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RESUMO

Surfactantes sdo agentes que reduzem as tensdes superficiais e interfaciais dos
liquidos, os mais utilizados possuem origem dos derivados de petréleo. Quando
produzidos por microrganismos, os surfactantes recebem a denominagéo de
biossurfactantes, e possuem vantagens como baixa toxicidade e biodegradabilidade.
Podem ser empregados na darea ambiental, nas industrias alimenticias,
farmacéuticas e de cosméticos devido a propriedades como emulsificacdo e
solubilizagéo. A produgdo de um biossurfactante apresenta um baixo rendimento, o
que torna o produto caro e desvantajoso em comparagdo com os de origem
petroquimica. A utilizagao de residuos agroindustriais pode contribuir para a redugao
dos custos na produgédo de biossurfactantes, como opg¢do pode ser empregado o
soro de leite, que possui elevado teor de lactose, proteinas e sais minerais
presentes em sua composi¢gdo. O objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia
da concentragao do soro de leite e da temperatura na producédo de biossurfactante
utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633 através de um delineamento composto central
rotacional. A concentracdo do soro de leite foi a uUnica variavel estatisticamente
significativa, nao havendo interagdo com a temperatura. A produgdo de
biossurfactante ndo foi favorecida pela utilizagdo do soro de leite puro, entretanto a
utilizacdo do meio Cooper diminuiu significativamente a tensédo superficial,

apresentou melhor indice de emulsificagdo e maior produgio do biossurfactante.
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1 INTRODUGAO

Surfactantes sdo agentes de atividade superficial, que possuem a capacidade
de reduzir as tensdes superficiais e interfaciais dos liquidos. Os surfactantes mais
utilizados séo originados a partir dos derivados de petrdleo. Devido a crescente
preocupagdo ambiental, a utilizacdo de surfactantes naturais produzidos por
microrganismos € uma alternativa. Esses surfactantes recebem a denominacao de
biossurfactantes, e possuem vantagens como baixa toxicidade e biodegradabilidade
(AL-ARAJI et al., 2007; BARROS et al., 2007).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, com uma por¢ao hidrofilica e
outra hidrofébica, essa caracteristica permite o acumulo nas interfaces, a formagéao
de micelas, a reducdo da tensdo superficial e como consequéncia o aumento da
solubilidade de compostos com baixa solubilidade em agua (AL-ARAJI et al., 2007).
Entre as propriedades dos biossurfactantes estdo a emulsificacdo, capacidade
espumante, dispersao de fases e a solubilizagdo, que vao permitir sua aplicabilidade
em diferentes areas: ambiental através da biorremediacdo; industrias alimenticias,
farmacéuticas e de cosméticos (BARROS et al., 2008).

Os biossurfactantes sao classificados em glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipideos e lipossacarideos. O mais eficiente desses sao os lipopeptideos,
geralmente, constituidos por acidos graxos ligados a peptideos de carga negativa ou
neutra, dependendo do pH, com os aminoacidos dispostos em forma ciclica. Entre
os lipopeptideos mais conhecidos esta a surfactina produzida pelo microrganismo
Bacillus subtilis (BARROS et al., 2007).

A composicdo e o rendimento do biossurfactante depende de alguns fatores
como temperatura do cultivo, pH e composi¢do do meio (COLLA; COSTA, 2003).
Por ser um processo que tem baixo rendimento, a produgdo de biossurfactante
apresenta um custo elevado, o que o torna desvantajoso em relagdo aos
surfactantes de origem petroquimica. Como a matéria-prima pode representar até
30% dos custos, uma alternativa para redugao de custos € o emprego de residuos
agroindustriais em meios de cultura para a produgédo de biossurfactantes, ja que
possuem elevado conteudo de lipideos e carboidratos (BARROS et al., 2007).

Dentre os residuos agroindustriais, o soro de leite € uma opgao consideravel,
pelo alto teor de lactose, proteinas e sais minerais presentes em sua composigao,

que fornece um meio de cultura enriquecido. A producao diaria do soro de leite é



elevada e seu descarte acarreta em impacto ambiental, estimulando o seu
reaproveitamento (NITSCHKE et al., 2001). Logo, a utilizagdo do soro de leite pode
permitir uma produgdo de biossurfactante mais barata e com menores

consequéncias ambientais.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Produzir biossurfactante utilizando lactose como fonte de carbono.
2.2 Objetivos Especificos

Determinar através de um delineamento composto central rotacional (DCCR)
a melhor temperatura e concentragdo do soro de leite para a produg¢do de um
biossurfactante utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Tensao Superficial e Tensao Interfacial

Tensdo superficial corresponde ao aumento das forcas atrativas
intermoleculares que ocorrem na superficie de um liquido. As moléculas no interior
de um liquido sofrem a agao de forgcas coesivas com uma resultante nula, enquanto
as presentes na superficie possuem uma resultante diferente de zero, ja que a
atracdo com as moléculas de ar é considerada desprezivel, ocorrendo apenas forgcas
atrativas entre as moléculas da superficie e vizinhas do liquido, que formara uma

espécie de membrana elastica, como mostra a Figura 1 (ALHANATI, 2015).
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Figura 1. Representacao das forgas atrativas das moléculas no interior e na superficie de um liquido.
Fonte: ALHANATI, 2015.
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A diferengca entre tensdo superficial e interfacial é definida pelos fluidos
presentes, quando um dos fluidos é a fase vapor recebe a denominagao de tensao
superficial, e se a tensdo ocorre entre liquidos imisciveis corresponde a tensao
interfacial (FERNANDES, 2006).

3.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria gram positiva, aerdbica, encontrada no solo,
nao patogénica, formadora de esporos, ndo colonizadora de tecidos (PACCEZ,
2007). As colbnias sao irregulares, com contorno ondulado ou filamentoso,
apresentam consisténcia cremosa e o didmetro varia de 2 a 4 mm, ja em cultivos
mais velhos, o aspecto das colbnias é seco e rugoso e tendem a incrustar no agar
(GOMES, 2013).

Isolados de Bacillus subtilis sintetizam uma variedade de metabdlitos
antifungicos, como os seguintes lipopeptideos: surfactina, iturina e fengicina. Esses
peptideos sdo ciclicos compostos por 7 ou 10 a-aminoacidos associados a B-hidroxi
acido graxo (surfactinas e fengicinas) ou a -amino acido graxo (iturina) (FILHO et
al., 2010).

Linhagens desta espécie ja sdo utilizadas para produgdo de proteases
secretadas, com aplicagdo na industria de detergentes, sabao em p6 e para fins
laboratoriais ou industriais (PACCEZ, 2007). Também vem sendo usada
comercialmente para o controle de enfermidades de plantas e para o aumento da
produtividade de culturas (FILHO et al., 2010).

3.3 Surfactantes

Surfactantes sdo agentes de superficie ativos que substituem moléculas de
alta energia nas interfaces, assim reduzem a energia livre do sistema e, como
consequéncia, diminuem as tensdes superficiais e interfaciais dos liquidos. As
moléculas de surfactantes sdo anfipaticas, sua porg¢ao hidrofébica é constituida por
uma cadeia hidrocarbonada e a porg¢ao hidrofilica pode ser ibnica, ndo idbnica ou
anfotérica (FELIX, 2012).

Um surfactante é reconhecido como eficiente através da sua capacidade em
reduzir a tensao superficial, considerada a quantidade de energia livre da superficie

por unidade de area necessaria para retirar uma molécula do interior do liquido em
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direcdo a superficie (PIROLLO, 2006). Os surfactantes conseguem reduzir a tenséo
superficial da agua de 72,0 para 27,0 mN/m (AL-ARAJI et al., 2007) e a interfacial
entre agua e n-hexadecano de 40,0 para 1,0 mN/m (PIROLLO, 2006).

Outra caracteristica dos surfactantes € a capacidade de formar micelas em
baixas concentragcdes em agua (BARROS et al., 2007). A concentragdo micelar
critica (CMC) pode ser definida como a concentracdo minima de tensoativo para
alcangar os valores mais baixos de tensdes superficiais e interfaciais, que vai iniciar
a formacao das micelas (PIROLLO, 2006).

Devido as suas caracteristicas, os surfactantes possuem propriedades como
emulsificacdo, detergéncia, solubilizagcdo, dispersdo de fases, capacidade
espumante e molhante (BARROS et al., 2007), o que permite sua aplicacdo em
diversas industrias como petroquimicas, de alimentos, farmacéutica, de cosméticos,
entre outras (BARROS et al., 2008). Geralmente, os surfactantes sdo sintetizados
quimicamente através de derivados do petréleo, por isso sua produgdo, seus
subprodutos e sua dificil degradabilidade acarretam riscos ambientais (FELIX, 2012).
E, a toxicidade esta relacionada a presenga de cadeias carbbnicas ramificadas com
mais de 16 atomos de carbono ou pela existéncia de anéis aromaticos (ACIOLY,
2009).

3.4 Biossurfactantes

Biossurfactantes, surfactantes naturais, sdo subprodutos metabdlicos de
origem microbiana com caracteristicas e propriedades semelhantes aos surfactantes
sintéticos (FELIX, 2012). A estrutura, geralmente, apresenta uma porcao hidrofilica
constituida de aminoacidos ou peptideos ou polissacarideos e a porg¢ao hidrofébica
é composta por uma cadeia de acidos graxos saturados ou ndo (PIROLLO, 2006).

Apdés a sintese, os biossurfactantes sao excretados para o meio ou
permanecem na superficie celular microbiana para auxiliar no transporte de
substratos insoluveis pela membrana. Quando liberados emulsionam e solubilizam
hidrocarbonetos ou compostos insoluveis em agua, o que vai permitir o crescimento
em substratos apolares, e ainda, influenciam a adeséo celular a superficie (FELIX,
2012).

Os Dbiossurfactantes apresentam vantagens como baixa toxicidade,

biodegradabilidade, maior atividade superficial e interfacial, maior estabilidade a
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valores extremos de temperatura e pH. Os biossurfactantes podem ser sintetizados
a partir de substratos renovaveis e existe a possibilidade da mudanga na estrutura
através da manipulagédo genética, quimica e biolégica dos organismos sintetizadores
(LIMA JUNIOR, 2012).

Sao produzidos por processos fermentativos que utilizam substratos de baixo
custo como agucares, residuos agricolas e industriais, alcanos e 6leos. Mas, a sua
producao apresenta um alto custo devido a baixa produtividade e a utilizagdo de
métodos ineficientes de recuperagao do produto. Além disso, existem desvantagens
que estdo associadas a armazenagem, a padronizagao e a utilizacdo de solventes
no processo de extracdo. Como o meio de cultivo € responsavel por até 30% do
custo do produto, uma opcao é a utilizagdo de residuos agroindustriais como
substrato. O reaproveitamento dos residuos deve considerar a selegdo de um
substrato que possa fornecer um balango correto de nutrientes para garantir o
crescimento celular e a produgdo da substancia de interesse (ACIOLY, 2009).
Alguns parametros influenciam o processo de produgéo do biossurfactante sao eles:
a natureza da fonte de carbono; concentragées de nitrogénio, fosforo, ferro e
manganés; aeracdo; agitacdo; geracdo de espuma; temperatura e pH (PIROLLO,
2006).

Os biossurfactantes podem ser empregados como dispersantes na industria
de cosméticos e de alimentos. Na medicina como agentes antimicrobianos, antivirais
e antitumorais, e devido a sua propriedade antiadesiva podem impedir a formacéao
de biofilmes em materiais hospitalares. Em nanotecnologia, sdo empregados como
agentes de superficie na dispersdgo de nanotubos de carbono. Na industria
petrolifera, sdo incorporados aos 6leos lubrificantes ou utilizados na recuperagéo do
petréleo. Podem ser empregados também para biorremediacdo e dispersdao em
derramamentos de 6leo e na remogao de metais pesados, como o cromo, do solo e
da agua (CONTIERO et al., 2012; FELIX, 2012).

3.5 Classificagao dos Biossurfactantes

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com sua origem
microbiana ou pela composi¢do quimica, ja que apresentam moléculas complexas
de diferentes compostos quimicos como peptideos, acidos graxos, glicolipideos e
fosfolipideos (AL-ARAJI et al., 2007).
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Os glicolipideos sao constituidos por moléculas de carboidratos, que pode ser
glicose, galactose, manose ou ramnose, combinados com acidos graxos de cadeia
longa. Os biossurfactantes mais conhecidos dessa classe sao os ramnolipideos
produzidos por diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa, os trealolipideos
sintetizados por espécies de Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium, e 0s
soforolipideos produzidos por diversas leveduras do género Candida, que se
destaca por manter suas propriedades tensoativas em condigbes extremas de
temperatura, pH e NaCl (FELIX, 2012).

Os lipopeptideos e lipoproteinas sdo compostos caracterizados por peptideos
ligados a acidos graxos, onde os aminoacidos estdo dispostos em forma ciclica e a
por¢cdo proteica pode ser anidnica ou neutra. Os principais exemplos de
biossurfactantes dessa classe s&o a surfactina, fengicina, iturina, liquenisina e
bacilomicina, que sao reconhecidos por sua atividade anibidtica e sdo sintetizados
por bactérias do género Bacillus (BARROS et al., 2007).

Os fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros sdo produzidos por
leveduras e bactérias que utilizam n-alcanos como fonte de carbono e energia para
o crescimento. Um exemplo, a fosfatidiletolamina € sintetizada por culturas de
Acinetobacter sp que pode promover a formagao de microemulsées de alcano na
agua (ACIOLY, 2009).

Os polimericos ou lipopolissacarideos sao caracterizados por acidos graxos e
polissacarideos que estdo ligados de forma covalente. Entre os mais conhecidos
esta o emulsan, sintetizado por Acinetobacter calcoaceticus, considerado um
emulsificante eficiente e foi o primeiro biossurfactante produzido e comercializado
em larga escala. Outro exemplo, o liposan, produzido por Candida lipolytica, € um
emulsificante extracelular constituido por cerca de 80% de carboidratos e o restante
de proteinas (FELIX, 2012).

Os biossurfactantes classificados como particulados sao células microbianas
e vesiculas extracelulares que possuem atividade tensoativa, alguns exemplos sao
Staphylococcus aureus, Serratia sp e Acinetobacter sp, ao crescerem em meio com
hexadecano sao capazes de produzirem vesiculas extracelulares, cuja fungdo esta
associada a captar alcanos para a célula (FELIX, 2012).

A classificagdo dos biossurfactantes podem ocorrer de acordo com a massa

molar como alta ou baixa, sendo os glicolipideos e os lipopeptideos considerados de
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baixa massa molar, mas sdo mais eficientes para reduzir a tensao superficial,
enquanto os lipopolissacarideos, polissacarideos, lipoproteinas sdo de alta massa

molar e mais eficientes na estabilizacdo de emulsdes 6leo em agua (FELIX, 2012).
3.6 Principais Lipopeptideos Sintetizados por Bacillus subtilis
3.6.1 Surfactina

A surfactina é um lipopetideo cuja porgéo hidrofilica € composta por um
heptapeptideo (Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu) disposto em um anel peptidico do
tipo lactona e a porgao hidrofdbica é caracterizada por cadeia de acido graxo [-
hidroxi, contendo de 13 a 15 atomos de carbono (ZHANG et al.,, 2014), a sua

estrutura é apresentada na Figura 2.

CHy

Figura 2. Estrutura da surfactina. Fonte: MEDEIROS et al., 2011.

Existem trés surfactinas, A, B e C, que se diferenciam pelas propriedades
fisico-quimicas, variagdes no tamanho da cadeia, substiuicbes de aminoacidos no
anel e a ligacdo do hidroxi acido graxo. Essas variagdes ocorrem pelo tipo de

linhagem e devido as condigdes nutricionais e ambientais (BARROS et al., 2007).
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A surfactina possui uma excelente atividade superficial podendo reduzir a
tensdo superficial da agua de 72,0 para 27,0 mN/m a 20°C em concentragdes
menores que 20 uM e do sistema agua/hexadecano de 43,0 para valores abaixo de
1,0 mN/m. Apresenta ainda maior capacidade de reducédo da tensao superficial e
interfacial e possui menores valores de concentragdo micelar critica ao ser
comparada com surfactantes sintéticos como brometo de trimetil amdnio (BTA) e
dodecilsulfato de sédio (SDS) (BARROS et al., 2007).

3.6.2 Ilturina

A iturina € um lipopeptideo em que a parte hidrofilica é caracterizada por um
heptapeptideo (Asn-Tyr-Asn-GIn-Pro-Asn-Ser) e a por¢ao hidrofébica possui cadeia
de acido graxo B-amino, contendo de 13 a 17 atomos de carbono, como mostrado
na Figura 3 (BUGAY, 2009).
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Figura 3. Estrutura da iturina-A. Fonte: EUROASIAN CHEMICALS PVT. LTD.

Existem diferentes isoformas da iturina que diferem pelo comprimento da
cadeia carbbnica e pelas cadeias laterais (SOUSA, 2012). As principais formas

conhecidas sao: A, B, micosubtilisina e as bacilomicinas D, F e L (BUGAY, 2009). A
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iturina A é considerada um eficaz agente antifungico para micoses profundas,
enquanto as bacilomicinas D e L possuem atividade antimicrobiana (FERNANDES,
2006).

3.6.3 Fengicina

A fengicina apresenta duas isoformas principais que se diferenciam por um
aminoacido. Em ambas, a estrutura é formada por um &cido graxo B-hidroxi com
cadeia de 13 a 18 atomos de carbono ligado a uma porgdo composta por 10
aminoacidos, sendo que 8 estdo em ciclo (BUGAY, 2009), como mostrado na Figura
4.
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Figura 4. Estrutura da fengicina. Fonte: MEDEIROS et al., 2011.

A isoforma A é composta por L-Glu---D-Orn---D-Tyr---D-allo-Thr---L-Glu---D-
Ala---L-Pro---L-GlIn---L-Tyr---L-lle, ja na B ocorre substituicdo de D-Ala por D-Val. A
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fengicina é ineficaz para leveduras e bactérias, mas possui atividade surfactante e
antifungica consideraveis (BUGAY, 2009).

3.7 Residuos Agroindustriais como Substratos Alternativos

Em processos biotecnoldgicos, a matéria-prima pode ser responsavel por até
30% do custo de produgado. Como alternativa, 0 emprego de residuos agroindustriais
na producao de biossurfactante pode contribuir para a redugdo da poluigao
ambiental e para a valorizagao dos residuos, que diminuiriam despesas relacionadas
ao seu tratamento e eliminagéao (ACIOLY, 2009 e CONTIERO et al., 2012).

O emprego de residuos com elevado teor de carboidratos e lipideos € uma
boa opcgédo para a produgdo do biossurfactante, mas deve ocorrer um correto
balango dos nutrientes para estabelecer condi¢des ideais para o cultivo do
microrganismo e produgao do biossurfactante (BARROS et al., 2007).

Residuos das industrias do processamento de café, das transformadoras de
frutas, do processamento de 6leo e das fabricas de farinha ja foram investigados
como possiveis substratos. Para a produgdo de biossurfactante, a utilizacdo de
substratos adicionais, principalmente, residuos misciveis em agua como o soro de

leite, melago e residuos de destilaria € investigada (ACIOLY, 2009).
3.8 Soro de Leite

O soro de leite, residuo proveniente da fabricagdo de queijos, € uma opgao de
substrato por apresentar elevado teor de lactose e por conter proteinas e sais
minerais em sua composi¢ao, fornecendo um meio de cultura rico. Este residuo é
obtido de maneira facil, ja que a produgdo diaria de soro de leite é alta e seu
descarte provoca problemas ambientais (NITSCHKE et al., 2001).

A composigao do soro de leite corresponde a 95% de agua, 3,5% de lactose
0,5% de proteinas, 1,0% de &cido lactico, sais minerais e vitaminas (BARBOSA,
2010). O soro representa de 85 a 95% do volume do leite utilizado na produgéo de
queijo. Esse subproduto possui elevada carga organica, quando destinado a corpos
hidricos apresenta uma demanda bioquimica de oxigénio (DBO)de 30 a50g L™ e
demanda quimica de oxigénio (DQO) de 50 a 80 g L. O impacto ambiental

provocado pelo lancamento de 50 mil litros do soro de leite € comparado ao
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acarretado pelo langamento do esgoto doméstico de uma cidade com 25 mil
habitantes (SERPA, 2009).

4 METODOLOGIA
4.1 Preparo dos Criotubos

Células de Bacillus subtilis ATCC 6633 foram semeadas em placa de Petri
contendo agar nutriente e incubadas a 37°C por 18 horas. Uma alga do cultivo foi
transferida para erlenmeyer de 100 mL contendo 20 mL de caldo nutriente e
incubado a 30°C, 150 rpm por 12 horas. Logo apds, 12 mL do cultivo foram
transferidos para erlenmeyer de 500 mL contendo 48 mL de caldo nutriente e
incubado novamente a 30°C, 150 rpm por 12 horas. Decorrido o tempo, foram
adicionados 10% de glicerol na suspenséo de células e agitado, suavemente, para

misturar. Criotubos de 2 mL foram utilizados para armazenar as células a -20°C.
4.2 Pré-in6culo

Um criotubo de 2 mL do microrganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 foi
adicionado a um erlenmeyer de 100 mL contendo 20 mL de caldo nutriente e
incubado a 30 °C, 150 rpm por 8 horas. O pré-inéculo foi preparado para cada um

dos ensaios realizados no experimento.
4.3 Inéculo

Foram adicionados 3,6 mL do pré-inbculo em erlenmeyers de 250 mL,
contendo 32,4 mL de meio de cultivo conforme apresentado na Tabela 1. O meio
Cooper foi composto por Glicose 40,0 g L™, NHsNO3 4,0 g L™, Na,HPO,4 5,68 g L™,
KH,PO,4 4,08 g L™, MgS0,47H,0 0,197 g L', EDTANa, 0,00150 g L™, FeSO,7H,0
0,00111 g L™ e CaCl, 0,00078 g L™ (COOPER, et al., 1981). O pH dos meios foi
ajustado em 6,8+0,2 antes do inicio do cultivo. Quando necessario foi utilizado
NaOH 5M para ajustar o pH. A temperatura de incubagao para cada um dos ensaios
esta descrita na Tabela 1. A agitacao foi de 150 rpm e o tempo de incubagao de 12

horas para todos os ensaios.
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Tabela 1. Matriz do planejamento experimental DCCR, valores codificados e
originais das variaveis de estudo (temperatura e concentracédo de soro).

. Valores codificados Valores originais
Ensalo Temperatura Soro de leite Temperatura (°C) Soro de leite (%)

1 -1 -1 32 14,54**
2 -1 +1 32 85,46™*
3 +1 -1 38 14,54**
4 +1 +1 38 85,46**
5 -1,41 0 31 50**
6 +1,41 0 39 50**
7 0 -1,41 35 0*

8 0 +1,41 35 100
9 0 0 35 50**
10 0 0 35 50**
11 0 0 35 50**

*Meio Cooper, **Meio Cooper e soro de leite.

4.4 Cultivos

Os cultivos foram realizados em duplicata para cada um dos ensaios
apresentados na Tabela 1. Em erlenmeyers de 500 mL, foram adicionados 117 mL
de meio e 13 mL de indculo. Cada cultivo foi realizado por 48 horas, sendo retiradas

amostras de 12 em 12 horas. A rotagéo foi de 150 rpm para todos os ensaios.

4.5 Determinagao da Tensao Superficial

Amostras do cultivo foram retiradas e centrifugadas por 30 minutos a 4000
rpm para separar as células do meio. Ao final da centrifugagao, o sobrenadante foi
armazenado para medida da tensao superficial, indice de emulsificacdo e extragao
do biossurfactante, e o pellet descartado.

Com o auxilio do tensidmetro K6 Du Nouy Ring foram realizadas as medidas
das tensdes superficiais das amostras retiradas durante o cultivo de cada um dos
ensaios. Para isso, o equipamento foi calibrado com agua destilada, tensédo de 72,0
mN/m, e com alcool etilico, tensdo de 25,0 mN/m. A redugéo de tensao superficial

para cada ensaio foi determinada utilizando a Equacgéo 1.
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Reducdo TS = TS do mei inicial — TS do meio nos diferentes tempos do cultivo (1)

TS= Tensao superficial (MN/m).

4.6 indice de Emulsificagao (IE)

Em tubos de fundo reto, foram adicionados 2 mL de querosene e 2 mL do
sobrenadante obtido apds a centrifugagcdo das amostras de cada um dos ensaios.
Em seguida, a mistura querosene e sobrenadante foi agitada no Vortex em
velocidade maxima durante 2 minutos. As amostras foram mantidas em repouso
durante 24 horas. Logo apds, com auxilio de uma régua, foram realizadas as
medidas da altura total e da altura da camada emulsionada. O indice de

emulsificacdo (IE) foi calculado através da Equacgéo 2.

IE (%) == X 100 (2)

HE: Altura da fase emulsionada. HT: Altura total.

4.7 Precipitagao do Biossurfactante

Tubos falcons vazios foram pesados e devidamente identificados. Em
seguida, foram colocados 10 mL do sobrenadante das amostras centrifugadas. O pH
foi ajustado para 2,0 utilizando HCI 6M para precipitar o biossurfactante. As
amostras acidificadas foram armazenadas por 24 horas a 4°C. Decorrido o tempo,
foi realizada a centrifugagdo por 60 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet seco na estufa. Ao final, os falcons foram pesados novamente
para determinar a massa do biossurfactante produzido, através da subtragdo do
novo peso obtido com o peso dos falcons vazios.

4.8 Caracterizagao do Soro de Leite
4.8.1 Dosagem da lactose

A lactose foi quantificada utilizando o trabalho de Abu-Lehia, (1987), com
pequenas modificagdes. As proteinas das amostras foram precipitadas adicionando
acido tricloroacético 25%. A seguir, foi realizada a centrifugagao a 14000 rpm por 5
minutos. Um mL do sobrenadante foi transferido para um tubo e adicionado 2,5 mL
de uma solugéo contendo 0,1% fenol, 1% NaOH, 0,1% acido picrico e 0,1% de
NazS;0s. Os tubos foram incubados em banho Maria a 100°C durante 2,5 minutos.
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A seguir, resfriados e 7,0 mL de agua foram adicionados. A absorbancia foi medida
a 520 nm.

4.8.2 Dosagem de acido graxo total

A concentragao de acido graxo foi determinada utilizando o método de Rdse-
Gottlieb (GEA Niro analytical methods), 1,5 mL de amdnia foram adicionados a 10
mL de soro de leite e aquecido a 60°C por 15 minutos. A solucéo foi transferida para
um funil de separagéo e 10 mL de alcool etilico foram adicionados e misturados
suavemente. A seguir, foram adicionados 25 mL de éter etilico a mistura contida no
funil de separacgéo e agitado durante 1 minuto, 0 mesmo procedimento foi realizado
utilizando 25 mL de éter de petrdleo. A mistura foi mantida em repouso durante 2
horas, e a fase etérea separada da fase aquosa. A fase aquosa foi extraida duas
vezes com adicdo de éter etilico e de petroleo. As fases etéreas foram reunidas e
evaporadas até peso constante. A massa de acido graxo presente no soro foi
calculada utilizando a Equacéo 3.

massa final erlenmeyer (g) — massa erlenmeyer vazio (g)) X 100

acidos graxos totais (%) = ( 10 mL

3)

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A reducao de tensio superficial € um dos principais parametros para avaliar a
presenca do biossurfactante no meio, assim foram determinados os valores de
tensao superficial dos meios de cultivo e das amostras retiradas durante o cultivo.

Os valores de tensao superficial para cada um dos meios de cultivo livres de

células sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Tensoes superficiais dos meios de cultivo livres de células.

Meio de Cultivo Livre de Células Tensao Superficial (mN/m)
Meio Cooper 53,5
14,54% (v/v) de soro de leite* 48,1
50% (v/v) de soro de leite* 45,5
85,46% (v/v) de soro de leite* 45,9
100% de soro de leite 44,5

*Meio Cooper e soro de leite.
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Os valores obtidos para as tensdes superficiais em cada um dos ensaios, nos

diferentes tempos do cultivo, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Tensodes superficiais dos meios de cultivo para cada ensaio em duplicata.

Tensoes Superficiais (MN/m)

Ensaio

Oh 12h 24h 36h 48h
1A 41,7 32,0 33,5 36,0 35,0
1B 40,9 28,1 32,5 34,2 36,0
2A 45,0 33,8 36,9 36,1 35,2
2B 43,9 33,5 34,9 35,8 34,9
3A 41,9 31,9 32,2 33,8 36,6
3B 421 31,7 31,9 34,1 34,9
4A 442 37,1 35,1 36,4 35,2
4B 45,0 37,8 35,1 34,8 36,0
5A 42,9 30,0 28,9 31,5 29,5
5B 43,1 30,2 29,9 28,9 31,8
6A 44 1 33,9 33,0 32,9 39,5
6B 445 31,1 28,8 27,5 36,0
7A 47 1 30,9 31,1 32,1 32,1
7B 43,5 31,1 31,0 31,9 31,2
8A 45,1 41,5 46,9 52,5 50,0
8B 46,9 39,5 48,5 53,9 49,0
9A 43,7 33,5 33,0 34,1 34,0
9B 43,0 33,9 34,1 34,7 35,8
10A 43,7 33,8 31,9 33,0 33,0
10B 42,9 33,4 33,1 35,6 37,0
11A 43,0 31,8 32,8 34,0 33,9
11B 43,2 32,0 33,5 34,1 34,0

A partir dos valores iniciais de tensao superficial dos meios e dos obtidos para
cada uma das amostras retiradas durante o cultivo foi determinada as redugdes de
tensao superficial utilizando a Equacado 1. Em seguida, foi calculada a média para
cada um dos ensaios e os resultados foram utilizados para construir o grafico

apresentado na Figura 5.
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HOH
H12H
W24 H
H36H
48 H

Reducgéao da tensao superficial (mN/m)

Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 5. Redugédo da tenséo superficial dos cultivos realizados utilizando o DCCR conforme a
Tabela 1.

Através da analise da Figura 5, as maiores redug¢des de tenséo superficial
foram observadas nos tempos de 12 e 24 horas em todos 0s ensaios, exceto o
ensaio 8. Isso pode ser explicado pelo biossurfactante ser considerado um
metabdlito primario, ou seja, € produzido durante a fase exponencial do crescimento
celular. Lima Junior (2012) mostrou em seu trabalho que a formagéo de biomassa foi
priorizada no tempo de 12 horas e a producdo de surfactina acompanhou o
crescimento exponencial do microrganismo nos tempos de 24 e 36 horas, tendo
assim comportamento de metabalito primario.

Reducdes de tensdo superficial foram observadas até no tempo de 0 hora, o
que pode ter ocorrido, possivelmente, pelo in6culo empregado ter sido cultivado
durante 12 horas, permitindo a presenca do biossurfactante nas aliquotas
empregadas no inicio dos cultivos, e como consequéncia, promovendo redu¢des da
tensao superficial.

A maior reducdo de tensdo superficial foi de 22,5 mN/m, detectada na
condigao 7 em 12 e 24 horas, essa condicao utilizou somente meio Cooper, sendo o
cultivo realizado em temperatura de 35°C e 150 rpm. O trabalho de Bugay (2009)
mostrou que o Bacillus subtilis UFPEDA 456, em cultivos com temperatura de 37°C

e 200 rpm, promoveu uma reducgéo de 28,0 mN/m em 24 horas empregando meio
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com glicose e sais, e a mesma redugcdo em 12 horas em meio com glicerol e sais.
Logo, a redugéao obtida com o meio Cooper pode ser considerada significativa.

Ja a menor reducao de tensao superficial foi observada para o ensaio 8, que
utilizou apenas soro de leite em cultivo a 35°C e 150 rpm, com reducado de 4,0
mN/m. O trabalho de Pereira et al. (2013) mostrou que o uso da lactose como fonte
de carbono no meio de cultivo resultou em elevados valores de tensao superficial ao
ser comparada com os outros hidratos de carbono testados. O trabalho de Cagri-
Mehmetoglu et al. (2012) cita que em alguns estudos o permeado de soro de leite
pode ser utilizado como um substrato para a fermentagdo de Pseudomonas
sp ou de Kilebsiella oxytoca para produzir biossurfactantes ramnolipideos ou
polissacarideos. O autor mostra ainda que sédo observadas redugcdes do pH em
paralelo ao crescimento do Bacillus subtilis devido a formagao de acido lactico a
partir da lactose e considera que 0 microrganismos possui a enzima [3-galactosidase
responsavel em hidrolisar a lactose.

A analise dos dados mostrou que os ensaios com as maiores redugdes da
tensdo superficial, como os ensaios 1 e 3, foram compostos por um maior percentual
do meio Cooper na composicdo do meio, enquanto, as condigdes com menores
reducdes, ensaios 2 e 4, possuiram maior composi¢cdo do soro de leite. Assim, a
maior reducdo da tensao superficial foi determinada pela presenga do meio Cooper
e nao pelo soro de leite nos ensaios que apresentavam diferentes percentuais de
sSoro na composi¢gao do meio.

A maior reducdo de tensao superficial foi observada em 12 horas na maioria
dos ensaios, esses dados foram utilizados para avaliar o efeito da concentracdo do
soro e da temperatura na produgcdo de biossurfactante utilizando o programa
Statistica 7®.

A concentracdo do soro de leite foi a unica variavel estatisticamente
significativa e ndo houve interagao entre a concentragdo do soro e temperatura para
a producao do biossurfactante, segundo o Diagrama de Pareto, com um intervalo de
confianga de 95%, apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de Pareto, analise das variaveis soro e temperatura

A concentragéo do soro de leite no meio de cultivo influenciou negativamente
a producao do biossurfactante, ou seja, 0 aumento da ntragéo do soro dimin
a produgado do biossurfactante. De acordo com a Figura 7, a maior redugao foi de
22,50 mN/m da tensao superficial entre -1,5 e -2,0 par entragdo do soro de
leite e nos intervalos de -2,0 a -1,0 e de 1,0 a 2,0 para a temperatura, o que
corresponde, aproximadamente, as temperaturas de 31°C e 39°C, respectivamente.

N
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Figura 7. Curva de contorno da redugao da tensao superficial em fungédo da temperatura e diferentes
ncentracdes de soro. F calculado (9,54) > F tabelado (5; 5; 0,05) = 5,05, utilizando a ANOVA.
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A capacidade de formar emulsbes € outra caracteristica de um
biossurfactante, assim foi determinado o indice de emulsificacdo de cada uma das
amostras centrifugadas dos 11 ensaios utilizando a Equagao 2, os resultados

obtidos sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. indice de emulsificacdo em duplicata das amostras dos ensaios.

indice de Emulsificagio (%)

Ensaio

Oh 12h 24h 36h 48h
1A 2,27 0,00 0,00 9,09 3,03
1B 4,55 0,00 15,00 20,45 10,00
2A 23,08 20,00 52,50 51,28 46,15
2B 18,18 43,18 40,91 46,15 38,46
3A 0,00 0,00 2,22 5,00 0,00
3B 0,00 0,00 13,33 11,36 0,00
4A 17,50 40,00 48,72 45,00 37,50
4B 20,00 37,50 50,00 48,89 11,11
5A 25,64 5,00 0,00 7,50 5,00
5B 25,64 10,00 5,00 7,50 5,00
6A 5,13 2,56 9,09 9,09 3,03
6B 7,69 3,03 15,15 9,09 6,82
7A 0,00 48,48 42,50 50,00 47,37
7B 15,38 47,37 41,03 51,16 43,18
8A 42,11 18,18 0,00 0,00 0,00
8B 28,21 28,95 0,00 0,00 0,00
9A 7,69 2,50 2,38 12,82 2,27
9B 7,69 2,22 2,27 2,27 2,56
10A 5,13 2,22 12,82 2,56 6,06
10B 10,53 4,55 14,29 35,14 2,63
11A 18,75 2,63 2,50 2,56 10,26
11B 10,26 2,56 2,50 5,41 37,50

Os testes para determinar o indice de emulsificagdo das amostras
empregaram querosene e o tempo de repouso da emulsado formada foi 24 horas. Os
maiores valores encontrados foram de, aproximadamente, 50% para o ensaio 7

(apenas meio Cooper). O trabalho de Bugay (2009) mostrou que o Bacillus subtilis,
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em fermentagdes com glicose e sais durante 48 horas, apresentou indices de
emulsificagdo menores que 40% empregando gasolina e tolueno e,
aproximadamente, zero para o querosene durante 5 horas, apos 24 horas, nenhuma
das emulsdes mantiveram estaveis. Enquanto, a cepa de Bacillus pumilus, em
fermentacdes com glicerol e sais durante 12 horas, apresentou indices de
emulsificacdo de 54,5% em 48h de incubagdo com gasolina. Logo, os valores
apresentados para os indices de emulsificagdo no ensaio 7 foram significativos.

Os ensaios 2 e 4 apresentaram valores consideraveis para o indice de
emulsificagdo. Nesses ensaios a concentragdo do soro de leite no meio foi de
85,46%, uma possibilidade é a interferéncia provocada pelos fosfolipideos do soro
presentes no meio. Outra possibilidade é a produgdo de algum metabdlito pelo
Bacillus subtilis que favoreceu a formagdo de emulsdo. A condicdo que continha
apenas soro de leite no meio de cultivo, ensaio 8, ndo obteve resultados
satisfatérios, assim como os outros ensaios.

Como o tempo de 12 horas foi 0 que apresentou maior redugdo da tensao
superficial na maioria dos ensaios, essas amostras foram utilizadas para extragao do
biossurfactante empregando a precipitagdo acida, Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdo do precipitado em cada um dos ensaios no tempo de 12
horas.

Concentragao do Precipitado

Ensaio no Tempo de 12 Horas (g L™)
1A 1,17
1B 0,91
oA 1,45
2B 1,23
3A 0,99
3B 1,20
4A 1,31
4B 2,33
5A 1,39
5B 1,00
6A 1,35

6B 1,40
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(continuagao)

Concentragao do Precipitado

Ensaio no Tempo de 12 Horas (g L™)
7A 2,90
7B 2,45
8A 0,94
8B 0,95
9A 0,74
9B 2,52
10A 2,00
10B 2,44
11A 1,25
11B 0,79

O ensaio 7, apenas meio Cooper, apresentou a maior concentragdo do
precipitado, como era esperado. O pH acido pode precipitar algumas proteinas do
soro de leite, possivelmente isso interferiu nos resultados dos ensaios que utilizaram
o soro de leite no meio de cultivo.

A condicdo 7, que continha apenas meio Cooper, apresentou a melhor
reducdo da tensdo superficial e o maior indice de emulsificagéo para o tempo de 12
horas, o que nao foi observado para os ensaios com concentragao maior que 50%
do soro de leite (ensaios 2, 4 e 8). Para confirmar a influéncia negativa do soro de
leite na producdo do biossurfactante e como a temperatura ndo foi uma variavel
estatisticamente significativa, novos ensaios foram realizados em duplicata usando
apenas meio Cooper, e meio Cooper e soro de leite (50% de cada), a 32°C e 150
rom, durante 96 horas. Os valores obtidos para a tensdo superficial sao
apresentados na Tabela 6, assim como os resultados para extragdo do

biossurfactante usando apenas meio Cooper sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 6. Tensdes superficiais para meio Cooper e para meio Cooper e soro de

leite 50%.
Tensoes Superficiais (MN/m)

Meio
Oh 12h 24h 48h 72h 96h
Cooper A 52,9 31,0 31,9 29,0 33,0 31,9
Cooper B 51,1 32,1 31,8 31,9 33,0 31,9
Soro 50%A 44 1 34,6 32,0 32,2 29,8 36,1
Soro 50%B 44 1 33,8 30,6 34,1 33,5 34,1

Tabela 7. Concentragdo do precipitado para o ensaio contendo apenas meio
Cooper.

Concentracio do Precipitado (g L™)

Oh 12h 24h 48h 72h 96h
Cooper A 2,45 3,68 2,67 2,43 1,69 1,56
Cooper B 1,99 3,07 2,08 2,76 1,89 1,82

Os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7 confirmaram que o meio
Cooper foi melhor para a producdo do biossurfactante, ja que apresentou um
abaixamento da tensao superficial de, aproximadamente, 22 mN/m, considerando a
tensdo superficial do meio Cooper livre de células 53,5 mN/m, e um rendimento de
3,68 g L™ na extragcdo. Os ensaios com 50% do soro tiveram redugdo da tens&o
superficial de cerca de 12 mN/m, considerando a tensdo superficial do meio com
soro de leite e meio Cooper (50% de cada) livre de células 45,5 mN/m, o que
comprova, novamente, a influéncia desfavoravel da presenga do soro no meio de
cultivo.

A concentragao de lactose e de acidos graxos no soro de leite utilizado neste
trabalho foi de 4,60% (m/v) e 0,98% (m/v), respectivamente. O trabalho de Cagri-
Mehmetoglu, et al, (2012) mostrou que a surfactina pode ser obtida a partir de
Bacillus subtilis ATCC 6633 utilizando soro de leite em p6 reidratado (10, 15 e 20%
p/v), apds 72 horas de fermentagao a 30°C, com composi¢gdao de 0% de &acidos
graxos e uma concentracdo de lactose duas vezes maior que a utilizada nas
condigdes deste trabalho. Dessa forma, a composi¢cado do soro de leite empregado

nos ensaios realizados nao favoreceu a produgéo do biossurfactante.
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Neste trabalho, o biossurfactante produzido nao foi identificado, portanto, nao

foi chamado de surfactina.

6 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos nos ensaios realizados foi observado que o
meio de cultivo contendo soro de leite ndo favoreceu a formacao do biossurfactante,
0 que pode ser explicado pela composi¢cao do soro de leite, ja que o Bacillus subtilis
ATCC 6633 cresceu em meio de cultivo contendo apenas soro de leite (dados nao
apresentados). Um possivel ajuste na composigéao do soro de leite pode favorecer a
producao do biossurfactante e outra possibilidade seria 0 emprego de processos de
hidrélise acida para permitir a quebra da molécula de lactose em agucares menores,
como glicose e galactose, que seriam mais facilmente metabolizados pelo
microrganismo. Os ensaios usando apenas meio Cooper mostraram que é possivel
a producao do biossurfactante, ja que apresentaram uma redugao significativa da
tensdo superficial, um melhor indice de emulsificagdo e um bom rendimento na
extracédo do biossurfactante.

A busca de melhores condi¢des para a producdo de biossurfactante é
essencial para diminuir os custos na obtencao, e assim, permitir seu aproveitamento,
ja que os biossurfactantes apresentam uma diversidade de aplicagdes e acarretam
em menores consequéncias ambientais em comparacdo com a utilizacdo de

surfactantes de origem petroquimica.
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