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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas de origem microbiana semelhantes as de origem
ndo renovavel. Suas estruturas moleculares sdo anfifilicas pois apresentam uma regido
lipofilica (apolar) e outra regido hidrofilica (polar), formam agregados globulares conhecidos
como micelas em presenca de liquidos ndo misciveis entre si. Apresentam fungdes de
emulsificacdo e sdo aplicadas em diversas areas industriais, como por exemplo industrias
farmacéuticas, alimenticias, de saneantes bem como biorremediadores em desastres
associados ao derramamento de petroleo. Suas vantagens em relacdo aos surfactantes
sintéticos estdo em fornecerem alternativas ecoldgicas evitando assim a intoxicagdo do meio
aplicado e apresentam melhores desempenhos em variacdes bruscas de temperatura, pH e
salinidade do meio. A sua sintetizacdo e comercializacdo em larga escala encontra empecilho
no custo de producdo, uma vez que reagentes onerosos sio empregados como fontes de
nutrientes. Em vista disso, o presentes trabalho desenvolveu estudos objetivando a analise de
substrato indutor contendo suco de melancia, um fruto regionalmente acessivel e de custo
baixo, para o crescimento de Bacillus pumilus, uma bactéria de cepas de Bacillus que
demonstram proeminéncia na producdo de bioemulsificantes. O desenvolvimento de B.
pumilus no presente trabalho apresentou resultados favoraveis nas primeiras 48h para a
producdo de bioemulsificantes, com destaque nas primeiras 24h onde o indide de

emulsificacdo foi de 50% nas primeiras 24 horas de cultivo.

Palavras-chave: biossurfactantes; microrganismo; melancia.



ABSTRACT

Biosurfactants area molecules from microbial origin similar to those of non renewable
resources. It’s molecules are amphiphilic because they have a lipophilic (apolar) region and
another hydrophilic (polar) region, forming globular aggregates known as micelles in the
presence of non-miscibleliquids. They presente emulsification functions and are applied in
several industrial areas, such as pharmaceutical, food, sanitizing industries as well as
bioremediators in disasters associated with oil spills. Their advatages in relationto synthetic
surfactants are that they provide ecological alternatives, thus avoiding the intoxication of the
applied médium and they presente better performances in enormous variation of temperature,
pH and salinity of the médium. Yours synthesis and commercialization on a larg escale is
hampered by the cost of production, since expensive substratum are used as sources of
nutrients. Regarding this, the present research aim in gatthean alysis of na inducer substrat um
conteining water melon juice, a regionally accessible and low-cost fruit, for thegrouth of
Bacillus pumilus, a merine bacterium of Bacilluss trains that demonstrate prominence in the
production of bioemulsifiers. The development of B. pumilus in the present study showed
favorable results in the first 48h for the production of bioemulsifiersandespeciallyat 24h of

cultivation ocurred a expressive decrease in substrate that was approximately 80%.

Key words: Biossurfactants; microrganism; watermelon.
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1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas de origem bioldgica, produzidas por microrganismo
como bactérias, fungos e leveduras.Sdo biomoléculas anfifilicas, pois apresentam em suas
moléculas uma regido lipofilica (polar) e outra hidrofobica (apolar), possuem propriedades
que reduzem a tensdo superficial e interfacial entre dois liquidos e ou entre uma fase liquida e
uma fase solida. Se apresentam como uma alternativa ecologica aos surfactantes sintéticos
oriundos do petrdleo, pois oferecem vantagens como a biodegradabilidade, ndo toxicidade do
meio empregado e a capacidade de suportar variagdes consideraveis de temperatura,
pH,pressao, salinidade, forca idnica e presenca de solventes organicos.

Estes compostos conferem propriedades fisico-quimicas de interesse vasto
industrialmente, tais como: a emulsificacdo, reducdo da tensdo superficial, separacdo e
solubilizagdo de liquidos. Devido a isso, os biossurfactantes podem ser empregados em ramos
como a agricultura, industrias de produtos de higiene, alimenticias, té€xteis,construgdo civil,
farmacéutica, entre outras. Entretanto, devido aos altos custos de produ¢do, principalmente
nas etapas de isolamento do microrganismo, do uso de substratos para o cultivo e da
purificacdo e separacdo dos biossurfactantes, sua producdo ainda ndo foi adotada em larga
escala industrial.

As moléculas dos biossurfactantes sdo agentes ativos de superficie ou tensoativos, que
funcionam como redutores da energia livre do sistema por reduzir a energia das tensdes
superficiais e interfaciais através da substituicdo das moléculas localizadas na superficie e na
interface dos liquidos, isso ocorre devido a sua estrutura molecular anfifilica. Os
biotensoativos se diferenciam entre aquelas de baixo peso molecular e altopeso molecular, os
quais, geralmente, os primeiros sdo conhecidos por reduzira tensdo superficial ¢ a tensdo
interfacial entre o 6leo ¢ a agua. Ja os segundos sdo conhecidos por suas propriedades
emulsificantes. As bactérias, juntamente com as arqueobactérias, sio 0s maiores responsaveis
pela produgdo destes compostos; bactérias das familias Pseudomonacea ¢ Bacillacea sdo
capazes de produzirem biossurfactantes eficientes na remocdo de petroleo e seus derivados
poluentes de agua (BUENO; SILVA; CRUZ, 2010).

Em relacdo ao alto custo de sua producdo, segundo (SOUSA et al.,2014), “uma
estratégia para minimizar este problema consiste na utilizacdo de substratos oriundos de
fontes alternativas, onde se destaca as frutas e os residuos agroindustriais, de origem
renovavel e de baixo custo, levando a obten¢do de concentragdes elevadas de biossurfactantes

no meio reacional oque pode baratear em até 50% o custo final de producdo”.Com isso, tem-



12

se a alternativa de utilizar frutas regionais do Norte-Nordeste, que sdo caracteristicas por
serem ricas fontes de nutrientes,podendo servir eficientemente como substratos de baixo
custo, e contribuindo também a fruticultura regional, que tem importante relevancia social e
econdmica para essa regido e para o Brasil. Levando em consideragdo tais afirmacdes,
procurou-se levantar estudos a respeito do suco de melancia e seus residuos como a casca e a
entre casca da melancia, ambos ricos em glicose, uma fonte valiosa de carbono dentro dos
bioprocessos.

A melancia (Citrulluslanatus) pertence a familia Cucurbitaceae e pode ser considerada
terceira fruta mais popular do mundo (Lv et al., 2014). E produzida em areas livres de longos
periodos de gelo e sua utilizagdo ¢ variada, podendo ser na producdo de suco, néctar,
coquetéis, entre outros (NABAVI-PELESARAEI et al., 2014). No Brasil, em 2013/2014,
foram produzidas 2.079.547 toneladas de melancia (IBGE, 2014), enquanto o mundo
produziu 106.400.000 toneladas (FIGUEIREDO, 2017). No Brasil, as regides mais indicadas
para o plantio da melancia situam-se no Semiarido Nordestino, nas quais podem ser plantadas
em qualquer época do ano (CARVALHO, 1999). A quantidade de melancia produzida no
Brasil ocupa o quarto lugar mundial, atras apenas de China, Peru e Ird, com destaque para a
produgdo nas regioes Nordeste, Norte ¢ Centro-Oeste (FURLANETO E BERTANI, 2015).

Além disso, as propriedades do suco de melancia sdo estudados na area de formulagdo
de cosméticos, alimenticia e farmacéutica, pois estima-se que em 100g de bagacgo, encontra-se
de 3,9 a 7,8 mg de licopeno, um carotenoi de com alto poder antioxidante. Avaliando tais
propriedades, o presente trabalho objetiva desenvolver moléculas de biossurfactantes em
substratos indutores contendo suco de melancia.

A cepa avaliada no presente trabalho foi a Bacillus pumilus, levando-se em
consideragdo estudos prévios que avaliaram um bom crescimento microbiano e resultados
promissores na funcdo emulsificante dos biossurfactantes provenientes desta. O cultivo
demonstrou bons resultados no tempo de 24h para formacdo de bioemulsificante e utilizando
o substrato indutor contendo melancia, nota-se uma produ¢@o de biossurfactantes proeminente

de interesse para industrias de cosméticos, farmacéuticas e alimenticias.



2.

2.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

utilizando como meio de cultivo suco de melancia.

2.2

ii.
iii.

1v.

OBJETIVOS ESPECIFiCOS

Realizar a extracdo do suco de melancia;

Obter o rendimento em casca, sementes € Suco;

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do suco de melancia;
Realizar o cultivo do B. pumilus em meio contendo suco de melancia;

Avaliar a produgdo de bioemulsificante;

13

Avaliar a produgdo de biossurfactantes, por cepas da bactéria Bacillus pumillus,
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. BIOSSURFACTANTE

Os biossurfactantes sdo sintetizados por via microbiana, consistindo no cultivo ¢ na
utilizagdo de caracteristicas de determinados microrganismos como bactérias, fungos e
leveduras produtores de biomassa com propriedades de emulsificagdo. Os biossurfactantes sdo
moléculas anfifilicas, que apresentam superficies hidrofilicas (apolar) e lipofilicas (polar),
eles formam micelas, que s3o estruturas globulares.Com isso os biossurfactantes sio
utilizados como inibidores de tens@o superficial entre liquidos ndo misciveis, exercendo assim
funcdo de miscibilidade aos liquidos, exemplo entre 6leo e agua. Podendo ser utilizados em
saneantes e produtos cosméticos, assim como em biorremediagdes de petrdleo em
derramamentos nos oceanos.

A tensdo superficial se define como uma camada na superficie do liquido que faz com
que a superficie se comporte como uma membrana elastica, onde os objetos ndo conseguem
adentrar ou afundar. Tal fenomeno se da devido as interagdes entre as moléculas do liquido.
As moléculas que se encontram no interior do liquido irfo interagir com as demais em todas
as direcdes (em cima, em baixo, dos lados e diagonais). J& aquelas da superficie ndo
apresentam atomos vizinhos acima delas, exibindo assim uma forga atrativa mais forte sobre
suas vizinhas mais proximas na superficie. Este aumento nas forgas de atragdo
intermoleculares na superficie ¢ chamado de tensdo superficial dos liquidos (figura 1)

(PIROLLO, 2006).

Figura 1: Ilustragdo das forgas intermoleculares no interior e na superficie de um liquido
(PIROLLO, 2006, p. 8)

Tensiio
Superficial

e o O
O

Os biossurfactantes sd@o metabolitos microbianos que apresentam propriedades
surfactantes, ou seja, diminuem a tensdo superficial e apresentam alta capacidade
emulsificante (PINTO; MARTINS; COSTA, 2009; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Sao
obtidos principalmente por bactérias isoladas do solo, da 4gua do mar, de areias contaminadas

por oleos e de sedimentos marinhos. Embora sejam produzidos principalmente por bactérias,
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fungos e leveduras também os produzem (PINTO; MARTINS; COSTA, 2009; GOUVEA et
al., 2003).
A medida que a concentracdo do biossurfactante aumenta no meio aquoso, a tensao

superficial diminui, ocorrendo a formacao de micelas (Figura 2) (SANTOS, 2012).

Figura 2: Posicionamento das moléculas dos surfactantes em fase liquida: a) moléculas na
interface ar-agua; b) formacao de micelas (In: SILVA, 2008, p. 16)

Segundo Silva (2008, p. 16), “a concentragdo dessas micelas forma a Concentragdo
Micelar Critica”. A concentragdo micelar critica (CMC) determina a concentragdo minima de
biossurfactante necessario para formagao de micelas. Varias micelas sdo formadas quando a
CMC ¢ atingida (Figura 3) (SILVA, 2008; SILVA, LIMA, 2007; PIROLLO, 2006; BARROS
et al., 2007; GOLVEIA et al., 2003).

Figura 3: Formacao de micelas na CMC (In; SILVA, 2008, p. 17)

A

Tensdo superlicle! im

| EREER  cmc
e

A concentracdo micelar critica (CMC) ¢ utilizada periodicamente para verificar a
eficiéncia e as caracteristicas basicas de um bom biossurfactante que pode variar de 1 a
2000mg/L (SILVA, 2008; LIMA, 2007; PIROLLO, 2006; BARROS et al., 2007; GOLVEIA
et al., 2003).
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Os biossurfactantes podem ser obtidos por varias fontes e sintetizados a partir de
bactérias, fungos e leveduras. Por essa razdo possuem diferentes estruturas quimicas e
propriedades particulares (MARTINS e MARTINS, 2018). Sua qualidade ¢ diretamente
influenciada pela fonte de carbono, concentragdes de nutrientes, tais como, nitrogénio,
fosforo, magnésio, ferro, enxofre ¢ mangané€s no meio ¢ as condigdes de crescimento, tais
como pH, temperatura, agitacdo e concentracdo de oxigénio disponivel. Sdo caracterizados
como moléculas biotensoativas que se comportam de maneira andloga aos surfactantes
sintéticos, diminuindo a tensdo superficial e interfacial e estabilizando as solugdes pela
formag@o de microemulsdes com a vantagem de serem biodegradaveis, com baixa toxicidade
e podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis (PEREIRA et al., 2013; MORAIS et al.,
2015).

A limitacdo da producdo industrial e a comercializacdo em grande escala dos
biossurfactantes ¢ devido aos elevados custo dos substratos utilizados para producdo. Os
substratos agroindustriais sdo de baixo custo e contém elevados niveis de carboidratos ou de
lipideos que suprem a necessidade de fonte de carbono para a produgdo de biossurfactantes
(ROVINA, EHRHARDT e TAMBOURGI, 2018).

Segundo Gouvea et al. (2003), “os biossurfactantes sdo classificados em glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas, biossurfactantes poliméricos, fosfolipideos e acidos graxos”.
Estes compostos microbianos podem substituir em um futuro proximo os surfactantes
quimicos, principalmente em industrias de alimentos, cosméticos e farmacéuticos, produtos
quimicos agroindustriais, produtos de limpeza industriais € em processos de bioremediacao,
por serem biodegradaveis e apresentarem baixa toxicidade e estabilidade em valores altos de
pH, temperatura e salinidade (PINTO; MARTINS; COSTA, 2009). Um dos setores industriais
em que podem ser utilizados é na limpeza de tanques de reservatorios de oOleos, onde os
residuos e fragdes de dleos que sedimentam no fundo dos tanques s@o altamente viscosos. A
acdo detergente do biossurfactante diminui a viscosidade e ha formacdo de emulsdes
6leo/agua, facilitando o bombeamento e tornando o descarte desses residuos menos
problematico (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes podem ser classificados de duas formas mais gerais, primeira
geracdo e de segunda geracdo. Os classificados como primeira geracdo, também chamados de
“surfactantes verdes”, sdo entendidos como compostos produzidos por meio de sinteses
quimicas a partir de recursos renovaveis ou extraidos de matérias-primas vegetais e
animais.Seus representantes sdo as saponinas, ésteres de agucares, alquilpoliglicosideos e

alcanolamidas. Em contrapartida, biossurfactantes de segunda geragdo sdo produzidos
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inteiramente a partir de reaproveitamento por um processo bioldgico, como biocatalise ou
fermentacdo (ALBANO, 2014; SOETAERT,2014).

Os biossurfactantes também podem ser obtidos por meio de procedimentos
relativamente simples, dispensando investimentos altos para sua producdo, ja que podem ser
utilizados residuos agroindustriais como substrato, o que viabiliza o processo, visto que o
meio de cultivo representa aproximadamente 50% do custo final do produto(CASTIGLIONI;
BERTOLIN; COSTA, 2009; BUENO; SILVA; GARCIA-CRUZ, 2010).

Os biossurfactantes apresentam estrutura semelhante, sendo constituido por uma parte
lipofilica usualmente composta por uma cadeia hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos,
que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma por¢ao
hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato ou carboidrato. A grande parte
dos biossurfactantes sdo neutros, ou anionicos variando desde pequenos acidos graxos até
enormes cadeias poliméricas (PASTORE, 2002; SILVA LIMA, 2003; LIMA, 2007; SILVA,
2008; PIROLLO, 2006). Na Figura 4 pode-se verificar algumas estruturas de biossurfactantes.

Figura 4: Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes (In: SILVA LIMA, 2003, p.6)

HO O—CH—CHZ—é—O—CH—CHz—COOH
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Fonte: (In: SILVA LIMA, 2003, p.7)

A busca cada vez maior por processos industriais e produtos sustentaveis fez com que

diversas industrias mostrassem um interesse maior por substituintes aos tensoativos sintéticos
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originarios da petroquimica. Dessa forma, os biossurfactantes passaram a ter cada vez mais
espaco para estudos e aplicagdes nos mais diversos processos e formulacdes, devido a
possibilidade de serem obtidos a partir de matérias primas renovaveis e apresentarem
caracteristicas que podem ser classificados como ecologicamente corretos (MAKKAR,
CAMEOTRA, 2002; DALTIN, 2011; MAKKAR, CAMEOTRA, IBRAHIM, 2011). Os
biossurfactantes apresentam propriedades de interesse e vantagens sobre os surfactantes
sintéticos, na Tabela 1 pode ser verificadas algumas vantagens relativas aos tipos de

compostos.

Tabela 1:

Propriedades e vantagens dos biossurfactantes

CARACTERISTICAS

VANTAGENS

Baixa toxicidade

Nao causam danos aos seres vivos, podendo ser
empregados sem restrigdes em alimentos e produtos
farmacéuticos e cosméticos

Biodegradabilidade

Sdo facilmente degradados na dgua e no solo, o que os
tornam adequados para aplicacdes em biorremediacdo e
tratamento de residuos, bem como, os caracterizam como
compostos ecologicamente corretos

olerincia a temperatura, pH,
forca idnica extremas

Permitem uma aplicacdo mais abrangente ja que pode ser
utilizado em condi¢des drasticas de temperatura, pH e forca
i0nica

Apresentam CMC baixas e
alta atividade emulsificante

Sdo mais eficientes e efetivos que, por exemplo, os
sulfonatos anidnicos, uma vez que reduzem a tensdo
superficial mais rapidamente do que estes

Aumentam a adsor¢ao na
interface agua/dleo
aumentando a estabilidade
das cadeias em uma unica
fase

A grande area interfacial coberta pela molécula adsorvida e
a multiplicidade de pontos de ancoragem asseguram que
ndo ocorra dessor¢do durante a colisdo das particulas e
aumentam grandemente a estabilidade das emulsdes.

Possuem atividade bioldgica,
tais como, antimicrobianas e
antitumorais

Podendo ser utilizados na industria farmacéutica.

Podem ser produzidos a
partir de substratos
renovaveis, tais como,
efluentes agroindustriais e
subprodutos da indistria

petrolifera e alimenticia.

Estudos demonstram que subprodutos derivados da
indlstria petroquimica passam mais tempo para serem
degradados no meio ambiente e estdo associados a efeitos
toxicos.

Fonte: Guiotti, 2018
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Na Tabela 2 estdo descritos algumas fungdes e aplicagdes industriais dos

biossurfactantes. (ZANINI, 2021)

Tabela2: Aplicagdes e fungdes industriais dos biossurfactantes

FUNCAO DOS BIOSSURFACTANTES APLICACOES INDUSTRIAIS

Recuperacio de éleo residual, reducio

. . . Petrolifera
da viscosidade de 6leos

Bactericida, antifingico e antiviral Farmacéutica

Alimenticia, cosmética, farmacéutica,

Solubilizacao papel,

plasticos e téxtil

Alimenticia, cosmética, petrolifera,
Emulsificante plasticos,

curtumes, biorremediagdo e téxtil

Curtumes, produtos para agricultura,

Detergente e formadores de espuma o . .
industria quimica e metalurgica

Agente umectante Téxtil, metalurgica e cosmética

Lubrificante Téxtil e metalurgica

Agentes permeabilizantes Farmacéutica, téxtil e quimica

Estabilizantes Téxtil

Agentes dispersantes Papel e petrolifera

Biorremediagdo e tratamento de
Sequestrantes de metal ,

residuos
Removedor de ceras de frutas e vegetais | Alimenticia

Ligacao do asfalto a areia de cascalho

Construgdo civil

Formadores de vesiculas

Cosmeéticos e Farmacéuticos

Fonte: Adaptado de Antunes (2010) e Bugay (2009)

Atualmente, nos paises industrializados existe uma grande tendéncia para a
substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos surfactantes de origem biologica, pois aliado ao
fato de serem naturalmente biodegradaveis e causarem menos impacto ambiental apresentam
a vantagem de poderem ser sintetizados a partir de substratos renovaveis. Além disso, a
grande diversidade quimica que apresentam, possibilita uma diversidade de aplicacdes
(NITSCHKE; PASTORE, 2002; GOUVEA et al., 2003). Nesse contexto, o presente trabalho

tem como objetivo avaliar a producdo de biossurfactante a partir de um substrato indutor
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acessivel na regido Nordeste e com possibilidades de barateamento em seu processo de

sintetizacdo.

3.2.  MICRORGANISMOS PRODUTORES E SUAS CARACTERISTICAS

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com sua composi¢do quimica e sua
origem microbiana e constituem uma das principais classes de surfactantes naturais. De
acordo com esta classificacdo as principais classes incluem: glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados. Na tabela 1 estdo apresentados os biossurfactantes de acordo com esta
classificagdo (NITSCHKE; PASTORE, 2002; SILVA LIMA, 2003; LIMA, 2007; SILVA,
2008; PIROLLO, 2006).

Tabela 3: Principais classes de biossurfctantes e microrganismos produtores

TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICRORGANISMO
Glicolipideos
Pseuddémonas aeruginosa
-ramnolipideos Torulopsisbombicola, T. apicola
-soforolipideos
-trealolipideos

Rhodococcuserythropolis,
Mycobacterium sp.

Lipopeptideos E Lipoproteinas

Bacillus lichemiformis

-Peptideo-lipideo .
P P Pseudémonas fluorescens

-Viscosina
-Serrawetina Serratiamarcescens
-Surfactina Bacillus subtilis
—Subt1.11§1{1a Bacillus subtilis
-Gramicidina lishrevi
_Polimixina Bacillisbrevis
Bacillispolymyxa

Acidos Graxos, Lipideos Neutros E
Fosfolipideos

-Acidos graxos
-Lipideos neutros
-Fosfolipideos

Corynebacterium lepus

Nocardiaerythrepolis

Thiobacillusthiooxidans

Surfactantes Poliméricos

-emulsan
-biodispersan
-liposan
-carboidrato-lipideo-proteina
-manana-lipideo-proteina

Acinetobactercalcoaceticus

Acinetobactercalcoaceticus

Candida lipolytica

Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Surfactantes Particulados
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-vesiculas ‘ Acinetobactercalcoaceticus

-células ‘ Varias bactérias
Fonte: (In: NITSCHKE; PASTORE, 2002, p. 773)

Uma das mais importantes caracteristicas dos surfactantes de origem biologica € que
cada microrganismo, em diferentes condi¢des de cultura e processos, pode produzir diferentes
compostos, com diferentes estruturas quimicas e, consequentemente, com diferentes
propriedades surfactantes como pdde ser observado na Tabela 3 (PARVEEN et al., 2014).
Estudos reportam diversos microrganismos que sdo grandes produtores de biossurfactantes,
dentre eles os que ganham bastante destaque, sdo os géneros Pseudomonas e Bacillus
(SANTOS et al.,, 2016). As bactérias do género Bacillus sdo grandes produtoras de
lipopetideos, que caracterizam biossurfactantes de grande eficiéncia.

Os glicolipidios podem ser classificados em mono, di, tri e tetrassacarideosqueincluem
a glicose, manose, galactose, acido glucuronico e sulfato de galactose. Os lipidios ligados a
aglicares, como os trealoselipideos, ramnolipideos e soforolipideos estdo envolvidos na
assimilag@o de hidrocarbonetos de baixa polaridade por microrganismos. Os ramnolipidios se
apresentam como uma atrativa classe de biossurfactantes, pois podem ser produzidos em
meios de cultivo contendo tanto hidrocarbonetos quanto carboidratos como unica fonte de
carbono e sdo os glicolipidios mais bem estudados e capazes de reduzir a tensdo superficial,
emulsificar hidrocarbonetos e estimular o crescimento de P. aeruginosa em n-
hexadecano(SILVA, 2016).

A surfactina ¢ um lipopeptidio produzido pelo género Bacillus sp., contendo uma
cadeia de treze a quinze atomos de carbono. Sua estrutura é composta por uma série de
aminoacidos, dentre eles a L-Asparagina, L-Leucina, L-Glicina, L-Leucina, L-Valina e duas
D-Leucinas. Este lipopeptideo foi caracterizado como um dos biossurfactantes de maior
eficiéncia, capaz de reduzir a tensdo superficial da 4gua de 72 a 27 mN.m™' em concentragdes
tdo baixas como 0.005% e conforme experimentos j& realizados com ratos apresenta baixa
toxicidade (RAHMAN, GAKPE,2008; SHALIGRAM&SINGHAL 2010).

Fosfolipidios, acidos graxos e lipideos neutros sdo produzidos em grande quantidade
por diversas bactérias e leveduras durante o crescimento em n-alcanos (DESAI,
BANAT,1997). Os 4cidos graxos originados de alcanos se destacam como agentes tensoativos
devido ao equilibrio hidrofilico / lipofilico relacionado ao comprimento da cadeia de
hidrocarboneto. No que diz respeito a diminuir as tensdes superficie e interfaciais, os acidos

graxos saturados mais ativos estdo na faixa de £ C12 C14. Além de acidos graxos de cadeia
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linear, microrganismos produzem acidos graxos complexos que contém grupos hidroxila e
ramos alquilo. Os fosfolipidios sdo componentes principais da membrana microbiana, dessa
forma quando certas bactérias ou leveduras responsaveis pela degradagdo de hidrocarbonetos
sdo cultivadas emsubstratos contendo alcanos o nivel de fosfolipidios tende a aumentar de
forma consideravel (ROSENBERG et al., 1999).

Segundo Gouveia et al., 2003, a classe dos glicolipideos compreende um grupo dos
mais conhecidos e estudados, apresentando longas cadeias de dacidos alifaticos ou
hidroxialifaticos. Nesta classe destacam-se os ramonolipideos, trealolipideos e soforolipideos.

(L. A., Santos, 2012)

3.3. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR B. PUMILLUS

As espécies do género Bacillus sdo cosmopolitas ¢ morfologicamente diversificadas,
produtoras de lipopeptideos ciclicos com atividade de superficie que podem ser conhecidos
como iturinas, fengicinas, liquenisinas e surfactinas (LIU et al.,2010; SOUZA et al, 2014;
AL-BAHRY et al., 2013). Os compostos de iturina sdo formados pela presenca de sete
aminoacidos ciclicos ligados a uma cadeia de acido graxo B-amino. Esse grupo apresenta oito
isoformas (iturinasA, AL e C, micosubtilisina, bacilopeptina e bacilomicinas D, F e L) todas
com grande potencial antifingico, atuando também como biopesticida. As fengicinas, em
contrapartida, possuem quatro isoformas, e sdo caracterizadas por um lipodecapeptideo ligado
a um acido graxo B-hidroxi de cadeia variavel entre 11 e 14 atomos de carbono que também

apresenta acdo antifungica (SEN, 2010; NERURKAR,2010; INES e DHOUHA, 2015).

3.4. MELANCIA

A quantidade e o tipo de matéria-prima utilizada como substrato para o
desenvolvimento do microrganismo € o fator mais preocupante no processo do ponto de vista
econdmico, devido a estimativas que supde cerca de 30% do custo total de producdo dos
biotensoativos esta vinculado a obtencdo de substratos (CAMEOTRA, MAKKAR, 1998).
Diante disso, o uso de substratos renovaveis e/ou com baixo custo provenientes da
agroindustria, torna-se imprescindivel para viabilizar essa producdo (FARIA, 2010).

Diante disso, optou-se em realizar o cultivo com a melancia (Citrulluslanatus), que €
um fruto tipico de clima tropical ou temperado, ela pertence a familia das cucurbitaceas e

apresenta alto indice frutifero. A melancia utilizada na presente pesquisa foi identificada
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como da espécie Melancia Hibrida Combat(175), com polpa de coloragdo vermelho intenso e

casca caracteristica verde e predominancia de verde claro (Figura 5).

Figura 5: A melancia em uma balanga antes de ser cortada e separada suas partes

T

r

A melancia, originaria das regides secas da Africa tropical, ¢ a Cucurbiticea mais
produzida no mundo (MASSA, 2014). No Brasil, as regides mais indicadas para o plantio da
melancia situam-se no Semiarido Nordestino, nas quais podem ser plantadas em qualquer
época do ano (CARVALHO, 1999). A fruta representa expressiva importdncia no
agronegocio brasileiro, ocupando o quarto lugar dentre as olericolas, com produgdo de

2.052.928 de toneladas no ano de 2010 (IBGE, 2010).


https://isla.com.br/produto/Melancia-H%C3%ADbrida-Combat/175
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencao do extrato aquoso de melancia

Para a composicdo dos meios de cultivo foi utilizado o suco de melancia, a fim de
testa-lo quanto a eficiéncia na producdo de biossurfactantes. A melancia foi adquirida no
comércio local de Jodo Pessoa. Foi lavada com agua e sabdo e seca com papel toalha. Em
seguido, foi pesada e extraidos dela a polpa, a casca e a entre casca para avaliacdo do
rendimento do fruto. Apos a separacdo das sementes contido na polpa do fruto, a polpa foi
processada com o uso de um mixer simples e assim obtido o suco concentrado de melancia, ¢
em seguido o suco concentrado foi peneirado.

Posteriormente foram realizados os procedimentos de caracterizacdo para medigdo de
pH, solidos soluveis (°Brix) e agucares redutores (AR). A medida do potencial hidrogeniénico
das amostras foi determinada através de medidas diretas em um pHmetro, previamente
calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. O teor de solidos soluveis totais (°Brix) foi
determinado em um refratdmetro digital de bancada (IAL,2008). Para determinar a quantidade
de agucares redutores e aclcares redutores totais utilizou-se o método de DNS, proposto

incialmente por Miller (1959), adaptado por Vasconcelos (2013).

4.1. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o Bacillus pumilus isolado do solo
cultivado de cana de agiicar de uma usina da regido e cedido pelo centro de Biotecnologia da
UFPB. A cultura foi mantida em Meio Agar Nutriente. Os microrganismos foram repicados
periodicamente para manter a viabilidade celular, incubados a temperatura ambiente,

aproximadamente 28°C por 24h e posteriormente mantidos sob refrigeracdo a 4°C. (Figura 6)

Figura 6: O microrganismo B. pumilus utilizado para o repique
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4.2. PREPARACAO DE INOCULO

O in6culo foi preparado transferindo-se trés algadas da cepa do microrganismo em
duplicata para erlenmeyers de 500 mL de capacidade, contendo 250 mL do meio de cultivo
contendo suco de melédncia (diluido até concentracdo de agucares redutores totais 20 g.L'l),
extrato de levedura (1 g.L™"), previamente esterilizado em autoclave a 120°C por 15 minutos e
incubado em mesa agitadora a 34°C e agitag@o orbital de 200 rpm (Figura 4.2). O in6culo foi

utilizado ao atingir absorbancia desejada entre 0,6 e 0,8.

Figura 7: In6culo do B. pumilus no substrato indutor contendo suco de melancia
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4.3. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Experimentos foram realizados utilizando erlenmeyers de 500 mL de capacidade,
contendo 250 mL do mesmo meio de cultivo utilizado na obteng¢ao do indculo, adicionados de
10 % v/v de indculo. Em triplicada, transferiu-se 25mL do indculo nos meios estéril e a cada
24 h foi retirada 15mL de meio fermentado para realizagdo das andlises e obtencdo dos

resultados, os experimentos foram realizados por 72h (Figura 4.4).

4.4. ANALISES
4.4.1. Analise de emulsificacao

Para analise do indice de emulsificacdo foi utilizado o método descrito por Cooper ¢
Goldberg (1987), com adaptagdes. A andlise consistiu em misturar 2 mL do sobrenadante do
caldo fermentado livre de células a 3 mL de 6leo vegetal, em tubos de ensaio de 10 mL, que
posteriormente foram agitados vigorosamente em agitador do tipo vortex por 2 min e
deixados em repouso por 2 4h. A analise foi realizada em triplicata. O indice de emulsificacao
foi entdo determinado através da divisdo da altura da emulsdo pela altura total da coluna

emultiplicado por 100 de acordo com a Equacao 1 proposta por Wei et al., (2005).

H,
IE = — x 100
Hy

Onde:
IE= Indice de emulsificagdo apés 24 h
HE = Altura emulsificada

HT = Altura total



28

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Rendimento do suco de melancia

A melancia utilizada no estudo, com peso total de 5,3 Kg, apresentou rendimento em
casca, semente e polpa de, respectivamente, 31,11%, 0,85% e 66%. Aproximadamente 2% de
sua massa total foi considerada como perda durante os processos de corte e separagdo da

melancia. Na figura 6 ¢ apresentado a melancia.

Tabela 4: Rendimento da melancia

PARTES RENDIMENTO (%)
POLPA 66,0
CASCA 4,80

ENTRECASCA 26,31

SEMENTE | 0,85
PERDAS | 2,04

5.2. Caracterizacao do suco de melancia

A caracterizacdo foi realizada com o objetivo de adequar o suco de melancia para o
processo fermentativo. A tabela 5 apresenta os resultados da caracterizagdo do suco de
melancia.

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas do suco de melancia

PARAMETRO VALOR
pH 5,15
*Brix 7,97
AR (g.Lh 8,17

O pH obtido foi 5,15 considerado acido, o que ndo ¢ propicio para o crescimento de
bactérias ja que elas se desenvolvem melhor em pH proximo a neutralidade. Quanto a
concentragdo de AR como ¢ bastante elevada foi feita, posteriormente, diluicdo para obter a
concentragdo de 20g.L'1. A diluicdo contribui para reduzir a concentracdo de AR e para
aumentar o pH do meio, ja que o pH da agua destilada, usada na diluicdo é proxima a

neutralidade em torno de 6,0.



29

5.3. Producao de bioemulsificantes e consumo de substrato

O suco de melancia foi avaliado como o substrato indutor do meio de cultivo para a
cepa do microrganismo Bacillus Pumilus. O parametro avaliado para identificar a produgdo de
biossurfactante foi o indice de emulsificacdo (Figura 8),0s pardmetros foram avaliados a cada

24h de cultivo.

Figura 8: indice de Emulsificagio ao longo do cultivo de 72h totais
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Na figura 8 estdo dispostos os percentuais de emulsificagdo durante o tempo total de
cultivo de 72h, com avaliagdo dos pontos a cada 24h. Pode-se observar um resultado mediano
nas primeiras 24h de cultivo. O I.E comecou no valor de 45,61 + 0,88% e nas primeiras 24h
obteve o percentual de 50,06 + 3,17%. Em seguida, no tempo de 48h o L.E foi de 49,13 +
0,027% e posteriormente no tempo de 72h o valor foi de 28,88 + 3,60%.Tais valores
evidenciam um melhor resultado de I.E nas primeiras 24h de cultivo.

Os resultados demonstram que o substrato indutor ofereceu 6timas condi¢des em até
48h de cultivo da B. Pumilus para producdo de biossurfactantes com boa capacidade quanto a
producdo de emulsificantes. Tal conclusdo se baseia nos estudos realizados por Yousself
(2004) que para uma emulsificacdo eficaz, o indice de emulsificagdo deve ser superior a 40%.

A caracterizagdo dos cultivos foi realizada a cada 24h até completar 72h de cultivo.
Pode-se observar um decréscimo no °Brix e no AR, evidenciando o consumo de glicose e
agucares redutores contidos no substrato. O pH se torna mais neutro isso devido ao

crescimento bacteriano através da fermentagao.
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Tabela 6: Valores de caracterizagdo do cultivo a cada 24h, ao longo de 72h

CARACTERIZACAO
TEMPO (H) AR (g/L) °Brix pH
0 7,14 2,27 5,60
24 1,27 1,57 6,14
48 2,78 1,33 6,91
72 0,00 1,17 6,97

O consumo do substrato ao longo do cultivo teve um expressivo resultado nas
primeiras 24h, demonstrando um consumo de 82,20%. Porém nas analises de 48h obteve-se
valores mais altos do consumo de substrato, ja nas analises de 72h o consumo de substrato
demonstrou valores menores que os de 48h. Levando em consideracdo possiveis erros de
medi¢do nas analises de 48h,as analises de 72h demonstram que o substrato esteve em

decréscimo, ou seja, sendo consumido concomitante ao desenvolvimento bacteriano.

Figura 9: Consumo de substrato ao longo do cultivo de 72h totais
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6. CONCLUSAO

O substrato indutor proposto no presente trabalho demonstrou favorecer a producao de
bioemulsificantes nos estudos utilizando B. Pumilus. O maior percentual de emulsificacao foi
obtido no tempo de 24h de cultivo e ao ultrapassar o tempo total de 48h a emulsificacdo o6tima
ja ndo ¢ evidenciada. Os resultados indicam que o substrato utilizado juntamente com o
microrganismo estudado indica ser promissor na producdo de bioemulsificantes, mas ainda

necessitam de estudos mais aprofundados de seu cultivo.
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