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A linhagem Bacillus subtilis foi isolada de sistema Landfaming e testada,
preliminarmente, para a producao de biossurfactante a partir de agucar cristal (sacarose),
utilizando solucdo de microssais (MS) e/ou extrato de 1évedo (EL). O melhor valor de
tensdo superficial foi 31,2 mN/m para acucar cristal acrescido de MS. A influéncia de
diferentes fontes de nitrogénio (uréia, levedura residual de cervejaria, sulfato de amonio,
nitrato de so6dio e nitrato de amonio) foi estudada na produg¢do do composto tensoativo,
utilizando-se, como fonte de carbono, o agucar cristal acrescido de microssais. O maior
valor de porcentagem de redugdo da tensdo superficial foi obtido com 48 h de
fermentagcdo utilizando o nitrato de amonio. A otimizagdo da relacdo carbono/
nitrogénio (C/N) e da agitacdo foram observadas a partir de planejamento experimental
fatorial completo e analise de superficie de respostas. A condi¢@o que mais favoreceu a
produgdo do composto tensoativo foi a relagdo C/N 3 e a agitagdo 250rpm. Na condic¢ao
otima de produgdo foi feita uma cinética da sintese do biossurfactante, onde o menor
valor de tensao superficial foi obtido com 19 h de processo. O biossurfactante produzido
se manteve estavel em diferentes valores de pH e temperatura. Preliminarmente, a
caracterizagdo do biossurfactante sugere tratar-se de um lipopeptideo com alguns

isOmeros diferentes da surfactina comercial.
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The Bacillus subtilis strain was isolated from a Landfarming system and tested, initially,
for biosurfactant production in crystal sugar (sucrose), using micro-salts (MS) and/or
yeast extract (EL). The lowest surface tension value found was 31.2 mN/m for MS-
added crystal sugar. The influence of the various nitrogen sources (urea, brewery yeast,
ammonium sulfate, sodium nitrate and ammonium nitrate) was studied for the
tensoactive compound production employing, as the carbon source, micro-salt-added
crystal sugar. The highest percentage of superficial tension reduction was reached at 48
h of fermentation using ammonium nitrate. The carbon/nitrogen (C/N) ratio
optimization and agitation were investigated through a complete factorial experimental
design and response surface analysis. The most favorable condition for biosurfactant
production was found when a C/N ratio of 3 was applied, as well as agitation of 250
rpm. In the optimal production condition, a kinetic of the bioproduct synthesis was
performed, when the lowest surface tension value was reached after 19 h of process.
The produced biosurfactant remained stable in different levels of pH and temperature.
Preliminarily, the biosurfactant characterization suggests that it is composed of a

lipopeptide, some different isomers from commercial surfactin.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Consideracdes iniciais

O termo surfactante ¢ oriundo da abreviatura da expressdao em inglés SURFace
ACTive AgeNTS (CRISTOFI e ISHIVA, 2002). Na lingua portuguesa, também sdo
usadas as expressOes composto tensoativo ou agente tensoativo. Por defini¢do, os
surfactantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja, apresentam grupos hidrofilico e
hidrofobico na mesma molécula, o que lhes confere a propriedade de interagir na
interface entre fluidos de diferentes polaridades como, por exemplo, dgua e 6leo. O
emprego destes compostos promove a redugdo das tensdes interfacial e superficial, e
também pode aumentar a solubilidade e mobilidade de compostos hidrofobicos ou
orgénicos insoluveis em solugdes aquosas (SINGH, VAN HAMME e WARD, 2007).

Devido a suas propriedades, os surfactantes apresentam um vasto campo de
aplicacdo, nos mais diversos setores industriais (MULLIGAN e GIBBS, 1993). Em
particular no setor petrolifero, destaca-se o seu emprego na recuperacao de 6leo de
reservatdrios, limpeza de tanque de estocagem, transporte de 6leo em oleodutos, como
auxiliar no tratamento despoluente de ambientes acometidos por derrames de petréleo,
remocdo de betume de areias oleosas, entre outros (MORKES, 1993; BANAT,
MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 2000; KIM et al., 2000, SHCRAM, 2000). Por exemplo, o
emprego de surfactante ¢ uma alternativa na recuperacdo de petrodleo, ja que a
recuperacdo primaria* permite recuperar apenas 10 a 30% do volume total do dleo
contido no reservatorio (ROSA, 2007). E também comum o emprego de surfactantes nos
setores alimenticio, farmacéutico e téxtil, em formulagdes de cremes dentais e
cosméticos, na agricultura ¢ na medicina (DELEU et al., 1999; KARANTH, DEO e
VEENANADIG, 1999; RON e ROSEMBERG, 2002).

Em geral, os surfactantes comerciais sdo sintetizados a partir de derivados do
petroleo, embora possam ser obtidos por via microbiana, ¢ at¢ mesmo a partir da
extragdo vegetal (saponinas), estando inclusive presentes no organismo humano
(BOGNOLO, 1999). Os tensoativos naturais incluem: lipideos simples (ésteres de acido
carboxilico), lipideos complexos (ésteres de dacidos graxos contendo fosforo, base

nitrogenadas, e/ou agucares) e acidos bilicos (acido colico e deoxicolico) (MANIASSO,

*Recuperacao primaria — extragdo de 6leo de reservatorio utilizando apenas a sua energia natural,
ou seja, a pressdo nele existente (PETROBRAS, 2003; THOMAS, 2004; ROSA, 2007).
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2001). Em 2004, o total de surfactantes quimicos e bioldégicos mundialmente produzidos
foi equivalente a 48 bilhdes de dolares, dos quais cerca de 40% correspondendo a
produgdo norte-americana (CAMEOTRA e MAKKAR, 2004). Deste montante, os de
origem microbiana representam ainda uma parte muito pequena.

Os compostos de origem sintética sdo eficientes e baratos, porém nao sao
biodegradaveis (BANAT, 1995). Ademais, ainda sdo desconhecidos os efeitos que
podem advir do seu acimulo nos seres vivos e no ambiente (BARROS et al., 2007). Por
isso, a ingestdo ou absor¢ao dos surfactantes pelo consumo de alimentos e farmacos,
bem como pelo uso de cosméticos e produtos de higiene, mesmo que em doses
reduzidas, podera ser a causa de danos aos seres humanos a posteriori (SISINNO, 2002).
Esta possibilidade, refor¢cada pela preferéncia do consumidor pelos produtos que
apresentam em sua formulacdo compostos de origem natural ao invés dos sintéticos, tem
estimulado a substituicdo dos surfactantes de origem petroquimica por novos produtos
biodegradaveis. Esta tendéncia tem sido ainda mais estimulada pela crescente cotagdao do
petréleo, que ja alcangou cifra superior a US$ 100,00/barril (O GLOBO, 29 de fevereiro
de 2008), aliada ao inevitavel esgotamento deste recurso ndo renovavel.

Dada a possibilidade de obtencdo de compostos tensoativos por via microbiana,
bem como de serem varias as espécies microbianas capazes de sintetiza-los a partir de
diferentes fontes renovaveis, inimeros estudos vém sendo realizados com o proposito de
desenvolver produtos com propriedades tensoativas biodegradaveis, ou seja, indcuos aos
seres vivos. Os surfactantes de origem microbiana, ditos biossurfactantes, formam um
grupo heterogéneo de moléculas, visto que podem apresentar distintas estruturas
quimicas. O tipo e a quantidade de biossurfactante dependem do microrganismo
produtor, da composicao do meio de producao e das condi¢des operacionais. Por isto, os
biossurfactantes podem apresentar, além das propriedades quimicas similares aos
sintéticos, vantagens tais como especificidade, termoestabilidade, e tolerancia a forca

ionica (MULLIGAN et al., 1989).

A produgdo de compostos tensoativos por microrganismos ¢ conhecida ha muitos
anos (ARIMA et al., 1968). Alguns destes compostos, como emulsan ¢ alasan, ja estdo
sendo inclusive comercializados para fins industriais. Outros, como os lipopeptideos,
estdo sendo muito estudados em virtude do seu elevado potencial para reduzir as tensdes
superficial e interfacial de fluidos, o que lhes confere propriedades de importancia para

diversas aplica¢des industriais (MULLIGAN, 2005).
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Um grande desafio da produg¢do de biossurfactantes ¢ o desenvolvimento de
tecnologias que permitam reduzir os custos de producdo a fim de torné-los competitivos
com os de origem quimica. Uma alternativa ¢ o desenvolvimento de meios de cultura
através do emprego de matérias-primas renovaveis, de baixo custo e facilmente
disponiveis. De acordo com Cameotra e Makkar (1998), o custo da matéria-prima nao
deve ultrapassar de 10 a 30% do custo do produto final.

O Brasil ¢ uma fonte inestimavel de recursos naturais renovaveis que possibilitam a
formulagdo de meios de cultivo a um baixo custo. Por exemplo, a cana-de-agucar, um
dos principais produtos agricolas do Brasil, ¢ cultivada em varias regides do territorio
nacional. Por conta dos menores custos de producdo, em conseqiiéncia do uso de
tecnologia e gestdo de vanguarda, o nosso pais ¢ considerado o maior produtor e
exportador de agucar de cana do mundo. Em 2000, metade da producdo brasileira foi
exportada, gerando 1,2 bilhdes de dolares em divisas para a balanga comercial do pais
(SEVERO, 2004)

O agucar cristal, uma matéria-prima de baixo custo, facil disponibilidade e
aquisicdo, ja vem sendo utilizado por diferentes industrias brasileiras para a produgao
microbiana de bens de alto valor agregado, como por exemplo, acido latico e acido
citrico. Outra possibilidade ¢ empregar matérias-primas nao convencionais, como 0s
rejeitos industriais, uma vez que existem espécies microbianas com capacidade de
metabolizar as mais variadas fontes de carbono. Um dos entraves para uso dos rejeitos
esta na posterior recuperagdo do produto; a pequena quantidade do bioproduto e o alto
conteudo de impurezas no mosto fermentado dificultam e oneram os tratamentos de
separag¢do e purificacdo, quando necessarios.

Neste contexto, existe um vasto campo de estudos para o desenvolvimento de
tecnologias para a producdo nacional de biossurfactantes, que permitam alcancar
elevados rendimentos e produtividades do processo, e produtos de baixo custo. Por
exemplo, ¢ de interesse avaliar a potencialidade de diferentes linhagens microbianas e

definir formulac¢des de meios usando matérias-primas disponiveis em abundancia.
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1.2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a otimizacdo de alguns paradmetros do

processo de producdo de biossurfactante pela linhagem de Bacillus subtilis YRE207,

isolada de Landfarming, a partir de agucar cristal, fonte de carbono comercialmente

disponivel e de baixo custo. A producdo de biossurfactante pela linhagem isolada foi

estudada uma vez que ensaios preliminares demonstraram ser esta promissora em

compara¢do com outras linhagens ja testadas.

Com este proposito, foi dada énfase aos seguintes objetivos especificos:

Avaliar a influéncia da suplementagdo do meio com micronutrientes e/ou
extrato de 1€vedo na produgdo do biossurfactante, considerando a redugao
percentual da tensdo superficial;

Determinar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio — nitrato de sodio,
nitrato de amonio, sulfato de amonio, uréia e levedura residual de cervejaria -
na sintese do composto tensoativo;

Otimizar a relagdo carbono/nitrogénio e nivel de agitagdo — na producdo de
biossurfactante em frascos agitados, através de planejamento experimental
usando para a analise o programa Statistica 5.0;

Determinar o efeito da agitacdo na variacdo do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (ki a);

Determinar as cinéticas de crescimento, consumo do substrato e producao do
biossurfactante nas condigdes otimizadas;

Caracterizar parcialmente a molécula do biossurfactante produzido
comparativamente a um produto comercial;

Estudar a estabilidade do biossurfactante, quanto a sua propriedade

tensoativa, em diferentes valores de pH e temperatura.

* Landfarming - é uma tecnologia de remediagdo de solos que reduz a concentragido de petréleo do solo
através da biodegradagdo. Essa tecnologia ¢é feita a partir de uma fina camada do solo contaminado sobre
uma superficie impermeabilizada, estimulando a atividade aerdbica microbiana nesse solo adicionando
minerais, nutrientes e proporcionando a aeragdo (EPA, 2005).
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos, orgénicos ou organometalicos, que se
caracterizam por apresentar em sua estrutura um grupo apolar ou hidrofébico (cauda) e
um polar ou hidrofilico (cabeca). Na Figura 2.1 tem-se a representagdo de uma molécula

de surfactante (PORTER, 1994).

Parte Parte
hidrofobica hidrofilica

\/\/\/\/\/\/\/\/\/‘Q

Figura 2.1. Representagdo esquematica da estrutura de um surfactante (PORTER, 1994).

A porcao apolar ¢ freqlientemente formada por hidrocarbonetos de cadeias
alifaticas (linear ou ramificada), grupos aromaticos ou policiclicos. Esta parte da
molécula tem uma baixa solubilidade em agua devido ao “efeito hidrofébico” provocado,
ndo tanto pela atragdo entre grupos apolares, mas principalmente pela dificuldade em
romper as fortes interagdes entre as moléculas de agua (HELENIUS e SIMONS, 1975;
LICHTENBERG et al., 1983).

O grupamento polar dos surfactantes sintéticos, de acordo com a carga apresentada,
permite classificd-los em: anidnico (carga negativa); catidnico (carga positiva); nao
i6nico (ndo possui carga) e zwitteridnico ou anfotero (ambas as cargas). A Tabela 2.1
apresenta diferentes tipos de surfactantes sintéticos.

A parte hidrofébica da molécula é responsavel pelas propriedades dos surfactantes.
Assim, dependendo da sua estrutura molecular, os surfactantes podem apresentar
propriedades como adsor¢do, formacdo de micelas, formagdo de macro e/ou
microemulsdes, dispersdo ou agregacdo de so6lidos, agdo espumante ou antiespumante,
solubilidade, molhabilidade ou detergéncia. Segundo PORTER (1994), os surfactantes
apresentam comportamentos diferenciados em fun¢ao do nimero de grupamentos metil
(CHy) n:

e n < §: a molécula ¢ totalmente soltivel em dgua possuindo baixas propriedades

como surfactante.
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e 10 <n> 18: amolécula é pouco soluvel em dgua apresentando altas propriedades
como surfactante.
e n > 18: a molécula ¢é praticamente insolivel em agua e, portanto, a propriedade

como surfactante ¢ inexpressiva.

Tabela 2.1 Exemplos de surfactantes comerciais

Tipo Surfactante

Estearato de sodio; dodecil sulfato de sddio (SDS); dihexadecil
fosfato; brometo de dodeciltrimetil amoénio

Cloreto de laurilamida; cloreto de trimetil dodecilamonio; sais
quaternarios de amdnio

Polioxietileno dodecanol; polioxietileno p-ter-octil fenol (triton
X-100); aquilfenol etoxilato;

Dodecilbetaina; lauramidopropil betaina; dodecildimetil amdnio
propano sulfato

Fonte: SCHRAMM (2000) apud BAPTISTA (2007); MANIASSO (2001).

Aniodnico

Catidnico

N3do idnico

ZwitteriOnico

2.1.1 Propriedades dos Surfactantes

A solubilidade e as propriedades de um surfactante s3o dependentes da sua
estrutura quimica e estao relacionadas, embora ndo seja uma interacao simples. A seguir

serdo descritas as propriedades desses compostos.

Adsorcado/Absorcao

As moléculas de surfactantes, dadas as suas caracteristicas, quando em solugdo, se
distribuem na superficie de um liquido, diminuindo a sua tensdo superficial. Este
fenomeno ocorre nas interfaces liquido/liquido, liquido/sélido e liquido/ar, sendo
denominado por sor¢do, que compreende os termos absor¢ao (liquido/liquido) e adsor¢ao
(liquido/sélido) (PORTER, 1994). A Figura 2.2 apresenta algumas formas de sor¢do de
moléculas de surfactante em diferentes interfaces. Por exemplo, a absorcao de elevada
quantidade de surfactante em 4gua ocasionara a total cobertura da superficie do fluido,
resultando em mudangas nas propriedades fisicas do liquido. A presenga de um agente
tensoativo em solucdo leva a formagdo de gradientes de concentracdo, sendo a
concentracdo do surfactante na superficie muito maior do que no seio do liquido

(PORTER, 1994).
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Liqudo - Liqudo (L) Liquido (L)- Solide Apolar (S)

L A

Liquido (L) - Solido Polar (S) Ar (A) - Liquido

Figura 2.2. Representagdo da adsor¢do ou absor¢do de moléculas de surfactante em

diferentes sistemas. Fontes: modificado de PORTER, 1994,

Concentracao Micelar Critica (CMC)

A concentracdo do surfactante interfere na intensidade de sua adsor¢do a uma dada
superficie. Na Figura 2.3, pode-se observar as variacdes na ordenagao das moléculas que
ocorrem pela adicdo do surfactante em um liquido. Em concentragcdes muito baixas de
surfactante, as moléculas tendem a se orientar paralelamente a superficie do liquido. O
aumento da concentragdo do surfactante diminui a area disponivel para as moléculas e,
conseqiientemente, tem inicio uma ligeira ordenagdo das mesmas em relagdo a
superficie. A orientacdio das moléculas depende, sobretudo, da natureza
hidrofilica/hidrofébica da superficie (PORTER, 1994). Numa determinada concentragao,
denominada concentragdo micelar critica (CMC), a quantidade disponivel de moléculas
do surfactante propicia a formagdo de uma Unica camada unidirecional (PORTER,

1994). Acima da CMC, ¢ favorecida a formacao de micelas.
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Figura 2.3. Efeito da concentragdo de um surfaciante na adsor¢do em superficies
hidrofobicas (a-muito baixa; b-baixa; c-CMC; d-acima da CMC). Fonte: modificado de
PORTER, 1994.

As micelas sdo agregados moleculares, com regides estruturais hidrofilicas e
hidrofobicas, que dindmica e espontaneamente se associam em solug¢do aquosa, a partir
de uma determinada concentracao, dita critica. As micelas nao sao estaticas, co-existindo
em um equilibrio dindmico, mas sdo termodinamicamente estaveis e facilmente
reprodutiveis, sendo destruidas por diluicdo em &4gua quando a concentracdo do
tensoativo ficar abaixo da CMC (ROSEN, 1978 apud MANIASSO, 2001). Abaixo da
CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma de mondmeros; porém quando a
concentragdo estd proxima da CMC, existe um equilibrio dindmico entre mondémeros e
micelas. Em concentra¢des acima da CMC, as micelas possuem um didmetro entre 3 € 6
mm, o que representa de 30 a 200 mondmeros. A CMC depende da estrutura do
tensoativo (tamanho da cadeia hidrofobica) e das condi¢des experimentais (forga idnica,
temperatura, etc). A combinagdo destas propriedades distintas confere a molécula
caracteristicas Unicas na dissolu¢ao aquosa, permitindo a formagao de emulsdes.

O processo de formagdo dos agregados ocorre num intervalo pequeno de
concentragdes, € pode ser detectado pela variacdo brusca produzida em determinadas
propriedades fisico-quimicas da solu¢do em fungdo da concentragao do tensoativo, como
a tensdo superficial.

Segundo ROSEN (1978), existem duas classes de materiais que afetam a
concentracao micelar critica:

e classe 1: os que se incorporam as micelas;

e classe 2: responsaveis por modificar as interagdes solvente-micela ou solvente-

surfactante.

A partir do ponto em que a CMC ¢ alcangada, verifica-se que a tensdo superficial

se mantém constante, mesmo que haja um aumento na concentra¢ao do surfactante. Este
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fendmeno esta representado na Figura 2.4. Portanto, a redugdo da tensao superficial ou
interfacial indica a propriedade tensoativa de um dado composto, mas nio pode ser usada

como critério de quantificagao.

Monomeros CNIC

fa—

P
Jlt\xu
\

Concentracéio do Surfactante

Solubilidade

Tensédo Superficial

Propriedade Fisica

Tensio Interfacial

Figura 2.4. Varia¢ao da tensdo superficial em fungdo da concentragdo de surfactante
indicando o ponto correspondente a concentracdo micelar critica (CMC). Fonte:
BAPTISTA (2007).

A Tabela 2.2 apresenta alguns surfactantes sintéticos comercialmente utilizados e

os respectivos valores de tensdo superficial.

Tabela 2.2. Surfactantes sintéticos e respectivos valores de tensao superficial

SURFACTANTE TENSAO SUPERFICIAL

(Mn/m)
Dodecil-sulfato de so6dio 37.0
Tween 20 30.0
Sulfato de alquil-benzeno 47.0

Fonte: CHRISTOFI e IVSHIVA (2002).

Solubilidade
A solubilidade estd diretamente relacionada a estrutura do composto, ja& que um

aumento da massa molecular do grupo hidrofébico ou do grupo hidrofilico torna o
surfactante menos ou mais soluvel em agua, respectivamente. Para a maioria dos

compostos organicos, a solubilidade aumenta com o aumento da temperatura. Entretanto,
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a solubilidade dos surfactantes ¢ dependente de certa temperatura chamada de ponto
Krafft e do ponto de turvacao (PORTER, 1994).

O ponto Krafft corresponde a temperatura na qual ocorre um aumento brusco da
solubilidade do surfactante. Nesta temperatura, os mondomeros ¢ as micelas estdo em
equilibrio em solu¢do, de tal modo que a solubilidade do surfactante ¢ igual a CMC.

O ponto de turvacdo corresponde a temperatura que torna turva a solucdo de
surfactante. Este fendmeno ocorre quando solu¢des de surfactantes (ndo i6nicos ou

anfoteros), em concentragdes acima da CMC, sdo aquecidas (PORTER, 1994).

Formagéo de emulsdes

Emulsficagdo ¢ a propriedade que alguns biossurfactantes apresentam em
promover a dispersdo de um liquido em outro, através da formagdo de goticulas cujo
diametro varia de 0,1 a 100 nm; quanto menor o didmetro, mais estavel sera a emulsao
formada (ZAJIC e SEFFENS, 1984).

No entanto, os surfactantes quimicamente sintetizados ndo sdo biodegradaveis e
apresentam diferentes graus de toxicidade (BANAT, 1995). Os compostos catidonicos sao
os mais nocivos, mas devido a sua potencial agdao bactericida t€ém sido extensivamente
usados como biocidas em sistemas de resfriamento industrial para o controle da
formag¢do de biofilmes. Comparativamente, os compostos anidnicos sao 0s menos
toxicos, seguidos dos nao idnicos, cujo grau de toxicidade ¢ funcdo de sua estrutura
quimica (KANTIN, 1980).

A criagdo de legislagdes mais rigidas de controle do meio ambiente levou a busca
por compostos naturais com propriedades tensoativas como alternativas aos produtos

comercialmente empregados.

2.2 Biossurfactantes

Os compostos tensoativos de origem microbiana, também denominados
biossurfactantes, apresentam estruturas semelhantes aos compostos de origem sintética.
Portanto, sdo compostos anfipaticos, cuja parte hidrofilica pode ser composta por
aminoacidos ou peptideos, anions ou cations, éster ou carboidratos. A parte hidrofobica,
freqlientemente ¢ formada por hidrocarbonetos saturados ou insaturados, com 10 a 18
atomos de carbono, acidos graxos hidroxilados e seus derivados como acidos a-alquil-

B-hidroxi-graxos, compostos anfofilicos, e peptideos com alta propor¢do hidrofébica
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(GEORGIOU, LINS e SHARMA, 1992). A maioria dos biossurfactantes compreende
compostos neutros ou anidnicos, variando desde pequenos acidos graxos até grandes
polimeros (BOGNOLO, 1999).

No fim da década de 60 surgiram os principais estudos demonstrando a
capacidade de alguns microrganismos de produzir biossurfactantes (ARIMA et al.,
1968; KAKINUMA et al., 1969). Atualmente, sabe-se que diversas espécies de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo capazes de sintetizar uma grande

variedade destes bioprodutos.

2.2.1 Tipos de Biossurfactantes

Os principais tipos de biossurfactantes e respectivos microrganismos produtores
estdo listados na Tabela 3. Alguns, como ¢ o caso de ramnolipidios, lipopeptidios,
Alasan, ¢ Emulsan, j4 s3o produzidos comercialmente. Segundo Banat (2000), a
producdo dos biossurfactantes ¢ de cerca de 3 milhdes de toneladas por ano.

Nitschke e Pastore (2002) também incluem os biossurfactantes particulados,

constando das proprias células ou vesiculas que apresentem propriedades tensoativas.
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Tabela 2.3. Principais tipos de biossurfactantes e respectivos microrganismos produtores

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
Ramnolipidios
Soforolipidios
Trealolipidios
Celobioselipidios
Lipopeptidios e
lipoproteinas
Peptidio-lipidio
Viscosina
Serravetina
[turina A
Surfactina/subtilisina
Gramicidina
Artrofactina
Acidos graxos, lipidios
neutros e fosfolipidios
Acidos graxos
Lipidios neutros
Fosfolipidios
Flavolipidio
Surfactantes poliméricos
Emulsan
Biodispersan
Liposan
Carboidrato-lipidio-
proteina
Manana-acido

graxo

Pseudomonas aeruginosa

Candida bombicola/ C. apicola/ C. petrophilum
Rhodococccus erythropolis/ Mycobacterium sp.

Ustilago maydis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

B. subtilis

Brevibacillus brevis

Artrobacter sp

Corynebacterium lepus
Rhodococcus erythropolis
Acidithiobacillus thiooxidans
Flavobacterium MTNI11

Acinetobacter calcoaceticus
A. calcoaceticus
Yarrowia lipolytica

Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Fonte: REIS (1998); MULLIGAN (2001); BODOUR et al. (2004).
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Os principais biossurfactantes serdo descritos a seguir:

¢ Glicolipidios:

Estes compostos sdo os surfactantes microbianos mais estudados, constituidos
por carboidratos associados a uma longa cadeia de acidos alifaticos ou hidroxi-alifaticos
(DESAI e BANAT, 1997). Uma determinada espécie microbiana ¢ capaz de produzir
diferentes tipos de glicolipidios, dependendo da fonte de carbono disponivel para seu
crescimento (ZAJIC e STEFFANS, 1984). Para exemplificar, alguns glicolpidios estiao

representados nas Figuras 2.5, 2.6 ¢ 2.7.

cy/ \/T COOH
(CH2)e

_CH_CH —(CHz)e—CHjs

;

Figura 2.5. Ramnolipidio produzido por Pseudomonas sp. Fonte: HEALY et al. (1996).

ROH,C ¢H2
0] O_CI:H
OH (CH2)1s
00
OH R = CHpCO
H

Figura 2.6. Estrutura do soforoselipidio produzido por Candida bombicola.
Fonte: DESAI e BANAT (1997).
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Figura 2.7. Estrutura de trealoselipidio produzido por Rhodococcus erythropolis. Fonte:
DESAI e BANAT (1997).

¢ Fosfolipidios:
Estes biossurfactantes sdo formados por uma molécula de glicerol unida a dois

acidos graxos, através de ligacdes éster, e a um grupamento fosfato que pode apresentar
diferentes substituintes (ZAJIC e SEFFENS, 1984). Quando determinadas espécies de
bactérias ou leveduras sdo crescidas em meio com grandes concentracdes de
hidrocarbonetos, ocorre um aumento consideravel do teor de fosfolipidios dentro das
células microbianas; alguns destes fosfolipidios apresentam propriedades de
biossurfactante (BOGNOLO, 1999). Na Figura 2.8 estd representada a estrutura de

biossurfactante do grupo dos fosfolipidios.

o)
Hzc_o_(Jf_R1

|
Hc:_o_é_R2
O
|
H2C—O—+—O—CH2—CH2—NH3 a
OH

Figura 2.8. Estruturas de biossurfactantes produzidos por Acinetobacter sp. (R; ¢ R; s@o
cadeias de acidos graxos; a- fostatidiletanolamina). Fonte: DESAI e BANAT (1997).
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e Lipopeptidios:

Estes compostos sdo produzidos por uma variedade de microrganismos como
bactérias, sobretudo por actinomicetos, e leveduras. Destes os mais conhecidos sdo os
produzidos por espécies do género Bacillus. Estas moléculas, além de apresentarem
propriedades tensoativas, também possuem atividade antimicrobiana (HEALY et al.,
1996). Na Figura 2.9 estd representada a estrutura de lipopeptidio produzido pelo

microrganismo Bacillus subtilis.

L-Asp —D-Leu —L-Leu—? ?HS

HC(CH;)g— C|>H
|

CH; CH;
D-Leu—L-Leu— L-Glu—cl;zo

Figura 2.9. Estrutura de um lipopeptideo (surfactina) produzido por Bacillus subtilis.
Fonte: ARIMA et al. (1968); HEALY et al. (1996); MULLIGAN (2005).

e Poliméricos:

De um modo geral, estes polissacarideos apresentam algumas proteinas ou acidos
carboxilicos em sua composi¢do quimica (COOPER ¢ PADDOCK, 1983). Segundo
Kosaric et al. (1987), estas biomoléculas propiciam a formagdo de emulsdes estaveis
porque possuem uma alta afinidade por interfaces 6leo/dgua. Na Figura 2.10, estd

representada a estrutura de um biossurfactante polimérico.

AcNH
0 o)
H,COCO
o) o)

cNH i
Ccoo
0 o)

OH o Ac \i

H,COCO

n

Figura 2.10. Estrutura geral do emulsan produzido por Acinetobacter calcoaceticus
RAG-1. Fonte: ZHANG et al. (1999).
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2.2.2 Funcdo Fisiologica dos Biossurfactantes

As moléculas dos surfactantes sintetizadas por via microbiana podem ser
excretadas para o ambiente, ou podem ser constituintes da parede celular do préprio
microrganismo produtor. Neste caso, a célula microbiana, por si s6, pode apresentar
significativa capacidade emulsificante. Muitos autores consideram que a cé€lula intacta
possuidora de capacidade emulsificante € por si s6 um biossurfactante, porém, apenas os
biossurfactantes extracelulares tém o poder de reduzir a tensdo superficial de uma fase
aquosa. Adicionalmente, a acdo solvente do hidrocarboneto na superficie lipofilica da
célula pode causar a perda de sua integridade estrutural, liberando componentes
tensoativos para o meio. De acordo com Francy et al. (1991), geralmente os
microrganismos potencialmente produtores de biossurfactantes excretam estas
macromoléculas para o meio.

Muitas vezes a funcdo e, conseqlientemente, a produgdo dos biossurfactantes esta
relacionada com a assimilacdo de hidrocarbonetos pelos microrganismos. Todavia, a
sintese desses compostos ndo ¢ somente dependente da atividade dos microrganismos
potencialmente degradadores de hidrocarbonetos. A fungdo fisiologica exata dos
biossurfactantes ¢ ainda desconhecida, mas sabe-se que a maioria destes produtos ¢ um
metabolito secundario essencial para a sobrevivéncia da célula. Algumas suposi¢des vém
sendo levantadas (LIN, 1996; SINGH ¢ CAMEOTRA, 2004; VAN HAMME, SINGH,
WARD, 2006):

a) Promover a emulsificagdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos (compostos imisciveis
com a agua), facilitando o crescimento dos microrganismos. Abaixo da CMC, micelas de
biossurfactantes sdo formadas permitindo que os substratos hidrofobicos se aproximem
das células microbianas e, por conseguinte, propiciem uma interagdo mais rapida com a
membrana celular, resultando na entrega direta do substrato (VAN HAMME, SINGH e
WARD, 2006);

b) Propiciar a ligacdo de hidrocarbonetos com a superficie dos microrganismos,
permitindo o transporte desses compostos para o interior da célula. ROSENBERG (1993)
descobriu que o emulsan, uma céapsula heteropolissacaridia, ¢ usado pela espécie
Acinetocabter calcoaceticus para facilitar o desprendimento de goticulas de dleo cru

quando ndo ha disponibilidade de fonte de carbono soltivel no ambiente;
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c) Permitir a aderéncia ou liberacao de células de superficies s6lidas, podendo inclusive
facilitar a interagdo com o hospedeiro. Os microrganismos podem utilizar surfactantes
ligados a parede para regular as propriedades da superficie celular, visando aderir ou se
desligar de um determinado local, de acordo com sua necessidade para encontrar novo
habitat com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis
(ROSENBERG ¢ RON, 1999). Boles et al. (2005) sugerem ser essencial a presenga dos
ramnolipidios em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa para que as células bacterianas
deles se desprendam e retornem a forma de vida planctonica.

d) Promover a formagao, a manuteng¢@o e a maturacdao de biofilme. Davey et al. (2003)
apud Van Hamme, Singh e Ward (2006) mostraram que células de P. aeruginosa
mutantes no gene rhlA, isto ¢, desprovidas da capacidade de produg@o de ramnolipidios,
geram um biofilme anormal, constituindo um emaranhado denso de células.

e) Favorecer o mecanismo de quorum sensing* entre as células bacterianas,
proporcionando a regulagdo de genes.

f) Acdo como antimicrobianos, j4 que varios microrganismos produzem substancias de
acdo antagonista no final da fase exponencial de crescimento, como forma de auxilio na
competicao (amensalismo) por fontes nutricionais dentro das comunidades microbianas
(VAN HAMME, SINGH e WARD, 2006).

g) Funcdo quelante através da ligagdo com metais pesados.

2.2.3 Caracteristicas dos Biossurfactantes

Os surfactantes de origem microbiana possuem diversas vantagens em comparagao
aos surfactantes sintéticos como (COOPER, 1986; DESAI ¢ BANAT, 1997; REIS,
SERVULO e DE FRANCA, 2004; MULLIGAN, 2005):

Baixa toxicidade — comprovadamente ndo causam danos aos seres Vivos.

Atualmente, maior atencdo tem sido dispensada aos biossurfactantes devido a

crescente preocupagdo da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos

artificiais, sendo possivel o seu emprego sem restricdes em alimentos e produtos

farmacéuticos e cosméticos;

*Quorum sensing - mecanismo de comunicagdo entre células bacterianas, geralmente é estimulado por
mudangas nas condigdes ambientais ou populacionais (VAN HAMME, SINGH e WARD, 2006).
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Biodegradabilidade - sdo facilmente degradaveis na agua e no solo, que os
tornam adequados para aplicagdes como biorremediacdo e tratamento de
residuos;

Compatibilidade com o ambiente — apresentam reduzido ou nenhum impacto
ambiental, o que permite inclusive a sua produgdo in situ;

Seletividade;

Tolerancia a temperatura, pH e forca idnica — apresentam atividade especifica

mesmo em valores extremos, 0 que permite uma aplicacdo mais abrangente ja

que podem ser usados em condic¢des drasticas.

Em geral, os biossurfactantes possuem propriedades melhores que muitos
surfactantes quimicos, como: baixos valores de CMC e elevada atividade superficial e
interfacial, de tal modo que mesmo em baixas concentracdes sdo capazes de
efetivamente reduzir os valores de tensdo superficial ou interfacial (COOPER e
PADDOCK, 1984; BANAT, 1995). Isto torna os biossurfactantes superiores em
comparagdo com os detergentes anionicos sulfatados sintéticos (NITSCHKE e
PASTORE, 2003). A CMC dos biossurfactantes, uma medida de sua eficiéncia, varia
entre 1-2000 mg/L, enquanto a tensdo interfacial (6leo/dgua) e superficial ¢ de
aproximadamente 1 ¢ 30 mN/m, respectivamente (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes podem apresentar baixo ou alto peso molecular. Os compostos
tensoativos de baixo peso molecular apresentam uma maior eficiéncia em reduzir as
tensoes superficial e interfacial de fluidos, enquanto os surfactantes de alto peso
molecular demonstram uma maior eficiéncia em estabilizar emulsdes Oleo/agua. Na
Tabela 2.4 encontram-se os principais biossurfactantes, classificados de acordo com sua

massa molecular.
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Tabela 2.4. Classificagdo dos principais biossurfactantes ¢ respectivas massas molecular

Baixa Massa Molecular Alta Massa Molecular
Ramnolipidios Emulsan RAG-1
Trealoselipidios Alasan
Surfactina Liposan
Flavolipidios Manana-lipidio proteina

Fonte: ROSENBERG e RON (1999).

2.3 Producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis

2.3.1. Microrganismo

As células da espécie Bacillus subtilis sio Gram-positivas, apresentando forma de
bastonetes retos, 0,7 a 0,8 um por 2,0 a 3,0 um, e ocorrem predominantemente isoladas e
raramente em cadeias. Sdo moveis, por meio de flagelos polares e formam endosporos
centrais, medindo de 0,8 um por 1,5 a 1,8 um. Estas bactérias podem ser encontradas em
diversos ambientes, principalmente em solos (CLAUS e BERKELEY, 1984).

O género Bacillus compreende mais de 200 espécies com 34 espécies tipo
(KENNETH, 2005). Em geral, a maioria das informacdes referentes a biologia, a
bioquimica e a genética das bactérias Gram-positivas ¢ decorrente do estudo de B.
subtilis.

As coldnias de B. subtilis apresentam caracteristicas morfologicas muito variadas
principalmente em fung¢do da composi¢do do meio de cultura empregado para seu
crescimento. Normalmente, as colonias desta espécie apresentam coloragdo creme ou
marrom, sdo opacas, de forma redonda ou irregular (CLAUS e BERKELEY, 1984).

Esta espécie bacteriana é aerobica facultativa, entretanto, na presenga de nitratos
pode crescer anaerobicamente. O crescimento deste microrganismo em meios complexos
contendo glicose, na presenca de oxigénio, ¢ intenso com formagdo de 2,3-butanodiol,
acetoina e CO, como principais produtos do metabolismo. Porém, em condigdo de
anaerobiose, o crescimento ¢ bem reduzido (CLAUS e BERKELEY, 1984).

E um microrganismo quimioheterotréfico, portanto cresce em meio minimo

constituido de glicose e sal amoniacal, como unicas fontes de carbono e nitrogénio. Na
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presenca de sacarose pode formar polissacarideos extracelulares, como levana e
dextrana. Em meios, contendo arabinose, xilose e manitol, ocorre a producdo de acidos
organicos. Esta bactéria também ¢ capaz de degradar macromoléculas como amido,
pectina e caseina. A composicao do meio de cultura também pode induzir a formagao de
pigmentos, bem como a sintese de polipeptideos com agdo antimicrobiana(CLAUS e
BERKELEY, 1984) .

Esta bactéria apresenta a capacidade de crescer em amplas faixas de temperatura e
pH. A faixa de temperatura para crescimento situa-se entre 10 e 50°C, embora

temperaturas compreendidas entre 30 e 40°C sejam mais adequadas para seu cultivo. O

seu crescimento € mais ativo na faixa de pH de 5,5 a 8,5(CLAUS e BERKELEY, 1984).

2.3.2. Lipopeptidios produzidos por Bacillus subtilis

A espécie Bacillus subtilis produz uma variedade de lipopeptidios de baixo peso
molecular, como: iturina A, liquenisina, fengicina e surfactina. Esses compostos sdo
bastante conhecidos por apresentarem propriedades antimicrobianas e atividade
tensoativa.

A iturina A ¢ um biossurfactante ndo i6nico, com propriedades tensoativas e
emulsificantes (DELEU et al., 1999; AHIMU, JACQUES e DELEU; 2002). No entanto,
o principal bioproduto sintetizado por este microrganismo ¢ a surfactina, também
chamada de subtilisina, por ser considerado um dos mais efetivos biossurfactantes
conhecidos (REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004). As estruturas da surfactina e da
iturina A estdo representadas na Figura 2.11 (BESSON e MICHEL, 1992; REIS, 1998).

A surfactina € composta por sete aminoacidos constituindo a parte hidrofilica e uma
cadeia de acido graxo como regido hidrofobica. Na literatura, existem relatos de que ha
pelo menos trés tipos diferentes de surfactina em relagdo a cadeia peptidica: A, B e C
(VATER et al., 2002; SINGH ¢ CAMEOTRA, 2004). A surfactina A possui L-leucina
na posicao de ligacdo com a parte hidrofobica, enquanto nas moléculas de surfactina B e
surfactina C, os aminodcidos correspondentes sdo L-valina e L-isoleucina,
respectivamente. Estudos de espectrometria de massa também identificaram diferentes
tipos de surfactina em relagdo a quantidade de carbono presente na parte hidrofobica,

variando entre 13 e 15 carbonos (VATER et al., 2002).
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Figura 2.11. Representagao molecular dos lipopeptidios: (a) Surfactina e (b) Iturina A.
Fonte: DELEU et al. (1999).

As variagdes presentes nas estruturas dos diferentes tipos de surfactina relatados sao
dependentes das condi¢des operacionais do processo fermentativo, bem como da
linhagem de B. subtilis selecionada para a produgdo. As mudangas na estrutura molecular
alteram as propriedades do bioproduto e, conseqiientemente, o seu campo de aplicagdo.
Além disso, a produgdo pode ser afetada quantitativamente, ja que os fatores ambientais
influenciam acentuadamente a produc¢do de biossurfactantes e estdo diretamente
relacionados a atividade metabolica dos microrganismos (DESAI e BANAT, 1997).

A surfactina tem a capacidade de reduzir a tensdo superficial da dgua a valores
inferiores a 30 mN/m, em baixas concentragdes, como por exemplo 0,005% (m/v)
(Mulligan, 2005). Além disso, este composto apresenta propriedades tensoativas e
emulsificantes que permitem seu uso nas mais diversas aplicacdes em diferentes setores
industriais, destacando a sua aplicagdo como auxiliar na biorremediacdo de ambientes
poluidos. Existe ainda a possibilidade do seu emprego na area terapéutica por conta da
baixa citotoxicidade constatada para células de mamiferos. De acordo com Davis, Lynch
e Varley, 1999; Shigh e Cameotra, 2004; Kim et al., 2007, as atividades antibacterianas,
antifiingicas e antivirais destes compostos podem ser atribuidas a:

- Inducdo da formacao de canais de ions na bicamada lipidica da membrana celular;
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- Inibigcdo da formagdo de coagulos;

- Inibigdo da adenosina monofosfatase ciclica (CAMP);

- Inativacdo do envelopamento dos retrovirus e Herpesvirus humano (HHV- 1 e
HHV-2);

- Funcgodes anti-inflamatorio e anti- tumoral;

- Anti-hipercolesterolémico.

No mercado mundial, estes produtos tensoativos naturais ja estdo disponiveis. Por
exemplo, a Sigma comercializa surfactina a cerca de R$ 60,00, o miligrama. A empresa
AIBI* (Agriculture University of Genbloux, Bélgica) disponibiliza o produto na internet
por € 8,00/mg. No entanto, como conseqiiéncia do seu elevado custo, esse produto ainda
ndo ¢ competitivo em relacdo aos surfactantes sintéticos.

*AIBI- Aide a I’ Innovation dans Bio-Industries.

No Brasil, ainda ndo ¢ produzido o biossurfactante purificado. No entanto,
atualmente, existem seis empresas que detém o registro de 13 produtos remediadores no
IBAMA' (Resolugio CONAMA? n°. 314/2002), sendo que 12 deles possuem, em sua
composi¢ao ativa, uma mistura de bactérias e fungos, acrescida ou ndo de enzimas.
Como mencionado, a composi¢cdo dos biorremediadores pode ser bastante variada,
contudo, nos produtos registrados sdo encontrados, em sua maioria, Bacillus subtilis
(58%), Bacillus licheniformis (50%) e Roseobacter litoralis ¢ Bacillus megaterium
(33%) (SERAFIM et al., 2007).

2.3.3. Biossintese da surfactina

Os primeiros estudos da biossintese da surfactina comegaram a partir dos trabalhos
de KLUGE et al. (1988), que propuseram ser a sua sintese um mecanismo nio
ribossomal catalisado por um complexo multienzimdtico. Por este mecanismo sdo
sintetizados enzimaticamente peptideos a partir de substratos, em alguns casos, ndo
protéicos. Muitas vezes, estes peptideos apresentam aminodcidos nao usuais, incluindo
aminoacidos nao protéicos ou modificados, sem a participagao direta do RNA e DNA na

sua sintese (FEDRIZZI, 2006).

1. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
2.Conselho Nacional do Meio ambiente
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O complexo multifuncional da surfactina sintetase ¢ um reflexo da sua organizagao
genética (PEYPOUX, BONMATIN e WALLACH, 1999). Um dos genes requeridos
para biossintese estd em um grande operon de 25 kb, denominado srf A. Este operon
também ¢ responsavel pela esporulagio e a indug¢do do estado de competéncia
bacteriana. Neste operon sdo encontrados quatro ORF® modulares: ORF1 (srf A-A),
ORF2 (srf A-B), ORF3 (srf A-C) e ORF4 (srfA-D). A Figura 2.12 mostra o esquema

completo da biossintese da surfactina.
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Figura 2.12. Esquema da sintese da surfactina. Fonte: VOLLENBROICH et al., 1994.
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A ORF1 (srf A-A) é responsavel pela a codificagdo de trés enzimas - Eja, Eig ¢ E; -
necessarias para fazer a seqiiéncia dos heptapeptideos (VOLLENBROICH et al., 1994).
As duas regides nucleotidicas, onde a enzima L-leucina epimerase ¢ codificada, estdo
localizadas na terceira por¢ao dos genes SIfA-A e srfA-B. (PEYPOUX, BONMATIN e
WALLACH, 1999).

O gene sfp que esta associado ao operon srfA, mas ndo integrado a ele, ¢ o segundo
gene essencial para a producdo da surfactina. Este codifica a superfamilias
fosfospanteteiniltransferase (4PPTase) que funcionam como primes para o peptideo nio
ribossomal

A expressdo do operon SfrA ¢é induzida depois da fase exponencial de crescimento ¢
¢ dependente do gene COmA (previamente designado de sfrB). A atividade do produto
deste gene, referendado como ComA, ¢ regulada, através, da fosforilagdo, pela proteina
quinase ComP. As proteinas ComA e ComP formam um complexo capaz de se ligar
diretamente com o promotor do operon SfrA e agir como regulador positivo em resposta

aos niveis de glicose e glutamina no meio.

2.4 Parametros que influenciam a producao da surfactina

Apesar das vantagens dos biossurfactantes comparativamente aos compostos
tensoativos de origem microbiana, a sua comercializacdo ¢ ainda muito limitada, devido
especialmente ao alto custo da producdo. Na Tabela 2.5 s3o apresentados os custos

relativos as producdes dos surfactantes quimicos e dos biossurfactantes.

Uma forma de implementar a redugdo dos custos de producao dos biossurfactante ¢
fazer uso de matérias-primas renovaveis, abundantes ¢ de baixo custo. E ainda
economicamente mais vantajoso, se for possivel, efetuar a substituicdo total, ou pelo
menos parcial, dos componentes do meio por efluentes ou subprodutos agroindustriais
regionais na sua formulagdo, desde que ndao sejam requeridos tratamentos prévios
onerosos a fim de adequar o substrato para o microrganismo (SINGH, VAN HAMME e
WARD, 2007). A reintrodugdo de rejeitos na cadeia produtiva tem como vantagens a
reducdo do custo de produgdo, visto a sua grande disponibilidade e baixo preco e,

sobretudo, a reducdo do seu descarte, causa de graves problemas ambientais futuros.

* open read frame
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Adicionalmente, o aproveitamento de efluentes € um ponto importante para as induastrias
geradoras, j4 que a reducdo da quantidade a ser tratada reflete em minimizag¢do dos
custos necessarios para adequa-los as normas de descarte segundo a legislagdo vigente.
Porém, o uso de rejeitos industriais implica em Onus na etapa de recuperagdo do
produto, uma vez que a sua baixa concentracdo e a presenca de varios outros compostos
no mosto fermentado implicam na necessidade de vdrias etapas de separacdo, e

purificacdo quando necessaria.

Tabela 2.5. Comparagdo do custo comercial dos surfactantes quimicos e

biossurfactantes
Tipo Custo (US$/kg)

Biossurfactantes
Rhodococcus erythropolis 12,20
Pseudomonas aeruginosa 5,90
Candida bombicola 2,80
Bacillus subtilis 20,30
Surfactantes
Dodecilbenzeno (detergente alquilado) 1,03

30% 0,95

Lauril sulfato de sodio 989 26,00

Fonte: ANNA (2002) apud BAPTSTA (2007).

Logo, para obter a melhor estratégia do ponto de vista econdmico, ¢ necessario
desenvolver uma tecnologia bem definida, através da otimizagdo de todos os pardmetros
envolvidos no processo, desde a selecdo de linhagens microbianas potencialmente
produtoras do composto tensoativo, preparo do indculo, condigdes e conducdo do
processo fermentativo, considerando inclusive os procedimentos relativos a etapa de
recuperagdo do produto do mosto fermentado e sua posterior purificagdo. Conforme
demonstrado por ISA et al. (2007), a recuperacdo ¢ a purificagdo sdo os maiores
obstaculos para a comercializacdo dos biossurfactantes, sendo responsavel por 60% do
total do custo de produgao.

Os fatores que afetam a producdo do composto tensoativo, quali e

quantitativamente, sdo (FIETCHER, 1992):

- Microrganismo e linhagem produtora;

- Natureza da fonte de carbono;
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- Possiveis limita¢des nutricionais;

- Parametros fisico-quimicos do processo (aeragao, temperatura e pH).

2.4.1. Fonte de Carbono

Com relagdo a fonte de carbono, ¢ sabido que os compostos tensoativos, muitas
vezes, sdo produzidos somente quando os microrganismos sdo cultivados na presenca de
hidrocarbonetos. Entretanto, em alguns casos os biossurfactantes podem ser produzidos a
partir de substratos simples, soluveis em agua, como os carboidratos (LIN, 1996).

De fato, a sintese de biosurfactantes a partir de carboidratos apresenta algumas
vantagens como: uso de matérias-primas renovaveis e possibilidade de modificacdo da
estrutura do composto tensoativo, o que ird refletir em modificacdo das propriedades e,
portanto, no desenvolvimento de produtos para aplicagdes especificas. Além disso, o
emprego de carboidratos, comparativamente ao de hidrocarbonetos, ¢ mais interessante
visto que operacionalmente os processos fermentativos sdo mais facilmente conduzidos
(REIS, 1998).

Vérios estudos tém sido conduzidos em vdarios paises a fim de verificar a
possibilidade do emprego de matérias-primas regionais de baixo custo e facilmente
disponiveis como alternativa para producdo de surfactina. Alguns trabalhos
demonstraram a possibilidade do uso de: efluente de uma fabrica de azeite de oliva
(MERCADE e MANRESA, 1994); subprodutos industriais, como soro de leite e extrato
de turfa (MERCADE et al., 1993); vinhoto, caldo de cana, aglcar cristal ¢ melago
(REIS, SERVULO ¢ DE FRANCA, 2004); soro de leite, melago e manipueira
(NITSCHKE e PASTORE 2003); residuo liquido proveniente da fabricacdo de farinha
de mandioca (NITSCHKE e PASTORE, 2006).

A fonte de carbono empregada tem influéncia no tipo e na quantidade de
biossurfactante produzido, visto que propicia alteragdes na composicdo quimica da
molécula, conduzindo a variacdo nas suas propriedades fisico-quimicas (GEORGIOU,
LINS e SHARMA, 1992). Por isso, a escolha da matéria-prima deve levar em conta
custo, disponibilidade e caracteristicas nutricionais do microrganismo, mas sobretudo, o
tipo de aplicagdo que se pretende do biossurfactante a ser produzido. A seguir, uma

breve descri¢do dos resultados ja publicados por diferentes autores.
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Quando Bacillus subtilis ATCC 21332 foi cultivado em caldo nutriente, observou-
se baixa producdo de surfactina. No entanto, quando o cultivo foi realizado em meio
contendo como fonte de carbono glicose e adicionado de sais minerais, o biossurfactante
produzido foi capaz de reduzir a tensdo superficial do meio de 62 para 27 mN/m ¢ a
tensao interfacial contra hexadecano de 22 para 1 mN/m. A adi¢ao de hexadecano ao
meio de producdo favoreceu o crescimento celular, porém inibiu a sintese da surfactina
(COOPER et al., 1981).

Banat (1993) estudou a utilizagao de glicose e acido oléico como substrato para o
crescimento da cepa termofilica Bacillus sp., obtendo baixos valores de tensdo
superficial e interfacial no mosto, respectivamente de 27-29 dina/cm e 1,5 dina/cm.
Notou-se também que a biomolécula produzida foi capaz de emulsionar, de forma
eficiente, querosene e outros hidrocarbonetos.

Fox e Bala (2000) verificaram a produgdo de surfactante pela linhagem de B.
subtilis ATCC 21332 utilizando como fonte de carbono amido de diferentes matérias-
primas comerciais como aveia, milho, arroz e batata. Todas as fontes de carbono testadas
permitiram que a bactéria produzisse o biossurfactante, reduzindo significativamente a
tensdo superficial do meio.

Murkhejee e Das (2005) avaliaram a producao do biossurfactante pelas linhagens
de B. subtilis DM-03 e DM-04, ambas isoladas de solo contaminado, em meios contendo
glicose, glicerol, amido e hidrocarbonetos alifaticos (octano, dodecano, hexadecano,
parafina liquida, diesel e querosene). Segundo os autores, as maiores variagoes de tensao
superficial foram determinadas nos meios contendo os substratos soluveis, sendo que
hexadecano foi a unica fonte insolivel capaz de induzir redu¢do da tensdo superficial por
uma das linhagens similar as fontes soluveis. Os dados referentes ao levantamento
bibliograficos acima apresentados foram compilados visando facilitar a analise (Tabela

2.6).
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Tabela 2.6. Parametros determinados na producdo de biossurfactantes por diferentes linhagens de Bacillus subtilis

Tensao
Linhagem Matéria- prima superficial final Outros parametros Referéncias
(mN/m)
LB5a Manipueira 36,6 CMC: 33 mg/L NITSCHKE e PASTORE (2006)
sp. Glicose 27 Tensao interfacial: ImN/m COOPER (1981)
3P- . Glicose e 4cido oléico 27-29 N.A BANAT (1993)
Termofilica
ATCC 21332 Eﬂuelg: S;‘t:tfusma 28,3%-34,2 N.A FOX e BALA (2000)
MTCC 2423 Melago 29 45°C MAKKAR e CAMEOTRA, 1997
DM-03 Glicerol N.A Redugdo da fensao no melo: 372 MURKHEJEE ¢ DAS, 2005
DM-03 Querosene N.A Redugao da t;r;f}j‘glno meio: 2,6\ [URKHEJEE e DAS, 2005
DM-04 Diesel N.A Redugdo da ti‘f\}“/‘r’nno meio: 10.9° \{URKHEJEE e DAS, 2005
DM-04 Amido N.A Redugdo da fensao no melo: 243 MURKHEJEE ¢ DAS, 2005
R1 Melago 30,1 Temperatura: 45°C JOSHI, et al., 2008
ATCC 6633 Vinhoto 35,3 N.A REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004
ATCC 6633 Caldo de cana 34,8 N.A REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004
ATCC 6633 Agucar cristal 30,6 N.A REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004
ATCC 6633 Melago 34,4 N.A REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004
LB5a Soro de leite 48,8 N.A NITSCHKE ¢ PASTORE, 2003
LB5a Melaco 29,5 N.A NITSCHKE e PASTORE, 2003

*a (residuo liquido); b (residuo s6lido) NA — ndo apresentado
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Acucar cristal

Devido a sua biodiversidade, o Brasil € uma fonte inestimavel de recursos naturais
renovaveis que possibilitam a formulagdo de meios de cultivo a um baixo custo.
Historicamente, a cana-de-agucar ¢ um dos principais produtos agricolas do Brasil. O seu
cultivo ¢ mais propicio em clima tropical onde se alternam as estagdes secas e midas;
sua floragdo, em geral, comeca no outono e a colheita se d4 na estacdo seca, o que
representa um periodo de safra de 3 a 6 meses. O nosso pais, em quase toda a sua
extensdo, apresenta as condi¢des climaticas para o cultivo da cana, que atualmente, vem
sendo cultivada nas regides nordeste, centro-oeste e sudeste; ¢ nesta ultima, sobretudo no
estado de Sao Paulo, onde ¢ maior a produgao.

De acordo com levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab)
da safra 2006/2007, a cana-de-agucar ocupa hoje 6,1 milhdes de hectares no Brasil, e Sao
Paulo continua sendo o maior produtor, com mais da metade desta area. As estimativas
sdo de que a producdo de cana-de-actcar baterd novamente recorde na safra 2008/09,
que devera ser de 532,5 milhdes de toneladas, o que representa um crescimento de 9,7%
em relagdo a safra anterior. Segundo Eduardo Pereira de Carvalho, presidente da Unido
da Agroindustria Canavieira de Sio Paulo (Unica), a safra de cana no pais deveré crescer
em cerca de 50% durante os proximos anos para cerca de 730 milhdes de toneladas,
enquanto a extensdo das areas plantadas tera um expansao de 45%, atingindo 9 milhdes
de hectares (Folha de Sao Paulo, 03 de julho de 2007).

O Brasil ¢ o maior produtor de aglicar de cana do mundo, com os menores custos
de produ¢do e também, o maior exportador do produto, embora a metade da producao
brasileira seja destinada ao mercado interno. A cana de agucar pode ser considerada
como a principal a fonte de biomassa energética, representado por 350 industrias de
actcar e alcool e 1.000.000 empregos diretos e indiretos em todo o Brasil. Em valores
médios, da quantidade de cana produzida no Brasil sdo gerados 55% de élcool e 45% de
acucar (SEVERO, 2004).

Para a fabricagdo de agucar cristal usando cana de agucar, o vegetal ¢ moido para
extracdo do caldo, que ¢ aquecido a 105°C e, a seguir, filtrado para remocdo das
impurezas. Segue-se, a evaporacao do caldo em evaporadores de multiplo estagio e, por
fim, a deposi¢do em bandejas de grande relacdo area/volume onde havera a formagao dos
cristais. Para obten¢do do actcar cristal, apds evaporacao, o caldo sofre um refinamento

leve, que retira 90% dos sais minerais.
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Por conta do custo, disponibilidade em varias regides do pais, facilidade de
transporte e armazenamento, o aclcar cristal tem sido uma matéria-prima

convencionalmente empregada em diferentes bioprocessos industriais.

2.4.2 Fonte de Nitrogénio

Além da fonte de carbono, atengdo deve ser dada a fonte de nitrogénio e a
presenga de elementos tragos, uma vez que igualmente influenciam o custo, a producdo e
a qualidade dos biossurfactantes produzidos (ATLAS, 1981; COOPER et al., 1981 a, b;
GUERRA-SANTOS et al., 1984 ¢ 1986; HAFERBUG et al., 1986; ABU-RUWAIDA et
al., 1991; MURKHEIJEE e DAS, 2005). Segundo alguns destes autores, a adi¢do de
nitrogénio pode tanto estimular quanto inibir a produ¢do de compostos tensoativos pelos
microrganismos. Davis, Lynch e Varley (1999) demonstraram que o crescimento do
microrganismo em condigdes limitantes de nitrogénio ¢ extremamente importante para a
otimizacdo do processo de producdo de muitos metabdlitos secundarios. Dentre os
trabalhos j& realizados utilizando diferentes fontes de nitrogénio citam-se: nitrato de
amonio (ROUBIEN et al., 1989;), uréia (MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1997), triptona
(MURKHEIJEE e DAS, 2005), substancias organicas nitrogenadas, como extrato de
lévedo e diferentes aminodcidos (asparagina, acido aspartico e acido glutamico)

(KOSARIC, 1996).

2.4.3 Sais Minerais

Poucos estudos foram feitos para determinar a importancia qualitativa e
quantitativa de elementos tracos. Uma das primeiras publicagdes envolvendo uma
abordagem sobre o tema, data de 1981. Este estudo realizado Bacillus subtilis ATCC
21332 mostrou a influéncia de varios metais na produgdo de lipopeptideo; houve um
estimulo da sintese de surfactina quando ao meio foi adicionado sais de ferro ou de
manganés (COOPER et al., 1981). Mais recentemente, Wei e Chu (2002) verificaram
que a adigdo de Mn™ ao meio favorece o crescimento celular e, principalmente, a
produgdo da surfactina por Bacillus subtilis ATCC 21332. Incrementos na produgdo de
biossurfactante também foi observado por Reis, Sérvulo e de Franca (2004) a partir da
fermentacdo de B. subtilis ATCC 6633 em meio contendo quantidades minimas de sais

minerais.
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Interessante notar, que além da surfactina ser estavel em ampla faixa de salinidade,
a bactéria ¢ capaz de sintetiza-la em meios contendo diferentes concentra¢des de NaCl.
Lin et al. (1994) ndo notaram alteragdes na produgdo da biomolécula por B. subtilis JF2
em meios onde a concentragdo de NaCl, variou entre 5 e 20 g/L. Resultado semelhante
foi obtido por Makkar e Cameotra, (1997) obtiveram realizado semelhante com outra
cepa de Bacillus subtilis, utilizando concentragdes de NaCl de 0,1 a 40 g/L. Esta bactéria
reduziu a tensdo superficial do meio de 68 para 28 mN/m em todas as concentragdes de
NaCl testadas, embora houve um decréscimo na sua produ¢do quando foi utilizado 40

g/L de NaCl.

2.4.4 CondicGes Ambientais

Os fatores ambientais como temperatura, agitacdo, pH e disponibilidade de
oxigénio devem ser ajustados e controlados no decorrer do bioprocesso, pois influenciam
a producdo de biossurfactante através de seus efeitos no metabolismo celular (DESAI e
BANAT, 1997).

Ohono et al. (1995) verificaram que a producdo de surfactina por uma linhagem
recombinante de Bacillus subtilis MI113 atingiu seu valor maximo a 37°C, ocorrendo
queda de rendimento do biossurfactante em temperaturas superiores e inferiores. No
entanto, Joshi et al. (2008) constataram ser possivel a sintese de surfactina pela linhagem
B. subtilis Rl na temperatura de 45°C, quando foram obtidos valores de tensao
superficial em torno de 30 mN/m.

Em relagdo a influéncia do pH, foram alcancados valores mdaximos de
biosurfactante na faixa de pH de 6,5 a 10,5. Porém, uma queda expressiva do rendimento
foi observada quando o pH do meio de cultivo foi ajustado em 4,5 (MAKKAR e
CAMEOTRA, 1997).

Quanto ao oxigénio dissolvido, Lin et al. (1994) mostraram que a sintese do
lipopeptideo, pela linhagem B. subtilis JF2, é afetada pela concentragdo de O, dissolvido,
sendo altamente inibido por teores de O, dissolvido a 80%. No entanto, Javaheri et al.
(1985) observaram anteriormente que esta linhagem foi capaz de produzir um
biossurfactante anidnico, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose, ocasionando o

decréscimo da tensdo superficial do meio de 70 para 28 mN/m.
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Desta forma, estudos das condigdes nutricionais e de processo podem incrementar
a produ¢do do biossurfactante, induzir a sintese de compostos com melhores
propriedades fisicas e, ainda, promover a reducdo dos custos de producdo, o que

certamente implicara na viabilidade comercial do processo microbiano.

2.5 Recuperacao da surfactina

A recuperagdo do biossurfactante ¢ um fator de grande importancia, pois determina
a viabilidade do processo industrial. Para muitos produtos biotecnoldgicos, a etapa de
recuperagdo e purificagdo pode chegar a mais da metade do total do custo do processo
(ISA et al., 2007).

Muitos métodos convencionais sdo reportados na literatura como: precipitagdo
acida, extragdo com solventes, cristalizagdo, precipitagdo com sulfato de amoénio e
centrifugacdo. Recentemente, métodos mais interessantes € menos convencionais tém
sido relatados: recuperagdo da espuma produzida, ultrafiltracdo, adsor¢do e desor¢cdo em
resinas de poliestereno e em carbono ativado, cromatografia de carga idnica e
cromatografia liquida de alta resolugdo (MUKHERJEE, DAS e SEN, 2006). No Quadro
1 estdo descritos os procedimentos mencionados para a recuperagao, seus principios e
vantagens.

Nem sempre ha necessidade de submeter o biossurfactante produzido a processos
de purificagdo. Biossurfactantes purificados sdo necessarios nas industrias farmacéuticas
e de cosméticos, que para tanto, fazem uso de indispensaveis técnicas mais sofisticadas.
Podem ser utilizados solventes orginicos, como por exemplo, acetona, metanol, e

cloroférmio, mas devido a toxicidade intrinseca, outras metodologias estdo em estudo.
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Quadro 2.1. Métodos de recuperagao de biossurfactante, respectivas propriedades fisico-

quimicas e vantagens

Processo de

recuperacao

Propriedade responsavel pela

separacao

Vantagens

Precipitacdo
acida
Extracdo com
solventes
organicos
Precipitacdo com
sulfato de amonio

Centrifugacéo

Espuma

fracionada

Ultrafiltracéo

Adsorcao em
resinas de
poliestireno
Adsorc¢ao em

carvao ativado

Cromatografia de

troca ibnica

Biossurfactantes tornam-se insolaveis
em baixo de pH.
Biossurfactantes sdo solaveis devido

a sua cadeia hidrofobica

Utilizado para biossurfactantes
poliméricos
Biossurfactantes insoltveis sdo
precipitados devido a forga centripeta
Biossurfactantes na superficie do
liquido sdo coletados através da
espuma formada
formam micelas

Biossurfactantes

(CMC), ficam retidos em uma
menbrana polimérica;
Biossurfactantes sdo adsorvidos e
depois sdo removidos por solventes
organicos
Biossurfactantes sdo adsorvidos e
depois sdo removidos por solventes

organicos

Biossurfactantes carregados aderem
na coluna e sdo removidos com

tampaoes.

Baixo custo e eficiente.

Eficiente, parcial purificagdo,

reutilizavel.

Eficientes no isolamento de
certos poliméricos

Reutilizavel e eficiente

Alta pureza do bioproduto,

recuperacao continua

Répido, apenas uma etapa de
recuperagdo, alta pureza do
produto.

Répido, apenas uma etapa de
recuperacdo, alta pureza do
produto e reutilizavel
Alta do

pureza produto,

reutilizavel, barato e
recuperagdo direta do meio de
cultura

do

Alta pureza produto,

reutilizavel e baixo custo

Fonte: MUKHERIJEE, DAS e SEN, 2006
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2.6 Aplicagdes dos biossurfactantes

Esses compostos apresentam propriedades que permitem uma agdo especifica,
diferentemente dos surfactantes sintéticos, por isso ¢ preferivelmente indicado o seu uso
em aplicagdes mais particulares ou nobres (SINGH, VAN HAMME e WARD, 2007).
Assim, amplia-se a possibilidade de uso dos compostos tensoativos microbianos,
destacando-se as areas agricola e médica, bem como setores das industrias farmacéutica
e téxtil (BERTRAND et al.,, 1994). Essas macromoléculas de origem microbiana
também sdo especiais por causa da capacidade de apresentar o mesmo comportamento
quando em ambientes onde os valores de temperatura, pH e salinidade sdo extremos
(KOSARIC, 1996). Na Tabela 2.7 foram compiladas algumas propriedades dos

biossurfactantes e possibilidades de aplicacao industrial.

Tabela 2.7. Possiveis aplicagdes em diversos setores industriais.

FUNCOES CAMPOS DE APLICACAO

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, alimentos, tintas, oleos,
biorremediagao

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Umectantes Produtos farmacéuticos, cosméticos, ¢ téxteis, ¢
em tintas

Detergentes Produtos de limpeza, na agricultura

Espumantes Produtos de higiene, na flotagdo de minérios

Espessantes Tintas e alimentos

Seqiiestrantes de metais Mineragdo

Formadores de micelas Cosméticos e sistemas de liberagdo de drogas

Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos

Redutores de viscosidade Transporte de 6leo em oleodutos
Dispersantes Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Fungicidas Controle biologico de fitopatogenos
Agentes de recuperagdo Recuperagao terciaria de petroleo (MEOR)

Fonte: LIN (1996).
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Os biossurfactantes tém sido usados na melhoria do processo de degradacao
microbiana de 6leos e seus derivados em sistemas aquaticos, uma vez que aumentam a
interagdo da 4gua com os hidrocarbonetos. Com este proposito pode-se adicionar
nutrientes para estimular a microbiota indigena capaz de produzir biossurfactantes, ou
promover a inoculagdo in situ de microrganismos produtores destes compostos. Da
mesma forma, a aplicacdo de biossurfactantes tem demonstrado bom potencial no
tratamento de solos contaminados com petroleo e seus derivados (KOSARIC, 1996).

Segundo Kitamoto et al. (2002), os biotensoativos que apresentem caracteristicas,
tais como alta atividade emulsificante, dispersante ou de solubilizagdo, podem auxiliar
na liberacdo de contaminantes que estdo adsorvidos no solo, favorecendo a sua
biodisponibilidade e, conseqiientemente, a sua biodegradacdo. Estudo realizado por
Harvey et al. (1990) também mostrou que os ramnolipidios produzidos por linhagem de
Pseudomonas aeruginosa, favoreceram efetivamente a remog¢ao de dleo adsorvido a
cascalho no Alasca, durante o tratamento do ambiente contaminado pelo derramamento
de oleo provocado pelo navio Exxon Valdez .

Bognolo (1999) propés um processo alternativo de limpeza de tanques de
armazenamento através da aplicacdo de biossurfactantes. Estas biomoléculas diminuiram
a viscosidade do 6leo cru, pela formacgdo de emulsdes oleo/agua (O/A), o que permitiu o
bombeamento do o6leo, e a sua recuperacdo apds quebra da emulsdo. Os sdlidos
resultantes carregam consigo uma quantidade limitada de o6leo residual pela agdo
detergente do biossurfactante, tornando o descarte destes residuos pouco problematico. A
substituicdo dos surfactantes convencionais pelos biossurfactantes para limpeza de
tanques promoveu a limpeza e recuperagdo de 90% dos hidrocarbonetos presentes no
residuo (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Hé4 muito tempo, os surfactantes vém sendo cotados para uso na recuperagio
terciaria do petréleo (MEOR), uma tecnologia que faz uso de produtos do metabolismo
microbiano produzidos in situ ou ex situ para a recuperagao de 6leo residual. No exterior,
algumas industrias petroquimicas j& fazem uso de produtos microbianos com este
propdsito; as primeiras tentativas de introdug¢do de microrganismos em pocos datam de
1954 (SHENNAN e LEVI, 1987). Porém, no Brasil, o emprego de bioprodutos ainda nao
foi efetivo devido ao seu custo ainda elevado. Por exemplo, de acordo com informe
técnico da PETROBRAS, o custo da recuperacgdo tercidria de 6leo com aplicagdo de

surfactante ¢ de 10 a 25 vezes superior em relagdo ao emprego de polimeros sintéticos.
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A MEOR oferece vantagens, uma vez que os métodos convencionais de
recuperacdo de 6leo geralmente s6 permitem a extracdo de um ter¢co do 6leo presente no
reservatorio (BANAT, 2000). Os microrganismos produtores de surfactantes podem
reduzir a tensdo superficial do 6leo aderido a rocha, favorecendo a movimentacido do
0leo para os pogos de producdo. A utilizagdo de biossurfactantes envolve estratégias,
como a injecdo de microrganismos produtores de tensoativos no reservatorio, € sua
subseqliente propagacdo in situ, a injegdo de nutrientes no reservatorio, estimulando o
crescimento dos microrganismos indigenas produtores de biossurfactantes ou, até
mesmo, a inje¢do do biossurfactante quando produzido ex situ (BANAT, 2000).

Desai e Banat (1997) verificaram que a adi¢do de emulsan ao Boscan (um o6leo cra
pesado venezuelano) resultou em um efetivo decréscimo da sua viscosidade de 200.000
para 100 cP. Apos este tratamento foi possivel o bombeamento do 6leo pesado por
26.000 milhas em um oleoduto comercial. Ressaltando que o mesmo tratamento
realizado com surfactante sintético, ndo apresentou o mesmo resultado.

Os surfactantes microbianos também podem ser uteis na remoc¢do de metais
pesados toxicos como uranio, cadmio e chumbo de ambientes contaminados (NEVES et
al., 2004). Ainda podem ser usados na mineragdo, sendo tuteis na flotagdo, na separagio
da calcita e eschelita, e na solubilizacdo do carvao. Foi utilizado na prevencdo da
floculacdo e dispersdo de misturas de pedra calciria e 4gua o “biodispersan”,
polissacarideo produzido por A. calcoaceticus A2 (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Alguns biossurfactantes possuem aplicagdes farmacéuticas como a formagdo de
canais 10nicos em membrana; atividades antibacteriana, antiftigica, antiviral e/ou
antitumoral, e inibi¢do da formacdo de codgulos (MULLIGAN, 2005). Por exemplo, o
biossurfactante produzido por Rhodococcus eryhropolis é capaz de inibir os virus HSV 1
e parainfluenza (NEVES et al., 2004).

Além do mais, devido a sua baixa toxicidade para pele, os biossurfactantes podem
ser usados em produtos de higiene e cosméticos. Os soforoselipidios sdo utilizados como
umectantes para incorporagdo em produtos de maquiagem. Um processo fermentativo
para produgdo de soforoselipidios foi desenvolvido pela KAO Co. Ltda (Tékio, Japao);
estes compostos, apos sofrerem esterificagdo, resultam em um produto com aplicagdo
hidratante usado na formulacdo de batons e cremes para pele e cabelos (DESAI e
BANAT, 1997). Segundo Desai e Banat (1997) um produto, contendo soforoselipidio, ja

usado comercialmente como hidratante apresenta excelente compatibilidade com a pele.
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Os biossurfactantes também podem ser utilizados no processamento de matérias-
primas na industria de alimentos. A emulsificacdo tem um papel importante na formagao
da consisténcia e textura do produto alimenticio, bem como na dispersao da fase oleosa e
na solubilizagdo de aromas. Além disso, os agentes tensoativos encontram aplicagdo em
panificacdo e produtos derivados de carne, onde influenciam as caracteristicas reoldgicas
da farinha e a emulsifica¢do de gorduras (BANAT, 2000). Um emulsificante produzido
por Torulopsis utilis foi utilizado em tempero para saladas (SHEPHORD, 1995).

Na agricultura podem ser usados em formulagdes de herbicidas e pesticidas, como
agentes emulsificantes para dispersar compostos hidrofébicos em solugdes aquosas
(LIN, 1996).

Por fim, os biossurfactantes podem ser utilizados nas industrias téxtil, papel,
ceramica, e tintas (NITSCHKE ¢ PASTORE, 2002). Por essas varias aplicabilidades
citadas, espera-se que daqui a alguns poucos anos o mercado de biossurfactantes detenha
10% do mercado dos surfactantes sintéticos, e que as vendas do bioproduto alcancem o

montante de 200 milhdes de doélares (HESTER, 2001; MULLIGAN 2005).
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

Neste estudo foi utilizada uma linhagem de Bacillus subtilis previamente isolada de
amostra de solo de sistema Landfarming, coletada na Refinaria Duque de Caxias
(REDUC) da Petrobras. A area ¢ localizada no Distrito Industrial de Campos Eliseos,
Municipio de Duque de Caxias, Estado do Rio de Janeiro.

A identificagdo da cultura foi feita através de métodos de bioquimica cldssica no
Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fundagio
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob coordenacao do Dr. Leon Rabinovitch.

A cultura recebeu a designacdo YRE207 e faz parte do acervo do Laboratorio de

Microbiologia Industrial da Escola de Quimica da UFRJ.

3.2 Manutencéao da cultura

A linhagem bacteriana foi mantida sob refrigeracao, a cerca de 4°C, em tubos de
ensaio contendo meio agar nutriente (DIFCO 0003) inclinado, através de repiques

mensais (cultura estoque).

3.3 Meios de cultura

3.3.1 Meio de in6culo

A ativacdo e propagacdo da linhagem B. subtilis YRE207 foi feita em caldo
nutriente (DIFCO 0003), acrescido de 5 g/LL de glicose. A composicdo do caldo

nutriente €, em g/L: peptona de carne 5,0 e extrato de levedo 3,0.
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3.3.2 Meio de producéo

Para produ¢do do biossurfactante foi utilizado um meio basicamente mineral,
constituido em g/L de: NaNOs (4,0); KH,PO4 (3,0); Na,HPO4 (6,0); CaCl,.2H,0 (0,01);
MgS04.7H,0 (0,2). Convencionalmente, esta composi¢cdo quimica ¢ usada como base
na formula¢do de meios para producdo de biossurfactante por B. subtilis (COOPER,
1981; MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; REIS, SERVULO, DE FRANCA, 2004)

O meio foi acrescido de 10 g/ de actcar cristal ¢ 5 mL/L de solugdo de
micronutrientes, cuja composicdo ¢ apresentada na Tabela 3.1, conforme proposto por
Ramana e Karanth (1989). Em alguns experimentos houve também a adi¢do de extrato
de 1&évedo (0,1 g/L). Ap6s ajuste do pH em 7,0 com solugdo 0,1 M de NaOH, os meios
foram autoclavados a 0,5 atm (110°C) por 15 min. Antes do uso, os meios foram

incubados em estufa bacterioldgica para teste de esterilidade.

Tabela 3.1. Composi¢do da solugdo de micronutrientes (RAMANA ¢ KARANTH,
1989)

Componentes Concentracao (g/L)
FeSO4.7H>O 0,116
H3BO3 0,232
CoCly.6HyO 0,410
CuS04.5Hy0 0,008
MnSO4.H2O 0,008
(NH4)6Mo07024 0,022
ZnSOy4 0,174

3.4 Preparo do inéculo

A ativacdo do microrganismo foi feita através do repique da cultura estoque para
tubo contendo Agar nutriente inclinado. Apds incubagdo a 30 + 1°C por 24 h, as células
correspondentes a duas al¢adas da cultura ativada foram semeadas em 100 mL do meio
de indculo (item 3.3.1) em frascos Erlenmeyers com capacidade para 500 mL. Os
cultivos foram incubados a 30 £+ 1°C, sob agitacdo de 150 rpm, em agitador rotatério

(Controlled Environmental Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, USA), por
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16 h, quando foi determinado o peso seco das células para inoculacdo dos meios de

produgao.

3.5 PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer com capacidade para
500 mL, contendo volumes diferenciados de meio dependendo do experimento. Nos
ensaios preliminares foi utilizado um volume de 150 mL, enquanto que nos ensaios do
planejamento experimental e do estudo cinético, o volume foi de 200 mL a fim de
permitir um niimero maior de amostragens sem comprometer a relacdo area/volume no
decorrer do processo.

A inoculagao foi feita com volume adequado de cultivo obtido conforme descrito
no item 3.4, de modo a estabelecer concentracao inicial de 0,05 — 0,1 g/L em peso seco
de células no meio de produgao.

Os cultivos foram incubados a 30 + 1°C, em agitador rotatorio (Controlled
Environmental Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, USA) sob agitagdo de
150 rpm por 48 h ou 120 h, dependendo do ensaio.

Ao final do processo fermentativo, foram feitas as determinagdes analiticas que
variaram conforme o ensaio. Para todos os experimentos foi feita a determinagdo da
tensao superficial e do pH, em amostras do meio fermentado, previamente centrifugadas
a 13.000 g por 20 minutos, para remog¢ao das células. No planejamento experimental
ainda foram feitas as quantificagdes das células vidveis totais e de esporos diretamente
no mosto fermentado, e as determinacdes de substrato final e do indice de
emulsificagdo, no mosto isento de células. Ja nos ensaios do estudo cinético foram
feitas as determinagdes quantitativas de células, substrato, tensdo superficial, dilui¢do
micelar critica e pH.

Os experimentos foram realizados, no minimo, em duplicata para garantir a
confiabilidade dos resultados; de modo que os valores apresentados representam a
média dos resultados com desvio inferior a 10%. Periodicamente, também foi verificada
a pureza dos cultivos através de observagdes microscopicas de preparacdes coradas pelo

método de Gram.
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3.5.1 Ensaios preliminares

3.5.1.1 Influéncia da adicéo de suplementos ao meio de producéo

Inicialmente, foi feito um estudo comparativo para avaliar a producdao de
biossurfactante pela linhagem isolada (YRE207) em meio mineral (item 3.3.2)
contendo acgucar cristal como fonte de carbono, na presenca ou ndo de suplemento
inorganico (Tabela 3.1) ou organico (extrato de lévedo). Com este propdsito, foram
conduzidos quatro ensaios constando de:

e Mecio mineral + agucar cristal

e Meio mineral + agucar cristal + Micronutrientes

e Meio mineral + agucar cristal + Extrato de lévedo

e Meio mineral + agucar cristal + Micronutrientes + Extrato de 1évedo

Neste estudo, as concentragoes de extrato de 1évedo e micronutrientes foram
respectivamente de 0,1 g/L e 5 mL/L.

Os cultivos foram incubados a 30 = 1°C, sob agitagao de 150 rpm por 48 h. Ao
final do processo, os cultivos foram avaliados quanto a variacdo de pH e da tensdo
superficial. A reducdo da tensdo superficial ¢ uma forma indireta de avaliar a sintese de
composto tensoativo por um dado microrganismo em determinadas condi¢des

operacionais, mas ndo permite determinar a quantidade produzida.

3.5.1.2 Influéncia da fonte de nitrogénio

Neste estudo, a fonte de nitrogénio inorganico do meio de produgao (item 3.3.2),
NaNOj3, normalmente usada na formulagdo de meios para producdo de biossurfactante
por Bacillus subtilis (DAVIS, LYNCH e VARLEY, 1999; ANNA et al., 2001; REIS,
SERVULO e¢ DE FRANCA, 2004), foi substituido por outras fontes de nitrogénio,
algumas das quais comercialmente mais vantajosas. Foram realizados experimentos
com as seguintes fontes de nitrogénio: uréia (3 g/L), levedura residual de cervejaria (14
mL/L), sulfato de aménio (6,6 g/L), nitrato de sodio (8,5 g/L) e nitrato de amonio (4

g/L). As concentracdes das diferentes fontes de nitrogénio foram calculadas de modo a
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se obter a concentracdo inicial de nitrogénio de 1,4 g/L, valor normalmente usado nos
meios de cultura para producdo de surfactina (DAVIS, LYNCH e VARLEY, 1999;
REIS, SERVULO ¢ DE FRANCA, 2004). Esses experimentos foram realizados
utilizando acucar cristal (10 g/L) como unica fonte de carbono e com adigao de 5 mL/L
de micronutrientes (Tabela 3.1)

Apo6s 48 h de incubacao a 30 + 1°C, sob agitagao de 150 rpm, foi feita a avaliacao
da produgao do agente tensoativo indiretamente pela determinagdo da tensdo superficial

em amostras dos meios fermentados, isentos de células.

3.5.2 Efeito da relagdo carbono/nitrogénio 3 agitagdo na producdo de
biossurfactante

3.5.2.1 Planejamento experimental duas variaveis e trés fatores

Foi utilizado o planejamento experimental como ferramenta para otimizacdo da
relagdo carbono/nitrogénio e agitacdao a fim de avaliar a influéncia destas varidveis na
sintese do composto tensoativo por B. subtilis YRE207. Para tanto, foi realizado um
planejamento experimental fatorial completo de duas variaveis e trés niveis, totalizando
nove experimentos. Neste estudo foram avaliadas como varidveis a relagdo
carbono/nitrogénio (X;) e agitacdo (X;). Foram estabelecidos para o nivel superior,
representado pelo sinal +1, os valores de 15 g/g e 250 rpm, respectivamente; para o
nivel inferior os valores respectivos para X; e X, foram 3 g/g e 50 rpm. Os niveis destas
variaveis foram estabelecidos a partir de dados levantados por consulta bibliografica
(REIS, 1998; DAVIS, LYNCH e VARLEY, 1999; 2001).

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), utilizando as seguintes equagdes de codificacdo:

Equacado geral: x, = [(X — X0)]/(X+1 — x1)/2
Sendo: x - o valor da variavel a ser calculado;
Xo - 0 valor da varidvel no ponto central,
X41 - 0 valor da variavel no nivel superior;

X1 - 0 valor da variavel no nivel inferior.

As equagodes finais para as variaveis estudadas sendo representadas como:
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- Relacdo carbono/nitrogénio: X; =[C/N —9]/[(15 —3)/2] (1)
- Agitacdo: X, = [AG(rpm) — 150(rpm) ]/ [(250-50)/2] (rpm) (2)

Na Tabela 3.2, ¢ apresentada a matriz do planejamento utilizado.

Tabela 3.2. Matriz do Planejamento (Matriz D)

Variaveis Variaveis Reais
codificadas
Exp. C/N  Agitacdo C/N  Agitacdo
1 -1 -1 3 50
2 -1 0 3 150
3 -1 1 3 250
4 0 -1 9 50
5 0 0 9 150
6 0 1 9 250
7 1 -1 15 50
8 1 0 15 150
9 1 1 15 250

O percentual de redugdo da tensdo superficial foi adotado como variavel resposta,
considerando que este parametro ¢ um indicativo da producdo de composto tensoativo e,
dada a dificuldade em se recuperar o lipopeptidio do meio fermentado, para sua
quantificagdo.

Os resultados dos experimentos foram analisados visando determinar as equagdes
1 ¢ 2, o coeficiente de correlagdo (R?), a curva de residuos, as variaveis significativas, a
intensidade do efeito e do ponto estacionario, isto €, se ha um ponto de maximo ou de
minimo. A analise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa Statistica 5.1
da StatSoft, através da andlise de regressdo multipla, pelo método dos minimos
quadrados, tendo como fatores os termos isolados, de interagdo e quadraticos das

variaveis estudadas.

3.5.2.2 Planejamento experimental duas variaveis e dois fatores

Considerando que no ensaio anterior foi estabelecida apenas a tendéncia das
varidveis de processo para os niveis limites (C/N 3 e 250 rpm), foi realizado novo

planejamento de experimentos a fim de possibilitar a definicdo destes parametros para a
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producdo de biossurfactante pela linhagem YRE207. Desta feita, foi realizado um
planejamento experimental fatorial completo de duas varidveis e dois niveis,
estabelecendo um total de oito experimentos, contabilizadas as réplicas.

As varidveis carbono/nitrogénio (X;) e agitagdo (X;) foram avaliadas nos niveis
superiores, 3 g/g e 300 rpm, e inferiores, 1g/g e 250 rpm, respectivamente. Na Tabela
3.3 estdo representadas as varidveis adimensionadas e codificadas, a serem avaliadas

pela variacdo da tensdo superficial, como variavel resposta.

Tabela 3.3. Matriz do Planejamento

Exp. X X2 C/N Agitacdo (rpm)
10 -1 -1 1 250
11 -1 +1 1 300
12 +1 -1 3 250
13 +1 +1 3 300

Apds a realizacdo dos experimentos, a partir dos dados experimentais foram
determinados: a equagdao do modelo experimental, o Rz, a curva de residuos, as variaveis
significativas, a intensidade do efeito e a regressdo multipla. Para isto, foi utilizado o

programa Statistica 5.1 da StatSoft.

3.5.3 Variagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k. a) para

as diferentes velocidades de agitacao

O método de sulfito foi utilizado para determinar o k;a. Este método consiste em
transferir oxigénio para uma solucdao 10 g/L de sulfito de sddio, na presenca de um sal
de cobre como catalisador. Para tanto, uma solu¢ao de 200 mL de sulfito ¢ colocada em
frasco Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, e em seguida, ¢ feita a adi¢cao de 0,2 mL
de solucao 4% (p/v) de CuSOs4 . 5SH,O dando inicio a aeracdo e/ou agitacdo desejada.
Apds 15 min, ¢ colhida aliquota de 10 mL e imediatamente nela determinada a
concentragdo de sulfito por iodometria. Com este fim, a amostra ¢ adicionada em uma
solugdo contendo 25 mL de 0,1 N de iodo (em excesso), acrescida de 100 mL de agua

destilada ¢ 5 mL de 1 M HCI. Desta reagao resulta a oxidagdo do sulfito em sulfato,
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donde a determinagdo ¢ feita indiretamente pela titulagdo do iodo excedente com
tiossulfato de sodio, utilizando goma de amido como indicador (COOPER,
FERNSTROM e MILLER, 1944).

Através da estequiometria da reacdo de oxidacdo do sulfito a sulfato pelo
oxigénio, levando em consideragcdo que todo o oxigénio dissolvido reage

instantaneamente, pode-se conhecer a velocidade de dissolu¢dao do oxigénio, isto é:

[Nast3] = (NIz .VIQ -N NAZSZO?,. \Y% NAZSZO}) . meq SO3_

Kia =A Na,S0; .0.127
CS.At

Onde:

e NI, = Normalidade do Iodo

e VI, = Volume gasto de iodo

e N NA,S,05- Normalidade do tiossulfato de sodio

e V NA,S,05- Volume utilizado de tiossulfato de sodio
e meq SO~ = fator estequiométrio

e A Na,SO;= Variacao de sulfito de sodio

e (S = Constante de saturagdo

e A t= Variagdo do tempo

3.5.4 Cinetica da producédo de biosurfactante

Uma vez otimizadas as condi¢des nutricionais (suplementagdo do meio — relagao
carbono/nitrogénio) e ambiental (agitacdo) para a producdo do composto tensoativo pela
linhagem isolada (YRE207), foi realizada a cinética do processo, utilizando meio de
producdo suplementado com micronutrientes, na relacdo carbono/nitrogénio de 3 e
agitacao de 250 rpm. O processo fermentativo foi mantido a 30 + 1°C. Em um tempo
total de processo de 48 h, foram periodicamente feitas as medidas de concentragdao de

células vidveis e esporos, concentracdo de sacarose, pH, peso seco, tensdo superficial e

DMC?2.
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3.5.5 Caracterizacdo parcial do biossurfactante produzido

A partir da condi¢do de maior percentual de reducao de tensdo superficial foi feita
uma caracterizagao parcial da molécula produzida pela linhagem B. subtilis YRE207,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O perfil cromatografico foi entao

comparado ao da surfactina padrdo (Sigma-Aldrich) disponivel no mercado.

3.5.6 Estudo da estabilidade do biossurfactante produzido

Ap6s 48 horas de cultivo nas condigdes estabelecidas (C/N 3 e 250 rpm), o mosto
centrifugado foi testado quanto a sua estabilidade em condi¢des adversas de pH e
temperatura.

O pH meio foi ajustado para valores 3, 5, 7 e 9 pela adicdo de HCI (0,1M) ou
NaOH (0,1M) e incubados em temperaturas de 10, 30 e 50°C. Nos tempos de 1, 6 ¢ 24

horas foram feitas determinagdes dos valores de tensdo superfilcial.

3.6 Métodos analiticos

3.6.1 Tenséo superficial

A analise da tensdo superficial foi usada para determinar qualitativamente a sintese
biologica do composto tensoativo. A tensdo superficial foi determinada pelo método Du
Nouy (COOPER e ZAJIC, 1980) usando tensidmetro SIGMA 70 System Unit (KSV
Instruments Ltd). O equipamento ¢ dotado de um anel de platina-iridium com 2,0 cm de
diametro e 6,4 cm de altura, o qual ¢ imerso no liquido a ser analisado, contido em um
recipiente com 5,0 cm de didmetro. As analises foram realizadas a 25°C e em triplicata.

As medidas foram feitas nos meios, antes e apos a fermentagao, para cada condigdo
nutricional testada. Para a determinag¢do no meio fermentado, este foi primeiramente

centrifugado a 13.000 x g por 20 min a 4°C para remogao das células.
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3.6.2 Determinacdo da diluicdo micelar critica (DMC)

Aliquotas de 1 mL do mosto fermentado ja centrifugado (13.000 g por 15 min a
4°C) foram diluidos 100 em vezes (DMC™?) com 4agua destilada, sendo as medidas das

tensoes superficiais nesta diluicdo determinadas conforme descrito no item 3.7.1.

3.6.3 Indice de emulsificacio

A atividade emulsificante foi determinada de acordo com o método descrito por
Cooper e Goldenberg (1987). A determinagdo consistiu em adicionar 6 mL de um dos
produtos teste (0leo diesel, querosene de aviagdo (QAV), 6leo arabe leve) a aliquota de
4 mL do meio fermentado centrifugado, em tubo de ensaio (1,8 x 15 cm) com tampa de
rosca. ApoOs vigorosa agitagao em vortex por 2 min, a emulsao formada foi deixada em

repouso por 24 h.

O indice de emulsificacdo (E24) em valor percentual foi calculado dividindo a
altura da camada emulsionada pela altura total do liquido e multiplicando por 100,

conforme equagao abaixo.

E,, (%) = H¢ Hgwm = altura da camada emulsionada;
H,x100 , onde: H, = altura total do liquido.

3.6.4 pH

As medidas de pH foram realizadas diretamente no meio fermentado isento de

células, em potencidmetro digital modelo DMPH-1 (Digimed).

3.6.5 Andlise cromatografica

A deteccdo da surfactina produzida durante o processo fermentativo foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregando o Cromatografo LC10A —
Shimadzu equipado com uma coluna de fase reversa de octadecilsilano (C-18) de 250 x
4,9 mm, no laboratorio do Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN), sob a

coordenacao do Prof. Antonio Jorge Ribeiro da Silva.
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A fase modvel consistiu de uma mistura das solugdes 20% (v/v) de 3,8 mM de 4cido
trifluoracético (TFA) e 80% (v/v) de acetonitrila. A vazdo de elui¢io foi de ImL.min™ e
a deteccdo foi feita utilizando-se um detector de absor¢do no UV a 205 nm (WEI e
CHU, 1998). O volume de inje¢do foi de 20 pL de amostra dos meios fermentados

previamente tratados, conforme procedimento descrito por WEI e CHU (1998).

O tratamento das amostras previamente centrifugadas (13.000 g/20 min, 4°C)
consistiu em submeté-las a ultrafiltracdo em sistema Amicon, utilizando membranas de
10 kDa. O sistema foi operado a pressao de 7 x 10* a 2 x 10° Pa. Para comparagdo foi

feita também a cromatografia da surfactina purificada comercializada por Sigma-

Aldrich (USA).

3.6.6 Concentracédo do substrato

A sacarose foi quantificada enzimaticamente pelo método enzimatico da glicose-
oxidase (Glucose Method God Pap-Merck) especifico para glicose. Este método
colorimétrico ¢ baseado na oxidagdo da glicose a acido gluconico e perdxido de
hidrogénio.

Antes de realizar a andlise, as amostras do meio fermentado previamente
centrifugadas (13.000 g/20 min, 4°C) foram submetidas a hidrolise 4cida pela adig¢do de
HCI 2M, na proporg¢do de 1:1 e aquecidas a 65-67°C, sendo mantidas nesta temperatura
por 10 min. Apo6s conveniente diluicdo da amostra foi feita a andlise da glicose

conforme procedimento indicado no produto pela empresa.

3.6.7 Peso seco

A concentragdo celular dos cultivos utilizados para inoculagdo dos meios de
produgdo, foi determinada por peso seco. A secagem das células microbianas foi feita
em forno de microondas da marca LG, modelo MS-114 ML, conforme procedimento
descrito por Reis, Sérvulo e de Franga (2004). Com este fim, aliquotas de 5 mL dos
cultivos foram filtradas em membranas Millipore de 0,22 um de didmetro de poro,

previamente pesadas. Em seguida, as células foram submetidas a trés lavagens
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consecutivas, cada uma com 5 mL de dgua destilada. As membranas com as células
foram expostas as microondas, na poténcia maxima (100%) por 2 minutos. Apds
resfriamento em dessecador, as membranas foram pesadas em balanga analitica ao
décimo de miligrama. Os valores referentes ao peso seco das células foram calculados
pela diferenca entre as pesagens das membranas sem e com células, descontado o valor

correspondente a perda de peso das membranas devido a acdo das microondas.

3.6.8 Concentracdo de células viaveis totais e esporos

As quantificagdes de células vidveis e esporos foram feitas pela técnica do
plaqueamento pour plate em Agar Nutriente (DIFCO 0003). Com este proposito,
amostras do meio fermentado, previamente submetidas a diluigdes decimais sucessivas
em solugdo fisiologica (NaCl 8,5 g/L), foram distribuidas em placas de Petri. Apos
incubagao a 30°C por 48 horas, foram feitas as contagens das colonias, os resultados

sendo expressos em unidades formadoras de colonias (ufc)/mL.

Para a determinagdo da concentracdo de esporos, as amostras sofreram prévio
aquecimento a 80°C durante 12 min. para inativacdo das células vegetativas. Apos o
tratamento térmico, as amostras foram convenientemente diluidas e submetidas ao

mesmo procedimento acima descrito para a contagem das células viaveis.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia da adicéo de suplementos ao meio de producéo

A Figura 4.1 apresenta os dados referentes a producdo de biossurfactante pela
linhagem de Bacillus subtilis isolada de solo de Landfarming (YRE207) a partir de
acucar cristal, com e sem suplementacdo de composto organico (extrato de lévedo) e/ou
inorganico (micronutrientes — Tabela 3.1). A sintese foi estimada com base na variag@o
da tensao superficial do meio, antes e apos 48 ¢ 120 h de processo.

Pode-se observar que nas diferentes condigdes nutricionais houve uma reducao
da tensdo superficial do meio de 65,2 — 71,4 mN/m, originalmente, para 31,2 — 34,1
mN/m. Segundo Cooper (1986), um organismo ¢ considerado promissor se produz
composto tensoativo capaz de reduzir a tensdo superficial a valores inferiores a 40

mN/m.
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Figura 4.1. Variagdo da tensdo superficial dos meios de produgdo ap6s 48 hs de cultivo
da linhagem isolada de B. subtilis (AC - Agucar cristal; El — extrato de 1évedo; Ms —
micronutrientes).

Normalmente, o valor final da tensdo superficial ¢ usado como parametro para
avaliar o potencial de producao de biossurfactante por um dado microrganismo uma vez
que estes compostos quando em solu¢do, devido a presenca do grupo hidrofébico, se
situam preferencialmente na superficie do liquido, diminuindo a forg¢a de coesdo entre

as moléculas do fluido e, conseqiientemente, ocasionando a redugdo deste parametro
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(BEHRING et al., 2004). Logo, a reducdo da tensdao superficial de um meio apds
fermentag¢do ¢ um indicio de que houve sintese de composto tensoativo e, quanto maior
o decréscimo, tanto maior foi a quantidade produzida. Entretanto, conforme abordado
no Capitulo 2, a andlise da tensdo superficial s6 pode ser usada como parametro de
avaliacdo do potencial de um dado microrganismo em produzir biossurfactante, nao
sendo possivel a sua estimativa em termos quantitativos. Isto porque, apos saturagdo da
superficie pelo tensoativo, a adicdo de novas moléculas ndo mais interfere sobre o valor
da tensdo superficial, o que se verifica quando ¢ alcangada a concentracdo micelar
critica (CMC).

Com base no exposto, pode-se inferir que a linhagem YRE207 ¢ potencialmente
capaz de sintetizar composto tensoativo quando cultivada em meio bésico contendo uma
fonte de carbono renovével e de baixo custo, o que corrobora trabalhos anteriormente
publicados. Na literatura, ¢ relatado que a bactéria B. subtilis ¢ capaz de produzir
moléculas tensoativas a partir de diversas fontes de carbono, tanto soluveis (COOPER
et al., 1981; MAKKAR e CAMEOTRA, 1997; REIS, SERVULO e DE FRANCA,
2004) quanto insolaveis (ATLAS, 1981; ZOSIM et al., 1982; TIEHM, 1993).

De fato, a fonte de carbono tem papel fundamental na produgdo do
biossurfactante posto que influencia tanto o rendimento quanto o custo do processo,
bem como a estrutura molecular da biomolécula a ser produzida e, portanto, as suas
propriedades fisico-quimicas (KITAMOTO et al., 1992; FIETCHER, 1992;
GEORGIOU et al., 1992; ADAMCZAK ¢ BEDNARSKI, 2000). De acordo com
Mukherjee, Das e Sen (2006), a matéria-prima representa 10-30% do custo total da
producdo para a maioria dos procssos biotecnoldgicos.

Deve também ser considerado se a matéria-prima € rapidamente consumida pelo
microrganismo, gerando o maximo de produto em curto prazo. Neste trabalho, a
reduc¢do da tensdo superficial ja foi satisfatoria com 48 h de processo; os melhores
valores de tensdo superficial (31,2 mN/m) e percentual de redugdo da tensdo superficial
(53%) foram obtidos quando a bactéria foi cultivada em meio mineral contendo agucar
cristal e micronutrientes (Figura 4.1). Resultados semelhantes foram obtidos por Reis,
Sérvulo e De Franga (2004) para o cultivo da linhagem B. subtilis ATCC 6633 em
acucar cristal por 48 h.

Makkar e Cameotra (1997) estudaram a produgao de lipopeptidios por B. subtilis

MTCC termofilico em diferentes fontes de carbono. Os menores valores de tensdo
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superficial foram de 28, 29 a 30 mN/m e foram obtidos com a adigao glicose, sacarose e
extrato de carne, respectivamente.

Analisando a Figura 4.1, verifica-se que a adicdo de sais minerais ao agucar cristal
apresentou um aumento na producdo do composto tensoativo, acarretando um ligeiro aumento no
percentual de redugdo da tensdo superficial. Na literatura, estd reportado que alguns metais
intensificam a producdo da surfactina (COOPER e GOLDENBERG, 1987; BANAT, 1993).
Mais recentemente, Wei e Chu (2002) determinaram que adi¢do de Mn ", na concentragio de
0,01lmM, foi a mais indicada para intensificar a producdo da surfactina. Segundo esses autores,
este elemento trago esta envolvido com a assimilagdo de nitrogénio. Assim, os resultados obtidos
na pesquisa desenvolvida corroboram os resultados apresentados por Cooper ¢ Goldenberg
(1987), Banat (1993) e por Wei e Chu (2002).

A adicdo de extrato de l€vedo no meio causou a redugdo do valor inicial da tensdo
superficial, como conseqiiéncia da presenga de debris celulares. Resultados semelhantes
foram obtidos por Reis, Servulo ¢ de Franga (2004) em cultivos de B. subitilis.
Adicionalmente, verificou-se que o extrato de lévedo ndo influenciou a produgdo do
biossurfactante, apesar do contetido de em vitaminas e sais minerais desse nutriente.

A adigdo de extrato de lévedo e, em especial, de micronutrientes a0 meio atenuou
o abaixamento do pH (Tabela 4.1). E interessante notar que estudo realizado com a
linhagem ATCC 6633, em meio de composi¢do similar, apresentou elevagdo do pH,
atingindo valores de 8,3 £ 1,0 (REIS, SERVULO e DE FRANCA, 2004). Com base
nos resultados obtidos foi selecionado o meio suplementado com micronutrientes para a

continuidade deste trabalho.

Tabela 4.1. Valores de pH nos diferentes meios ap6s cultivo de Bacillus subtilis YRE

207 Meios de producéo pH final
Agucar cristal 5,50
Acucar cristal + El 6,00
Acucar cristal + Ms 6,50
Acucar cristal + Ms + El 6,50

El — extrato de 1évedo (0,1 g/L); Ms — microutrientes
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4.2 Influéncia da fonte de nitrogénio

A fim de intensificar a produgdo do biossurfactante foi realizado estudo variando a
fonte de nitrogénio. A Tabela 4.2 apresenta os valores de tensao superficial e pH nos meios
fermentados para as diferentes fontes de nitrogénio, organicas (levedura residual de cervejaria
e uréia) e inorganicas (nitrato de sodio, nitrato de aménio e sulfato de aménio).

E patente a variacdo do percentual de redugdo da tensdo superficial em fungio da
fonte de nitrogénio utilizada. O nitrato de sodio e, em especial, a levedura residual de
cervejaria ndo foram capazes de reduzir significativamente a tensdo superficial do meio

de cultura.

Tabela 4.2. Influéncia da fonte de nitrogénio na tensao superficial e pH em cultivos de
linhagem isolada de Bacillus subtilis

Tenséo superficial

Fonte de Nitrogénio (mN/m) PH
Final (%) Final
Nitrato de amonio 31,5 53 7
Uréia 37,3 40 6
Levedura residual de
cervejaria 40,3 13 6,5
Sulfato de amonio 40,2 37 6
Nitrato de sédio 54,4 12 7

Condigdes iniciais do processo: Acucar cristal = 10 g/L; Nitrogénio = 1,4
g/L; Concentragdo celular inicial = 0,1 g/L; T =30°C; pHinicial =7,0 ; tempo
=48 h; agitagdo = 150 rpm.

No periodo final de crescimento, as células cultivadas em nitrato de soédio
apresentaram morfologia muito distinta das observadas nas demais condigdes
nutricionais estudadas; a presenca de “grumos” no meio de cultivo era visivel a olho nu.
A formacdo de aglomerados celulares pode ser um diferencial, j& que poderia favorecer
a separagdo das células do meio ao término do processo fermentativo.

Os meios de produgdo contendo como fonte de nitrogénio uréia ou nitrato de

amonio foram os que mais estimularam a producdo do composto tensoativo, resultando
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em percentuais de reducdo da tensdo superficial de 40% e 53%, respectivamente.
Portanto, pode-se indicar o nitrato de amonio como a fonte de nitrogénio mais favoravel
a sintese do bioproduto pela linhagem YRE207, devido ao maior valor de porcentagem
de reducdo da tensdo superficial encontrado entre as fontes estudadas.

E muito reduzido o niimero de publicagdes sobre a influéncia qualitativa e/ou

quantitativa da fonte de nitrogénio na sintese do composto tensoativo por B. subtilis.

Davis, Linch e Varley (1999) mostraram que o tipo e a concentra¢do da fonte de
nitrogénio sdo importantes para a otimiza¢ao da producdo de metabdlitos secundarios,
como ¢ o caso da maioria dos biossurfactantes. Segundo esses autores, o emprego de ion
amonio como fonte de nitrogénio favoreceu o crescimento celular de B. subtilis ATCC
21332, enquanto o ion nitrato foi consumido durante seu metabolismo secundario, ou

seja, para a sintese de biossurfactante.

Makkar e Cameotra (1997) obtiveram o maximo de produgdo de lipopeptideo a
partir de uma linhagem de Bacillus subtilis, apés cultivo a 45°C por 72 h, com uréia ou

ion nitrato, na concentragdo de 3 g/L.

Um estudo feito com diferentes fontes de nitrogénio (NaNO;, NH4NOs,
(NH4),SO4, NH4CI), em concentragdes variando entre 2 e 5 g/L, revelou que somente na
presenca de 2 ou 3 g/L. de NaNOs foi obtida redugao satisfatéria da tensdo superficial do
meio onde foi cultivada linhagem de Pseudomonas aeruginosa (ROBERT et al., 1991).

Similarmente, estudo realizado por Anna et al. (2002) com Pseudomonas aeruginosa
revelou ser o nitrato de sédio mais adequado do que a uréia e o sulfato de aménio para
producdo de biossurfactante. Mais recentemente, Fernandes et al. (2005) também
obtiveram maior quantidade de ramnolipideos (7,3 g/L) com 4 g/L de NaNOs, com 72 h

de processo.

Banat (1993) reforg¢ou a tese anteriormente levantada por Cooper e Goldenberg
(1987) de que o rendimento de surfactina pode ser aumentado pela adigao de alguns
metais como, por exemplo, ferro e manganés. Um estudo posterior comprovou que a
adigdo de ferro em meio de cultura contendo glicose concorre para melhorar a
producdo de lipopeptideo (WEI e CHU, 1998). Mais recentemente, esses mesmos
autores determinaram que adicao de Mn"™, na concentracdo de 0,01 mM, também
intensifica a producdo de surfactina que, de acordo com eles, favorece a assimilagdo de

nitrogénio (WEI e CHU, 2002).
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Amézcua-Vega et al. (2007) investigaram o efeito das relagdes C/P, C/N
inorganico, C/Fe e C/Mg na produgao de biossurfactante pela levedura Candida ingens.
A produgdo do composto tensoativo aumentou 3,42 vezes quando foram estabelecidas
relacdes C/P e C/Fe de 30 e 780, respectivamente.

Contudo, o emprego de levedura residual cervejeira como fonte de nitrogénio para
a linhagem YRE207 ndo teve o efeito esperado. Esta fonte apresenta alto valor
nutricional, representado pelo seu contetido protéico, de fatores de crescimento
(aminoécidos, purinas e pirimidinas), de vitaminas, sobretudo do complexo B, e de sais
minerais (PELCZAR, 1993). Possivelmente, o uso de um meio rico tenha favorecido o
crescimento em detrimento da producdo do composto tensoativo, ou tenha retardado a

sua sintese, no caso de ser ele um produto do metabolismos secundério.

Estes resultados mostram que os constituintes do meio apresentam um papel
fundamental na producdo de surfactantes, dependente do microrganismo e,
principlamente, da linhagem produtora. Trabalhos anteriores ja demonstraram como a
fonte de nitrogénio e suas interacdes influenciam o rendimento e o custo do processo,
bem como podem alterar a estrutura molecular do bioproduto e, conseqiientemente suas
propriedades fisico-quimicas (FIETCHER, 1992; GEORGIOU et al., 1992;
KITAMOTO et al., 1992).

Os valores de pH obtidos ao fim das fermentagdes se situaram entre a
neutralidade e ligeiramente acida. Segundo Claus e Berkerley (1984), o pH ideal para o
crescimento de Bacillus subtilis se situa na faixa de 5.5 a 8,5. E, conforme relato de
Makkar e Cameotra (1997), s6 ocorre decréscimo substancial da quantidade produzida
de biossurfactante por linhagem de B. subtilis quando o pH do meio ¢ ajustado em 4,5.
Logo, pode-se inferir que ndo houve variagdo de pH que pudesse influenciar
negativamente no metabolismo da linhagem YRE207, com vistas a produgdo de
biossurfactante; o que por sua vez reflete em ndo haver 6nus com controle de pH ao

longo do processo.

Porém, De Roubin et al. (1989) observaram que um aumento no valor de pH, de
6,7 para 8,0, no meio de producdo, resultou na diminui¢do da sintese de surfactina por
B. subtilis.

Wei e Chu (1998) verificaram que a adi¢do de 2 a 4 mM de ferro controlando o pH
em 5, conduziu a uma producdo da surfactina de 3 g/L. Segundo estes autores, uma alta

concentragdo de ferro acarreta uma via metabolica acidogénica. Mas, em outro
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trabalho, também realizado com B. subtilis, foram obtidos valores maximos e constantes
de biomassa e de biossurfactante na faixa de pH de 6,5 a 10,5 (MAKKAR e
CAMEOTRA, 1997).

A estabilidade da molécula de surfactina foi estudada em diferentes valores de pH,
e notou-se que a redugdo do pH a valores abaixo de 5,0 causa a precipitagao do
surfactante microbiano e, portanto, a elevacdo da tensdo superficial do mosto

(NITSCHKE e PASTORE, 2006).

4.3 Efeito da relacdo carbono/nitrogénio e agitacdo na producdo de

biossurfactante

Estes ensaios tiveram como proposta principal otimizar alguns parametros
envolvidos na sintese de biossurfactante por linhagem isolada visto que, como ja
extensivamente enfatizado, as condi¢cdes de processo alteram a qualidade e a
quantidade dos biossurfactantes (DESAI e BANAT, 1997). Esta estratégia de estudo
também visou maximizar a formac¢do do bioproduto, buscando obter um custo
competitivo quando comparado aos surfactantes comercializados. Dessa forma, foi
realizada a avaliacdo da relacdo carbono/nitrogénio e da agitacdo na produgdo de
biosurfactante, com uso de ferramentas estatisticas ¢ de planejamento experimental.
Empregou-se um desenho de experimentos com as duas varidveis citadas, em trés
niveis. Utilizou-se como variadvel resposta a redugdo da tensao superficial (Tabela 4.3).

Os resultados de tensdo superficial determinados para diferentes relagdes C/N [3
(1,2,3),9(4,5,6)e 15 (7, 8, 9)] e valores de agitagdo [50 (1, 4, 7), 150 (2, 5, 8) e 250
(3, 6, 9) rpm] estdo representadas na Tabela 4.3. Nas relagdes C/N 3 e 9, a redugdo da
tensao superficial foi diretamente proporcional ao aumento da agitacdo. No entanto,
para a relagcdo de 15 foi constatado um comportamento distinto, uma vez que os valores
da tensdo superficial aumentaram com a elevacao do nivel de agitacdo. A analise destes
resultados indica os niveis de maximo para a agitacdo ¢ de minimo para C/N como o0s
mais favordveis para a producdo de biossurfactante pela linhagem YRE207 em meio
mineral contendo agucar cristal e nitrato de amonio, como fontes de carbono e

nitrogénio, respectivamente.
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Em geral, os trabalhos publicados na literatura adotam uma relagao
carbono/nitrogénio em torno de 3 e agitagdo de 150 rpm. No entanto, Davis, Lynch e
Varley (1999) obtiveram a maior concentragdo de surfactina (439 mg/L) pelo cultivo
de B. subtilis ATCC 21332 em meio contendo 10 g/L de glicose ¢ 4 g/L de nitrato de
amoénio, o que representa uma relacdo C/N de 11.

Um estudo sobre o efeito da fonte de carbono na produgdo de ramnolipidios foi
desenvolvido por Anna et al. (2002) empregando linhagem de Pseudomonas
aeruginosa. Nesse estudo, os autores relataram que a relagdo C/N de 60, para glicerol
e nitrato de sodio, foi a mais adequada para o processo fermentativo. Singer e
Finnerty (1990) estudaram o efeito da relagdo C/N na producdo de glicolipideos por
cultivo de Rhodococcus sp. H13-A usando hexadecano. Esses autores relataram que
com um pequeno aumento da relacdo C/N (hexadecano/nitrato de so6dio) de 1,7 para
3,4 havia melhorado a biossintese dos tensoativos. As diferengas entre os resultados
alcangados no presente trabalho de pesquisa ¢ aqueles apresentados por ANNA et al.
(2002) e por Singer e Finnerty (1990) estdo relacionadas aos efeitos das fontes de
carbono, dos nutrientes e das linhagens microbianas empregadas. Esses resultados
corroboram as alegagdes de Desai e Banat (1997), de Mulligan (2005) e de Wei, Lai e
Chang (2006) sobre a influéncia de varidveis de processo e das condigdes nutricionais

na biossintese de surfactantes microbianos.

Tabela 4.3. Valores médios de tensdo superficial determinados nos meios fermentados
em diferentes condi¢des experimentais

Agitacao Reducéo da Tenséao
Exp CIN (rpm) Superficial (%)
1 3 50 38,3
2 3 150 39,5
3 3 250 45,9
4 9 50 29,3
5 9 150 34,8
6 9 250 36,2
7 15 50 36,7
8 15 150 35,1
9 15 250 32,5

Condi¢des do processo: Acucar cristal = 10 g/L; Concentragao celular inicial = 0,05
g/L; T = 30°C; pHinicial =7,0 ; tempo = 48 h.

Além da tensdo superficial, foram feitas outras determinagdes quantitativas nos

mostos fermentados nas nove diferentes condi¢des experimentais (Figuras 4.2 a 4.4). Na
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Figura 4.2, podem ser observadas as variagdes dos diferentes parametros analisados
para a relagdo C/N=3, para os trés valores de agita¢do estudados (50, 150 e 250 rpm). A
concentragdo de células totais vidveis se manteve praticamente inalterada nas agitagdes
de 50 e 150 rpm, porém o aumento da agitacdo para 250 rpm reduziu a atividade
metabolica da linhagem bacteriana.

De forma geral, o aumento da agitacdo permite homogeneizagdo de meios liquidos
e, por conseguinte, a maior transferéncia de massa, por exemplo, de nutrientes e
oxigénio. O aumento da disponibilidade de oxigénio no meio pode acelerar o
crescimento dos microrganismos aerdbicos, com a conseqiiente reducdo do tempo da
fase exponencial de crescimento. Isto ocorre enquanto a concentracdo de oxigénio
dissolvido ¢ igual ou inferior & demandada pelo microrganismo. Entretanto, a partir de
uma dada concentracdo de oxigénio dissolvido pode ocorrer inibi¢do do crescimento
e/ou da sintese do biossurfactante. O oxigénio permeia facilmente pela membrana
celular e, dado o alto poder redutor das células metabolicamente ativas, pode haver a
formacao de perdxidos e superoxidos que, se em grande quantidade, ndo sdo totalmente
clivados pelas enzimas especificas (catalase, superoxidodismutase), o que vai causar
lesdes intracelulares e, por fim, a morte da célula. Assim, é importante aerar o meio de
modo a favorecer as reagdes de biossintese, que sdo dependentes de energia, resultando
em maior quantidade de células formadas e, portanto, com maior probabilidade de
formagdo de esporos. Mas ha que se definir adequadamente a disponibilidade de
oxigénio para ndo interferir na inibicdo do processo e na elevacdo dos custos de
producao.

A andlise das figuras citadas acima demonstra que a esporogénese pouco variou
em fun¢do da velocidade de agitagdo. A variacdo do peso seco estd em conformidade
com os resultados de concentragdo celular e percentual de esporulacdo, visto que as
células vegetativas apresentam peso maior do que as formas esporuladas. O consumo de
substrato de 78% na agitagdo de 50 rpm aumentou para em torno de 99% quando os
cultivos foram mantidos sob agitagcdo de 150 ou 250 rpm. Resultados semelhantes foram
obtidos por Nitschke e Pastore (2006) na fermentacdo de meio contendo manipueira; o
esgotamento total do conteudo de sacarose também ocorreu decorridas 48 h. Nesta
condi¢do, houve um comportamento andlogo do percentual de reducdo da tensdo
superficial com o de esporulacdo, o que sugere que a sintese do composto tensoativo ¢é
estimulada ao final da fase exponencial de crescimento, isto €, quando ocorre a

formacgéo de esporos. De acordo com Branda et al. (2001), a produ¢édo da surfactina esta
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relacionada com o processo de esporulagdo do B. subtilis ja que, como mencionado por
eles, a formacao de esporos ¢ dela dependente.

O valor do pH permaneceu praticamente inalterado nas agitacdes mais baixas (50
e 150 rpm), embora na agitagdo de 250 rpm tenha provocado a acidificacdo do meio
ap6s fermentagao. Wei e Chu (1998) também observaram a existéncia de uma via

metabolica acidogénica quando o meio continha ferro.
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Figura 4.2. Resultados obtidos para a condi¢do C/N = 3 em fungdo da agitagao.

Na relacdo C/N de 9 foram observados perfis semelhantes para os parametros
analisados em comparagdo a relacdo C/N 3 (Figura 4.3), exceto para os percentuais de
tensao superficial e esporulagdo, quando foram notados aumentos crescentes.

Entretanto, desempenho distinto foi evidenciado pelo cultivo da bactéria em meios com
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relagao C/N = 15, exceto pelo consumo de substrato e variacao do pH que apresentaram
os mesmos perfis nas trés relagdes C/N ensaiadas (Figura 4.4).

Nesta condi¢do, o aumento da agitacdo, promoveu um aumento crescente da
concentragdo de células em peso seco, inclusive a 250 rpm; provavelmente devido a
maior disponibilidade de oxigénio dissolvido. Contudo, foi observado um ligeiro
declinio dos percentuais de esporulacdo e de reducdo da tensdo superficial com o

aumento do valor da agitagdo.
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Figura 4.3. Resultados obtidos para a condigdo C/N =9 em fungdo da agitagio.
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FIGURA 4.4. valores obtidos para C/N=15 sob diferentes velocidades de agitagao.

Wei, Chou e Chang. (2005) pesquisaram o efeito de diferentes velocidades de
agitagdo, de 50 a 250 rpm, na produg¢do de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa
J4. A linhagem microbiana em questdo havia sido isolada de agua residuais de industria
petroquimica. Os autores reportaram que a agitacdo de 200 rpm foi a mais favoravel
aumentando em cerca de 80% a producao dos ramnolipideos.

No trabalho de pesquisa aqui desenvolvido, as amostras dos cultivos obtidos nas
diferentes condigdes estabelecidas no planejamento experimental foram também
avaliadas quanto a atividade emulsificante. Note-se que todas as amostras foram
capazes de emulsionar Petréleo arabe leve, com indices de 100%. Nossos resultados
demonstram uma possibilidade de emprego do composto produzido no tratamento

microbiano de solos e aqiiiferos contaminados com petrdleo e na limpeza de tanques de
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estocagem. No entanto, os testes realizados com querosene de aviagao, gasolina e 6leo
diesel ndo levaram a formacdo de emulsdo com a fase aquosa. Considerando os dados
obtidos ndo se achou conveniente apresenta-los em grafico ou tabela.

A andlise das Figuras 4.2 a 4.4 permite definir que para obter a maxima produgao
de biossurfactante pela linhagem YRE207 a partir de agucar cristal e nitrato de amonio
deve-se utilizar a relacio C/N de 3 e manter o meio agitado durante o processo
fermentativo na velocidade de 250 rpm. Como estes pontos foram os de minimo e
maximo, foi realizado novo planejamento experimental de modo a avaliar se em valores
menores de C/N e maiores de velocidade de agitagdo poder-se-ia alcangar maior
quantidade do bioproduto.

Assim sendo, foram realizados experimentos nas condi¢des de C/N de 1 e 3 e nas
velocidades de agitagdo de 250 e 300 rpm, analisando como varidvel resposta a
variagdo da tensdo superficial. Os resultados obtidos para um planejamento
experimental de duas variaveis e dois niveis estdo apresentados na Tabela 4.4.

Analisando os resultados referentes aos experimentos 10 e 11, pode-se determinar
que o aumento da agitacdo de 250 para 300 rpm, ndo alterou significativamente o valor
da tensdo superficial. No entanto, ao se comparar os valores de tensdo superficial,
obtidos nos experimentos 12 e 13, pode-se verificar que o aumento da agitacdo teve um
efeito negativo na produ¢do do composto tensoativo. Tem-se ainda que, de um modo
geral, ndo houve diferenciacdo nos valores de consumo de substrato, sintese de material
celular e percentual de esporulagdo. Exceto por uma pequena variagdo de tensdo
superficial e no pH.

De acordo com os dados apresentados, a maior producdo de biossurfactante,
indiretamente determinada pela redugdo da tensdo superficial, corresponde as

condicdes: C/N 3 e velocidade de agitacdo 250 rpm
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Tabela 4.4. Valores de tensao superficial em diferentes condi¢des experimentais

Exp Relacdo  Agitacao Tensao Redugdo da Tensao pH Peso Percentual de Percentual de
C/N (rpm) superficial superficial (%) seco sacarose Esporulacao (%)
Final (mN/m) (g/L)  consumida (%)
10 1 250 40,7 38,3 6,5 4,0 96 70
11 1 300 39,9 41,6 6,3 3.8 95 70
12 3 250 35,1 472 7,0 3.4 97 68
13 3 300 38,6 41,6 6,7 3,6 96 68

Agcar cristal = 10 g/L; Concentragdo inicial celular = 0,05 g/L; T = 30°C; pHinicial =7,0 ; tempo = 48 h.

75



4.4 Analise estatistica

4.4.1 Planejamento experimental duas variaveis e trés fatores

Nesta etapa foi realizada a otimizagdo das variaveis: relacao carbono/nitrogénio
(C/N) e nivel de agitacdo (AG), considerando como variavel reposta o percentual de
reducdo da tensdo superficial. Assim, a partir dos resultados obtidos (Tabela 4.3),
efetuou-se uma regressdo multipla, tendo como fatores, os termos isolados, as
interagdes e os quadraticos das duas variaveis estudadas.

A Tabela 4.3 apresenta os percentuais de reducao da tensdo superficial dos

meios, antes e apoOs fermentagdo, para cada experimento.

Esses dados, apos regressdo multipla no programa Statistica 5.1, permitiram

obter a seguinte equagdo para modelar o comportamento da varidvel resposta:

Reducéo da tensdo superficial (%) = 33,4222 — 3,2333X; + 1,7166X; + 4,5666X;°
+0,0166X5° - 2,951X; X 4.2)

A Tabela 4.5 apresenta os resultados obtidos para a regressao multipla da reducao
da tensdo superficial.

Tabela 4.5. Resultados da regressdo multipla para reducao da tensao superficial

Fatores Paraméntros Nivel de significancia
Constante (°) 33,4333 0,00003
X1 (C/N) - 3,2333 0,029094
X,* (C/N?) 4,5666 0,056499
XX, (C/NAG) -2,9500 0,073636
R?=0,803 Fc=6,7918 Fr (1,6) =3,78

Na regressao usada foram eliminados os pardmetros com nivel de significancia do
teste t de Student superiores a 10%, sendo as variaveis relacionadas a estes consideradas
ndo relevantes. Assim, foram desprezados os termos isolados da agitacdo (X;) e do

termo quadratico da agitacdo (X27).
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Nota-se que as variaveis que influenciam na redug¢do da tensdo superficial.
Analisando os dados apresentados nesta tabela verifica-se que a relagdo C/N foi a Uinica
varidvel isolada significativa na percentual de redug@o da tensao superficial.

O coeficiente de correlagdo (R?) de 0,803 indica um ajuste adequado dos dados
experimentais na resposta percentual de redugdo da tensdo superficial, mostrando que
80,3% da variabilidade dos dados foram explicados pela equagdo empirica proposta.

O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de
significancia de 1%. Esta compara¢do pode ser interpretada através de um teste de
hipdtese. A hipotese de nulidade (Hy) diz que o modelo ndo ¢ significativo, ou seja,
todos os parametros sdo iguais a zero. A hipdtese alternativa (H;) afirma que o modelo ¢
significativo. O resultado do teste F mostrou que se pode rejeitar Hy no nivel de
significancia de 1%, ou seja, tem-se uma confianca de 99% de que o modelo ¢
significativo. Esta andlise foi extrapolada para as demais respostas obtidas neste
planejamento experimental.

A Figura 4.5 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero, enquanto na

Figura 4.6, pode ser observada a representacdo dos valores preditos versus observados.
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Figura 4.5. Distribui¢do dos residuos relativa ao percentual da reduc@o da tensao

superficial.
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A Figura 4.5 mostra que a distribuicdo dos residuos apresenta comportamento

aleatorio em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a

distribuicao.
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Figura 4.6. Valores preditos em func¢do dos observados relativos ao percentual da

reducdo da tensdo superficial.

Na Figura 4.6, nota-se que as respostas experimentais para a reducdo da tensdo

superficial apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacao empirica.

Apos a eliminagao dos parametros nao significativos, conforme apresentado na

Tabela 4.6, obteve-se a seguinte equagao:

Reducao da tens&o superficial (%) = 33,4333 — 3,2333X; + 4,5666X,° — 2,95X: X, (4.2)

Analisando esta equacdo, pode-se observar pelo sinal negativo da varidvel X; que

os menores valores na relagdo C/N proporcionam maiores valores no percentual de

reducdo da tensdo superficial. Este fato pode ser confirmado pela comparacdo dos

resultados obtidos nos experimentos 1, 2 ¢ 3 em relagdo aos demais ensaios (Tabela

43).
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A partir da equagao completa (Eq. 4.1) foi feita a implementagdo de um algoritmo
no programa Maple V release 4 para calcular o ponto estacionario. O calculo deste
ponto levou aos seguintes valores: X; =0,590186 e X, = 0,731199. As coordenadas do
ponto estaciondrio estdo dentro da regido experimental. Os valores dos Xs referentes a
redu¢do na tensao superficial indicaram que esta resposta possui um ponto de sela, pois
nos pontos onde as varidveis X; e X, assumem os valores de - 0,419649 e 5,002989,
respectivamente, a primeira e a segunda derivada da equacao de estimacdo do valor de
reducdo da tensdo superficial (Eq. 4.2.) apresentam valores positivos para o conjunto
imagem.

Ainda através do mesmo algoritmo implementado no programa Maple V release
4, foram calculados valores das varidveis codificadas (X’s) correspondentes a
maximizacdo da resposta, obtendo os seguintes valores das variaveis codificadas no
ponto de maximizagao da resposta: X; =- 1,0 e X, =0,98.

Utilizando as equacgdes de codificacao:

Relagdo carbono/nitrogénio: X; = [C/N —9]/[(15 - 3)/2]

Agitacdo: X, = [AG (rpm) — 150(rpm)] / [(250 rpm -50 rpm) /2], obtém-se que os
valores reais das concentracdes das variaveis no ponto de maximizagdo da redugdo da
tensao superficial:

X =3,0 para a relacdo C/N;

X, =248 rpm para a agitacao.

A partir dos valores codificados das variaveis X; e X, no ponto de maximo,
determinou-se que o percentual de reducdo da tensdo superficial neste ponto foi de
44,2%. Comparando este valor ao da percentagem de reducao no experimento 3 (Tabela
4.3), quando foi obtida a maior reducdo da tensdo superficial (45,9%), verifica-se a
similaridade dos resultados. Isto era previsto, j& que os valores, correspondentes as
concentragdes das variaveis do processo no ponto de otimizagdo, estdo proximos
aqueles do experimento 3. O menor valor de percentual de reducdo da tensao superficial
obtido pelo modelo foi devido ao coeficiente de correlagdo, indicativo de apenas 80,3%
foram representados pelo modelo.

Como forma para ilustrar os efeitos das varidveis estudadas na redugdo da tensao

superficial esta apresentado na Figura 4.7 a superficie de resposta relacionando as

variaveis duas a duas com a resposta.
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Figura 4.7. Superficie de resposta para o percentual de redugdo da tensao superficial

em funcao da relagdo C/N e do nivel de agitagao (x;- variavel relagao C/N codificada;

Xp- varidvel agitacdo codificada).

A Figura 4.7 mostra que para menores valores da relacdo C/N, maiores niveis de
agitacdo proporcionam maiores valores no percentual de reducdo da tensdo
superficial. Por outro lado, para valores menores de C/N ocorre um ponto de minimo
no percentual de redug¢do da tensdo superficial para maiores valores de agitacdo.
Como ja mencionado esse comportamento foi observado também na analise dos
resultados experimentais. A condi¢cdo de maxima redu¢do na tensdo superficial foi

obtida para menores valores de C/N e maiores niveis de agitagao.

4.4.2 Planejamento experimental duas varidveis e dois fatores

Um novo planejamento experimental foi feito com a finalidade de verificar se o
ponto C/N 3 e 250 rpm seria a condi¢do 6tima para a producdo do biossurfactante.
Os valores de tensao superficial analisados sdo os presentes na Tabela 4.4.

Os valores de porcentagem de reducgao da tensdo superficial foram submetidos a

uma regressao multipla, obtendo os dados apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Dados da porcentagem da redugdo da tensdo superficial

Fatores Efeito Std. Err T(4) P -99% +99%
Constante (Bg) 42,15000 0,396469 106,3135 0,000000 41,30479  42,99521
X (C/N) 4,50000  0,792938 5,6751 0,004757  2,80958 6,19042
X, (AG) -1,15000 0,792938  -1,4503  0,220584  -2,84042  0,54042
i -4,45000 0,792938  -5,6120  0,004953  -6,14042  -2,75958

(C/NAG)

A partir dos dados da Tabela 4.6 pode-se obter a seguinte equacio para modelar a

reducdo percentual da tensdo superficial:
Reducéo na tenséo superficial (%) = 42,15 + 2,25 X;- 0,575X; — 2,225XY + 1,25

(4.3)

Para facilitar a visualizagdo dos efeitos dos parametros, a Figura 4.8 apresenta o

diagrama de Pareto. Os efeitos cujos retangulos estiverem a direita da linha divisoria

vermelha devem ser considerados na equagao do modelo matematico da producgao do

biossurfactante.
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Figura 4.8. Diagrama de Pareto em fungéo estatistica do teste t.

Entdo, levando em considerac¢ao o nivel de significancia do teste t (superior a
10%), a variavel X, ndo ¢ relevante para o processo, podendo ser eliminada do
modelo. E mais uma vez, a varidvel isolada significativa do aumento do % de redu¢do
da tensdo superficial foi a relagdo carbono/ nitrogénio no aumento.

Neste planejamento, o coeficiente de correlacao (R?) para o modelo de regressao
ajustado aos dados de reducdo percentual da tensdo superficial ¢ de 0,9427, isto &,
cerca de 94,27% da variabilidade da % de redugdo da tensdo superficial tem sido
explicada quando os dois fatores relagdo C/N (X) e agitag¢do (Xz), sdo usados

Na Figura 4.9, pode-se observar que a variancia ¢ constante uma vez que 0s
residuos se encontram distribuidos aleatoriamente em torno do zero, nao mostrando

nenhuma tendéncia quanto a distribuigao.
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Figura 4.9. Distribui¢do dos residuos relativa ao percentual da reducdo da tensdo

superficial.
Conforme pode ser verificado na Figura 4.10, os dados estao proximos a reta, o

que caracteriza um ajuste satisfatorio. Também tem-se que os valores fornecidos pelo

modelo matematico estdo proximos aos valores observados experimentalmente.
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Figura 4.10. Valores preditos em fungdo dos observados relativos ao percentual da

redu¢do da tensao superficial.
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Observa-se que a tendéncia do melhor valor da resposta estudada ¢ o maior
valor da relagdo C/N e o menor valor de agitacdo Figura 4.11. Sendo interessante
salientar que a interagdo entre as varidveis do eixo mostra-se relevante, ja que este

grafico apresenta curvatura e além de definir melhor a regido de maior porcentagem de
reducao.
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Figura 4.11. Superficie de resposta para o percentual de redugdo da tensdo superficial

em funcao da relagdo C/N e do nivel de agitagao (x;- variavel relagdo C/N codificada;

Xp- varidvel agitacdo codificada).

Esta andlise estatistica reforca os resultados obtidos com o planejamento
experimental anterior, indicando que, dentre os fatores estudados, o parametro relacao
carbono/nitrogénio é o exerce maior influencia na produgio do biossurfactante. E
importante enfatizar que o ponto de maximo de produgdo ¢ do bioproduto ¢ atingido
quando a varidvel C/N esta proxima de 3. Esses dados corroboram que a condi¢ao

nutricional ¢ de suma importancia para o bioprocesso, porque influencia no

metabolismo microbiano favorecendo a produgdo do bioproduto.
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Ramana et al. (1989) observaram que relagdes C/N baixas suportam bom
crescimento microbiano da cepa P. aeruginosa CFTR-6, mas produzem uma
quantidade de biotensoativos (glicolipideo) pequena, enquanto que a relagao C/N de 38
mostrou-se 6tima para a producdo destes compostos.

Outros métodos de planejamento experimental sdo relatados na literatura para
melhorar a producdo de surfactantes. Um exemplo interessante ¢ o trabalho de Wei,
Lai e Chang (2006) que utilizou o planejamento experimental Taguchi para otimizar a
concentragdo de elementos tracos ( Mg™, K, Mn™ e Fe?) a fim de intensificar a
producdo da surfactina por B. subtilis ATCC 21332. Os autores verificaram que a
concentracdo de surfactina dobrava de 1,74 g/L para 3,34 g/L quando Mg™” e K

estavam presente no meio de producao.

4.5 Variagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

(kja) para as diferentes velocidades de agitacdo

Estes testes tiveram como proposta avaliar a disponibilidade de oxigénio em
fun¢do da velocidade de agitagdo aplicada, para meio formulado com a relagdo C/N
3. A Tabela 4.7 mostra que o valor de kra aumentou com a elevagdo da velocidade
agitacdo. Isto ¢ devido a maior turbuléncia do sistema liquido, que leva a uma
diminui¢do da espessura da pelicula liquida ao redor da bolha gasosa de oxigénio e,

conseqlientemente, diminui a resisténcia a sua transferéncia de massa (ANNA, 2005).

Tabela. 4.7. Valores de ki a em fungdo da agitagdo

Agitacao kia*
(rpm) &)
50 0,113
150 0,146
250 0,170
300 0,191
$T=30'C
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A linhagem B. licheniformis JF2 apresentou a capacidade de produzir composto
tensoativo, tanto em condicdo de aerobiose quanto de anaerobiose, diminuindo a tensao
superficial do meio de 70 para 28 mN/m (JAVAHERI et al., 1985). Porém, Lin et al.

(1994) demonstraram que a sintese do lipopeptideo ¢ afetada pela concentracao de O,

dissolvido, sendo altamente inibido por teores de O, dissolvido de 80%.

Yeh, Wei e Chang (2006), utilizando a linhagem B. subtilis ATCC 21332,
obtiveram maéxima concentracdo de surfactina produzida, cerca de 160 mg/L, nas
condicdes de agitacdo e aeracdo, de 300 rpm 1,5 vvm, respectivamente. Nesta
condigdo o valor de kia foi de 0,0132 s'. Esses autores relataram também que a
produgdo da surfactina diminuiu consideravelmente ao cultivar a cepa sob agitagdo de
350 rpm e aeragdo de 1,5 vvm, correspondendo a valor de kya de 0,139 5™

Estes resultados demonstram a importincia da agitagdo quando o processo
fermentativo ¢ conduzido em frascos Erlenmeyer a fim de disponibilizar oxigénio
dissolvido para o metabolismo microbiano, mas sobretudo de se otimizar esta condi¢ao
de modo a obter o maximo de produgdo no menor custo. Estima-se que o custo
referente a aeragcdo dos meios corresponde a cerca de 20% do custo total do processo

fermentativo.

4.6 Cinética da producao de biossurfactante

A partir dos dados da relacdo C/N e agitacdo otimizados pela analise estatistica
foi realizado um estudo cinético a fim de estabelecer o comportamento da bactéria
durante o processo fermentativo. A cinética foi realizada em frascos sob agitacdo de
250 rpm, empregando meio constituido de actcar cristal e sulfato de amodnio, na
relacdo C/N de 3.

A Figura 4.12 mostra os perfis referentes ao crescimento da bactéria, consumo
de substrato, e sintese do composto tensoativo a partir da variacao da tensdo superficial

e da dilui¢cdo micelar critica.
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Figura 4.12. Cinética da produgdo de biossurfactante por Bacillus subtilis YRE 207.

Nas condic¢des do ensaio, a bactéria apresentou fase exponencial de crescimento
com duragdo de 19 h, atingindo o valor maximo de biomassa de 3,7 g/L em peso seco
ao redor de 22 h. Neste ponto, o consumo de sacarose era praticamente total,
correspondendo a 95%.

A sintese do composto tensoativo ocorreu concomitantemente ao crescimento
celular, conforme indicado pelos perfis da tensdo superficial e da dilui¢do micelar
critica (DMC), com inicio na fase exponencial de crescimento e fim na fase
estacionaria. O valor minimo de tensao superficial de 32,7 mN/m foi alcancado em 19
h de processo; coincidentemente, o valor da DMC™ também foi o menor neste ponto,
de cerca 55 mN/m.

Aqui, impde-se uma breve digressdo. A concentragdo micelar critica (CMC) € o

ponto especifico e relativo a um dado biossurfactante, quando a adi¢gdo de maior
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quantidade deste bioproduto a solugdo ndo leva mais a diminui¢do da tensao
superficial, por causa da formacdo de uma camada unimolecular tomando toda a
superficie liquida. J4 a diluicdo micelar critica (DMC) representa a diluicdo, dentre
uma série de diluicdes decimais do bioproduto, que provoca um aumento significativo
da tensao superficial do liquido, ou seja, o ponto a partir do qual ocorre a subtracao das
moléculas do bioproduto sobre a superficie do fluido. Portanto, a DMC serve como
medida indireta da producgdo do biossurfactante por estar diretamente relacionada com
a mudanga de sua concentragdo. Por isso, € recorrente por alguns autores a mengao da
DMC como indicativo indireto da quantidade de biossurfactante presente no meio
fermentado (OLIVEIRA et al., 2006).

Cooper e Goldenberg (1987) obtiveram resultados similares ja que a produgao
do biossurfactante também teve inicio na fase exponencial de crescimento tanto de B.
cereus TAF 346 quanto de Bacillus sp. IAF 343, para cultivos realizados em meio
mineral contendo 10 g/L de sacarose. No entanto, Reis, Servulo e de Franca (2004)
observaram que a formag@o de biossurfactante, produzido pela linhagem B. subtilis
ATCC 6633, somente teve inicio decorridas 24 h, ou seja, no final da fase
exponencial de crescimento; sendo que o valor minimo foi atingido em torno de 50 h
de cultivo.

Os perfis cinéticos apresentados na Figura 4.12 indicam que a produgdo de
biossurfactante pela linhagem B. subtilis YRE207 ¢ associada ao crescimento celular,
ocorrendo em curto periodo, a partir de matéria-prima renovavel e de baixo custo.
Portanto, ¢ possivel sugerir que o biossurfactante produzido ¢ um metabolito priméario
corroborando as observagdes feitas por Cooper et al. (1981) e Roubin et al. (1989).

Makkar ¢ Cameotra (1997) também verificaram que a linhagem de B. subtilis

MTCC 2423, em condicao de termofilia, foi capaz de crescer e produzir biosurfactante
em meio contendo 20 g/L de sacarose.

Ainda de acordo com a Figura 4.12, pode-se observar um constante declineo do
pH inicialmente ajustado em 7,0 até¢ 6,3, a cerca de 3 horas de serem atingidos os
valores maximos de biomassa e biossurfactante. A partir deste instante, teve inicio
um aumento gradativo do pH, retornando ao valor inicial decorridas 25 h, e
mantendo-se praticamente inalterado no restante do periodo monitorado. Varia¢do
similar de pH foi observada por Noah et al. (2005), a partir do cultivo de uma
linhagem de B. subtilis em efluente proveniente do processamento de batatas durante

70 h de processo fermentativo.
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A condi¢do nutricional estudada, consistente em C/N 3 e agitagao 250 rpm,
favoreceu o processo de esporulagdo da linhagem, sendo seu percentual maximo

alcangado de 73,6 %, decorridas 16 horas de producao do biossurfactante.

4.7 Andlise cromatografica do biossurfactante produzido

Ensaio preliminar para determinar a presenga de surfactina dos meios
fermentados foi feito por andlise cromatografica. Na Figura 4.13, podem ser
observados os perfis cromatograficos da surfactina comercial (Sigma) e do composto
tensoativo obtido na condi¢cdo C/N=3 e agitacao de 250 rpm.

Nota-se que a surfactina da Sigma apresenta nove picos de retengado.
Comparativamente, o composto produzido neste estudo apresentou semelhanca em
quatro picos de retencao (nimero do pico/ tempo de retengdo) do padrao (Sigma), a
saber: 4/18,593; 5/20,316; 7/25,207 e 8/25,753. Ambos os cromatogramas apresentam
picos em diferentes tempos de retencdo, o que comprova a existéncia de diferentes
isomeros. Por outro lado, apresentam apenas 4 picos, com similaridade aos
preponderantes na surfactina padrdo. Este resultado confirma que o composto
tensoativo pode apresentar diferente estrutura molecular dependendo da linhagem e
das condicdes empregadas durante o processo fermentativo. Por isso, ¢ possivel que o
composto obtido neste trabalho apresente diferentes propriedades fisico-quimicas, o
que podera proporcionar outros tipos de aplicagdo. Obviamente, serdo necessarias mais
investigagdes para comprovacao.

Wei e Chu (1998) observaram perfis cromatograficos semelhantes para
surfactina obtida a partir da linhagem B. subtilis ATCC 21332 ¢ do produto comercial
da Sigma, apresentando também nove picos dos quais o0ito nos mesmos tempos de
retencao.

Kowall et al. (1998) separaram diferentes isoformas da surfactina, as variagdes

apresentadas estdo na posicdo 7 do anel peptidico onde foram encontrados os
aminoacidos: L-Val, L-Leu ou L-Ile. Essas variacoes tornam as isoformas dos

lipopeptideos uma potente fonte de aplicagao biotecnologica e farmacéutica.
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A utilizagdo da membrana de 10 kDa ¢ justificada pela caracteristica dos
surfactantes se associarem em uma forma macroestrutura durante a CMC. Os
biossurfactantes associados em micelas podem ser retidos por membranas de poros
maiores como os da membrana utilizada neste trabalho. Em alguns estudos este
procedimento de recuperacdo do biossurfactante pode atingir até 70% quando as
moléculas ja estdo em quantidade correspondente a CMC (ISA et al., 2007).

Chen, Chen e Juang (2007) constataram que ao utilizarem membranas de
ultrafiltragdo de 100 kDa, conseguiam reter a surfactina associada em micelas. E,
pelo uso do sistema de nanofiltragdo (membranas MWCO com poros menores que
1kDa) conseguiram reter mondmeros do lipopeptideo. Apds o procedimento de
separacdo do bioproduto, foram recuperados 72% da surfactina produzida, com mais

de 83% de pureza.
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Figura 4.13. Perfil cromatografico a) da surfactina fornecida pela Sigma ¢ b) da

amostra C/N=3 e 250 rpm ap06s a ultrafiltragdo em membrana de 10 kDa.
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4.8 Estudo da estabilidade do biossurfactante produzido

Uma das vantagens dos biossurfactantes em comparacdo aos seus similares
quimicos ¢ a de manter suas propriedades tensoativas em condigdes extremas de
temperatura ¢ pH. Esta caracteristica propicia uma maior amplitude de aplicacdes,
além de ser fundamental para uso na recuperagao do petréleo.

Na Tabela 4.8 estdo representados os valores de tensdo superficial do caldo
fermentado livre de células, em diferentes valores de pH e temperatura. Pode-se
observar que nos valores extremos de pH, 9 e particularmente 3, houve uma ligeira
elevagdo do valor da tensdo superficial em func¢do do tempo de exposi¢do, indicando
alteragdo das propriedades do composto tensoativo. Nos outros dois valores de pH o
efeito foi ainda menor. Note-se que, na maioria das condicdes os resultados de 6 € 24 h
sdo similares. Também ndo houve variagdo expressiva em fun¢do da temperatura.

Joshi et al. (2008) verificaram que a tensdo superficial do composto tensoativo
produzido pela linhagem B. subtilis R1 se manteve em 33 mN/m em valores de pH
entre 6 e 12, na temperatura de 80°C e 7% de salinidade.

Nitschke e Pastore, (2006) observaram aumento da tensdo superficial no pH
9,0, enquanto nos valores de 5 e 7, a tens@o superficial do mosto permaneceu estavel.
Cabe ressaltar, como nota ilustrativa, que este biossurfactante ficou estavel durante 2
anos em temperaturas abaixo de zero.

Os mostos que tiveram se pH ajustado a 3 apresentaram formagdo de um
precipitado, provavelmente do lipopeptideo na sua forma bruta. Nitschke e Pastore
(2006) observaram o mesmo comportamento para o biossurfactante produzido pela
linhagem B. subtilis LB5a, em pH abaixo de 5.

Esses resultados indicam que o biossurfactante produzido apresenta razoavel

estabilidade ao pH, mas sobretudo a temperatura.
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Tabela 4.8. Estabilidade da atividade tensoativa do biossurfactante produzido por

isolado B.subtilis em diferentes pH e temperaturas

pH = 3,0 pH=5,0 pH=7,0 pH=9,0
Tempo 10° 30° 50° 10° 30° 50° 10° 30° 50° 10° 30° 50°
1h 41,7 41,3 38,9 33,5 358 37,2 36,2 34,8 34,8 38,5 38,0 38,0
6h 37,6 39,8 38,8 36,2 33 348 37,6 36,7 344 394 394 37,6
24h 39,8 394 42,5 358 34,8 358 38,0 380 358 403 385 380
*TS; 34,5 33,3 34,2 38,2

e Tensao superficial inicial

Em funcdo destes resultados, claro esta que o comportamento da molécula de

biossurfactante, em diferentes niveis de acidez ou basicidade, e submetida a diferentes

temperaturas, apresentou comportamento satisfatério, o que permite vislumbrar sua

aplicagdo por ampla gama de setores industriais, incluindo-se ai a recuperagao terciaria

do petroleo, além da biorremediagdo, atividade altamente em voga na atualidade,

devido a grande preocupacdo ambiental que anima a humanidade. Obviamente, sera

necessaria uma avaliagdo mais minuciosa para definir as possiveis aplicagdes.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Com base nas analises dos resultados, pode-se concluir que:

A matéria-prima —aglcar cristal — permitiu o crescimento da linhagem
isolada de Bacillus subtilis YRE 207, com formag¢ao de produto com

caracteristicas tensoativas;

Dentre as fontes de nitrogénio testadas - nitrato de sodio, nitrato de amonio,
levedura residual cervejeira, uréia e nitrato de amonio, esta ultima foi a
mais indicada para a sintese do composto tensoativo a partir de aglcar

cristal;

As condig¢des otimizadas de relagdo C/N e agita¢do para a fermentagdo de
meio constituido de agucar e nitrato de amdnio pela linhagem b. subtilis
YRE207, definidas através de andlise estatistica, foram 3 e 248 rpm,

respectivamente;

O biossurfactante produzido foi capaz de formar emulsdes estaveis em

petrdleo tipo arabe leve em agua;

O méaximo de producdo do biossurfactante, correspondendo a tensdo
superficial de 32,7 mN/m e diluicdo micelar critica (DMC™?) de 55 mN/M,

foi alcangada em 19 h;

Analise cromatografica do composto tensoativo produzido pela linhagem

YRE207 mostrou perfil similar ao da surfactina comercializada pela Sigma;

O biossurfactante produzido apresentou estabilidade razoavel em pH de 5 a

9, e temperatura de 10 a 50°C.
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CAPITULO 6: SUGESTOES

e Estudar diferentes metodologias para recuperacdo do biossurfactante;

e Quantificagdo do composto tensoativo produzido nas condig¢des do

planejamento;

e Realizar a modelagem do processo utilizando como resposta a quantidade

real de biossurfactante produzido;

e (Caracterizar as moléculas do biossurfactante, definindo os aminoacidos

presentes;
e Realizar a extrapolagdo de escala do processo fermentativo;

e Avaliar o comportamento da comunidade microbiana na presenga do

bioproduto através de ensaios de biorremediagao;
e Determinar o potencial do produto obtido em ensaios de bioegradagao
e Avaliar a toxicidade do biossurfactante produzido;

e Verificar a possibilidade do seu emprego nos setores alimenticio e de

cosmético.
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