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RESUMO

Biossurfactantes sdo moléculas anfipéticas sintetizadas por micro-
organismos que agem nas interfaces agua/dleo ou oOleo/dgua reduzindo as
tensdes superficiais e interfaciais entre elas e assim tornando alguns
compostos mais misciveis. Em virtude dessa caracteristica, varias sdo as
aplicagbes industriais que envolvem seu uso na industria de petroleo,
farmacéutica, de cosméticos, na agricultura para a formulacéo de herbicidas e
pesticidas, na producdo de produtos de higiene pessoal, detergentes e etc.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de producdo de
biossurfactantes, através da fermentacdo submersa, utilizando o melaco de
cana, um subproduto da industria agucareira, como substrato, a partir de uma
linhagem isolada de solo de canavial (Bacillus safensis) no estado da Paraiba e
demonstrar a potencialidade deste residuo nos processos biotecnoldgicos. Foi
realizada a caracterizacao fisico-quimica do substrato (melaco de cana). Para
avaliar a produgcdo de biosurfactante, foi acompanhado o crescimento
microbiano, consumo de substrato, porcentagem de emulsificacdo e tensao
superficial, em experimentos utilizando glicose, sacarose e melaco de cana,
separadamente. Para a melhor condicdo de melaco de cana avaliada o isolado
28, proporcionou uma concentragdo maxima de aproximadamente 3,9g/L de
células em 24h utilizando 9g/L de substrato. Para a condi¢cdo de 5% de melaco
e 0,5% de extrato de levedura obteve-se 0,06115g de biossurfactante ao final
da pré-purificacdo. O residuo de melaco de cana apresentou resultados
promissores e poderia ser explorado como substrato alternativo para a
producdo de biossurfactantes de baixo custo. A B. safensis demonstrou

indicios de producéo de biossurfactante com alta atividade emulsificante.

Palavras-chave: biossurfactantes, melago de cana, fermentagéo, Bacillus

safensis.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules synthesized by microorganisms that
act on water/oil or oil/water interfaces, reducing surface and interfacial tensions
between them and thus making some compounds more miscible. Due to this
characteristic, there are several industrial applications that involve its use, such
as: petroleum, pharmaceutical, cosmetics, agriculture, for the formulation of
herbicides and pesticides, in the production of personal hygiene products,
detergents, etc. The objective of this work was to evaluate the biosurfactant
production capacity through submerged fermentation using sugarcane
molasses, a by - product of the sugar industry, as a substrate, from an isolated
lineage of cane fields (Bacillus safensis) in the state of Paraiba and
demonstrate the potential of this residue in biotechnological processes. The
substrate (sugarcane molasses)  physicochemical characterization of was
performed. To evaluate the biosurfactant production, microbial growth,
substrate consumption, percentage of emulsification, and surface tension were
monitored in experiments using glucose, sucrose and molasses, separately. For
the best condition of molasses evaluated the isolated 28 reached approximately
an maximum concentration of 3.9g / L of cells in 24h using 9g of substrate. For
the condition of 5% of molasses and 0.5% of yeast extract, was obtained
0.06115g of biosurfactant at the pre-purification end. Sugarcane molasses
residue presented promising results and could be used as an alternative
substrate for the production of low cost biosurfactants. A B. safensis showed

evidence of biosurfactant production with high emulsifying activity.

Key words: biosurfactants, molasses, fermentation, Bacillus safensis.
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1 INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas sintetizadas por micro-
organismos que agem nas interfaces agua/dleo ou o6leo/agua reduzindo as
tensdes superficiais e interfaciais entre elas e assim tornando alguns
compostos mais misciveis (BANAT et al., 2010). Devido essa propriedade,
varias sdo as aplica¢des industriais que envolvem o uso de biossurfactantes,
como industria de petroleo, farmacéutica, de cosméticos, na agricultura para a
formulacdo de herbicidas e pesticidas, na producdo de produtos de higiene
pessoal, detergentes, processamento de alimentos (textura), tratamento e
processamento de metais, vestuario, processamento de polpas de papel, entre

outras.

Embora essas biomoléculas apresentem inimeras vantagens sobre 0s
surfactantes sintéticos os custos para sua producdo ainda constituem um
entrave para sua utilizacdo em ampla escala. O desenvolvimento de processos
gue reduzam custos de matérias primas permitiria 0 sucesso da producao de
biossurfactantes uma vez que estes sdo responsaveis por cerca de 30% de
todo custo de producdo (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Os biossurfactantes
podem ser sintetizados a partir de residuos agroindustriais, em geral substratos
gue contenham altos niveis de carboidratos ou de lipideos, suprem a
necessidade de fonte de carbono para a producdo de biossurfactantes
(NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004).

Sendo o Brasil um pais essencialmente agricola tem enorme interesse
quando se trata a destinacao dos residuos gerados nesta atividade. A geracdo
de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo, contudo, o
aumento da conscientizacdo ecologica deixa claro que o grande desafio da
humanidade para as proximas décadas é equilibrar a producdo de bens e
servicos, crescimento econdmico, igualdade social e sustentabilidade

ambiental.

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes
guantidades de residuos, tanto liquidos como sélidos. Esses residuos podem

apresentar elevados problemas quanto a disposicdo final e serem potenciais
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poluentes, aléem de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de
nutrientes de alto valor. Entretanto, existem inUmeras possibilidades do uso
destes subprodutos ou residuos inerentes a estas atividades em processos
fermentativos, utilizados como fonte nutricional para micro-organismos capazes
de modificarem estes compostos organicos e sintetizarem bioprodutos de

interesse comercial.

Neste contexto, a escolha do substrato utilizado nesse trabalho foi
pautada na caracteristica da linhagem isolada de solo de canavial e na
producao agricola da Paraiba (PB), sua agricultura baseia-se principalmente no
plantio de cana-de-aglcar. Portanto, o trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade de producédo de biossurfactantes através da fermentacdo submersa
utilizando o melago de cana, um subproduto da inddstria agucareira, como

substrato, a partir de uma linhagem de Bacillus safensis (isolado 28).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos constituidos por uma porcao
hidrofilica e outra hidrofébica. Organizam-se preferencialmente entre as
interfaces liquidas com diferentes graus de polaridade, tais como interfaces
Oleo/dgua ou ar/agua. A porcdo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto que a unidade polar pode ser ibnica (catidbnica ou

anibnica), ndo ibnica ou anfotérica (MAO et al., 2015).

Os surfactantes possuem a capacidade de aumentar a solubilidade das
moléculas hidrofébicas em meio aquoso, e assim reduzir as tensdes interfaciais
na interface oleo/agua (BANAT et al.,, 2010). Por possuirem alta atividade
tensoativa essas moléculas apresentam importantes propriedades, como
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade

molhante, solubilizacdo e disperséo de fases (KOSARIC, 1992).

Surfactantes podem ser sintéticos ou naturais e estao disponiveis em
varias formas sendo geralmente classificados de acordo sua carga ibnica
como: anibnicos, catidnicos e anfotéricos (SCHMITT, 2001). Surfactantes
sintéticos sdo comumente produzidos a partir de métodos quimicos organicos,
dependendo do tipo e da estrutura da molécula desejada (DESAI; DESAI,
1993).

A maioria dos surfactantes produzidos atualmente é derivada do
petrdleo. Porém, esses surfactantes sintéticos sdo toxicos e néao
biodegradaveis, fatores que justificam a busca por alternativas menos nocivas
ao ambiente, como os surfactantes obtidos através do metabolismo de micro-
organismos, conhecidos como biossurfactantes ou biotensoativos.
(VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015).

2.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes constituem um grupo bastante diverso de
compostos tensoativos sintetizados por micro-organismos (NITSCHKE et al.,
2005). Sao metabdlitos que possuem a tipica estrutura anfifilica dos

surfactantes sintéticos em que a porcéo hidrofébica € constituida ou de acidos
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graxos de cadeias longas, ou de hidroxiacidos, ou ainda, alfa-alquil-beta-hidroxi
acidos graxos e a porcao hidrofilica pode ser constituida, ou de carboidratos,
ou de aminoacidos, ou de peptideo ciclico, ou de fosfato, ou de &cido
carboxilico, ou de um alcool (DESAI; DESAI, 1993).

Esses compostos ativos sdo produzidos por micro-organismos para
aumentar a biodisponibilidade de substratos hidrofébicos imisciveis, permitindo
uma melhor sobrevivéncia em condigcdes de baixa umidade. Assim como 0s
surfactantes sinteticos, 0s biossurfactantes possuem capacidade de
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, etc (VAN
HAMME et al., 2006).

2.2.1 Classificacdo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sintetizados pelos micro-organismos sdo variados.
Os de baixo peso molecular sdo acidos graxos, glicolipideos, lipopeptideos
ciclicos e aciclicos e os de alto peso molecular constituem os polissacarideos
anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas
desses biopolimeros (ROSENBERG; RON, 1999).

Biossurfactantes sdo produtos extracelular e geralmente sao
classificados de acordo sua origem microbiana e composicdo quimica (BANAT

et al., 2010) como mostra a Tabela 1:

Tabela 1: Classificagdo dos biossurfactantes e micro-organismos produtores.

Tipo de biosurfactante Micro-organismos

Glicolipidios ]
o Pseudomonas aeruginosa
- ramnolipidios ] ] .
o Torulopsis bombicola, T. apicola
- soforolipidios ]
o Rhodococcus erythropolis,
- trehalolipidios )
Mycobacterium sp.

Lipopeptidios e lipoproteinas

- peptideo-lipidio Bacillus licheniformis
- viscosina Pseudomonas fluorescens
- serrawetina Serratia marcescens
- surfactina Bacillus subtilis
- subtilisina Bacillus subtilis
- gramicidina Bacillus brevis

- polimixina Bacillus polymyxa
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Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios
- &cidos graxos
- lipidios neutros

- fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos
- emulsan
- biodispersan
- liposan
- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Surfactantes particulados
- vesiculas

- células

Acinetobacter calcoaceticus

Varias bactérias

Fonte: Adaptado apud NITSCHKE; PASTORE, 2002.

2.2.2 Propriedades e vantagens dos biossurfactantes

Apesar da diversidade de composicao quimica algumas caracteristicas

sao comuns a maioria dos biossurfactantes e muitas dessas caracteristicas

também representam vantagens sobre os surfactantes convencionais, como:

a) Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais

eficientes e mais efetivos do que os surfactantes convencionais

(detergentes anidnicos sulfatados), pois produzem menor tensao

superficial em menores concentracfes do bioproduto (COOPER;
PADDOCK, 1984). A concentracdo micelar critica (CMC) dos

biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-

2000mg/L enquanto que a tensdo interfacial oOleo/agua e

superficial fica em torno de 1 e 30mN/m respectivamente

(BOGNOLO, 1999).

b) Tolerancia a pH, temperatura, forca i6nica: alguns

biossurfactantes apresentam elevada estabilidade térmica e de

pH podendo ser utilizados em ambientes com condigcbes mais

drésticas. Os biossurfactantes suportam concentracdes de 10%

de NaCl enquanto que uma concentracdo salina de 2-3% é

suficiente para inativar surfactantes convencionais (BOGNOLO,

1999).
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c) Biodegradabilidade: diferente dos surfactantes quimicos o0s
biossurfactantes sédo facilmente degradaveis na agua e no solo, o
que os torna adequado para aplicacdes como biorremediagéo e
tratamento de residuos (MULLIGAN; GIBBS, 1993).

d) Baixa toxicidade: os biossurfactantes tem recebido atencao
também devido a crescente preocupacdo da populacdo com 0s
efeitos alérgicos dos produtos artificiais (MAKKAR; CAMEOTRA,
1997). Sua baixa toxicidade também permite seu uso em
cosmeéticos, alimentos e produtos farmacéuticos (CAMPOS et al.,
2013).

e) Podem ser sintetizados a partir de substratos renovaveis
enguanto os surfactantes sintéticos sdo na sua maioria derivados
do petréleo, o que aumenta o custo final do produto (MAKKAR et
al., 2011).

f) Possuem grande diversidade quimica, possibilitando aplicacdes
especificas para cada caso particular (CAMPOS et al., 2013).

2.2.3 Producéo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes podem ser obtidos por processos fermentativos
simples e sua producao requer geralmente a presenca de fonte de carbono do
tipo hidrofilico e oleoso/hidrocarboneto miscivel no meio de cultura
(NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004). Os biossurfactantes apresentam alto
custo de producdo, consequéncia do valor do substrato e dos métodos de

purificacdo utilizados no processo industrial.

A estratégia de substituicdo de substratos convencionais por substratos
oriundos de fontes renovaveis, mais baratos e tdo ricos em nutrientes quanto
0S substratos convencionais, é essencial para viabilizar a ampliacdo da sua
producdo em escala industrial. Segundo Makkar et al. (2011), a reducéao dos
custos do processo e 0s menores danos ambientais causados podem tornar a

producdo mais atrativa quando se utilizam residuos como substratos.

A producdo de biosurfactantes em biorreatores ainda é mais cara que a
producdo de seus sintéticos equivalentes, portanto, o grande desafio de sua

producdo em larga escala é direcionar estratégias de cultivo, processamento,
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recuperacdo e purificacdo a baixo custo (HUDAK; CASSIDY, 2004). A
concentracdo do biossurfactante no meio de cultura, quando produzido em
biorreatores, e suas fases de recuperacdo é que irdo determinar a viabilidade
da producdo em grande escala. Geralmente a baixa concentracdo e sua
estrutura quimica limitam a extracdo, principalmente quando se utiliza

substratos complexos no processo de producgéo (KIM et al.,1997).

Ultrafiltracdo, ultracentrifugacdo, precipitacdo com &cido ou sal, extracdo
por solventes e adsor¢cdo em cromatografia séo alguns dos diferentes métodos
utilizados nos processos de purificacdo. Os solventes podem ser usados em
sua forma pura ou combinados nos processos de extracdo. As misturas mais
efetivas sdo aquelas que utilizam cloroférmio e metanol por facilitarem o ajuste
da polaridade da molécula que se pretende extrair. Contudo, 0 uso destas
substancias em grande escala requer grandes volumes de solvente o que torna
0 processo caro e gera residuos clorados que sao toxicos e prejudiciais para a

saude humana e para o ambiente (KIM et al., 1997).

2.3 Micro-organismos produtores de biossurfactantes

Ha uma grande quantidade de micro-organismos capazes de produzir
biossurfactantes. Micro-organismos isolados de locais onde ocorreram alguma
contaminagdo ou expostos a algum residuo imiscivel geralmente possuem

essa habilidade como resposta as condicbes ambientais (SAMPAIO, 1995).

A literatura descreve o género Bacillus sp. como bom produtor de
biossurfactante, esse género ndo é patogénico, fator que representa uma
vantagem em relacdo a alguns biossurfactantes que devido a natureza
patogénica dos micro-organismos produtores ndo podem ser usados na

industria farmacéutica e alimenticia (SHEPHERD, 1995).
2.3.1 Biossurfactantes a partir do género Bacillus sp.

As espécies do género Bacillus sdo bastonetes, com extremidades retas ou
arredondadas, de tamanhos variados, esporulados, Gram positivos ou Gram
variaveis. Geralmente sdo saproéfitos e ndo patogénicos aos animais. Seu

habitat principal é o solo. Esse género de bactéria possui resisténcia a altas
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temperaturas e crescimento rapido (DE MARCO, 2012). A classificacédo

taxondémica do Bacillus sp esta representada na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo taxon6mica do Bacillus sp.

Classificacdo Taxon6mica

Reino Bacteria
Sub —reino Posibacteria
Filo Firmecutes

Classe Bacilli

Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae

Género Bacillus
Espécie Baccillus sp.

Fonte: Integrated Taxonomic Information System, 2012.

Bacillus licheniformis JF-2 produz biossurfactante em condicbes de
anaerobiose quando crescimento ocorre em meio mineral com glicose e
suplementacdo de extrato de levedura e NaNO3 tendo a tensdo superficial do
meio reduzida de 70/74 mN/m para cerca de 28 mN/m devido a producéao de
um biosurfactante aniénico (JAVAHERI et al, 1985).

Makkar; Cameotra (1997) descreveram a producdo de biossurfactante
por duas estirpes de B. subtilis (MTCC 2423 e MTCC1427) em residuo
agroindustrial de melaco em condi¢cdes termofilicas, a tensdo superficial do
meio reduziu para cerca 29 e 31 dinas/cm pelas duas estirpes,

respectivamente.

Oliveira; Garcia-Cruz (2013) relataram producdo de biossurfactante por
B. pumilus utilizando diferentes concentracfes de vinhaca e 6leo de fritura
como fontes alternativas de carbono, a tensédo superficial foi reduzida até
45mN/m e a producdo méaxima de biossurfactante bruto foi de 27,7 e 5,7 g/L

para a vinhaca e o0leo de fritura, respectivamente, em concentracao de 5%.

Segundo Sousa et al. (2014), B. subtilis LAMIOO5 produz um tensoativo
que constitui um lipopeptido ciclico comparavel a surfactina comercialmente

disponivel.
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2.3.1.1 Surfactina

A bactéria do solo B. subtilis produz uma abundancia de substancias
com fungdes diversas (ZUBER; NAKANO; MARAHIEL, 1993). Uma delas a
surfactina (Figura 1) é um antibiotico lipopeptideo ciclico com um peso
molecular de 1,036. Contém uma mistura de varios beta-hidroxi- acidos graxos
com cadeias de 13 a 15 atomos de carbono como sua porcao lipidica. Seu
principal componente é o acido 3-hidroxi-13-metilmiritico, que forma um lactona
com um heptapéptido aniénico (VOLLENBROICH et al., 1997).

Figura 1: Estrutura Surfactina

Gly CO0
Leu
0 0
H Leu
HN
O .0 b
Q
HN
NH O H
Leu o Val
(4]
[alele ]
Leu Asp

Fonte: VOLLENBROICH et al., 1997.

A surfactina possui uma estrutura anfifilica associada com uma alta
atividade surfactante. Possui também atividade bactericida, fungicida, antiviral,
agente antitumoral, atua como inibidor da formacdo de codgulos fibrinosos,
antimicoplasmatico, veiculo para a administracdo de drogas via pulmonar e é
capaz de inibir a formacdo de biofimes de outras bactérias, incluindo
Salmonella. Devido a sua baixa toxicidade pode ser também aplicada em
alimentos e cosméticos (BARROS et al., 2007).

2.4 Fermentacdo submersa (FS)

Processo fermentativo pode ser definido como um conjunto de etapas,
onde o meio de cultura esterilizado € preparado com o objetivo de fornecer ao

micro-organismo 0s nutrientes necessarios para seu desenvolvimento. O
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processo de fermentacdo € controlado (pH, temperatura, agitacao,
concentracdo de nutrientes, entre outros limitantes) de modo a manter
favoravel esse crescimento e formagcdo do produto desejado. Por Ultimo,
completado o processo, o caldo fermentado passa pelos tratamentos finais,

visando a separacao dos produtos e subprodutos (BORZANI et al., 2008).

No processo fermentativo submerso o meio de cultura se encontra
liguido e os nutrientes necesséarios para o desenvolvimento do microrganismo
estdo dissolvidos. Este processo apresenta facilidade de cultivo em grande
escala, garantindo homogeneidade do meio e facilidade do controle de
parametros do processo (COUTO; SANROMAN, 2006).

Porém, a desvantagem do processo é o alto custo de energia e a
possibilidade de contaminacédo (JAIN; MORLOK; HENSON, 2013). De uma
forma geral, a fermentacdo submersa € conduzida de forma descontinua, mas
a produtividade pode ser aumentada, em alguns casos, pela conducdo por
batelada alimentada (KIM; HOU, 2006).

2.4.1 Substrato

A escolha do substrato € uma das principais etapas de um processo
fermentativo, é devido a sua conversao que se obtém o produto de interesse. O
substrato é considerado a principal fonte de carbono para o desenvolvimento
do micro-organismo existindo inUmeros substratos que podem ser utilizados,
sejam eles de origem orgéanica ou sintética. Atualmente, o maior interesse € por
substratos de origem renovavel, ou seja, residuos ou subprodutos de outros
processos industriais ndo toxicos e que apresentem baixo custo (VANZIN,
2008).

Entre os subprodutos mais abundantes, podem ser citados: o soro de
gueijo ou de leite (PARASKEVOPOULOU et al., 2003) e material celulésico de
origem vegetal (DIAZ et al., 2003). Também merecem realce 0 melaco e a
vinhaca de cana-de-acucar, que podem ser empregados para O
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos de interesse industrial por muitos
micro-organismos como leveduras, algas, fungos e bactérias (ALTAF et al.,
2006).
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2.4.1.1 Melaco

Segundo a ANVISA (1978), melaco € um liquido que se obtém como
residuo da fabricacdo do acuUcar cristalizado, do melado ou da refinagdo do
acucar bruto, suas caracteristicas organoléticas sédo: aspecto liquido viscoso,
denso e xaroposo, cor que varia entre amarelo, amarelo castanho e ambar
castanho, sabor adocicado e cheiro caracteristico. A composicéo fisico-quimica

do melago esté apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Composicao fisico-quimica do melaco de cana-de-acucar bruto.

Composicgéo Concentragéo (9%)

Nitrogénio 0,58 p/v

Fosforo 0,015 p/v

Potassio 1,63 p/v

Umidade 9,10 p/p

Cinzas 9,98 p/p

Glicidios redutores em glicose 14,72 p/p
Glicidios ndo redutores em sacarose 33,78 p/p

Fonte: FELTRIN, 2000.

O melaco € um subproduto do processamento da cana-de-aglcar e da
beterraba. Este substrato é de baixo custo e tem peso seco (75%), matéria
organica nao-acucar (9% -12%), proteina (2,5%), e potassio (1,5% -5,0%), bem
como magnésio, calcio e foésforo ( «1%). Inositol, biotina, tiamina e &cido
pantaténico (1% -3%) dao ao melagco sua consisténcia espessa e de cor

castanha.

O alto teor de acucar (48% -56%) faz o melaco adequado para a
producdo de biossurfactantes por diferentes micro-organismos. Muitos
laboratérios tém usado o melaco para a producédo de diferentes metabolitos
microbianos. B. subtilis num meio minimo suplementado com melago como
fonte de carbono produz um biossurfactante (MAKKAR; CAMEOTRA,
1997). Joshi et al. (2007) relatam uso de melago, bem como outras fontes de

carbono para produzir biossurfactantes a partir de estirpes de Bacillus.

O melaco é frequentemente utilizado como substrato para a producéo de

etanol (JIMENEZ et al.,, 2004), devido a presenca de grande quantidade de
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acucares fermentesciveis em sua composic¢do, constituindo uma boa fonte de

carbono para o metabolismo microbiano (WALISZEWSKI et al., 1997).

2.5 Parametros cinéticos para o0 processo

Devido ao fato que a concentragdo microbiana X aumenta durante um
cultivo fermentativo, é possivel quantificar a velocidade especifica de
crescimento (ux,) (Equacéo 1) (SCHMIDELL et al., 2001).

Hx = 3 3¢ Eqg. (1)

E durante a fase exponencial de crescimento microbiano, esta
velocidade especifica € maxima e constante (Umax). O Hmax pode ser estimado
pela linearizacdo dos valores de concentragdo celular durante a fase
exponencial, além disso, pode-se estimar também o tempo de geracdo da

linhagem durante o cultivo que € dado pela Equacéo 2.

__LN2

ty = . Eq. (2)

Outra definicdo de velocidade que visa a avaliacdo do desempenho de
um processo fermentativo, € a produtividade em células, expressa na Equacéo
3, mostrando que a produtividade representa a velocidade média de
crescimento referente ao tempo final de fermentacéo, tf.

_ Xm—Xo

P, >

Eqg. (3)

Em que: Xm — Concentracdo maxima de células [g.L™s]; Xo — Concentracdo

inicial de células [g.L™]; tr — Tempo final de fermentac&o [h].

Além disso, é possivel quantificar no cultivo os fatores de conversdo. O
fator de converséo de substrato em células (Yys), descrito por (SCHMIDELL et
al., 2001) esta expresso na Equagéo 4.

YX/S = Eq ' (4)
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Em que: X € a concentracdo final de células, X, a concentracao inicial, Sp a
concentracéo inicial de substrato e S a concentracéo final de substrato no final
do processo fermentativo. Com o0 uso desta equacdo, € possivel conhecer
quanto de substrato é consumido para alcancar uma concentracdo celular

pontual.

2.6 Aplicacdes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes tém uma gama de aplicacfes biotecnoldgicas no
petrdleo, alimentos, bebidas, cosméticos, detergentes, téxteis, tintas,
mineragdo, celulose, farmacéutica e nanotecnologia (RODRIGUES et al.,
2006), as principais aplicacGes estdo listadas na Tabela 4. Espera-se que 0s
biossurfactantes se tornem conhecidos como materiais multifuncionais do
século XXI, ja que tém aplicacbes em diferentes processos industriais, bem
como potenciais novos usos futuros (MARCHANT; BANAT, 2012),

principalmente devido a suas diversas estruturas.

O principal mercado dos biossurfactantes tem sido as industrias
relacionadas com o petréleo para permitir a exploracdo eficaz do 6leo pesado,
oferecendo vantagens sobre surfactantes quimicos em processos envolvendo
extracdo, transporte, armazenamento e refino. Os biossurfactantes também
tém sido usados com sucesso na limpeza de lodos de petrdleo em tanques de
armazenamento, recuperacao de 6leos e para facilitar o melhor transporte de
petréleo bruto pesado através de oleodutos (ASSADI; TABATABAEE, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5087163/#B5
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Tabela 4: Principais aplicacdes biotecnoldgicas dos biossurfactantes.

Industria

Aplicacao

Papel dos biosurfactantes

Meio Ambiente

Biorremediacdo; Operacdes
de limpeza de derramamento
de 6leo;
Descontaminacao de solos.

Emulsificacéo, solubilizacdo e disperséo
de oOleos, diminuicdo da tensao
interfacial, umedecimento,
espalhamento, detergéncia, formacao de

espuma e limpeza do solo.

Recuperacao de 6leo

Emulsificacéo, solubilizacdo e disperséo

de 6leos, diminuicdo da tenséo

i i interfacial, de-emulsificagdo de
Petroleo aprimorada; . i .
o emulsdes de Oleo, reducdo da
Des-emulsificagéo. ) ) .
viscosidade, espalhamento, detergéncia,
formagé&o de espuma.
Mineragao; Umidificacdo e de formacéo de espuma,
Operacdes de limpeza de remo¢cdo de metais (ibns) a partir de
Mineracgéo metais pesados; solugcbes aquosas, do solo e de
Descontaminacao de solos; sedimentos, sequestrantes de metais
Flutuagéo. pesados, espalhamento.
Solubilizacdo de 6leos aromatizados,
Emulsificagéo e de- controlo de consisténcia, agente de
Alimenticia emulsificacéo; emulsificacéo, espalhamento,
Ingrediente funcional, detergéncia, formacdo de espuma e
espessante.
Umidificacdo, dispersédo, suspensdo de
pesticidas em pé e fertilizantes,
emulsificacéo de solu¢cdes de pesticidas,
. Biocontrole; facilitagao de mecanismos de
Agricultura - . i
Fertilizantes; biocontrole de patégenos, aumento da
biodisponibilidade de nutrientes para
micro-organismos benéficos associados
a vegetais.
) Detergentes e  desinfetantes de
Limpeza Detergentes; )
lavanderias.
_ _ _ Agentes  antiadesivos, antifingicos,
o Microbiologia; ) ) S )
Farmacéutica antibacterianos e antivirais, vacinas,

Farmacéutica e terapéutica;

moléculas imunomoduladoras.

Fonte: Adaptado apud SANTOS et al., 2016.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de producdo de biossurfactantes através da
fermentacdo submersa utilizando o melaco de cana, um subproduto da
industria acucareira, como substrato, a partir de uma linhagem de Bacillus

safensis (isolado 28).

3.1 Objetivos especificos

e Realizar caracterizacao fisico-quimica do melaco;

e Avaliar o crescimento celular e consumo de substrato em meios com
glicose, sacarose e melago;

e Avaliar a porcentagem de emulsificacdo de biossurfactantes produzidos
em meios com glicose, sacarose e melago;

e Avaliar a influéncia da suplementacdo de nitrogénio no crescimento
celular e na producéo de biossurfactantes;

e Avaliar a capacidade do biossurfactante produzido na reducéo de tensao

superficial do caldo fermentado bruto para os diferentes meios;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi o de Bacillus safensis (isolado 28),
isolada do solo de canavial, cedido pelo Laboratorio de Biotecnologia Celular e
Molecular da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A cultura de Bacillus foi
mantida em meio sélido agar Luria-Bertani (Tabela 5) em tubos inclinados com
3 mL de meio (pH 6,8). A renovacdo das células foi feita periodicamente
(aproximadamente 30 dias) e realizada por repique em tubos incubados a
37°C, durante 24 horas e em seguida, armazenados a 4°C para sua

conservagao.

Tabela 5: Composicao do meio Luria-Bertani.

Composicéao g/L
Triptona 10
Extrato de levedura 5
Agar 5

Fonte: Cold Spring Harbor Protocols CSH protocols, 2017.

4.2 Substrato

No processo fermentativo de selecdo da linhagem, a glicose e sacarose
foram utilizadas como fonte de carbono. Ja no processo fermentativo para
producdo do biossurfactante, foi utilizado o melaco da cana-de-acucar,

fornecido pela usina Japungu do municipio de Santa Rita, Estado do Paraiba.

O melaco foi armazenado em garrafas plasticas e guardado em
refrigerador a uma temperatura de —10°C. Sua diluicdo e suplementacéo foi

realizada no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos (LEBp) da UFPB.
4.2.1 Caracterizagdao fisico-quimica do substrato

A caracterizacdo fisico-quimica do melaco (1%, 2%, 3% e 5%) foi

realizada quanto ao teor dos agucares redutores totais (ART) e pH.
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4.2.1.1 Teor de acgucares redutores totais (ART)

Para determinacdo dos acucares redutores totais utilizou-se o método
DNS (acido 3,5-dinitro salicilico) descrito por Santos (2007) e que esta de
acordo com o protocolo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), Agroindastria Tropical. Essa metodologia foi, originalmente,
proposta por Miller (1959) e baseia-se na redugdo do acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, em que ha a oxidagdo do grupo aldeido do acucar a grupo
carboxilico. O reagente DNS possui uma cor amarelada, apds o aquecimento,
torna-se avermelhado de acordo com a concentracdo de acucares redutores
presente na solugcdo, o que permite sua leitura em espectrofotometro a 540nm.
A curva padréo foi obtida realizando o teste DNS, utilizando diferentes diluigbes
da solucédo de glicose Og/L até 1g/L. Com os valores de absorbancia obtidos,

foi construida a curva de absorbancia versus concentracao.

Para determinar a concentragdo dos acuUcares redutores totais foi
preciso hidrolisar a amostra, uma vez que o melaco € rico em sacarose. O
procedimento ocorreu com a introducdo de 1 mL de cada amostra, 0,5 mL de
acido cloridrico e 6 mL de 4gua em um baldo volumétrico de 50 mL. O balé&o foi
levado ao banho termostatizado (Banho maria SL 150 - SOLAB ) por 10
minutos sobre a temperatura de 70 °C, em seguida foram adicionados 2 mL de

NAOH (4N) e agua destilada até completar o volume do baléo.

O préximo passo consistiu em adicionar em tubos de ensaio 0,5 mL da
amostra hidrolisada e 0,5 mL do composto DNS. A amostra foi levada ao banho
termostatizado a 100 °C por 10 minutos. ApGs aquecimento, os tubos foram
incubados em banho de gelo por 5 minutos. Por dltimo, adicionou-se 4 mL de
agua destilada a amostra. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 540
nm. O branco é composto de 0,5 mL de agua destilada ao invés da amostra.
Cada amostra foi analisada em triplicata e a diluicdo foi considerada para fins

de processo.

3.2.1.2 pH

O pH do melaco foi aferido com auxilio de um potencidmetro digital

(AKSO — AK 90) previamente calibrado com solugdes padrdes.
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4.2.2 Meios utilizados nos processos fermentativos e condicbes de
producao do biossurfactante

Inicialmente, foram feitos experimentos com glicose e sacarose (Tabela
6), para o conhecimento do comportamento do isolado. Nestes experimentos
foi acompanhado o crescimento microbiano, consumo de substrato,
porcentagem de emulsificacdo, e tensédo superficial e estes parametros foram

caracterizados como padréo.

Tabela 6: Meio mineral para perfil cinético glicose/ sacarose.

Composigéo g/L
Glicose/ Sacarose 20
KH,PO, 4

MgSO, 7H,0O 0,2
K:HPO, 7
(NH,)2SO, 1
Extrato de levedura 1

FeSO,7H,0 0,015

Fonte: Autor, 2017.

Para verificar a potencialidade do melaco como fonte de carbono para
processos fermentativos com fins de producdo de biossurfactante foram
realizados experimentos com melaco a 5% (Tabela 7). Concomitantemente, foi
avaliada a influéncia da suplementacao de nitrogénio, tendo como fonte extrato
de levedura, no crescimento microbiano e na producao do biosurfactante. Foi
acompanhado também o consumo de substrato, a porcentagem de

emulsificacao e tensao superficial.

Tabela 7: Meios utilizando melago como fonte de carbono.

Composicéo Meio 1 Meio 2 Meio 3
Melaco (%) 5 5 5
Nitrogénio (%) 0 0,5 1

Fonte: Autor, 2017.

Um planejamento experimental 2% com triplicata do ponto central foi
utilizado para avaliar a influéncia dos fatores: concentracdo de nitrogénio e

concentracédo de melagco. Uma menor concentragao de melaco foi utilizada uma
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vez que resultados dos experimentos anteriores apontavam para ao final do
processo fermentativo ainda haver substrato disponivel. A Tabela 8 apresenta
os fatores com os niveis estudados e a Tabela 9 apresenta a matriz do

planejamento usado na realizacéo dos ensaios.

Tabela 8: Fatores e niveis do planejamento fatorial 2°.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
1 - Melago (%) 1 2 3
2 - Nitrogénio (%) 0 0,5 1

Fonte: Autor, 2017.

Tabela 9: Matriz do planejamento fatorial 2° com triplicata no ponto central.

Ensaio 1 2
1 + -
2 - +
3 + +
4 - -
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: Autor, 2017.

O terceiro experimento da triplicata do ponto central ndo foi avaliado
devido a perda dessa condicdo durante o desenvolvimento dos experimentos,
portanto, a andlise estatistica sera realizada ap0s a repeticdo dessa condicao.

Os experimentos iniciais com glicose e sacarose foram realizados em
incubadora rotativa refrigerada (Nova Instruments) com aeracdo de 80% em
frascos erlenmeyers de 250mL e volume de meio de 50mL, incubados a 200
rpm e 37°C durante 94h. Amostras foram retiradas de 4 em 4h nas primeiras
12h e de 12 em 12h nas proximas 60h para avaliagdo das varidveis do

processo. O pH inicial de todos os frascos foi de 6,8.

Os experimentos com melaco 5% foram conduzidos em biorreator com
volume final de 2200mL, sendo o inoculo 10% do volume de meio do biorreator,

volume de ar de 2L/min e 0 meio era mantido a agitacao constante de 200 rpm,
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37°C e pH mantido 6,8 durante todo processo, as amostras também eram
retiradas de 4 em 4h nas primeiras 12h e de 12 em 12h nas préximas 60h para

avaliagdo das variaveis do processo.

Os experimentos do planejamento experimental foram realizados
incubadora rotativa refrigerada (Nova Instruments) com aeracdo de 40% em
frascos erlenmeyers de 250mL e volume de meio de 155mL incubados a 200
rpm, 37°C durante 60h. Amostras foram retiradas de 4 em 4h nas primeiras 12h
e de 12 em 12h nas préximas 60h para avaliacdo das variaveis do processo. O
pH inicial de todos os frascos foi de 6,8. Nesse caso a retirada de amostras foi

realizada em camara de fluxo vertical.

4.3 In6culo

A reativacdo celular foi realizada em frascos erlenmeyers de 250mL
contendo 50mL de meio de crescimento, mesmo meio utilizado em cada
experimento. A transferéncia do micro-organismo para o meio de crescimento
foi realizada em camara de fluxo vertical com auxilio de uma alca de platina
para a retirada de colbnias de bactérias crescidas dos tubos inclinados para os
frascos contendo o meio de cultivo. Os frascos inoculados foram incubados em
mesa agitadora (200rpm e 37°C). O crescimento do micro-organismo foi
acompanhado por densidade éptica (D.O. 600nm), ao alcancar a absorbancia
entre 0,6 e 0,8, foi transferido um volume de 10% (v/v) para o frasco de cultivo

ou biorreator (Tec Bio V - Tecnal).

4.4 Andlises dos processos fermentativos

Em momentos oportunos, os processos fermentativos foram analisados
quanto a concentracdo de biomassa, consumo do substrato e producdo do

biossurfactante, para posterior determinacao dos parametros cinéticos.

4.4.1 Quantificacao celular

O crescimento microbiano foi acompanhado através do método
turbidimétrico (600nm) e gravimétrico por peso seco. O peso seco consistia em
adicionar 2mL de caldo fermentado a um microtubo de massa conhecida,

centrifugar (10000 rpm por 10 minutos) e ao final da centrifugacdo, o
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sobrenadante foi descartado. O pellet sedimentado foi pesado e levado a
estufa (OLIDEF-CZ) a 80 °C por 24h. Em seguida, o pellet livre de umidade foi
pesado. O procedimento foi realizado em triplicata. O peso seco foi

determinado de acordo com a Equacéao 5.

(massa do microtubo + pellet livre de umidade) — massa do microtubo

P L) =
eso seco (g/mL) volume da amostra

Eq. (5)
4.4.2 Quantificacao do substrato

Para determinacédo do consumo do substrato foi realizada a analise do
caldo fermentado isento de células e essa quantificacdo utilizou a metodologia

ja descrita na sessado 3.2.1.1.

4.4.3 Analise dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos analisados foram a velocidade especifica
méaxima de crescimento (Uy), produtividade em células (Px) e o fator de

conversdo de substratos em células (Yxs).

A velocidade especifica maxima de crescimento (u) foi estimada pelo
meétodo de deteccdo da fase de crescimento exponencial. Este método implica
na linearizacéo da fase exponencial de crescimento, onde a reta ajustada pela
linearizagdo que fornece o coeficiente angular equivalente a velocidade
especifica maxima de crescimento das células no processo fermentativo.

A produtividade em células e o fator de conversdo de substrato em
células foram determinados pelas equacgfes j4 descritas anteriormente com
base em SCHMIDELL et al., (2001).

4.5 Quantificagao do bioproduto

4.5.1 Teste de emulsificagéo

O indice de emulsificacéo foi determinado segundo Cooper e Goldberg
(1987). A anélise consistiu em misturar 4mL do sobrenadante da cultura de
micro-organismos de cada amostra a 6mL de oléo vegetal, 6leo de motor e

guerosone separadamente em tubos de ensaio de 15mL que posteriormente
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foram agitados vigorosamente em vortex (modelo KMC- 1300V Vortex Mixer
VIXAR) por 1min e deixados a 30°C por 24h.

O indice de emulsificacdo (Equacéo 6) foi entdo determinado através da

divisdo da altura da emulséo pela altura total da coluna e multiplicado por 100.

altura da emulsio (cm)

Indice de emulsificagio (%) = x 100 Eqg. (6)

altura total da coluna (cm)

4.5.2 Tensao superficial

A medida da tenséo superficial € uma ferramenta comum e um método
indireto para monitorar a producédo de biossurfactantes. A medida que o micro-
organismo se desenvolve ele sintetiza o biossurfactante e este € encontrado no

caldo fermentado reduzindo tensao superficial (BEZERRA, 2016).

A leitura da tensao superficial foi feita em tensiémetro (Sensadyne — modelo
QC6000) que tem como parametro dispersdo de bolhas. As analises foram
feitas com o sobrenadante obtido apds a centrifugacdo do caldo fermentado de
cada amostra, a uma temperatura de 25°C. A cada inicio de analise a tenséo
superficial da agua destilada, cujo valor € de aproximadamente 72 mN/m, foi
verificada, garantindo a calibragéo do tensiometro.

4.5.3 Pré-purificagdo do biossurfactante

O caldo fermentado e espuma dos experimentos conduzidos em
biorreator com concentracao de 5% de melaco foram centrifugados a 4500 rpm
durante 20 minutos para retirar as células e submetidos ao processo de
extracdo. O pH foi ajustado para 2 com solucao de HCI 6,0 mol/L e precipitado
com 2 volumes de metanol, para recuperagédo do biossurfactante segundo a

metodologia sugerida por Sobrinho (2007).

Apos repouso durante 24 horas a 0°C, as amostras foram centrifugadas
a 4000 rpm por 30 minutos, lavadas com metanol gelado por duas vezes e
secas em estufa a 37°C por 48 horas, mantidas em dessecador até peso

constante, sendo o rendimento em produto isolado, calculado em mg/L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do substrato

A caracterizacdo do melaco utilizado como substrato no processo de

producdo de biossurfactante, esta apresentada na Tabela 10.

Tabela 10: Caracteriza¢éo do melago.

Melaco ART
. pH
(%) ([9lilg/L)
5 39,80 6,33
3 30,63 6,39
5 20,50 6,44
1 12,00 6,49

Fonte: Autor, 2017.

O melaco diluido foi caracterizado pelo teor de acucares redutores igual
a 39,80; 30,63; 20,50 e 12 mg de ART/mL de amostra para as concentracoes
de 5%, 3%, 2% e 1% (v/v) de melaco, respectivamente. Demonstrou ter uma
acidez proxima da neutralidade, sendo necessario ainda sim corrigir o pH para
0 mais préoximo da neutralidade (6,8+/- 0,1) durante o preparo do meio para

cultivo.

5.2 Andlises dos processos fermentativos

Foram realizados 11 experimentos em diferentes condi¢cdes, em 1 deles
a fonte de carbono foi a glicose, em 1 outro a fonte de carbono foi a sacarose e
nos outros 9 a fonte de carbono foi 0 melaco. Nesses Ultimos a concentracao

de melaco e de nitrogénio foram as variantes.

Em todos os cultivos as caracteristicas do meio de fermentacao
sofreram alteragdes visuais. O meio, antes de ser inoculado, apresentava uma
coloragdo marrom translicida, devido ao processo de esterilizacdo, mas no
decorrer do processo fermentativo, o cultivo foi adquirindo turbidez,
consequéncia do crescimento celular. O aroma também foi alterado para o

cheiro caracteristico do processo fermentativo.
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Os processos fermentativos foram analisados quanto a concentracéo de
células, consumo do substrato e producdo do biossurfactante. Para todos os
cultivos foi plotado um grafico da concentracéo celular e consumo de substrato
em funcdo do tempo, descrevendo a cinética do isolado nas condicdes de
processo, 0s parametros cinéticos também foram determinados para todos os
ensaios e constam nos apéndices os intervalos utilizados para linearizar a

concentragdo de x e calcular assim o valor de px, méx para cada condicao.

5.2.1 Cinética de crescimento e consumo de substrato dos experimentos
com glicose e sacarose

Os processos fermentativos utilizando glicose e sacarose como fonte de
substrato foram realizados com a finalidade de conhecer o comportamento do
B. safensis em cultivo submerso, uma vez que fora isolada do solo canavieiro e

nao existem registros sobre o seu crescimento.

A Figura 2 ilustra o perfil de crescimento celular e consumo de substrato
observado no cultivo com glicose. Como € visto, a B. safensis apresentou uma
duplicacdo de concentragcdo nas primeiras 48h de cultivo, passando de 0,8g/L
em Oh para 1,92g/L. Logo em seguida, apés as 48h, houve um crescimento
mais acentuado do micro-organismo no meio proposto, atingindo o maximo de
concentracéo celular, 5,25g/L, em 63 horas de cultivo. Observou-se ainda, que
um rapido consumo de glicose durante as primeiras 48h, passando de 21,11g/L
para 7,71g/L e atingindo em 96 horas a concentracdo final de substrato de
6,18¢g/L. Diante dos resultados obtidos nesse experimento, 0s parametros

cinéticos foram determinados, sendo apresentados na Tabela 11.

Figura 2: Perfil cinético de B. safensis utilizando glicose como substrato.
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Fonte: Autor, 2017.



Tabela 11: Parametros cinéticos B. safensis com glicose.

Paréametros Valores Unidades
Hy Max 0,0547 h™
P, 0,0706 gLt .ht
Y xs 0,2969 gx.gs "
tg 14,17 H

Fonte: Autor, 2017.
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Os parametros cinéticos para o cultivo com glicose (Tabela 11) foram:

velocidade especifica de crescimento, = 0,0547h™, produtividade em células,

P,-0,0703 g.L™ .h™, fator de conversdo de substrato em células, Yxs= 0,2969

0x.gs - e tempo de geracéo, ty= 14,17h.

Suwansukho et al. (2008) descreveram a producédo de biossurfactante

por B. subtilis MUV4 em glicose e obteve uma velocidade de crescimento

especifico (uXmax) de 0,14 h™ o que demonstra um valor compativel

alcancado nesse trabalho de 0,0547h™.

A Figura 3 ilustra o perfil de crescimento celular e consumo de substrato

observado no cultivo com sacarose para a mesma composicdo de meio

durante 80h de cultivo.

Figura 3: Perfil cinético da B. safensis utilizando sacarose como substrato.
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Fonte: Autor, 2017.

Observa-se, uma fase de crescimento de 0 a 51h de cultivo. Nessa fase

a concentracao de células passou de 0,7g/L para 1,78g/L. Comparando com o
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cultivo com glicose como substrato, nota-se que a glicose proporcionou maior
desenvolvimento da linhagem, considerando que atingiu uma concentracéo de
5,25 g/L em 63 h de cultivo, enquanto para o cultivo com sacarose foi de
1,784g/L em 51h. Com relacdo ao consumo de substrato, partiu de uma
concentracdo inicial de 22,89g/L para 8,1 g/L em 51 horas de cultivo. Para

essas observacdes do cultivo, foram determinados parametros cinéticos.

Os parametros cinéticos encontrados para sacarose (Tabela 12) foram
W= 0,0176 h™ com um tempo de geragéo, t;= 34,65h e Yyxs= 0,0755 g..gs™. A
velocidade de producao de células em cada hora de cultivo foi de Py= 0,0223
g/L.h.

Tabela 12: Parametros cinéticos B. safensis com sacarose.

Parametros Valores Unidades
Hx Mmax 0,0176 h-1
Py 0,0223 g.L-1.h-1
Y ws 0,0755 gx.gs -1
ty 34,65 H

Fonte: Autor, 2017.

5.2.2 Cinética de crescimento e consumo de substrato dos experimentos
com melago 5%

Os experimentos para verificar a potencialidade do melagco como fonte
de carbono para fins de producdo de biossurfactante e a influéncia da
suplementacdo de nitrogénio nesses processos ocorreram em biorreator nas
mesmas condicbes ja citadas anteriormente e apresentaram 0S parametros
cinéticos descritos na Tabela 13. Para os cultivos sem suplementacdo de
extrato de levedura o py foi de 0,0141 h *, com um tempo de geracdo de
49,15h, Yys de 0,00917 gx.gs™ e a velocidade de producédo de células a cada
hora de cultivo, Py de 0,0917 g/L.h.
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Tabela 13: Parametros cinéticos B. safensis com melaco 5%.

R My max Py Y xs tg
Melaco 5% | Parametros
(h-1) (g.L-1 .h-1) (gx.gs -1) (h)
Extrato de levedura 0% 0,0141 0,00917 0,019 49,15
Extrato de levedura 0,5% 0,022 0,0252 0,04 31,5
Extrato de levedura 1% 0,038 0,0902 0,076 18,24

Fonte: Autor, 2017.

A Figura 4 demonstra o perfil de crescimento celular e consumo de
substrato do cultivo com melago a 5% sem suplementagéo de nitrogénio.
Nesse ensaio a linhagem 28 apresentou baixo crescimento se comparado aos
cultivos anteriores, com concentracdo maxima de 0,7g/L, embora o
crescimento tenha se mantido até as 53h de cultivo. No inicio do cultivo haviam

55¢g/L de glicose e em 45h esse valor foi reduzido para 26,35g/L.

Figura 4: Perfil cinético de B. safensis utilizando melaco 5%, sem suplementacéo.
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Fonte: Autor, 2017.

Na Figura 5, cultivo com suplementacao de 0,5% de melaco, é possivel
observar uma fase exponencial acentuada e caracteristica com crescimento até
as 27h de cultivo, a concentracéo celular atinge 2,07g/L. Nesse periodo houve
elevado consumo de substrato, mais de 50% do substrato e dos 45g/L iniciais

somente 6,46¢g estavam disponiveis ao final do processo fermentativo.
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Figura 5: Perfil cinético da B. safensis utilizando melago 5%, extrato de levedura 0,5%.
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Fonte: Autor, 2017.

Os experimentos com melaco 5% e suplementacdo de nitrogénio de
0,5% apresentaram o px de 0,022 h™, com um tempo de geracdo de 31,5h, Yxs
de 0,04 gx.gs™ e a velocidade de producdo de células a cada hora de cultivo,
Px de 0,252 g/L.h.

Figura 6: Perfil cinético de B. safensis utilizando melago 5% e extrato de levedura 1%.
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Fonte: Autor, 2017.

A Figura 6 mostra o perfil cinético para a linhagem 28 no cultivo em
biorreator com melago 5% e suplementacao de extrato de levedura 1%(v/v). A
concentracdo maxima de células alcancou valores de 2,92g/L em 17h de

cultivo, de 1,38g/L até alcancar essa concentracdo foram aproximadamente
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20g de substrato. O consumo de substrato chegou em 16,30g das 47,36 iniciais

em 24h e caiu para 14,25g em 41h de cultivo.

Os parametros cinéticos com melaco 5% com suplementacdo de
nitrogénio de 1% foram de px= 0,038h™, com um tempo de geracéo de 18,24 h,
YX/S de 0,076 gx.gs -1 e a velocidade de producéo de células a cada hora de
cultivo, Px de 0,0902 g/L.h.

No que tange a suplementagdo com nitrogénio, 0s cultivos nos meios
contendo suplementacdo de extrato de levedura como fonte de nitrogénio
apresentaram maior incremento na biomassa celular. Resultados semelhantes
foram observados em estudos com B. subtilis R14 realizados por Oliveira
(2006).

5.2.3 Cinética de crescimento e consumo de substrato dos experimentos

do planejamento experimental

Os experimentos do planejamento experimental foram realizados
avaliando a influéncia dos fatores: concentracédo de nitrogénio e concentracao
de melago no crescimento microbiano e na producdo do biosurfactante. As
condicBes 5 e 6 sdo as duas repeticdes do ponto central e apresentam 2% de
melaco e 0,5% de extrato de levedura. Os dados por estarem apenas em

duplicata ndo puderam ser submetidos a analise estatistica.

O perfil cinético observado estd demonstrado a seguir nas Figura 5 e
Figura 6. Em ambos graficos, pode ser observado um crescimento moderado
de 0 a 10h de cultivo seguido da fase exponencial que se estende até 32h de
fermentacdo. O valor maximo de concentracdo celular obtido foi de 3,35g/L
para condicdo 5 e 3,4g/L para condi¢cdo 6. O consumo de substrato € mais
acentuado até as 24h de processo e em 32h se mantem constante em

aproximadamente 10% do valor inicial.

Os parametros cinéticos para as condi¢cdes 5 e 6 foram px de 0,031/
0,0281 h -1, com um ty de 22,65/ 23h, YX/S de 0,148 /0,149 gx.gs -1 e Px de
0,04417/ 0,4417 g/L.h. respectivamente como constam na Tabela 14.



Tabela 14: Parametros cinéticos B. safensis planejamento fatorial 2°com triplicata no ponto

central incompleto.

Condicbes Hx max o YIS :
(h-1) (g.L-1.h-1) (gx.gs -1) (h)

1 0,0349 0,0167 0,1694 19.86

5 0,0759 0,0595 0,4181 9,13

3 0,0428 0,0508 0,1754 16,19

4 0,0663 0,0411 0,2228 10,45

5 0,0306 0,0441 0,1487 22,65

6 0,0280 0,0442 0,1498 23,10

Fonte: Autor, 2017.

Figura 7: Perfil cinético da B. safensis utilizando melago 2% e extrato de levedura 0,5%.
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Figura 8: Perfil cinético da B. safensis utilizando melago 2% e extrato de levedura 0,5%.
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Para avaliar a influéncia da concentracdo de nitrogénio foram
comparados os cultivos 1 e 3 (perfil de crescimento celular e consumo de
substrato de acordo Figura 9 e 10) uma vez que diferem apenas na

concentracdo de nitrogénio de seus respectivos.

A Figura 9 (condicéo 3) ilustra um crescimento celular pronunciado até
as 32h de fermentacéo, a concentrac@o celular maxima é de 3,71g/L e atinge
fase estacionaria as 36h de cultivo que se estende até as 60h. Diferentemente
na Figura 10 (condicdo 1) € observado um crescimento muito baixo nas
primeiras 24h quando entdo a linhagem entra em fase exponencial e o perfil da
curva sugere uma fase estacionaria a partir das 48h. Nesse ensaio a
concentragdo maxima de células € de 3,25g/L. Quanto ao consumo de
substrato ao final da fermentacdo a condicdo 3 apresenta 12,99g/L e a
condicdo 1 apresenta 14,26 g/L.

Figura 9: Perfil cinético da B. safensis utilizando melaco 3% e extrato de levedura 1%.
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Fonte: Autor, 2017.
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Figura 10: Perfil cinético da B. safensis utilizando melaco 3% e extrato de levedura 0%.
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Fonte: Autor, 2017.

Os cultivos 2 e 4 também foram comparados com o intuito de avaliar a
influéncia da concentracdo de nitrogénio no perfil de crescimento celular e
consumo de substrato conforme mostra Figura 11 e 12. Para a condigao 2
(melago 1% e extrato de levedura 1%) a linhagem utilizou 9g de substrato e
atingiu uma concentracdo de aproximadamente 3,9g/L de células em 24h,
sugerindo que a relacdo concentracdo de carbono/ concentracdo de nitrogénio
pode otimizar o crescimento celular; Uma vez que a mesma condicdo sem
suplementacdo (condicdo 4) atingiu uma concentragdo maxima de apenas
3,01g/L nas mesmas 24h, porém com consumo quase que total de substrato,

restando menos de 19 ao final da fermentacao.

Figura 11: Perfil cinético da B. safensis utilizando melago 1% e extrato de levedura 1%.
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Fonte: Autor, 2017.
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Figura 12: Perfil cinético da B. safensis utilizando melago 1% e extrato de levedura 0%.
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Fonte: Autor, 2017.

Para avaliar a influéncia da concentracdo de melaco, os cultivos 1 e 4; e
2 e 3 foram comparados tendo em vista que apenas diferem na concentracao
de melago com seus respectivos. Quando comparado os cultivos 1 e 4 nota-se
gue o aumento da oferta de substrato na condicdo 1, favorece o crescimento
celular que atinge uma fase exponencial em 24h e se mantem constante por
pelo menos 60h; Enquanto que para condicdo 4 a fase exponencial esta

compreendida entre 12 e 24h quando comeca a fase de declinio.

Se comparadas as condi¢cfes 2 e 3, a condicdo 3 que apresenta maior
substrato disponivel deveria apresentar o maior crescimento celular porém este
fato ndo é constatado nesse experimento, onde concentracdo celular maxima é
de 3,71g/L e para condicdo 2 uma concentracdo de aproximadamente 3,9g/L
de células. A relacdo carbono/nitrogénio pode explicar esse resultado. A
condicdo 2 também usa uma menor concentracdo de substrato 9g versus as

14g utilizadas na condicéo 3.

5.3 Producao do biossurfactante

E caracteristica do processo fermentativo de sintese de biossurfactante
a producdo de espuma. Esse fato foi observado nos cultivos, principalmente
nos cultivos realizados em biorreator com suplementacdo de extrato de
levedura, como € o caso do cultivo com 5% de melaco e 0,5% de extrato de

levedura representado na Figura 13.
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Figura 13: Cultivo em biorreator (a). B. safensis, melaco 5%, extrato de levedura 1%, 200 rpm,
pH 6,8, 37°C. Formacao de espuma as 17h de cultivo (b-c). Espuma condensada ap6s 21h de

cultivo(d).

Fonte: Autor, 2017.

5.3.1 indice de emulsificacdo

Os resultados dos indices de emulsificacdo estdo demonstrados a partir
das 40h de processo fermentativo onde se observou maior crescimento celular.

As figuras a seguir representam o perfil obtido em dadas condi¢des.

Uma ocorréncia constante nos indices de emulsificacdo foi a auséncia
de indices consideraveis para o 6leo vegetal e querosene, como verificado na
Figura 14. Para o 6leo de motor foram observados indices de emulsificacédo
consideraveis que indicam de maneira indireta a producdo do biossurfactante.
O indicativo de producéo de biossurfactante foi maior no cultivo com sacarose

gue com glicose, o cultivo com glicose apresentou o melhor indice de
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emulsificacdo em 63h de cultivo de 67% de emulsificacédo (Figura 15). O cultivo
com sacarose apresentou valores maiores que 60% a partir das 41h e apenas
em 73h de cultivo esse indicativo descresse (Figura 16).

Figura 14: Teste de emulsificacdo com 6leo de motor (a), 6leo vegetal (b) e querosene (c)

utilizando caldo fermentado B. safensis, melaco 5% e extrato de levedura 0,5%.

Fonte: Autor, 2017.

Um estudo mostrou que em 48h uma concentracdo maxima de
biossurfactante é produzida e que sua producdo permaneceu constante até
72h para B. subtilis em biorreator utilizando um meio mineral suplementado
com glicose e frutose. Esse mesmo estudo concluiu também que a produgéo
de biossurfactante ocorreu em associacdo com o crescimento celular (GIRO,
2009).
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Figura 15: Perfil da porcentagem de emulsificacio B. safensis em glicose.
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Fonte: Autor, 2017.

Figura 16: Perfil da porcentagem de emulsificacdo B. safensis em sacarose.
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Fonte: Autor, 2017.

Para o cultivo em biorreator com melaco 5% e sem suplementacéo de
nitrogénio um baixo indice de emulsificacao foi observado, média de 17% para
45h, 53h e 60h (Figura 17). Os cultivos com suplementacdo apresentaram
médias maiores, sendo a média do suplementado com 0,5% de extrato de
levedura de 52% para 44h, 55h e 80h (Figura 18); e a média do suplementado
com 1% de extrato de levedura de 29% para 41h, 50h e 60h (Figura 19); todos
0S casos para 0leo de motor, os demais 6leos ndo apresentaram indices de

emulsificacdo consideraveis.
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Figura 17: Perfil da porcentagem de emulsificacdo B. safensis em melaco 5%, extrato de
levedura 0%.
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Figura 18: Perfil da porcentagem de emulsificagdo B. safensis em melago 5%, extrato de
levedura 0,5%.

Melago 5% Extrato de levedura 0,5 %

= Oléo de motor

m Oleo vegetal

Querosene

44 55 80
Tempo (h)

indice de emulsificagéo
(%)
D
o
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Figura 19: Perfil da porcentagem de emulsificacdo B. safensis em melago 5%, extrato de
levedura 1%.
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Para o planejamento experimental os indices de emulsificacdo com 6éleo
de motor (Figura 20) foram todos superiores a 55%, exceto para a condicéo 4
que obteve a menor média num valor de 37,78% para 32h, 50h e 60h. As
condicbes 4 e 5 apresentaram as maiores médias de indices de emulsificacédo
em torno de 67%e o tempo de 60h foi que apresentou o maior valor, 71% de
emulsificagao.

Figura 20: Perfil da porcentagem de emulsificacdo para 6leo de motor B. safensis —
planejamento experimental.

Planejamento experimental - B. safensis

o 80,00%
70,00%
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% -

a

indice de emulsificag

32 50 60
Tempo (h)

m Condi¢do 1 ®Condigdo 2 ® Condi¢do 3 ®Condi¢do 4 mCondi¢do 5 ® Condigéo 6

Fonte: Autor, 2017.

5.3.2 Tenséo superficial

A medida da tensao superficial para os experimentos com melago 5% foi
aferida ponto a ponto (Tabela 15). Observa-se que nos pontos 2 e 3 (entre 15 e
17h de cultivo) a tensdo superficial comeca a reduzir para os cultivos com

suplementacao de nitrogénio.

Alguns autores relatam que biossurfactantes de alto peso molecular
podem ser proteinas (LEVISAUSKAS et al., 2004). Desta forma a relacéo
carbono-nitrogénio (C/N) é um fator importante para a producdo dessa

proteina.
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Tabela 15: Tenséo superficial B. safensis, experimentos com melago 5%.

Tensao ATS

Melaco 5% o Oh 3h 6h 20h 32h 53h 60h i
Superficial max

Extrato de levedura 0% 725 69 71,9 71 71 714 | 71,7 3,5
Extrato de levedura 0,5% 71,2 70,6 708 | 69,6 | 68,7 683 | 67,4 3,8
Extrato de levedura 1% 71,4 71,2 59,3 65,5 65,6 65,2 67,1 12,1

Fonte: Autor, 2017.

A medida da tensdo superficial para o planejamento experimental esti

descrita na Tabela 16. Foram aferidas as tensdes superficiais dos pontos

iniciais e finais de cada condicdo. A condicdo que mais reduziu a tenséo foi a

condicdo 3 que apresenta 3% de melaco e 1% de nitrogénio.

Tabela 16: Tenséo superficial B. safensis, experimentos do planejamento experimental.

Tensé&o superficial P; (Oh) Ps (60h) ATS
C1 73,6 69.9 3,7
c2 72,3 70.2 2,1
C3 72 62,2 9,8
c4 73,2 70,4 2,8
C5 72,5 67.1 5,4
Cé6 72,3 66.9 5,4

Fonte: Autor, 2017.

Embora haja indicativos da producéo de biossurfactante em nenhum dos

cultivos a tensao superficial foi reduzida para valores menores que 59,3 mN/m,

valor esse obtido no cultivo com melaco 5% e extrato de levedura 1%.

Nitschke; Ferraz; Pastore (2014) observaram a reducdo da tensdo superficial

para alguns isolados bacterianos a partir de melaco, de 72 mN/m para 34,97

mN/m resultado que ndo se assemelha com os obtidos nesse estudo.

A produgéo de biossurfactante pelo isolado 28 pode esta relacionada ao

crescimento celular, como ocorre com Bacillus sp. (VALTER, 1986), no entanto,

este ndo € um fator determinante; sendo muito mais consideravel a relacéo

entre carbono e nitrogénio oferecida. Khianngam et al. (2014) descreveu

linhagens de B. safensis capazes de produzir enzimas industriais como
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amilases, celulases, proteases e lipases; pode-se inferir que a producdo de
enzimas justificaria entdo a auséncia de consideraveis reducfes superficiais

devido desvios da rota metabodlica.

5.3.3 Pré-purificacdo do biossurfactante

O caldo fermentado e espuma dos experimentos conduzidos em
biorreator com concentracdo de 5% de melaco foram recuperados e o
rendimento em produto isolado foi de 0,03320 / 0,0023 g/mL para o
experimento sem suplementacao de nitrogénio, de 0,06115/ 0,00499 g/mL para
0 experimento com 0,5% de suplementacdo e de 0,04759/ 0,0043 g/mL para o
com 1% de suplementacdo, para uma relacdo caldo fermentado e a espuma

respectivamente.

Tabela 17: Pré-purificacdo do biossurfactante de B. safensis experimentos com melaco 5%.

Melago 5% | Pré-purificado | Caldo Fermentado Espuma
(g/ml) (g/ml)
Extrato de levedura 0% 0,03320 0,0023
Extrato de levedura 0,5% 0,06115 0,00499
Extrato de levedura 1% 0,04759 0,0043

Fonte: Autor, 2017.

Em posse dos dados da pré-purificacdo infere-se que para a mesma
concentracdo de melaco 5%, a melhor condicdo de suplementacdo de
nitrogénio foi de 0,5% (Tabela 17).

Bezerra (2016) em um estudo com linhagem isolada de poco de
petroleo em Mossoré/Natal, utilizando melago observou que para as mesmas
condicbes de aeracao, temperatura, rotacdo e concentracdo de substrato, o
aumento da concentracéo de nitrogénio favorecia a sintese do biossurfactante,

porém a concentracdo maxima avaliada por ele foi de 3% de melaco.

Os valores pré-purificados do biossurfactante para a melhor condicéo
estdo proximos dos valores relatados na literatura COUTTE et al (2010),
descreve para B. subtilis ATCC 21332, produc¢des de biossurfactante préximas
a 500 mg.L ™.
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6 CONCLUSOES

O residuo de melago de cana apresentou resultados promissores e pode
ser explorado como substrato alternativo para a producao de biossurfactantes

de baixo custo.

A B. safensis (isolado 28) demonstrou indicios de producdo de
biossurfactante com alta atividade emulsificante, porém requer mais estudos

para esclarecimento do perfil de biossurfactante produzido.

Ao que se refere a fermentacdo em estado submerso utilizando melaco-
de-cana como substrato, a linhagem B. safensis (isolado 28) tem melhor
crescimento em meios suplementados com extrato de levedura (fonte de

nitrogénio) com melhor capacidade de emulsificacao.
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APENDICE A Linearizacg&o [X] do cultivo com glicose.
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APENDICE B Linearizac¢&o [X] do cultivo com sacarose.
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APENDICE C Linearizac&o [X] do cultivo com melago 5% e 0% de extrato de

levedura.
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APENDICE D Linearizac&o [X] do cultivo com melaco 5% e 0,5% de extrato de

levedura.
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APENDICE E Linearizacg&o [X] do cultivo com melaco 5% e 1% de extrato de

levedura.
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APENDICE F L
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APENDICE G Linearizacéo [X] do planejamento experimental — condicéo 2.
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APENDICE H L

inearizagao [X] do planejamento experimental — condigdo 3.
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APENDICE | Linearizac&o [X] do planejamento experimental — condic&o 4.
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APENDICE J Linearizago [X] do planejamento experimental — condig&o 5.
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APENDICE K Linearizacéo [X] do planejamento experimental — condic&o 6.
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