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RESUMO

A crescente preocupacg&o com o meio ambiente vem influenciando a pesquisa relacionada
a producdo de biossurfactantes como uma alternativa aos surfactantes sintéticos
derivados do petroleo. Os biossurfactantes, ou surfactantes naturais, apresentam uma
série de vantagens em relacdo aos sintéticos, como: biodegradabilidade, producado a
partir de fontes renovaveis, baixa toxicidade ao ambiente e funcionalidade sob condicdes
extremas de pH, temperatura e salinidade. Porém, algumas desvantagens depontam
quando se analisam os aspectos econdmicos para producao em larga escala, sendo os
processos de recuperagcdo e purificacdo responsaveis pela maior parte dos custos de
producdo. Dai a procura por condi¢coes otimizadas de producédo (matéria-prima de baixo
custo, selecao de linhagens altamente produtoras) que possam reduzir os custos e
viabilizar a implementagdo em larga escala. Neste contexto, visando avaliar as condi¢coes
de producao de surfactina foram realizadas fermentagdes aerdbias, com duracéo de 72
horas, em diferentes temperaturas, utilizando o microorganismo Bacillus subtilis e glicerol
P.A. como principal fonte de substrato. As amostras coletadas foram analisadas por
espectrofotometria para determinacdo de biomassa (g.L™). Foi utilizado um kit enzimatico
de triglicérides, capaz de reagir com o glicerol, para avaliar a concentracao de substrato
(9.L") remanescente. A concentragdo de surfactina foi analisada qualitativamente (tenséo
superficial e indice de emulsificacdo) e quantitativamente (CLAE — Cromatografia Liquida
de Alto Desempenho). A maior concentragcao de biossurfactante, aproximadamente 295

mg.L™, foi verificada na maior temperatura avaliada.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, surfactina, glicerol P.A., temperatura, cromatografia

liquida de alto desempenho.



ABSTRACT

The increasing concern over the environment has influenced research related to the
production of biosurfactants as an alternative to synthetics surfactants from oil derivatives.
The biosurfactants, or natural surfactants, presents a series of advantages over the
synthetic ones, such as: biodegradability, production by renewable resources, low toxicity
to the environment and functionality under extreme conditions of pH, temperature and
salinity. However, there are some disadvantages when we analyze the economical
aspects of large scale production, where processes like recuperation and purification are
responsible for a higher cost of production. Whence the quest for optimized production
conditions (low cost raw material, selection of highly productive lineages) that may reduce
costs and make feasible the large scale application. To evaluate the production conditions
of surfactin, aerobic fermentations where conducted for 72 hours at different temperatures,
using Bacillus subtilis as micro-organism and glycerol P.A. as main carbon source. The
collected samples where analyzed in a spectrophotometer to determine the cellular
concentration (g.L™"). An enzyme kit of triglycerides, capable to react with glycerol, was
used to evaluate the remaining substrate concentration (g.L™"). The surfactin concentration
was qualitatively (surface tension and emulsification index) and quantitatively (HPLC —
High Performance Liquid Chromatography) analyzed. The highest biosurfactant
concentration, approximately 295mg.L™", was verified at the highest temperature
evaluated.

Key words: Bacillus subtilis, surfactin, glycerol P.A., temperature, high performance liquid
chromatography.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 Exemplo de molécula anfipatiCa...........cceeeiiriiiiiiii e 3

FIGURA 2 Variacdo de algumas propriedades fisico-quimicas em funcdo da

concentragao de SUMaCTANTE. ........oiii i 4
FIGURA 3  Células do gENEro BaCillUs............ccueweuaiuuuiiiiiiiiiieae e 6
FIGURA 4  Estrutura molecular do gliCerol...........oooaiiiiiiiii e 7
FIGURA 5 Estrutura molecular da surfactina............coooeeiiiiiiiiii e 8
FIGURA 6 Placa de Petri contendo Bacillus subtilis em Agar nutriente............ccccceueeeee. 12
FIGURA 7  In6culo em mesa agitadora.........ceeuiuuueeeei i e 14
FIGURA 8 Sistema utilizado para realizagdo das fermentag0es.........c.c.coeeeeveeiiiienennne 14
FIGURA 9 Tensidmetro utilizado para analise de tensao superficial............ccceeeeerennene. 15
FIGURA 10 Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC)........ccceeeiiiiii e, 16
FIGURA 11 Analise de glicerol pelo uso de reagente de COr........cccevveeriiieeiieeeeeecesenens 17
FIGURA 12 Emulsdes formadas a partir de diferentes fontes hidrofébicas...................... 18

FIGURA 13 Perfil de crescimento celular (-=-), consumo de substrato (-#-) e formacao
de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 28°C............cccccviviriiiieeeeeeeeennns 21

FIGURA 14 Perfil de crescimento celular (-=-), consumo de substrato (-#-) e formacao
de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 30°C...........cccecvviiiiiiiieeeeeeeeens 22



il

FIGURA 15 Perfil de crescimento celular (-=-), consumo de substrato (-#-) e formacao

de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 32°C...........ccooccviireiiieeeeeeeeenns 22

FIGURA 16 Material em suspensao presente durante a fermentacao de 34°C............... 23

FIGURA 17 Velocidade especifica de crescimento celular (-s-), consumo de substrato
(-»-) e formacao de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 28°C............ 24

FIGURA 18 Velocidade especifica de crescimento celular (-s-), consumo de substrato
(—»-) e formacéao de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 30°C............ 24

FIGURA 19 Velocidade especifica de crescimento celular (-s-), consumo de substrato
(—»-) e formacéao de produto (-4-) para Bacillus subtilis na temperatura de 32°C............ 24

FIGURA 20 Representagao grafica da tensdo superficial do meio fermantado livre de

células para as diferentes temperaturas estudadas...........cccccvveeeeeeiiiiec e, 26

FIGURA 21 Resultado da capacidade de emulsificacao na fermentagcdo em 34°C......... 28

FIGURA 22 Representacdo grafica dos dados experimentais Xesp(®), Sexp(®) € Pexp() €

dos valores calculados pelos modelos Xcac(—), Scac(—) € Peac(—) em 32°C..................... 31

FIGURA 23 Representagdo grafica dos dados experimentais Xesp(®), Sexp() € Pexp(#) €

dos valores calculados pelos modelos Xcaic(—), Scac(—) € Pcac(—) em 30°C.......ccceeueeens 31

FIGURA 24 Representacdo grafica dos dados experimentais Xesp(®), Sexp(®) € Pexp(2) €

dos valores calculados pelos modelos Xcac(—), Scac(—) € Pcac(-—) em 28°C..................... 31
FIGURA 1A Curva padrdao para identificacdo da concentracdo de biomassa do
microrganismo Bacillus subtilis LAMIOQOS...........ccc.uuieeii e e 39

FIGURA 1B Curva padrdo para quantificacdo de surfactina nas amostras

P2 (g F= LI EST= o = U= TR 41



iii
FIGURA 2B Curva padrao para identificacdo da concentragdo de surfactina nos ensaios

fermentavivos utilizando Bacillus subtilis LAMIOOS. ... e 41

FIGURA 1C Curva padrao para identificacdo da concentracdo de glicerol usada nas

fermentagies de 28 € B4°C. ... ... e e 40

FIGURA 2C Curva padrao para identificacdo da concentracdo de glicerol usada nas

fermentagies de 30 € B2°C. ... .. i e 40



v

LISTA DE TABELAS
TABELA 1 Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética..................... 3
TABELA 2 Principais classes de biossurfactantes e microrganismos encontrados.......... 5
TABELA 3 Microorganismos produtores de gliCerol...........ccccuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee e 7
TABELA 4 CompoSiCa0 dO MeI0 MINEIal......cccuiiiiiiiiiiiiiie e 12
TABELA 5 Composicao da solugdo de micronutrientes.........oooocveeeeiiiieei e 13
TABELA 6 Resultados da tensao superficial para diferentes temperaturas.................... 26

TABELA 7 Resultado da capacidade de emulsificagdo das amostras em diferentes

(] 00T 01T = U= T3 PP 27

TABELA 8 Resultado da capacidade de emulsificagdo das amostras em diferentes
temperaturas utilizando-se 6leo de soja e N-hexadecano.........ccoooceiieiiiiiiiiieiiciee e 27

TABELA 9 Parametros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais
de crescimento celular nas diferentes temperaturas............cccueiieiiiiicieee e 29

TABELA 10 Parametros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais

de formacéao do produto nas diferentes temperaturas.........ccoceeeeeeeeeeeeeeie e 30

TABELA 11 Parametros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais
de consumo de substrato nas diferentes temperaturas............cccooieeien i 30



LISTA DE SIMBOLOS

Y% Porcentagem

Eos indice de emulsificacdo

He Altura de emulséo

Hq Altura total

Lix Velocidade especifica da biomassa

Hp Velocidade especifica do produto

Us Velocidade Especifica do substrato

dy/di Variagéo da biomassa com o tempo

ds/di Variagéo do substrato com o tempo

do/dt Variacao do produto com o tempo

t Tempo

P Concentracao de biossurfactante

Po Concentracao inicial de biossurfactante
Pmax Concentracao maxima de biossurfactante
P, Relacao entre a taxa volumétrica de formacao inicial do produto e a

concentracao inicial do mesmo

X Concentracao de biomassa

Xo Concentracéo inicial de biomassa

Xmax Concentracdo maxima de biomassa

HMAX Velocidade especifica de crescimento maxima

Yess Produtividade de biossurfactante em relacdo ao substrato
Yx/s Produtividade de biomassa em relagdo ao substrato
So Concentracao inicial de substrato

o Funcao objetivo

> Somatéria

Cexp Concentracao experimental

Cealc Concentracao calculada

N Numero de pontos

K Nuimero de parametro



SUMARIO

LISTADE FIGURAS. ...ttt ettt e e st e e e ente s e emte e e amneeeeeeeeeennnens i
LISTADE TABELAS. ...ttt ettt e et ee e et e e ene e e e e e e e e e ensneeeenneee e ne iv
LISTA DE SIMBOLOS.........cotiiuiririeneineesieseeseeseieese e sesss s ssssss e essessessass st eeseenns v
g 1 2 To] o 10 [0 o JOu OO 1
2 - REVISAO DE LITERATURA.........coooioeeeeeeeeeeeeeee e en et en ettt enn e s 3
2.1 — Surfactantes e biossurfactantes............c.ooiiiii 3

2.2 = GENEIO BACIIIUS. .....c.cceeieeeiie ettt et a e e a e e e 6

P2 R C 11 07=T o ) PP RPN 6

2.4 — SUIMACHING. ... et et e e e e a e e e e s 8

2.5 = TOMPEIALUIA. ....eeeiiiiie ettt e et e e e e e e s e e e e e e 9

2.6 — Aplicacdes industriais e aspectos eCoNdMICOS..........ccceeccevvieeeiieeeeee e e 10

3 — MATERIAIS E METODOS............ooiuiiieeeeee e eeeeseeeees e enee et eeen s enanes 12
K B = 1 (=T = L OO 12

3.1.1 — MICrOOrganiSMIO......cceei ittt ettt e e e e e 12

3.1.2 — Meio mineral e solugao de micronutrientes...........ccoovveiiiiieeieeeneenn. 12

3.1.3 — Manutengao das culturas e preparo do indculo............cccoceeeeeiineeeenn. 13

3.1.4 — Fermentagao em Diorreator. .......ccccuveiiiiiiiiiiiieiiee e 14

3.2 — MEt0d0S @NAlTTICOS. ... . eeeeieeitiee ettt e e 15

3.2.1 = Tens&o superfiCial.......c...uuuiiiiiiii e 15

3.2.2 — Determinacao de crescimento celular............coooveeeeeeieeeeeiiiieeiiiiinenns 15

3.2.3 — Concentragao de Surfacting........c..eeeiiiiiiiiiiiii e 15

3.2.4 — Concentragao de GlICErOl........cuoiuuiiiiiiiiiiiee e 16

3.2.5 — Indice de eMUISIfICACAD. ........c.cveveeeeeiteeeee e e seees s 17

3.2.6 — Estimativa das velocidades especificas de crescimento celular,
formacéao de produto e consumo de substrato............eeevveeeniiiiiiiiiiiieeee, 18
3.2.7 — Estimativa de parametros cinéticos a partir dos dados experimentais
de biomassa, surfactina e consumo de glicerol...........cccoeeiiieeniiiiiiiiiiiiiin 19
4 — RESULTADOS E DISCUSSAO.........coouiuiiieritiinieseemeseesesessesseinesse e sesesssnees 21
4.1 — Avaliacdo de crescimento celular, consumo de substrato e formagao do
produto a partir dos dados eXpPeriMentaiS.........ccoviurrumirrr i 21
42 — Identificagio do metabdlito produzido durante o processo
L= 01T 1 =1 Yo SRR 23



4.3 — Caracterizagao do biossurfactante...........ccoeueiiiiiii i 25
4.3.1 — Tens&0 superfiCial...........ooueiiiiii e 25
4.3.2 — indice de eMUISIfICACAD. .......c...oveverreeeeeeeeeeee e 27
4.4 — Modelagem matematica do crescimento celular, consumo de substrato e

formacéao de produto em diferentes temperaturas.............oeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 29
B — CONCLUSAO..........ouoeeeeeeeee et et eee e ee e en e en e enen et e s s tetaeaeneeas 33
6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS...........cocoiviiiteiieeeeeeeeeeeeee e, 34
REFEENCIAS BIBLIOGRAFICAS............cocoovoeieieeeeeeeeeee et eveees s e s eneen s 35
APENDICE A.........ooooeoeeeeeeoe et ee e ee ettt n e en e enen e ne et s et aeaeneens 39
APENDICE B...........ooouieieeeeeeeeeeee et ee et n s en e enen s ne s s s tetaeaeneens 40

ANEXO A et 41



INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo compostos com atividade tensoativa, contendo uma porcao
hidrofébica e uma porcao hidrofilica, produzidos por varias espécies de microrganismos
como leveduras, fungos e bactérias. Esses compostos compreendem uma grande
diversidade de moléculas quimicamente diferentes.

Na medida em que possuem alta atividade tensoativa, os biossurfactantes
apresentam importantes propriedades, como detergéncia, emulsificacdo, lubrificacao,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizagdo e dispersao de fases !+ 8 .

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é produzida a partir
de derivados de petréleo. E notavel, entretanto, o aumento da preocupacdo ambiental
(novas legislacbes de controle do meio ambiente), o que leva a procura de
biossurfactantes como alternativa aos produtos existentes. Além disso, outras
propriedades destes bioprodutos como: baixa toxidez, biodegradabilidade e propriedades
biolégicas, os colocam como alternativas promissoras '3,

Processos industriais e ambientais estdo freqientemente associados a condi¢des
extremas de temperatura, pressao, forca idnica, pH e presenca de solventes organicos,
assim, varios estudos tém avaliado a estabilidade dos biossurfactantes frente a essas

condices [ 24

como o estudo da producdao de biossurfactante em condicdes
termofilicas. Isto ocorre em fungdo da necessidade de uma avaliagdo do comportamento
destes compostos para sua utilizagao.

Uma grande area de atuacao dos surfactantes se refere a biorremediacao, onde
microrganismos capazes de degradar o petrdleo atacando os hidrocarbonetos com o
auxilio de biossurfactantes por eles produzidos, transformando-os em substancias com
menor toxicidade, uma vez que as atividades de prospeccao de petrdleo envolvem alguns
riscos ao ambiente e, ocasionalmente, tém ocorrido estragos provocados por vazamentos
de grandes proporcoes de 6leo em todo o mundo. Podemos citar o acidente ocorrido no
Golfo do México, onde um incéndio na plataforma “Deepwater Horizon” ocasionou 0 mau
funcionamento de uma valvula do BOP controlada por um sistema automatico, levando a
um vazamento de cerca de um milhdo de litros de petréleo por dia. Para o controle do
vazamento foram utilizados 60 quildbmetros de barreiras para tentar conter o avanco da
mancha, além de 75 barcos e mais de duas mil pessoas na tentativa de retirar o0 maximo

possivel do petréleo derramado 8.



Algumas aplicag6es exigem um alto grau de pureza, como aplica¢des relacionadas
a industria farmacéutica e cosmética, fazendo com que os produtos finais tenham um
elevado custo de producdo. Porém, nado existe uma elevada procura no mercado
consumidor no que se refere a essas aplicagdes, levando a uma producéao especifica para
um mercado bastante especifico, e de pouca expressao quando comparado as exigéncias
de producédo do mercado mundial.

A producao em larga escala de biossurfactantes nao se torna possivel devido a sua
inviabilidade econbémica, uma vez que os custos de producdo, recuperacao e purificacao
sao muito elevados. Sao varias as tentativas de se reduzir os custos desses processos
como: o uso de substratos mais baratos como o suco de caju !> * e 0 excedente da
producao de glicerol '8 uma vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 30
% do valor do produto final ¥; selecdo de linhagens de microorganismos com uma
capacidade de producdo mais elevada, realizada através de mutacdes e combinacdes
genéticas; variacdo nas condicoes de aeracao e utilizacdo de sistemas que reduzam a
producdo de espuma, reduzindo custos como a necessidade de um sistema eficiente para
o controle da mesma e aumentando o volume Util nos reatores.

A partir do que foi considerado, visamos avaliar condicbes de otimizagdo na
produgdo de surfactina, biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, através da
variacao de diferentes condigdes de temperatura em um sistema fermentativo. Avaliando
também o comportamento do microorganismo utilizado, levando em consideracao que ele
opera em uma faixa étima de temperatura, e acima ou abaixo dessa faixa possa ocorrer
desnaturacao das células ou reducao de sua atividade metabdlica, tornando o processo

ineficiente, e assim, inviavel.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Surfactantes e biossurfactantes

Surfactantes sdo, por definicdo, moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica
(polar) e outra hidrofébica (apolar), podendo ser obtidas sinteticamente, através de
reacdes quimicas, ou naturalmente, através de microorganismos especificos ' 2" A
palavra surfactante vem da expressdo “surface active agent” (agente de atividade
superficial), que apresenta como principais caracteristicas, a alteracdo de propriedades
superficiais e interfaciais de um liquido, assim como uma grande capacidade de

emulsificacdo e formacado de micelas & 233637

?
X=0-P—0-CH,
=0 0
HC= O—=C—CH,~ CH,~CH,—CH,~CH,~ CH,~ CH,—CH,—CH,— CH,~ CH,—CH

1]
H,C= 0—=C=CH;=CH,—CH,~CH,—CH,~CH,~ CH,;~CH,~CH,—CH,—CH;~CH,

\ J
Y

Parte polar

Parte apolar

Figura 1 — Exemplo de molécula anfipética. Fonte: web.educastur.princast.es

A producdo sintética de surfactantes ocorre a partir de derivados do petréleo,
enquanto que a producao de biossurfactantes — subprodutos do metabolismo realizado
por bactérias, fungos e leveduras de maneira extracelular ou como parte da membrana
celular ® — pode ocorrer com uso de diferentes fontes alternativas de carbono " 1% 2%,

A Tabela 1 indica alguns dos principais grupos de surfactantes de origem natural e
sintética.

Tabela 1 — Principais grupos de surfactantes de origem natural e

sintética.

Naturais

Sintéticos

Alguil pelighicosideos
Biossurfactantes

Amidas de acidos graxoes
Aminas de acidos graxoes
Glucamidas

Lecitinas

Dermvados de proteinas
Saponinas

Sorbitol e ésteres de sorbitan
Esteres de sacarose

Sulfatos de alcoois graxos namrais

Alcanolaminas

Alguil e anl éter carboxilatos
Alguil aril sulfatos

Alguil aril éter sulfatos
Alguil etoxilados

Alguil sulfonatos

Alguil fenol etoxilados
Aminodxidos

Betainas

Co-polimeros de oxido de
etil’propileno

Acidos graxos etoxilados

Fonte: Nitschke & Maria, 2002.



Um dos critérios de fundamental importancia, como ja& mencionado, para quaisquer
processos envolvendo tensoativos é a concentracdo micelar critica (CMC), visto que os
efeitos desses compostos (tensdes superficial e interfacial, pressdo osmotica, turbidez,
condutividade molar e solubilidade) sdo maiores quando uma quantidade significante de

micelas encontra-se presente ?®, como representado na Figura 1.

Fressao osmaica

Turbidez

Tensao superficial

Condutividade
molar

[Surfactante]
Figura 2 - Variacdo de algumas propriedades fisico-quimicas em fun¢@o da concentracdo de surfactante.

Fonte: Medeiros, 2009.

Dentre outras propriedades importantes dos biossurfactantes podemos citar:
separacao, umedecimento, solubilizagdo, demulsificacao, inibicdo de corrosdo e reducao

de viscosidade de liquidos & 7.

Algumas vantagens dos surfactantes naturais sobre os surfactantes sintéticos
podem ser mencionadas " % 5 8 3% 3¢,
e Tolerancia a temperatura, pH, forca ibnica e salinidade;
e Biodegradabilidade;
e Baixa toxicidade;

e Podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis.

Entretanto os surfactantes naturais ainda apresentam uma grande limitacao
industrial devido aos altos custos de producéao, recuperacgao e purificacdo; se comparados
aos surfactantes produzidos sinteticamente I 8. Assim, estudos sdo realizados com o
objetivo de se encontrar condicbes que possam tornar 0s processos economicamente
vidveis, entre esses estdo: uso de matéria-prima de baixo custo [ & 1% 20 gelecdo de
microorganismos a partir de linhagens altamente produtoras e condigées ambientais

Gtimas &,



A Tabela 2 indica alguns dos principais microorganismos utilizados na producéo de

biossurfactantes e seus respectivos subprodutos metabdlicos.

Tabela 2 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos

encontrados.

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros
e fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios
Surfactantes polimeéricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

FPseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T apicola
Rhodococcus ervihropolis,
Mycobacteritm sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polimyxa

Corvnebacterium lepus
Nocardia ervthropolis
Thiobacillus thicoxidans

Acingtobacter calcoaceticus
Acingtobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: Desai & Banat, 1997.

Como verificado na tabela acima, os biossurfactantes possuem uma grande

variedade de classes, garantindo assim uma elevada diversidade quimica e possibilitando

seu uso nas mais variadas aplicacées (farmacéuticas e cosméticas, petroquimica,

médica, produtos alimenticios e nas areas de protecdo ao meio ambiente) [ % % 3¢ Algm

disto, possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas, uma vez que as

mesmas variam com o microorganismo e substrato usados, o que os torna comparaveis

ou superiores aos surfactantes sintéticos .



2.2 — Género Bacillus

As células que compdem o género Bacillus se apresentam com formato de
bastonete de 3 — 5 ym de comprimento e 1 ym de largura, frequentemente se arranjam
em pares ou cadeias, além de possuirem extremidades quadradas ou arredondadas. E
tipicamente composto por bactérias aerébias ou anaerdbias facultativas. Sua temperatura
6tima é 35 °C ['"],

E formado por um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas, produtoras de
esporos, que apresentam morfologia e composicao enzimatica e quimica que lhes garante
uma resisténcia a condicdes adversas (faixa de temperatura, pH e salinidade ['?), nao
apresentando mais de um esporo por célula ",

Figu;a 3 — Células do género Bacillus. Fonte: dailytech.com.

Como visto nas tabelas anteriores, o microorganismo Bacillus subtilis € produtor de
lipopeptideos e lipoproteinas, como a surfactina e a subtilisina.
Algumas espécies sao patogénicas, como o Bacillus anthracis, mas a maioria delas

é considerada prépria do meio ambiente, podendo ser encontrada no solo ['2

2.3 — Glicerol

O glicerol é um poli alcool - também conhecido como (1,2,3 propanotriol) ou

glicerina - foi descoberto em 1779 por Scheele durante o processo de saponificagdo do



azeite de oliva. Em 1858, Pasteur também observou a sua formagao como um subproduto

da fermentacéo alcoolica "%,

R
m Carbono
u B Oxigénio
O Hidrogénio
Gy

o

Figura 4 — Estrutura molecular do glicerol. Fonte: letiziaduarte.com/?7p=47

Este alcool, com trés hidroxilas, apresenta as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: incolor, viscoso, higroscopico e de sabor adocicado. E um importante
intermediario no metabolismo dos organismos vivos, sendo encontrado naturalmente na
forma combinada como glicerideos em animais, gorduras vegetais e 6leos !'®, podendo

também ser produzido por microorganismos, dentre eles, alguns séo listados abaixo.

Tabela 3 — Microorganismos produtores de glicerol.

Género
Bactérias Leveduras Fungos Algas Protozoarios
. = Saccharomyces : : : . Thypanosoma
Bacillus subtilis cerevisiae Aspergillus niger Dunaliella tertiolecta cruz
B. coli S. ellipsoideus Rhizopus nigricans D. bioculata Leishmania mexic

Fonte: Vaz et al., 2007.

O glicerol é, atualmente, obtido em grande quantidade através da reacdo de
transesterificacdo de 6leos vegetais para producao de biodiesel, onde ocorre a formagao
de 10% em volume de glicerina bruta, que se difere da glicerina pura devido a presenca
de impurezas e coloracdes diferentes, o que dificulta seu uso em processos "4,

A purificacdo da glicerina bruta é feita por destilacdo sob pressao reduzida (60
mmHg), resultando num produto limpido e transparente, denominado comercialmente de
glicerina destilada ou bidestilada. O produto de calda da destilacao € ajustavel na faixa de
10 a 15% do peso da glicerina bruta, que pode ser denominado glicerina residual. A
acidez ou alcalinidade pode ser controlada, seja por ajuste com base ou acido fraco, seja
por tratamento com resinas de troca ibnica. Ja as demais impurezas devem ser extraidas

através do uso de coluna de destilacao. A destilacdo primaria pode ser empregada para



remover a glicerina pelo topo: temperatura 165 a 180 °C, pressao 10-20 mBar, ja a
destilagdo secundaria em coluna recheada resulta na obtengado de glicerina com pureza
de 99,8 a 99,9% (grau farmacéutico) e rendimento de 90 a 95% !'”..

A glicerina apresenta valor comercial, tendo ampla utilizacdo na industria:
1. Cosmética, farmacéutica, na composicao de capsulas, xaropes e pomadas;
2. Quimica, para produgao de tintas, vernizes e detergentes;
3. Alimenticia, em funcdo de suas propriedades estabilizantes, antioxidantes,
sequestrantes, emulsificantes e umectantes !"®!;
4. Embalagens;
De tabaco, tornando as fibras de tabaco mais Umidas e resistentes; téxtil, para

amaciar e aumentar a flexibilidade de fibras ['® '8!,

Devemos lembrar que o glicerol também pode ser metabolizado por muitos
microorganismos ¥, e devido a isso ele foi escolhido como fonte de carbono na

fermentacao para a producao de surfactina.

2.4 — Surfactina

Em 1968, Arima e colaboradores descobriram a existéncia de um novo composto
biologicamente ativo produzido por Bacillus subtilis denominando-o surfactina . Sua
atividade biolégica depende tanto da composicdo de aminoacidos e da seqiéncia do
peptideo como da natureza da sua parte lipidica ?. Sendo conhecida por ter excepcional

atividade superficial, reduzindo a tens&o superficial da agua (20 °C) de 72 para 27 mN/m
[2, 20]

L-Asp D-Leu —L—LeLl—Cl) (|:H3
N H,)—CH
LVal '?_{C 2 (|3
'TITH2 CH,
Oleu —  [Heu — EGlu—C=0

Figura 5 — Estrutura molecular da surfactina. Fonte: Nitschke & Maria, 2002.



Possui maior capacidade de reduzir a tenséo superficial e interfacial se comparada
a outros biossurfactantes. Varios experimentos tém demonstrado que a surfactina é
bastante estavel quando submetida a diversas condicées, porém, suas propriedades
fisico-quimicas podem variar ligeiramente devido a variagbes no tamanho da cadeia,
como mencionado anteriormente 12,

Apresenta trés funcgdes principais, sendo elas: aumentar a area superficial de
substratos hidrofébicos insolUveis em agua, aumentar a biodisponibilidade de substratos
hidrofobicos pelo aumento de sua solubilidade aparente e influenciar a adesdo de
microrganismos a superficies 2.

A surfactina é um dos biossurfactantes mais potentes 2% 24

, possuindo varias
aplicacoes farmacéuticas como a inibicao da formagao de coagulos, formacao de canais
ibnicos em membrana, atividade anti-bacteriana e antifungica, atividade antiviral e acao
anticarcinogénica ' 2 22 23. 25

Estudos de toxicidade in vivo em ratos demonstraram uma baixa toxicidade, e
assim, talvez nao seja necessario que a surfactina seja completamente removida de todos

os produtos, apenas de alguns tipos determinados 2.

2.5 — Temperatura

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes capazes de afetar o
crescimento e desenvolvimento de microorganismos 7.

A faixa de temperatura na qual o crescimento de microorganismos é detectado vai
de -12 °C a aproximadamente 112 °C, onde foram verificadas mudancas drasticas nas
velocidades quimicas de reagdes e propriedades das biomoléculas, dai o motivo pelo qual
0s microorganismos s6 crescem em uma faixa de temperatura limitada 8.

Alguns microorganismos tém a capacidade de se desenvolver em temperaturas
superiores a 50 °C, e sdo denominados termofilos " %, Esses microorganismos s&o
capazes de realizar tal tarefa devido a sua capacidade de sintetizar constituintes celulares
com uma estabilidade maior ao calor %%,

O uso de microorganismo termofilos vem sido sugerido em aplicacoes
biotecnologicas devido a uma série de vantagens como: taxas de reacdes mais rapidas,

reducao no risco de contaminagao, reduzido custo de resfriamento em fermentadores de
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larga escala, maior solubilidade das moléculas (resultando em um aumento na producao
de biomassa e produto) 2.

Em baixas temperaturas, a taxa de reagcdes enzimaticas e o sistema de transporte
se reduzem. A fluidez e a rigidez das membranas também se mostraram como fatores

determinantes 8.

2.6 — Aplicacoes industriais e aspectos economicos

Na ultima década, a demanda por surfactantes na industria quimica Norte

Americana aumentou em 300% [ ¢!

. A produgcdo mundial de surfactantes excede 3
milhées de ton/ano, onde sua utilizacdo se concentra nas industrias de petréleo, de
cosméticos, de produtos de higiene e de limpeza 2.

Os biossurfactantes sdo usados na agricultura especialmente em formulacdes de
herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulacdes sao geralmente
hidrofébicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em solucao
aquosa!’.

Possui varias aplicagdes farmacéuticas como a inibicdo da formacao de coagulos,
formacdo de canais iGnicos em membrana, atividade anti-bacteriana e antifungica,
atividade antiviral e antitumoral '+ 2 22 23 23],

A emulsificacdo tem um papel importante na formagédo da consisténcia e textura,
bem como na dispersao de fase e na solubilizagdo de aromas. Os biossurfactantes sao
utilizados como emulsionantes no processamento de matérias-primas.

Outros campos de utilizagao dos biossurfactantes incluem a industria de papel,
téxtil, ceramica, mineracdo, produtos de higiene e cosméticos O biodispersan tem
aplicacdo na industria de tintas, pois gera maior espalhabilidade e aumenta as
propriedades de mistura "\

As propriedades de estabilizacdo de espuma sdo necessarias na fabricacdo de
extintores de incéndio, onde os biossurfactantes atuam na composi¢ao quimica.

Outras aplicagdes incluem biorremediacao e dispersao no derramamento de 6leos,
remogao e mobilizagcdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem [©: 36371,

Assim, fica clara a necessidade de um aumento na producao de surfactantes em
escala mundial — devido ao crescimento de seu consumo nas mais diversas areas,

necessidade de um substituto menos agressivo ao ambiente e que atue mais
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especificamente e com maior eficiéncia — caracteristicas bem representadas através dos
surfactantes naturais. Porém, do ponto de vista econdmico, os biossurfactantes ainda nao
sdo capazes de competir com os surfactantes oriundos da sintese quimica !5 7 3% 4% Essa
razao estd associada ao seu alto custo de producao pela utilizacao de substratos caros,
além de deficiéncias dos processos de recuperacdo e purificacdo, que chegam a
responder por até 60% dos custos de produgéo [+ % 3% 401,

Sao varias as tentativas de se reduzir os custos desses processos como: 0 uso de
substratos mais baratos como o0 suco de caju e o excedente da producao de glicerol, uma
vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 30 % do valor do produto final >
10. 391, selecdo de linhagens de microorganismos com uma capacidade de producdo mais
elevada, realizada através de mutacbes e combinagdes genéticas; variacdo nas
condicdes de aeracao e utilizagcdo de sistemas que reduzam a producdo de espuma,
reduzindo custos como a necessidade de um sistema eficiente para o controle da mesma

e aumentando o volume Util nos reatores.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 — Microorganismo

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de Bacillus subtilis LAMIO05 nao patégeno,
isolada do tanque de cloracdo da Estacdo de Tratamento de Esgoto do Campus do Pici
(ETE-PICI) e cedida, da cole¢cdo de bactérias do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia (LAMI), pelo Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Os
microorganismos foram estocados em placa contendo meio de cultivo e armazenados a

baixa temperatura (4 °C).

Figura 6 — Placa de Petri contendo Bacillus subtilis em Agar nutriente.
3.1.2 — Meio mineral e solugao de micronutrientes

Para o preparo de uma solugdo de 3L do meio mineral (MM) foi usada a

composicao descrita na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicio do meio mineral.

Componente Concentracio (g.L'i)
(NH4),S04 1,0
Na;HPO4.7H,0 7.2
KH,PO, 3.0
NaCl 2,7
MgS0,.7H,0 0,6

Fonte: Moran et al., 2000.
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Apdés o preparo do meio, foram adicionados 20 g.L' de glicerina (principal
substrato) e se ajustou o pH para 7,0.

Antes do inicio da fermentagdo, adiciona-se 0,1% (v/v) de solucdo de
micronutrientes, cuja composicdo é exibida na Tabela 5, a solugdo de 3L de meio
nutriente (MM + glicerina).

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

Componente Concentracio (g.L™)
ZnSQ,. 7TH,O 10,95
FeS04.7H,0 5,00
MnS0O,4.H;O 1,54
CuS04.5H,0 0,39
Co(NO3),.6H,O 0,25
NaB407.10H,0 0,17
EDTA 2:5[]'

Fonte: Méran et al., 2000.

3.1.3 — Manutencéo das culturas e preparo do indculo

A linhagem bacteriana era mantida em Agar contendo os nutrientes necessarios e
armazenada a temperatura de aproximadamente 4 °C. Foram realizados repiques
periddicos a cada duas semanas, tempo aproximado entre cada fermentacao.

Para o preparo do inéculo, a cultura em estoque foi ativada e repicada em placa de
Petri contendo Agar nutriente, incubada em estufa (Odontobras ECB 1.3 digital) por um
periodo de 48 horas a 30 °C. Apos o tempo de incubacao na estufa, a placa contendo o
microorganismo € inéculo previamente esterilizado em autoclave vertical (Phoenix) - por
10 min a 110 °C foram levados a capela (Labconco, classe Il), para manter as condicdes
de esterilidade, onde trés alcadas contento microorganismos foram transferidas para um
Erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meio nutriente. Apds a inoculacdo, o
Erlenmeyer foi levado a mesa agitadora (Shaker Tecnal TE-420) a 180 rpm e 30 °C por 48

horas, ver Figura 7.
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Figura 7 — In6culo em mesa agitadora.
3.1.4 — Fermentacdo em biorreator

A fermentacdo em biorreator (Marconi, 4L), ver Figura 8, foi iniciada nas condi¢cdes
operacionais desejadas, apds a inser¢cao do meio nutriente e indculo, que foram:
e Vazao de oxigénio: 1 L.min™ (controlada por rotametro);
¢ Rotacao: 200 rpm (controlada por sistema de controle LabView);

e Diferentes temperaturas para cada ensaio fermentativo.

Figura 8 — Sistema utilizado para realiza¢do das fermentacoes.

Foi utilizado um eletrodo de pH (Digimed) para acompanhar e manter as condicdes
de neutralidade do meio, além de um eletrodo de oxigénio dissolvido (Mettler Toledo) para
verificacdo do percentual de oxigénio na solucao. Foi usada também uma bomba para
reciclo de células e espuma, conforme descrito por Giro et al., 2009 31,
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3.2 — Métodos analiticos

3.2.1 — Tenséo superficial

A tenséo superficial (MN/m) das amostras livres de células foram determinadas de

acordo com o método do anel De Nouy 2

, a 25 °C, em um tensiéometro (Kruss K6), ver
Figura 9. Utilizaram-se 30 mL de agua destilada para calibracdo do equipamento e 30 mL

de amostra livre de células para analise em triplicata.

Figura 9 — Tensiometro utilizado para andlise de tensdo superficial.
3.2.2 — Determinagao de crescimento celular

A determinacdo do crescimento celular foi acompanhada através da densidade
optica (DO) em cada amostra utilizando-se um espectrofotébmetro de luz UV visivel
(Genesys série 20) a 600 nm, calibrado com agua destilada. Este método baseia-se na
relagdo entre turbidez do meio com a quantidade de células presentes em suspensao.

A biomassa (g.L™") é determinada entdo pelo uso de uma curva de calibragdo de

massa seca por densidade 6tica **! (Apéndice A).
3.2.3 — Concentracao de Surfactina

Para determinacdo da concentracdo de surfactina € necessaria a extracdo do

biossurfactante, assim, ajustou-se o pH de 20 mL de amostra do meio fermentativo livre
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de células para 2,0 com HCI 3 M. A solugao resultante foi mantida em repouso a 4 °C por
24 horas para que houvesse a precipitacao da surfactina.

Apobs o periodo de repouso, centrifugou-se a solugao rica em surfactina por 15 min
a 10.000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, dissolvido em 8 mL
de agua deionizada pH 8,0. Realizou-se entdo, uma extracao liquido-liquido com uso de
diclorometano (1:1) em funis de separagao — agitou-se por 5 min, seguido por 1 hora de
repouso para que a separacao possa ocorrer - € a fase mais densa foi recolhida em
Becker. O processo de extracao foi realizado trés vezes para garantir a extracao eficiente
do biossurfactante. Durante a etapa de extracao foram utilizados EPI (Equipamentos de
Protecdo Individual) especificos como mascara, devido as caracteristicas tdxicas do
solvente utilizado.

A fase densa armazenada em Becker foi evaporada a temperatura ambiente, e
entdo ressuspendida em 2 mL de metanol. Recolhem-se aliquotas para serem
armazenadas em “vials” que foram analisadas em HPLC - Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho - acoplado com detector UV (Waters, modelo 2487) e equipado com a
coluna de fase reversa (Symmetry Cqg). A fase moével utilizada consistiu de 20 % de acido
trifluoracético e 80 % de acetonitrila na vazdo de 1 mL.min"' e temperatura ambiente. A
surfactina foi detectada usando detector UV (Waters, modelo 2487) a 205 nm. O volume
de injegao das amostras foi de 20 pL. As amostras foram quantificadas através de uma
curva de calibragdo com surfactina padrao (Anexo C).

Figura 10 — Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC).

3.2.4 — Concentragao de Glicerol

Para a anadlise da concentracdo de substrato presente no caldo livre de células foi

utilizado um kit para determinacao de triglicérides (Katal), constituido de dois frascos - de
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90 mL cada - contendo tampao, dois frascos — de 10 mL cada - contendo enzimas e um
frasco de 5 mL contendo uma solugéo padrao.

Preparou-se o reagente de cor ao se adicionar o conteudo de um dos frascos
contendo enzimas a um dos frascos de tampao, homogeneizando bem.

Posteriormente adicionam-se 2 mL de reagente de cor a 0,02 mL da amostra. A
mistura foi levada para banho-maria (Tecnal, modelo TE-0541/1) a 37°C por 10 min. Apds
isso, determinou-se a absorbancia das amostras (ver Figura 11), frente a um branco —
2mL de reagente de cor adicionados a 0,02 mL de 4gua destilada — também tratado em
banho-maria nas mesmas condi¢gdes, a 500nm.

A concentracao de glicerol (g.L™") foi determinada entdo pelo uso de uma curva de

calibragao realizada para o kit enzimatico utilizado (Anexo B).

_Fi__ amm&

l‘l J_.lj

Figura 11 — Anilise de glicerol pelo uso de reagente de cor.

3.2.5 — indice de emulsificagéo

A determinacdo do indice de emulsificacdo foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Copper & Goldenberg ¥, 2 mL do caldo fermentado livre de
células foram adicionados a 2 mL de diferentes fontes hidrofobicas (6leo de motor,
querosene, 6leo de soja e N-Hexadecano) em um tubo de ensaio de fundo chato.
Posteriormente, agitou-se a mistura por 2 min em Vortex (Phoenix AP56), deixando em
repouso. ApOs 24 horas, verificou-se a formagao, ou nao, de emulsao (ver Figura 12) e
registraram-se os valores de altura total e altura de emulsao.

Calculou-se entdo o indice de emulsificagdo de acordo com Desai & Banat B4, ver
equacao 1.
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H
Eoy (%) = Hf‘" *100 (1)

Figura 12 — Emulsdes formadas a partir de diferentes fontes hidrofébicas.

3.2.6 — Estimativa das velocidades especificas de crescimento celular, formagcao de
produto e consumo de substrato

Os dados coletados a partir dos ensaios fermentativos foram usados para estimar

as velocidades especificas de crescimento celular (u.), formagédo de produto () e

[35]

consumo de substrato (us) ", para identificacdo do tipo de metabdlito produzido, como

mostrado abaixo. Para tal, foram utilizados os softwares Origin 6.0, 8.0 e Microsoft Excel

2003 e as equacdes descritas por Schmidell et al., 2001 34

_ld, (2)
x x d,

.

g = d (3)
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3.2.7 — Estimativa de parametros cinéticos a partir dos dados experimentais de biomassa,

surfactina e consumo de glicerol

Os modelos cinéticos propostos para a formagdo de biomassa, consumo de
substrato e producao de surfactina foram ajustados aos dados experimentais utilizando o
solver do Software Microsoft Excel 2003, através de regressdes nao-lineares usando o
método dos minimos quadrados. A producdo de biossurfactante foi modelada

matematicamente seguindo a Equacao 5 para a producéo de &cido latico ',

Fe¥
PoPsive’’
P: u .L.{._A jrr :5]
Pyuwr— P+ Re

onde t é o tempo em horas, P é a concentragcdo de biossurfactante (g/L), Puax a
concentracdo maxima do biossurfactante (g/L) e P, é a relacédo entre a taxa volumétrica de

formagao inicial do produto e a concentragao inicial do produto.

[41]

A concentracao de biomassa foi modelada segundo a Equacéo 6 "' que pode ser

representada como:

‘Y _ aY: ‘in_‘_![. & i P e - :E:I
Xy — X+ Xpe™er

onde t é o tempo horas, X a concentracao da biomassa (g/L), Xuax concentragdo maxima
de biomassa (g/L) e puwax (h™") velocidade especifica de crescimento maxima.

O consumo do substrato pode ser interpretado pela Equacéo 7 “':

—(P-P)-—(X-X)

5 i

§=5,-

onde Ypis € Yys representam a produtividade de biossurfactante e biomassa em relacao

ao substrato, respectivamente, P e Py sao concentracdes final e inicial de biossurfactante
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(g/L), X e Xo sa@o as concentracodes final e inicial de biomassa (g/L) e Sp é a concentracao
inicial de substrato (g/L).

A funcdo objetivo a ser minimizada esta representada na Equagéo 8 [“?:

- — E "C%KF - CELI:': -']‘-

a- {8)
N-K

onde N representa o niumero de pontos utilizados e K o niumero de parametros a serem

estimados.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se avaliar a influéncia da temperatura na producao de biossurfactante, foram
realizadas quatro fermentagdes em temperaturas diferentes e constantes, para cada
ensaio. Com o objetivo de se otimizar a producdo de surfactina por Bacillus subtilis

LAMIO05 avaliaram-se as seguintes temperaturas: 28, 30, 32 e 34°C.

4.1 - Avaliacao de crescimento celular, consumo de substrato e formacao do
produto a partir dos dados experimentais

As fermentac0es realizadas em biorreator a diferentes temperaturas forneceram os
dados exibidos nas Figuras 13, 14 e 15. Essas figuras mostram os perfis de crescimento
celular, consumo de substrato e formacao do produto para as temperaturas de 28, 30 e
32°C, respectivamente.
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Figura 13 — Perfil de crescimento celular (—m—), consumo de substrato (—# —) e formagado de produto (—&—) para
Bacillus subtilis na temperatura de 28°C.
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Figura 15 — Perfil de crescimento celular (—m—), consumo de substrato (—#®—) e formag@do de produto (—&—) para
Bacillus subtilis na temperatura de 32°C.

Pode-se observar um aumento na produgao de biossurfactante com o aumento da
temperatura, uma vez que a concentracdo maxima do mesmo foi de 70,25 mg.L™; 114,62
mg.L ™" e 294,91 mg.L! nas temperatura de 28, 30 e 32°C, respectivamente.

Apesar de uma diferenga de 4°C entre os extremos de temperatura avaliados (28 e
32°C), a concentracdo de células verificada ndo sofreu uma variagdo tdo grande,
chegando a 2,37 g.L"; 2,60 gL' e 2,74 gL' nas temperatura de 28, 30 e 32°C,
respectivamente.
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Podemos também observar que o aumento da temperatura reduziu o intervalo de
tempo da fase “lag” (fase onde ocorre a adaptacdo do microorganismo ao meio) de cada
sistema, foram obtidos tempos de aproximadamente 4, 6 e 10 horas nas respectivas
temperaturas de 32, 30 e 28°C.

Durante a fermentacdo que buscava avaliar o impacto da temperatura de 34°C
houve uma mudanca muito rapida do pH do meio para 5.5. Fez-se uma tentativa para
corrigi-lo através da adicao de hidréxido de sodio 3M, porém a medida de pH nao retornou
a neutralidade apesar da adicdo de aproximadamente 500 mL da solucao basica. Os
dados de concentracao nao serdo representados devido a formacdo de uma suspensao
de coloracao escura, diferente da usual, como mostra a Figura 16, que iria resultar em um

falso valor de concentragéo celular ao ser analisado em espectrofotometro.

/“s

Figura 16 — Material em suspensdo presente durante a fermentacdo de 34°C.

Makkar & Cameotra ?* avaliaram a producdo de biossurfactante a 45 °C por
Bacillus subtilis MTCC 2423 através da adicdo de varios suplementos nutricionais e
verificaram uma concentracdo de 342 mg.L" com uso de extrato de leveduras como
suplemento, e uma concentracdo de 108 mg.L" onde o valor de pH do meio era 4.5,
concentracdo semelhante a de 114 mg.L™ verificada na fermentagéo de 30 °C.

Franca et al. ¥ verificou uma concentragdo de aproximadamente 300 mg.L™
utilizando meio contendo agucares redutores totais (glicose e frutose) na concentracéao
inicial de 30,07 g.L'' como fonte de carbono, valor semelhante ao produzido na

fermentacao de 32 °C.

4.2 - Identificacao do metabolito produzido durante o processo fermentativo

A partir das curvas experimentais para as diferentes temperaturas, calcularam-se
as velocidades especificas de crescimento celular (ux), consumo de substrato (us) €

formagé&o do produto (u,) a partir das Equagoes 2, 3 e 4; mencionadas na segéo 3.2.6. As
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figuras 17, 18 e 19 mostram os resultados obtidos para as temperaturas de 28, 30 e 32°C,

respectivamente.

IJ):
HP

Tempo {Horas)
Figura 17 — Velocidade especifica de crescimento celular (—=—), consumo de substrato (—#® —) e formacéo de produto

(—4&—) para Bacillus subtilis na temperatura de 28°C.
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Figura 18 — Velocidade especifica de crescimento celular (—s—), consumo de substrato (—#®—) e formacéo de produto
(—4&—) para Bacillus subtilis na temperatura de 30°C.
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Figura 19 — Velocidade especifica de crescimento celular (—s—), consumo de substrato (—#®—) e formacéo de produto
(—4&—) para Bacillus subtilis na temperatura de 32°C.
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Pode-se observar, através das Figuras 18 e 19, que a velocidade especifica de
consumo de substrato e formagao de produto acompanha de maneira muito semelhante o
andamento da curva de crescimento celular do micoorganismo, assim, pode-se afirmar
que o metabolito produzido na fermentagcao com Bacillus subtilis LAMIO05, nas condi¢des
mencionadas, é primario e sua formacdo esta associada ao crescimento. Essa
configuracdo é uma representacdo para o0 caso em que o metabdlito produzido esta
diretamente ligado as reacées de catabolismo ou decomposicdo de substrato 3.

A Figura 17 mostra uma semelhancga entre as curvas para os perfis de velocidade
de crescimento celular e formagao do produto, porém o perfil de consumo de substrato se
mostrou diferente dos demais. E possivel que a analise do glicerol na temperatura de
28°C tenha contribuido para resultados tao diferentes, uma vez que dois pontos
representaram quedas abruptas na concentragcédo de glicerol em curtos periodos de tempo
e tiveram de ser excluidos. Outra possivel explicacdo seria que a temperatura reduzida
tenha contribuido de maneira significativa na redugdo do metabolismo do microorganismo
e em sua decomposicao do substrato, ja mencionado anteriormente, fazendo com que a
concentragdo de substrato remanescente realmente tenha sido elevada, como mostra a
Figura 13. Porém, pela correlacao entre as curvas de crescimento e formacao de produto,

pode-se dizer que se trata de um metabdlito primario, associado ao crescimento celular.

4.3 — Caracterizacao do biossurfactante

4.3.1 — Tensao superficial

Foi utilizada a analise da tensao superficial para avaliar a eficiéncia na reducéo da
mesma pelo biossurfactante produzido. Espera-se uma maior presenca de surfactante a
medida que a tensao superficial é reduzida ' 2%,

A Tabela 6 apresenta as medidas de tensdo superficial das amostras nas
diferentes temperaturas avaliadas, e a Figura 20 apresenta-as em uma forma gréfica para

melhor visualizagao dos resultados.



Tabela 6 — Resultados da tensdo superficial para diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)

Tempo 28 | 30 32 | 34
Tensao
(hora) (mN/m)
0 51,540,5 51,97+0,15 51,3#0,33  50,5+0,1
10 48,13+0,15 51,33+x0,15 34,03+0.06 44,27+0,12
14 42,8+0,36 45,0£0,1 39,07£0,24 43,1+0,1
24 42,47+0,29  432+0,2  29.03x0,06 36,27+0,31
34 38,47+0,29 39,23+0,23 28.83+0,21 33,97+0,15
48 38,37+0,51 42,9+0,1 29,440,26 --
58 36,73£0,25 37,470,448 29,03+0,22 --
72 33,0740,12 30,22+0,25  28,8+0,35 --
60
50 - B
E 40 | ] 0
> _ B 28°C
E i W 30°C
o 30 - 0
g @ 32°C
3 20 - |0 34°C
-
10 —
0 B 1
0 10 14 24 34 48 58 72
Tempo (horas)
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Figura 20 — Representacgdo grafica da tensdo superficial do meio fermantado livre de células para as diferentes

temperaturas estudadas.

Através da Tabela 6 e da Figura 20 podemos observar uma reducao na tensao

superficial a medida que o tempo de fermentacdo transcorre, indicando um aumento na

concentracao de surfactina dissolvida na amostra analisada.

Ao compararmos os resultados entre temperaturas diferentes, por exemplo, 28 e

32°C, observa-se uma reducado mais acentuada da tensao superficial na temperatura mais

elevada.

O menor valor para tensdo superficial obtido foi de 28,8 + 0,35 mN.m™, isso nos

leva a crer que a maior concentracdo de surfactina dentre todas as amostras foi a de 72

horas para a fermentagdo de 32 °C, fato que se mostrou comprovado ao realizarmos a

andlise quantitativa de surfactina em HPLC, ver Figura 15.
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4.3.2 — indice de emulsificagéo

Além da anadlise qualitativa de tensao superficial, também foi realizada a analise
através do indice de emulsificagdo visando avaliar outra caracteristica importante dos
surfactantes, a capacidade de formar emulsoes [ % 23 36371

Como o objetivo foi apenas verificar a capacidade ou ndao de formacao de emulsao
a partir do biossurfactante produzido, nao foi necesséria a avaliagcdo de todos os pontos.
Alguns pontos de cada fermentagao foram escolhidos para que a andlise fosse realizada,
o critério utilizado para tal escolha foi o resultado da tensao superficial, uma vez que a
reducao da tensao superficial serve como indicativo da presenga de surfactantes em seu
meio.

A Tabela 7 mostra de maneira resumida o resultado do teste de emulsificacao,
onde o simbolo (+) indica a formacdo de emulsdo, o simbolo (-) indica que ndo houve
formacao de emulsédo e o simbolo (--) indica que a amostra naquela temperatura nao foi
avaliada.

Tabela 7 — Resultado da capacidade de emulsificacdo das amostras em diferentes temperaturas utilizando-se 6leo de
motor e querosene.

Temperatura
O

Tempo 28 30 32 34

(hora) Q. O.M. Q. O.M. Q. O.M. Q. O.M.
14 -- -- -- -- -- -- - +
24 - + - + - + - +
34 - + - + - + - -
48 -- -- -- -- - + -- --

Tabela 8 — Resultado da capacidade de emulsificacdo das amostras em diferentes temperaturas utilizando-se éleo de
soja e N-hexadecano.

Temperatura
O

Tempo 28 30 32 34

(hora) N-H. 0.S. N-H. 0.S. N-H. 0.S. N-H. 0.S.
14 -- -- -- -- -- -- - +
24 - - - - + + - +
34 - - - - + + - +
48 -- -- -- -- + + -- --
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Pela tabela 7 verifica-se que ndo foi formada emulsdo em nenhuma amostra cuja
fonte hidrofébica tenha sido o querosene, e em quase todas as amostras em que a fonte
hidrofébica foi o 6leo de motor houve formacdo de emulsdo. Estas emulsbes se
mantiveram apds um periodo de 24 horas de repouso, indicando que a concentracdo de
surfactante naquela amostra era suficiente para manter a estabilidade de emulsao.

A amostra de 34 horas em 34°C, porém, nao foi capaz de manter a emulsdo em
6leo de motor, como mostra a Figura 21. Uma possivel explicagdo para o acontecido &
que, como ja foi mencionado, o pH nesta temperatura se tornou mais acido que o normal
e a surfactina no meio tenha precipitado, e assim, reduzindo a capacidade de
emulsificacdo da amostra.

O resultado mostrado na Figura 21 nos leva a crer que a concentragdo de
surfactina no meio tenha diminuido devido a acidez do meio, mas se voltarmos a Figura
20, e observarmos o valor da tensdo superficial na amostra de 34 horas para a
fermentacdo em 34 °C verificamos que houve uma reducgao da tensao superficial, e isso

nos leva a crer que na verdade houve um aumento na concentragdo de surfactina.

Figura 21 — Resultado da capacidade de emulsificacdo na fermentacio em 34°C.

Ao realizar-se a agitacao do branco, contendo 6leo de motor e 4gua deionizada pH
8.0, verificou-se a formacao de uma emulsdo estavel de coloracdo semelhante a das
emulsbées formadas a partir da agitacdo dos tubos contendo éleo de motor € meio
fermentado livre de células. Apesar de ambas as emulsdes apresentarem coloracao
semelhante, verificou-se que a emulsdo a partir das amostras (onde a surfactina esta
presente) apresentou uma maior viscosidade quando comparada ao branco.

A formacao de emulsdo a partir do branco pode ser explicada devido a presenca
dos derivados de petréleo, a partir dos quais alguns surfactantes sao produzidos, e

aditivos ndo especificados, utilizados para melhor desempenho, contidos no 6leo de motor



29

A Tabela 8 mostra a formagdo de emulsbées estaveis utilizando as duas fontes
hidrofébicas em questao (6leo de soja e N-hexadecano) para as amostras analisadas da
fermentacdo em 32 °C. Porém, o mesmo nao ocorre para as respectivas amostras na
fermentacao realizada em 34 °C quando se utiliza o N-hexadecano, fato inesperado, uma
vez que se esperava uma maior concentragdo de surfacina devido ao aumento da
temperatura, fazendo com que houvesse a formacao de emulsao.

As analises mencionadas sao apenas de carater qualitativo, e assim, servem
apenas como indicacdo da producdo do biossurfactante, especialmente a tensao
superficial que utiliza equipamento muito sensivel e por isso é mais precisa, porém com
facilidade para descalibrar.

Devido a indisponibilidade do cromatégrafo, capaz de realizar uma analise de
carater quantitativo que poderia fornecer dados precisos de concentragcdo de
biossurfactante, no periodo de desenvolvimento da monografia, ndo é possivel que

cheguemos a uma conclusao sobre o ocorrido.

4.4 — Modelagem matematica do crescimento celular, consumo de substrato e
formacao de produto em diferentes temperaturas

Através de uma comparagdo entre o modelo cinético, equacdes 5, 6, 7 e 8 -
apresentadas na secao 3.2.7, e os dados experimentais, pode-se estimar os parametros
cinéticos, utilizando o método dos minimos quadrados e o solver do Microsoft Excel 2003.
Esta etapa foi uma tentativa de se encontrar modelos que possam representar o
comportamento verificado nas diferentes condi¢des de processo.

As tabelas 8, 9 e 10 mostram os resultados dos ajustes dos modelos utilizados aos
dados experimentais, com a especificacao dos parametros estimados. As Figuras 22 a 24
mostram o ajuste do modelo aos dados experimentais, para as trés temperaturas

avaliadas.

Tabela 9 — Pardmetros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais de crescimento celular nas
diferentes temperaturas.

Crescimento celular

lJ-max Xmax
Temperatura )

O gL
28 0.168826 | 2.1425 | 0.045171 0.985

Xo R?




30

0.190381

2.5112

0.070251

30

0.992

32

0.113112

2.6901

0.21603

0.988

Tabela 10 — Pardmetros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais de formagao de produto nas

diferentes temperaturas.

Formacao do produto

Temperatura Py P ax P. R2
(°C) g/L
28 0.0077 0.1455 0.03890 | 0.981
30 0.0167 5.8854 0.02689 | 0.979
32 0.0371 0.3009 0.05552 | 0.894

Tabela 11 — Parametros obtidos através do ajuste do modelo aos dados experimentais de consumo de substrato nas
diferentes temperaturas.

Consumo de substrato

Temperatura Yo Ys So R?
O g g/t
28 2.2891 0.0350 26.47429| 0.945
30 49.8459 0.0321  |20.74914 | 0.9033
32 32.4865 0.0842 |14.83230| 0.253

Os modelos propostos para o crescimento celular e formagcdo do produto - com
excecao da temperatura de 32 °C - se ajustaram muito bem aos dados, fato que pode ser
verificado pelos valores de R?, ver Tabelas 8 e 9, que se encontram em torno de 0.98 ou
acima dele.

O modelo proposto para o consumo de substrato se mostrou incapaz de se ajustar
aos dados experimentais, especialmente aos dados da temperatura de 32 °C. Esse fato
pode ser explicado devido o glicerol sofrer variacbes bruscas seguidas de picos na
concentracdo, como mostrado na Figura 22. Uma maneira de corrigir tal fato seria a
obtencdo de mais pontos para melhorar o ajuste da curva e também tentar ser mais

preciso na andlise da concentragao de glicerol.
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Nas Figuras 22 a 24, pode-se visualizar um bom ajuste dos modelos aos dados
para as curvas de crescimento celular e formacao de produto, porém é aconselhavel que
se obtenha um modelo diferente para representar a concentracéo de glicerol. Pelo que se
pode ver, 0os pontos que representam a concentracdo de glicerol oscilam bastante, entao
deve-se considerar a reavaliagcdo da concentracao numa tentativa de se obter dados mais

precisos, e assim, mais representativos.
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5 - CONCLUSAO

Os dados de perfil de crescimento celular nas diferentes temperaturas indicam que
a temperatura tem influéncia na concentracao celular maxima, mas seu impacto nao
chega a ser tdo grande visto que a concentragdo maxima variou apenas 0,37 g.L", para
um intervalo de 4 °C.

Pelo que foi verificado nas curvas de velocidade especifica do crescimento celular,
consumo de substrato e formacdo de produto, pode-se afirmar que o biossurfactante
produzido é um metabdlito primario, ou seja, sua formagao esta associada ao crescimento
celular no meio.

O biossurfactante se mostrou eficiente, pois foi capaz de reduzir a tensao
superficial das amostras de maneira expressiva apesar de baixas concentragdes terem
sido obtidas nas temperaturas de 28 e 30°C. Sendo capaz de reduzir o valor de tensao
para um minimo de 28,8+0,35 mN.m' na temperatura de 32°C, bem préximo ao valor de
27 mN.m™ encontrado na literatura 2 2.

Os modelos matematicos utilizados foram capazes de se ajustar bem aos dados
experimentais, com excecao do modelo para representacdo da concentracao de glicerol.

De maneira geral, os ensaios fermentativos mostraram que a producdo de
surfactina por Bacillus subtilis LAMIOO5 ocorre de maneira mais efetiva em temperaturas

elevadas, partindo de um méaximo de 70,25 mg.L™" em 28°C 4 295 mg.L™' em 32°C.



34

6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Existe ainda uma grande quantidade de combinacdes a serem realizadas entre as
diferentes condi¢cdes operacionais possiveis, havendo assim uma necessidade de se

avaliar:

e Uma faixa de temperatura mais ampla na qual o microorganismo possa se
desenvolver e produzir maior quantidade de biossurfactante;

e Uso de diferentes substratos que possam levar a uma maior producdo de
surfactina em uma temperatura mais elevada;

e Aplicar diferentes modelos matematicos para encontrar um que se ajuste melhor
aos dados experimentais de concentracao de substrato;

e Testar diferentes condi¢cdes de aeracao e agitaco;

e Caracterizar o biossurfactante produzido;

e Analisar sua toxicidade.
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Figura 1A - Curva padrdo para identificagio da concentragdo de biomassa do microrganismo Bacillus subtilis

LAMIO0S.
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Figura 1B - Curva padrio para quantificacdo de surfactina nas amostras analisadas.
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Figura 2B - Curva padrio para identifica¢do da concentrac@o de surfactina nos ensaios fermentavivos utilizando
Bacillus subtilis LAMIOO0S.
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Concentragao de gliceral (g/L)

Figura 1C - Curva padrdo para identificagdo da concentragdo de glicerol usada nas fermentagdes de 28 e 34°C.
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Figura 2C - Curva padrdo para identificagdo da concentragdo de glicerol usada nas fermentagdes de 30 e 32°C.
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