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RESUMO

Os biossurfactantes formam moléculas anfipaticas, que possuem em sua estrutura quimica
segmentos hidrofdbicos e hidrofilicos, espacialmente separados que auxiliam a formacdo de
emuls@es e disponibilizam compostos a célula microbiana. Em fungdo dessas caracteristicas,
os emulsificantes reduzem a tensdo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo,
portanto, que elas se misturem, formando a emulsdo. Com isso, este trabalho foi dividido em
seis etapas: a primeira tendo como objetivo avaliar a producdo de biossurfactante a partir da
glicerina, proveniente da produgdo do biodiesel de soja, pela cepa comercial de Bacillus
subtilis ATCC 6633, possivel produtora de biossurfactante que foi selecionada devido a sua
habilidade em sintetizar biossurfactantes a partir de diferentes fontes de carbono; a segunda,
resolveu-se avaliar o potencial de producdo de surfactina por cepas de Bacillus sp. nao
patogénicas isoladas da Estacdo de Tratamento de Efluentes da Universidade Federal do
Ceara, com proposito de avaliar o maior potencial de producéo do biossurfactante; a terceira,
avaliar e otimizar experimentalmente a producdo de biossurfactante em mesa agitadora,
utilizando a cepa selecionada durante o screening; a quarta, producdo do biossurfactante
utilizando biorreator de 4 L; a quinta, caracterizar o biossurfactante produzido, determinando
o0s grupos funcionais, os estudos de conformacéo e estrutura dos compostos; a sexta, estudar o
poder de emulsificacdo do biossurfactante através da construcdo de diagramas de fases para
uma posterior aplicacdo do emulsificante. Inicialmente, foi analisada uma cepa produtora de
biossurfactante de Bacillus subtilis (ATCC 6633), cultivada em meio de cultura contendo
glicerina, um residuo da inddstria do biodiesel, como fonte de carbono e energia, a fim de
avaliar a viabilidade desta matéria-prima na sintese de biossurfactante. Uma concentracdo
méxima de surfactina de 158,14 mg.L™ foi obtida. Posteriormente, um screening com sete
cepas isoladas de Bacillus sp. foi realizado quanto ao crescimento e producdo de
biossurfactante a partir da glicerina. Apenas duas cepas (LAMIO05 e LAMIO09) foram
selecionadas através de dois métodos indiretos, quanto a reducdo da tensdo superficial e a
capacidade de emulsionar trés fontes hidrofobicas (querosene, 6leo de soja e n-hexadecano).
Foi avaliada a cinética de crescimento e a producdo de biossurfactante para as cepas
selecionadas e o melhor resultado em frascos de Erlenmeyer foi realizado com Bacillus
subtilis LAMI005, com concentragdo de surfactina de 441,06 mg.L™ e tensdo superficial que
manteve-se numa faixa estavel de 28,8 + 0,05 mN.m™ com uma concentragdo micelar critica
(CMC) de 19,8 mg.L™. Posteriormente, ensaios foram realizados em biorreator de 4L, porém
ndo se atingiu a concentracdo de surfactina produzida em mesa agitadora, devido,
provavelmente, a condi¢Ges de aeracdo, que ndo foi monitorada quando os ensaios foram
realizados em frascos agitados. A surfactina produzida em biorreator foi submetida a analises
de espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), através
destes espectros foi confirmado que o biossurfactante produzido tinha caracteristicas similares
a surfactina padrdo da Sigma. O comportamento dos diagramas de fases demonstrou o
potencial de emulsificacdo do biossurfactante produzido nestes experimentos, que é bastante
positivo em relacdo a possibilidade de aplicacGes do biossurfactante analisado em diversos
setores industriais.

Palavras-chave: Biossurfactantes, Emulsao, Bacillus subtilis, Glicerol e Surfactina.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules, which possess in their chemical structure
hydrophobic and hydrophilic segments, separated spatially, that favor the formation of
emulsions and improve the availability of compounds to microbial cell. Given these
characteristics, emulsifiers reduce surface tension at the interface of immiscible phases,
thereby allowing them to blend in, forming an emulsion. Thus, this study was divided into six
stages: the first stage aimed at studying the biosurfactant producers using glycerol, a co-
product of biodiesel production from soybean oil, the commercial strain of Bacillus subtilis
ATCC 6633, a known biosurfactant-producing was selected due their ability to synthesize
biosurfactants from different carbon sources; the second stage aimed at studying the potential
of Bacillus sp. strains, isolated from the tank of chlorination, at the Wastewater Treatment
Plant on the “Campus do Pici” (WWTP-PICI), at the Federal University of Ceard, in
producing biosurfactants; the third step was to experimentally evaluate and optimize the
production of biosurfactant in shaker, using the strains selected during the screening; the
fourth step was the process by using a 4 L batch bioreactor; the fifth step was to characterize
the biosurfactant produced by determining the functional groups through studies of
conformation and structure of compounds; and the sixth, to study the emulsifying power of
the biosurfactant produced by the construction of phase diagrams for a subsequent application
of the surfactant. Initially, a biosurfactant-producing strain of Bacillus subtilis (ATCC 6633)
was cultived in a culture medium containing glycerin, a residue of the biodiesel industry, as
carbon and energy source, in order to evaluate the viability of this raw material in the
synthesis of biosurfactants. A maximum concentration of surfactin of 158.14 mg. L™ was
achieved. Next, a screening with seven strains of Bacillus sp. was performed aiming to study
growth and biosurfactant production from glycerin. Only two strains (LAMIO05 and
LAMI009) were selected through two indirect methods, surface tension reduction and the
ability to emulsify three hydrophobic sources (kerosene, soybean oil and n-hexadecane).
Kinetics of growth and biosurfactant production was evaluated for the selected strains and
best results in Erlenmeyer flasks was achieved with Bacillus subtilis LAMI005, 441.06 mg.L’
! of surfactin concentration and the surface tension remained stable in the range of 28.8 + 0.05
mN.m™ with a critical micelle concentration (CMC) of 19.8 mg.L™. Later, tests were
conducted in 4L bioreactor, but the concentration of surfactin obtained during grothw in
shaker flasks were not achieved probably due to different aeration condition. The surfactin
produced in bioreactor was subjected to analysis of the vibrational spectroscopy of Fourier
transform infrared (FTIR), the spectra confirmed that the biosurfactant produced had similar
characteristics to a standard of surfactin from Sigma. The behavior of phase diagrams showed
the potential of the biosurfactant produced for emulsification, which is very encouraging
regarding the possibility of biosurfactant applications in many industrial sectors.

Keywords: Biosurfactants, Emulsion, Bacillus subtilis, Glycerol and Surfactin
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1- INTRODUCAO

A evolucdo da biotecnologia acontece em alta velocidade, atendendo a um
mercado cada vez mais competitivo e exigente, principalmente em se tratando de produtos
que ndo agridam o meio ambiente e a necessidade de sustentabilidade ambiental. O advento
da biotecnologia e as novas legislacfes de controle ambiental tém incentivado a pesquisa por
surfactantes naturais como alternativas aos produtos ja existentes (NITSCHKE & PASTORE,
2002).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petréleo. Entretanto, o crescimento da preocupagdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislacbes de controle do meio ambiente levaram a
procura por surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes.

A industria mostra-se cada vez mais interessada na utilizacdo de microrganismos
que sdo excelentes sintetizadores de produtos de alto valor agregado. Entre os produtos
metabolizados por microrganismos, encontram-se 0s biossurfactantes, 0s quais suscitam
grande interesse em processos industriais (BEZERRA, 2006). A utilizacdo de biossurfactante
tem sido cada vez mais aceita no mercado em decorréncia de seu alto potencial, a sua natureza
biodegradavel, baixa toxicidade e devido a sua vasta aplicacdo podendo ser utilizado em
diversas areas, que incluem: emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubilizacéo, inibicdo
de corrosdo, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Essas
propriedades sdo aplicadas em campos diversos da agricultura, construcdo e nas industrias
alimenticias, de bebidas, papel, metal, téxtil, farmacéuticas, cosméticos, tratamento de
efluentes, dentre outras (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004). Entretanto, 0s principais usos
relacionam-se a industria petrolifera, devido ao aumento da solubilidade dos componentes do
petréleo na presenca dos surfactantes. O potencial de recuperacdo de derivados de petroleo
deve-se a sua utilizacdo na limpeza de tanques, preparo de misturas Oleo-alcool para
combustiveis e dispersdo de 6leos derramados em ecossistemas aquaticos (LIMA, 1996).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas constituidas de uma porgéo
hidrofébica e uma porcdo hidrofilica. Por apresentarem tais propriedades, os biossurfactantes
alteram o comportamento interfacial e 0 modo como outras moléculas se comportam nas

interfaces e na solucdo, possibilitando a reducédo da tensdo superficial e interfacial. Aléem da
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formacgé@o de macro e micro emulsdes em que os hidrocarbonetos possam solubilizar-se em
agua, ou vice-versa, exibem propriedades como adsor¢do, formacdo de micelas, agdo
espumante, solubilidade e detergéncia (LANG & WULLBRANDT, 1999, RON et al., 2001,
VAN HAMME et al., 2006). Em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/oleo).

Sao produzidos extra ou intracelularmente por microrganismos - bactérias, fungos
ou leveduras - durante o bioprocesso, com a finalidade de facilitar a difusdo passiva de
substancias insoltveis em agua, para o interior da célula (SANTOS, 1997).

Essas moléculas sdo biodegradaveis, ndo toxicas e podem ser produzidas in situ
(por inoculagdo do préprio microrganismo no local de atuacdo do biossurfactante) ou extra
situ por adicdo do biossurfactante previamente produzido em outro local (MAKKAR &
CAMEOTRA, 1997; CARRILO, 1996).

Os biossurfactantes possuem vantagens especiais sobre surfactantes quimicos,
como biodegrabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de reducdo de tensdo superficial,
solubilidade em agua alcalina, estabilidade térmica, estabilidade quanto a valores extremos de
pH, producdo a partir de substratos renovaveis e a capacidade de modificacdo estrutural
através da engenharia genética ou técnicas bioquimicas. Porém, ainda ndo sdo capazes de
competir economicamente com os surfactantes quimicos no mercado, principalmente devido
ao seu alto custo (MESSIAS, 2008; LIMA et al., 2007; NITSCHKE e PASTORE, 2002;
DAVIS et al., 1999).

Apesar de apresentar diversas vantagens sobre os surfactantes quimicos, os
surfactantes microbianos ainda ndo sdo amplamente utilizados devido aos altos custos de
producdo, associados a métodos ineficientes de recuperacdo do produto, ao uso de substratos
caros e aos problemas causados pela intensa formacdo de espuma durante o cultivo aerdbio.
Entretanto, este panorama pode ser significativamente modificado através do uso de fontes
alternativas de nutrientes, facilmente disponiveis e de baixo custo e que permitam altas
concentracdes de biossurfactante (KOSARIC, 1992, ROCHA et al., 2006), bem como, o
emprego de processos integrados de recuperacéo e producdo (HEYD et al., 2008).

A glicerina constitui um dos principais sub-produtos associados a cadeia de
producdo de biodiesel, juntamente com a torta e o farelo resultantes do processamento de
Oleos vegetais. As rotas de obtencdo de biodiesel sdo craqueamento, esterificacdo e
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transesterificacdo, sendo esta Ultima a rota predominantemente utilizada. O processo consiste
na reacdo entre um triglicerideo e um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) na presenca
de um catalisador, fornecendo como produtos ésteres metilicos e glicerina ou glicerol como
co-produto. O aumento da disponibilidade deste co-produto no mercado nacional associado a
producdo de biodiesel é estimado por empresas ligadas a este setor. Sabe-se que a cada 1.000
L de biodiesel produzido, cerca de 100 kg de glicerina séo gerados (MOTA et al., 2005).

Ressalta-se que a principal aplicagdo do glicerol é na industria de cosméticos,
saboaria e farmacos, setores que séo incapazes de absorver o volume de glicerina gerado com
a producdo do biodiesel (GONCALVES et al., 2006). Portanto, havera um excedente de
glicerina no mercado, ocasionando a desvalorizacdo deste produto. Entretanto, a glicerina
constitui uma fonte de matéria-prima para produtos de alto valor agregado, como polimeros,
obtidos através de conversdo quimica ou bioquimica (rotas fermentativas) e aditivos para
combustiveis, como ésteres e éteres de glicerina, que também se apresentam como alternativa
rentavel para este co-produto (KARINEN et al., 2006). Alternativa que se mostrou viavel para
a producdo de surfactantes de origem bioldgica, também conhecidos como biossurfactantes,
através da bioconversdo da glicerina por fermentacdo, utilizando bactérias como Bacillus
subtilis.

Espécies do género Bacillus produzem biossurfactantes lipopeptidicos. Dentre 0s
lipopeptidicos produzidos por Bacillus subtilis, encontram-se com destaque a surfactina, que é
um dos mais potentes biossurfactantes conhecidos (NEU et al., 1990; NITSCHKE E
PASTORE, 2002), formada por uma cadeia carb6nica e por um anel lactona composto de sete
aminoécidos (STACHELHAUS et al., 2002).

Portanto, a presente dissertacdo visa avaliar a bioconverséo do glicerol, principal
fonte de carbono proveniente da producdo do biodiesel por transesterificacdo do 6leo de soja,
para crescimento e producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis, com aplicacdo no

preparo de emulsdes.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Biossurfactantes

Os avangos na ciéncia e na tecnologia desde a revolucédo industrial tém aumentado
esforcos humanos para a exploracdo de recursos naturais. A evolucdo da biotecnologia
acontece em alta velocidade, atendendo a um mercado cada vez mais competitivo e exigente,
principalmente em se tratando de produtos que ndo agridam o meio ambiente e a necessidade
de sustentabilidade ambiental. O advento da biotecnologia e as novas legislacdes de controle
ambiental tém incentivado a pesquisa por surfactantes naturais como alternativas aos produtos
ja existentes (NITSCHKE & PASTORE, 2002). A biotecnologia permitiu ampliar o
desenvolvimento de novos produtos baseados na capacidade sintética dos microrganismos.
Esta perspectiva, relacionada a produtos de elevado interesse industrial, ttm conduzido a
investigacdo e ao desenvolvimento de modelos que constituem as bases das novas tecnologias
na producdo de agentes surfactantes por microrganismos (STAMPFLI & NERSTEN, 1995).

Os biossurfactantes ou emulsificantes constituem uma das principais classes de
surfactantes naturais. S8 compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, reduzem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, consistem
de produtos metabolicos de bactérias, fungos e leveduras (FIECHTER, 1992) e apresentam
grande diferenca dos surfactantes sintéticos pela variabilidade na sua natureza hidrofébica e
hidrofilica (COLLA e COSTA, 2003). A composi¢cdo e rendimento dos biossurfactantes
dependem das caracteristicas do fermentador, do pH do meio, da composi¢do dos nutrientes,
do substrato e da temperatura utilizada ( MULLIGAN et al., 2001).

Devido ao petr6leo ser um produto toxico para os organismos e um poluente
potencial do ambiente, contaminando diretamente os ecossistemas atraves da fuga natural dos
seus lencdis, derrames de navios petroleiros, acidentes em refinarias ou plataformas de
extracdo, entre outros, também apresenta beneficios para sociedade, como uma das principais
fontes de energia. Estas evidéncias tornam urgente o desenvolvimento de tecnologias para

diminuir o impacto ambiental ocasionado por estes compostos.
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Nos dltimos anos, o interesse por biossurfactantes tem aumentado
significativamente j& que estes sdo naturalmente biodegradaveis, caracteristica que possibilita
a diminuicdo do impacto ambiental (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

As bactérias sdo 0s maiores responsaveis pela producdo destes compostos
tensoativos; bactérias das familias Pseudomonacea e Bacillacea sdo capazes de produzirem
biossurfactantes eficientes na remocdo de petrdleo e seus derivados poluentes de &gua
(BUENO et al., 2010). Estes microrganismos transformam o 6leo em biomassa, agua, didxido
de carbono e outros componentes menos agressivos ao ambiente.

A maioria dos surfactantes utilizados comercialmente é sintetizada a partir de
derivados do petroleo, entretanto, 0 aumento da preocupagdo ambiental combinado com as
novas legislacdes de controle do meio ambiente levou a procura por surfactantes bioldgicos
(BUENO et al., 2010). O interesse por surfactantes microbioldgicos tem aumentado nos
ultimos anos, devido as suas diversidades, caracteristicas para o auxilio ambiental, a
possibilidade de producdo através de fermentacdes e suas potenciais aplicagdes em areas
como a protecdo ambiental, recuperacao de residuos de 6leos, cuidados a salde e industrias de
processamento de alimentos (KIM et al.,2000).

O uso dos biossurfactantes nas industrias é limitado devido aos altos custos de
producdo e recuperagdo, em comparacdo aos surfactantes quimicamente sintetizados.
Contudo, nos ultimos anos muita atencdo vem sendo destinada aos biossurfactantes, devido a
diversidade de suas caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas (NITSCHKE e
PASTORE, 2002), uma vez que as mesmas variam com o microorganismo e substrato usados,
0 que 0s torna comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos (MEDEIRQOS, 2009).
Esta diversidade possibilita que estes compostos apresentem uma ampla variedade de
propriedades fisico-quimicas que incluem emulsificacdo, solubilizacéo, inibicdo de corrosao,
reducdo de viscosidade, entre outras (LIMA et al, 2007). Assim, os surfactantes quimicos
podem ser substituidos pelos biossurfactantes em muitas areas de aplicacdo como agricultura,
construgédo, limpeza de equipamentos industriais, industrias de alimentos, bebidas, couro,

papel, téxtil, metal, cosmético, farmacéutica, petrolifera e petroquimica (LIMA et al, 2007).

2.1.1 — Atividade e Propriedades dos biossurfactantes
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A eficdcia dos compostos surfactantes € avaliada em funcdo de algumas
propriedades fisicas deles proprios e das misturas que estabelecem com a agua (SOUZA,
2009). Apesar da diversidade de composicdo quimica e de propriedades, algumas
caracteristicas sdao comuns a maioria dos biossurfactantes, como a reducdo da tensdo
superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e estabilizante, concentragdes
micelares criticas (CMC) baixas, solubilidade e poder detergente.

A CMC é um dos indices mais utilizados para avaliar a atividade surfactante,
podendo ser definida, também, como a solubilidade de um surfactante dentro da fase aquosa
(RUFINO, 2006). A eficiéncia e a efetividade sdo caracteristicas bésicas essenciais que
determinam um bom surfactante. A eficiéncia é medida através da CMC, enquanto que a
efetividade esta relacionada com as tens6es superficiais e interfaciais (BARROS et al, 2007;
SOUZA-SOBRINHO, 2007).

A acdo de um surfactante, sua distribuicdo numa solugdo aquosa e o efeito na
tensdo superficial, estdo apresentados na representacdo esquematica da Figura 1. A adicdo de
um surfactante a dgua tende a saturar todas as interfaces (situacbes B e C), de modo que a
partir de uma concentracdo denominada concentracdo micelar critica (CMC) héa a saturacéao
do meio e a formac&o de micelas (situacdo D) (FARIAS, et al., 2006).

A micela é a forma que o surfactante assume para melhorar a estabilidade na
solucdo deixando as cadeias hidrofébicas juntas e as cadeias hidrofilicas voltadas para a agua
(FARIAS, et al., 2006). Sao as estruturas mais simples formadas por surfactantes em solugéo.

As micelas sdo formadas espontaneamente quando a concentracdo do surfactante
em agua é igual ou maior que uma concentragdo critica (CMC). Acima e préximo da CMC, as
micelas sdo aproximadamente esféricas e, muito acima dessa concentracao, elas tendem a se
alongar, tornando-se cilindricas, cujo comprimento aumenta com a concentracdo de
surfactante até formar a fase hexagonal, que é viscosa e birrefringente a luz polarizada
(EVANS & WENNERSTROM, 1999).
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Tensao superficial

CMC Concentragao  (log,, C)

Figura 1 — Distribuicdo do surfactante numa solugdo aquosa, efeito na tensdo superficial e formacdo de micelas
(CMC). Fonte: FARIAS, et al., 2006.

Os surfactantes produzidos microbiologicamente, oferecem vérias vantagens
sobre seus equivalentes surfactantes quimicos, tais como: (a) aceitabilidade ecolégica, por
serem potencialmente aplicaveis em protecdo ambiental pela sua baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade (RAHMAN et al., 2002); (b) séo efetivos em ampla faixa de temperatura,
pH e forca ibnica (MULLIGAN, 2005), muitos biossurfactantes podem ser utilizados sob
condicdes extremas. Os biossurfactantes suportam concentracdes de 10% de sal, enquanto que
2% de NaCl séo suficientes para inativar surfactantes convencionais; (c) possibilidade de
serem produzidos a partir de fontes renovaveis (LIN et al, 1993); (d) podem ser mais
eficientes que os surfactantes sintéticos (BANAT, 1995; MEIRA, 2007). (e) atividade
superficial e interfacial, por serem mais efetivos que os surfactantes convencionais, pois
produzem menor tensdo superficial a menores concentragdes. A concentragdo micelar critica
dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg.L™ , enquanto que a

tensdo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30 mN.m™, respectivamente.

2.1.2 - Classificacdo dos biossurfactantes
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Cada grupo de biossurfactante apresenta propriedades e funcbes fisioldgicas
diferentes, sendo que a maioria é constituida por porcées hidrofilicas e hidrofdbicas distintas
(MEIRA, 2007). A parte hidrofobica (apolar) da molécula pode ser formada por &cidos graxos
de cadeia longa, hidroxi-acidos graxos ou por a-alquil-B-hidroxi &cidos graxos, é geralmente
constituida de uma longa cadeia de hidrocarbonetos (linear ou ramificada), podendo variar de
8 a 18 atomos de carbono, tem afinidade pela fase organica (DELEU & PAQUOT, 2004). A
porcao hidrofilica (parte polar) pode ser composta por um éster, um grupo hidroxi, fosfato,
carboxilato ou carboidrato e tem afinidade pela fase aquosa (MULLIGAN, 2005).

Os tensoativos podem ser classificados de acordo com a distribuicdo de suas

fases. A Figura 2 demonstra graficamente as fases da emulsio (ARAUJO,1995):

Emulsio Oleo/Agua Emulsido Agua/Oleo

Figura 2 — Fases da emulsio. Fonte: ARAUJO, 1995.

Micelas normais de surfactantes em &gua sdo pequenos agregados esféricos e
cilindricos, cujo interior é constituido pelo componente hidrofébico do surfactante, e na
regido da superficie micelar encontram-se 0s grupos de extremidades polares dos surfactantes.
O raio de hidratacdo dessas micelas é da ordem do comprimento das caudas do surfactante
que as constituem.

A maioria dos biossurfactantes é anidnica ou neutra. Apenas alguns sao
catiénicos, como os que contém grupamentos amina (LANG & WAGNER, 1897).

Uma grande variedade de microrganismos pode produzir biossurfactantes, sendo
0s mais conhecidos aqueles apresentados na Tabela 1. Os biossurfactantes tambem séo

classificados de acordo com a sua composi¢do quimica e sua origem microbiana. As
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principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos

graxos.

Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos.

Tipo de biossurfactante Microrganismo
Glicolipidios
- ramnolipidios Pseudomonas aeroginosa
- soforolipidios Torulopsis bombicola e T.apicola
- trehalolipidios Rhodococccus erythropolis.

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

fosfolipidieos

- Acidos graxos Corynebacterium lepus
- Lipidios neutros Nocardia erythoropolis
- Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

- Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
- Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
- Liposan Candida lipolytica

Fonte: NITSCHKE & PASTORE, 2002.

Os biossurfactantes produzidos por microorganismos podem ser obtidos
utilizando-se procedimentos relativamente simples e substratos baratos, através de
bioprocessos. AcuUcares e Oleos sdo fontes de carbono adequadas para a obtencdo de
tensoativos ecologicamente seguros (SARUBBO et al., 2006; BUENO et al., 2010).
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De acordo com ROSENBERG e RON (1999), os biossurfactantes também podem
ser classificados a partir da sua massa molar:

e Baixa massa molar: os glicolipideos, que sdo os mais conhecidos, sdo formados por
carboidratos e 4&cidos graxos alifaticos de cadeia longa (ex: ramnolipideos,
trealolipideos e soforolipideos) e os lipopeptideos (ex: surfactina, gramicidina S e
polimixina).

e Alta massa molar: polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos (emulsan),

lipoproteinas ou misturas complexas desses biopolimeros (PIROLLO, 2006).

2.1.3 - Producdo de biossurfactantes

Para a producdo biotecnoldgica de surfactantes € necessario um correto balanco de
nutrientes para promover condi¢cdes adequadas de desenvolvimento e producdo. A producéo
de biossurfactantes pelos microrganismos esta intimamente ligada as condi¢cGes ambientais e
nutricionais fornecidas (ROSSMANN, 2008). A quantidade e a qualidade dos
biossurfactantes produzidos pelas diversas espécies de microrganismos sdo influenciadas
tanto pela fonte de carbono (NITSCHKE et al., 2005) quanto pelas concentracdes de
nitrogénio (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002) e de micronutrientes como o ferro (WEI et al.,
2007), que sdo descritos como variaveis que afetam a producao desses compostos.

Todos os fatores que influenciam o crescimento microbiano afetam também
diretamente a producdo de biossurfactantes. A temperatura, 0 pH, a agitacdo e a
disponibilidade de oxigénio afetam a producdo de biossurfactantes pelo seu efeito sobre o
crescimento e as atividades celulares ( DESAI e BANAT, 1997; ROSSMANN, 2008).

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 sollUveis em agua, especialmente carboidratos (PINTO, et al., 2009).
Hidrocarbonetos e carboidratos estdo envolvidos na sintese das porcbes hidrofobicas e
hidrofilicas, respectivamente, das moléculas de biossurfactante. As seguintes possibilidades
existem para a sintese das diferentes por¢bes das moléculas de biossurfactantes e seu

acoplamento: as porcdes hidrofobicas e hidrofilicas séo sintetizadas de forma independente; a
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porcdo hidrofilica € sintetizada enquanto a sintese da porcdo hidrofébica é induzida pelo
substrato; a porcdo hidrofobica é sintetizada, enquanto a sintese da porcdo hidrofilica é
dependente do substrato e, a sintese de ambas por¢des hidrofébica e hidrofilica é dependente
do substrato (DESAI e BANAT, 1997; PINTO, et al., 2009).

De acordo com PIROLLO (2006), a natureza insol(vel de substratos em meio
aquoso, requer a existéncia de mecanismos que facilitem seu consumo. Estes substratos
devem ser transportados de alguma forma para atingir o contato com a célula. Existem trés

formas de transporte de hidrocarbonetos até as células:

(1)  assimilagdo de hidrocarbonetos dissolvidos no meio, geralmente cadeias carbonadas
curtas (menos del0 carbonos) que apresentam solubilidade limitada em meio aquoso;

(2) 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 é absorvido pela célula através das
camadas lipofilicas do envelope celular;

3) assimilacdo de hidrocarbonetos emulsificados, onde a partir do contato com a célula, o
substrato € convertido em pequenas goticulas, ocasionando uma pseudo-solubilizacéo através

de agentes extracelulares produzidos pelas células (GOSWAMI et al., 1990).

Os microrganismos utilizam uma grande variedade de fontes de carbono,
incluindo substratos misciveis em agua e hidrofébicos (ROSSMANN, 2008). A producdo do
biossurfactante parece estar relacionada com a proporgéo entre carbono e nitrogénio do meio
de cultivo. O uso de diferentes fontes de carbono altera a estrutura dos biossurfactantes
produzidos e, conseqiientemente, suas propriedades emulsificantes (FONTES et al., 2008).

A producdo de biossurfactantes pode ocorrer na presenca de fontes de carbonos
soliveis em &gua, porém diversos estudos mostram que as maiores producles de
biossurfactantes s@o obtidas quando substratos hidrofébicos séo adicionados ao meio.
Segundo DESAI & BANAT (1997), a producéo de biossurfactantes pode ser espontanea ou
induzida pela presenca de compostos lipofilicos, por variagcbes do pH, temperatura, aeracdo e
velocidade de agitacdo, ou ainda, quando o crescimento celular € mantido sob condigdes de

estresse, como baixas concentragdes de fonte de nitrogénio.

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



30

Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica SOUSA, M.

Além do carbono e nitrogénio, o ferro tem sido apontado na literatura como
importante fator na produgdo destes compostos. O ferro é essencial aos microrganismos pois é
requerido para diversas fungdes celulares. Além dos efeitos do ferro no metabolismo celular,
foi observado que a adicdo de sais de ferro no meio de cultivo de Bacillus subtilis aumentou,
significativamente, a producdo do surfactante surfactina (WEI & CHU, 1998). SANTOS
(2004) afirmou que a adigéo de ferro diminuiu a tenséo superficial do meio para 26, 2 dina.
cm?, sendo este valor um dos menores ja reportados para biossurfactantes, somente
comparado a surfactina produzida por B. subtilis. A composi¢do de nutrientes no meio de
cultura influencia a producdo de surfactina por B. subtilis. A adicdo de ferro no caldo
nutriente melhora a producéo de lipopeptideo (COOPER et al., 1981).

Os biossurfactantes ndo séo capazes de competir economicamente com oS
surfactantes quimicos no mercado, principalmente devido ao seu alto custo (MESSIAS, 2008;
LIMA et al., 2007; NITSCHKE e PASTORE, 2002; DAVIS et al., 1999). Entretanto, esses
custos poderdo ser reduzidos, pela utilizacdo de fontes renovaveis e de baixo custo, ou ainda,
pelo emprego de residuos industriais. Neste caso, haverd ainda um beneficio ao meio
ambiente pela reducdo da carga de material poluente (ALMEIDA, 2002). Antes que 0s
biossurfactantes sejam comercializados com sucesso, sera necessario maximizar rendimento e
produtividade do processo (ALMEIDA, 2002).

Existem diversas possibilidades de producédo de biossurfactante (KOSARIC et al.,
1987):

1. Crescimento celular associado a producdo de biossurfactantes:

1.1. Inducéo da producdo por adi¢do de substratos lipofilicos
1.2. Aumento da producdo pela otimizacdo da composicdo do meio;
1.3. Aumento da producdo pela otimizacdo de fatores ambientais como pH,

temperatura, aeracao, velocidade de agitagéo, etc.;

1.4, Aumento da producdo pela adicdo de compostos que ocasionem mudangas na
permeabilidade da parede celular, como penicilina, EDTA, etc.;

1.5. Aumento da producdo pela adicdo de compostos que ocasionem uma alteragéo
na ligacdo parede celular-biossurfactante em meios contendo alcanos, EDTA,
querosene, etc.

2. Producéo de biossurfactante em condicédo limitante de crescimento:
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2.1. Producéo sob limitacdo de nitrogénio;
2.2. Producéo sob limitacdo de cations multivalentes;
2.3. Aumento de producdo por estresse causado pela variacdo das condicGes

ambientais, como pH e temperatura;

3. Producéo de biossurfactante por células em estarvagéo:

3.1. Producdo de células livres por estarvacéo;
3.2 Producdo de células imobilizadas por estarvagéo;
3.3. Producdo de células imobilizadas em estarvacdo com adi¢do simultanea de

matérias-prima renovaveis;
4. Producdo de biossurfactante pelo crescimento células livres e imobilizadas em
estarvacao com adicdo de precursores.

2.1.4 - Aplicacéo dos biossurfactantes

Devido as diferentes estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam
aplicagdo em diversos processos industriais. Ao considerar as potencialidades de aplicagdo
dos biossurfactantes, deve-se lembrar que essas macromoléculas sdo produzidas por uma
grande diversidade de microrganismos e que possuem diferentes estruturas quimicas e
propriedades de superficie, 0 que os tornam compardveis ou superiores aos surfactantes
sintéticos em termos de eficiéncia, embora os custos de producdo ainda ndo permitam uma
maior competitividade com os similares sintéticos.

O uso de biossurfactantes em aplicagdes ambientais é bastante promissor devido a
sua biodegradabilidade, tanto em agua como em solos, e por serem menos tdxicos que 0s
tensoativos quimicos (MULLIGAN, 2005).

Devido ao seu alto potencial, o uso em diferentes areas e o crescimento de seu
consumo, a pesquisa na area dos biossurfactantes vem crescendo cada vez mais nos ultimos
anos. Assim, fica clara a necessidade de um aumento na producdo de surfactantes em escala
mundial.

O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes baseia-se em suas propriedades

funcionais, que incluem emulsificacdo, de-mulsificacdo, separacéo, solubilizacéo e reducédo da
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tensdo superficial. Essas propriedades sdo aplicadas na agricultura, na construgéo civil, em

indUstrias de alimentos, papel, metal, téxteis e farmacéuticas, apresentando seu maior

potencial de aplicacdo na industria petrolifera, principalmente na limpeza de tanques, na

recuperacdo melhorada de petréleo e em casos de biorremediacdo, como em derramamentos
de 6leos em ecossistemas aquaticos (MULLIGAN et al., 2001; COLLA e COSTA, 2003).

A Tabela 2 mostra um resumo das funcbes e aplicacbes industriais dos

biossurfactantes.

Tabela 2 — Principais aplicacfes comerciais dos biossurfactantes.

Funcéao

Campos de Aplicacao

Emulsionantes e dispersantes
Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
SeqUiestrantes de metais
Formadores de vesiculas
Fator de crescimento
microbiano
Demulsificantes
Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperacio

Biorremediacdo, 6leos, cosméticos, tintas, alimentos
Produtos farmacéuticos e de higiene

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de
minérios

Tintas e alimentos

Mineracao

Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas

Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperacdo de petrdleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos
Misturas carvdo-agua, calcareo-agua

Controle bioldgico de fitopatogenos

Recuperacdo terciaria de petroleo (MEOR)

Fonte: Banat et al., 2000.

Grande parte da producdo de biossurfactante (400-500 toneladas/ano) é usada nas
aplicacdes relacionadas ao petréleo (BOGNOLO, 1999; PIROLLO, 2006). As aplicacdes se

distribuem entre os mais diversos setores industriais.
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e Biorremediagéo

A biorremediagdo é um processo no qual organismos vivos, normalmente
microrganismos, sdo utilizados tecnologicamente para remover ou reduzir (remediar)
poluentes a niveis de concentracdo aceitaveis no ambiente. Para o caso da biorremediagéo de
substratos altamente hidrofobicos (imisciveis em &gua) passa a ser limitada devido a
dificuldade da sua utilizacdo pelos microrganismos. Alguns microrganismos, porém, sdo
capazes de produzir biossurfactantes, os quais apresentam propriedades emulsificantes,
dispersantes e solubilizantes, podendo ocasionar a utilizagdo de substratos hidrofobicos e, por
conseqliéncia, a detoxificacdo (BANAT et al., 2000).

Os acidentes com derramamento de 0leo se tornaram numerosos e tém causado
muitos problemas ecolégicos e sociais. Estima-se que a cada ano toneladas de petréleo bruto
sdo derramadas em acidentes durante o transporte, rebentamentos de pocos de petréleo,
descargas ilegais de efluentes industriais e limpeza de tanques de navios no mar. O petr6leo
derramado flutua e alastra-se progressivamente, formando extensas manchas negras,
denominadas marés negras, de efeitos altamente destruidores. Além dos seus efeitos
imediatos, bem evidentes, ha também os efeitos a longo prazo, com repercussdes ndo menos
graves (COLLA e COSTA, 2003).

Os varios componentes do petroleo sdo alcanos, cicloalcanos, aromaticos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, asfaltenos e resinas, sendo os alcanos de baixa massa
molar os mais facilmente degradados pelos microrganismos (MULLIGAN, 2005). O petréleo
contém compostos inibitérios do crescimento, mutagénicos e carcinogénicos que causam
sérios problemas ao ambiente aquético e terrestre (PIROLLO, 2006).

Como os biossurfactantes aumentam a interacao superficial A/O, eles aceleram a
degradacdo de varios 6leos por microrganismos e promovem a biorremediacdo de aguas e
solos (BANAT, 1995). A capacidade dos biossurfactantes em emulsificar e dispersar
hidrocarbonetos em agua aumentam a degradacdo destes compostos no ambiente. Uma vez
gue microrganismos degradadores estdo presentes em oceanos, a biodegradacao constitui um
dos métodos mais eficientes de remocdo de poluentes; entretanto, os estudos ainda ocorrem a
nivel laboratorial e a biorremediagdo de oceanos utilizando biossurfactantes permanece ainda
como um desafio (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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e Limpeza de reservatorios de 6leos

FracOGes pesadas de dleos sdo mais viscosas e formam sedimentos sélidos no
fundo dos tanques, sendo dificil a aspiracdo por meio de bombas. A lavagem requer o uso de
solventes e a limpeza manual, que pode se tornar perigosa, demorada e de custo elevado.
Outro problema é a preocupagdo com o destino das aguas de lavagem e a perda econémica
associada. Um processo alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a
diminuicdo na viscosidade e a formacdo de emulsfes concentradas de Oleo em &gua,
facilitando o bombeamento da emulséo formada e a recuperacdo do 6leo cru ap6s quebra da
emulsdo. O bioemulsificante mais utilizado para este fim é o derivado de Acinetobacter
calcoaceticus, denominado “emulsan”, cuja estrutura contém um acido graxo e uma cadeia
protéica ligada a um polissacarideo (BOGNOLO, 1999; MULLIGAN et al., 2001).

A remocdo de metais, que geralmente inclui a acdo de &cidos, alcalis,
complexantes, solventes sollveis em agua, pode ser realizada pela a¢do de biossurfactantes. A
surfactina, os raminolipidios e os soforolipidios sdo capazes de remover cobre e zinco de
solos contaminados com hidrocarbonetos, devido ao carater anionico desses surfactantes. A
surfactina apresentou uma remocgdo de cobre de 70% e de hidrocarbonetos de 50%,
comparados com valores de 20 e 30% de remocdo de cobre e hidrocarbonetos por um
surfactante quimico (MULLIGAN et al., 1999; COLLA e COSTA, 2003).

e [ndustria de alimentos

A propriedade de formacdo e estabilizacdo de emulsdes é a principal caracteristica
a ser influenciada pela adicdo de biossurfactantes em alimentos (NITSCHKE e PASTORE,
2002). De forma geral, a funcdo dos emulsificantes em alimentos é promover a estabilidade
da emulsdo, controlando a aglomeracdo de globulos de gordura e estabilizando sistemas
aerados (BERNHEIMER, 1970).

A emulsificacdo tem um papel importante na formagéo da consisténcia e textura,
bem como na disperséo de fase e na solubilizagdo de aromas (BANAT et al., 2000). Os
biossurfactantes sdo utilizados como emulsionantes no processamento de matérias-primas.
Outras aplicacdes para os emulsificantes sdo descritas, entre elas: melhorar a textura e a vida

de prateleira de produtos contento amido, pela formagdo de complexos com os componentes
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destes; modificar as propriedades reoldgicas da farinha de trigo, pela interacdo com o gluten;
melhorar a consisténcia e textura de produtos a base de gorduras, pelo controle de
polimorfismo e da estrutura cristalina das gorduras (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Sabe-se que os biossurfactantes, em geral, possuem baixa toxicidade, podendo ser
aplicados em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (BARROS, et al., 2007).
Estudos de toxicidade in vivo em ratos demonstraram que a LCsy (letal concentration) da
surfactina é 200 mg/kg em aplicagdes intramusculares e maior que 4 g/kg em aplicagdes orais
(ARIMA et al., 1968). Devido a essa baixa toxicidade in vivo, talvez ndo seja necessario que a
surfactina seja completamente removida de produtos, porém a surfactina possui efeito
hemolitico e inibe a formacdo de coédgulo fibrinoso. Portanto, deve ser removida quando
utilizada durante o processo produtivo de certos produtos (BARROS et al., 2007).

e Qutras aplicagdes

Os biossurfactantes podem ser aplicados em areas como agricultura, para a
formulagdo de pesticidas e herbicidas; nas industrias farmacéuticas, como a inibi¢do da
formacdo de codgulos; formacdo de canais idnicos em membranas; atividade antibacteriana e
antifngica; atividade antiviral e antitumoral téxtil; em produtos de higiene e cosméticos,

devido a sua compatibilidade com a pele; nas industrias de papel, téxtil e ceramica.

2.1.5 - Biossurfactantes e Emulsificacdo

Os emulsificantes em geral apresentam um segmento de sua molécula com
propriedades anfipaticas, servindo por isso, para compatibilizar a mistura de dgua com 6leos,
fazendo pontes entre esses componentes, formando emulsdes; esses compostos também sdo
conhecidos como “surfactantes” (do inglés surfactant), “tenso-ativos”, ‘“hipotensores” ou
“emulsificantes”. Tais sistemas possuem uma estabilidade minima, a qual pode ser aumentada
por aditivos surfactantes, solidos finamente divididos, etc., que atuam reduzindo a tensdo
interfacial, diminuindo a energia na superficie entre as duas fases e prevenindo a coalescéncia

das particulas através da formacdo de barreiras estéricas e elestrostaticas. (SANTQOS, 2008).
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A formacdo de um filme molecular orientado de acordo com sua polaridade ira
reduzir a tensdo superficial e interfacial entre os liquidos imisciveis, devido a presenca de
grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, sendo responsével pelas propriedades
unicas dos surfactantes.

A construcdo de diagramas de fase pode ser uma ferramenta fundamental para
caracterizar em que condicdes experimentais as microemulsdes existem e em que proporcoes
dos componentes outras estruturas podem estar presentes (FORMARIZ, 2004). A partir
desses dados, pode-se selecionar a regido do diagrama de fases que, mais convenientemente,
represente a condicao de aplicacao.

As emulsdes quando formadas, apresentam-se como uma Unica fase, entretanto
sdo termodinamicamente instaveis e por este motivo tendem a se separar retornando a
condicdo inicial de duas fases. A estabilidade das emulsdes depende de varios fatores, sendo a
presenca de emulsificantes nas interfaces o principal fator de estabilizacdo das emulsdes,
reduzindo assim a probabilidade da coalescéncia entre as gotas (AUFLEM, 2002). Para a
formacdo de uma emulsdo trés requisitos sdo fundamentais: coexisténcia de dois liquidos
imisciveis, agitacdo suficiente para que um dos liquidos se apresente na forma dispersa de
gotas e um emulsificante para estabilizar as gotas dispersas (CUNHA, 2007).

Ainda segundo CUNHA (2007), a temperatura € um importante fator na
estabilizacdo das emulsfes, podendo afetar as propriedades fisicas do 6leo, da agua, e do
filme interfacial, podendo alterar também a solubilidade dos emulsificantes presentes nas
fases 6leo e agua.

Segundo NIEVES (1987), durante o processo de quebra da emulsdo os principais
fendmenos que regulam a separagédo sdo: floculacdo, sedimentacdo e coalescéncia. Os dois
primeiros fendmenos sdo caracterizados pelo empacotamento das gotas, sem perda da sua
identidade. No caso da coalescéncia o filme interfacial deve ser interrompido.

As emulsbes sdo empregadas em diversos segmentos industriais tais como na
producdo de farmacos, cosméticos, alimentos, tintas, etc. A estabilidade dessas
microemulsdes depende da escolha e da concentracdo do agente surfactante.

Entretanto, a possibilidade de formar microemulsdo depende do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinada ndo somente pela sua

estrutura quimica, mas também por outros fatores como temperatura, forca idnica e a presenca
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de co-tensoativo (FORMARIZ, 2004). Para a formacdo espontdnea dos sistemas

microemulsionados, a tensdo interfacial deve estar proxima de zero.

2.2 — Género Bacillus

A bactéria Bacillus subtilis € uma das mais citadas na literatura por produzir o
biossurfactante conhecido como surfactina que reduz consideravelmente a tensao superficial
da agua (20 °C) de 72 para 27 mN/m. Algumas espécies do género Bacillus sdo conhecidas
pela sua capacidade de produzir compostos com propriedades tensoativas, dentre estes,
destaca-se a surfactina produzida por Bacilllus subtilis, considerada como um dos mais
potentes biossurfactantes ja conhecidos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

E uma bactéria gram-positiva, produtora de esporo, que apresenta morfologia,
composicdo enzimética e quimica que lhes garante uma resisténcia a condi¢fes adversas. Os
biossurfactantes produzidos por Bacillus sp sdo estaveis em concentracdes de NaCl de 2 a 3%,
as quais sdo suficientes para inativar surfactantes convencionais (BARROS et al., 2007), em
faixa de temperatura de 10 a 50°C e pH entre 5,0 a 12,0 (ROCHA, 2007).

Sabe-se que os biossurfactantes, em geral, possuem baixa toxicidade, podendo ser
aplicados em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Bacillus amyloliquefaciens e
outros membros do grupo do Bacillus subtilis sdo considerados como seguros. Alguns
produtos celulares de linhagens de Bacillus possuem o status ‘GRAS’ (“Generally
Recognized as Safe”). Alguns casos podem ser citados, como a preparacdo enzimatica de
pectato-liase de Bacillus subtilis (GRAS n° 114), a-amilase derivada de Bacillus licheniformis
(GRAS n° 79) e pululanase de Bacillus licheniformis (GRAS n° 72). Apesar disso, B. subtilis
e B. licheniformis parecem estar implicados em alguns casos de envenenamentos fatais por
alimentos (BARROS et al., 2007).
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2.3 - Surfactina

Apesar da elucidacdo de diversas propriedades da surfactina na década de 60,
somente nos anos 80 chamou a atencdo de diversos pesquisadores como uma alternativa
atraente para substituir os surfactantes sintéticos, os quais podem ser mais danosos ao
ambiente (MAIER, 2003). Surfactantes produzidos por diferentes linhagens de Bacillus
subtilis, além de serem obtidos por processos menos agressivos sob o ponto de vista
ambiental, apresentaram efeitos significativos na biodegradacao de hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos (CUBITTO et al., 2004), remoc¢do de 6leo de areia contaminada (COSTA,
2005), formacdo de emulsdes estaveis em dleo (COSTA, 2005), bem como na biorremediacéao
de solos altamente contaminados por zinco e cadmio (MULLIGAN et al., 1999).

A surfactina, um lipopeptideo produzido por algumas linhagens de Bacillus
subtilis, também denominada de subtilisina ou serolisina, € um dos mais efetivos
biossurfactantes conhecidos (ARIMA et al., 1968; COOPER et al., 1981; DESAI & BANAT,
1997; MAKKAR & CAMEOTRA, 1997; REIS et al.,2004). A caracterizacdo da surfactina
demonstrou ser este composto um lipopeptideo ciclico, formado por uma cadeia de 7
aminoacidos, com suas extremidades covalentes ligadas aos grupamentos carboxila e

hidroxila de um acido graxo p — hidroxilado (Figura 3).

L-Asp D-Leu —L—Leu—Cl.‘J L].‘-Hg_
H H,)e——CH
Lval {f'_{c 2)o t|:
fi:Hz CH,
Dley —  [Heuw— EGlu—C=0

Figura 3 — Estrutura da molécula de surfactina produzida por Bacillus subtilis. Fonte: DESAI & BANAT, 1997.

Os surfactantes lipoprotéicos sdo talvez os mais conhecidos por suas atividades
antibioticas, sendo melhor caracterizados aqueles produzidos por Bacillus sp, incluindo
surfactina, iturina, fengicina, liquenisina (MAIER, 2003). Esse tipo de composto se

caracteriza pela existéncia de peptideos ligados a &cidos graxos, sendo que a por¢do protéica
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da molécula pode ser neutra ou anidnica e os aminoacidos estdo freqlientemente dispostos em
uma estrutura ciclica (MAIER, 2003).

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui varias aplicacoes
farmacéuticas como a inibicdo da formacdo de coagulos; formacdo de canais idnicos em
membranas; atividade antibacteriana e antifingica; atividade antiviral e antitumoral (ARIMA
etal., 1968).

2.4 — Fonte de carbono de origem renovavel

A utilizacdo industrial dos biossurfactantes tem sido dificultada devido aos altos
custos de producdo associados ao uso de substratos dispendiosos. Por outro lado, estes custos
podem ser significativamente reduzidos pelo uso de fontes alternativas de nutrientes, com
baixo custo, bem como através da obtencédo de altos rendimentos em produtos (GALLERT et
al., 2002). Os biossurfactantes também apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a
partir de substratos renovaveis. O uso de diferentes fontes de carbono altera a estrutura dos
biossurfactantes produzidos e, conseqiientemente, suas propriedades emulsificantes.

A economia é outro grande desafio nos processos biotecnolégicos, principalmente
para producdo de biossurfactante. O sucesso para producdo de biossurfactante depende do
desenvolvimento de processos mais baratos e a utilizacdo de matéria-pima de baixo custo, as
quais, ndo devem ultrapassar de 10 a 30% os custos do produto final (CAMEOTRA &
MAKKAR, 1998).

O crescimento da producdo mundial de biodiesel esta gerando um excedente de
glicerol, subproduto da fabricacdo do biocombustivel. Com o objetivo de reduzir os futuros
problemas ambientais por acumulacdo de glicerol e tornar a producdo de biodiesel mais
rentavel, vem sendo estudado a implementacdo de estratégias biotecnoldgicas que utilizam o
glicerol como unica fonte de carbono para obtencdo de produtos de maior valor agregado
como uma promissora alternativa e solugdo (RIVALDI et al., 2008). Os pregos estéo
diminuindo e vém sofrendo forte pressdo de queda em funcdo da elevacdo da oferta, porque
os mercados tradicionais do glicerol tém uma capacidade limitada de absorcdo de quantidades

maiores do produto, especialmente nos mercados europeu e americano. Uma possivel solucao
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seria 0 reaproveitamento de subprodutos industriais. Essa estratégia diminui os custos da
producdo do biossurfactante e, consequientemente, reduz a polui¢do causada por esses rejeitos
quando lancados no meio ambiente. Uma fonte de carbono de origem renovavel para
producdo de produtos de alto valor agregado, importante atualmente, é o glicerol.

O excesso de glicerol proveniente da producdo de biodiesel associado a baixa
demanda mundial (0,5 bilhdes ton/ano) e baixo custo, projetam um desequilibrio econémico
nas industrias 6leo quimicas e de refino de glicerol, ao tempo de pbér em risco a
sustentabilidade econémica de usinas de biodiesel no mundo. No Brasil, a maioria das plantas
industriais de biodiesel ndo valoriza efetivamente o glicerol. A projecédo do volume de glicerol
no pais para o ano 2013 é de 488 milhGes e as perspectivas, nesse sentido, ndo sdo auspiciosas
e poucas apresentam planos futuros para sua conversdo em produtos de maior valor agregado
(RIVALDI et al., 2008).

O glicerol ¢, atualmente, obtido em grande quantidade através da reacdo de
transesterificacdo de Oleos vegetais para producdo de biodiesel. A transesterificacdo consiste
na conversdo de 6leos vegetais (triglicerideo) e um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol)
na presenca de um catalisador (normalmente KOH ou NaOH), em biodiesel (mistura de
ésteres) e glicerol (glicerina), (Figura 4). Na producédo de biodiesel, proveniente da reacdo de
transesterificacdo de dleos vegetais, sdo gerados 10% em volume de glicerina bruta. Dentro
deste contexto, o glicerol constitui 0 maior subproduto gerado no processo de produgéo do

biodiesel.

HoC—OCOR, R4COOR, HaC—0OH
+
catalisador |
HC—0OCOR; + 3 Ry—0H ~ RCO0R,; + HC—0H
+
HaC—OC0OR, RyCOOR, H.C—0H
Triacilgliceridea Mistura de Glicarol
fsteres

Figura 4 — Equagdo geral da transesterificagdo de um triacilglicerideo. Fonte: GERIS et al., 2007.

A glicerina apresenta valor comercial, tendo ampla utilizagcdo na utilizacdo em
cosméticos (40%), utilizacdo alimenticia (24%), sintese de resinas e ésteres (18%), aplicacOes

farmacéuticas (7%) e outros (11%). Contudo, a glicerina obtida do processo de formacéo do
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biodiesel é mais escura e possui impurezas, sendo o processo de purificacdo desta glicerina
custoso. E amarelada e possui 9% de residuos. Por causa da cor é chamada de glicerina loira e
ndo tem um mercado definido, por isso é passivel de um descarte inadequado (BRIEU, 2009).

A glicerina bruta difere da glicerina purificada que € utilizada na industria, pois
existem impurezas e coloracdes diferentes, o que dificulta seu uso em processos.

Os substratos hidrofilicos, como por exemplo o glicerol, glicose ou outros, s&o
utilizados primeiramente pelo microorganismo para o metabolismo celular e para a sintese da
porcdo polar da molécula de biossurfactante, enquanto que os substratos hidrofébicos, como
por exemplo os hidrocarbonetos, sdo utilizados exclusivamente para a producdo da porcéao
hidrocarbonica do biossurfactante (FONTES et al., 2008).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Microrganismos

Neste trabalho foram estudadas diferentes cepas de Bacillus, a saber: B. subtilis
ATCC 6633, obtido da Fundacdo André Tosello (Campinas, Brasil), com codigo de acesso
0089 e sete cepas de Bacillus sp. ndo patogénicas, nomeadas por LAMI002, LAMIOO03,
LAMIO005, LAMI007, LAMIO08, LAMI009 e LAMIO11, pertencentes a colecdo de bactérias
do Laboratério de Microbiologia e Imunologia (LAMI) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara (Tabela 3), gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Vania Maria
Maciel Melo. Estas sete cepas foram isoladas do tanque de cloracdo da Estacdo de Tratamento
de Esgoto do Campus do Pici da Universidade Federal do Cear4 - Brasil (ETE-PICI),
identificadas pela sequéncia de rRNA 16S e depositadas no banco Genbank com os seguintes
ndmeros de acesso: FJ413043, FJ413044, FJ413046, FJ413048, EU082292, FJ413049 e
FJ413051, respectivamente.

Tabela 3 — Descricao das cepas e nimero de acesso no GenBank com as respectivas porcentagens de identidades
(méxima similaridade) entre elas.

Cepas Espécie Identidade Nome NCBI Deposito
(%) (GenBanK)
Bc001 | Bacillus subtilis 99 Bacillus sp. LAMI002 FJ413043
Bc002 | Bacillus subtilis 99 Bacillus sp. LAMI003 FJ413044
Bc004 | Bacillus subtilis 100 Bacillus sp. LAMI005 FJ413046
Bc006 Bacillus 99 Bacillus sp. LAMI007 FJ413048
megaterium
Bc007 | Bacillus subtilis 99 Bacillus sp. LAMIO08 | EU082292
Bc008 | Bacillus subtilis 100 Bacillus sp. LAMIO09 FJ413049
Bc010 Bacillus 99 Bacillus sp. LAMIO11 FJ413051
licheniformes
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3.2 - Matéria — prima

A glicerina utilizada neste trabalho é um co-produto da producéo do biodiesel,
resultante da transesterificacdo do Oleo de soja por metanol em meio alcalino (NaOH),
posteriormente submetida ao um pré-tratamento por hidrolise &cida, a temperatura ambiente,
com H,SO, concentrado e transferida para um funil de separagdo onde permaneceu em
repouso durante 24 horas para separacdo das fases glicerinosa e acido graxo (SOUSA, 2008).
Foi gentilmente fornecida pela Empresa Brasileira de Bioenergia Ind. Com. Ltda (EBB-
NUTEC-CE, Ceara, Brasil).

3.2.1 - Caracterizacao da Matéria-prima

A amostra de glicerina tratada por hidrolise acida foi caracterizada pela Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard, quanto a presenca dos seguintes micro elementos:
Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, P e S. Os micro elementos Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn
foram analisados através de absorcdo atdbmica em um equipamento Perkin Elmer Analist 300,
enquanto P e S foram analisados por espectrofotometria de UV-visivel em espectrofotdmetro
600 plus.

3.3 - Meios e Condicdes de Cultivo

3.3.1 - Meio de Manutencéo

Para manutencdo das bactérias Bacillus sp., utilizou-se o0 meio APGE (contendo:
peptona 5,0 g.L ™, glicose 5,0 g.L™?, extrato de levedura 2,5 g.L™* e Agar 15,0 g.L™). Todas as
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culturas foram mantidas em meio de camada alta, sob refrigeracdo a 4°C e repicadas a cada
60 dias.

Figura 5 - Coldnias da bactéria Bacillus subtilis em meio mineral suplementado com glicerol e em meio APGE,
respectivamente.

3.3.2 - Meio de Propagacéo do Indculo

3.3.2.1 - Meio utilizado para a Producéo do Inéculo na Fermentagdo em Shaker

Os microrganismos foram inoculados em placas de meio APGE e incubados a 30°
C por 24 h. Depois deste periodo, trés algcadas de microrganismos foram transferidas para
frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de propagacédo do in6culo (PGE),
composto de peptona 5,0 g.L ™, glicose 5,0 g.L™ e extrato de levedura 2,5 g.L™, esterilizados
por 15 min a 121° C em autoclave. Os frascos foram incubados em shaker rotatério (Tecnal —
TE240, Séo Paulo, Brasil) a 180 rpm e a 30° C por 24 h. A densidade ética do inoculo foi
medida em espectrofotdmetro (Spectronic ® 20 Genesys) a 600 nm, utilizando como branco o
meio estéril. Visando a padronizacdo do numero de células iniciais em cada experimento,
ajustou-se a densidade Otica entre uma faixa de 0,1 — 0,2 atraves de diluicdes com o proprio

meio de in6culo estéril.
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3.3.2.2 - Meio utilizado para Produc¢éo do In6culo na Fermentacdo em Biorreator

Os microrganismos foram repicados em placas contendo meios minerais de

composicdes distintas (Tabela 4 e 5), adicionado de 20 g.L™ de glicerol como principal fonte

de carbono e 15,0 g.L™ de 4gar, incubados a 30° C por 48 h. Apés este periodo, trés alcadas

de microrganismos, foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 300

mL de meio mineral de propagacdo do inoculo (Tabela 4) ou (Tabela 5). Os frascos foram

incubados em shaker rotatorio (Tecnal — TE240, Sdo Paulo, Brasil) a 180 rpm e a 30° C por

24 - 48 h.

Tabela 4 - Composi¢do do meio mineral (MML1).

Componente Concentracao (g.L™)
K, HPO, 13,99
KH,PO, 6,0
MgSQO,. 7H,0 0,2
(NH,4)2.SO4 4,0
EXTRATO DE LEVEDURA 0,4

Fonte: Sar and Rosemberg (1983)

Tabela 5 - Composi¢do do meio mineral (MM2).

Componente Concentragéo (g.L™)
(NH.),. SO4 1,0
Na;HPO,. 7TH,0 7,2
KH,PO4 3,0
NaCl 2,7
MgSO,. 7H,0 0,6

Fonte: Moréan et al., 2000.

3.3.3 - Meio de Cultivo de Produgéo do Biossurfactante
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3.3.3.1 - Meio de Cultivo utilizado na Producédo de Biossurfactante em Shaker

Primeiramente, o meio mineral foi definido de acordo com SAR e ROSEMBERG
(1983) (Tabela 4). O meio mineral foi esterilizado em autoclave a 110° C por 10 minutos. Foi
acrescentado 0,1% (v/v) de solucdo de micro nutrientes (Tabela 6), previamente esterilizada
por filtracdo (0.45 um, Millipore, USA), segundo MORAN et al. (2000). Finalmente, 2%
(v/v) de glicerina, previamente esterilizada em autoclave a 121° C por 15 minutos, foi

acrescentada ao meio mineral.

3.3.3.2 - Meio de Cultivo utilizado na Producédo de Biossurfactante em Biorreator

Foram avaliados dois meios de cultivo (Tabela 4 e Tabela 5), adicionado de 2%
(v/v) de glicerina, esterilizados em autoclave a 110° C por 10 minutos, acrescentando-se 0,1%
(v/v) de solucdo de micro nutrientes (Tabela 6). A solucdo de micro nutrientes foi
previamente esterilizada por filtragdo (0.45 pum, Millipore, USA), segundo MORAN et al.
(2000).

Tabela 6 - Composicdo da solu¢do de micro nutrientes.

Componente Concentragéo (g.L™)
ZnS04.7H,0 10,95
FeSO,.7H,0 5,00
MnS0O,4.H,0 1,54
CuS04.5H,0 0,39
Co(NOs),.6H,0 0,25
NaB,O7.10H,0 0,17
EDTA 2,50

Fonte: Moran et al., 2000.
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3.3.4 - Procedimento Experimental

3.3.4.1 - CondicBes de Cultivo em Shaker

Nos ensaios conduzidos em mesa agitadora (shaker), inicialmente foi avaliada a
cepa Bacillus subtilis ATCC 6633, como possivel produtora de biossurfactante.

Os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL com 50
mL de meio de cultivo em shaker rotatorio (Tecnal — TE240, Séo Paulo, Brasil) a 180 rpm,
30° C. Os cultivos tiveram duracdo de 72 horas em condi¢des isotérmicas e 0s experimentos
foram conduzidos em triplicata. Adicionou-se 1 % (v/v) de indculo em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio mineral de cultivo (Tabela 4), adicionando 0,1% (v/v) de
solugdo de micro nutrientes (Tabela 6), e como fonte de carbono, 2 % (v/v) de glicerol,
proveniente da transesterificacdo do 6leo de soja. As amostras foram coletadas em intervalos
de tempo pré-definidos. Foi determinada a concentracdo celular e o sobrenadante livre de
células, foi submetido as analises de pH, indice de emulsificacdo (Ez;), atividade
emulsificante, tensdo superficial, concentracdo micelar critica (CMC) do ponto de maior
concentracdo de biossurfactante, analise de substrato e surfactina.

3.3.4.2 - Screening para avaliar a Producdo de Surfactina com diferentes Cepas de Bacillus sp.
Isoladas

Realizou-se um screening com sete cepas de Bacillus sp. ndo patogénicas,
isoladas da Estacdo de Tratamento de Efluentes da Universidade Federal do Ceara, com
objetivo de selecionar dentre as sete culturas microbianas isoladas as que apresentavam a
maior capacidade de reduzir a tensdo superficial do meio e formar emulsdo, que é um
indicativo da capacidade de produgéo de biossurfactantes.

Inicialmente, as linhagens foram inoculadas em placas de Petri contendo meio

APGE (peptona 5,0 g.L?, glicose 5,0 g.L™, extrato de levedura 2,5 g.L™ e agar 15,0 g.L ™) e
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incubadas a 30°C durante 24 horas para crescimento celular. Posteriormente, trés alcadas de
microrganismos foram repicadas e inoculadas em frascos de Erlenmeyers de 250 mL com 50
mL de meio PGE (peptona 5,0 g.L™, glicose 5,0 g.L ™, extrato de levedura 2,5 g.L™), para
crescimento do inoculo. Os frascos foram incubados em shaker rotatorio (Tecnal — TE240,
Sdo Paulo, Brasil) a 180 rpm, a 30°C por 24 horas. Ap06s 24 horas, em sua fase exponencial,
uma aliquota do inéculo (1% v/v) foi inoculada em frascos de Erlenmeyers de 250 mL, com
50 mL de meio mineral (Tabela 4) para propagacao da fermentacéo, acrescido de glicerol (2%
v/v), como principal fonte de carbono e 0,1 % (v/v) de solugdo de micro nutrientes (Tabela 6).
Os frascos acima mencionados foram incubados em Shaker rotatério (Tecnal — TE240, Séo
Paulo, Brasil) a 30°C por 180 rpm durante 48 horas de cultivo. Todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por
20 minutos a 4 °C e o0 meio fermentado livre de células foi submetido a analises da producao
de biossurfactantes. Dois métodos indiretos foram utilizados para monitorar a producdo de
biossurfactante no screening, a determinacdo da tenséo superficial apos 48 horas de cultivo e
a determinacdo do indice de emulsificacdo em trés fontes hidrofobicas (querosene, n-
hexadecano e 6leo de soja), segundo COOPER e GOLDENBERG (1987) e RAMNANI et al
(2005). Os resultados obtidos de tensdo superficial foram analisados a partir da média e do

erro de desvio padrdo para cada cepa nos trés ensaios conduzidos.

3.3.4.3 - Configuragéo do Biorreator

O biorreator utilizado é uma versdo modificada de um fermentador convencional
de 4 L Marconi (Marconi, Sdo Paulo, Brasil), usando trés impelidores para a agitacdo. Um
coletor de espuma com um volume de 2 L foi conectado ao gas efluente do fermentador. O
reciclo celular foi designado para devolver uma parte do liquido da cultura de volta para o
fermentador. A espuma que transborda do coletor é transferida a um frasco com solugéo
acida, onde a surfactina é concentrada e precipitada em pH 2,0 para o isolamento preliminar
do surfactante produzido (YEH et al., 2006). O biorreator foi equipado com um sistema de
aquisicdo de dados, empregando sinais da placa de aquisicdo da National Instruments

(National Instruments, EUA) e as gravagdes foram realizadas utilizando uma medida de auto-
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desenvolvimento e analise do software baseado em programacdo grafica LABVIEW

(National Instruments), Figura 6.
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Figura 6 - Representacdo esquematica do mddulo biorreator modificado para a produgdo de surfactante por
Bacillus subtilis. Fonte: GIRO et al., 2009.

3.3.4.4 - CondicGes de Cultivo em Biorreator

De acordo com os resultados obtidos em mesa agitadora (shaker), a cepa de B.
subtilis LAMIO05 por ter apresentado resultados satisfatorios com relagdo a maior producéo
de surfactina, foi escolhida para os ensaios subsequentes em biorreator de bancada.

Com o objetivo de estudar a cinética de producgdo de biossurfactante, realizaram-
se ensaios em biorreator de 4 L com diferentes condigdes de cultivo. Inicialmente, foi testada
em biorreator de bancada a mesma condi¢do utilizada na fermentacdo realizada em mesa
agitadora (shaker), utilizando meio para in6culo (PGE), que foi adicionado (1 % v/v) ao meio
mineral de cultivo MM1 (Tabela 4), acrescido de 2 % (v/v) de fonte de carbono (glicerina) e
0,1 % (v/v) de solucdo de micro nutrientes. Outro meio mineral (Tabela 5), que apresentou
resultados satisfatorios em estudos realizados em frascos agitados, também foi testado na

fermentacdo em biorreator. Foi analisada a adi¢do de extrato de levedura a0 meio mineral de
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propagacdo do inoculo na producdo do biossurfactante, foi utilizado meio para inoculo o
MM2 (Tabela 5), suplementado de extrato de levedura (2,5 g.L ™) e 2 % (v/v) de fonte de
carbono (glicerina). Foi adicionado 10 % (v/v) deste in6culo, na sua fase exponencial, em
biorreator de bancada, que continha 3 L do MM2 (Tabela 5), com 2 % (v/v) de glicerina e 0,1
% (v/v) de solucdo de micro nutrientes. Também, foi realizado um ensaio com o meio para
indculo igual ao meio de cultivo, onde 10 % (v/v) do in6culo foi adicionado a 3L de meio de
cultivo em fermentador de bancada, com adicéo de 2 % (v/v) de fonte de carbono (glicerina) e
0,1 % (v/v) de solucdo de micro nutrientes. Todas as fermentacdes foram conduzidas a 30°C,
200 rpm e com aeragdo de 1L.min™, com meio mineral autoclavado a 110° C por 10 minutos
juntamente com a glicerina. A solugdo de micro nutrientes, previamente esterilizada por
filtracdo, foi adicionada ao meio mineral em condicBes assépticas em camara de fluxo
laminar. Amostras foram coletadas em intervalos de tempos determinados, para a
determinacéo de biomassa, e posteriormente, foram centrifugadas a 10 000 g por 15 minutos
para retirada das células. O sobrenadante livre de células, foi submetido as anélises de pH,
indice de emulsificagdo (Ey4), atividade emulsificante, tenséo superficial, analise de substrato

e surfactina.

3.3.5 - Métodos Analiticos

3.3.5.1 - Concentracao de Biomassa

A concentracdo celular foi determinada medindo a densidade Optica das amostras,
método indireto de turbidimetria, utilizando um espectrofotbmetro de luz UV visivel
(Spectronic ® 20 Genesys) a 600 nm. Esse método baseia-se na medida de turvacdo do meio
em funcdo da quantidade de células em suspensdo. Apresentando a vantagem de ser de rapida
execucdo envolvendo equipamentos relativamente simples. A concentragdo de biomassa foi
determinada por peso seco obtido por filtragdo utilizando membrana Millipore de 0,45 pm de
poro, previamente pesada. Neste procedimento, filtrou-se sob vacuo uma amostra de 5 mL do

meio fermentado, depois lavou-se com trés volumes de agua destilada para remover

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



o1

Capitulo 3 — Materiais e Métodos SOUSA, M.

componentes do meio e colocou-se a amostra em estufa a 50°C até que se obtivesse peso
constante. A concentragdo celular foi determinada utilizando uma curva de calibragéo
(ANEXO A) que relaciona valores da densidade Optica e massa seca (ROCHA, 2007).

3.3.5.2 - pH do Meio de Cultivo

O pH do meio de cultivo livre de células foi determinado utilizando-se um
potencidbmetro da marca Tecnal, modelo Tec-3MP, na temperatura ambiente em torno de
27°C (ROCHA, 2007). No biorreator foi utilizado um potenciémetro de marca Hach, modelo
ProP 3.

3.3.5.3 - Determinag&o do Indice de Emulsificagdo

O (E24) foi determinado de acordo com COOPER e GOLDENBERG (1987), com
modificagfes. Em um tubo de ensaio, com fundo chato, sdo colocados 2 mL do meio de
cultura fermentado (livre de células), adicionando 2 mL de uma fonte hidrofébica (querosene,
n-hexadecano e 6leo de soja). Essa mistura foi agitada em Vértex por 2 minutos e deixada em
repouso por 24 horas. Apds 24 horas, foi medida a altura da emulsdo formada em razéo da
medida da altura total (Equacdol). O teste do indice de emulsificagdo também foi utilizado
para analisar a estabilidade emulsificante do biossurfactante produzido como resultado

positivo (sim) ou negativo (ndo) para a formacdo de emulsédo.

E2i(%) = & *100 o)

S

onde, H g é a altura da emulséo formada e H s é altura total da solucéo.

3.3.5.4 - Determinacao da Atividade Emulsificante
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Atividade Emulsificante foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por CIRIGLIANO e CARMAN (1985), com pequenas modifica¢fes (GIRO et al., 2009). As
amostras foram filtradas através de uma membrana Millipore 0,45 um e o filtrado (1 mL) foi
colocado em tubos de ensaio (15 por 125 mm) e diluido com 1 mL de tampéo acetato de sodio
0,1 M (pH 3,6). Em seguida, 0,5 mL de uma fonte hidrofobica (querosene, n-hexadecano e
6leo de soja) foi adicionada ao tubo de ensaio. Agitou-se em Vortex durante 2 minutos, a
emuls&o resultante permaneceu em repouso por 10 minutos, em seguida, a absorbancia da fase
aquosa foi medida em espectrofotdmetro (Spectronic ® 20 Genesys) a 540 nm. Foi utilizado
como o branco (ponto zero), 1 mL da amostra filtrada e 1 mL do tampdo acetato de sédio 0,1
M. Uma unidade de atividade emulsificante foi definida como a quantidade de biossurfactante
que mudou a absorbancia da emulsdo formada a 540nm (Asso) por 1,0 nas condic¢des descritas

acima.

3.3.5.5 - Determinagéo da Tenséo Superficial

A tensdo superficial, uma medida indireta da producdo de biossurfactante, foi
determinada utilizando 30 mL de amostra do fermentado livre de células, mantido a 30° C,
analisada em tensiébmetro Kruss, modelo k6, utilizando o método do anel (ZAJIC &
SEFFENS, 1984). O equipamento foi previamente calibrado com agua destilada na mesma

temperatura.

3.3.5.6 - Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica (CMC)

A determinacdo da CMC foi realizada através de medidas de tenséo superficial do
sobrenadante (livre de células) diluindo-se sucessivamente (volumes iguais de agua) até se
atingir um valor constante da tensdo e o valor da tensdo superficial se aproximar ao valor da

4gua (72 mN/m), a uma temperatura de 30 ° C. O valor da CMC foi determinado em (g.L™)

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



53

Capitulo 3 — Materiais e Métodos SOUSA, M.

do biossurfactante isolado. A CMC é representada pelo ponto central da inflexdo da curva do
grafico tensdo superficial versus porcentagem de sobrenadante contendo o biossurfactante
(SANTA ANNA et al., 2002).

3.3.5.7 - Determinacdo da Concentragdo de Substrato

A concentracdo do substrato (glicerina) foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando cromatdgrafo (Waters, Milford, MA), acoplado
a um detector de indice de refracdo (Model 2414, Waters) equipado com uma coluna
Supelcogel C610H (30 cm x 7.8 mm). A fase movel utilizada consistiu de 0,1% H3PO4 em
agua Mili-Q previamente filtrada, com um volume de injecdo de 20 puL e uma vazdo de 0,5
mL/min a 30° C. As amostras foram quantificadas através de uma curva de calibracdo
(ANEXO C) com Glicerol P.A. 95 % da VETEC.

100,00

[k
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2,00 400 £,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Figura 7 - Cromatograma da analise de determinacéo do glicerol P. A. na concentragdo de 30 mg.L™. Realizado
por cromatografia, com a coluna Supelcogel C610H (30 cm x 7.8 mm) e a fase mével de 0,1% HiPO, em agua
Mili-Q previamente filtrada, com um volume de injegdo de 20 puL e uma vazao de 0,5 mL/min a 30° C.

Para as fermentacbes conduzidas em fermentador de bancada, foi utilizado o
método enzimatico colorimétrico para determinacdo dos triglicérides, através do kit
enzimatico da marca KATAL. O método consistiu em adicionar em um tubo de ensaio, 2 mL
do reagente de cor e 0,02 mL da amostra de caldo metabdlito livre de células, homogeneizar
bem e por em banho-maria (Tecnal, modelo TE - 0541/1) a 37° C por 10 minutos.
Posteriormente, a absorbancia da mistura foi determinada a 500 nm em espectrofotdmetro
(Spectronic ® 20 Genesys). A concentracdo do glicerol foi determinada utilizando uma curva

de calibracéo que relaciona valores da densidade Optica e concentragdo do glicerol.
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3.3.5.8 - Determinacdo da Concentracdo de Surfactina

A concentracdo de surfactina foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, acoplado com detector UV (Waters, modelo 2487) a 205 nm e equipado com a
coluna de fase reversa Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, Irlanda). Foi utilizada
como fase movel 20 % de acido trifluoracético (3,8 mM) e 80 % de acetonitrila na vazédo de 1
mL.min™ a temperatura ambiente, aproximadamente 27°C. O volume de injecdo das amostras
foi de 20 pL. As amostras foram quantificadas através de uma curva de calibracdo (ANEXO
B) com surfactina padréo 95 % da Sigma-Aldrich (YEH et al., 2005).

A Figura 8 mostra um cromatograma para obtencao de uma curva de calibracdo da
surfactina padrdo 95 % da Sigma-Aldrich analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com a finalidade de quantificar as amostras produzidas fermentadas. A
concentracdo final de surfactina foi obtida através da soma dos picos, segundo WEI & CHU

(1998), os picos foram seguidos de acordo com o cromatograma da Figura 8.
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Figura 8 - Cromatograma da analise da surfactina da Sigma-Aldrich, realizadas por cromatografia, para
obtencdo da curva padrdo. A concentracao final da surfactina equivale a soma dos picos.

3.3.5.9 - Concentracdo de Oxigénio Dissolvido

Durante os cultivos realizados em biorreator, a pressdo parcial de oxigénio
dissolvido foi monitorada por eletrodo polarografico esterilizavel em autoclave da METTLER
TOLEDO, modelo O, 4050.
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3.3.5.10 - Determinacédo da Concentragéo de Ferro

Foi analisada neste estudo a concentracgéo inicial e final de ferro durante o cultivo
de Bacillus subtilis LAMIOO5 em biorreator para producdo de biossurfactante. O ferro
influencia significativamente o crescimento microbiano e a producdo de biossurfactante (WEI
& CHU, 1998).

O Ferro foi determinado através do método colorimétrico, utilizando o Kit
enzimético da marca KATAL, que é composto por um frasco Tampao, um frasco contendo
solugdo aquosa de Ferrozine e um frasco Padrdo de solucéo aquosa de ions de ferro. O método
consistiu em adicionar em um tubo de ensaio (lavado com HCI 50 % e enxaguado com agua
destilada) 0, 250 mL da amostra de caldo metabdlito livre de células, 1 mL do Tampéo e uma
gota de Ferrozine. A mistura foi bem homogeneizada e colocada em banho-maria (Tecnal,
modelo TE - 0541/1) a 37° C por 10 minutos. Posteriormente, a absorbancia da mistura foi
determinada a 546 nm em espectrofotdbmetro (Spectronic ® 20 Genesys), utilizando cubetas
de vidro. A concentracdo do ferro foi determinada utilizando uma curva de calibracdo
(ANEXO D) na faixa de 7,2 x 10°a 1,1 x 102 g.L™ que relaciona valores da densidade 6ptica
e concentracao do ferro.

3.3.6 - Extracdo e Purificacdo do Biossurfactante

As culturas foram conduzidas ao processo de fermentacdo e posteriormente, o
caldo fermentado foi centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C. O meio fermentado livre
de células foi submetido a uma precipitacdo acida, ajustado o pH para 2,0 pela adi¢do de HCI
3M, de acordo com COSTA (2005). Isto se deve ao fato de que, em meio acido, a surfactina
precipita sem, contudo, ter sua estrutura alterada. Esta caracteristica constitui uma vantagem
adicional, pois, mesmo submetida a condi¢des mais extremas de pH, hd manutencdo da
estrutura quimica original. A solucdo resultante acima foi mantida em repouso durante 12

horas (over night) a 4° C, a fim de permitir a precipitacdo da surfactina, que foi recolhida por
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centrifugacdo a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C, com finalidade de se obter a surfactina bruta.
Para purificacdo, a surfactina bruta foi ressuspendida em 8 mL de agua destilada pH 8,0, e foi
extraida por trés vezes, utilizando o mesmo volume de diclorometano (1:1) (Vetec, Séo Paulo,
Brasil). Agitou-se por 5 minutos e deixou-se em repouso por 1 hora em funil de separacédo
para que ocorresse a separacdo das fases. Todas as fases do solvente foram coletadas em
beckers e evaporadas a temperatura ambiente, o produto obtido foi ressuspendido com 2 mL
de metanol P.A (Vetec, Sdo Paulo, Brasil) para analise posterior. Apos filtragdo em membrana
(0.45 um, Millipore, USA), a surfactina purificada foi finalmente obtida.

3.3.7 — Célculo dos Pardmetros de Fermentacdo da Producédo de Surfactina

Para a representacdo dos parametros da producéo de surfactina, foram utilizados
o0s resultados das fermentacdes conduzidas em shaker (Tecnal — TE240, S&o Paulo, Brasil),
em frascos de Erlenmeyers com capacidade de 250 mL contendo 50 mL de meio mineral, em
meio a base de glicerol (2% v/v), com os demais micronutrientes (0,1% v/v) utilizados no
meio de producdo da surfactina, acrescido de 1% (v/v) de in6culo, sob agitacdo de 180 rpm a
30°C, as amostras foram coletadas em diferentes tempos de fermentacdo com duracdo
méaxima de 72 horas, o cultivo foi conduzido em triplicata para aumentar a precisdao dos
resultados.

As taxas especificas de crescimento celular px (h?), de formacdo de
biossurfactante pp (h™), e de consumo de substrato ps (h™) foram expressos, respectivamente:

1 dx

A @
__1lds

A=t 3)
_1dp

A 4)

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



57

Capitulo 3 — Materiais e Métodos SOUSA, M.

Onde, X representa a biomassa, S representa o substrato e P representa o produto.

3.3.8 - Fator de Conversao

O valor médio do rendimento da producdo de biossurfactante em relacdo a

biomassa produzida (Yrx) foi calculado pela razo:

P—h, ()

Y., =
X=X,

Onde, P e Py representam a concentracdo final de biossurfactante e concentracao inicial de
biossurfactante, e X e X representam a concentracdo final de biomassa e concentracéo inicial

de biomassa.

3.3.9 - Determinacdo da Fase Exponencial de Crescimento

A existéncia de uma fase exponencial de crescimento celular é avaliada através de
uma representacdo grafica In X vs t. Deste modo encontrou-se a velocidade especifica de
crescimento celular maxima (Uxmax), que foi determinada pela regressédo linear dos dados de
In X vs. t durante a fase de crescimento exponencial (SCHMIDELL et al., 2001), ou seja,
igual ao maior coeficiente angular da equacéo da reta, In X = f(t), encontrado entre 0s pontos

experimentais, considerando para isto no minimo trés pontos experimentais e consecutivos.

3.3.10 - Determinacéo da Produtividade

y-Pr ©)
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Onde, Pf representa a concentragdo méxima de biossurfactante e t tempo de fermentacéo.

3.3.11- Caracterizacgdo Estrutural do biossurfactante Produzido

3.3.11.1 - Espectrometria na regido do Infravermelho (FT-IR)

A espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier —
FTIR (Fourier Transform Infrared) é uma ferramenta eficaz para a determinacdo de grupos
funcionais e nos estudos de conformacdo e estrutura de compostos. Esta técnica estuda a
interacdo da radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho com a matéria, analisando a
transicdo das vibragdes normais moleculares, permitindo a obtencdo do espectro vibracional
completo da molécula. A andlise dos grupamentos quimicos do surfactante foi realizada
através dos espectros FTIR. Os espectros foram obtidos no espectrdmetro da Shimadzu
modelo FTIR-8300, numa faixa de freqiiéncia de 400 a 4000 cm™, utilizando-se pastilha de
KBr.

3.3.12 - Comportamento de Fases de Sistemas Emulsionados

Para a construcao do diagrama de fases, variou-se a quantidade de 6leo e de surfactina
no sistema de fase (Temperatura-Composicdo). A solugdo de surfactina em agua pH 8,0 foi
misturada em tubos de ensaio com tampa rosqueavel a compostos hidrofobicos (6leo de
motor, 6leo de mamona e Oleo NH140), nas propor¢des de 10 a 50% de solucdo do
biossurfactante. Foram homogeneizados em agitador de tubos (Vortex) por 2 minutos. Os
tubos foram submetidos as temperaturas de 30 a 85 ° C, variando de 5 em 5 °C, foi necessario
um tempo de estabilizacdo de 10 minutos para cada mudanca da temperatura.em banho maria-
termostatizado (Tecnal, modelo TE-184). A cada 10 minutos foram verificadas as fases
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existentes (Emulsio/Agua/Oleo/Outra). O equilibrio de fases foi determinado pela observacéo

visual, utilizando uma lanterna de luz branca, para melhor verificar a mudancga de fase.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Caracterizacéo da Glicerina de Soja

A glicerina utilizada neste trabalho, um co-produto da producdo do biodiesel,
resultante da transesterificacdo do 6leo de soja por metanol em meio alcalino (NaOH), foi
gentilmente caracterizada pela Embrapa Agroindustria Tropical, para determinar os seguintes
micro elementos: Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, P e S (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizagdo dos micro elementos da glicerina resultante da transesterificacdo do 6leo de soja
(MENDES et al., 2010).

Elementos (mg/Kg)

Ca 4,2
Mg 1,2
K 2312,5
Na 4987,5
Cu ND
Fe 6,6
Mn ND
Zn ND

P 193,3

S 160

ND — néo detectado

A partir dos resultados (Tabela 7) pode-se concluir que a glicerina de soja
utilizada neste trabalho contém importantes nutrientes para ser utilizada como principal fonte
de carbono e nutrientes na avaliacdo do crescimento celular e producdo de surfactina por
bactéria do género Bacillus. Potassio, sdédio, fosforo e enxofre foram encontrados com

maiores teores na glicerina utilizada, enquanto que, cobre, manganés e zinco ficaram abaixo
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do limite de deteccdo do equipamento para a amostra de glicerina avaliada. Os teores de

calcio, magnesio e ferro foram detectados em menores proporgdes.

4.2 — Avaliacdo do Potencial de Producdo de Biossurfactante em Shaker a partir de

glicerina residual do biodiesel

Inicialmente, avaliou-se a producdo de biossurfactante utilizando como fonte de
carbono e energia a glicerina residual da producdo do biodiesel. Para tal fim, selecionou-se
uma cepa na literatura que ja havia sido descrita como produtora de biossurfactante, Bacillus
subtilis ATCC 6633, que foi selecionado devido a sua habilidade em sintetizar

biossurfactantes a partir de diferentes fontes de carbono (REIS et al., 2004).

4.2.1 - Avaliacdo do Crescimento Microbiano, Consumo de Substrato, Producéo de Surfactina
por Bacillus subtilis ATCC 6633

O efeito de um meio semi-definido, meio mineral utilizando glicerina como
principal fonte de carbono, sobre a producdo de surfactina por B. subtilis ATCC 6633 foi
analisado neste trabalho através da determinagdo do crescimento celular, consumo de glicerol
e concentracdo surfactina no sobrenadante do meio fermentado livre de células por 72 h. Os
resultados (Figura 9) indicam que a cepa foi capaz crescer e produzir surfactina a partir da
bioconversdo da glicerina. Apds 48 horas de cultivo, houve uma aumento da producdo de
surfactina, atingindo uma concentracéo de 158,14 mg.L™ em 72 h de fermentac&o. Ao mesmo
tempo, um aumento na concentragdo de células foi observada, atingindo 1,69 g.L™*, com uma

méaxima conversédo do glicerol.
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Figura 9 - Perfil de crescimento celular, producdo de biossurfactante e consumo do substrato para ensaios
realizados em shaker utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633 a 30°C e 180 rpm, em meio mineral suplementado
com glicerol. (e) Substrato; (m) Biomassa; (A) Surfactina. Barras de erros representam o desvio padrdo da
anélise.

4.2.2 - Avaliacdo do pH e da Atividade Superficial do Meio de Cultivo por Bacillus subtilis
ATCC 6633

A Figura 10 apresenta o comportamento do pH e da tensdo superficial durante o
ensaio fermentativo em funcdo do tempo. Pode-se observar que o valor do pH do meio
fermentado manteve-se acima de 6,8, ndo ocorrendo a acidificacdo do meio. Este resultado é
importante uma vez que muitos autores (BARROS et al., 2008a; REIS et al., 2004)
descrevem a precipitacdo da surfactina, biossurfactante produzido por cepas de Bacillus em
valores de pH menores do que 5,0.

Com relacdo aos resultados de tensdo superficial do caldo fermentado livre de
células, o menor valor de tensdo superficial (31,5 + 1,6 mN.m™) foi atingido apés 72 h de
fermentacdo, Figura 10. O microrganismo testado demonstrou sua capacidade de produzir
biossurfactante, uma vez que a eficacia de um surfactante é determinada pela sua capacidade
de reduzir as tensdes superficiais e interfaciais. Segundo a literatura (GUDINA et al., 2010),
um bom surfactante reduz a tensdo superficial da agua 72,0 para 35,0 mN.m™, e a tensdo

interfacial entre a 4gua e 0 hexadecano 40,0 para 1,0 mN.m™.
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Figura 10 - Comportamento do pH e reducdo da tensdo superficial em funcdo do tempo para a cepa de Bacillus
subtilis ATCC 6633, ensaio realizado em shaker a 180 rpm, 30°C por 72 horas. (¢#) Tenséo superficial; (m) pH.

4.2.3 - Avaliagéo das Propriedades Emulsionantes do Meio de Cultivo por Bacillus subtilis
ATCC 6633

As propriedades emulsificantes do meio de cultivo que contém o biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis ATCC 6633 cultivado em meio mineral suplementado com
glicerol, foram determinadas através da determinacdo da atividade emulsificante, que
determina a capacidade do biossurfactante em formar emulsdo agua e 6leo, e o indice de
emulsificagdo, que determina a capacidade do surfactante em formar emulsfes em diferentes
substratos hidrofobicos, utilizando 6leo de soja, querosene e n-hexadecano. Resultados da
capacidade emulsificante podem ser vistos na Figura 11. Pode-se observar que atividades de
emulsificacdo maiores e mais estiveis, estdo em torno de 2 unidades e foram detectadas
quando o Oleo de soja foi utilizado como composto hidrofébico. Observou-se que o
biossurfactante produzido exibiu uma menor atividade emulsificante quando se utilizou o n-

hexadecano como composto hidrofébico, com aproximadamente 1,4 unidades.
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Figura 11 - Atividade emulsificante do meio de cultivo por Bacillus subtilis ATCC 6633, ap6s 48 h de
fermentacdo a 30 ° C e 180 rpm, contra a N-hexadecano, éleo de soja e querosene.

N-hexadecano, 6leo de soja e querosene foram os hidrocarbonetos adicionados ao

sobrenadante contendo o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis ATCC 6633, no

intuito de avaliar o poder de emulsificacdo sobre estes compostos. O melhor resultado do E»4

foi obtido usando n-hexadecano (53,3%), seguido pelo 6leo de soja (43,3%), no tempo de 72

h de fermentacédo, onde se obteve a maior quantidade de biossurfactante produzido (Tabela 8).

Né&o foi observada uma emulsdo significativa com querosene como fonte hidrofébica (Figura

12).

Tabela 8 - indice de emulsificagdo E,4(%) em diferentes fontes hidrofébicas utilizando o microrganismo
Bacillus subtilis ATCC 6633, em meio mineral suplementado de glicerol realizado em shaker a 30°C e 180 rpm.

Hidrocarbonetos avaliados

Tempo de fermentagédo N- hexadecano | Oleo de soja Querosene
(h) (%) (%) (%)
48 46,6 46,6 33,3
72 53,3 43,3 33,3

Este ensaio ndo foi realizado em triplicata.
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Figura 12 - Capacidade de emulsificacdo do meio de cultivo por Bacillus subtilis ATCC 6633 em (A) N-
hexadecano, (B) 6leo de soja e (C) querosene.

4.2.4 - Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica do Meio de Cultivo por Bacillus
subtilis ATCC 6633

A fim de determinar a concentracdo micelar critica do surfactante produzido por
Bacillus subtilis ATCC 6633 cultivado em meio mineral contendo glicerina como fonte de
carbono, a relacdo entre a tensao superficial e a concentracdo de surfactina foi determinada e
os resultados sdo apresentados na Figura 13. Pode-se observar uma diminuicao progressiva da
tensdo superficial com o aumento da concentracdo de surfactina. A Figura 13 mostra 0s
resultados de tensdo superficial, associado a diferentes concentragfes de surfactina no meio
fermentado livre de células, durante 48 h de fermentacdo. Um semi-logaritmo da tens&o
superficial versus concentracdo de surfactina permitiu determinar o valor da CMC, como
sendo 33,6 mg.L™. Um valor minimo da tensdo superficial de 32,3 mN.m™ foi obtido com a
concentragéo de surfactina de 71,9 mg / L.

Segundo ROCHA (2007) o surfactante sintético SDS possui uma tensdo
superficial de 37,0 mN.m™ e uma CMC de 2120 mg.L™. REIS et al. (2004) obtiveram a CMC
de 78.6 mg.L™" e uma tenséo superficial de 28,7 mN.m™. Em comparaco, os resultados
obtidos com Bacillus subtilis ATCC 6633 estdo de acordo com aqueles obtidos a partir da
literatura, o que mostra o potencial do uso da glicerina como fonte de carbono para a
producéo de surfactina por linhagens de Bacillus subtilis.
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Figura 13 - Influéncia da concentragdo de surfactina na tensdo superficial do caldo fermentado livre de células.
(A) Tensao superficial pela concentracdo de surfactina produzida por Bacillus subtilis ATCC 6633, apds 48
horas de fermentacéo a 30 ° C e 180 rpm. (B) Tenséo superficial em funcdo do logaritmo da concentracdo de
surfactina produzida por Bacillus subtilis ATCC 6633.

4.3 - Screening de cepas de Bacillus sp. visando a Producdo de Surfactina a partir do

Glicerol

A partir do meio utilizado em shaker para producdo de biossurfactantes por B.
subtilis ATCC 6633 inicialmente selecionado, foi avaliado o potencial de producdo de
surfactina por cepas de Bacillus sp. ndo patogénicas isoladas da Estacdo de Tratamento de
Efluentes da Universidade Federal do Ceara, com o propdsito de selecionar a cepa com 0
maior potencial de producdo do biossurfactante.

A producdo de biossurfactante pelas sete cepas foi acompanhada por dois métodos
indiretos amplamente utilizados na literatura (COOPER e GOLDENBERG, 1987; MAKKAR
& CAMEOTRA, 1997; LIMA LOBATO et al., 2002; NITSCHKE et al., 2002; SANTA
ANNA et al., 2001, RAMNANI et al., 2005): diminuicdo da tensdo superficial do meio livre
de células, ap6s 48 horas de cultivo, e capacidade de emulsificar querosene, 6leo de soja e n-
hexadecano. Estes critérios foram utilizados para selecionar uma entre as sete cepas
estudadas, através da comparacdo dos valores de tensdo superficial e da capacidade
emulsificante do biossurfactante produzido pelas diferentes culturas. Os resultados podem ser

vistos nas Tabelas 9 e 10.
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A Tabela 9 apresenta valores de tensdo superficial do meio fermentado livre de
células ap6s 48 h fermentacdo do meio mineral contendo glicerina utilizando as diferentes
cepas de Bacillus sp.

De acordo com a Tabela 9, as cepas de Bacillus sp., cujo biossurfactante reduziu
a tensdo superficial do meio livre de células (48,0 + 0,0 mN.m™), ap6s 48 h de cultivo no
shaker, foram LAMI002, LAMIO05, LAMIO08 e LAMIO09. Por outro lado, o0s
biossurfactantes produzidos pelas cepas LAMI0O03, LAMIO07 e LAMI11 apresentaram o pior
resultado, ndo havendo consideravel reducdo da tensdo superficial do meio fermentado livre
de células. Portanto, dentre as sete estirpes bacterianas avaliadas, quatro foram capazes de
reduzir a tensdo superficial do meio. Conforme citado por COOPER (1984), um
microrganismo € considerado promissor se produz composto tensoativo capaz de reduzir a
tensdo superficial a valores inferiores a 40 dina.cm™. Contudo, um biossurfactante é
considerado eficiente quando este valor for igual ou inferior a 35 dina.cm™. Segundo
MULLIGAN (2005), para ser considerado um bom biossurfactante, a tensdo da agua deve ser
baixada de 72 mN.m™ para 35 mN.m™. De acordo com PINTO et al. (2009) o biossurfactante
produzido por bactérias isoladas de locais contaminados com petrdleo foi capaz de reduzir a

tensdo superficial para valores abaixo de 40 mN.m™.

Tabela 9 - Tensdo superficial em meio fermentado livre de células de diferentes linhagens de Bacillus sp. ndo
patogénicas, isoladas da ETE do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara, cultivado em meio mineral
suplementado com 2% (v / v) de glicerina como fonte de carbono ap6s 48 horas de cultivo.

Cepas de Tens&o Superficial apés 48 h (mN.m™)

Bacillus sp. ™Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3 | Média

LAMI002 30,0+0,0 | 30,1+0,0 | 29,9+0,0 | 30,0+0,0
LAMI003 38,0+0,0 | 42,0+0,0 | 43,9+0,0 | 41,3+2,9
LAMI005 29,0+0,0 | 30,0+0,0 | 28,9+0,0 | 29,3+0,6
LAMI007 44,0+0,0 | 46,8+0,0 | 46,7+0,0 | 45,8+1,6
LAMI008 30,0+0,0 | 30,0+0,0 | 29,7+0,1 | 29,9+0,1
LAMI009 28,3+0,0 | 28,4+0,1 | 30,9+0,0 | 29,2+1,5
LAMIO11 46,8+0,1 | 46,0+0,0 | 46,7+0,2 | 46,5+0,4
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Considerando os dados da literatura citados anteriormente, podem-se definir as
cepas LAMI002, LAMIOO5, LAMIOO8 e LAMIOO9 como potencialmente produtoras de
agente tensoativo.

O caldo fermentado destas sete culturas microbianas também foi testado quanto a
atividade emulsificante, como uma forma indireta de se atestar a producdo de um
biossurfactante. Sabe-se que uma das propriedades de interesse dos biossurfactantes é a sua
capacidade de emulsificar liquidos ndo misciveis formando emulsbes estaveis (PORTER,
1994; DESAI & BANAT, 1997).

Os testes para avaliar a capacidade de emulsificacdo, que representa a quantidade
de biossurfactantes necessaria para manter a emulsdo estavel durante 24 h para o meio
fermentado livre células, sdo também uma indicacdo da producdo de biossurfactantes,
realizado através do indice de emulsificacdo descrito por COOPER e GOLDENBERG (1987),
indicando resultado positivo para formacdo de emulsdo. Foram utilizados 6leo de soja,
querosene e n-hexadecano (Tabela 10). Bacillus subtilis LAMIOO5 e LAMIO09 foram
selecionados de acordo com a atividade emulsificante, em trés fontes hidrofobicas (6leo de
soja, querosene e n-hexadecano) indicando como resultado positivo, e a menor reducdo da

tensdo superficial.

Tabela 10 - Avaliacdo da atividade de emulsificacdo (IE;,%) em 6leo de soja, querosene e n-hexadecano dos
produtos de fermentacdo das cepas de Bacillus sp. isoladas da ETE do Campus do Pici da Universidade Federal
do Cear4, cultivado em meio mineral suplementado com 2% (v / v) de glicerina como fonte de carbono ap6s 48
horas de cultivo.

Cepas de indice de emulsificagio
Bacillus sp. Oleo de soja | Querosene | N-hexadecano
LAMI002 Sim Né&o Sim
LAMIO03 Sim Né&o Néo
LAMI005 Sim Sim Sim
LAMI007 Sim Né&o Né&o
LAMIO08 Sim Sim Néo
LAMIO09 Sim Sim Sim
LAMIO11 Sim Né&o Né&o
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Conforme observado nas Tabelas 9 e 10, as cepas de Bacillus subtilis que
apresentaram potencial produtor de biossurfactante no meio estudado foram: LAMIO05 e
LAMIO009, com maiores reducBes da tensdo superficial apos 48 horas de cultivo e melhor
capacidade emulsificante frente as trés fontes hidrofobicas testadas.

A Tabela 11 mostra os resultados de densidade ¢ptica a 600 nm e o valor final do
pH do meio de cultivo para as linhagens de Bacillus sp. avaliadas.

Observou-se que ndo houve grande varia¢do do pH final do meio fermentado ap6s
48 h de cultivo para todas as linhagens estudadas, permanecendo com um pH em torno de 7,0.
Pode-se observar também (Tabela 11), um maior crescimento da biomassa para a cepa de
Bacillus LAMIO11 com 1,29 £ 0,3 nm, porém esta cepa ndo apresentou boas caracteristicas
produtoras de surfactantes.

Bacillus subtilis LAMIOO05, apresentou uma menor densidade Optica com 0,70 +
0,0 nm, porém foi capaz de reduzir a tensdo superficial a niveis significativos e apresentou

boa capacidade emulsificante (Tabela 9, 10 e 11).

Tabela 11 - Densidade o6ptica e pH final do meio fermentado livre de células de diferentes linhagens de Bacillus
sp. ndo patogénicas, isoladas da ETE do Campus do Pici da Universidade Federal do Cear, cultivado em meio
mineral suplementado com 2% (v / v) de glicerina como fonte de carbono ap6s 48 horas de cultivo.

Cepas de Densidade éptica ]

] pH final
Bacillus sp (600 nm)
LAMI002 0,73+£0,0 6,91+0,0
LAMI003 0,73+£0,0 6,92+0,0
LAMI005 0,70+ 0,0 6,91+0,0
LAMIO007 1,10+ 0,0 6,75+0,2
LAMI008 0,71+£0,0 6,91+0,0
LAMI009 0,92+0,2 6,82+ 0,0
LAMIO11 1,29+0,3 6,77+ 0,0

Portanto, as linhagens LAMIO05 e LAMIO09 foram avaliadas posteriormente,

uma vez que apresentaram resultados positivos no tocante & produgdo de biossurfactantes,
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avaliada através da reducdo da tensdo superficial e / ou da capacidade de emulsionar as
diferentes fontes de hidrocarbonetos.

A Figura 14 apresenta a atividade emulsificante do biossurfactante produzido
pelas cepas de Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMIOQ9 frente a 6leo de soja, querosene e n-
hexadecano, respectivamente. Deve-se destacar o potencial destas cepas uma vez que 0
biossurfactante produzido promoveu a emulsificagcdo dos trés hidrocarbonetos testados, bem
como promoveu a reducdo da tensdo superficial do meio fermentado livre de células, 29,3+0,6
e 29,2+1,5 mN.m™, respectivamente. As cepas LAMIO02 e LAMIO08 promoveram reducao
da tensdo superficial do meio livre de célula, atingindo 30,0+0,0 e 29,9+0,1 mN.m™, porém o
biossurfactante produzido ndo foi capaz de emulsificar querosene e n-hexadecano,

respectivamente.

Il Oleo de soja
[ Querosene
[ N-hexadecano

LAMI005 LAMI009
Microrganismos

Figura 14 - Emulsificacdo (IE,;%) de dleo de soja, querosene e n-hexadecano em 48 h de fermentagdo pelas
cepas de Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMIOQ9, respectivamente. Barras de erros representam o desvio padréo.

4.4 - Producgao de Biossurfactante em Shaker por Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMI009

selecionadas a partir do Screening

4.4.1 - Avaliagéo do Crescimento Microbiano, Consumo de Substrato, Produgdo de Surfactina
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Foram realizados ensaios em triplicata para a producdo de biossurfactantes pelas
cepas de Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMIO09 em mesa agitadora, que foram selecionadas
através do screening. Além disso, amostras foram coletadas ao longo dos tempos de
fermentacao (Oh, 8h, 24h, 48h e 72h) para a determinacdo da concentracéo celular, a atividade
emulsificante de diferentes fontes hidrofébicas (CIRIGLIANO e CARMAN, 1985), a reducéo
da tensdo superficial, o indice de emulsificacdo (COOPER e GOLDENBERG , 1987), a
concentracdo de surfactina, a concentracdo do substrato e a concentragdo micelar critica.

As Figuras 15 A e B mostram os resultados de crescimento celular, consumo do
substrato e da producdo de surfactina em funcdo do tempo para os dois microrganismos
selecionados Bacillus subtilis (LAMI005 e LAMI009), respectivamente. Entre as duas cepas
selecionadas, 0 microrganismo que apresentou maior crescimento celular foi o Bacillus
subtilis LAMI0Q9, principalmente as 48 horas de cultivo. Também foi observado que apds 48
horas de fermentacdo, o crescimento celular diminuiu para ambos o0s microrganismos,
determinando uma fase estacionéria de crescimento.

A maioria dos biossurfactantes é geralmente produzida quando as culturas
atingem a fase estacionaria de crescimento. No entanto, algumas espécies podem ter pequena
producdo durante a fase exponencial de crescimento celular (RON et al., 2001). Exemplos
desses perfis sdo mostrados na Figura 15, onde o biossurfactante produzido pelo Bacillus
subtilis LAMIO05 foi sintetizado em maior quantidade durante a fase estacionaria de
crescimento celular. Na Figura 15 B para o B. subtilis LAMIOQ9, a sintese de biossurfactante
findou no inicio da fase estacionaria, apos 48 horas de fermentacdo a formacdo do produto
passa a ser quase constante, alcancando uma concentracdo maxima em 72 horas de cultivo
aliada a intensa reducdo do substrato que é consumido quase que completamente. Apds 20
horas de fermentacdo ocorreu uma queda brusca no consumo do substrato. Entre 16 e 36
horas de fermentacdo o microrganismo utilizou preferencialmente o substrato para
crescimento celular e formacdo do produto, que serd melhor discutida na se¢do 4.6.1 com 0s
graficos de py e Hp. Segundo FONTES et al. (2008), a produgéo de biossurfactante ocorre
principalmente quando a fonte de nitrogénio esta esgotada, durante a fase estacionaria do
crescimento da biomassa.

A producgdo de surfactina durante 48 h de fermentacdo por Bacillus subtilis
LAMI005 e LAMI009, apresentou valores de concentracdo de 258,11 mg. L™ e 231,96 mg. L~
! respectivamente. No entanto, a producdo de surfactina foi maior em 72 h de fermentacéo,
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com valores de concentracdo de 441,06 mg. L™ e 267,56 mg. L™, respectivamente. GIRO et al
(2009) alcancaram uma concentracdo de surfactina méaxima de 232 mg. L™ em 48 h, que se
manteve constante até 72 h, utilizando meio mineral suplementado com glicose e frutose.
DAVIS (1999) observou um aumento na concentracdo de surfactina durante a fase
estaciondria, que atingiu um méximo de 439 mg.L™?, utilizando a glicose como fonte de
carbono adicionada ao meio mineral testado, apds 48 h de fermentacdo. NEVES et al. (2007)
obtiveram uma producéo de biossurfactante por B. atrophaeus ATCC 9372 de 346,0 mg.L™
detectada no final da fase de crescimento exponencial, usando 2,5 g.L™ de glicose e 10 g.L™
de caseina em meio mineral de cultivo. Comparado a estes resultados de literatura, a
fermentacdo por Bacillus subtilis LAMIO05 para a produgéo de surfactina a partir de glicerol
foi mais eficiente, uma vez que maiores concentragdes foram alcancadas.

Como pode ser observado na Figura 15 (A, B), verificou-se uma fase exponencial
entre 4 e 20 horas para Bacillus subtilis LAMIOO05 e entre 16 a 36 horas de cultivo para
Bacillus subtilis LAMI009. Nesta fase, a taxa especifica de crescimento é maxima, que sera
melhor discutida na secdo 4.6.1. Pode-se observar também, que Bacillus subtilis LAMIO09
consumiu uma maior concentracdo do substrato (em torno de 97 %) comparado com o
Bacillus subtilis LAMIO05, que consumiu 53 % do substrato, no tempo de fermentagcdo que
foi padronizado entre 0 a 72 horas de cultivo. Segundo SCHMIDELL et al. (2001), nem
sempre 0 substrato se esgota completamente quando a concentragdo celular € maxima,
podendo ainda existir uma concentracao residual daquela substancia no meio de cultura, ao

término da fermentacao.
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Figura 15 - Perfil de crescimento celular, producdo de biossurfactante e consumo do substrato para ensaios
realizados em shaker utilizando Bacillus subtilis LAMI005 e LAMI009 a 30°C e 180 rpm. (A) LAMIOO05 e (B)
LAMIO0Q9. (e) Substrato; (m) Biomassa; (A ) Surfactina.
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4.4.2 - Avaliacao do pH

COOPER et al. (1981) relataram que a acidificacdo a pH 2,0 da solugdo contendo
biossurfactante de Bacillus subtilis eleva a tenséo superficial para 62 mN/m. O fato de o valor
de tenséo superficial voltar a 27 mN/m com a neutralizagdo, em pH igual a 6, mostra a
dependéncia das propriedades surfactantes da surfactina em relacdo ao pH. Pode-se concluir
gue em meio acido este comportamento ocorre, pois a surfactina precipita sem, contudo, ter
sua estrutura alterada (COOPER et al., 1981; COSTA, 2005).

A Figura 16 apresenta o comportamento do pH durante o ensaio fermentativo em
funcdo do tempo. O pH do meio manteve-se em torno de 7,0. O meio fermentado nao chegou
a faixas extremas de acidez, portanto ndo houve precipitacdo da surfactina. Para o cultivo com
o Bacillus subtilis LAMIOO05 o pH foi reduzido ap6s 8 horas de fermentacdo para uma faixa
de 6,80, no entanto, para o cultivo com o Bacillus subtilis LAMIO09 o pH foi reduzido apds
24 horas de fermentacdo para uma faixa de 6,85, ndo houve variacdo significativa no pH do
meio para os dois microrganismos testados. Quando é comparado o comportamento da
variacdo do pH frente aos valores da tenséo superficial, observou-se que a reducdo da tensédo
acompanha o mesmo perfil do gréafico da variacdo do pH (Figura 17).
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Figura 16 - Comportamento do pH em funcdo do tempo para as cepas de Bacillus subtilis (m) LAMIOO05 ¢ (o)
LAMI0Q9, realizado em shaker a 180 rpm, 30°C por 72 horas.
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4.4.3 - Avaliacdo da Atividade Superficial do Meio de Cultivo Livre de Células

Na Figura 17, observa-se que a tensdo superficial, sendo uma medida indireta para
a producdo de biossurfactante, diminuiu com o aumento da concentracdo de surfactina no
meio fermentado livre de células. Apo6s 48 horas de cultivo, a tensdo superficial manteve-se
numa faixa estavel de 28,8 + 0,05 mN.m™ para a cepa LAMIOO0S e de 27,1 + 1,13 mN.m™
para a cepa LAMIO09, sem nenhuma reducdo posterior para 0s dois microrganismos
analisados. Como explicacdo, sabe-se que mesmo na presenca de uma pequena concentracdo
de biossurfactantes, a concentragcdo micelar critica pode ter sido alcancada, a partir da qual,
qualquer variacao na tenséo superficial ndo pode ser observada (LIMA LOBATO et al., 2002,
FERRAZ et al. , 2002).
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Figura 17 - Reducéo da tensdo superficial em funcdo do tempo para o ensaio realizado em shaker a 180 rpm,
30°C por 72 horas, com os Bacillus subtilis (m) LAMIOO05 ¢ (o) LAMIO09.

Os biossurfactantes produzidos pelas cepas de B. subtilis LAMIO05 e LAMIO09
apresentaram maior reducdo da tensdo superficial do meio de cultivo livre de células,
comparado com o biossurfactante produzido pela cepa de B. subtilis ATCC 6633 utilizada
neste estudo, que apresentou um menor valor da tenso superficial de 31,5 + 1,6 mN.m™ ap6s

72 h de fermentacgéo.

4.4.4 - Avaliacdo das Propriedades Emulsionantes do Meio de Cultivo Livre de Células
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A capacidade do biossurfactante em formar emulsdes de dleo-4gua, pode ser
determinada pela atividade emulsificante. Com este método, a turbidez promovida pela fase
de dispersdo de Oleo em uma fase liquida, é determinada através de uma medida de
absorbancia a 540 nm (SOUSA, 2008). Uma unidade de atividade emulsificante foi definida
como a quantidade de biossurfactante que mudou a absorbancia da fase aquosa a 540 nm
(Ass0) por 1,0 (CIRIGLIANO e CARMAN, 1985). A Figura 18 mostra os resultados da
avaliacdo da estabilidade do meio de cultivo livre de células produzido pelo B. subtilis
LAMIO05 e do meio de cultivo livre de células produzido pelo B. subtilis LAMIO09.
Verificou-se que houve uma manutencéo da emulsdo formada pelo biossurfactante produzido
pelo B. subtilis LAMIO05, enquanto que biossurfactante produzido pelo B. subtilis LAMIO09
ndo apresentou uma emulsédo estavel com o tempo de analise (50 minutos). Maiores valores de
atividade emulsificante foram obtidos com um substrato de origem vegetal (6leo de soja),
demonstrando uma boa afinidade para a formacdo de emulsdo. Observa-se que o0s
biossurfactantes aqui produzidos ndo apresentaram boa afinidade para a formacao de emulséo
com o N-hexadecano, apresentando baixos valores de unidades de atividade emulsificante.
Verificou-se que o biossurfactante produzido por B. subtilis LAMIO09 apresentou uma alta
atividade emulsificante nos primeiros 10 minutos de analise, com um valor de 2,16 unidades
com 6leo de soja, porém a emulsdo formada ndo permaneceu estdvel com o tempo. O
biossurfactante produzido por B. subtilis LAMIOO05, no entanto, apresentou menor atividade
emulsificante nos primeiros 10 minutos, com um valor de 1,77 unidades com ¢éleo de soja,
mas apresentou uma maior estabilidade da emulsdo formada com o tempo, mostrando uma
boa afinidade para estabilizar emulsdes. Nesta, pode ser observado que quanto maior a
densidade Optica maior é a atividade emulsificante.

BARBOSA (2007) alcancou 1,108 unidades de atividade emulsificante com n-
hexadecano para producdo de biossurfactantes por Chromobacterium violaceum utilizando
como fonte de carbono dleo de pequi. CIRIGLIANO e CARMAN (1985) obtiveram 0,98
unidades de atividade emulsificante com n-hexadecano, produzindo liposan a partir de 6leo de
soja em meio YNB utilizando Candida lipolytica. Em nossos experimentos, resultados
superiores foram obtidos com n-hexadecano e o biossurfactante produzido por B. subtilis

LAMIOQ05, apresentando 1,12 unidades de atividade emulsificante.
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Figura 18 - Atividade emulsificante (unidades) do meio de cultivo produzido em 48 h de cultivo por Bacillus
subtilis (A) LAMIO05 e (B) LAMI009 frente a diferentes substratos: a N-hexadecano, 6leo de soja e querosene.
Barras de erros representam o desvio padrao.

Além da atividade emulsificante, também se avaliou o indice de emulsificacdo. O
estudo da emulsificacdo foi realizado utilizando o sobrenadante livre de células do cultivo
com os Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMIO09, no tempo de 48 h de fermentagdo. Foram
avaliados os hidrocarbonetos querosene e Oleo de soja. Verificou-se que os dois
hidrocarbonetos foram emulsificados pelo biossurfactante, porém o biossurfactante
apresentou maior afinidade por 6leo de soja, uma vez que se observou uma emulsdo maior e

mais estavel (Tabela 12).

Tabela 12 - indice de emulsificacio E,4(%) do caldo fermentado por 48 h em diferentes fontes hidrofébicas
utilizando o microrganismo Bacillus subtilis LAMI005 e LAMI009, em meio mineral suplementado de glicerol
realizado em shaker a 30°C e 180 rpm.

Microrganismo Hidrocarbonetos avaliados
Querosene Oleo de soja
LAMIO05 32,2+5,0 40+ 0,0
LAMIO09 32,2+ 3,8 39,9+ 3,3
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4.4.5 - Concentracdo Micelar Critica

A concentracdo micelar critica (CMC) é um importante parametro, que indica a
minima concentracdo necessaria de biossurfactante para que a tensao superficial seja reduzida
ao maximo. Quanto menor a CMC mais eficiente o biossurfactante (MEIRA, 2007). Quando a
CMC ¢ atingida, vérias micelas sdo formadas (MULLIGAN, 2005; PIROLLO, 2006;
RUFINO, 2006). A CMC é um dos indices mais utilizados para a avaliacdo da atividade
surfactante podendo ser definida, também, como a solubilidade de um surfactante dentro da
fase aquosa (RUFINO, 2006).

A Figura 19 apresenta os resultados de tensao superficial apos diluicdo sucessiva
do meio fermentado livre células, apds 48 h de fermentacdo, contendo surfactina. A cepa de
Bacillus subtilis LAMI005, produziu um biossurfactante que reduziu a tensdo superficial para
28,9 mN/m, com CMC de 19,85 mg.L™, enquanto que a cepa de Bacillus subtilis LAMI009
que reduziu a tenséo superficial para 27,3 mN/m, com CMC de 39,99 mg.L™.

Segundo CHRISTOFI & IVSHINA (2002), quanto mais baixa a CMC melhor é o
surfactante; a surfactina produzida por Bacillus subtilis apresenta uma CMC de 23 mg.L™
sendo considerada um 6timo biossurfactante. BUENO et al. (2010) obtiveram valores de
CMC de 27 mg.L™ quando o biossurfactante foi produzido a partir do meio de sacarose e 37
mg.L™ , quando produzido a partir de caldo de cana, utilizando a bactéria Bacillus pumilus.
FOX & BALA (2000) utilizaram residuos de batata como substrato para a cepa B. subtilis
ATCC 21332, produzindo um biossurfactante que reduzia a tenséo superficial para 30 mN/m
com uma CMC de 150 mg.L™. O biossurfactante produzido por Bacillus subtilis ATCC 6633
testado neste estudo apresentou uma concentracdo micelar critica 33,6 mg.L™. Melhores
resultados foram obtidos utilizando a cepa de Bacillus subtilis LAMIOO05, indicando maior
eficiéncia com respeito a concentragdo micelar critica, atingindo valores de CMC de 19,85
mg.L?, determinando um bom surfactante. Segundo OBERBREMER et al. (1990), os
surfactantes eficientes apresentam uma CMC baixa, pois a concentragcdo de surfactante

necessaria para reduzir a tensdo superficial ao maximo é menor.
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Figura 19 - Influéncia da concentragdo de surfactina na tenséo superficial do caldo fermentado livre de células.
(A) e (C) Tensdo superficial pela concentragdo de surfactina produzida por Bacillus subtilis LAMIOO05 e
LAMI009, respectivamente, apds 48 horas de fermentacéo a 30 ° C e 180 rpm. (B) e (D) Tenséo superficial em
funcdo do logaritmo da concentracdo de surfactina produzida por Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMI009,
respectivamente.

4.5 - Producéo de Biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMI005 em Biorreator

4.5.1 - Influéncia da Concentragdo do In6culo na Producdo de Biossurfactante em Biorreator

Fundamentados nos resultados obtidos em frascos agitados, foram testadas as
condi¢des de fermentacdo em shaker no biorreator de 4 L. Utilizou-se a cepa de Bacillus
subtilis LAMIO05 por ter apresentado melhores resultados na producdo de surfactina. A
fermentacgdo foi realizada com concentragdo de 1% (v/v) de indculo, a mesma utilizada em

shaker, conduzido em reator de 4 L de volume, com 3 L de meio mineral (MM1)
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suplementado com 2 % (v/v) de glicerol, agitacdo de 200 rpm, aeracdo de 1 L.min™ a 30°C.
Neste ensaio, foram acompanhados os valores da concentracgao celular, do oxigénio dissolvido
e da reducéo da tensdo superficial por 52 h de cultivo. A Figura 20 apresenta os resultados da
concentracdo celular e do oxigénio dissolvido com o tempo de fermentacdo. Pode-se concluir,
de acordo com os resultados, que a concentracdo de 1% de inoculo ndo foi capaz de favorecer
0 crescimento celular em biorreator. Por conta disto, ndo houve redugdo do oxigénio

dissolvido e nem formagéo do produto.
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Figura 20 - Perfil da biomassa e do oxigénio dissolvido em funcdo do tempo durante a fermentacdo em
biorreator a 30°C, 200 rpm e aeragdo de 1 L.min™, utilizando B. subtilis LAMIO05, com concentrago de 1% de
indculo. (m) Biomassa (g.L™"); (A ) oxigénio dissolvido.

A Tabela 13 apresenta os resultados das tens6es superficiais obtidas apds 52 horas
de cultivo no biorreator, utilizando a concentracdo de 1% (v/v) de inéculo. Pode-se observar
que a menor tensdo superficial foi de 38,1+0,3 mN.m™ em 24 horas de cultivo, enquanto que
na fermentac&o em shaker foi observado uma reducéo para 28,8 + 0,05 mN.m™ (Figura 17).
Esperava-se que houvesse a produgdo de biossurfactante em ensaio conduzido no
fermentador, utilizando as mesmas condigdes realizadas em mesa agitadora. No entanto, ndo
se obteve crescimento celular, nem uma diminuic¢do significativa da tenséo superficial do
meio de cultivo no ensaio conduzido no biorreator.

MEIRA (2007) obteve resultados semelhantes, ao comparar os perfis de
crescimento de P. aeruginosa obtidos em Erlenmeyers e em biorreator para producdo de
biossurfactantes, relatou que o crescimento no biorreator foi muito menor. ROCHA (2007)

em estudo cinético da producdo de biossurfactantes, também relatou que baseado nos
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resultados obtidos em frascos agitados esperava-se que houvesse a producdo de
biossurfactantes, em ensaio conduzido no fermentador, mas ndo houve diminui¢do da tenséo

superficial.

Tabela 13 - Producgdo de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMIO05, em biorreator 4 L de volume util a
30°C, 200 rpm e aeracdo de 1 L.min™, utilizando 1% (v/v) de indculo.

Tempo de fermentacdo Média da Tensé&o superficial
(h) (mN.m™)
0 52,3+0,43
8 45,5+1,3
24 38,1+0,3
30 41,5+0,5
34 45,6+0,6
46 41,8+0,8
48 42,0+0,5
52 41,6+0,8

Baseado neste resultado, nos ensaios seguintes em biorreator, a concentracdo de
indculo utilizada passou a ser de 10% (v/v) em meio mineral.

Realizou-se um ensaio em biorreator com 10% de indculo (MM1) em 3 L de meio
de cultivo (MM1), o mesmo utilizado em shaker, suplementado com 2 % (v/v) de glicerol e
0,1 % (v/v) de solucdo de micronutrientes, a uma agitagdo de 200 rpm, aeragdo de 1 L.min™ a
30°C. O experimento foi realizado utilizando a cepa Bacillus subtilis LAMIOO05. Neste ensaio
foram acompanhados os perfis mostrados nas Figuras 21 e 22: concentragdo celular,
concentracdo de surfactina, consumo do substrato, avaliacdo do oxigénio dissolvido e da
reducdo da tensdo superficial por 72 h de cultivo.

Com o aumento da concentracdo do indculo, ocorreu crescimento celular (3,39
g.L™") apés 70 horas de cultivo, coincidindo com uma reducéo na concentracéo de glicerol de
aproximadamente 53%, porém ndo houve uma significativa producdo de biossurfactante,

obtendo-se um méximo de 51,1 + 2,0 mg.L™ em 54 horas de fermentac&o.
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Figura 21 - Perfil de crescimento celular, producéo de biossurfactante e consumo do substrato para o ensaio com
10% de in6culo em meio de cultivo (MM1), o mesmo utilizado em shaker, realizado em biorreator utilizando
Bacillus subtilis LAMI005 a 30°C, 200 rpm e 1 L.min™. (e) Substrato; (m) Biomassa; (A ) Surfactina.

Apesar da pouca producdo de surfactina, a concentracdo obtida foi suficiente para
reduzir a tensdo superficial do meio fermentado livre de células de 43,9 + 0,1 mN.m™ para
31,8 + 0,3 mN.m™ apds 72 horas de cultivo.

A reducdo da tensdo superficial coincide com a brusca queda do oxigénio
dissolvido no meio fermentado e com a multiplicacdo celular, com 8 horas de fermentacao
verificou-se uma taxa de 1,1% de oxigénio dissolvido (Figura 22), ou seja, ocorreu um

intenso crescimento celular, mas ndo houve uma consideravel producdo do metabdlito de

interesse.
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Figura 22 - Perfil da tensdo superficial e do oxigénio dissolvido para o ensaio com 10% de indculo em meio de
cultivo (MM1), o mesmo utilizado em shaker, realizado em biorreator utilizando Bacillus subtilis LAMI005 a

30°C, 200 rpm e 1 L.min™. (m) Tensdo superficial; (....) Oxigénio dissolvido.
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4.5.2 - Influencia da Adicdo de Extrato de levedura no Crescimento Celular por B. subtilis
LAMIO005

A producdo de surfactina foi realizada em biorreator contendo 3 L de meio
mineral (MM2) suplementado com glicerina e solu¢do de micronutrientes. A influéncia da
adicdo de extrato de levedura ao meio de propagacdo do inoculo para a producdo de
biossurfactante foi analisada. Foi utilizado para in6culo 0 meio mineral (MMZ2) suplementado
com extrato de levedura (2,5 g L™) e glicerol como fonte de carbono. Outro ensaio foi
realizado com o meio de indculo (MM2) sem extrato de levedura. As fermentacfes foram
conduzidas com 10% (v/v) de in6culo, que foi adicionado ao meio mineral (MM2) no
biorreator. Todas as fermentacdes foram conduzidas a 30 °C, 200 rpm e aeracdo de 1 L.min™.

A Figura 23 apresenta o perfil do crescimento celular, oxigénio dissolvido e
reducdo da concentracdo do ferro para os ensaios com 10% de in6culo em meio mineral
contendo extrato de levedura e sem adicdo de extrato de levedura, realizado em biorreator
utilizando Bacillus subtilis LAMI005.
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Figura 23 - Perfil de crescimento celular, oxigénio dissolvido e reducdo da concentragdo do ferro para os
ensaios com 10% de in6culo em meio mineral contendo extrato de levedura (A) e sem adicdo de extrato de
levedura (B), realizado em biorreator utilizando Bacillus subtilis LAMIO05 a 30°C, 200 rpm e 1 L.min™. (m)
Biomassa, (---) oxigénio dissolvido (e) concentragdo de ferro.

Observou-se uma fase de adaptacdo celular de aproximadamente 2 h de cultivo,
um maximo na concentracéo celular de 3,07 g.L™* em 30 horas de cultivo em biorreator,

seguindo de uma fase estacionaria de crescimento celular (fim da fase exponencial) de 26
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horas de cultivo, para a cepa cultivada em meio de propagacdo de indculo com adicdo de
extrato de levedura.

A fermentacdo com a cepa cultivada em meio de propagacdo de in6culo sem
adicdo de extrato de levedura apresentou uma fase lag de aproximadamente 6 horas de
cultivo. Verificou-se na Figura 23 B que a cultura atingiu a fase estacionaria apds 34 horas de
cultivo, com uma concentracdo méxima de 3,47 g.L™' em 54 horas, observando-se uma
reducdo do oxigénio dissolvido no meio, na fase exponencial de crescimento, quando ocorre
uma queda brusca no oxigénio chegado a niveis de 0%.

A quantidade e a qualidade dos biossurfactantes produzidos por diversos
microrganismos séo influenciados tanto pela fonte de carbono quanto pelas concentracOes de
nitrogénio, fésforo, manganés e ferro no meio, além das condi¢des de cultivo, como pH,
temperatura e agitacdo (BANAT, 1995). Foi determinada, neste estudo, a concentracgdo inicial
e final de ferro durante o cultivo de Bacillus subtilis LAMIO05 em biorreator para producéo
de biossurfactante. Na Figura 23, pode-se observar que houve um consumo do ferro em
ambas as fermentagOes analisadas, ocorrendo uma pequena variacdo entre elas. A figura
indica uma reducdo maxima do ferro na fase exponencial do crescimento celular, enquanto
gue na fase estaciondria ndo houve consumo do ferro. Portanto, observou-se que o
microrganismo utilizou o ferro para seu metabolismo.

WEI & CHU (1998), relataram que além dos efeitos do ferro no metabolismo
celular, foi demonstrado que a adicéo de sais de ferro no meio de cultivo de Bacillus subtilis,
aumentou significativamente, a producdo do surfactante surfactina. SANTOS (2004) afirmou
que a adicdo de ferro induziu uma reducdo da tenséo superficial do meio para 26, 2 dina. cm™,
sendo este valor um dos menores ja reportados para biossurfactantes, somente comparado a
surfactina produzida por B. subtilis. WEI et al. (2003) identificaram que a adicdo de ferro em
quantidade apropriada ao cultivo de B. subtilis 21332 melhorou significativamente a producéo

de surfactina.

453 - Avaliacdo da Influéncia da Adicdo de Extrato de levedura na Producdo de

Biossurfactante

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



84

Capitulo 4 — Resultados e Discussfes SOUSA, M.

As amostras foram coletadas ao longo dos tempos de fermentacdo determinados.
A reducdo tensdo superficial, a atividade emulsificante em diferentes fontes hidrofobicas, o
indice de emulsificagdo, a concentracdo de surfactina e consumo de glicerol foram os
parametros utilizados para acompanhar a producédo do biossurfactante.

A Figura 24 apresenta a producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis
LAMI005 em MM2 suplementado com 20 g.L™ (v/v) da fonte de carbono (glicerol) e 0,1%
(v/v) da solucdo de micronutrientes. A concentracdo de surfactina atingiu um valor maximo
de 115,89 mg.L™* em 54 h de fermentacéo e de 263,64 mg.L™ em 30 h de fermentacdo em
meio com extrato de levedura e meio sem extrato de levedura, respectivamente. Observou-se
uma queda da formac&o do produto apds 72 horas para ambas as fermentacdes.

CASAS e OCHOA (1999), obtiveram resultados parecidos, quando avaliaram
diferentes concentracdes de extrato de levedura (1 a 20 g.L™), para otimizar a producéo de
biossurfactante e constataram que em baixas concentracdes de extrato de levedura (1 g.L™) a
producdo de soforolipideos produzido por Candida bombicola era favorecida.

Com relagdo ao consumo do glicerol, houve um maior consumo do substrato
(cerca de 96%) pela cepa cultivada em meio de propagacdo de in6culo com adicdo de extrato
de levedura, ou seja, 0 microrganismo consumiu mais a fonte de carbono, porém com menor
producdo de surfactina. Por outro lado, a cepa cultivada em meio de propagacao de indculo
sem extrato de levedura consumiu apenas 40% do glicerol inicial, mas atingiu uma maior

concentracdo de biossurfactante.
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Figura 24 - Concentragdo de surfactina e consumo de substrato por B. subtilis LAMIO05 em biorreator, a 30 ° C,
200 rpm e com uma taxa de aeracéo de 1,0 L.min™. (e) consumo de substrato e (A) formacdo de produto
(surfactina). (A) cepa cultivadas em meio de indculo suplementado com extrato de levedura; (B) cepa cultivada
em meio de in6culo sem extrato de levedura.
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A producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMIOO5 em biorreator
também foi avaliada, indiretamente, através da reducéo da tensdo superficial e da capacidade
emulsificante. Como pode ser visto na Figura 25, a cepa cultivada em meio de indculo sem
extrato de levedura produziu um biossurfactante que se mostrou mais eficiente na reducdo da
tensdo superficial de 39,33 + 0,57 mN.m™ para 28,97 + 0,06 mN.m™, do que o biossurfactante
extraido da fermentacdo em meio para indculo com extrato de levedura, que apresentou uma
reducdo de 48,3 + 0,26 mN.m™ para 40,0 + 0,00 mN.m™. Resultados semelhantes foram
reportados na literatura, quando FOX e BALA (2000) verificaram que a adi¢do de extrato de
levedura em meio alternativo, estimulou o crescimento da cepa B. subtilis, porém n&o
favoreceu o decréscimo na tensao superficial. REIS et al. (2004) avaliaram a influéncia de
extrato de levedura, na producdo de surfactantes lipopeptideos por B. subtilis em material de
baixo custo, obtendo maior biomassa no ensaio com extrato de levedura, no entanto, nio se
observou a influéncia na producdo de biossurfactante, acompanhada através da redugdo na
tensdo superficial. Entretanto, ROCHA (2007) avaliou a influéncia do extrato de levedura na
producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis LAMIO07 usando meio mineral formulado
com suco de caju clarificado, obteve resultados positivos com adic¢do de extrato de levedura e
verificou uma menor tensdo superficial no meio quando houve suplementacdo com extrato de

levedura.
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Figura 25 - Producéo de biossurfactante avaliada pela tenso superficial por B. subtilis LAMIO05 em biorreator,
a 30 ° C, 200 rpm e com uma taxa de aeracdo de 1,0 L.min™. (m) Cepa cultivada em in6culo com extrato de
levedura; (A) cepa cultivada em in6culo sem extrato de levedura.

Bioconversdo do Glicerol para Producao de Biossurfactantes: Aplicacdo no Preparo de Emulsdes



86

Capitulo 4 — Resultados e Discussfes SOUSA, M.

Avaliou-se ainda a atividade emulsificante do produto de fermentacéo dos ensaios
com e sem suplementagdo de extrato de levedura no meio de in6culo. Com este método, a
turbidez promovida pela fase de disperséo de 6leo em uma fase liquida é determinada através
de uma medida de absorbancia a 540 nm. Resultados da atividade de emulsificacdo para
emulsdes formadas em querosene, 6leo de soja e n-hexadecano, estdo apresentadas na Figura
26.
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Figura 26 - Atividade emulsificante (unidades) do meio de cultivo produzido em biorreator por cultivo com
Bacillus subtilis LAMIOQ5, frente a diferentes substratos: a N-hexadecano, éleo de soja e querosene. (A) cepa
cultivadas em meio de in6culo suplementado com extrato de levedura; (B) cepa cultivadas em meio de indculo
sem extrato de levedura. Barras de erros representam o desvio padrao.

O biossurfactante produzido pela cepa cultivada em meio sem suplementacdo de
extrato de levedura apresentou melhores resultados de atividade emulsificante. A maior
atividade de emulsificacdo foi obtida com querosene (2,09 u), que ndo apresentou bons

resultados de indice de emulsificacdo com esta fonte hidrofobica. A segunda maior atividade
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emulsificante foi obtida em dleo de soja (2,03 u), alcancando um indice de emulsificacdo de
48 % na amostra correspondente a 34 horas de cultivo. O n-hexadecano apresentou valores de
atividade (1,38 u), com resultados maximos do indice de emulsificacdo (50 %) na amostra
correspondente a 34 horas de cultivo (Figura 26 B). O biossurfactante produzido pela cepa
cultivada em meio suplementado com extrato de levedura também apresentou atividade
emulsificante, porém foi menos estavel (Figura 26 A).

Os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou meio mineral sem
suplementacéo de extrato de levedura ao meio para inéculo, confirmando o que alguns autores
ja haviam estudado (CASAS e OCHOA, 1999, FOX e BALA, 2000, REIS et al.,2004),
quando néo se observou a influéncia do extrato de levedura na producdo de biossurfactante.

Apesar de ter ocorrido uma producdo significativa de biossurfactante em
biorreator, quando comparados aos valores reportados na literatura, chegando a uma producéo
de até 263,64 mg.L™?, ndo foi observado o mesmo perfil de producéo de surfactina ocorrido
em shaker. Resultados semelhantes foram obtidos por alguns autores (MEIRA, 2007,
CAMILIOS NETO, 2010). Isto pode ser explicado pelo fato de que durante a fermentacdo em
shaker, alguns parametros como a taxa de transferéncia do oxigénio dissolvido e a
manutencdo do pH, dificilmente podem ser monitorados e por isso ndo se sabe qual foi a
aeracdo utilizada nas fermentacfes conduzidas no shaker. Quando se realiza a fermentagéo
em biorreatores, a possibilidade de monitorar estes parametros contribui para a otimizagdo do
processo (MEIRA, 2007), é necessario analisar uma variacao de aeracdo em biorreator para
aperfeicoar a producédo do biossurfactante.

As faixas de aeracdo (1 L.min™) e de agitacdo (200 rpm) que foram utilizadas
durante os cultivos em biorreator podem ter influenciado para a baixa producdo da surfactina.
Desta forma, é importante que sejam avaliados novas faixas de aeracdo, como exemplo 0,5
L.min e 2 L.min™ e de agitacdo 150 rpm e 300 rpm.

Segundo SAKATO (1997), ha vérios topicos que devem ser considerados ao
analisar-se um aumento de escala, uma das etapas envolvidas diz respeito a quantidade de
oxigénio requerida pelas células para que se consiga obter atividades metabolicas. DURAND
(2003) relatou que a producao em larga escala é dificultada pelos problemas relacionados com
a transferéncia de calor e de massa em biorreatores, uma vez que estes fendmenos sdo mais

intensos em grandes biorreatores do que em escala de bancada.
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Outra hipotese que deve ser levada em consideracao é a perda de material (células
e surfactina) durante o cultivo, devido a intensa formacdo de espuma. Apesar de haver um
coletor de espuma com um volume de 2 L conectado ao gas efluente do fermentador, que
devolve uma parte do liquido da cultura de volta para o biorreator, ao final da fermentacao (72
horas), o coletor de espuma se encontra em parte preenchido pela espuma que transbordou e
que ndo retornou ao biorreator. Outra parte da espuma que transborda é introduzida a um
frasco com solucéo &cida, que contém as células e a surfactina; neste estudo, ndo foi analisado
o0 precipitado que fica retido no frasco (Figura 27 e 28). BARROS et al. (2008b) estudaram a
producdo de surfactante a partir da coleta da espuma produzida durante a fermentacdo em
reator por Bacillus subtilis LB5a utilizando manipueira como substrato, obtendo-se 2,4 g. L™
de surfactante na espuma coletada.

De acordo com varios autores (LEE e KIM, 2004; YEH et al., 2006; CAMILIOS
NETO, 2010; MITCHELL, 2006; MEIRA, 2006) a formacdo de espuma & um grande
problema da producdo de biossurfactantes, pois, junto com a espuma que sai do reator, ha
saida e conseqliente perda de nutrientes, produtos e biomassa, reduzindo a produtividade, ou

até mesmo inviabilizando a fermentacéo.
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Figura 27. Fermentador de bancada utilizado para producdo do biossurfactante de interesse. Fonte: GIRO et al.,
2009.
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Figura 28 - Coletor de espuma com um volume de 2 L conectado ao gas efluente do fermentador. O reciclo
celular foi designado para devolver uma parte do liquido da cultura de volta para o fermentador.

4.6 - Cinética da Producéo de Surfactina, Crescimento Celular e Consumo do Substrato
para os Bacillus subtilis LAMI005, LAMI009 e ATCC 6633 para 0s ensaios conduzidos

em Shaker

4.6.1 - Determinagéo da fase exponencial de crescimento

A Figura 29 mostra os graficos que representam a fase exponencial de
crescimento celular para os microrganismos, Bacillus subtilis LAMI005, LAMIO09 e ATCC
6633. A partir dos dados experimentais de crescimento celular, construiram-se as curvas de In
(x) em funcdo do tempo (h) e, por regressdo linear, determinou-se a fase de crescimento
exponencial (SCHMIDELL et al., 2001). Ressalta-se que foram considerados no minimo
guatro pontos experimentais e consecutivos na fase exponencial. A tabela 14 mostra a taxa
méxima de crescimento pmax (W), @ duracdo das fases de adaptacdo e exponencial para os
trés microrganismos aqui estudados, utilizando a metodologia descrita por SCHMIDELL et
al. (2001).
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Figura 29 - Gréafico representativo para determinacdo da fase exponencial de crescimento dos ensaios
fermentativos durante um periodo de 72 horas, utilizando Bacillus subtilis (A) LAMIO05, (B) LAMIO09 e (C)
ATCC 6633 em meio mineral suplementado de glicerol, em shaker a 30°C, 180 rpm.

Podemos observar que a cepa LAMI005 apresenta menor fase de adaptacédo (4 h)

guando comparada aos outras duas estudadas. A Hxmax foi semelhante para as cepas LAMI005

e LAMIO09, e bastante superior do que a velocidade méxima de crescimento do B. subtilis
ATCC 6633. Observa-se também um maior rendimento de produto por grama de célula (Ypx)
para B. subtilis LAMIO05 com 0,48 g de surfactina/g de células enquanto que para os B.
subtilis LAMIO09 e B. subtilis ATCC 6633, 0 Yp/x foram respectivamente de 0,24 g de

surfactina/g de células e 0,09 g de surfactina/g de células.
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Tabela 14 - InformacBes sobre as fases de adaptacdo, fases exponencial, crescimento dos microrganismos
avaliados para a producdo de biossurfactante a partir de glicerol.

B. subtilis B. subtilis B. subtilis
LAMI005 LAMI009 ATCC 6633
Fase de adaptacéo (h) 4 16 24
Fase log (h) 4-20 16 - 36 24 - 36
Hxmax (W) 0,115+0,04 | 0,128 +0,07 0,062 + 0,01
Yeix (9/9) 0,48 0,24 0,09
y (g/L.h) 0,0061 0,0048 0,0033

Como em qualquer outro processo fermentativo, o principal objetivo na produgéo
de biossurfactantes € maximizar o rendimento e a produtividade, isto é, alcancar elevadas
concentracgdes finais do produto a partir da conversdo total do substrato no menor intervalo de
tempo (LIN et al., 1993). Foi observado que a fermentacdo utilizando a cepa microbiana de B.
subtilis LAMIOO05 atingiu a maior produtividade (y = 0,0061 g/L.h), ao passo que a segunda
maior produtividade foi obtida pela cepa de B. subtilis LAMIO09 (y = 0,0048g/L.h), enquanto
gue a cepa microbiana B. subtilis ATCC 6633 apresentou uma menor produtividade (y =
0,0033 g/L.h) que as cepas isoladas da estacdo de Tratamento de Efluentes da Universidade
Federal do Ceara (Tabela 14).

4.6.2 - Classificagdo do Processo Fermentativo

Calcularam-se as velocidades especificas de consumo de substrato, formacao de
produto e crescimento celular (Figura 30).
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Figura 30 - Graficos representativos das velocidades especificas dos ensaios fermentativos em shaker a 30°C,
180 rpm por 72 horas, utilizando os Bacillus subtilis (A) LAMIO05, (B) LAMIO09 e (C) ATCC 6633. (—) [y,
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Pela comparagdo das velocidades especificas de formagdo do produto (u), de
crescimento do microorganismo (M) e consumo de substrato (us), para a fermentagéo
conduzida pela cepa B. subtilis LAMIOO5 (Figura 30 A), podemos observar um aumento de
Hp com a diminuicdo de py, este comportamento indica que o biossurfactante produzido se
trata de um metabdlito secundério (SCHMIDELL et al. (2001). Ao se observar, na Figura 15,
a producdo do biossurfactante, nota-se que a concentracdo de surfactina aumenta durante a
fase estacionaria de crescimento, confirmando a hipdtese do metabolito secundario. A
velocidade especifica de consumo do substrato esté relacionada a velocidade de formacao de
produto. Neste caso 0 microrganismo consumiu o substrato para preferencialmente produzir o
produto de interesse e ndo para multiplicacdo celular. RAHMAN et al, 2002 verificaram que
inicialmente a producgéo de biossurfactante acompanhava a fase de crescimento microbiano.
Porém, quando o crescimento microbiano cessou, entrando na fase estacionaria, houve uma

continuidade da sintese do biossurfactante caracterizando uma producdo de biotensoativo
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parcialmente associada ao crescimento microbiano. BENINCASA (2002) relata que apds total
consumo de nitrogénio do meio de cultivo, o microrganismo dirige seu metabolismo para a
producdo de biossurfactantes, que aumenta apds a fase exponencial de crescimento.

A biossintese do biossurfactante produzido pelo B. subtilis LAMIO09 foi maior na
fase exponencial de crescimento celular, obtendo-se uma producdo continua entre 8 e 48
horas, quando foi observado uma pequena elevacao da concentracéo de surfactina no ponto de
72 horas (Figura 15). Porém durante a fase exponencial do microrganismo observou-se
crescente aumento do metabdlito produzido. Entdo, fazendo-se uma comparacdo do
crescimento celular e da producdo do biossurfactante, concluiu-se que a producdo do
biossurfactante aconteceu, geralmente, de forma associada ao crescimento, se comportando
como um metabdlito primério. A Figura 30 B confirma este comportamento pois se observa
uma diminuicdo de Ws e Hp quando pix diminui, ou seja, comportamento tipico de formacao
de produto associado ao crescimento celular.

Com relacdo ao metabdlito produzido pelo B. subtilis ATCC 6633, Figura 30 (C),
respectivamente, as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e produgdo de
biossurfactante (l,) apresentaram perfis semelhantes. A velocidade de crescimento do
microorganismo (lx) apresenta 0 andamento similar ao das outras duas curvas. Neste caso, a
formacdo do produto estd associada ao crescimento, trata-se de um metabdlito primario
associado ao crescimento (SCHMIDELL et al., 2001).

NEVES et al., 2007, também classificaram como metabolismo primario a producéo de
biossurfactante, devido a ligacdo entre as curvas de taxa de crescimento especifico (), taxa
de consumo do substrato (M) e taxa de formacéo de biossurfactante (u,), durante o cultivo do
B. atrophaeus ATCC 9372 em 2,5 g. L™ de glicose e 10,0 g. L™ de caseina. DESAI &
BANAT (1987) utilizaram Bacillus sp. 1AF-343 para producdo de biodispersan e

consideraram a formacéo de produto como associada ao crescimento celular.

4.7 - Caracterizagdo Quimica do Biossurfactante Produzido em Biorreator

4.7.1 - Espectrometria no Infravermelho (FT-IR)
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A espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) foi gentilmente analisada pelo Laboratorio de Polimeros da Universidade Federal do
Ceard — UFC. Pode ser usada para quantificacdo dos biossurfactantes, pois a maioria possui
um radical carbonila, ligacdo éster ou &cido carboxilico, os quais absorvem energia na regiao
infravermelha do espectro eletromagnético (GARTSHORE e COOPER, 2000; LIMA, 2003).
E usada também a espectrometria de ressonancia magnética (RMN) para elucidago estrutural
do biossurfactante (GARTSHORE e COOPER, 2000; FERNANDES, 2007; LIMA, 2003).

A espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) é uma ferramenta eficaz para a determinacdo de grupos funcionais e nos estudos de
conformacdo e estrutura de compostos, permitindo também a obtencdo do espectro
vibracional completo da molécula. Esta técnica estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética
na regido do infravermelho com a matéria, analisando a transicdo das vibracdes normais
moleculares (BRINGEL, 2007; FERNANDES, 2007).

A surfactina é produzida por varias cepas de Bacillus subtilis (ARIMA et al.,
1968; KOWALL et al., 1988) e sua estrutura geral, demonstrada na Figura 31, é a de um
peptideo ciclico de sete aminoacidos ligados a uma cadeia de acido graxo B-hidroxi, sendo
que esta cadeia pode variar de 13 a 15 atomos de carbono, permitindo a existéncia de
diferentes compostos homologos e isdmeros (LANG, 2002; KOWALL, et al., 1998; KLUGE,
et al.,1988; BARROS, et al., 2007). A estrutura esperada da molécula de surfactina segundo a
literatura (NITSCHKE e PASTORE, 2002):

Figura 31 - Estrutura quimica da principal isoforma da surfactina (Nitschke e Pastore, 2002).

Na Figura 32 mostram os espectros FT-IR da surfactina comercial (padrdo da
Sigma) e da surfactina obtida da fermentacdo por Bacillus subtilis LAMIOO5 em biorreator.
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Esta analise foi realizada apenas como uma ferramenta na identificacdo dos principais grupos
constituintes da molécula de surfactina, comparando com os constituintes com os j& citados na
literatura.

As atribuicbes das bandas de absorcdo mais importantes estdo sintetizadas a
seguir e foram comparadas com 0s espectros obtidos por RUIZ, 2007; ARUTCHELVI et al.,
2009 e ROCHA, 2007. No espectro mostrado na Figura 32 podem ser vistas as bandas de
absorcdo com maximos a 3307 cm™, correspondente ao estiramento do O-H e N-H,
observando-se bandas caracteristicas de peptideos. Outra banda intensa com maximo em 2958
cm™e 2927 cm™, correspondente ao estiramento do C—H (CH,) e (CHs). Uma banda larga de
média intensidade em 1726 cm™ devido & absorcdo por grupos C=O de grupos —-COOH
refere-se & absorgdo de grupo carbonil de anel lactona. Em 1651 cm™ verificou-se o
estiramento da ligagdo C=0, referente & amida. As bandas 1044 cm™ e 619,9 cm™ apresentam
a deformacdo das ligaces C-H. A analise por FT-IR da surfactina produzida pelo Bacillus
subtilis LAMIOO5 em meio mineral suplementado com 2 % (v/v) de glicerol, mostrou a
presenca de anel lactona, bandas de amida, cadeia alifatica e grupos —OH/ —NH. Estes

resultados confirmam que a surfactina produzida € um lipopetideo ciclico.

Transmitancia (%)

. . . .
1000 2000 3000 4000
Comprimento de onda (cm’™)

Figura 32 - Espectro na regido do infravermelho da molécula de surfactina padrdo da Sigma (----) e o da
surfactina extraida (---), respectivamente.

4.8 — Comportamentos de Fases de Sistemas Emulsionados
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Inicialmente, foi avaliado o poder da estabilidade emulsificante do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis LAMIOO5, frente a diversas fontes hidrofébicas (Tabela 15).
Por meio da analise inicial do indice de emulsificacdo (E,4) descrito no topico 3.3.5.3, foi
possivel observar resultados positivos para 0s 6leos que apresentaram caracteristicas de maior
viscosidade, o biossurfactante foi bastante efetivo quanto a estabilidade da emulsdo. Na
realizacdo dos diagramas de fases foram selecionados os 6leos de motor, 0 NH 140 e o 6leo
de mamona, por terem apresentado uma emulsdo mais estavel. Nos outros casos, as emulsdes

ndo apresentaram uma boa estabilidade para a construcao de um diagrama de fases.

Tabela 15. Avaliacdo da estabilidade emulsificante através da anélise do (IE;,%) do biossurfactante produzido
pelo Bacillus subtilis LAMIOO05, frente a diversas fontes hidrofobicas, para a construgdo do diagrama de fases.

Compostos Hidrofdbicos Estabilidade Emulsificante
Oleo de Mamona Sim
Oleo de Motor Sim
Oleo de soja N&o
Gasolina Né&o
Oleo diesel N&o
Nafténico Hidrogenado 20 (NH 20) Nao
Nafténico Hidrogenado 140 (NH 140) Sim
N-hexadecano Né&o
Querosene Nao

A emulsificacdo do 6leo de motor pelo biossurfactante produzido apresentou uma
emulsdo uniforme, mais estavel e extremamente viscosa, frente aos outros 6leos analisados, e
estd ilustrada por uma fotografia na Figura 33. Como pode ser visto também através da
ilustracdo da Figura 33, a amostra referéncia (6leo de motor de origem mineral e agua pH
8,0), também formou uma emulsdo, porém menos viscosa € menos estavel, frente a emulséo
formada pela surfactina, devido a presenga de derivados de petroleo e alguns aditivos
presentes na composicdo do Odleo utilizado. Os sistemas de emulsdes possuem uma
estabilidade minima, a qual pode ser aumentada por aditivos surfactantes, solidos finamente

divididos que atuam reduzindo a tens&o interfacial, diminuindo a energia na superficie entre
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as duas fases e prevenindo a coalescéncia das particulas atraveés da formacdo de barreiras
estéricas e elestrostaticas (BERNHEIMER, 1970).

Figura 33 - Emulsificacdo do éleo de motor pelo biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIO05 em
meio mineral suplementado com glicerol. (A) Branco (6leo de motor + 4gua destilada pH 8,0) e (B) Emulséo
(6leo de motor + solugdo de surfactina).

Os sistemas estudados foram constituidos de uma fase aquosa contendo misturas
de composicdo de agua pH 8,0 e surfactina e uma fase oleosa contendo 6leo de motor, NH
140 e 6leo de mamona.

Em altas concentrac6es (acima de 30%) do surfactante, no diagrama com 0leo de
motor, observou-se uma fase aquosa em excesso, que se apresentou em forma de goticulas de
agua, devido a uma maior quantidade de agua que as composi¢des menores (10 e 20 %). Ja
para os diagramas com Oleo de mamona e 6leo NH 140, que apresentaram resultados
similares, a fase aguosa em excesso partiu da condicdo inicial se apresentando mais
expressiva que o diagrama com o6leo de motor (Figura 34 e 35). Este fato também foi
observado por UDDIN et al. (2001), quando estudou o diagrama de fases do sistema binario
agua-surfactante (Si,;sC3EQO;5g) obtendo excesso de dgua na condicdo inicial. Recentemente,
tem havido poucos estudos sobre o efeito de fases oleosas no comportamento de fase de
sistemas de surfactantes, principalmente relacionados com a surfactina.

A Figura 34 ilustra o resultado final da analise dos diagramas (surfactina - 6leo de
motor), (surfactina - 6leo de mamona) e (surfactina - NH140). Observa-se, através desta
figura, que o comportamento da fase aquosa no diagrama com 6leo de mamona e o 6leo NH
140 foi mais expressivo que no diagrama com 6leo de motor, em que foi quase imperceptivel

0 aparecimento da agua, surgindo na forma de gotas. Com o aumento da temperatura observa-
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se que aumenta a quebra do complexo da emulsdo formada por surfactina e o6leo, surgindo

uma fase oleosa, como pode ser visto pelos gréaficos da Figura 34.

Oleo NH 140

Figura 34 — llustracdo final da construcéo dos diagramas de fases (surfactina — 6leo de motor), (surfactina — éleo
de mamona) e (surfactina — 6leo NH 140), respectivamente, com composi¢des de 10 a 50 % de solugdo de
surfactina apds temperatura de 85 °C.

Os diagramas binarios, que descrevem as composi¢Oes dos sistemas estudados
estdo representados na Figura 35, que apresenta a variacdo das regides de mudanca de fases
em funcdo das composi¢Oes analisadas de surfactina, observadas com o aumento da
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temperatura. As areas delimitadas pelas curvas denotam a regido onde ocorre separacao de
fases.

No diagrama do sistema (surfactina - 6leo de motor), foi observado que os valores
mais baixos de concentracdo de surfactante (10, 20 e 30 %) atingiram a separacdo de fase
mais rapidamente, em torno de 40 °C. Em valores de composicdo de 40 e 50 %, foram
necessarias temperaturas mais elevadas para mudanca de fase. Para os diagramas dos sistemas
(surfactina - 6leo de mamona) e (surfactina - 6leo NH 140), obtiveram-se resultados similares
no que diz respeito ao comportamento de transicdo de fases. A maiores concentracdes de
surfactina, a mudanca de fase ocorreu em menores temperaturas para os sistemas (surfactina -
6leo de mamona) e (surfactina - 6leo NH 140). Porém, todas as composi¢oes analisadas de 10
a 50% de surfactina apresentaram mudanca de fase em uma mesma faixa de temperatura, em
torno de 70 a 80 °C. Devido aos degraus de temperatura serem de 5 em 5 °C, pode ter
ocorrido a mudanca de fase em temperatura intermediaria, que néo foi visto, portanto deve ser
levada em consideracdo a sensibilidade limitada do método. Nestes sistemas foram
necessarias temperaturas mais elevadas, em torno de 70 °C, para que fosse possivel visualizar
a separacdo da fase oleosa. Esse resultado € bastante positivo em relacdo a possibilidade de
aplicacdes do biossurfactante analisado em diversos setores industriais. Com base nesses
estudos da capacidade do biossurfactante em formar emulsbes estdveis em variadas
temperaturas, verificou-se que o produto de interesse pode ser aplicado nos setores de
tratamento de residuos e na biorremediacéo, visto através dos diagramas (surfactina - 6leo de
motor) e (surfactina - 6leo NH 140) e em fluidos de corte, visto pelo diagrama (surfactina -
6leo de mamona). Segundo ROCHA (2007), a capacidade dos biossurfactantes, em
emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua, aumentam a degradacdo destes compostos
no ambiente. Uma vez que microrganismos degradadores estdo presentes em oceanos, a
biodegradacao constitui um dos métodos mais eficientes de remocdo de poluentes, entretanto,
0s estudos ainda ocorrem a nivel laboratorial e a biorremediacdo de oceanos utilizando
biossurfactantes permanece ainda como um desafio. Com relagéo aos fluidos de corte, que sdo
essenciais na producdo de pecas metalicas, estd sendo utilizado o 6leo de mamona como
fluido de corte, que tem a vantagem de ser biodegradavel, porém é necessario um tipo de
tensoativo para fazer a ligacdo entre o 6leo e a agua, neste estudo o biossurfactante produzido

pelo Bacillus subtilis LAMIO05 foi comprovado, pela construgdo dos diagramas de fases, que
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pode ser utilizado na preparacdo de fluidos de corte, devido a formacdo de uma emulséo

estavel frente a elevadas temperaturas.

85

A
80 (A)
75 -
70 -
OG 65 -
‘© 60+
p=}
® 55 E+O E+A+O
[}
o
£ 50+
2
45 -
40 3 u L
35 E E+A
30 T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Composigao de surfactina (v/v)
85
1 B
80 E+A+O ®)
70 ———————————m——————————————
O 654
© 60-
E ]
T 55 E+A
g_ 4
IS 50
& ]
F 45
40
35+
30 T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Composig:0 de surfactina (v/v)
85
E+A+0O (©)
75 1
70+
3 65
© 601 E+A
2
© 55
g
IS 50
(0]
= 454
40
35+
30 T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Composige0 de surfactina (v/v)

Figura 35 - Diagrama de fases para o sistema de solucdo de surfactina e fase oleosa em funcdo da temperatura.
(A) Oleo de motor; (B) dleo de mamona; (C) 6leo NH 140. E - fase emulsionada; A - fase aquosa em excesso; O

- fase 6Gleo.
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5- CONCLUSOES

O cultivo da cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 permitiu concluir que a glicerina
residual do biodiesel usada neste trabalho se apresenta como uma fonte alternativa para a
producdo de surfactina, podendo ser utilizada como principal fonte de carbono e energia.

De acordo com os resultados obtidos da avaliagdo das sete cepas de Bacillus sp.
isoladas da estacdo de tratamento da Universidade Federal do Ceard, apenas quatro reduziram
a tensdo superficial do meio livre de células, apresentadas como melhores potenciais
produtoras de biossurfactantes ap6s 48 h de cultivo em shaker, a saber: LAMI002, LAMI005,
LAMIO08 e LAMIO009. Porém, das quatro cepas pré-selecionadas, apenas duas produziram
um biossurfactante que conseguiu emulsionar as trés fontes hidrofébicas testadas (6leo de
soja, querosene e n-hexadecano). Portanto, as cepas que obtiveram maior capacidade
surfactante, avaliadas através dos dois métodos indiretos, foram Bacillus subtilis LAMIO05 e
LAMI009.

Em relacdo aos testes que foram conduzidos para avaliar a cinética do
biossurfactante produzido pelas cepas de Bacillus subtilis LAMIO05 e LAMIO09,
selecionadas através do screening, a melhor produtora de surfactina foi a cepa de Bacillus
subtilis LAMIOO5 que apresentou em 72 h de fermentagdo valor maximo de concentracdo do
biossurfactante de 441,06 mg. L™, e também foi melhor do que a cepa de Bacillus subtilis
ATCC 6633, obtido da Fundacdo André Tosello, que produziu uma concentracdo maxima de
158,14 mg.L™ em 72 h de fermentacéo.

A respeito dos experimentos realizados em biorreator de 4 L, observou-se uma
producdo significativa de biossurfactante, quando comparados aos valores reportados na
literatura, chegando a 263,64 mg.L™", para o ensaio conduzido em meio sem extrato de
levedura. Porém, a concentracdo de surfactina produzida em shaker foi superior. Uma das
provaveis explicacdes é a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio. Ressalta-se que,
durante a fermentacdo em shaker, a taxa de transferéncia do oxigénio ndo pode ser
determinada. Outra hipdtese que deve ser levada em consideracdo € a perda de material
(células e surfactina) durante o cultivo, devido & intensa formagao de espuma.

Os espectros de FTIR indicaram a presenca de grupamentos alifaticos, carbonilas,

bandas de amida e grupos —OH/ —NH, caracteristicos das moléculas de surfactina. Pode-se
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concluir que o surfactante produzido pelo Bacillus subtilis € um lipopeptideo ciclico
compativel com o espectro da surfactina disponivel comercialmente.

Obtiveram-se resultados bastante positivos em relacdo a possibilidade de
aplicacdes do biossurfactante analisado em diversos setores industriais, como biorremediacéo,
tratamento de residuos e em formulacdo de fluido de corte, através dos trés diagramas de fases
com os sistemas surfactina — 6leo de motor, surfactina — 6leo de mamona e surfactina — NH

140, para simular os comportamentos dindmicos da producéo de biossurfactantes.
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6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

>

Devido a diversidade de aplicacdes dos emulsificantes e da sua complexidade fica
claro que os conceitos aqui apresentados neste trabalho serviram para novas
perspectivas com relacdo a aplicacdo do biossurfactante e é apenas uma iniciagédo para

trabalhos futuros que possam extrair novas aplicagdes para estes compostos;

Planejar estudos para o aumento da produtividade do biossurfactante por fermentacéo
em biorreator, otimizando a producdo por Bacillus subtilis em meio mineral
suplementado por glicerol, proveniente da transesterificacdo do biodiesel, como

também estudar a influéncia da aeracdo e agitagdo na producéo de biossurfactantes;

Aprofundar os estudos de aplicacbes ambientais desses biossurfactantes relacionadas a
area de biorremediacdo, como por exemplo, determinando-se o0 seu potencial em solos

contaminados com petréleo;

Estudar a estabilidade das emulsdes e a atividade tensoativa do biossurfactante
produzido, a diversas condicdes de processamento, em relacdo a variacdo do efeito da

salinidade, da temperatura e do pH adicionados ao meio de cultura;

Avaliar a toxicidade da surfactina produzida para possiveis aplicacbes em produtos
alimenticios, que segundo a literatura (Barros et al.,2007), a aplicacdo da surfactina
em alimentos mostrou-se favoravel a essa tendéncia, uma vez que evidéncias
demonstraram possiveis atividades funcionais desse biossurfactante como agente
preventivo a alguns tipos de doenca. Estudos toxicologicos apontaram baixa

toxicidade in vivo.

Testar diferentes fontes de glicerol bruto.
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ANEXO A

Curva Padréo para Concentracdo de Biomassa dos Microrganismos Bacillus subtilis

LAMI005, LAMI009 e ATCC 6633 cultivados em meio mineral suplementado com
glicerol.

07 07

y=A+B*X y=A+B"X

064 7~ 4 y= + * .

y = 0,02151 + 1,20279X . é _%%%%a 3 1.0222° X e

R =0,99587 _ ’ i
=5 0,54 < 0,54 e
) o e
5 04 =
£ S 04- /"/
g 03 & - e
o 7] Q /
< 02 € e
g S 0,2+ e
O 0,1 8 //

g
0,14 M
e
00+
//
T T T T T T 0’0 T T T T T T
0.0 0.1 02 03 04 05 0,0 0.1 0.2 03 04 05 06

Absobancia (600nm) Absorbancia ( 600 nm)

0404  y=A+B*X "
y =-0,0474 + 0,46274 * X
0,35 R =0,99479

0,30
0,25

0,20

Concentragzo celular (g/L)

0,15

0,10

—_—
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Absobéancia (600nm)

Figura 1A — Curva padrdo para identificacéo da concentracéo de biomassa dos microrganismos Bacillus subtilis
LAMIO005, LAMI009 e ATCC 6633, respectivamente.
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Anexo B SOUSA, M.

ANEXO B

Curva Padrao para Identificacdo das Concentracgdes de Surfactina Produzida por

Bacillus subtilis Cultivado em Meio mineral suplementado de Glicerol.
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Figura 1B — Curva padréo para identificacdo da massa obtida e da concentracdo de surfactina, para a surfactina
ressuspendida em agua pH 8,0, para os ensaios fermentativos conduzidos em mesa agitadora para os Bacillus
subtilis LAMIO05 e LAMI009 em meio mineral suplementado com glicerol.
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Figura 2B — Curva padréo para identificacdo da massa obtida e da concentracdo de surfactina, para a surfactina

ressuspendida em metanol, para os ensaios fermentativos conduzidos em biorreator para os Bacillus subtilis em
meio mineral suplementado com glicerol.
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Anexo C SOUSA, M.

ANEXO C

Curva Padrao para Deteccdo da Concentracédo do Substrato.
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Figura 1C — Curva padrdo para identificagdo da concentracdo do substrato analisado em HPLC dos ensaios
fermentativos conduzidos em mesa agitadora utilizando Bacillus subtilis em meio mineral suplementado com
glicerol.
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Figura 2C — Curva padrédo para identificacdo da concentracdo do substrato analisado pelo Kit enzimatico dos
ensaios fermentativos conduzidos em biorreator utilizando Bacillus subtilis em meio mineral suplementado com

glicerol.
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Anexo D SOUSA, M.

ANEXO D

Curva Padréo para Detecgdo da Concentracéo de Ferro.
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Figura 1D - Curva padrdo para identificagdo da concentragdo de ferro analisado pelo Kit enzimético dos ensaios

fermentativos conduzidos em biorreator utilizando Bacillus subtilis em meio mineral suplementado com glicerol.
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