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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas de origem microbiana que agem em interfaces
agua/oleo ou oleo/agua reduzindo as tensdes superficiais e interfaciais entre elas e assim
tornando alguns compostos mais misciveis. Em comparacdo aos surfactantes sintéticos,
apresentam diversas vantagens, como a biodegradabilidade e baixa toxicidade conferindo-lhes
relevada importancia. Entretanto, apesar dos beneficios, o processo de producdo de
biossurfactantes necessita ser barateado de modo a substituir os surfactantes sintéticos
existentes no mercado. A utilizacdo de substrato de menor custo é uma estratégia de tornar o
processo mais competitivo em escala industrial. Residuos agroindustriais, por serem compostos
altamente nutritivos para o desenvolvimento microbiano, séo exemplos de meios de cultivo de
baixo custo para producdo de biossurfactantes. Assim, o objetivo desse estudo foi a producao
de biossurfactante utilizando meio contendo extrato aquoso da algaroba e a &gua do
processamento Umido do milho e, ainda, analisar a toxicidade do biossurfactante produzido em
peixe-zebra (Danio rerio). Os experimentos foram conduzidos em incubadora shaker (200 rpm
a 37 °C, 96 horas), utilizando a linhagem de Bacillus subtilis UFPEDA 16 em meio constituido
por 10 % (v/v) do extrato aquoso do macerado de milho e 20 % (v/v) de extrato aquoso da
algaroba. O crescimento microbiano foi acompanhado utilizando espectrofotometria (600 nm)
e peso seco, o consumo de substrato foi determinado por quantificacdo de agUcares redutores,
utilizando método DNS e a producdo de biossurfactante foi determinada por indice de
emulsificacdo e precipitacdo acida do meio cultivado. A fase exponencial observada durante o
processo foi de 0 a 48 horas, chegando a concentragdo maxima de biomassa de 4,64 g/L, do
qual foi possivel registrar 6,2 g/L de consumo de acUcares redutores. O alto indice de
emulsificacdo foi constatado para 6leo de motor (82 %) e 6leo vegetal (64 %). Ao final do
processo, a concentracdo de biossurfactantes foi de 30 mg/L. Os pardmetros cinéticos que
foram avaliados, em relacéo a velocidade especifica de crescimento (Hxmax = 0,0170 h?) e fator
de conversdo de substrato em células (Yx;s = 0,0517 gx/gs), foram satisfatorios quando
considera-se que o meio utilizado foi composto por residuos agroindustriais, sem a utilizacéo
suplementacao nutricional. Foi observado baixa toxicidade do biossurfactante no organismo
modelo, obtendo um CLso > 100 mg/L, divergindo dos surfactantes sintéticos, demonstrando
que o biossurfactante produzido néo oferece risco ao ambiente. O meio utilizado, nas condi¢des
analisadas, mostrou-se favoravel ao crescimento da linhagem B. subtilis UFPEDA 16 e
producéo de biossurfactantes de baixa toxicidade e de alta atividade emulsificante.

Palavras chave: Bacillus subtilis, extrato de algaroba, macerado de milho.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules of microbial origin that act at water / oil or oil / water
interfaces, reducing surface and interfacial tensions between them and thus making some
compounds more miscible. In comparison to synthetic surfactants, they present several
advantages, such as biodegradability and low toxicity, giving them a relevant importance.
However, despite the benefits, the production of biosurfactants needs to be made cheaper in
order to replace the synthetic surfactants on the market. The use of lower cost substrate is a
strategy to make the process more competitive on an industrial scale. Agro-industrial residues,
as they are highly nutritious compounds for microbial development, are examples of low-cost
culture media for the production of biosurfactants. Thus, the objective of this study was the
production of biosurfactant using medium containing aqueous extract of mesquite and corn
macerate, and to analyze the toxicity of the biosurfactant produced in zebrafish (Danio rerio).
The experiments were carried out in a shaker incubator (200 rpm at 37°C, 96 hours), using the
line of Bacillus subtilis UFPEDA 16 in a medium consisting of 10% (v / v) of the aqueous
extract of corn macerate and 20% (v / v) ) of aqueous extract of the mesquite. Microbial growth
was monitored using spectrophotometry (600 nm) and dry weight, substrate consumption was
determined by quantification of reducing sugars, using DNS method and the production of
biosurfactant was determined by the emulsification index and acid precipitation of the
cultivated medium. The exponential phase observed during the process was from 0 to 48 hours,
reaching a maximum biomass concentration of 4.64 g / L, of which it was possible to record
6.2 g / L of reducing sugar consumption. The high emulsification index was found for motor
oil (82%) and vegetable oil (64%). At the end of the process, the concentration of biosurfactants
was 30 mg / L. The kinetic parameters were evaluated, in relation to the specific growth rate
(Mxmax = 0.0170 h'!) and substrate conversion factor in cells (Yxs = 0.0517 gx / gs) were
satisfactory when considering that the medium used was composed of agro-industrial residues,
without the use of nutritional supplementation. Low toxicity of the biosurfactant was observed
in the model organism, obtaining an LC50 > 100 mg / L, diverging from synthetic surfactants,
demonstrating that the produced biosurfactant does not pose a risk to the environment. The
medium used, under the conditions analyzed, was favorable to the growth of the B. subtilis
UFPEDA 16 strain and the production of biosurfactants with low toxicity and high emulsifying
activity.

Key words: Bacillus subtilis, mesquite extract, corn macerate
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos amplamente utilizados em diversos processos
industriais. Por sua natureza anfipatica, ou seja, a molécula é composta por partes hidrofébicas
e hidrofilicas, possui a capacidade de se distribuir entre as interfaces de fases fluidas com
diferentes polaridades, consequentemente reduzindo a tensdo superficial (NITSCHKE;
PASTORE 2002).

Porém, apesar dos beneficios, a grande maioria dos surfactantes é sintetizada utilizando
derivados de petréleo, uma matéria prima ndo renovavel. Entretanto, o aumento da preocupacdo
ambiental entre os consumidores (NITSCHKE; PASTORE, 2002) estimula alternativas
sustentaveis a substituicdo desses produtos por serem contaminantes ambientais, sendo
prejudicial principalmente ao ambiente aquatico (OLIVEIRA,2017). Com isso, a producdo de
moléculas com as mesmas funcionalidades sem o efeito danoso ao ambiente é essencial para a
industria. Assim, os biossurfactantes que sdo surfactantes naturais e biodegradaveis
potencializam sua utilizagdo no mercado

Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por microrganismos e classificados de
acordo com sua estrutura e origem microbiana. S&o compostos que tém a capacidade de
diminuir a tensdo superficial, consequentemente possuindo alta atividade emulsificante
(NITSCHKE; PASTORE 2002), sendo também biodegradaveis, eficazes em pH e temperaturas
extremas (ROCHA, 2009). Além de possuir uma toxicidade muito mais baixa que 0s seus
similares sintéticos, sendo importantes para inddstrias e para 0 meio ambiente (Banat et al.,
2014).

Apesar das inimeras vantagens, o alto custo do processo de producao e recuperacao do
produto constituem um entrave para sua utilizacdo em escala industrial (ROCHA, 2009).
Contudo, é necessario tornar mais competitivo a producdo de biossurfactantes no mercado.
Assim, a utilizacdo de matérias primas mais baratas pode viabilizar a sua producéo, ja que elas
contabilizam 30 % do custo global do processo (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Uma alternativa potencial para baratear o custo de producdo de biossurfactantes é a
utilizacdo de residuos agroindustriais, compostos com alto teor de carboidratos e lipidios, com
nutrientes necessarios para o crescimento celular e consequentemente para a producdo de
biossurfactantes (NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004). Assim, residuos ou subprodutos
agroindustriais oriundos de culturas que normalmente sdo realizadas na regido tornam-se

desejaveis para serem utilizados como fonte nutricional para desenvolvimento de
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microrganismos e consequentemente, obtengéo de produtos como maior valor agregado como,
por exemplo, os biossurfactantes.

O bagago do milho é um subproduto agroindustrial proveniente do processamento
umido do milho, sendo muito utilizado como alimentacdo suplementar para ruminantes. E
composto por carboidratos, aminoacidos, peptideos e minerais, apresentando grande potencial
de uso devido a sua composicdo e caracteristicas fisico-quimicas (NELANIA et al., 2015).
Portanto, pode ser utilizado como fonte de carbono, quando se considera a quantidade de amido
presente em sua estrutura, ou ainda, como fonte de nitrogénio ao se considerar 0s aminoacidos
presentes. Tornando-se uma excelente fonte nutricional para os meios de cultura de crescimento
microbiano. Assim como o residuo de processamento de milho, outra fonte potencial de
nutrientes € a algaroba, leguminosa xerdéfila, que possui vagem rica em proteina, gordura,
vitaminas, sais minerais e, principalmente, sacarose e amido (BORGES, 2004). Por conta dos
nutrientes, o residuo do processamento de milho e o extrato aquoso da algaroba podem ser
considerados como boas alternativas de substratos para a producéo de biossurfactante (DIAS,
2018; ANDRADE et al., 2019).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi analisar o potencial do meio composto
por extrato aquoso de algaroba e do processamento de milho como fonte de carbono e
suplemento de nitrogénio, respectivamente, para o crescimento celular e producdo de
biossurfactante, utilizando a linhagem de Bacillus subtilis UFPEDAL16, além de analisar a

toxicidade do produto utilizando o peixe-zebra como modelo.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial do meio composto por extrato aquoso da algaroba e do residuo imido do

processamento de milho para producédo de biossurfactantes,

2.2. Objetivos Especificos
e Avaliar a produgdo de biossurfactantes por B. subtilis UFPEDA 16 em meio contendo

extrato aquoso da algaroba e do milho;

e Caracterizar 0 meio composto por extrato aquoso da algaroba e do residuo Umido do
processamento de milho quanto ao teor de agUcar redutor, agucar redutor total e
proteinas;

e Auvaliar o crescimento celular e consumo de substrato e producédo de biossurfactantes;

e Avaliar o indice de emulsificacdo de biossurfactantes em compostos hidrofobicos;

e Avaliar os parametros cinéticos do processo de producdo de biossurfactantes.

e Auvaliar a toxicidade do biossurfactante produzido pela linhagem B. subtilis UFPEDA

16, utilizando embrides de peixe-zebra como modelo experimental.



16

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
.3.1 Surfactantes sintéticos

Os surfactantes sintéticos sao compostos anfipaticos, ou seja, possui em sua estrutura
partes hidrofdbicas, constituida por uma cadeia hidrocarbonada e por uma parte hidrofilica,
onde, dependendo do grupo funcional, a estrutura pode ser ibnica ou ndo ibnica
(NAKAMA,2017).

Por conta das suas caracteristicas, os surfactantes reduzem as tensdes superficiais e
interfaciais, e isso se d&, pelo fato do mesmo se acumular entre interfaces de fluidos imisciveis,
formando filmes moleculares e aumentando a solubilidade e mobilidade de compostos apolares
(SINGH, 2007). Com isso, essas moléculas apresentam importantes propriedades, como
detergéncia, emulsificagéo, lubrificacdo, capacidade espumante e umectante, solubilizacdo e
dispersdo de fases (KOSARIC, 1992).

Devido as suas propriedades, o surfactante move a economia exponencialmente,
segundo o Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES), em 2012, o
mercado de surfactantes atingiu cerca de 26,9 bilhGes de ddlares, com a expectativa de
crescimento até 2020 de 4,2%. 1sso ocorre por conta da aplicagdo de surfactantes em diversos
setores, incluindo as industrias de produtos de limpeza, petrolifera, farmacéuticas, e de
cosméticos (NITSCHKE; PASTORE, 2006; NAKAMA, 2017)

A grande maioria dos surfactantes comercializados atualmente é sintetizada
quimicamente a partir de recursos petroquimicos, matriz ndo renovavel, que é apenas
parcialmente biodegradavel, causando efeitos prejudiciais ao meio ambiente. (NITSCHKE;
PASTORE, 2006; GUDINA, 2015). Devido & crescente conscientizacdo ambiental, a demanda
por surfactantes obtidos a partir de recursos de base bioldgica é crescente, como os surfactantes
obtidos por meio do metabolismo de microrganismos, conhecidos como biossurfactantes
(VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015; GUDINA, 2015)

3.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo metabdlitos sintetizados por diversas espéecies de
microrganismos, como leveduras e bactérias, geralmente durante a fase de crescimento no ciclo
microbiano (MORAES, 2010). Eles possuem propriedades variadas, incluindo a capacidade de
reduzir a tensdo superficial e interfacial de liquidos, formando micelas e microemulsdes entre
duas diferentes fases imisciveis (BANAT et al., 2010; DIAS, 2019). Portanto, conferindo-lhes
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caracteristicas similares aos surfactantes sintéticos (SILVA, 2017) 2017).

3.2.1 Classificacdo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo divididos de acordo com sua estrutura, em classes com
compostos de baixo peso molecular, como lipopeptideos, glicolipidios e proteinas, e polimeros
de alto peso molecular, como polissacarideos, lipoproteinas entre outros (SILVA, 2017).

Além dessa classificacdo, os biossurfactantes sdo classificados de acordo com sua
origem microbiana, as principais classes incluem: glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas,
fosfolipideos e &cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Figura 1)
(NITSCHKE; PASTORE, 2002). Essa classificacéo esta relacionada com a capacidade de cada
microrganismo de sintetizar um tensoativo biolégico diferente e com caracteristicas especificas.
A quantidade e qualidade destes tensoativos bioldgicos difere de acordo com: 0 microrganismo
produtor, a quantidade de substrato disponivel para consumo, a concentracdo de ions com 0
nitrogénio, fosforo, magnésio, ferro e manganés no meio de cultivo e, além das condicdes de
operacgdo da cultura como: pH, temperatura, agitacdo, oxigenacao e taxa de diluicdo (BANAT,
1995).

Figura 1: Classificagdo do biossurfactante.

Tipo de biossurfactante Microrganismo
Glicolipidios
* Ramnolipidios *  Pseudomonas
* Soforolipidios aeruginosa
¢ Trehalolipidios *  Torulopsis bombicola,
T. apicola

*  Rhodococcus
erythropolis
*  Mycobacterium sp.

Lipopeptidios/
Lipoproteinas
* Peptideo-lipidio ¢ Bacillus
* \Viscosina licheniformis
*  Serrawetina *  Pseudomonas
* Surfactina fluorescens
®  Subtilisina s Serratio
* Gramicidina marcescens
* Polimixina *  Bacillus subtilis

*  Bacillus subtilis
*  Bacillus brevis
* Bacillus polymyxa
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Acidos graxos, lipidios L
neutros e fosfolipidios

» Acidos graxos * Corynebacterium
* Lipidios neutros lepus
* Fosfolipidios *  Nocardia
erythropolis
*  Thiobacillus
thicoxidans

Surfactantes poliméricos

*  Emulsan * Acinetobacter
* Biodispersan calcoaceticus
*  Liposan *  Acinetobacter
¢ Carboidrato-lipidio- calcoaceticus
proteina Manana-lipidio- & Candida lipolytica
proteina *  Pseudomonas
fluorescens

® Candida tropicalis

Surfactantes particulados
*  Vesiculas o Acinetobacter
¢ (Células calcoaceticus

Fonte: Desai e Banat (1997)

3.2.2 Propriedades dos biossurfactantes
Os diferentes grupos de biossurfactantes exibem diversas propriedades e

indicam uma variedade de funcdes fisiolégicas no microrganismo produtor, como:

e Atividade superficial e interfacial: As moléculas de 4gua sdo mantidas juntas
por interacOes intermoleculares, do tipo ponte de hidrogénio, resultando em uma
tensdo na superficie. Os biossurfactantes, em consequéncia da sua estrutura ,
conseguem aumentar a area de umectacdo, com isso, sdo capazes de reduzir a
tensdo superficial da agua de 72 para 35 mN/m e a tensdo interfacial (gua/éleo)
do n-hexadecano de 40 para 1 mN/m (SANTOS et al., 2016; BAIO, 2015);

e Tolerancia a pH, temperatura, forca iénica: Alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em ambientes com
condigOes extremas. Biossurfactantes produzidos por B. subtilis, utilizando a
manipueira como substrato a 35° C, é estavel a temperatura de 100 °C por 140

minutos e a 121 °C por até 60 minutos, a concentracdo de 2,5 a 20 % de NaCl e
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na faixa de pH de 6 a 10 (BARROS, 2008);

e Biodegradabilidade: Diferentes dos surfactantes quimicos, os biossurfactantes
sdo facilmente degradaveis na dgua e no solo, 0 que os tornam adequados para
aplicacbes em biorremediacdo e tratamento de residuos (MULLIGAN; GIBBS,
1993; NITSCHKE; PASTORE, 2002);

e Especificidade: Biossurfactantes s@o moléculas complexas com grupos
funcionais especificos e, portanto, muitas vezes tém acao especifica. Isso é de
particular interesse na desintoxicagdo de diferentes poluentes e na
desemulsificacdo de emulsGes industriais, bem como em aplicagdes
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas especificas (SANTOS, 2016);

e Outro ponto importante é a possibilidade de producéo por meio da utilizacdo de
residuos agroindustriais como substrato, divergindo do sintético, que tem o
petréleo como matéria prima, podendo assim, encarecer o valor do produto final
(MAKKAR et al., 2011).

3.2.2.1 Toxicidade dos biossurfactantes

Em relacdo a toxicidade, os biossurfactantes diferem dos surfactantes sintéticos, pois
apresentam menor toxicidade em diversos organismos, como exemplo, os glicolipideos de
espécies de Rhodococcus 413A foram 50 % menos toxicas do que Tween 80 em testes de
solubilizagdo de naftaleno (KANGA, 1997). Edwards e colaboradores (2003) compararam
surfactantes sintéticos e biossurfactantes, utilizando Menidia beryllina e Mysidopsis bahia, no

qual foi possivel provar que o Emulsan foi bem menos toxico que o Triton X-100.

3.3 Producéo dos biossurfactantes

A eficiéncia de um bioprocesso é a base para qualquer inddstria biotecnologica,
incluindo aquela voltada para a producéao de biossurfactantes. Neste caso, a busca pelo aumento
da produtividade demanda a adi¢cdo de componentes ao meio de cultura que induzirdo a maxima
ou Otima produtividade (CIAPINA, 2008). Os biossurfactantes podem ser obtidos por
bioprocessos simples e sua producdo requer geralmente a presenca de fonte de carbono, que
vai diferenciar as vias metabolicas envolvidas na sintese de precursores para a producéo, fonte
de nitrogénio no meio de cultura e fatores como aeracéo, pH e temperatura étimos (NITSCHKE
et al., 2004; SANTOS, 2016). Apesar de possuir muitas vantagens em relagdo aos surfactantes

sintéticos, a producdo de biossurfactantes ndo tem sido muito utilizada, em consequéncia do



20

custo do processo e o baixo rendimento do produto (FARIA, 2010). A producdo de
biossurfactantes ainda tem um custo maior que a producéo de seus sintéticos equivalentes, com
isso, 0 grande desafio € tracar estratégias para baratear o processo de producao em larga escala
(HUDAK; CASSIDY, 2004).

A utilizacdo de substratos alternativos como residuos agroindustriais ¢ uma das
estratégias atrativas para a producdo econdmica de biossurfactantes, visto que 10 a 30 % da
matéria-prima representa o custo total de um produto biotecnoldgico (CIAPINA, 2008). Muitos
residuos ou subprodutos agroindustriais, mesmo depois do processamento, ainda s&o ricos em
fontes de carboidratos, lipideos e nitrogénio essenciais. Logo, a selecdo de meio de cultura
contendo tais residuos pode garantir o equilibrio adequado de nutrientes para permitir o
crescimento microbiano e a consequente producdo de biossurfactante (SANTOS, 2007,
SANTOS, 2016). Os ganhos econémicos liquidos em substituicdo aos custos de producédo e
aplicabilidade serdo os fatores determinantes para o uso de materiais renovaveis na producéo
de biossurfactantes (MAKKAR, 2011).

Na literatura, ha diversos usos de residuos agroindustriais, correspondendo a fonte de
carbono, para producédo de biossurfactantes. Barros (2008) observou a producgéo de surfactina
por B. subtilis utilizando manipueira. A utilizagdo de 6leo de soja e o 6leo residual de fritura
foi relatada por Castiglioni (2009) e Morais (2012). Outros residuos também foram analisados
como potenciais para producdo de biossurfactantes como o soro do leite sendo a principal fonte
de nutrientes (VERA, 2017). Em alguns casos, suplementacdo com fontes de nitrogénio
também foi utilizada: milhocina, extrato de levedura, ureia, etc. Logo, a escolha de cada meio
dependeréa do produto final que se deseja obter (SLIVINSKI, 2007).

3.3.2 Bacillus subtilis

H& uma variedade de microrganismos produtores de biossurfactantes, bactérias,
leveduras e fungos. Embora a estrutura do B. subtilis seja definida pela origem e genética, outros
fatores podem influenciar, como as circunstancias ambientais e natureza do substrato, tendo a
producdo normalmente como consequéncia as respostas de condi¢cdes do ambiente (SAMPAIO,
1995; SOBRINHO, 2007).

Os B. subtilis (Figura 2) que sdo caracterizados morfologicamente por bastonetes gram-
positivos aerébicos é um dos principais microrganismos para producéo de biossurfactantes. Séo
responsaveis por produzir biossurfactantes do tipo lipopeptideos, que podem ser divididos em

trés familias compostas por peptideos ciclicos com diferentes estruturas: surfactina, iturina
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(iturinas, micosubtilisinas e bacilomicinas) e fengicina (Figura 3). Estas familias subdividem-
se em isoformas, que diferem na composicdo dos aminoacidos. As isoformas podem ainda
apresentar uma subdivisdo em séries homologas, que variam no nimero de atomos de carbono
que compdem a cadeia lipidica (BUGAY, 2009).

B. subtilis é considerado um microrganismo adequado para a producdo de
biossurfactante devido a auséncia de patogenicidade, classificado como GRAS (generally
regarded as safe) pelo FDA, o que permite a utilizacdo de seus produtos metabdlitos em
industrias alimenticia e farmacéutica, além da habilidade do género Bacillus de ser capaz de
secretar proteinas extracelulares diretamente no meio de cultura, fator importante para a
producdo de biossurfactantes, antibioticos e enzimas. Logo, sendo responsavel pela producédo
de 60% das enzimas disponiveis no mercado (NEVES et al., 2007; PHAN et al., 2006).

Figura 2: Morfologia do Bacillus subtilis.

Fonte:https://www.cambridgecommodities.com/news/view,actibiobs-how-bacillus-subtilis-takes-actibio-to-the-
next-level_812.htm
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Figura 3: Lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis
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Fonte: Mongkolthanaruk (2012)

3.3.3 Surfactina

A surfactina € um antibiotico lipopeptideo ciclico com um peso molecular de 1,036
(g/mol). Contém uma mistura de varios beta-hidroxi-acidos graxos com cadeias de 13 a 15
atomos de carbono como sua porgéo lipidica, permitindo a existéncia de diferentes compostos
homdlogos e isdbmeros. Seu principal componente é o acido 3-hidroxi-13-metil miristico, que
forma um lactona com um heptapeptideo aniénico (VOLLENBROICH et al., 1997; BARROS,
2007).

A biossintese mais acentuada da surfactina ocorre na fase estacionaria de crescimento
do género Bacillus, devido a deficiéncia de nutrientes e oxigénio, gerando a ativacdo de
diferentes estratégias de sobrevivéncia, incluindo sintese de antibidticos, esporulacdo e
producdo de enzimas degradativas extracelulares (SANTOS et al., 2019).

E um dos biossurfactantes mais potentes, capaz de reduzir a tensdo superficial de 72 a
27,9 mN.m™ em concentragdes de até 0,005 %, sendo mais potente que outros biossurfactantes
e a alguns surfactantes sintéticos, como dodecilsulfato de sodio (SDS) (BARROS, 2007;
FARIA, 2010).
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A atividade biologica da surfactina depende da sua estrutura, principalmente os
diferentes aminoacidos presentes que causam mudancgas significativas em suas propriedades
devido a modificacao da distribuicdo polar/apolar e/ou da acessibilidade de grupos carboxilicos
a cétions (BARRQOS, 2007). Além das atividades tensoativas, na Tabela 1 pode-se observar

outras funcdes da surfactina.

Tabela 1: Principais func¢des da surfactina.

Funcio da surfactina

Bactericida

Fungicida

Antiviral

Agente antitumoral

Inibidor da formagiio de codgulos fibrinosos
Antimicoplasmitico

Veiculo para administracio de drogas via pulmonar

Fonte: Barros (2007)

3.3.4 Algaroba

A algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.) é uma espécie originaria do deserto de Piura
no Peru e faz parte do género Prosopis pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae com cerca de 44 espécies (SILVA, 2007). Uma das principais caracteristicas é
sua facil adaptacdo em regides secas, possuindo tolerancia a salinidade e a solos com poucos
nutrientes, sendo importante para a alimentacdo de animais daquela area (BRAGA et al., 2009).

Em relacdo a andlise fisico-quimica da algaroba (Tabela 2), é perceptivel a
predominancia do agucares, principalmente da sacarose, como principal nutriente da espeécie,
chegando a apresentar em sua composicao quimica de 46% e 29% de sacarose, além de 25-28
% de glicose, 11-17 % de amido, 7-11 % de proteinas, 14-20 % de acidos organicos, pectinas e
demais substancias (SILVA et al., 2007; SILVA, 2020). Deste modo, as vagens de algaroba,
concentra-se no seu valor nutritivo, constituindo uma rica fonte de carboidratos com valores de

energia bruta comparado com outros residuos (STEIN et al., 2005).
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Tabela 2: Analise fisico-quimica da algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.)

Andlises 2100 g
Umidade 58109
Acncares totais 56.5+ 0.4
Acticares redutores 4.6+ 03
Fibra alimentar total 7.2+05
Proteinas 9.0+ 1.5
Cinzas 36201
Extrato etéreo 21+1.3
Tanino 03200

Fonte: Silva (2007)

Por ser uma espécie exatica, a falta de um manejo adequado, ou a adaptacao regional da
leguminosa, ou ainda, a facilidade de dispersdo promovida pelos rebanhos, dentre outros
fatores, transforma a algarobeira em problema que gera muitas discussées polémicas segundo
alguns pesquisadores (PEGADO et al., 2006). Logo, para uma possivel solugcdo neste impasse
seria 0 estudo de como agregar valor a vagem de algaroba, explorando seu potencial
fermentescivel para desenvolvimento de produtos com alto potencial biotecnolégico.

3.3.5 Residuo Umido do processamento de milho

O milho (Zea mays L.) faz parte da familia Poaceae e apresenta grande importancia
para o Brasil, sendo cultivado em varias regides do pais, além de ser um dos trés cultivares mais
cultivados do mundo, com a produ¢do em quase todos 0s continentes, sendo sua importancia
econbmica caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacdo. Os grdos de milho sdo
compostos por diversos nutrientes, tendo a proteina como um dos principais, chegando a quase
10 %, com uma grande quantidade de aminoacidos essenciais presente (PAES, 2006).

Os residuos de extracdo (bagacos) (Figura 4) sdo uns dos principais coprodutos
industriais gerados na agroindustrializacdo do milho, e sdo de dificil descarte e utilidade,
entretanto, quando utilizados para elaboragdo de novos produtos podem agregar propriedades
funcionais, principalmente relacionadas a fatores nutricionais (Tabela 3) (MARQUES, 2016) .

Com isso, sendo uma alternativa para meios de cultura, visto que ha a necessidade de
compostos nitrogenados pelos organismos fermentadores, tanto para o crescimento microbiano
quanto para a producdo de metabolitos, pois o nitrogénio estd intimamente relacionado ao
metabolismo dos microrganismos (GOMES, 2013). Além dos nutrientes, outra vantagem € o
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custo, visto que o residuo é um subproduto, portanto, é considerado um composto barato e com

ampla disponibilidade.

Figura 4: Residuo tmido do milho ap6s a moagem.

Fonte: Autoral (2020)

Tabela 3: Analise fisico-quimica do grdo de milho.

Grios e fracdes Composigdo (%a)

do milho . . . B
amido proteina lipidios aglcares cinzas

Grio inteiro 71,5 10,3 4.8 2,0 1.4

Fonte: Paes (2006)

3.4 Parametros cinéticos

A cinética dos bioprocessos consiste na anélise da evolucao dos valores de concentragdo
de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em fungédo do tempo (FERRARI, 2013).

Por meio dos parametros cinéticos é possivel quantificar as varidveis do processo, como
consumo de substrato, formacdo de produto, crescimento celular, além de observar a influéncia
das condicBGes de cultivo como temperatura, pH, inibidores, entre outros, resultando na
otimizacdo do processo. (FERREIRA, 2003).

Para determinar a velocidade de crescimento, devido ao fato que durante um processo
de producdo ha o aumento da concentracdo microbiana, utiliza-se a velocidade especifica de
crescimento (px) (Equacdo 1) (SCHMIDELL et al., 2001).
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P =23 1)
Em que:
dX/dt: variacdo entre a concentracéo final (X) e inicial (Xo) de biomassa em funcao da variagédo
de tempo (t) [g.L1.h1;
x: concentragio de biomassa celular no instante t [g.L™]
U, velocidade especifica de crescimento celular [h™]

E durante a fase exponencial de crescimento microbiano, esta velocidade especifica é
méaxima e constante (Hxmax). O Hxmax pode ser estimado pela linearizacdo dos valores de
concentracdo celular durante a fase exponencial. Além disso, pode-se estimar também o tempo
de geracdo da linhagem durante o cultivo que é dado pela Equacéo 2 (SCHMIDELL et al.,
2001).

Ln(2
t, = —"ﬁ ) 2

Em que:
Ln(2): Logaritmo natural do numero 2
ty: tempo de geracdo da linhagem microbiana [h]

u: velocidade especifica de crescimento celular [h™]

Para avaliar o processo em relacdo a produtividade em célula, utiliza-se a equacéo 3,
sendo possivel observar que a produtividade representa a velocidade média de crescimento
referente ao tempo final de cultivo (tf) (SCHMIDELL et al., 2001).

Xpm— X
Py :TO 3)

Em que:
Xm: concentragdo maxima de células [g.L™];
Xo: concentragdo inicial de células [g.L™];

tr : tempo final de cultivo [h].

Ademais, é possivel quantificar no cultivo o fator de conversdo de substrato em células
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(Yws), descrito por (SCHMIDELL et al., 2001) sendo expresso na Equacdo 4, onde X e S

representam a concentracdo de biomassa e substrato, respectivamente.

X—-X
Yx/s = > (4)

Em que:

Xo: concentracdo inicial de biomassa microbiana [g.L™]
X: concentragio final de biomassa microbiana [g.L?]
S: concentragdo final de substrato [g.L7]

So: concentragéo final de substrato [g.L™]

Y, /s: fator de converséo de substrato em células [0x0s1]

3.5 Danio rerio

O Danio rerio (Figura 5), mais conhecido como peixe-zebra, € um peixe de porte
pequeno e de agua doce, o qual pertence a familia Cyprinidae, sendo composto por cerca de 44
espécies. Seu corpo € fusiforme e comprimido lateralmente, possuindo listras de cores
alternadas e com uma boca obliqua terminal voltada para cima (GERLACH, 2008).

A reproducdo do peixe-zebra ocorre de forma externa, produzindo numerosas proles,
podendo alcancar até 300 ovos em 3 dias. Além de possuir um ciclo de vida curto, precisando
apenas de 48 a 72 horas para evoluir do estado de ovo para larva, se tornando adulto aos 3 meses
de vida e tendo a capacidade de sobreviver por cerca de 3 anos (SILVEIRA et al., 2011;
MARTINS, 2017).

Devido as caracteristicas importantes como seu tamanho pequeno, menor preco em
relacdo a outros organismos modelo, rapido desenvolvimento e tempo de geracdo, facil manejo,
dimorfismo sexual, transparéncia dos embrides, genoma totalmente sequenciado e disponivel
em bancos de dados publicos e homologia genética com humanos, o peixe-zebra tem sido
usado como modelo experimental em diversas areas, como exemplo podemos visualizar na area
toxicoldgica (LAWRENCE, 2007).

3.5.1 Danio rerio como organismo modelo para toxicidade
Na &rea de toxicidade, o peixe-zebra é muito utilizado principalmente por conta da
transparéncia do embrido, sendo importante para a visualizagdo durante o processo, da sua

sensibilidade e por multiplos pardametros fenotipicos e bioguimicos que avaliam a potencial
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toxicidade, além da mortalidade gerada por substancias (WANG, 2016). Além de ter uma
grande correlagdo com estudos feitos com mamiferos, que pode ser comprovado por Yamashita
e colaboradores (2014) que analisaram substancias teratogénicas, tendo taxas de concordancia
das duas espécies de até 90 %.

A ecotoxicidade consiste no estudo do efeito de substancias em organismos vivos, e
vem utilizando com frequéncia o embrido do peixe-zebra como organismo modelo,
principalmente, pelo fato da capacidade de bioacumulacdo em tecidos, sendo possivel
identificar substancias toxicas ao meio ambiente aquatico (CAVALCANTE, 2017). Como
exemplo de ecotoxicidade, esta o estearamidopropil dimetilamina (SAPDMA), um surfactante
sintético, no qual foi possivel visualizar uma alta mortalidade e disfun¢des fenotipicas no peixe-
zebra (AL JAMAL et al., 2020)

Figura 5: Morfologia do Peixe-zebra.

Fonte: Behavioral Research Blog (2012)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substrato
4.1.1 Extrato aquoso da algaroba

O extrato aquoso da algaroba foi obtido seguindo a metodologia descrita por Dias
(2019), que consistiu na selecdo das vagens de algaroba de acordo com o melhor estado de
conservacao, descartando as vagens danificadas, atacadas por insetos e roedores, fungos. Apds
selecdo, as vagens foram sanitizadas com hipoclorito de sédio a 1% (v/v), em seguida sendo
lavada em agua destilada para retirada do excesso de sanitizante.

Apdls esse processo, houve a quebra das vagens em tamanhos regulares de
aproximadamente 2cm, e posteriormente, para o0 processo de hidratacdo, com agua destilada
numa proporgéo de 1:2 (Vagem:Agua), a 80 °C, por aproximadamente 4 horas.

A extragéo do extrato aquoso foi realizada utilizando os fragmentos hidratados, os quais
foram submetidos a operacGes de prensagem (Figura 6), em prensa-hidraulica manual, a uma
presséo de 10 Kgf/cm?, onde foi possivel a obtencéo e separacio do extrato aquoso e do residuo
solido. Por fim, foi realizada uma filtracdo a vacuo, em funil de Biichner, usando papel filtro

qualitativo para separar os residuos infimos presentes no extrato aquoso.

Figura 6: Prensagem das vagens da algaroba.

Fonte: Dias (2019).
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4.1.2 Residuo Umido da maceracao do milho

O residuo umido da maceracdo do milho foi disponibilizado por fabricantes locais de
canjica e pamonha (Cidade de Jodo Pessoa-PB). O extrato aquoso do residuo da maceracéo do
milho foi obtido pela adigdo de 100 g de macerado de milho em 100 mL de &gua destilada a 70
°C e deixado em repouso por 1 hora, para decantacdo dos residuos do macerado ainda presentes.
Ap0s esse processo, o liquido resultante da decantacdo foi filtrado em papel de filtro qualitativo
de 14um, o filtrado obtido foi denominado extrato aquoso da maceragao de milho utilizado nos

experimentos como fonte de nitrogénio para o cultivo.

4.1.3 Caracterizacdo quimica dos substratos
A caracterizacdo quimica do extrato aquoso da algaroba e do macerado de milho foi

realizada quanto a quantidade de acgucares redutores totais (ART) e acUcar redutor (AR).

4.1.3.1 Teor de agucares redutores totais (ART)

Para determinacdo dos acUcares redutores totais utilizou-se 0 método DNS (&cido 3,5-
dinitro salicilico) descrito por Santos (2007) e que esta de acordo com o protocolo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Agroindustria Tropical. Essa metodologia
foi, originalmente, proposta por Miller (1959) e baseia-se na reducdo do acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, em que hé a oxidacéo do grupo aldeido do acUcar a grupo carboxilico. O reagente
DNS possui uma cor amarelada e, apos o0 aquecimento, torna-se avermelhado de acordo com a
concentracdo de acucares redutores presente na solucdo, o que permite sua leitura em
espectrofotdbmetro a 540 nm. A curva padrdo foi obtida realizando o teste DNS, utilizando
diferentes diluicdes da solucdo de glicose 0 g/L até 1 g/L. Com os valores de absorbancia
obtidos, foi construida a curva de absorbancia versus concentracao

Por ser um meio rico em sacarose, devido a algaroba, é necessario a realizacdo de
hidrélise &cida para determinagdo dos agUcares redutores totais. A hidrélise ocorreu com a
introducdo de 1 mL do extrato aquoso diluido (1:8), 0,5 mL de acido cloridrico (HCI - 2M) em
um bal@o volumétrico de 50 mL. O bal&o foi posto ao banho termostatizado (Banho maria SL
150 - SOLAB) por 10 minutos a 70 °C, em seguida foram adicionados 2mL de hidroxido de
sodio (NaOH - 4M) e completado o volume do baldo com agua destilada para esfriar a amostra.
Em seguida, adicionou-se em tubos de ensaio 0,5 mL do extrato hidrolisado e 0,5 mL do &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os tubos foram levados ao banho termostatizado a 100 °C por 15
minutos. Apos o banho termostatizado, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5
minutos. Para finalizar, adicionou-se 4ml de agua destilada a amostra. A leitura foi realizada
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em espectrofotdbmetro 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.

4.1.3.2 Teor de agucares redutores (AR)

Para determinacdo dos acUcares redutores utilizou-se o0 método DNS (&cido 3,5-dinitro
salicilico) descrito por Santos (2007), porém sem o processo de hidrélise acida. Foi utilizado
0,5 mL da milhocina e da algaroba e 0,5 mL do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os tubos
foram levados ao banho termostatizado a 100 °C por 15 minutos. Apds o banho termostatizado,
os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos. Para finalizar, adicionou-se 4ml de
agua destilada a amostra. A leitura foi realizada em espectrofotémetro 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 diluigéo foi considerada para fins de processo

4.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a linhagem Bacillus subtilis UFPEDA16, cedido pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e mantido no
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEBp) da Universidade Federal da Paraiba.

A linhagem foi mantida em tubos inclinados com o meio agar Luria-Bertani (LB),
composto por triptona/peptona (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L), NaCl (5 g/L) e agar (20
g/L). O repique celular foi realizado periodicamente em tubos e incubados a 37°C durante 24

horas para o crescimento e, em seguida, armazenados a 4 °C para conservacao.

4.3 Padronizacao do pré-inoculo

Para padronizar o pré-indculo, foram utilizados dois Erlenmeyers (250 mL) em uma
incubadora rotativa orbital (200 rpm e 37 °C), com 100 mL de meio de cultivo cada, contendo
20% (v/v) do extrato aquoso de algaroba e 10 % (v/v) do extrato aquoso do macerado de milho
Apos autoclavar por 15 minutos a 121 °C e resfriar o meio, houve a transferéncia do
microrganismo para o0 meio de crescimento, em ambiente asséptico, com auxilio de uma alca
de platina, retirando assim as coldnias de bactérias crescidas dos tubos inclinados para os
frascos contendo o meio de cultivo. Para acompanhar o crescimento, foi utilizado um

espectrofotdbmetro para determinar a densidade oOptica do cultivo (600 nm), e ao chegar a
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densidade optica desejada (0,6 a 0,8), 10 % (v/v) do conteudo foi inoculado para a produgéo de

biossurfactantes.

4.4 Processo de producéo de biossurfactantes

Foram realizados experimentos em incubadora rotativa orbital utilizando como meio de
cultivo o extrato aquoso de algaroba como substrato e o extrato aquoso do macerado de milho
como suplementacéo de nitrogénio, a uma concentracdo de 20 % e 10 % (v/v) respectivamente.
Nesses cultivos foram analisados o crescimento microbiano, a concentracdo de substrato,

concentracdo de biossurfactante bruto e o indice de emulsificac&o.

4.4.1 Cultivo
O cultivo foi feito em duplicata, utilizando Erlenmeyers (Figura 7) com o volume de
100 mL (90 mL de meio/10 mL do pré-in6culo), em uma incubadora shaker (SOLAB - 223),
com 200 rpm de agitacdo, e com temperatura de 37° C, sendo observada e analisada durante 72
horas de cultivo. O caldo produzido foi centrifugado (3500 rpm/15 minutos a 4°C) para
separacdo das células e o sobrenadante armazenado em tubos de centrifuga (Falcons) de 50 mL

para as analises posteriores.

Figura 7: Meio para o cultivo contendo 10 % de residuo umido do milho e 20% de extrato

aquoso da algaroba antes de ocorrer a inoculacéo

Fonte: Autoral (2020)
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4.6 Anédlises do processo de producéo de biossurfactantes
Em tempos regulares, as amostras retiradas foram analisadas quanto a concentracdo de
células, concentracdo de substrato (acUcares redutores totais e proteinas) e producdo do

biossurfactante, e determinacdo dos parametros cinéticos.

4.6.1. Concentracdo de biomassa microbiana

O crescimento microbiano foi acompanhado através do método turbidimeétrico (600 nm)
e gravimétrico por peso seco (Figura 8). O peso seco consistia em adicionar 2 mL de caldo
fermentado a um microtubo previamente pesado, centrifuga-la (10.000 rpm por 10 minutos —
MiniSpin - Eppendorf) e, ao final da centrifugacdo, descartar o sobrenadante. O pellet
sedimentado foi levado a estufa (OLIDEF-35CZ) a 80 °C por 24 h. Em seguida, o pellet livre
de umidade foi pesado. O procedimento foi realizado em triplicata. O peso seco foi determinado
de acordo com a equacdo (5).

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

9 =
Peso seco (7/,,1) volume de amostra

()

Figura 8: Processo de determinacédo do peso seco.

\

. %]
|
.f = J > > -g > .
> 4 =
80 °C por 24 horas 2 ml do caldo é inserido no Foi utilizado uma micro centrifuga
eppendorf (10000 rpm por 10 minutos)

- A

Fonte: Autoral (2020)

4.6.2 Quantificacdo do substrato

A quantificagdo do substrato foi realizada pela analise do caldo fermentado isento de
células, para determinacdo de acUcares redutores totais, utilizando o reagente DNS (&cido 3,5-
dinitro salicilico) (MILLER, 1959), conforme descrito no item 4.1.3.1, e a quantificacdo de

proteina utilizando o método de Bradford (1976)
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Figura 9: Amostras hidrolisadas com adi¢cdo do DNS, a da esquerda é a amostra com 60 horas

de cultivo, e a da direita consiste na amostra com 0 horas de cultivo.

Fonte: Autoral (2020)

4.6.2.1 Quantificacdo de proteinas sollveis

A dosagem de proteinas totais sollveis foi realizada seguindo a metodologia de
Bradford (1976). O método de Bradford utiliza o corante de coomassie brilliant blue BG-250,
que proporciona a interacdo com as macromoléculas de proteinas contendo aminodcidos de
cadeias laterais basicas ou aromaticas.

Uma aliquota de 100 pL dos sobrenadantes foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Bradford previamente preparado (Figura 10). A mistura foi agitada e apds 10 min. foram feitas
leituras num comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro. A concentragdo foi
estimada em relacdo a uma curva padrdo obtida com diferentes concentracfes de albumina
sérica bovina (BSA) em NaCl 0,9 %.
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Figura 10: Amostras com adigdo do coomassie brilliant blue para anélise de proteinas
sollveis. Tubo da esquerda: amostra de 12 horas de cultivo, e a da direita: amostra de 60 horas

de cultivo.

Fonte: Autoral (2020)

4.6.3. Quantificacdo do biossurfactante produzido

Para a obtencdo da curva de concentracao de biossurfactante, foi realizado o método da
precipitacdo acida associado ao método gravimétrico, em que foi adicionado 10 mL de meio de
cultivo livre de células a um tubo de 50 mL, previamente pesado. Ja no tubo, foi realizada a
precipitacdo acida, onde o meio de cultivo livre de células foi acidificado, com HCI (6M), até
pH 2 e mantido overnight a 4 °C. Em seguida, o meio acidificado foi centrifugado a 4000 rpm,
4 °C por 15 min. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi levado a estufa (OLIDEF-
CZ) a 80 °C por 24 h. Em seguida, o pellet livre de umidade foi pesado. O peso seco foi
determinado de acordo com a equagéo 4.

4.6.4 Purificacdo do produto

Para a purificacdo do produto, foi utilizada a metodologia do item 4.6.3. Apds a
precipitacdo acida, o composto foi centrifugado (15 minutos/3500 RPM), o sobrenadante foi
descartado, e o sedimento foi ressuspendido em 8 mL de agua destilada deionizada pH 8,0.
Ap0s esse processo, realizou-se entdo uma extracdo liquido-liquido com uso do diclorometano

(2:1) em funis de separacéo, utilizando 8 mL do produto e 8 mL de diclorometano. Agitou-se



36

por 5 minutos, seguido de 1 hora de repouso para a separacdo das fases, apds esse processo, foi
retirada a fase mais densa em tubos de 50 mL para 0 armazenamento. Apos a ressuspensao em
cloroformio, foi adicionado o metanol nas mesmas proporc¢des do cloroférmio, com isso, a
mistura foi deixada em repouso para a decantacdo da surfactina. Apos o repouso, foi retirado o
excesso dos solventes e levado a estufa para evaporar todo o solvente (Figura 11).

Figura 11: Processo de extracdo do biossurfactante

el B %

4

— — —
Retirado do - = = ~
b d O precipitado foi Extracdo Evaporagao
soienacante dissolvido em utilizando os do solvente
apos a 2 S
e o 4gua deionizada solventes em estufa.
centrifugagado diclorometano,
pH 8,0.
\ metanol e /
\ cloroférmio /

Fonte: Autoral (2020)

4.8 Indice de emulsificacio

Para analisar o indice de emulsificagdo foi utilizado o método segundo Cooper e
Goldberg (1987). A analise consistiu em misturar 4 mL do sobrenadante da cultura de micro-
organismos de cada amostra a 6 mL de oléo vegetal e dleo de motor, obtidos de vias comerciais,
separadamente em tubos de ensaio de 15 mL que posteriormente 35 foram agitados
vigorosamente em vortex (modelo KMC- 1300V Vortex Mixer VIXAR) por 1 min e deixados
a 30 °C por 24 h. O indice de emulsificacdo (Equacdo 6) foi entdo determinado através da

divisdo da altura da emulsdo pela altura total da coluna e multiplicado por 100 (Figura 12).

altura da emulsio (cm) 100
altura total da coluna (cm)

Indice de emulsificacio (%) =

(6)
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Figura 12: indice de emulsificacio

Altura da

emulsido

Fonte: Dias (2019)

4.9 Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos avaliados foram a velocidade maxima especifica de
crescimento (Umax), produtividade em células (Px), tempo de geragdo (tg), fator de converséo de
substrato em células (Yxs) e foram calculados pelas equacBes apresentadas citadas

anteriormente.

4.10 Obtencéo dos embrides e larvas de peixe-zebra

Embribes de peixe-zebra, da linhagem selvagem AB, com aproximadamente 3 h pos-
fertilizac&o (hpf) foram obtidos na UniPOM (Unidade de Producéo de Organismos Modelo N&o
Convencionais) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e mantidos em meio embrionario
E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, MgSO4 0,33 mM, azul de metileno 5-10 %) em ambiente com
temperatura (26 £ 1 °C) e fotoperiodo (14:10 h claro/escuro) controlados.

Para a obtencéo dos embrides, dois machos e duas fémeas foram acondicionados no dia
anterior num dispositivo de acasalamento (Figura 13), e no dia posterior, 1 hora ap0s as luzes
do biotério serem acesas, 0s embrides foram coletados e analisados utilizando um microscopio
de luz invertida (Televal 31, Zeiss), para visualizar a viabilidade e o estagio de desenvolvimento
do embrido. EmbriGes e larvas mortas e excedentes foram eutanasiados com overdose de 6leo

de cravo da india e, em seguida, mantidos congelados para posterior incineragao.
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Todos os protocolos realizados com peixe-zebra neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica de Uso de Animais da UFPB, com certificado de aprovacdo N° 4460140920

Figura 13: Dispositivo de acasalamento para coleta facilitada de embrides de peixe-

zebra.

Fonte: Pereira (2017)

4.9.1 Exposicao do biossurfactante aos embrides de peixe-zebra

A exposicdo ocorreu seguindo as diretrizes do guia 236 da OECD (2013), denominado
de teste de Toxicidade Aguda em Embribes de Peixes (FET), com algumas modificacdes. O
teste foi realizado em uma placa de 96 pocos, onde foram utilizados 20 embrides, um em cada
poc¢o,com 3 hpf expostos individualmente a 100 mg/L (Teste limite) da surfactina diluida em
meio E3, contendo ao todo 300 pl, durante 96 horas. Foi preparada uma placa controle,
contendo 0 mesmo numero de embriGes expostos somente ao meio E3. A cada 24 horas, 0s
embriGes foram analisados quanto a presenca de dos seguintes sinais de letalidade: (a)
coagulacdo embrionéria; (b) ndo desprendimento da base da cauda; (c) auséncia de formacéo
de somitos e (d) auséncia de batimentos cardiacos. Além disso, a presenca de quaisquer outros
efeitos néo letais também foi verificada. O numero de embrides/larvas mortas ou afetados foi

utilizado para célculo do % de mortalidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagcdo do meio
Os extratos aquosos da algaroba e do macerado de milho foram caracterizados quanto
ao teor de agucares redutores totais (ART), acucares redutores (AR) . A caracterizacdo dos

componentes do substrato esta nas Figuras 14 e 15.

Figura 14: Caracterizacéo quimica do extrato aquoso da algaroba e do extrato

aquoso do residuo umido do processamento do milho.

Acucares redutores totais {g/L) Acucares redutores (g/L)
Extrato da algaroba 41,2 14,04

Agua da extracdo do 24,1 13,61
processamento umido do milho

Fonte: Autoral (2020)

Figura 15: Caracterizacdo quimica do meio contendo o caldo da algaroba e do extrato aquoso
do residuo umido da maceracéo do milho

Actcares redutores totais (g/L)

Meio composto por 20% de 11,2
extrato de algaroba e 10 % da
agua da extracdo do
processamento umido do milho

Fonte: Autoral (2020)

Silva e colaboradores (2007) observaram a concentracdo de 4,6/100 g, equivalente a 46
g/L de acucares redutores totais na farinha da algaroba, derivado principalmente da sacarose, e
Gomes (2013), observou uma concentracdo de agucares redutores de 12,8 g/L na milhocina,
que consiste na agua de maceracdo do milho, sendo assim, valores semelhantes ao presente

trabalho.
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5.2. Cultivo em incubadora rotativa orbital

Para determinar o tempo necessario de crescimento, ou fase exponencial, pode-se
observar 0 aumento da densidade Optica. Configura-se que a linhagem esta adaptada ao meio
de cultivo analisado quando o crescimento por turbidimetria alcanca uma densidade 6ptica em
torno de 0,6 e 0,8 a 600 nm. Assim, foi realizada a padronizacdo do indculo, como descrito no
item 4.3.5.2. O tempo que a linhagem de B. subtilis atingiu uma densidade Optica de 0,62 foi
de aproximadamente 11 h, como ilustrado na Figura 16. Portanto, o pré-indculo estava pronto

para ser adicionado ao processo.

Figura 16: Padronizacdo do in6culo.

Fonte: Autoral (2020)

O cultivo foi realizado em duplicata, utilizando ao todo 22 erlenmeyers. Em todos os
cultivos, as caracteristicas do meio de cultivo sofreram alteracGes visuais (Figura 17). O meio,
antes de ser inoculado, apresentava uma coloragéo translicida amarelo claro, mas, no decorrer
do processo fermentativo, foi adquirindo turbidez e formacéo de espuma, tais alteragdes foram
promovidas pelo aumento do crescimento celular e producdo do biossurfactante,
respectivamente. O aroma também foi alterado para o cheiro caracteristico do processo

fermentativo.

Os processos foram analisados quanto a concentracdo de células, consumo do substrato

e producdo do biossurfactante. Para o cultivo foi construido perfis graficos da concentracdo
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celular e consumo de substrato em fungdo do tempo, e um outro do consumo de substrato e
densidade optica em funcdo do tempo, e a producédo do biossurfactante e proteinas totais em

funcéo do tempo para andlise cinética.

Figura 17: Aumento da turbidez promovido pelo crescimento microbiano e formagao
de espuma decorrente da producéo do biossurfactante. Erlenmeyer 1: meio sem a inoculacao

(controle); Erlenmeyer 2: meio ap6s 60 horas de processo

Fonte: Autoral (2020)

5.3 Analises cinéticas do processo, consumo de substrato e formacéo de produto

O perfil cinético do cultivo foi demonstrado nas Figuras 18, 19 e 20. Na Figura 18, é
possivel observar o consumo do substrato e o crescimento bacteriano. Em relacdo ao consumo
de substrato, em 36 horas, foi possivel observar uma concentracdo de 13,79 g/L, tendo um
consumo maximo de aproximadamente 6,2 g/L, sendo um resultado semelhante ao descrito por
Dias (2019), que observou um consumo de aproximadamente 8 g/L, utilizando extrato de
algaroba e extrato de levedura. Em relacdo & concentragdo celular, houve um crescimento
exponencial de 0 até 24 horas de processo, em que a concentragdo maxima de células foi de
4,64 g/L. A alta concentracdo de biomassa, além do crescimento, pode ter sido originado do
amido residual advindo do extrato aquoso do macerado de milho, porém, ainda pode-se

observar o crescimento microbiano
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Na Figura 19 foi possivel observar a concentracdo celular e a concentracdo de
biossurfactante. E possivel observar a producéo de biossurfactante em relacéo ao crescimento
microbiano, obtendo uma concentracdo maxima de 30 mg/L de produto as 84 horas.

Na Figura 20, foi possivel observar o aumento das proteinas totais, em consequéncia do
aumento do biossurfactante do tipo lipopeptideo, cuja caracteristica estrutural esta na presenca
de aminoacidos em sua regido polar. Portanto, é perceptivel o aumento das proteinas assim
como aumento do biossurfactante, chegando a 152 mg/L de proteina. Santos (2009) também
associou 0 aumento de proteina com a producdo de surfactina, utilizando o género Bacillus.
Sari (2019) detectou a presenca de aminoacidos, utilizando a quantificagdo proteica por
Bradford (1976), que advém das estruturas proteicas do biossurfactante produzido. Com isso,
pode-se associar 0 aumento da absorbancia e consequentemente das proteinas totais,

proveniente da producédo do biossurfactante.

Figura 18: Curvas de crescimento bacteriano e consumo do substrato.

5,00 20,00

g/L)

i 4,00 18,00

3,00 16,00

2,00 14,00

1,00 12,00

Biomassa microbiana (g/L)

Concentracdo de glicose

0,00 10,00
4 8 12 24 36 48 60 72 &4

Tempo (h)

—a—[x]g/L [ei] g/L

Fonte: Autoral (2020)
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Figura 19: Curvas de crescimento microbiano e concentragdo de biossurfactante.
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Figura 20: Curva de concentragdo de proteinas totais e concentracdo de biossurfactante.
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5.4. Caracterizacao de biossurfactante

A Figura 21, indica os percentuais de emulsificacdo do sobrenadante produzido pela
linhagem B. subtilis (UFPEDA 16) ap6s 24 horas, utilizando o 6leo vegetal e 6leo de motor,
com o objetivo de analisar a emulsdo no decorrer do tempo, onde, foi observado a formacdo da

emulsificacdo, evidenciando a presenca de biossurfactante nos cultivos (Figura 23).
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Em relacdo ao dleo vegetal, podemos destacar a amostra de 60 horas, o qual foi
observado um indice de emulsificacdo de 69 % as 24 horas. Enquanto no 6leo de motor, 0 maior
indice de emulsificacdo foi na amostra de 36 horas, chegando a 82 %.

Alguns estudos relatam que, para que uma emulsificacdo seja eficaz, o seu indice de
emulsificacdo deve ser superior a 40 % (YOUSSELF, 2004; DIAS, 2017). Assim, 0 presente
estudo apresentou resultados satisfatorios, ja que se obteve valores maiores que 40 %. Outro
ponto importante, é que além de ter proporcionado altas taxas de emulsificacdo, as emulsdes se
mantiveram estaveis por 24 horas, certificando que o B. subtilis € um bom produtor de
biossurfactante.

Silva (2017) utilizando a B. safensis em sacarose, observou uma porcentagem maxima
de emulsificacdo de 60 % em 6leo de motor, e Sousa (2011) observou a taxa de emulsificacao
de 53,3% e 43,3% em n-hexadecano e 6leo de soja respectivamente em 72 horas. Com isso, 0S

resultados do presente trabalho sdo promissores em relagdo aos descritos na literatura.

Figura 21: indices de emulsificacdo do 6leo vegetal e de motor.
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Fonte: Autoral (2020)
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Figura 22: Amostras para determinacdo do indice de emulsificagdo. Figura A: amostra com

6leo vegetal durante a agitacdo; Figura B: amostra com 6leo vegetal antes da agitacao.

Fonte: Autoral (2020)

Figura 23: Emulsificacdo no 6leo vegetal e 6leo de motor. Tubo A: emulsificagdo com dleo

vegetal; Tubo B:emulsificacdo com 6leo de motor.

Fonte: Autoral (2020)
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5.5 Extracao e purificacdo do biossurfactante

ApO6s 0 momento em repouso a 4° C, o meio livre de células foi centrifugado e retirado
0 sobrenadante. O pellet presente foi diluido em &gua deionizada pH 8 e a solucdo foi levada
para o funil de separacdo para ocorrer a extracdo liquido-liquido e posterior secagem do
solvente, como discutido no item 4.6.4 (Figura 24).

Figura 24: Extracdo do bioproduto. Figura A: sobrenadante apds as 12 horas de precipitagdo
acida. Figura B: sobrenadante acidificado apds a centrifugacdo. Figura C: bioproduto apos a

retirada do sobrenadante

Fonte: Autoral (2020)
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Figura 25: Extragdo liquido-liquido. Figura A: extracdo utilizando diclorometano; Figura

B: extracdo utilizando cloroférmio.

Fonte: Autoral (2020)

5.6 Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos obtidos do processo de producdo de biossurfactantes estdo
mostrados na Figura 26. Pode-se observar que durante a fase exponencial identificada de O-
48h, a velocidade maxima de crescimento microbiano foi de 0,0174 h%, o que permitiu estimar
0 tempo de geracao de 39,83 h. A partir desses parametros foi possivel perceber que a linhagem
ainda precisa de melhores condi¢Ges de cultivo, como um maior tempo de cultivo, maior

concentracdo de substrato, maior indice de aeracdo, e até mesmo a utilizacdo de biorreatores.

Figura 26: Parametros cinéticos determinados durante a fase exponencial de crescimento

microbiano
Parametros cinéticos Bacillus subtilis UFPEDA 16
pmax. (h') 0,0174
Tg (h) 35,82
Px (g.L"h™") 0,0538
Yx's (gx/gs) 0,0517

Fonte: Autoral (2020)

Pinto (2019) analisou a produgdo de biossurfactantes utilizando uma cultura mista

contendo Corynebacterium sp., e linhagens de Bacillus, com a glicose como fonte de carbono,
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e observou a velocidade maxima de crescimento especifico (Umax) de 0,010, sendo um valor
menor que o0 apresentado no trabalho, assim, pode-se afirmar que apesar de apresentar um pumax
menor que de alguns artigos na literatura, a linhagem de B. subtilis UFPEDA 16 adaptou-se ao
meio , mesmo sendo um meio composto apenas por residuos, com a auséncia de compostos
quimicos. Outro fator importante foi a produtividade em células (Px), onde Dias (2019),
observou valores de 0,0244, utilizando linhagens de Bacillus sp., também apresentando valores
menores que o trabalho atual. Porém, houve uma baixa converséao de substrato em células (Yx/s)
com um valor de 0,0517 gx/gs de acordo com alguns estudos (DIAS, 2018; ANDRADE et al.,
2019). Observacéo leva a considerar que, apesar da adaptacéo do crescimento da linhagem no
meio proposto, deve-se analisar outras condi¢des de cultivo como melhorar a relacdo substrato

e fonte de nitrogénio, razdo de aeracdo e tempo de processo.

5.7 Analise da toxicidade em embrides de peixe-zebra

O teste durou 96 horas, utilizando uma concentragdo de 100 mg/L do biossurfactante.
Durante as primeiras 72 horas, ndo foi observado nenhum efeito adverso, mortalidade ou
alteracdes fenotipicas nos embrides. Porém, as 96 horas, foi possivel observar 15 % de
mortalidade na placa teste, com 5 % decorrente de auséncia de batimento cardiaco e 10 %
advinda da coagulagdo do ovo. Em relagédo aos efeitos ndo letais, foi verificado que 15 % dos
embrides apresentaram atraso na ecloséo. Todos os controles sobreviveram sem nenhum efeito
adverso (Figura 27).

Tendo em vista os resultados obtidos, a toxicidade do biossurfactante foi considerada
baixa, visto que apresentou taxa de mortalidade de 15 % de mortalidade, mesmo expondo 0s
animais a uma concentragao considerada como limite pela OECD. E possivel inferir que a CLso
da surfactina para embrifes de peixe-zebra, apos 96 h de exposi¢do, € maior que 100 mg/L.
Para fins comparativos, Feng (2009) testou a toxicidade de alguns surfactantes sintéticos
amplamente utilizados, como SDS (Dodecil sulfato de so6dio) e betaina, em embrides de peixe-
zebra, e foi possivel observar um CLso de 8,25 mg L e 0,872 mg/L respectivamente.

Sendo assim, o biossurfactante produzido foi muito menos téxico que o0s

comercializados atualmente, com isso, uma opc¢ao para a utilizacdo do mesmo em larga escala.
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Figura 27: Embrides de peixe-zebra expostos a surfactina.

Toxicidade aguda da surfactina em embrides de peixe-zebra expostos por 96 h a concentragdo de 100 mg/L (teste
limite). (a), (b), (c) e (d) Organismos controle apresentando um desenvolvimento normal depois de 24, 48, 72 e 96
hpf (horas pds-fertilizacdo), respectivamente, expostos apenas ao meio embrionario E3. (e), (), (g) e (h) Embrides
expostos a surfactina, com o desenvolvimento normal, ap6s 24, 48, 72 e 96 hpf. (i) Larva, com 96hpf, tratada com
surfactina, apresentando um atraso na eclosdo (< 15% do embrifes apresentaram efeitos adversos.

Fonte: Autoral (2020)
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6 CONCLUSAO

No presente estudo pode comprovar a capacidade da linhagem B. subtilis (UFPEDA 16) em
produzir biossurfactantes utilizando o extrato aquoso da algaroba como substrato,
suplementado com extrato aquoso do macerado de milho, mostrando-se como meio de cultivo
promissor. O biossurfactante produzido demonstrou uma 6tima atividade emulsificante, visto
que, foi capaz de emulsificar o 6leo vegetal e o 6leo de motor e manter essa emulsificacdo
estavel por pelo menos 24 horas. Os pardmetros cinéticos obtidos puderam confirmar a
adaptacdao das células no meio de cultivo utilizado, apesar de necessitar de novos estudos para
otimizar aspectos do processo, porém, foi possivel verificar a producdo do biossurfactante,
mesmo utilizando apenas residuos agroindustriais, sem a suplementacdo de nutrientes. Foi
possivel analisar, ainda, a baixa toxicidade do biossurfactante em relacdo aos surfactantes

sintéticos, sendo assim, uma alternativa para uso em industrias e na area da biorremediag&o.

Por fim, para dar segmento ao estudo, sugere-se realizar experimentos em biorreator de bancada
para aumentar a producdo do biossurfactante, além de estudar a relacdo substrato e fonte de

nitrogénio, razdo de aeracdo e tempo para otimizar 0 processo.
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GLOSSARIO

Agar: Polissacarideo complexo derivado de uma alga marinha e usado como agente
solidificante em meios de cultura.

Autoclave: Equipamento para esterilizagdo por vapor sob pressao, normalmente

operado a 15 psi e 121°C.

Bactéria gram-negativa: bactéria que perde a cor do cristal violeta apds descoloracdo por
alcool; ela se cora de vermelho apds tratamento com safranina.

Biorreator: recipiente para fermentacdo no qual as condigdes ambientais sdo controladas,
como temperatura e pH.

Biorremediacao: uso de micrébios para remover um poluente ambiental.

Espectrofotdbmetro é um aparelho amplamente utilizado em laboratérios, cuja funcéo é a de
medir e comparar a quantidade de luz (energia radiante) absorvida por uma determinada
solucéo.

Fase log: periodo de crescimento bacteriano ou aumento exponencial do nimero de células;
também chamada de fase exponencial.

Fendtipo: Manifestacdo externa do genotipo ou constituicdo genética de um organismo.
Grupo funcional: arranjo de &tomos em uma molécula organica, o qual é responsavel pela
maioria das propriedades quimicas da molécula.

fon: 4tomo ou grupo de 4&tomos positiva ou negativamente carregados.

Metabolito produto de uma populacdo celular industrial gerado durante periodo de rapido
crescimento logaritmico

Micela :uma estrutura globular formada por um agregado de moléculas anfipaticas, ou seja,
compostos que possuem caracteristicas polares e apolares simultaneamente, dispersos em um
liquido constituindo uma das fases de um coloidenismo.

Patogenicidade: habilidade de um micro-organismo de causar doenca sobrepujando as defesas
do organismo.

Reducdao: adicao de elétrons a uma molécula.
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Comissdo de Etica no
Uso de Animais

Certificamos que a proposta intitulada "Uso de embriGes de zebrafish (Danio rerio) como sistema-modelo para avaliagdo de risco
e toxicidade de novas tecnologias e contaminantes ambientais", protocolada sob o CEUA n2 4460140920 (b oo1231), sob a
responsabilidade de Davi Felipe Farias e equipe; Juliana Alves da Costa Ribeiro; Leonardo Rogério Vieira; Rafael Xavier Martins
- que envolve a produgdo, manutencgdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008,
com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da
Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 13/11/2020.

We certify that the proposal "Use of zebrafish (Danio rerio) embryos as model system for risk assessment and toxicity of novel
technologies and environmental contaminants", utilizing 5440 Fishes (males and females), protocol number CEUA 4460140920
(p 001231), under the responsibility of Davi Felipe Farias and team; Juliana Alves da Costa Ribeiro; Leonardo Rogério Vieira;
Rafael Xavier Martins - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba
(CEUA/UFPB) in the meeting of 11/13/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2020 a 10/2023 Area: Ciéncias Bioldgicas
Origem: Unidade de Produgdo de Organismos Modelo Ndo Convencionais (UniPOM)
Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 3 horas N: 5440
Linhagem: Danio rerio Peso: OaOg

Local do experimento: Todos os experimentos serdo realizados na sala de experimentagdo da Unidade de Produgdo de
Organismos Modelo N3o Convencionais, Depto. de Biologia Molecular, Campus |, UFPB.
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