao e obtencdo dos biossurfactantes liofilizados.

O valor do custo da matéria-prima foi estimado em R$ 7,21 para cada litro produzido.
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TABELA 6. Custos da matéria-prima utilizada na producao dos biossurfactantes por litro

Matéria-prima Custo (R$/L)
Meio ATGE 0,26

Meio Mineral

Cloreto de Sédio 0,11
Sulfato de Magnésio 0,02
Sulfato de Aménio 0,06
Fosfato de Potassio Monobasico 0,50
Fosfato de Sodio Bibasico 0,95
Extrato de Levedura 3,21
Glicose 0,50

Solucio de Micronutrientes

Sulfato de Zinco 1,33
Sulfato de Manganés <0,01
Sulfato de Ferro <0,01
Sulfato de Cobre <0,01
Nitrato de Cobalto <0,01
Tetraborato de S6dio <0,01
Precipitacio
Acido Cloridrico 0,26
Hidroxido de Sodio 0,01
Total 7,21

Fonte: Elaborado pela autora.

A TABELA 7 mostra os valores de venda dos biossurfactantes lipopeptideos deste
estudo por grama produzido. Considerando a matéria-prima, os valores comerciais dos
biossurfactantes foram estimados para em média R$ 11,69 (US$ 3,02). O biossurfactante
produzido pela estirpe JAG255 apresentou o menor valor de produgao, explicado pelo seu maior
rendimento comparado as demais amostras, com valor de R$ 8,52 (US$ 2,20) por grama

comercializado.
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TABELA 7. Resumo dos custos operacionais para a producao de lipopeptideos e do seu valor

de mercado

Custo biossurfactante

Estirpe (R$/g)
ICA13 13,47
ICA24 10,01
ICA32 12,78
ICA36 11,97
JAG248 8,99
JAG249 11,49
JAG255 8,52
TIMO3 11,84
TIM10 12,05
TIM13 11,14
TIM27 12,26
TIM49 nd
TIM58 11,66
TIM68 15,37
TIM96 12,16

Fonte: Elaborado pela autora. nd: ndo determinado
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6. DISCUSSAO

Os biossurfactantes sao moléculas versateis e promissoras, que ganham cada vez
mais espaco no mercado e na industria. Muitos pesquisadores ao redor do mundo procuram
encontrar, classificar, avaliar e melhorar seu rendimento, para torna-los cada vez mais
competitivos com sua contrapartida sintética. O laboratdrio de pesquisa Lembiotech tem como
uma das principais linhas de pesquisa os biossurfactantes, buscando o entendimento da

estrutura, funcionamento dessas moléculas e o escalonamento de producao.

Apos a producao dos biossurfactantes analisados nesse estudo, suas caracteristicas
fisico-quimicas, sua estabilidade, bem como seu rendimento de produgdo e custo foram
avaliados. A partir da analise por FTIR, A presenca de picos caracteristicos para os grupamentos
carboxilicos, assim como caracteristicos para peptideos e ligacdes peptidicas demonstram com
muita clareza que as moléculas estudadas pertencem ao grupo de biossurfactantes
lipopeptidicos. Padrdes semelhantes foram encontrados para moléculas da mesma classe,
isoladas de diferentes organismos (BEZZA; CHIRWA, 2015; CHAKRABORTY;
CHAKRABARTI; DAS, 2014; FANAEIL, EMTIAZI, 2018; MEENA et al., 2018; PEREIRA et
al., 2013; SHARAFI et al., 2014).

Os biossurfactantes lipopeptideos sdo sintetizados de forma ndo ribossomal, onde ¢
possivel obter varias isoformas, que podem diferir quanto a composi¢do e quantidade de
aminoacidos presentes na por¢do peptidica, e também quanto ao comprimento da cadeia
carbonica. As trés principais familias de lipopeptideos sdo a surfactina, iturina e fengicina,
podendo homoélogos de cada familia serem coproduzidos na mesma estirpe (COUTTE et al.,
2010; PATHAK; KEHARIA, 2013; PHILIPPE, 2011). Os biossurfactantes lipopeptideos sdo
conhecidos por sua baixa concentragdao micelar critica (CMC) e também pela sua capacidade
de reducdo de tensdao superficial (MNIF; GHRIBI, 2015c), além de outras propriedades
funcionais, como emulsificacdo/desemulsificagdo, dispersdo, forma¢do de espuma, redutores
de viscosidade, agentes de solubilizacdo e mobilizagdo, permitindo seu uso em muitos dominios

industriais MUTHUSAMY et al., 2008).

Além da andlise por FTIR, técnicas como a cromatografia e espectrometria de
massas, sdao utilizadas ndo apenas identificar a molécula como lipopeptideo, mas para
diferenciar as isoformas presentes numa amostra (FANAEI; EMTIAZI, 2018; FARIAS et al.,
2018; YANG et al., 2015). A partir dos espectros obtidos através da espectrometria de massas,

foi observado que todas as estirpes produzem as trés familias principais de lipopeptideos. Além
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disso, variagdes das isoformas, quanto ao numero de carbonos da por¢do apolar, além da
composicao de aminoacidos da por¢ao polar puderam ser observadas. O agrupamento permitiu
observar que a maioria dos biossurfactantes produzidos por estirpes isoladas do manguezal
Timonha e Jaguaribe produzem majoritariamente isoformas de surfactina e fengicina, enquanto
que os produzidos pelas estirpes do manguezal Icapui contém em maior intensidade isoformas
de iturina e bacilomicina. A compreensdo das isoformas presentes na amostra ¢ de extrema
importancia para o seu direcionamento industrial, ja que sua estrutura influencia no tipo de

atividade tensoativa presente na amostra (MORIKAWA et al, 2000).

Quando avaliados por suas atividades tensoativas, os biossurfactantes se
destacaram. Considera-se uma boa atividade emulsificante acima de 50% de emulsificagdo
(DAS; DAS; MUKHERIJEE, 1998). Excetuando-se os biossurfactantes produzidos por JAG248
e TIM49, os biossurfactantes produziram indices de emulsificacdo iguais ou maiores do que
60%. Os biossurfactantes também se mostraram tdo bons quanto a Surfactina comercial
(Sigma), usada como referéncia, em reduzir a tensdo superficial da d4gua. A maioria reduziu a
tensdo superficial para 30 mN/m enquanto a surfactina reduz para 28 mN/m (BARROS et al.,
2007). Os resultados de redugdo de tensdo superficial obtidos os biossurfactantes analisados
neste estudo também sao melhores do que os relatados por Batista et al. (2006) e Mnif et al.

(2016).

A atividade dispersante de um biossurfactante nos mostra a sua capacidade de
reduzir a atragdo coesiva entre particulas semelhantes, fazendo com que as mesmas se
mantenham em suspensdo, impedindo que se agreguem novamente (MNIF; GHRIBI, 2015b).
Aqui, todos os biossurfactantes conseguiram dispersar o 6leo de forma eficaz e rapida,
mantendo estabilidade apds o tempo de medicdo. Em contrapartida, o surfactante sintético
testado (SDS) ndo mostrou bom desempenho, ja que apds 24 horas a camada de 6leo voltou a
se fechar. Geralmente, os biossurfactantes tem essa capacidade dispersante de o6leo (DE
SOUSA; BHOSLE, 2012; MNIF; GHRIBI, 2015b; SRIRAM et al., 2011), tendo aplicacdo na
industria petrolifera, pois levam a dessor¢cdo das moléculas hidrofébicas nas superficies
rochosas do poco de petrdleo, aumentando a mobilidade e a recuperagdo, além de estimular a
sua biodegradacao através dos microrganismos autoctones. Outras aplicagdes podem ser dadas
a moléculas dispersantes, como em processos ceramicos, farmacéuticos e coloidais (MNIF;

GHRIBI, 2015b).



47

Outra caracteristica importante para a industria ¢ a Concentracdo Micelar Critica
(CMC) do biossurfactante de interesse. Os biossurfactantes apresentam baixas CMCs, menores
do que 30 mg/L. Geralmente, a CMC de biossurfactantes varia de 1 a 200 mg/L, enquanto que
a de surfactantes sintéticos comumente utilizados como o SDS e o Corexit, tem valores entre
2000-2500 mg/L e 15-30 mg/L, respectivamente (FU et al., 2015; MULLIGAN; GIBBS, 2004).
As CMCs dos biossurfactantes produzidos pelas estirpes TIM27, JAG255, ICA13 ¢ ICA24

foram as mais baixas, com valores de 5,34, 6,12, 10,62 e 10,55 mg/L, respectivamente.

A CMC tem seus valores influenciados pelo comprimento da cadeia de éacidos
graxos. Quanto maior a cadeia de acidos graxos, menor serd o valor da CMC, devido ao
aumento da hidrofobicidade (LIU et al., 2015; MNIF; GHRIBI, 2015a). Quando analisamos a
composi¢ao da amostra com menor CMC, vemos que a TIM27 possui isoformas de surfactina
A e B de cadeias com 14 carbonos ou mais, e também fengicina com cadeias de 15 a 19
carbonos, que podem ter influenciado na sua baixa CMC. Assim como a TIM27, outras estirpes
produziram isoformas com cadeias carbOnicas longas. Porém, além da cadeia carbonica, a
composi¢ao do anel peptidico também deve ser considerada. Biossurfactantes contendo grupos
carregados em sua parte polar, ttm CMC mais alta do que aqueles contendo grupos nao
carregados (zwitterionicos). Isso deve-se a repulsdo causada por esses grupos i0nicos entre
monodmeros, dentro da micela (MNIF; GHRIBI, 2015a; ROSEN, 2004). Com isso, podemos
inferir que a composi¢ao da porgdo polar, como também a concentracdo de cada isoforma

produzida, podem ter sido fatores determinantes na CMC das amostras.

A estabilidade da estrutura da amostra ¢ uma caracteristica importante para a sua
utilizagdo comercial (JAIN et al., 2012a). Aqui, os biossurfactantes tiveram sua resisténcia
térmica estrutural comprovada, através do DSC, corroborando com trabalhos de outros autores.
Lipopeptideos com termoestabilidade similares produzidos por Nesterenkonia sp. MSA31;
Aneurinibacillus thermoaerophilus MKOI (KIRAN et al., 2017; SHARAFTI et al., 2014) e
biossurfactantes de outras classes produzidos por Cronobacter sakazakii, Klebsiella sp. RJ-03,
Bacillus methylotrophicus USTBa e Pleurotus djamor também ja foram reportados

(CHANDANKERE et al., 2014; JAIN et al., 2012a, 2012b; VELIOGLU, UREK, 2016).

Além da resistividade estrutural dos biossurfactantes a altas temperaturas, €
imprescindivel que suas atividades tensoativas de interesse também permanegam eficientes
nessas condi¢des. Geralmente, os biossurfactantes sdo vantajosos, permanecendo ativos em

extremas condicdes de temperatura, pH e salinidade (KAPADIA; YAGNIK, 2013). Nesse
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estudo, quando comparados os valores obtidos antes e ap0os o tratamento com alta temperatura
e pressdo foi visto que, para a maioria dos biossurfactantes aqui estudados, ndo houve diferenca

significativa nas atividades tensoativas testadas, permanecendo eficientemente igual.

Bharali et al. (2011) estudaram o efeito nao s6 do da temperatura, mas também do
pH e salinidade na atividade do biossurfactante produzido pela espécie Alcaligenes faecalis.
Semelhante, Moro et al. (2018) testaram os mesmos efeitos para biossurfactantes produzidos
por 5 estirpes de Bacillus sp. Como resultado, viram que na temperatura de 121 °C nao houve
alteracdo na capacidade emulsificante e redutora de tensdo superficial, semelhante aos
resultados aqui obtidos. Outros trabalhos também testaram o efeito da temperatura nas
atividades tensoativas dos seus respectivos biossurfactantes de estudo, observando também a

resisténcia dos mesmos (DING et al., 2017; KIM et al., 2000; WANG et al., 2018).

O efeito da salinidade, outro pardmetro importante ja citado, também foi avaliado
neste estudo. Nas concentragoes testadas, os biossurfactantes permaneceram eficientes em 15%
de NaCl. Além disso, o sal interferiu de forma positiva na atividade tensoativa testada. Nitschke
e Pastore (2006) testaram diferentes concentragdes de NaCl e viram que o biossurfactante
produzido por uma estirpe de Bacillus subtilis foi eficiente até 20% de sal, com valores de
reducdo abaixo de 30 mN/m. Semelhante, um lipopeptideo derivado de Leucobacter komagatae
mostrou forte estabilidade de sua propriedade de reducdo de tensdo na adicdo de sal até 16%
(SAIMMAI et al., 2012). E possivel observar que o NaCl per si, em altas concentragdes,
aumenta a tensdo superficial da agua. Isso deve-se a interacdo das moléculas de agua com os
ions Na“ e CI" dissociados. Essa interagdo idnica, juntamente com a interacdo agua-agua,
aumenta a forca coesiva e consequentemente a tensao superficial (OKUR et al., 2017). Mesmo

assim, os biossurfactantes mantém sua eficacia, diminuindo a tensdo superficial.

No seu principal setor de aplicagdo, a industria do petroleo, a utilizagdo de
biossurfactantes na extracdo de petroleo ja ¢ realizado com resultados satisfatorios (GAO;
ZEKRI, 2011; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Geralmente, os reservatorios de petrdleo
variam quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas sendo que, para a pratica de MEOR ser
eficiente, a temperatura deve ser entre 19 — 155 °C, a pressdo menor que 295 bar e a salinidade
menor que 15% (AWAN; TEIGLAND; KLEPPE, 2008; GUO et al., 2015; PATEL et al., 2015).
Um dos reservatorios de pré-sal mais produtivos do Brasil, o campo de Lula (ANP, 2018), tem
temperatura e pressao inicial de 64 °C e 569 bar, respectivamente (NAKANO et al., 2009).

Diante disto, sabendo que todos os biossurfactantes aqui testados foram capazes de suportar
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temperatura de 121 °C e pressao de 600 bar, além de salinidade de até 150 g/L permanecendo

eficientes, estes seriam potenciais candidatos a recuperar o petroleo nesses reservatorios.

Para a sua comercializacdo, o rendimento de producdo ¢ a peca chave para
diminui¢do dos custos. Dentre as classes de biossurfactantes, espécies produtoras de
glicolipideos, como soforolipideos e ramnolipideos possuem os mais altos rendimentos, o que
diminui o preco de comercializacdo. Em contrapartida, estirpes produtoras de lipopeptideos tem
rendimentos baixos, mas seus lipopeptideos possuem alto valor de mercado devido suas

propriedades tensoativas excepcionais (DHANARAJAN; SEN, 2014).

O rendimento dos biossurfactantes foi em média de 700 mg/L. A partir do valor
gasto com matéria-prima para produgao e extracao dos biossurfactantes, estimado em R$ 7,21,
temos que o preco por cada grama de lipopeptideos produzidos seria em torno de R$ 11,69
(US$ 3,02). Isso demonstra que o custo de produ¢do, considerando apenas a matéria-prima
utilizada, ja torna o preco de comercializagao desses biossurfactantes alto. Porém, deve-se levar
em consideracdo que nenhum processo de otimizacao das condigdes de cultivo foi realizado

afim de obter um melhor rendimento.

Quando esses valores sao comparados com o preco dos lipopeptideos
comercializados pela Sigma-Aldrich, com 98% de pureza (HPLC), como Surfactina
(198.300,00 R$/g), Iturina A (1.081.000,00 R$/g) e Fengicina (563.600,00 R$/g), vemos que
os biossurfactantes deste estudo, mesmo sendo uma mistura de isoformas de lipopeptideos, sdao
muito mais baratos que os ja comercializados. Além disso, vale salientar que os biossurfactantes
aqui estudados possuem propriedades tensoativas e estabilidade semelhantes aos
biossurfactantes purificados comerciais. Biossurfactantes com alto grau de pureza sdo
necessarios principalmente nas industrias farmacéutica, de alimentos e de cosméticos.
Entretanto, para utilizagdo na extracdo do petréleo ou biorremediagdo de ambientes
contaminados essas moléculas podem estar semipurificadas ou até mesmo utilizado o

sobrenadante livre de células (SANTOS et al., 2016).

O SDS, também comercializado pela Sigma, tem preco estimado em 2,25 R$/g
comercializado. Mesmo tendo um preco maior que os surfactantes sintéticos comercializados,
o custo-beneficio dos biossurfactantes deste estudo ¢ maior. Levando em consideracdo que a
CMC do SDS ¢ em torno de 2000 mg/L, e que a CMC dos biossurfactantes desse estudo ¢ em

torno de 30 mg/L, podemos observar que os biossurfactantes podem render cerca de 60 vezes
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mais, sendo mais rentavel sua utilizagdo para a industria e para o consumidor, mostrando que

esses biossurfactantes sdo mais vantajosos, tanto em preco, quanto em estabilidade e eficacia.

O rendimento de producdo dos biossurfactantes ¢ influenciado diretamente por
parametros como estirpe produtora, composicado do meio e condi¢des de cultivo. Como a
matéria-prima possui impacto de até 80% no valor final dos biossurfactantes produzidos a partir
de espécies de Bacillus, muitas estratégias como a utilizagdo de residuos industriais sdo
utilizadas para aumentar o rendimento e diminuir os custos de producdo (ABDEL-
MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008; AKPA et al., 2001; KAUR et al., 2017;
MEDEOT et al.,, 2017). Residuos agroindustriais como licor de milho, farelo de soja,
hidrolisado de soja, suco de caju, melago, arroz, macarrdo, mandioca e batata foram empregados
com sucesso na producao de lipopeptideos (DHANARAJAN; SEN, 2014; RANGARAJAN;
CLARKE, 2015).

Dentre os componentes utilizados como matéria-prima, o extrato de levedura possui
maior influéncia no preco final dos biossurfactantes deste estudo. Em sua composigdo contém
proteinas, peptideos de cadeia curta, carboidratos, aminoacidos livres e acidos nucleicos, sendo
uma fonte rica de carbono e nitrogénio, além de fonte de vitaminas e elementos tragos
essenciais (QAZI et al., 2013). Além do extrato de levedura, ¢é utilizada uma fonte inorganica
de nitrogénio ((NH4)2SOs), sendo também fornecidos elementos tragos na solucdo de
micronutrientes. Assim, estratégias futuras para estudar a influéncia do extrato de levedura na
produgdo dos biossurfactantes, além dos outros componentes, podem ser empregadas, para
diminuir os custos e também aumentar o rendimento de produ¢do, tornando-os cada vez mais

aptos a competir com os surfactantes sintéticos.
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7. CONCLUSAO

Os biossurfactantes de estirpes isoladas foram classificados como lipopeptideos,
sendo as isoformas surfactina, iturina, fengicina e bacilomicina produzidas. Sendo bons agentes
redutores de tensao superficial, emulsionantes e dispersantes, apresentaram eficiéncia mesmo
em condi¢des extremas de pressdo, temperatura e salinidade, se tornando aptos a aplicagdo
industrial, principalmente na industria do petrdleo. A partir dos custos da matéria-prima
utilizada, os biossurfactantes tiveram o seu valor estimado para em torno de R$ 11,69/g. O
biossurfactante produzido pela estirpe JAG255 mostra-se como 0 mais promissor, por

apresentar uma das menores CMCs, maior rendimento ¢ menor valor de mercado.
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FIGURA 14. Espectros dos biossurfactantes produzidos por estirpes isoladas do manguezal Timonha.
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TABELA 8. Atribui¢des dos principais ions detectados por ESI-Q-TOF MS dos metabolitos produzidos pelas 14 estirpes de Bacillus sp. apds
processamento dos dados no programa MetaboAnalyst.

m/z Tipo de Lipopeptideo Linhagens Produtoras Referéncias
1008.66 C13 surfactina A [M+H]"/Leu7  ICA13, TIM27, TIM10, TIM68, (BIE; LU; LU, 2009; GONG et al., 2015; LEE et al., 2016; ROONGSAWANG et
’ C14 surfactina B [M+H]*/Val7 ICA36, TIM13 al., 2002; STEIN, 2008; YANG et al., 2015)
C12 surfactina A [M+Na] */Leu7 JAG255, TIM96, TIM27, JAG249, ] )
1016,63 13 surfactina B [M+Na] /Val7  TIM10, TIM68, ICA36, TIM13 (CHEN et al,, 2008; KIM et al., 2010; STEIN, 2008)
1021,53 C14 bacilomicina L [M+H]* TIM96 (PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008)
. e
(022,68 211‘; Ss“r:t:zztt‘iig F;/I/Hg} %e;; JAG255, TIM96, TIM27, JAG249,  (BIE; LU; LU, 2009; GONG et al., 2015; LEE et al., 2016; ROONGSAWANG et
9 u .
C13 bamilocina A [M-H]* TIM10, ICA36, TIM13 al., 2002; STEIN, 2008)
C13 surfactina A[M+Na] */Leu? TIM27, JAG249, TIM10, TIM6S, (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KIM et al., 2010; KOUMOUTSI et al.,
1030,65 C14 surfactina B [M-+Na] /Val7 ICA36, TIM13, TIM96, TIMS5S, 2004; PECCI et al., 2010; PEREIRA et al., 2013; STEIN, 2008; VATER et al.,
4 JAG255 2002; YANG et al., 2015)
1035,55 C15 bacilomicina L [M+H] " TIM96 (PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008)
1036.70 C15 surfactina A [M+H] “/Leu7  JAG255, TIM96, TIM27, JAG249, (BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; LEE et al., 2016;
’ C16 surfactina B [M+H]*/Val7  TIM10, ICA36, TIM13 ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; YANG et al., 2015)
BIE; LU; LU, 2 ; CALDEIRA 1.,2011; CHE 1,2 2016; CH
C14 iturina A [M+H] /Asn] (BIE; LU; LU, 2009; C et al., 2011; CHEN et al., 2008, 2016; CHO et
1043,56 C14 bacilomicina L [M+Na] TIMO3, JAG248, ICA13, ICA24 al., 2003; GONG et al., 2015; ISOGAIl et al., 1982; PEYPOUX et al., 1984;
STEIN, 2008; YANG et al., 2015; YUAN et al., 2014; ZHANG et al., 2012)
. N JAG255, JAG248, TIM96, TIM27, (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KIM et al., 2010; KOUMOUTSI et al.,
C14 surfactina A [M+Na] "/Leu7
1044,66 ) N JAG249,TIM58, TIM10, TIM6S, 2004; PECCl et al., 2010; PEREIRA et al., 2013; STEIN, 2008; VATER et al.,
C15 surfactina B [M+Na] /Val7
ICA36 2002)
1045,56 C15 bacilomicina D (M+H) * ICA32, JAG255, ICA13 (PEYPOUX et al., 1984)
C13 surfactina A [M+K]*/Leu7 TIM 96, TIM 27, JAG 249,TIM 58,
1046,62 TEIN, 2
0466 C14 surfactina B [M+K]"/Val7 TIM 10 (STEIN, 2008)
1049,56 C16 bacilomicina L [M+H]" ICA 24, TIM 96, TIM 13 (PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008)
16 surfactina A [M+H]/L AG 255, TIM 27, TIM 58, TIM 10
1050,71 ~ ClOsurfactina A [M+H]/Leu7 JAG 255, 7 : * (WATROUS et al., 2012)

C17 surfactina B [M+H]"/Val7

ICA 36, TIM 13
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1053,54  Cl4 bacilomicina D [M+Na]* __ ICA 32, JAG 255 (PEYPOUX et al., 1984)
(BIE; LU; LU, 2009; CALDEIRA et al., 2011; CHEN et al., 2008, 2016; CHO et
C15 iturina A [M+H]"/Asnl al., 2003; GONG et al., 2015; ISOGAI et al., 1982; PEYPOUX et al., 1984;
1057,58 C15 bacilomicina L [M+Na]" TIM 03, JAG 248, ICA 13, ICA 24 PUEYO et al., 2009; STEIN, 2008; YANG et al., 2015; YUAN et al., 2014;
ZHANG et al., 2012)
ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM
1058.68 C15 surfactina A [M+Na]*/Leu? T(I:M 327’ ’; AC(}} 2259’ {Hl\(j[ 5 88’TIM 626’ (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KOUMOUTSI et al., 2004; PECCI et al.,
: C16 surfactina B [M+Na] /Val7 | "2 : ’ > 2010; PEREIRA et al., 2013; STEIN, 2008; YANG et al., 2015)
C16 bacilomicina D [M+H]*
1 ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248 (PEYPOUX et al., 1984
03938 14 bacilomicina L [M+k]-  CA 3% JAG255, TIM03,JAG 248 (PEYPOUX etal., 1984)
C14 surfactina A [M+K]*/Leu7 TIM 96, TIM 27, JAG 249,TIM 58,
1060,63 C15 surfactina B [M+K]/Val7  TIM 10 (STEIN, 2008)
. i (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; PUEYO et al., 2009; VATER et al., 2002;
J’_
1065,54 C14 iturina A [M+Na]'/Asnl JAG 248, ICA 13,ICA 24 YANG et al., 2015: ZHANG et al., 2012)
Cl4 iturina A [M+Na]/Asnl __ JAG 248, TIM 27, JAG 249, TIM 58,
1066,64 KIM et al., 2010; YUAN et al., 2014
066,6 C13 iturina [M+K]/Asn1 TIM 68, TIM 13 (KIM et al., 2010; YUAN et al,, 2014)
1067,55  CI5 bacilomicina D [M+Na]* _ ICA 32, JAG 255, ICA 13, ICA 24  (PEYPOUX et al., 1984)
ICA 32, JAG 255, TIM 03, ICA 1
107159 C16 iturina A [M+H]"/Asnl IgA ;4’ :IFH\(/T 225:1“IM lg3iCi 363’ (CALDEIRA et al., 2011; CHO et al., 2003; ISOGAI et al., 1982; STEIN, 2008;
’ C16 bacilomicina L [M+Na]" TIM 1 3’ ’ ’ ’ YUAN et al., 2014)
ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM 96
16 surfactina A [M+Na]'/L ’ ’ : :
1072,69 ~ ClOsurfactina A [M#Nal /Leu7 /o0 14 5049 TIM SS, TIM 10, (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; YANG et al., 2015)
C17 surfactina B [M+Na]"/Val7
ICA 36
. ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM 96
+ + s s ) )
107468 ~ C19surfactina A IMRILeWT ) o) 19 Tin 10, TIM 68, ICA 36, (BEN AYED et al,, 2014)
C16 surfactina B [M+K]"/Val7
TIM 13
. ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248, (CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; PRICE et al.,, 2007; PUEYO et al., 2009;
+ + b b b 9 b b 9 b b b b 9
1079,56 ClSiturina A [M#Nal/Asnl 0 )3 10 04 VATER et al., 2002; YANG et al., 2015; ZHANG et al., 2012)
15 iturina A [M+Na]'/Asnl _ JAG 248, TIM 27, JAG 249, TIM
1080,66  Clditurina A [MtNal/Asnl - JAG 248, 7, IAG 249, TIM S8, 2 NG et al., 2015: KIM et al., 2010; YUAN et al., 2014)

C14 iturina A [M+K]"/Asnl

TIM 10, TIM 68, ICA 36, TIM 13
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C16 bacilomicina D [M+Na]+

ICA 32, JAG 255, TIM 96, TIM 27,

1086,71  C17 surfactina A [M+Na]"/Leu7 JAG 249, TIM 58, TIM 10, ICA 36,  (VATER et al., 2002; WATROUS et al., 2012)
TIM 13
ICA 32, JAG 255, ICA 13, ICA 24
. o . + + 9 b 2 3 X .
1087,53 C16 bacilomicina L [M+K] TIM 27, TIM 10, ICA 36, TIM 13 (PEYPOUX et al., 1984; STEIN, 2008)
ICA 13, ICA 24, TIM 10, ICA 36
1088,6 C16 surfactina A [M+K]"/Leu? TIM 1 3’ ’ ’ ’ (STEIN, 2008)
L TIM 03, JAG 248, ICA 13,1ICA 24 (GONG et al., 2015; KIM et al., 2010; PUEYO et al., 2009; VATER et al., 2002;
+ + b 2 9 b b b b 9 b 2 b b
1093,57 C16 iturina A [M+Na]'/Asnl TIM 68 YUAN et al., 2014)
JAG 255, TIM 03, ICA 13,ICA 24
. Y + + b 9 b b X
1097,57 C16 bacilomicina D [M+K] TIM 27, TIM 10, TIM 13, ICA 36 (PEYPOUX et al., 1984)
JAG 255,ICA 13, ICA 24, TIM 27
. . . + + b b b b
1101,54 C17 bacilomicina L [M+K] TIM 10, TIM 68, ICA 36, TIM 13 (PEYPOUX et al., 1984)
1107,59 C17 iturina A [M+Na]* /Asnl TIM 03, TIM 68 (PRICE et al., 2007)
JAG 248,ICA 13,ICA 24, TIM 10
. . + + ) 5 s s .
1123,50 C17 iturina A [M+K]*/Asnl ICA 36, TIM 13 (KAUR et al., 2017, WATROUS et al., 2012)
C15 fengicina A [M+H]"/Ala6  JAG 255, TIM 96, TIM 27, JAG 249,
1447,82 Acido graxo B-hidroxi mono- TIM 58, TIM 10, TIM 68, ICA 36, (PATHAK et al., 2012)
insaturado TIM 13
ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248, (BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KOUMOUTSI et al.,
1463.81 C16 fengicina A [M+H]"/Ala6  ICA 13, TIM 96, JAG 249, TIM 68,  2004; LI et al., 2012; PATHAK et al., 2012; PECCI et al., 2010;
’ C14 fengicina B [M+H]"/Val6  ICA 36, TIM 13 ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; VATER et al., 2002; YANG et al.,
2015)
(BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008, 2010; GONG et al., 2015; KOUMOUTSI
AG 255, TIM 03, JAG 248, ICA 13
1477.83 C17 fengicina A [M+H]"/Ala6 "Jm\(/i 96 :FIM 7 ,J/J%GG249 iFI(li/I 58 > etal., 2004; LI et al., 2012; PATHAK et al., 2012; PECCI et al., 2010;
’ C15 fengicina B]M+H]"/Val6 ’ ’ ’ > ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; VATER et al., 2002; YANG et al.,
TIM 10, ICA 36, TIM 13
2015)
16 fengicina A [M+Na]'/Al AG 255, TIM AG 249, TIM 1
lagsgo ~ C16fengicina A [M+Na] /Ala6  JAG 255, TIM 96, JAG 249, 0. (GONG et al. 2015; PATHAK et al., 2012)

C14 fengicina B [M+ Na]"/Val6

TIM 68, ICA 36, TIM 13



66

1491,85

C18 fengicina A [M+H]"/Ala6
C16 fengicina B [M+H]"/Val6

ICA 32, JAG 255, ICA 13, TIM 96,
TIM 27, JAG 249, TIM 58, TIM 10,
ICA 36, TIM 13

(BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008; KOUMOUTSI et al., 2004; LI et al.,
2012; PATHAK et al., 2012; PECCI et al., 2010; ROONGSAWANG et al., 2002;
STEIN, 2008; VATER et al., 2002)

1495,86

C17 fengicina A [M+H]"/Ala6
C15 fengicina B [M+H]/Val6
Cadeia Linear

ICA 36, TIM 13

(MA et al., 2016; PATHAK et al., 2012)

1499,82

C17 fengicina A [M+Na]/Ala6
C15 fengicina B [M+Na]*/Val6

JAG 249, TIM 10, ICA 36, TIM 13

(GONG et al., 2015)

1505,86

C19 fengicina A [M+H]"/Ala6
C17 fengicina B [M+H]"/Val6

JAG 255, JAG 248, TIM 96, TIM 27,
JAG 249, TIM 58, TIM 13

(BIE; LU; LU, 2009; KOUMOUTSI et al., 2004; LI et al., 2012; PATHAK et al.,
2012; PECCI et al., 2010; ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; VATER
et al., 2002; YANG et al., 2015)

1510,86

C17 fengicina B [M+H]"/Ala6
Cadeia Linear

ICA 36

(LIU et al., 2012; PATHAK et al., 2012)




FIGURA 15. Espectros de massas (modo positivo), evidenciando os picos caracteristicos
dos lipopeptideos comerciais (Sigma-Aldrich). Em (a) surfactina; (b) iturina; e (c) fengicina.
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FIGURA 16. Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos
caracteristicos da mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do manguezal do

Icapui.
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FIGURA 17. Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os
picos caracteristicos da mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do
manguezal do Jaguaribe
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FIGURA 18. Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os
picos caracteristicos da mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do
manguezal do Timonha.
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