UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

ALYSSON HENRIQUE DE ALBUQUERQUE ALVES

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE BIOSSURFACTANTES
OBTIDOS POR Bacillus subtilis (UFPEDAS86) E Bacillus pumilus EM
EXTRATO AQUOSO DE ALGAROBA

JOAOQ PESSOA — PB

2024



ALYSSON HENRIQUE DE ALBUQUERQUE ALVES

PRODU(;AO E CARACTERIZAQAO DE BIOSSURFACTANTES OBTIDOS POR
Bacillus subtilis (UFPEDAS86) E Bacillus pumilus EM EXTRATO AQUOSO DE
ALGAROBA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Engenharia Quimica do Centro
de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba em cumprimento aos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Andréa Farias de
Almeida.

JOAO PESSOA - PB

2024



Catalogacio na publicacio
Secidoc de Catalogagao e Classificacio

B4T4p

Alves, Alysson Henrigue de Albuguergue.

Froducgdo e caracterizacdo de biocssurfactantes
obtidos por Bacillus subtilis (UFFEDAES) e Bacillus
pumilus em extrato aguosc de algarcba / Rlysson
Henrigue de Albuguergue Alves. - Jodo Pessoa, 2024,

77 £. @ il.

Orientacdo: Andréa Farias de Almeida.
Dissertacic (Mastrado) - UFPB/CT/PPGEQ.

1. Emulsificantes. 2. Lipopeptidecas. 3. Substratos
renovaveis. 4. Cinética. I. Almeida, Andréa Farias de.

II. Titule.

UFFE/BC CDU 66T.629.5(043)

Elaborado por Larissa Silva Oliveira de Mesguita - CRE-15/746




ALYSSON HENRIQUE DE ALBUQUERQUE ALVES

PRODU(;AO E CARACTERIZA(;AO DE BIOSSURFACTANTES OBTIDOS POR
Bacillus subtilis (UFPEDAS86) E Bacillus pumilus EM EXTRATO AQUOSO DE
ALGAROBA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Engenharia Quimica do Centro
de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba em cumprimento aos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

Aprovada em o de {3@@ de 2024,

BANCA EXAMINADORA

/ g
utdnin. <Fruas ol

\Bfof* Dr*. Andréa Farias de Imeida (DETC/UFPE)
{Orientadora)

Dr’. Cristiani ViegasBrandio Grisi (PPGEQ/UFPB)
(Examinadore Interna ao Proprama)

Frof*, D", Sharline Florenting de Melo Santos {DEQ!UFPR)
{Lxuminadora Interna 4o Programa}

i @%Mnm_ ¢ ﬁ_ﬂur_u .
Prof, %, Adna Cristing Barbosa de Sousa (ML IFE*H}
(ixaminadora Bxlerna au Programa)



AGRADECIMENTOS

A minha familia, por todo apoio e incentivo.

A minha orientadora, professora Dra. Andréa Farias de Almeida, pela disponibilidade,

ensinamentos e confianca.

Aos colegas do Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEBp), pelo
companheirismo, pelas amizades construidas e dedicag&o.

Ao programa de pos-graduacdo em Engenharia Quimica, aos professores e secretarios.

A UFPB e a FAPESQ pelo apoio financeiro.



RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas com caracteristicas anfipaticas, ou seja, contém um
componente hidrofilico (polar) e um hidrofébico (ndo polar) em sua estrutura molecular, que
promovem a reducao de tensdo superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases. Possuem
muitas aplica¢des em diversos setores, incluindo agricultura, cosméticos, alimentos, farmacia,
meio ambiente e petroquimica. Em comparacdo com o0s surfactantes sintéticos, o0s
biossurfactantes apresentam caracteristicas como biodegradabilidade, baixa toxicidade,
tolerancias a amplas faixas de temperatura, salinidade e pH, tornando-os aplicaveis em produtos
alimenticios, cosméticos e medicamentos. No entanto, devido aos custos elevados de producéo,
pesquisas estdo sendo realizadas com estratégias que visam substituir substratos convencionais
por alternativos de baixo custo e de preferéncia renovaveis para producdo de biossurfactantes.
No presente trabalho, a producédo do biossurfactante a partir do Bacillus subtilis (UFPEDA 86)
e Bacillus pumilus foi conduzida usando como substrato o extrato aquoso de algaroba, a 1%
(v/v) de concentracdo. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer agitados em
incubadora rotativa orbital a 200 rpm, 37°C e razdo de aeracdo de 0,4. Amostras foram retiradas
em tempos regulares para acompanhamento do crescimento microbiano, consumo de substrato,
producdo de biossurfactante e os parametros cinéticos durante 96 h de processo. A recuperacdo
dos biossurfactantes obtidos nos processos foi realizada por precipitacdo acida (HCl a 6N) e a
caracterizacdo por meio das andlises dos grupos funcionais identificados em FTIR. No cultivo
utilizando a linhagem B. subtilis UFPEDA 86 obteve-se concentracdo celular na fase
exponencial ([X]) de 0,78 g/L, produtividade em células (Px) de 12,07 mg/L.h, velocidade
especifica maxima de crescimento (Uma) de 0,0569 h?, concentragdo de biossurfactante
produzido 2,83 g/L com uma capacidade de emulsificacdo de 72,1% em 0leos lubrificantes. Na
producdo B. pumilus obteve-se uma concentracao celular maxima na fase exponencial (Xmax.)
foi de 1,07 g/L, a produtividade em células (Px) foi de 8,59 mg/L.h e velocidade especifica
maxima de crescimento (Umax.) € de 0,0063 h™. Em relacéo ao biossurfactante produzido obteve-
se uma concentracdo de 4,73 g/L com boa capacidade de emulsificacdo 85,4% em Oleos
lubrificantes. Portanto, com os resultados obtidos até o0 momento, é possivel considerar que as
linhagens B. subtilis UFPEDA 86 e B. pumilus foram capazes de produzir biossurfactante do
tipo lipopeptideo a partir do extrato de algaroba, como substrato alternativo, nas condicdes
propostas.

Palavras-chave: Emulsificantes; Lipopeptideos; Substratos; Cinética



ABSTRACT

Biosurfactants are molecules with amphipathic characteristics, that is, they contain a
hydrophilic (polar) and a hydrophobic (non-polar) component in their molecular structure,
which promote the reduction of surface and interfacial tension between liquids, solids and
gases. They have many applications in various sectors, including agriculture, cosmetics, food,
pharmacy, environment and petrochemicals. Compared to synthetic surfactants, biosurfactants
have characteristics such as biodegradability, low toxicity, tolerances to wide ranges of
temperature, salinity and pH, making them applicable in food products, cosmetics and
medicines. However, due to high production costs, research is being carried out with strategies
that aim to replace conventional substrates with low-cost and preferably renewable alternatives
to production of biosurfactants. In the present work, the production of biosurfactant from
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) and Bacillus pumilus was conducted using mesquite aqueous
extract as substrate, at 1% (v/v) concentration. The cultures were carried out in Erlenmeyer
flasks shaken in an orbital rotating incubator at 200 rpm, 37°C and an aeration ratio of 0.4.
Samples were taken at regular times to monitor microbial growth, substrate consumption,
biosurfactant production and kinetic parameters during the 96h process. The recovery of
biosurfactants obtained in the processes was carried out by acid precipitation (HCI at 6N) and
characterization through analysis of the functional groups identified in FTIR. In cultivation
using the B. subtilis UFPEDA 86 strain, a cell concentration in the exponential phase ([X]) of
0.78 g/L, cell productivity (Px) of 12.07 mg/L.h, maximum specific growth rate (Jmax) of 0.0569
h, biosurfactant concentration produced 2.83 g/L with an emulsification capacity of 72.1% in
lubricating oils. In B. pumilus production, a maximum cell concentration was obtained in the
exponential phase (Xmax) of 1.07 g/L, cell productivity (Px) was 8.59 mg/L.h and maximum
specific growth rate (Umax) is 0.0063 h. In relation to the biosurfactant produced, a
concentration of 4.73 g/L was obtained with a good emulsification capacity of 85.4% in
lubricating oils. Therefore, with the results obtained so far, it is possible to consider that the B.
subtilis UFPEDA 86 and B. pumilus strains could produce lipopeptide-type biosurfactant from
mesquite extract, as an alternative substrate, under the proposed conditions.

Keywords: Emulsifiers; Lipopeptides; Surfactin; Substrates; Kinetics.
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1 INTRODUCAO

O avanco dos processos biotecnoldgicos abriu novas oportunidades em nivel global
para producédo de biomoléculas de interesse comercial. Esses produtos sdo valorizados por sua
eficiéncia, baixo impacto ambiental, e potencial econdmico. Biossurfactantes sdo exemplos de
biomoléculas de origem microbiana com atividades emulsificantes e tensoativas, possuem
caracteristicas peculiares que possibilitam aplicacdo alternativa aos surfactantes sintéticos em
diversas areas (VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

De modo abrangente, os biossurfactantes contém um componente hidrofilico (polar) e
um hidrofébico (ndo polar) em sua estrutura molecular, que promovem a reducdo de tensao
superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases, permitindo-lhes misturar ou dispersar
imediatamente como emulsdes ou microemulsdes em agua ou outros liquidos. Produzidos
extracelularmente ou como parte da membrana celular por bacteérias, leveduras e fungos a partir
de substratos ricos em acucares, 0leos e hidrocarbonetos como fonte de carbono para o
desenvolvimento desses microrganismos (DESAI e BANAT, 1997).

Biossurfactantes, representam uma alternativa atrativa em relagdo aos seus
equivalentes sintéticos. Essas biomoléculas possuem diversas vantagens; sdo biodegradaveis,
tém capacidade antimicrobiana, possuem atividade em ampla variedade de condicdes
ambientais, baixa toxicidade e, sobretudo, podem ser produzidos a partir de recursos
renovaveis. Produzir biossurfactantes em larga escala enfrenta desafios devido a questdes
relacionadas aos processos de producdo e etapas de recuperacao e purificacdo, o pode resultar
em aumento nos custos operacionais (GEETHA, IBRAHIM, SANKET, 2018).

O mercado mundial de biossurfactantes é estimado em 18,25 milhGes de toneladas em
2024 e deverd atingir 21,52 milhdes de toneladas até 2029, com taxa composta de crescimento
anual (TCCA) superior a 3,3% no periodo de 2024 a 2029 (MORDOR INTELLIGENCE,
2024). A producdo de biossurfactantes é frequentemente abordada na literatura, com
especialistas debatendo a diferenca significativa entre investimentos e ganhos monetarios.
(KOSARIC e VARDAR-SUKAN, 2015). Embora, tenham ainda inumeros desafios no
processo de producédo por via microbiana, principalmente, referindo-se ao custo com a matéria-
prima e as etapas de recuperagédo e purificagdo dos biossurfactantes. Assim, a utilizacdo de
compostos ricos nutricionalmente com caracteristicas sustentaveis para o desenvolvimento
microbiano sdo sempre bem-vindos para tornar os sistemas de producdo em larga escala viaveis

do ponto de vista econémico e biotecnologico (RIBEIRO et al., 2019).
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Os residuos agricolas e substratos de baixo custo s&o considerados promissores para a
sintese microbiana dos biossurfactantes, apresentam potencial para reduzir custos operacionais
e além do mais, promover destinacdo sustentavel dos residuos industriais. Por conseguinte, o
foco das pesquisas se concentra no emprego de varios recursos naturais renovaveis para superar
barreiras financeiras na producgéo industrial de biossurfactante. Substratos como trigo, arroz,
algaroba, mandioca, farinha de mandioca, cana-de-agucar, bagago de cana-de-actcar, melago
de beterraba, farelo e milho, devido aos seus niveis de aclcares presentes, sao testados para
producdo de biossurfactantes e a discutir uma nova e eficiente forma do seu uso (CAMPOS et
al., 2019; MAKKAR et al., 2011).

O extrato de algaroba é um exemplo desses substratos de origem renovavel que pode
ser utilizado para producéo de biossurfactantes e outras biomoléculas. 1sso ocorre porgue esses
residuos geralmente contém os nutrientes necessarios, sdo matérias-primas abundantes e tém
baixo custo. O grupo de pesquisa desenvolve processos com a utilizacdo da algaroba, e foi
demonstrado seu potencial na producdo de biossurfactantes a partir de linhagens de Bacillus sp.
em alguns trabalhos (DIAS, 2017; FARIAS, 2018 e DIAS, 2019).

Diversos microrganismos podem ser utilizados para produzir biossurfactantes, dentre
esses as bactérias do género Bacillus sdo as mais pesquisadas. Bacillus subtilis € um produtor
de uma variedade de biossurfactantes do tipo lipopeptideo (LP) ciclico, dentre os mais
conhecidos sdo os da familia da surfactina, iturina e fengicina. Linhagens como Bacillus
pumillus (OLIVEIRA, 2010) e Bacillus safensis (FARIAS, 2018) também tém sido estudadas
para producéo de biossurfactantes.

Dentre os LPs, a surfactina é a mais utilizada principalmente como agentes de emulséo
e espuma em tecnologias de remediacdo, e derivados de iturina (antibiético lipopeptideo com
forte atividade antifingica) tém forte atividade antimicrobiana in vitro e in vivo contra
variedade de espécies fungicas (PECCI et al., 2010).

Desse modo, avaliacdo da producdo de biossurfactantes microbianos utilizando o
extrato aquoso da algaroba como substrato podera tracar alternativas de processo,

possibilitando ampliagéo da escala de producéo a baixo custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de producéo de biossurfactantes por linhagens de Bacillus subtilis

UFPEDA 86 e Bacillus pumilus a partir do extrato aquoso de algaroba.

2.2 Objetivos Especificos

= Auvaliar a producdo de biossurfactantes a partir do Bacillus subtilis UFPEDA 86 e
Bacillus pumilus utilizando a concentracéo de 1% (v/v) de extrato aquoso de algaroba;

» Analisar os parametros cinéticos da producdo dos biossurfactantes por linhagens de
Bacillus subtilis UFPEDA 86 e Bacillus pumilus nas condicdes de processo propostas;

= Promover a recuperacao dos biossurfactantes produzidos por linhagens Bacillus subtilis
UFPEDA 86 e Bacillus pumilus;

= Auvaliar a capacidade de emulsificacdo dos biossurfactantes produzidos em compostos
hidrofobicos (6leo de motor, 6leo vegetal e querosene);

= Avaliar a estabilidade da emulsificacdo do biossurfactante produzido quanto a
influéncia da temperatura, salinidade e pH;

= Caracterizar estruturalmente os biossurfactantes produzidos por linhagens Bacillus
subtilis UFPEDA 86 e Bacillus pumilus.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com grupos hidrofobicos e hidrofilicos em sua
estrutura, permitindo uma variedade de mudangas em sistemas heterogéneos. Apresenta uma
porcao apolar, que geralmente contém cadeia de hidrocarbonetos, enquanto uma unidade polar
pode ser ibnica (catidnica ou anidnica), ndo iénica, ou anfotérica (MAO et al., 2015). Por causa
dessas propriedades, estes compostos tendem a se concentrar na regido interfacial de fluidos
imisciveis, reduzindo a tensdo superficial e tensdo interfacial e, como resultado, aumento da
solubilidade e mobilidade de moléculas hidrofébicas ou compostos orgénicos insoluveis.
Devido a sua alta atividade de tensoativa, essas moléculas apresentam caracteristicas como
detergente, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante e umectante, solubilidade e
separacao de fases. (SINGH et al., 2007).

A eficiéncia de um surfactante é determinada pela capacidade de reducdo da tensdo
superficial, que se mede de acordo com a energia livre da superficie pela unidade de area,
necessaria para mover moléculas interinas para a superficie. Um bom surfactante age reduzindo
aproximadamente a tensdo superficial da d&gua de 72 para 35 mN/m e a tensdo interfacial entre
agua e n-hexadecano de 40 para 1mN/m, esses sdo alguns parametros que podem ser seguidos
para caracterizar o tensoativo. A tensdo superficial relaciona-se com a concentracdo dos
compostos tensoativos até o momento em que a concentracdo micelar critica (CMC) €
alcancada. A CMC define-se como a solubilidade de um tensoativo na fase aquosa, ou seja, a
concentracdo minima de tensoativo necessaria para atingir os valores mais baixos de tensdo
superficial e interfacial. Na préatica, a CMC é também a concentracdo maxima dos monémeros
de surfactante em agua influenciada diretamente pelo pH, temperatura e forca idnica
(MULLIGAN, 2004).

A grande parte dos surfactantes € sintetizada a partir de derivados de petrdleo e ¢
amplamente utilizada em diversos setores industriais. No entanto, esses surfactantes sintéticos
sdo toxicos e nao biodegradaveis, o que justifica a busca por meios alternativos menos
prejudiciais ao ambiente (VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

Diversos compostos que possuem a capacidade de reduzir a tensdo superficial sdo
produzidos por organismos vivos, abrangendo plantas, microrganismos e até mesmo 0 corpo

humano. Esses compostos sdo conhecidos como surfactantes naturais. Recentemente, houve
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um aumento no interesse por surfactantes de origem microbiana, uma vez que possuem
caracteristicas sustentaveis que diminuem o impacto no meio ambiente e ampliam suas
possiveis aplicacdes, como por exemplo, em processos de biorremediacdo (MAKKAR e
CAMEOQOTRA, 2002).

Varios biossurfactantes, atualmente conhecidos, sdo classificados com base em suas
estruturas quimicas e origem microbiana. As principais classes de biossurfactantes incluem-se:
glicolipidios, lipopeptidios, fosfolipidios, lipidios neutros e acidos graxos, biossurfactantes
poliméricos, e surfactantes particulados (MAIER, 2003).

Os biossurfactantes podem ser obtidos através de processos relativamente simples,
como a fermentacdo, podendo ter uma variedade de estruturas quimicas. Geralmente, a
producdo de biossurfactantes pode ser estimulada por processos de indugdo ao microrganismo,
por exemplo, colocar em meio de cultura compostos hidrofébicos como 6leos, para induzir a
sintese de biossurfactantes pelo microrganismo. Todavia, existem biossurfactantes de diversas
origens microbianas: fungos, leveduras e, principalmente bactérias, que possui uma variedade
de espécies e diversos géneros (BANAT et al., 2000).

As caracteristicas dos biossurfactantes estdo ligadas aos microrganismos produtores.
Assim, suas estruturas e isoformas dependem da origem microbiana, definindo suas fungdes e
aplicacdes. Varios fatores influenciam a producdo biossurfactante, o que inclui o pH, a
temperatura, a agitacdo e o modo de operacéo, a natureza de fontes de carbono e nitrogénio, e
a presenca de ferro, fosforo, manganés e magneésio. O controle desses fatores favorece a
quantidade, rendimento e qualidade dos biossurfactantes produzidos. No entanto, devido ao alto
custo de producéo, recuperacgéo e purificacdo, a utilizagcdo desses compostos representam um
desafio para sua aplicacdo industrial. Ao que diz respeito ao "alto custo”, refere-se as matérias-
primas, que por vezes podem ter um baixo rendimento na producdo, além dos processos de
recuperacdo e purificacdo (SECATO et al., 2016).

Apesar de vérias de aplicacdes, os biossurfactantes microbianos ainda ndo sdo usados
em escala industrial, devido ao custo de substrato e dos processos de recuperacéo e purificagéo.
Todavia, pesquisas adicionais sdo necessarias de modo a contornar e minimizar o custo final de
producdo, para tornar o produto mais rentavel, potencializando o interesse da industria e a
viabilidade econdmica (KIRAN et al., 2010).
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3.1.1 Categorizacao dos biossurfactantes

Biossurfactantes sdo agrupados com base na sua composi¢do quimica e na fonte
microbiana, formando uma das principais categorias de agentes de superficie naturais. Seguindo
essa classificacdo, as categorias principais compreendem os glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipideos e A&cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados. A tabela 3.1 apresenta os biossurfactantes organizados de acordo com essa
classificacdo. Em contrapartida, surfactantes sintéticos s@o classificados de acordo com seu

grupo polar, como previamente descrito (NITSCHKE et al., 2004)

Tabela 3.1 — Categorizacdo dos biossurfactantes e seus microrganismos produtores

Continua

TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICRORGANISMO

Glicolipidios
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
Soforolipidios Torulopsis bombicola, T. apicola
Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis Mycobacterium sp.

Lipopeptidios e Lipoproteinas

Peptidio-lipidio
Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Subtilisina
Gramicidina
Polimixina
Acidos Graxos, Lipidios Neutros e
Fosfolipidios
Acidos graxos
Lipidios neutros
Fosfolipidios
Surfactantes Poliméricos
Emulsan

Biodispersan

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus tiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter calcoaceticus
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Tabela 3.1 — Categorizagdo dos biossurfactantes e seus microrganismos produtores

Conclusdo
Liposan Candida lipolytica
Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
Manana-lipidio-proteina Candida tropicalis
Surfactantes Particulados
Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

Células Varias bactérias

Fonte: Adaptado de Desai e Banat, 1997.

A variedade de biossurfactantes de origem microbiana esta associada a capacidade Unica
de cada microrganismo para sintetizar tensoativos bioldgicos distintos, cada um com
caracteristicas especificas. A quantidade e a qualidade desses tensoativos bioldgicos variam
dependendo do microrganismo produtor, da disponibilidade de substrato para seu crescimento,
bem como da concentracdo de ions, como nitrogénio, fosforo, magnésio, ferro e manganés no
meio de cultivo. Além disso, as condi¢Ges operacionais da cultura, como pH, temperatura,
agitacdo, oxigenacdo e taxa de diluicdo, desempenham um papel crucial nesse processo
(BANAT, 2000).

A classificacdo dos biossurfactantes também pode estar associada ao seu tamanho
molecular. Geralmente, os biossurfactantes de baixo peso molecular tendem a ser glicolipideos
ou lipopeptideos, demonstrando maior eficacia na reducdo da tensdo superficial e interfacial.
Em contraste, os biossurfactantes de alto peso molecular incluem polissacarideos, proteinas,
lipopolissacarideos e lipoproteinas anfipaticas, e sdo conhecidos por serem eficazes
estabilizadores de emulsdes de 6leo e gua (VAN HAMME et al., 2006).

3.1.2 Caracteristicas dos biossurfactantes

As propriedades dos surfactantes, e, por conseguinte, suas aplicagdes praticas em
diversos setores industriais, como detergentes, recuperagéo de petroleo, cosméticos, alimentos,
produtos farmacéuticos, agricultura e mineragdo, séo influenciadas pela localizagdo e pelo
tamanho dos grupos funcionais hidrofilicos e hidrofobicos em suas moléculas (DESAI e
BANAT, 1997).
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Os biossurfactantes contém diversas aplicabilidades, nas quais pode mencionar as
seguintes:
a) Atividade emulsificante: gracas a sua natureza anfifilica, os biossurfactantes

tém a habilidade de criar emulsdes e manté-las estaveis (Figura 3.1).

Figura 3.1 - Biossurfactantes se acumulando na interface entre liquidos e ar

Porcéo

Hidrofobica

Porcéo

Hidrofilica

Fonte: Adaptado de Santos, Sailva, & Costa. (2016)

Uma emulsdo pode ser descrita como um sistema heterogéneo no qual, pelo menos,
uma fase imiscivel ou parcialmente miscivel esta dispersa na forma de pequenas goticulas, com
tamanhos que variam de 1 a 10 micrometros, dentro de outra fase continua (MULLIGAN,
2005).

Essa caracteristica € de extrema importancia quando se trata do processo de
decomposicgéo de hidrocarbonetos em ambientes aquéaticos e no solo, uma vez que ela amplia a
superficie de contato entre substancias hidrofébicas. 1sso, por sua vez, facilita a degradagéo de
poluentes por microrganismos. Apesar de ndo serem particularmente eficazes na reducéo da
tensdo superficial, os biossurfactantes de alto peso molecular sdo comumente relacionados a
criacdo de emulsdes estaveis (ROSENBERG & RON, 1999).

a) Atividade tensoativa: a caracteristica mais significativa de um surfactante é a
sua capacidade de influenciar as tensdes superficiais e interfaciais. As moléculas nas goticulas
de agua permanecem unidas devido as forcas intermoleculares, incluindo as ligacdes de
hidrogénio.

A forca gerada pelas ligacGes de hidrogénio forma uma resisténcia na superficie,
conhecida como tenséo superficial. Como exemplo, a agua destilada tem uma tensao superficial
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de 72 mN/m, e quando um surfactante € introduzido na agua, essa tensdo superficial diminui.
A surfactina, produzida por Bacillus sp., tem a capacidade de reduzir a tensdo superficial da
agua de 72 para 27 mN/m (Cooper e Goldenberg, 1987).

b) Tolerancia a pH, temperatura e forca idnica: alguns biossurfactantes exibem
uma notével resisténcia a variacbes de temperatura e pH, tornando-os adequados para
aplicacBes em ambientes com condigdes severas. Os biossurfactantes mantém sua eficicia em
ambientes com concentracfes de até 10% de NaCl, enquanto surfactantes convencionais sdo
inativados com concentracgdes salinas mais baixas, geralmente entre 2-3% (BOGNOLO, 1999).

C) Decomposigdo bioldgica: ao contrario dos surfactantes sintéticos, 0s
biossurfactantes sdo prontamente decompostos na agua e no solo, tornando-os adequados para
usos como a biorremediacdo e o tratamento de residuos (MULLIGAN, 2005).

d) Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém despertado interesse devido a
crescente apreensdo da sociedade em relacdo aos efeitos alérgicos provocados por produtos
quimicos sintéticos. Devido a sua baixa toxicidade, os biossurfactantes também séo permitidos
em cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos (CAMPOS et al., 2013).

e) Ampla composicdo quimica, permitindo aplicabilidade sob medida para
circunstancias especificas (CAMPOS et al., 2013).

f) Podem ser produzidos a partir de matérias-primas sustentaveis, ao passo que
a maioria dos surfactantes sintéticos € derivada do petroleo sendo toxico ao meio ambiente.
(MAKKAR etal., 2011).

3.2 APLICACAO DOS BIOSSURFACTANTES

O tamanho e a localizagdo dos grupos funcionais hidrofébicos e hidrofilicos sdo o que
determinam as propriedades dos biossurfactantes, consequentemente, indicam como estes
podem ser aplicados na industria de detergentes, de alimentos, cosméticos, produtos agricolas,
farmacéuticos e na recuperagdo avancada de 6leo (AL-BAHRY et al., 2013). Além disso,
apresentam baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e compatibilidade ambiental. As
numerosas vantagens dos biossurfactantes fazem com que suas aplica¢6es sejam recomendadas,
ndo somente na industria alimenticia, cosmeética e farmacéutica, mas também na protecéo
ambiental (KITAMOTO et al., 2002; KARANTH et al., 1999; BUGAY, 2009).

Em diversos produtos de limpeza, destacam-se os detergentes para lavagens de roupas,

limpezas de superficies e de higiene pessoal, no qual os biossurfactantes podem ser um
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excelente substituto, menos danoso ao meio ambiente td0 quanto na remediacdo de
contaminantes organicos e inorganicos (PERFUMO, BANAT, MARCHANT et al., 2018).

Os biossurfactantes também tém potencial significativo e promissor na industria
alimenticia, devido a sua capacidade antiadesiva e habilidade de atuar como agente
emulsificante. Isso é crucial em alimentos que contém 6leos e gorduras, pois ajuda na formacao
de emulsdes estaveis, melhorando a textura e a cremosidade dos produtos, semelhante ao papel
dos emulsificantes convencionais utilizados atualmente (GIRI et al., 2017).

A biorremediacdo € uma das técnicas biolégicas mais estudadas para remediar
ambientes contaminados por hidrocarbonetos, incluindo agua oleosa e areas marinhas afetadas
por derramamentos de 6leo (OSTENDOREF et al. 2019; SANTOS, et al, 2016).

Segundo Santos et al. (2016) biossurfactantes apresentam excelentes estabilidades sob
condicdes extremas de temperatura, pH e de salinidade em aplicacGes de remediacdo ambiental.

A escolha da aplicacdo do biossurfactante sera crucial para determinar o processo de
downstream, o grau de pureza e concentracdo final apds sua producdo. A Tabela 2 mostra varias

aplicacdes que os biossurfactantes e os diversos setores de atuacéo.

Tabela 3.2 — Diversas Aplica¢des dos biossurfactantes
Continua

FUNCOES CAMPOS DE APLICACAO

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediacao, 6leos,
alimentos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes

Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano

Demulsificantes

Redutores de viscosidade

Dispersantes

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura
Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de
minérios
Tintas e alimentos
Mineracao
Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas
Tratamento de residuos oleosos
Tratamento de residuos, recuperagédo de
petréleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos

Misturas carvdo-agua, calcareo-agua
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Tabela 3.2 — Diversas Aplicacgdes dos biossurfactantes

Conclusdo
Fungicidas Controle bioldgico de fitopatdgenos
Agentes de recuperacgéo Recuperacao terciaria de petroleo (MEOR)

Fonte: Adaptado de (NITSCHK e PASTORE, 2002)

3.3 PRODUCAO DOS BIOSSURFACTANTES

Varios anos se passaram desde que a producéo de biossurfactantes por microrganismos
foi extensivamente estudada e, como resultado, promoveu ampliacao dos dados relacionados a
producdo, tipo e propriedades dos biossurfactantes (MUKHERJEE et al., 2006).
Biossurfactantes podem ser obtidos através de processos simples de fermentagdo, e em sua
producdo geralmente requer a presenca de uma fonte de carbono do tipo hidrofilico e
oleoso/hidrocarboneto no meio da cultura (NITSCHKE et al., 2004).

A producdo de biossurfactantes, tanto em escala de bancada como em processos
industriais, tem sido realizada principalmente por fermentacdo submersa (FSbm), como é o caso
do lipopeptideo surfactina produzido pela Sigma-Aldrich, empregando Bacillus subtilis. Em
biorreatores, a producdo dos biossurfactantes é ainda mais cara em comparac¢ado a producao dos
seus equivalentes sintéticos; desse modo, o principal desafio de sua producdo a longo prazo é
direcionar o meio cultivo de menor custo, o processamento, recuperacdo e estratégias de
purificacdo (KRIEGER et al., 2009).

Quando produzidos em biorreatores a concentracdo do biossurfactante no meio de
cultura e suas fases de recuperacdo determinardo a viabilidade da produgdo em grande escala.
Em geral, a baixa concentracdo obtida e a estrutura quimica dificultam a extracéo,
particularmente quando substratos complexos sdo usados no processo de fabricacdo (HUDAK
e CASSIDY, 2004).

Residuos ou subprodutos da agroindustria, por exemplo, sdo considerados substratos
promissores para processos de fermentacdo, alguns ja reconhecidos, outros sdo estudados
constantemente. Em geral, esses compostos sdo ricos em carboidratos, lipidios e nitrogénio,
essenciais e benéficos para o crescimento de microrganismos (SANTOS, 2007). O uso de
residuos agricolas em processos de fermentacdo é uma alternativa para reduzir custos na

producéo de bioprodutos, e a0 mesmo tempo em que aborda as questdes de poluigcdo causadas
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pelo acimulo e descarte inadequado desses residuos no meio ambiente (COSTA, 1996).
Embora, seja uma alternativa interessante o uso de subprodutos ou residuos em processos
fermentativos, os processos de downstream podem ser mais dificultados devido a composicéo

complexa desses substratos.

3.3.1 Bacillus Subtilis e Bacillus Pumilus

Bacillus subtilis € uma bactéria aerdbica gram-positiva encontrada no solo, conhecida
por suas excelentes caracteristicas fisioldgicas e capacidade de adaptacdo metabdlica, o que
permite seu cultivo em substratos de baixo custo (SU et al., 2020). Este microrganismo é
amplamente reconhecido por sua capacidade de produzir metabdlitos com propriedades
tensoativas. Tem habilidade de prosperar tanto em ambientes aerébicos quanto anaerobicos,
além de ser considerado ndo patogénico. Essas caracteristicas tornam possivel sua utilizacdo
em setores como a industria alimenticia e farmacéutica, bem como em aplicac6es relacionadas
ao meio ambiente (NEVES et al., 2007). Sendo um organismo gque ndo causa doencas, portanto,
€ seguro para seres humanos e animais, como consequéncia seus metabdlitos também se tornam
Seguros.

As biomoléculas geradas pelo metabolismo de B. subtilis sdo amplamente aplicadas
na industria, e essas bactérias podem secretar proteinas funcionais ao meio de cultura. Além
disso, ha uma vasta quantidade de informacdes disponiveis sobre sua genética e sobre como
desenvolver em grande escala (PHAN et al., 2006).

As cepas de B. subtilis sdo extensivamente empregadas como fontes essenciais de
enzimas industriais, biossurfactantes, antibioticos e inseticidas. A capacidade dessas cepas de
secretar grandes quantidades de proteinas diretamente no meio de cultivo, juntamente com a
facilidade de cultivo e comprovada seguranca, também permitiu sua aplicacdo em larga escala.
O desenvolvimento da linhagem ocorre dentro da faixa de temperaturas das bactérias mesofilas,
que vai de 25 a 37 °C. Esse crescimento resulta na formagéo de col6nias com caracteristicas
morfologicas notavelmente diferentes, e essa variagéo € influenciada pelas condi¢Ges do meio
em que 0 microrganismo esté se desenvolvendo (HARWOOD, 1992).

Bacillus pumilus é uma bactéria Gram-positiva que forma esporos e é encontrada
naturalmente em diversos ambientes, como agua do mar, sedimentos de aguas profundas e solo
(PUDOVA et al., 2022).

As cepas de B. pumilus s&o altamente resistentes a condi¢gdes ambientais extremas,

como baixa disponibilidade de nutrientes, dessecacao, irradiacéo, H20- e desinfecgdes quimica.
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O papel ecoldgico do B. pumilus é enfatizado pelo fato de produzir compostos antagonistas a
patdgenos flangicos e bacterianos. Portanto, é de consideravel interesse de pesquisa para
entender sua diversidade fisioldgica, relacdo genética com outras espécies de Bacillus e a
possivel presenca de fatores toxigénicos (PARVATHI et al., 2009).

O aumento das mudangas climéticas e da poluicdo ambiental est4 impulsionando o
desenvolvimento de fertilizantes sustentiveis. Uma abordagem altamente eficaz para uma
fertilizacdo segura parece ser 0 uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal. Bacillus
pumilus é reconhecida por suas propriedades como uma dessas bactérias promotoras deste
crescimento (CIMO et al., 2020).

A maioria dos biossurfactantes produzidos por esses microrganismos pertence a
categoria de lipopeptideos, que geralmente sdo constituidos por anéis compostos por oito
membros. Destes, sete sd0 compostos por aminoacidos, enquanto o oitavo é um acido graxo
que varia em tamanho e estrutura. Entre esses biossurfactantes, podemos mencionar 0s
lipopeptideos ciclicos, como as surfactinas, e o grupo das iturinas, que inclui as bacilomicinas
e a micosubtilisina. Essas substancias sdo notaveis devido as suas propriedades antimicrobianas
e a capacidade de reduzir a tensdo superficial (AHIMOU et al., 2000).

E reconhecida como bactéria promotoras de crescimento vegetal (BPCP), por
exemplo, devido a sua capacidade de crescer em simbiose com as raizes das plantas. Essa
interacdo com substratos beneficia o crescimento das plantas ao competir com outros
microrganismos, ativar suas defesas contra patdgenos e aumentar a disponibilidade de

nutrientes essenciais, como fdsforo e nitrogénio (EARL et al., 2008).

3.3.2 Algaroba

A algaroba ou algarobeira (Prosopis juliflora (Sw) D.C.) é uma planta tropical de
origem africana que faz parte da familia Fabaceae. Ela € amplamente encontrada no Nordeste
do Brasil e, em menor quantidade, em outras regides do pais. Devido a sua resisténcia e
capacidade de adaptacdo, a algaroba tem se destacado como uma alternativa significativa para
a alimentacdo tanto de seres humanos quanto de animais durante periodos prolongados de seca
nas regides mais aridas do Brasil (PEREIRA et al., 2018).

Com o apoio do Ministério da Agricultura, a algaroba comecou a se dispersar para 0s
estados do Piaui, Ceara e Paraiba a partir de 1951, gracas ao fornecimento de sementes e mudas

para agricultores, profissionais e municipios, a fim de acelerar o seu desenvolvimento. No
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periodo entre 1979 e 1984, vérias instituicdes, como a Superintendéncia do Desenvolvimento
do Nordeste (SUDENE), o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) e as Empresas de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural dos Estados
(EMATER's), realizaram campanhas para promover o plantio de algarobas no Nordeste.
Estima-se que tenham sido estabelecidos cerca de 90 mil hectares de Prosopis juliflora (Sw).
D.C., com uma presenca significativa nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco (REIS, 1985). Atualmente, acredita-se que a area ocupada pela espécie esteja
préxima a um milhdo de hectares, mas ndo existem levantamentos precisos que tenham
mensurado a real extensdo dessa ocupacdo (DOS SANTOS, 2015).

A algarobeira tem uma ampla aplicacéo: suas folhas e sementes sdo aproveitadas como
fontes de suplementacéo alimentar devido ao seu alto valor nutricional. As vagens de algaroba
sdo altamente promissoras como aditivos em silos de capim, gracas ao seu elevado teor de
glicose, que varia entre 25 e 28%, proteinas que vdo de 11 a 17% e &cidos organicos que oscilam
entre 14 e 20%. Elas também contém pectinas e outras substancias, tornando-as uma fonte
nutritiva excelente (DIAS, 2017). Sua madeira, de grande resisténcia, pode ser utilizada na
construcdo e na producdo de carvdo vegetal, enquanto as folhas e o tronco podem fornecer
substancias Uteis para as industrias alimenticia e de bebidas. Além disso, a algaroba é altamente
promissora para atividades de reflorestamento e recuperacdo de &reas degradadas, devido a sua
natureza leguminosa, que possibilita a associagdo com bactérias do género Rizobium. Essa
planta é considerada robusta e adaptavel, mesmo em ambientes desafiadores (PASIECZNIK et
al., 2001).

A producéo de vagens de algaroba comeca a partir do segundo ou terceiro ano da planta
e continua sendo economicamente viavel até os 30 anos de idade da arvore. Na Regido
Nordeste, estima-se uma producdo média de frutos de cerca de 6 toneladas por hectare por ano
para plantas de cinco anos, variando de 2 a 8 toneladas por hectare por ano. Dependendo da
zona bioclimética em que as algarobeiras sdo cultivados e gerenciados, arvores de 15 anos de
idade podem apresentar uma producao média superior a 70 kg de vagens por arvore (RIBASKI,
2009).
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Figura 3.2 - Vagem da algaroba

- )

g Fonte: LBA — UFPB 2016

A falta de um manejo adequado, a adaptacdo regional da espécie, a facilidade de
dispersdo promovida pelos rebanhos e outros fatores transformam a algarobeira em uma
questdo polémica que gera debates considerdveis, de acordo com alguns pesquisadores
(PEGADO etal., 2006). Portanto, uma possivel solucdo para esse impasse seria investigar como
agregar valor as vagens de algaroba, explorando o seu potencial de fermentacdo para o
desenvolvimento de produtos com potencial no campo da biotecnologia.

3.4 PROCESSO DE RECUPERACAO DE BIOSSURFACTANTES

Nos processos biotecnoldgicos, existem passos principais, que sdo: upstream que
corresponde ao preparo e caracterizagdo do substrato a ser utilizado no processo; central point
ou process que ocorre 0 contato entre os agentes produtores representados pelos
microrganismos com o substrato a ser utilizado; e downstream onde s&o realizados 0s processos
de recuperacdo, purificagdo e concentracdo dos bioprodutos. Esta Ultima etapa geralmente é
bastante complexa e, na maioria das vezes, 0s processos dessa etapa ndo sdo completos,
tornando o produto com custo elevado. Para a maioria dos processos biotecnoldgicos que
utilizam do processo de downstream, estes sdo responsaveis por cerca de 60% dos custos da
producdo (MANO, 2008).

Os biossurfactantes do tipo surfactina, que s&o os normalmente produzidos pelo género
Bacillus, sdo recuperados do meio de cultura por métodos classicos, como: precipitacdo (com
sulfato de amonio, acetona, acido), extracdo com solventes organicos e cristalizacao;
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centrifugacdo, adsorcdo separagdo de espuma e precipitacdo, filtragio com escoamento
tangencial, diafiltracdo e ultrafiltracdo (HOFFMAN et al., 2021).

E preciso uma atencéo especial para a extracdo dos biossurfactantes, pois depende da
estrutura e propriedade. Existem muitos métodos efetivos para um tipo de biossurfactante, mas
pode-se tornar ineficiente para outros. Em especial, a surfactina primeiro separa as células do
sobrenadante, pois sdo produtos extracelulares. Posteriormente, utiliza-se a precipitacdo 4cida
com HCI, em seguida, aplica-se os métodos de extracdo por solventes, como metanol ou
diclorometano (SANTOS, 2001).

Muito aplicada em processos de recuperagdo de proteinas, a precipitacdo acida para
recuperacdo de bioprodutos € uma técnica bem estabelecida. Nos processos de precipitagdo, a
solubilidade é reduzida para a adi¢do de solventes organicos, sais ou acidos. Também utilizada
como primeiro passo de purificacdo para remocdo de produtos indesejaveis do bioprocesso,
como &cidos nucléicos e outros componentes residuais, a fim de remover compostos
indesejaveis antes do processo de alta eficiéncia (MANO, 2008).

Em geral, biossurfactantes do tipo surfactina e seus equivalentes, como os produzidos
por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, sdo obtidos por meio de um processo de
precipitacdo acida. Por outro lado, os biossurfactantes produzidos por bactérias do género
Pseudomonas, séo recuperados utilizando acetona como parte do processo. Em relagdo a
algumas impurezas, elas sdo extraidas junto com o composto desejado, o que influencia a
selecdo dos passos subsequentes de extracdo e cromatografia. Portanto, muitos pesquisadores
optam por utilizar métodos mais simples para purificar e concentrar esses lipopeptideos
(MULLIGAN; GIBSS, 1993).

Uma particularidade notavel dos biossurfactantes é a sua capacidade de manter sua
estabilidade mesmo quando submetidos a condi¢Ges extremas de temperatura, variaces de pH
e niveis de salinidade elevados. Essa caracteristica abre caminho para uma variedade de
aplicacBes tanto na inddstria quanto em cenarios ambientais. Nesse caso, a surfactina é
considerada um dos biossurfactantes mais poderosos e amplamente pesquisados, é
principalmente produzida por Bacillus subtilis. Ela exibe uma notavel capacidade de reduzir a
tensdo superficial e de formar emulsdes, mesmo em condigdes extremas de pH, temperatura e
salinidade (BEZZA, 2015).

Biossurfactantes na forma de glicolipideos, produzidos pela Candida bombicola,
mantiveram sua estabilidade mesmo ap6s 2 hde incubacdo em uma faixa de pH que variou de
2 a 10 e na presenca de até 20% de cloreto de sodio (NaCl). No caso do biossurfactante do tipo

lipopeptideo produzido pela Streptomyces sp., ele demonstrou estabilidade somente em
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ambientes alcalinos, com pH na faixa de 8 a 12, e resistiu a temperaturas variando de 30 a
100°C (KHOPADE, 2012).

Essas pesquisas evidenciam que o comportamento dos biossurfactantes varia
significativamente de acordo com o tipo. Alguns deles mantém sua estabilidade em ambientes
com valores de pH alcalinos ou &cidos, enquanto outros sdo mais sensiveis a variagdes de

temperatura e salinidade, o que pode afetar a sua capacidade emulsificante.

3.5 CINETICA DE PRODUCAO

A anélise cinética de um processo de fermentacdo envolve a observacdo e avaliacdo
das concentragGes dos diversos elementos presentes no sistema de cultivo ao longo do tempo.
Esses elementos compreendem o microrganismo em crescimento, os produtos gerados pelo

metabolismo e os substratos que constituem o meio de cultura (SCHMIDELL et al., 2001).

Apos a introducdo do microrganismo no meio de cultura que fornece os nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento, observa-se um padrdo caracteristico nas concentragdes

celulares ao longo do tempo, o qual é didaticamente dividido em diferentes fases:

Fase 1 - chamada de fase de laténcia ou fase lag, esta etapa ocorre logo apos a
introducdo do microrganismo no meio de cultivo. Durante esse periodo de adaptacdo, o
microrganismo produz enzimas essenciais para 0 metabolismo dos componentes do meio, mas

ndo ha aumento na sua populacao.

Fase 2 - chamada de fase de transicdo, nessa etapa, ocorre o inicio da replicacdo do

microrganismo, resultando em um aumento gradual na taxa de crescimento.

Fase 3 - conhecida como fase logaritmica ou exponencial, essa etapa é caracterizada
pela manutencdo de uma taxa constante e maxima de crescimento, indicando que a velocidade

de crescimento esta diretamente relacionada a concentracéao celular.

Fase 4 - ¢ identificada como a fase linear de crescimento, na qual a velocidade de

reproducdo se mantém constante.

Fase 5 - é designada como a fase de desaceleracgéo, na qual a velocidade de crescimento
diminui devido ao esgotamento dos recursos no meio de cultura, bem como ao acumulo de

inibidores e produtos metabdlicos.
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Fase 6 - é chamada de fase estacionaria, na qual ha um equilibrio entre a velocidade
de crescimento e a velocidade de morte do microrganismo. Em outras palavras, o niUmero de

células que se reproduz € igual ao numero de células que morre.

Fase 7 - conhecida como fase de declinio, essa etapa é marcada pela reducédo na
concentracdo celular devido a velocidade de morte que supera a velocidade de producéo de

novas células.

A Figura 3.3 ilustra de forma linear e semilogaritmica as etapas de crescimento dos

microrganismos conforme definidas por Schmidell et. al. (2001).

r

Figura 3.3 - Curva de crescimento do microrganismo, a parte superior “A” ¢é representada em
ordenadas lineares e na parte inferior “B” a representacdo semilogaritmica.

Fonte: Adaptado de Schmidell et. al. (2001).

Em processos fermentativos, sdo analisadas as variacbes nas concentraces de
crescimento celular (X), produtos gerados (metabélitos) (P) e substratos presentes no meio de
cultura (S) ao longo do tempo (t) (Figura 3.4). A cinética permite a comparacédo de diferentes
métodos de cultivo, e por meio desse estudo, é possivel determinar as condicdes ideais de
cultivo, como pH, temperatura, velocidade de agitacéo e taxa de aeragdo (SCHMIDELL et al.,
2001).
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Figura 3.4 — Curvas da variacdo das concentragcdes dos componentes de uma fermentacéo,
onde X, P e S sdo as concentra¢des de microrganismo, do produto e do substrato residual no
meio, respectivamente.

* Tempo

Fonte: Adaptado de Schmidell et. al. (2001).

E possivel realizar uma comparacio quantitativa das diferentes condic@es de cultivo
por meio da diferenga entre as concentragdes iniciais e finais, referidas como dx, dp e ds. Ao
dividir esses valores pelo intervalo de tempo (dt, tendendo a zero), obtemos as velocidades
instantaneas de transformacdo, representadas pela Equacao 3.1. Os autores denominam ry, Is e
rp como a produtividade de producdo de biomassa, consumo de substrato e produgéo de produto,
respectivamente (SCHMIDELL et al., 2001).

_ax ds dpP

ry = at e = dt p = it (3.1)

No decorrer de um processo de fermentagdo, a concentracdo celular aumenta. Nesse
contexto, é vidvel calcular a velocidade especifica de crescimento (px), como definido por
Schmidell et al. (2001), usando a Equacéo 3.2:

Uy == . — (3.2)
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Durante a fase de crescimento exponencial dos microrganismos, a velocidade especifica
de crescimento (umax) atinge seu valor maximo e se mantém constante. O pmax pode ser
calculado através da linearizacdo dos valores de concentracdo celular ao longo da fase
exponencial. Além disso, é possivel estimar o tempo de geracao da linhagem durante o cultivo
utilizando a Equacdo 3.3. O tempo de geracdo € o periodo necessario para que a concentracdo
celular inicial dobre, considerando a taxa de crescimento especifica maxima (SCHMIDELL et
al., 2001).

ty = — (3.3)

A produtividade em células é uma medida especifica que avalia o0 desempenho de um
processo de fermentacdo. Ela é definida pela Equacdo 3.4, e indica que a produtividade
representa a taxa média de crescimento até o final do periodo de fermentacéo, ts (SCHMIDELL
etal., 2001).

_ Xmax—Xo

Px = T (3.4)

Além disso, € possivel quantificar o rendimento do processo, que € obtido através do estudo do
crescimento microbiano e da producdo de metabolitos. Esses resultados fornecem informac6es
para determinar os fatores de conversao de substrato em microrganismos (Yxs) € de substrato
em produto. O fator de conversdo de substrato em células (Yys), conforme descrito por
Schmidell et al. (2001), é expresso na Equacdo 3.5, onde X e S representam a concentracao de
biomassa e substrato, respectivamente.

ax

IS (3.5)

YX/S - —

De maneira simplificada, o fator de conversao substrato-produto, expresso na Equacao
3.6, representa a relagédo entre a quantidade de produto gerado pelo microrganismo a partir do
substrato consumido. 1sso nos ajuda a entender como eficientemente o substrato é transformado
em produto durante o processo (SCHMIDELL et al., 2001).

ap

T (3.6)

YP/S = —
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4 METODOLOGIA

Os experimentos para producdo de biossurfactantes e avaliagdo da recuperacdo e
caracterizagdo foram realizados no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEBp) do
Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.1 FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES

Na Figura 4.1 esta representando o fluxograma com a descricdo de todas as atividades

realizadas.

Figura 4.1 - Fluxograma das atividades
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Fonte: Autor (2024).
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4.2 SUBSTRATO

4.1.1 Extrato da algaroba

O substrato empregado neste estudo para a elaboragdo dos meios de cultura usados nos
testes de fermentacdo submersa foi o resultado da extracdo da parte aquosa das vagens da
algaroba conforme metodologia descrita por Silva (2009). As vagens utilizadas para obtencéo
do extrato de algaroba foram provenientes da cidade Japi—RN, coletadas no periodo de setembro
a novembro de 2019. Posteriormente, o extrato obtido foi acondicionado em garrafas plésticas
sanitizadas com hipoclorito de sddio a 1,0% (v/v) e armazenado em temperatura de freezer a -
20°C.

Inicialmente, as vagens de algaroba foram cuidadosamente selecionadas, descartando
aquelas que estavam danificadas, atacadas por insetos, roedores, fungos ou apresentavam sinais
de doencas. Além disso, materiais s6lidos, como pedras e galhos, foram removidos.

Para a higienizacao, as vagens foram submetidas a um processo de sanitizacdo com
uma solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) por aproximadamente 5 min. Apds este periodo,
foram enxaguadas com &gua potavel para remoc¢do do excesso da solucdo sanitizante.

A fragmentacdo foi realizada com a quebra das vagens em fragmentos de
aproximadamente de 1,5 = 0.5 cm com objetivo de aumentar a area de contato entre o solvente
e o soluto. Apds a fragmentacédo das vagens, elas foram submetidas a um processo de hidratagéo
com agua potavel, na proporcao de 1 parte de vagens para 2 partes de agua, a uma temperatura
de 80 °C por cerca de 4 h.

A extracdo foi realizada utilizando os fragmentos hidratados, que passaram por um
processo de prensagem em uma prensa-hidraulica manual, aplicando uma pressdo de 10
kgf/cmz2. Esse procedimento permitiu a obtencdo e separacdo do extrato aquoso do residuo
solido.

Por ultimo, foi efetuada uma filtracdo sob vacuo utilizando um funil de Buchner e
papel filtro qualitativo, com o objetivo de separar quaisquer particulados que estivessem

presentes no extrato.
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4.1.2 Caracterizag&o fisico-quimica

Foram realizadas andlises fisico-quimicas no extrato da algaroba, incluindo a
determinacdo do teor de acgucares redutores totais (ART), teor de sélidos soluveis (°Brix) e a

medicédo do pH.

4.1.2.1 Teor de agUcares redutores totais (ART)

Para a determinacdo dos acucares redutores totais (ART) conforme metodologia de
Vasconcelos et al. (2013), foi realizada uma hidrolise acida do extrato da algaroba. Isso
envolveu a adi¢do de 1 mL do extrato diluido a 0,5 mL de &cido cloridrico (HCI - 2M) em um
baldo volumétrico de 50 mL. O conteudo do baldo foi transferido em tubos para aquecer em
banho termostatizado a 70 °C por 10 min. Em seguida, foram adicionados 2 mL de hidréxido
de sédio (NaOH - 4M) e o volume do baldo foi completado com &gua destilada.

Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL do extrato hidrolisado e 0,5 mL do &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) em tubos de ensaio. Os tubos foram submetidos a um banho
termostatizado (banho maria) a 100 °C por 5 min. Apo6s o periodo no banho, os tubos foram
transferidos para um banho de gelo e mantidos por 5 min. Em seguida, 4 mL de &gua destilada
foram adicionados a amostra. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 540
nm. Como controle, o branco consistiu em 0,5 mL de agua destilada em vez da amostra. Cada
amostra foi analisada em triplicata, e a diluicdo foi considerada no processo de anélise. Os

valores foram expressos em g/L.

4.1.2.2 pH e Teor de sélidos soluveis (°Brix)

O pH do extrato da algaroba foi medido utilizando um potencidémetro digital
devidamente calibrado com solucdes padrdes de pH 4 e pH 7. O ° Brix do extrato foi medido

com o uso de um refratdmetro de bancada modelo Biobrix.

4.1.3 Preparo do meio de cultivo
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O meio de cultivo para producéo de biossurfactantes foi utilizado o extrato de algaroba
com 21°Brix e o pH ajustado a 6,8.

Foi realizado cultivo em incubadora rotativa orbital, empregando um frasco
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio de cultura composto pelo extrato de
algaroba, com uma concentracdo de 1% (v/v) de agucares redutores totais. Esse frasco foi

devidamente esterilizado previamente em uma autoclave a 121°C por 15 min.

4.2 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados para producdo de biossurfactantes sdo do género
Bacillus: Bacillus subtilis (UFPEDAB86) gentilmente cedido pelo Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco e Bacillus pumilus isolado de solo de descanso de
plantacdo de cana-de-acUcar, originario da Usina Japungu, e gentilmente cedida pelo
Laboratorio de Biotecnologia Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba.

As linhagens B. subtilis (UFPEDAS86) e B. pumilus foram mantidas em meio agar
L dria-Bertani (Triptona 10g/L; Extrato de levedura 5g/L e Agar 5g/L) em tubos inclinados com
3 mL de meio (pH 6,8). A renovacao das células foi realizada periodicamente e incubada a

37°C, durante 24 h e, em seguida, armazenadas a 4°C para sua conservacao.

4.2.1 Preparo do inoculo

O indculo foi preparado a partir do extrato de algaroba a 1% (v/v) com volume total
de 100 mL em frasco Erlenmeyer de 250 mL (razdo de aeracdo de 40%). O crescimento
microbiano foi acompanhado por turbidimetria em espectrofotdmetro a 600nm. Apds atingirem
a concentracdo ideal para o processo, verificada pela absorbancia (turbidez) do meio entre 0,6
e 0,8 (EVEN, espectrofotbmetro), uma aliquota de 10% (v/v) foi transferida para o frasco de
cultivo (SCHMIDELL, 2001).

A transferéncia do inoculo foi realizada em camara de fluxo laminar a garantir a

propagacao apenas da linhagem de interesse.
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4.3 PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Os cultivos para producdo de biossurfactante a partir do extrato da algaroba foram
realizados em incubadora rotativa orbital (SOLAB — SL223), utilizando 10 Erlenmeyer de 250
mL, com volume de 100 mL de meio de cultivo (extrato de algaroba a 1%(v/v)) e adicionados
10% (v/v) de in6culo (B. subtilis ou B. pumilus), conforme ilustrado na Figura 4.2. Durante
esses cultivos, foram realizadas analises para avaliar o crescimento microbiano, a concentracao

do substrato e a capacidade de emulsificacdo do biossurfactante produzido.

Figura 4.2 — Preparacéo para producéo de biossurfactantes

Os frascos foram colocados em incubadora rotativa orbital a 37 °C e 200 rpm de
agitacdo, durante 96 h. As amostras foram retiradas em tempos regulares (0, 4, 8, 12, 24, 36,

48, 60, 72 e 96 h) para as andlises e 0 acompanhamento cinético da producéo (Figura 4.3).



37

Figura 4.3- Incubadora rotativa orbital contendo as amostras em frascos Erlenmeyer

Fonte: Autor (2023).

4.3.1 Anélises do processo de producado de biossurfactantes

Os processos fermentativos foram analisados quanto a concentracdo de biomassa,
concentracdo de substrato e producdo do biossurfactante, para posterior determinacdo dos

pardmetros cinéticos.

4.3.1.1 Determinagdo da concentragdo de biomassa microbiana

O crescimento microbiano foi acompanhado pelo método turbidimétrico (600nm) e
método gravimétrico por peso seco.

Para o0 método turbidimétrico, uma aliquota de 4 mL do caldo fermentado foi inserida
em cubetas de vidro para leitura em espectrofotometro a 600nm. A turbidez gerada pelo
crescimento microbiano foi determinada pela absorbancia lida e comparada com o branco
analitico, sendo o meio de cultivo livre de células.

O peso seco foi determinado por retirada de uma aliquota de 2mL de caldo fermentado
e adicionado a um microtubo previamente pesado. Apds, a amostra foi centrifugada (3500 rpm
por 10 min em centrifuga MiniSpin — Eppendorf) e, ao final da centrifugacdo, descartou o
sobrenadante e o pellet sedimentado foi levado a estufa a 105°C por 24 h. Em seguida, o pellet
livre de umidade foi pesado. Todo o procedimento foi realizado em triplicata. O peso seco foi

determinado de acordo com a Equagéo (4.1).

Mapés est ~Mmicrotub
Peso seco (%) — apos es ufav microtubo (41)
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Em que:
Mapss estufa - Massa do conjunto células e microtubo apds secagem

Mmicrotubo — Massa do microtubo seco

4.3.1.2 Determinagéo da concentragdo de substrato

A quantificacdo do substrato foi realizada pela analise do caldo fermentado isento de
células utilizando a metodologia do reagente DNS (&cido 3,5-dinitro salicilico). Para
determinacdo dos acucares redutores totais utilizou-se o método DNS descrito por Vasconcelos
et al. (2013). Essa metodologia foi, originalmente, proposta por Miller (1959) e baseia-se na
reducdo do acido 3-amino-5-nitrosalicilico, em que ha a oxidagdo do grupo aldeido do aglcar
a grupo carboxilico.

Para determinar a concentracdo dos agucares redutores totais foi realizada a hidrolise
da amostra, uma vez gque o extrato de algaroba é rico em sacarose. Uma aliquota de 1 mL de
cada amostra foi adicionada a 0,5 mL de &cido cloridrico em um bal&o volumétrico de 50 mL.
O conjunto foi levado a banho-maria (SevenLabor) por 10 min sobre a temperatura de 70 °C.
Em seguida, foram adicionados 2 mL de NAOH (4N) e agua destilada até completar o volume
do baldo. Em seguida, uma aliquota de 0,5mL da amostra hidrolisada foi adicionada a 0,5mL
do reagente DNS em tubo de ensaio. A amostra foi levada a banho-maria (SevenLabor) a 100
°C por 15 min. Ap6s aquecimento, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 min. Por
ultimo, adicionou 4 mL de &gua destilada a amostra. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 540 nm. O branco analitico foi composto de 0,5 mL de agua destilada ao
invés da amostra. Cada amostra foi analisada em triplicata. A curva padrédo foi construida com
solucdo de glicose a 1g/L, com os valores de absorbancia obtidos, foi construida a curva de

absorbancia versus concentragéo.

4.3.1.3 Quantificacdo do biossurfactante produzido

Para a obtencdo da curva de concentragdo de biossurfactante, foi realizado uma
adaptacdo do método do peso seco, em que foi adicionado 10 mL de meio de cultivo livre de
células a um tubo de centrifuga (15mL), previamente pesado. Apos, foi realizada a precipitagdo
acida com HCI (6N) até pH 2, e mantida overnight (12h) a4 °C (YIN, 2009). Apés esse periodo,

a amostra foi centrifugada a 4000 rpm, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi desprezado. O
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precipitado foi levado a estufa a 80 °C por 24 h. Em seguida, o pellet livre de umidade foi
pesado. A quantificacdo do biossurfactante foi determinada de acordo com a Equacéo 4.1.

4.4 ANALISE DOS PARAMETROS CINETICOS

Os valores cinéticos examinados incluiram a taxa maxima de crescimento especifico
(uméx), a produtividade em células (Px), o tempo necessario para a duplicagéo (tg), a eficiéncia
de converséo de substrato em células (Yx/s) e a eficiéncia de conversdo de substrato em produto
(Yp/s). Esses parametros foram determinados com base nas Equacgfes (3.4), (3.5) e (3.6)

mencionadas anteriormente.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE SUPERFICIE DO BIOSSURFACTANTE

4.5.1. indice de emulsificagio

A capacidade de emulsificacdo do biossurfactante foi determinada como descrito pela
metodologia dada por Cooper e Goldenberg (1987). Utilizou trés tubos graduados, com trés
tipos de compostos hidrofébicos, que foram: 6leo de motor, 6leo vegetal e querosene
adicionados ao sobrenadante do cultivo, em proporcao 3:2. A analise consistiu em misturar
2mL do sobrenadante obtidos do processo a 3mL de 6leo vegetal, 3 mL de 6leo de motor e 3
mL de querosene, separadamente em tubos de ensaio de 10mL. Os tubos foram agitados em
vortex por 2 mine deixados em repouso por 24 h, 72 h e 240 h (Figura 4.4). Apo6s os periodos,

o indice de emulsificacdo sera calculado em porcentagem, conforme Equacéo 4.2.

IE (%) = “emubificads 10 (4.2)

total

Em que:
IE — indice de emulsificagio dado em porcentagem;
Hemussificacao — altura da camada emulsificada;

Hiotal — altura total.
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4.5.1.1 Estudo da estabilidade da emulsificacao

A estabilidade dos biossurfactantes foi avaliada frente as variacdes de temperatura, pH
e forca i6nica, conforme metodologia descrita por Dias (2019). Apos a exposi¢do das amostras

as diferentes condigdes, o indice de emulsificacdo foi determinado em 24, 72 e 240 h.

4.5.1.1.1 Estabilidade térmica

Para avaliar a resisténcia a variagfes de temperatura, 0 meio de cultura isento de
células foi distribuido em varios tubos de ensaio e exposto a temperaturas de 40°C, 80°C e
100°C por 30 min em banho-maria, além de 121°C por 30 min em autoclave. Apds o tratamento

térmico, cada solucao foi resfriada até atingir a temperatura ambiente.

4.5.1.1.2 Estabilidade frente ao pH

As amostras do meio de cultivo livre de células foram colocadas em uma série de tubos

e tiveram seus pHs ajustados para 2, 4, 6, 8 e 10 com um tempo de exposicao de 30 min.

4.5.1.1.3 Estabilidade frente a forca i6nica

As solucdes aquosas de NaCl (p/v) foram preparadas em diferentes concentractes 0%,
0,5%, 1%, 2%, 5% e 10%. Estas solu¢des foram adicionadas a amostra (1:1) com um tempo de
exposicdo de 30 min.

4.6 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DOS BIOSSURFACTANTES
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4.6.1 Precipitacdo acida para recuperacao do bioproduto

O pH dos sobrenadantes dos processos de producédo de biossurfactantes por B. subtilis
e B. pumillus foram ajustados para 2,0, utilizando HCI 2 mol/L. O processo de acidificacdo foi
realizado utilizando 85 mL de sobrenadante do B. subtilis e 68 mL para o B. pumillus para cada
frasco de producao.

O sobrenadante acidificado foi mantido a temperatura 4° C por 24h. O precipitado foi
separado por centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 min. O pellet foi ressuspenso em 10 mL de
agua destilada com pH ajustado a 7,0, com solu¢do de NaOH 1 mol/L (GHOJAVAND et al.,
2008). O processo esta descrito na Figura 4.5.

Figura 4.5 - Fluxograma do processo de recuperacdo (precipitacdo acida)
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Fonte: Autor (2024)

4.6.2 Extracdo liquido-liquido para recuperagédo do bioproduto

A solucgdo resultante da precipitagdo acida foi submetida & extracéo liquido-liquido.
Inicialmente foi realizado a extracdo com diclorometano (CH2Cl,) na proporgédo (1:1), uma
segunda extragdo foi submetida dessa vez utilizando CHCl,:CH3OH (1:1) e por fim uma
terceira extracdo com metanol na mesma proporc¢éo. O solvente recuperado com biossurfactante

foi separado por centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 min (MiniSpin, Eppendorf) e ressuspenso
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em etanol, evaporado a 40°C em estufa, obtendo-se a fracdo residual, denominada extrato bruto.

Processo realizado conforme a Figura 4.6.

Figura 4.6 - Fluxograma do processo de recuperacao (extracdo liquido-liquido)
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Fonte: Autor (2024)

4.6.4 Caracterizacdo do biossurfactante produzido

A caracterizacdo dos biossurfactante produzido por Bacillus subtilis e Bacillus
pumillus foi realizada utilizando a técnica de Espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) de bancada (Agilent Cary 630 FTIR), que permite uso de amostras liquidas,

facilitando o processo de operacéo do equipamento.

A analise consiste em dispor uma pequena gota de amostra liquida entre duas janelas
posicionadas horizontalmente do médulo DialPath do equipamento. A distancia entre as janelas

determina o comprimento do caminho 6tico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

O cultivo foi avaliado em relacdo a concentracdo de biomassa microbiana (Bacillus
subtilis 86 e Bacillus pumilus), concentracdo de substrato (extrato de algaroba) e formacao de
produto (biossurfactante). Para tanto, foram realizados experimentos, em triplicata, com cada
uma das linhagens de estudo nas condicOes de processo indicadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Parametros de processo, em incubadora rotativa orbital, para producéo de
biossurfactantes.

Parametros Valor
Temperatura (°C) 37
Agitacdo (rpm) 200
Razéo de Aeracéo (%) 40
pH 6,8

Fonte: Autor (2023)

5.1.1. Comportamento cinético com Bacillus subtilis e Bacillus pumilus

A Figura 5.1 ilustra o comportamento cinético da linhagem Bacillus subtilis,
representado pela curva de crescimento, concentracdo de substrato e concentracdo de
biossurfactante durante 96 h de cultivo. Observa-se que ha uma evolugdo do crescimento
microbiano, cuja fase exponencial foi identificada no periodo de 0 a 24 h de cultivo. A
concentra¢do maxima de células foi de 0,78 g/L, ap0s as 24 h. Além disso, nota-se o inicio da
fase estacionaria, ocorrendo a diminuic¢do do crescimento da biomassa e, em seguida, ocorreu
uma limitacdo do crescimento, declinio e morte das células. Segundo Heyd et al. (2007), a
diminuicdo na concentracdo celular pode ser causada pela elevada remocao de células pela

espuma que se forma durante o cultivo, as quais acabam sendo capturadas na superficie das



44

bolhas de gas, ou por falta de nutrientes ao longo do cultivo e até mesmo pelos processos de
inibic&o.

A concentracdo inicial de substrato foi 14,02 g/L em termos de acucares redutores
totais (ART). A partir das 4 h de cultivo, houve uma baixa reducao na concentracdo de substrato
chegando a 11,57 g/L em 24 h. O consumo do substrato coincide com o inicio do crescimento
das células de B. subtilis no extrato de algaroba, caracterizando assimilacdo dos nutrientes
presentes no substrato, em particular, a glicose e sacarose disponiveis no meio. Apds 96 h de
cultivo, é apresentado uma concentracao de 8,82 g/L de substrato. Ao final do cultivo, pode-se

verificar um consumo de 5,20 g/L de extrato da algaroba.

Figura 5.1 - Producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis UFPEDA 86
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Legenda: BS — Biossurfactante bruto; ART — Aglcar redutor total
Fonte: Autor (2024)

A concentracdo de biossurfactante durante o cultivo foi estavel, podendo observar um
pico nas 24 h de cultivo, 2,70 g/L, e mantendo-se praticamente constante ao longo das 96 h de
cultivo. Os resultados obtidos diferem do mencionado no trabalho de Rocha et al. (2017) sobre
a producdo de biossurfactante pelo B. subtilis, indicando que sua produc¢éo pode estar ligada ao
crescimento microbiano. No presente trabalho, pode-se inferir que a produgdo de
biossurfactante ndo esta associado ao crescimento e, sim, comportando-se como um metabélito
secundario.

A Figura 5.2 ilustra o comportamento cinético da linhagem B. pumilus, representando

a curva de crescimento microbiano, concentracdo de substrato e concentracdo de
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biossurfactante bruto durante 96 h de cultivo. Observa-se que a crescimento exponencial de 0
a 24 h do processo, com uma concentracdo maxima de células, [Xmax], de 1,07 g/L em 36 h de
cultivo, apos esse periodo observa-se um declinio na concentracdo de biomassa, muito
provavelmente pela reducdo da concentracdo de substrato naquele momento, devido ao rapido

consumo em 24 h de cultivo.

Figura 5.2 - Producéo de biossurfactante por Bacillus pumilus
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Legenda: BS — Biossurfactante bruto; ART — Aglcar redutor total
Fonte: Autor (2024)

A producdo de biossurfactante por B. pumilus teve uma concentracdo inicial de
substrato de 12,68 g/L e decrescendo em seguida, ocorrendo uma reducgéo gradual ao longo do
tempo da concentracdo do substrato. Ao final do processo, a concentracdo de substrato
consumido foi 11,39 g/L.

A produgéo de biossurfactante bruto foi de 4,73 g/L em 96 h de cultivo, percebe-se
que a concentracdo de biossurfactante bruto aumenta ap6s a fase exponencial, assim como na
linhagem de B. subtilis. Embora, o que se relata na literatura, as linhagens do género Bacillus
produtoras de lipopeptideos, normalmente, sintetizam esses biossurfactantes a medida que
crescem no meio de cultivo, portanto, sdo bioprodutos caracterizados como metabdlitos
primarios, associados ao crescimento microbiano. Vale ressaltar, que no presente estudo teve
um comportamento diferenciado, pois a maior concentracdo de biossurfactante bruto foi

observada ao final do processo, ap0s atingir a fase estacionaria.
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Alguns estudos indicam que niveis elevados de substrato podem impactar o
crescimento microbiano. No estudo de Cruz et al. (2018), foi observado que concentracGes de
70 e 90 g/L de glicerina, tiveram um efeito adverso no crescimento do B. subtilis. Durante o
cultivo descontinuo, é frequente notar o fenémeno de inibicéo pelo substrato ou pelo produto,
onde altas concentracOes desses componentes podem interferir no metabolismo de crescimento
microbiano. E conhecido que a glicerina resultante da reacdo de transesterificacio de
triglicerideos e alcool contém, alem de glicerol, diversas impurezas como agua, sais, ésteres,
alcool e dleo residual. Yang (2012) observa que a composi¢do quimica da glicerina varia
conforme a eficiéncia da reacdo de transesterificacdo, bem como os tipos de triglicerideos e
impurezas presentes na matéria-prima. Conforme Thompson (2016), a glicerina normalmente
contém nutrientes essenciais como fosforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sddio, 0s
quais podem ser aproveitados pelos microrganismos para promover Seu crescimento em
processos fermentativos. Janek et. al. (2021) investigaram a producédo de surfactina utilizando
diversas amostras de glicerina como fonte de carbono, provenientes de diferentes processos
como producdo de biodiesel, estearina e sabdo. Os autores observaram que foram alcancadas
diferentes concentracdes de surfactina e biomassa, indicando que a composicao da glicerina
pode ter influenciado nos resultados.

Segundo Andrade et al. (2017) ao investigarem como as impurezas da glicerina
derivada da producdo de biodiesel afetam a producdo de surfactina pelo B. subtilis LB2b.
Segundo os autores, 0s cultivos que utilizaram glicerina residual como Unica fonte de carbono
mostraram um crescimento celular significativamente inferior em comparagdo com os cultivos
que usaram glicerina padrdo. Adicionalmente, os cultivos que empregaram 0 residuo
apresentaram uma menor producdo de surfactina. O experimento foi conduzido em um meio
complexo com 10 g/L de cada substrato testado. Os pesquisadores propdem que essa reducao
na producdo possa estar associada as elevadas concentracdes de metanol encontradas na
glicerina residual.

Usar glicerina residual diretamente no meio de cultura, sem purificacdo prévia, oferece
uma vantagem significativa em comparagdo ao uso convencional de glicose como substrato.
No entanto, as impurezas presentes na glicerina podem afetar as vias bioguimicas das bactérias,
0 que limita a eficiéncia na producao de metabdlitos desejados (SAMUL et al. 2014).

Faria (2010) menciona em seu estudo que os biossurfactantes podem ser liberados no
meio de cultura tanto durante a fase exponencial quanto estacionaria de crescimento. Em
relacdo a cinética de formac&o de surfactina, alguns pesquisadores relatam que a producdo do

produto ocorre no final da fase exponencial e no inicio da fase estacionaria de crescimento
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(ROCHA et al., 2020; VERDARAN et al., 2011). Cooper et al. (1981) e Kim et al. (1997)
afirmaram que a produgdo de biossurfactante por B. subtilis estd ligada ao crescimento
microbiano, ao passo que Sheppard et al. (1987) sugere que a producéo de biossurfactante esta
parcialmente associada, pois também se observa producdo durante a fase estacionaria do
cultivo.

Diversos pesquisadores destacam que a producdo de biossurfactantes ocorre em
situacbes em que o crescimento das células é restrito. Segundo Valpuesta (2008), o
desenvolvimento dos microrganismos em condi¢des de nutrientes limitados é crucial para a
eficiéncia do processo de producdo de diversos metabolitos secundarios, como é o caso da
maioria dos biossurfactantes. Neste trabalho, observou-se o aumento da biomassa utilizando B.
subtilis no decorrer das primeiras 24 h e utilizando B. pumilus no decorrer das 36 h, nota-se que
a analise das 48 h houve um declinio, podendo ter ocorrido devido algum erro de leitura ou
material contaminado.

Na literatura, a producdo média de surfactina usando glicerina proveniente da
producdo de biodiesel como fonte de carbono varia entre 0,2 e 1,38 g/L. Neste estudo, a
concentracdo maxima alcancada ficou dentro dessa faixa média, atingindo 0,78 g/L para B.
subtilis e 1,07 g/L para B. pumilus, valores semelhantes aos reportados na literatura para a

producdo de surfactina por essas bactérias.

5.1.3 Andlise dos parametros cinéticos da producéo de biossurfactantes

As caracteristicas cinéticas para o crescimento microbiano em uma incubadora rotativa
orbital utilizando a linhagem de Bacillus subitilis e Bacillus pumilus estdo detalhados da Tabela
5.2. A velocidade especifica méxima de crescimento (Umax) da linhagem B. subtilis foi de 0,0569
h e para a linhagem B. pumilus foi de apenas 0,0063h, o que demonstra a melhor adaptagdo
as condi¢Oes de cultivo da linhagem B. subtilis. Ao analisar os fatores de conversao de substrato
em células (Yws(gx/gs)), pode-se verificar que o substrato foi mais bem assimilado pela
linhagem B. subtilis, que proporcionou melhor produtividade em células (Px) e em converséo

em biossurfactante (Yps(gp/gs)).
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Tabela 5.2 - Pardmetros cinéticos do cultivo Bacillus subtilis e Bacillus pumilus

Parametros Valor (B. subtilis) Valor (B. pumilus)
Hmax (h™) 0,0569 0,0063
ty (h) 12,1818 11,5140
Px(g.L2.h?) 0,0121 0,0086
Y x/5(9x/Js) 0,0840 0,0200
Y pis(Qp/Js) 0,3120 0,1000

Legenda: pméx — velocidade especifica maxima de crescimento; tg — tempo de geracdo; Px — produtividade em células; Yx/s — fator de
conversdo de substrato em células; Yp/s — fator de conversdo de substrato em produto.

Fonte: Autor (2023)

Suwansukho e colaboradores (2008) descreveram o processo de geragdo de
biossurfactante por B. subtilis MUV4 em meio de glicose, alcangando uma taxa maxima de
crescimento especifico (umax) de 0,14 h', no qual demonstra que os resultados obtidos neste
trabalho sdo satisfatdrios para B. subtilis por estar dentro a faixa média. Ja em condicdes de

comparagao a B. pumilus os resultados foram praticamente idénticos a respeito a esta analise.

5.2 INDICE DE EMULSIFICACAO

Os resultados de indices de emulsificacdo mostram a capacidade de emulsificacdo dos
biossurfactantes obtidos pelas linhagens Bacillus subtilis UFPEDA 86 e Bacillus pumilus em
compostos hidrofébicos como 6leo de motor, 6leo vegetal e querosene. O indice de
emulsificagéo (IE) foi analisada no intervalo de 24 e 240 h de repouso, sendo a medida indireta

que indica a presenca de biossurfactante nos cultivos.

Figura 5.3 - Andlise de indice de emulsificacdo com compostos hidrofébicos (a) 6leo vegetal,
(b)6leo de motor e (c) querosene.

IM ‘

Fonte: Autor (2024).
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Segundo Yousself (2004) para que a emulsificacdo seja eficaz, o seu indice de
emulsificacdo devera ser maior que 40%. De acordo com Coalla e Costa (2003), muitos
microrganismos tém a capacidade natural de decompor ou assimilar hidrocarbonetos. Alguns
desses microrganismos sdo capazes de formar emulsdes com esses hidrocarbonetos durante o
processo de degradacgdo do substrato. Em um estudo sobre a estabilidade de biossurfactantes,
Barros et al. (2008) investigaram o uso de hidrocarbonetos utilizando o método descrito por
Cooper e Goldenberg (1987), onde testaram o biossurfactante produzido pela cepa de Bacillus
subtilis LB5 em combinacéo com hexano, obtendo um indice de emulsificacéo de 65%.

Segundo Zhang (2016) o glicerol € uma excelente fonte de carbono para o Bacillus sp.
Em seu estudo, Sousa (2011) investigou as propriedades emulsionantes do biossurfactante
produzido pelo B. subtilis em um meio mineral suplementado com glicerol. Durante o
experimento, foram utilizados 6leo de soja e n-hexadecano como compostos hidrofébicos,
resultando em indices de emulsificagdo de 43,3% e 53,3%, respectivamente.

Gasparin etal. (2012), ao investigar o indice de emulsificacdo utilizando 6leos vegetais
como substrato carbonado, concluiram que o dleo de milho ndo é ideal para a producéo de
biossurfactantes, sugerindo o éleo de soja como a escolha mais eficiente. Por outro lado, Franca
et al. (2015) destacam que Oleos vegetais e glicerol sdo fontes adequadas de carbono para este

propasito.

5.2.1 indice de emulsificacdo com Bacillus subtilis

A Figura 5.4 representa o indice de emulsificacdo da mistura do sobrenadante obtido
do processo com Bacillus subtilis com os compostos hidrofébicos dleo de motor (soja).
Observa-se que ap6s 24 h de contato, a emulsificacdo com 6leo de motor, apresenta um leve
aumento gradual quanto a tempo de contato da amostra, na qual todas as amostras obtiveram
valores de emulsificacdo acima de 50%, representando emulsificacdo satisfatoria, a qual a
amostra com 96 h de cultivo obteve valor de emulsificacéo de 72,1 %. Esse estudo foi analisado
durante 24 a 240h, nota-se que ao longo do tempo de contato da formacdo de emulsdo, as
amostras tiveram pouca diferenciagdo com o composto hidrofébico 6leo de motor, alcangando

reducdes proxima a 5% no periodo de 24, 72 e 240 h.
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Figura 5.4 - Indice de emulsificacdo do sobrenadante produzido por Bacillus subtilis — Oleo
de motor
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Fonte: Autor (2023)

A Figura 5.5 esta representando o indice de emulsificacdo do sobrenadante obtido com
composto hidrofdébico 6leo vegetal, no qual apresentou estabilidade ao longo do cultivo das
amostras, em média valores representativos acima de 60%, apresentando emulsificagdo
satisfatoria, atingindo o melhor resultado o cultivo com 4 h de contato. No decorrer da analise,
observa que ha uma reducdo da formacdo da emulsdo na faixa de tempo entre 24 e 240 h do
estudo, atingindo valores superiores a 45% ap6s o periodo.
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Figura 5.5 - indice de emulsificacio do sobrenadante produzido por Bacillus subtilis — Oleo
Vegetal
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Fonte: Autor (2024)

A Figura 5.6 ha representacdo da analise ado indice de emulsificacdo do sobrenadante
obtido com B. subtilis contendo querosene. Nota-se que as amostras que tiveram contato entre
8 e 48h de contato obtiveram os melhores resultados de emulsificagdo com o composto
querosene. A amostra 5 (24h) teve emulsao acima de 50%, e ao longo do periodo de contato da

emulsdo reduziu para 31,7% de emulsdo apos 240h da analise.

Figura 5.6 - indice de emulsificagio do sobrenadante produzido por Bacillus subtilis —
Querosene
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Portanto, o biossurfactante produzido pela linhagem de B. subtilis tem boa
emulsificacdo frente ao composto hidrofébico dleo de motor, 6leo vegetal e querosene no
periodo de 24 h de emulséo, porém foi notado ap6s 72 h de analise do indice de emulsificacéo,
0 composto querosene ndo representa valores satisfatorios, muito provavelmente, devido a
caracteristica molecular, considerando que o querosene é constituido de uma mistura de
hidrocarbonetos alifaticos. Portanto, cadeia carbdnica extensa o que pode dificultar a interacéo
com os componentes que formam a estrutura do biossurfactantes do tipo lipopeptideos
(BARROS et al., 2008).

5.2.2 Indice de emulsificagdo com Bacillus pumilus

As Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 ilustram os indices de emulsifica¢do do sobrenadante gerado
pela linhagem B. pumilus em contato com os compostos hidrofébicos 6leo de motor, 6leo
vegetal e querosene.

A Figura 5.7 esta representando o indice de emulsificagdo com composto hidrofébico
6leo de motor, na qual foi realizado analise entre 24 e 240 h de contato. Observa-se que o0 maior
indice de emulsificacdo foi 77,4%, obtido com amostra de 96 h de cultivo, e as demais estao
acima de 70% de emulsdo. Nota-se que entre o periodo de 24, 72 e 240 h de andlise da
emulsificacdo, houve uma reducdo média de 10% de emulsdo das amostras, na qual ficaram

superiores a 50% ap6s 240 h de emulséo.

Figura 5.7 - Indice de emulsificacdo do sobrenadante produzido por Bacillus pumilus —Oleo
de motor
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J& a Figura 5.8 representa o indice de emulsificacdo, agora em contato com composto
hidrofébico 6leo vegetal (soja), nota-se que ha estabilidade em todas as amostras presentes,
mantendo-se indice de emulsificacdo acima dos 60% durante as 24 h iniciais da analise,
porcentagem considerada satisfatoria para maioria dos biossurfactantes microbianos. Os
valores reduzem em média 5% apds o periodo de 240 h de anélise, atingindo numeros superiores
a 50%.

Figura 5.8 - Indice de emulsificacdo do sobrenadante produzido por Bacillus pumilus — Oleo
vegetal
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Fonte: Autor (2024)

Por fim, a Figura 5.9 esta representando o indice de emulsificacdo contendo querosene.
Nota-se que ambas as amostras determinaram resultados ndo satisfatorios, na qual a amostra 3
(8h de cultivo) obteve o melhor resultado, 23,6% de emulsdo, a qual apds 240 h da anélise,
reduziu este resultado para 17,5%.
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Figura 5.9 - Indice de emulsificacdo do sobrenadante produzido por Bacillus pumilus —
Querosene
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5.3 ETUDOS DE ESTABILIDADE

A ampla variedade de moléculas de biossurfactantes resulta em diversas propriedades
fisico-quimicas, que sdo determinantes para suas aplicacBes especificas. A capacidade de
manter a estabilidade frente a alteragdes como temperatura, pH e salinidade aumenta

significativamente seu potencial para aplicacGes industriais, especialmente no setor de petréleo.

As anélises foram realizadas a partir dos melhores resultados obtidos com a maior
formacdo de biomassas presentes das amostras. Cada andlise foi realizada separadamente,
utilizando compostos hidrofébicos 6leo de motor, 6leo vegetal e querosene, para estudar a
capacidade de estabilidade em condicdes distintas. Cada analise teve observado em periodos de

24, 72 e 240 h apos o inicio do estudo.

53.1pH

O sobrenadante foi analisado frente a variagéo de diferentes valores de pH, na faixa de
2 a 10, utilizando compostos hidrofobicos: 6leo de motor, 6leo vegetal e querosene. De acordo
com a Figura 5.10, pode-se observar que a estabilidade frente a pH utilizando 6leo de motor
com o sobrenadante de B. subtilis manteve praticamente a mesma, obtendo valores acima de

90% em todas as mudangas de pH. Apos periodo de 240h, nota-se que houve pouca variagéo,
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considerando uma reducdo aproximada de 5% ao longo do tempo determinado. A amostra
analisada ajustada com pH 4 representa 0 menor valor da estabilidade no estudo, verificando
apos 240 h a reducdo para 84,5% de estabilidade de emulsificacéo.

Figura 5.10 - Estabilidade de emulsificacio de pH — Bacillus subtilis com Oleo de motor
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A Figura5.11 representa a estabilidade de alteracdes de pH utilizando o composto dleo
vegetal (soja). Nota-se que os valores estdo acima dos 50% de estabilidade em altera¢des de pH
nas primeiras 24 h da analise. Houve uma redugéo mais significativa na amostra que foi ajustado

pH 2, com valor 25,1% representando uma diminui¢do da emulsificacdo em 30%.
Figura 5.11- Estabilidade de emulsificacdo de pH — Bacillus subtilis com Oleo vegetal

WIE24 (%) WIE72 (%) mIE240 (%)

pH 10 pH 6
pH

100
90
80
70
60
5
4
3
2
1

o O O O

indice de Emulsificacdo (IE%)

o

Fonte: Autor (2024)



56

Do mesmo modo, foi realizado a analise utilizando o sobrenadante com a variacdo do
pH, mas desta vez utilizando o composto querosene. Representado na Figura 5.12, nota-se que
ndo obteve valores significativos em nenhuma analise das variacdes de pH. Percebe que a
estabilidade da amostra com reajuste do pH 4 estd mais expressiva, porém, ndo atinge 40% de

emulsificacdo, e reduzido ao longo das 240 h de andlise, atingindo 11% de emulséo.
Figura 5.12 - Estabilidade de emulsificacdo de pH — Bacillus subtilis com Querosene
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Os mesmos estudos foram realizados para a linhagem de B. pumilus, na qual foram
utilizados o seu sobrenadante produzido e compostos hidrofébicos 6leo de motor, 6leo vegetal
e querosene. A Figura 5.13 representa a estabilidade do sobrenadante da produgdo com éleo de
motor. Observa-se valores significativos, os quais atingem 90% de estabilidade diante as
alteracdes de pH, e ao longo do tempo de contato, 240 h, pouco houve alteracdes, representando

boa estabilidade frente ao pH.
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Figura 5.13 - Estabilidade de emulsificacdo de pH — Bacillus pumilus com Oleo de motor
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A Figura 5.14 esta representando o estudo da estabilidade frente a variacdo de pH
utilizando agora o composto hidrofobico 6leo vegetal. Pode-se observar que durante as
primeiras 24 h ha estabilidade para as variagdes de pH, alcanga valores proximos a 60%. Porém,
ao passo em que ha mais tempo de contato, a emulsificacdo é reduzida, alcangando reducdes de
até 47,1% (pH 2), determinando que para o estudo com baixos niveis de pH, ndo hé estabilidade

de emulsio.

Figura 5.14 - Estabilidade de emulsificacio de pH — Bacillus pumilus com Oleo vegetal
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Por fim, foi realizada a analise do sobrenadante com valores de pH ajustados,
utilizando o composto querosene para ser avaliado Figura 5.15. Pode-se observar que os valores
ndo foram significativos, em cada amostra com valores de pH distintos, ndo obteve resultados
satisfatorios. A amostra ajustada com pH 2 teve 27,8 % de emulsificacdo nas primeiras 24 h de

contato, porém, apds 240 h de contato, reduziu significativamente para 11% a sua emulséo.
Figura 5.15- Estabilidade de emulsificacdo de pH — Bacillus pumilus com Querosene
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Logo, pode-se determinar que para 0s sobrenadantes produzidos por B. subtilis tdo
quanto por B. pumilus em contato com 6leo de motor e Gleo vegetal (soja) possuem estabilidade
mesmo em varia¢6es do pH. Por outro lado, foi possivel concluir que ambas as linhagens em
estudo de variacGes de pH em contato com o composto querosene ndo ha estabilidade.

Segundo Syahriansyah et al. (2016) examinaram a estabilidade de um biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis diante de variaces de pH, temperatura e salinidade, observando
que a tensdo superficial da amostra foi alterada com as mudancas de pH. Os pesquisadores
concluiram que a surfactina demonstra maior estabilidade em pH alcalino do que em pH &cido.

No estudo realizado por Nitschke et al. (2015), também foi observada a reducéo da
estabilidade da surfactina em pH acido. Explicam que isso se deve a tendéncia da surfactina de
precipitar em valores de pH inferiores a 5. Wei et al. (2003) investigaram a producdo de
biossurfactante pelo Bacillus subtilis ATCC 21332 em meio enriquecido com ferro e
observaram que a adi¢do de ferro resultou na redu¢é@o do pH do meio. Os autores investigaram
a producéo de surfactina em amostras de meio com pH reduzido, especialmente naquelas que
foram acidificadas. Como resultado, concluiram que a diminui¢do do pH do meio causou a

precipitacdo da surfactina.
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Cooper et al. (1987) também observaram que a acidificagdo da amostra de surfactina
resultou em um aumento da tensdo superficial. Entretanto, ao neutralizar novamente a amostra,
a tensdo superficial diminuiu, indicando que a estrutura da molécula nao foi modificada. Esse

padréo revela a sensibilidade da estrutura quimica da surfactina em relacéo ao pH.

5.3.2 Temperatura

O estudo da estabilidade térmica do sobrenadante foi avaliada através das variacdes de
temperatura, 40°, 80°, 100° e 121°C, e ao longo do tempo de contato. Para ser feito o estudo,
foram utilizados os sobrenadantes produzidos pelas linhagens Bacillus subtilis e Bacillus
pumilus em contato com compostos hidrofébicos 6leo de motor, éleo vegetal (soja) e querosene.

A Figura 5.16 representa a estabilidade do sobrenadante produzido por Bacillus
subtilis em contato com 6leo de motor com variagdes de temperatura. Nota-se que ap0os 24 h de
analise a amostra que obteve melhor resultado foi em temperaturas mais elevados, a 121°C,
obtendo valor acima de 95%, e ap6s 240 h, houve a reducdo desta emulsdo, atingindo valores
acima de 80%.

Figura 5.16- Estabilidade de emulsificacdo de temperatura — Bacillus subtilis com Oleo de
motor
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A Figura 5.17 esté representando a estabilidade do substrato produzido por B. subtilis
com o composto hidrofobico 6leo vegetal (soja). Percebe que ndo ha diferenciagdes das
emulsGes com variaces de temperatura nas primeiras 24 h, porém, ao passar do tempo de
contato, a redugdes significativas nas emulsdes. A amostra que teve sua temperatura ajustada a

121 °C teve uma reducdo de 48% apds 240 h. As demais amostras apds 240 h de contato
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reduziram aproximadamente 25% da emulsdo. Assim, pode-se inferir que, com variagdes de

temperatura e utilizando composto hidrofébico 6leo vegetal, ndo ha estabilidade térmica.

Figura 5.17 - Estabilidade de emulsificacdo de temperatura — Bacillus subtilis com Oleo
vegetal
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J& a Figura 5.18 abaixo esté representando o estudo da estabilidade térmica, desta vez

utilizando o composto querosene.

Figura 5.18 - Estabilidade de emulsificacdo de temperatura — Bacillus subtilis com
Querosene
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Nota-se que nas primeiras 24 h h& semelhanca nas emulsfes com alteracBes na
temperatura, porém ndo atingem valores superiores a 40%. Apds 240 h de contato deste estudo,

percebe-se que ha uma reducéo acentuada das emulsdes, acarretando reducdes inferiores a 20%.

Os mesmos estudos foram realizados para a linhagem de B. pumilus, na qual foram
utilizados o seu sobrenadante produzido, com variag0es de temperatura, e compostos
hidrofobicos 6leo de motor, éleo vegetal e querosene. A Figura 5.19 representa a estabilidade
do sobrenadante da producdo com dleo de motor. Observa-se valores significativos, apenas a
amostragem com temperatura a 40°C que representou 0 menor valor de emulsdo, superior a
50%, as demais com alteragdes superiores da temperatura foram ainda mais significativas.
Mesmo ap6s 240 h de contato, as amostras apresentaram boa estabilidade.

Figura 5.19 - Estabilidade de emulsificacéo de temperatura — Bacillus pumilus com Oleo de
motor
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Ja a Figura 5.20 esta representando o estudo da estabilidade térmica, agora utilizando
0 composto 6leo vegetal (soja). Nota-se que nas primeiras 24 h ha semelhan¢a nas emulsGes
com altera¢des na temperatura, atingindo valores superiores a 60%. Apds 240 h de contato deste

estudo, percebe-se que hé pouca variagdo de reducdo das emulsdes.
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Figura 5.20 - Estabilidade de emulsificacio de temperatura — Bacillus pumilus com Oleo
vegetal
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Por fim, foi realizada a analise do sobrenadante com valores de temperatura ajustados,
utilizando o composto querosene para ser avaliado, representados pela Figura 5.21. Pode-se
observar que os valores ndao foram significativos, apenas a amostra com temperatura com 80°C
teve emulsdo acima de 50% ap6s 24 h de contato. Estd amostra, ap6s 240 h de contato, teve
uma reducdo acentuada, reduzindo para 17,5%, determinando nao ser estavel em variacdes de
temperatura.

Figura 5.21 - Estabilidade de emulsificacdo de temperatura — Bacillus pumilus com
Querosene
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Logo, pode-se inferir que para os sobrenadantes produzidos por Bacillus subtilis tdo
quanto por Bacillus pumilus em contato com 6leo de motor e déleo vegetal (soja) possuem
estabilidade mesmo em variac6es da temperatura. Por outro lado, pode-se concluir que ambas
as linhagens em estudo de variacBes de temperatura em contato com composto querosene ndo
ha estabilidade.

Barros et al. (2008) descrevem que os biossurfactantes produzidos pelo Bacillus
subtilis sdo conhecidos por apresentarem uma excelente estabilidade térmica, afirmando em
seus estudos a estabilidade térmica do biossurfactante produzido pela linhagem em uma faixa
de temperatura de 20° a 100°C e constataram que ndo houve alteracéo significativa na atividade
de superficie do biossurfactante.

E importante destacar que a amostra testada demonstrou estabilidade mesmo ap6s ter
sido exposta ao processo de autoclavagem a 121°C. Segundo Zulkifli (2019) descreve que a
eficiéncia da maioria dos surfactantes sintéticos diminui consideravelmente em temperaturas
acima de 100°C, devido a instabilidade quimica da molécula. Isso restringe sua aplicacdo em
ambientes que exigem resisténcia térmica elevada, como reservatorios de petroleo, por
exemplo.

Zulkifli (2019) et al. abordam a aplicacdo de certos surfactantes sintéticos em
reservatorios de petréleo. A escolha de um surfactante adequado para essas condi¢des € bastante
desafiadora devido a sensibilidade da maioria desses produtos a temperaturas elevadas,

variando de 80 a 106°C, e a altas concentracdes de salinidade, cerca de 3,2% (m/v).

5.3.3 Estabilidade frente a forca idnica

Os sobrenadantes das linhas produzidas por Bacillus subtilis e Bacillus pumilus foram
testados também frente a diferentes concentrac@es de NaCl. A Figura 5.22 representa o contato
do sobrenadante produzido por Bacillus subtilis com varia¢6es de ions e utilizando composto
hidrofobico 6leo de motor. Nota-se que ha valores significativos em todas as amostras apos 24
h de contato, atingindo valores superiores a 70%, e apos 240 h de contato, ocorreu reducdes,
porém ainda ficaram superiores a 60% de emulsdes. Logo, representando boa estabilidade

frente as forgas idnicas distintas.



64

Figura 5.22 - Estabilidade de emulsificagio de NaCl— Bacillus subtilis com Oleo de motor
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A Figura 5.23 esta representando o estudo da estabilidade idnica, agora utilizando o
composto 6leo vegetal (soja). Nota-se que nas primeiras 24 h ha semelhanca nas emulsées com
alteracdes frente as concentracdes de NaCl, atingindo valores superiores a 50%. Apds 240 h de
contato deste estudo, percebe-se que ha reducdes das emulsdes, chegando a 40%, assim aferindo
que o estudo utilizando o sobrenadante produzido por Bacillus subtilis em contato com

composto 0leo vegetal, ndo é estavel para variagdes das concentra¢fes de NaCl.

Figura 5.23 - Estabilidade de emulsificacio de NaCl— Bacillus subtilis com Oleo vegetal
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A Figura 5.24, representa a analise do sobrenadante com ajustes das concentragdes de
NaCl, utilizando o composto querosene para ser avaliado. Pode-se observar que os valores nao
foram significativos, todas as amostragens representam valores inferiores a 20% apds 24 h de
contato. Apds 240 h de contato houve mais reducbes das emulsdes chegando inferior a 10%,

inferindo ndo ser estavel em variacdes de concentragdes de NacCl.

Figura 5.24 - Estabilidade de emulsificacdo de NaCl— Bacillus subtilis com Querosene
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Os mesmos estudos foram realizados para a linhagem de B. pumilus. A Figura 5.25
representa a estabilidade do sobrenadante da producdo com 6leo de motor. Observa-se valores
significativos, as amostram apresentaram resultados expressivos apés 24 h de contato do
sobrenadante com variacdes de NaCl, acima de 70% de emulsdo. Mesmo apds 240 h, tiveram
reducBes as quais foram superiores a 40%, aferindo que o sobrenadante produzido pela

linhagem B. subtilis é estavel a variagdes de salinidade.
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Figura 5.25 - Estabilidade de emulsificacdo de NaCl— Bacillus pumilus com Oleo de motor
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A Figura 5.26, representa a analise do sobrenadante com ajustes das concentracfes de
NaCl, utilizando o composto hidrofébico 6leo vegetal para ser avaliado. Pode-se observar que
os valores foram significativos ap6s 24 h do inicio do estudo em todas as amostras, alcangando
valores superiores a 50%. Ap6s 240 h de contato houve maiores redugdes das emulsdes,
ocasionando emulsBes inferiores a 40%, inferindo ndo ser estavel em variacGes de

concentragdes de NacCl.

Figura 5.26 - Estabilidade de emulsificacdo de NaCl— Bacillus pumilus com Oleo vegetal
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Por fim, foi realizada a analise do sobrenadante com valores de concentragdes de NaCl
ajustados, utilizando o composto querosene para ser avaliado, representados pela Figura 5.27
abaixo. Pode-se observar que os valores ndo foram significativos, a amostra com a concentragdo
ajustada para 5% teve o melhor resultado (17,2%). Estd mesma amostra, ap6s 240 h de contato,
teve reducdo ainda maior, atingindo 8% de emuls&o, determinando n&o ser estavel em variacdes

de temperatura.

Figura 5.27 - Estabilidade de emulsificacdo de NaCl— Bacillus pumilus com Querosene
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Nitschke e Pastore (2004) também analisaram como o biossurfactante produzido pelo
Bacillus subtilis C9 se comporta em diferentes concentracdes de NaCl, mostrando que o

biossurfactante ndo se manteve estavel quando a concentracéo de sal ultrapassou 20%.

Segundo Syahriansyah et al. (2016) observaram que surfactantes sintéticos se tornam
instaveis em baixas concentracfes de sal (2 a 3%). Em contraste, os biossurfactantes testados

mostraram ser mais estaveis do que os sintéticos quando submetidos a varia¢do na forca idnica.

No presente estudo, as biomoléculas produzidas mostraram resisténcia significativa a
condigdes adversas, como pH alcalino, altas temperaturas acima de 100°C e concentragdes de
sais acima de 5%. Isso sugere um grande potencial para serem aplicadas em varias areas, cComo
biorremediagdo em ambientes marinhos, recuperacdo avancada de petroleo e como agente

antimicrobiano contra a biocorrosao.
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6 RECUPERACAO DOS BIOSSURFACTANTES

Neste tOpico, estdo os resultados dos métodos usados para extrair e analisar os
biossurfactantes produzidos pelas linhagens de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus. Ambos os

microrganismos foram tratados com a mesma técnica durante o processo.

Para tanto, foi realizado o estudo com uso das amostras que obtiveram maior
concentracdo de biomassa contida ap6s o crescimento do meio. Para a recuperagédo da biomassa
da linhagem B. subtilis utilizou 85mL de sobrenadante e para a linhagem B. subtilis foram 70mL

do sobrenadante obtido. A Figura 5.28 abaixo representa as etapas realizadas nesse estudo.

Figura 5.28 - Etapas de Recuperacao dos Biossurfactantes
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A etapa inicial do processo de purificacdo envolve a precipitacao acida, que ocorreu
logo apo6s a separagdo das células do meio de cultivo. Baixos niveis de pH neutralizam as cargas
nos aminoacidos da surfactina, fazendo com que a molécula se torne insoltvel em solucdo
aquosa, formando agregados que se separam com o tempo por decantacdo. Essa abordagem
simples e amplamente empregada, onde outras moléculas podem também ser precipitadas
durante o processo (ROCHA, 2017; SEMIQUELL, 2014).

Apos a etapa de precipitacdo &cida, realizaram-se trés extragdes utilizando solventes,
um dos métodos mais eficazes para extrair surfactina, pois permite ajustar a polaridade para
maximizar o rendimento da extracdo (CHEN et al., 2015). Apds adicionar o solvente a amostra
e agitar, observou-se a formacéo de duas fases distintas, com uma pelicula esbranquicada entre
elas. Apds remover a fase desejada, o processo de extracdo foi repetido mais duas vezes.

Segundo Zanotto et al. (2019), os métodos comumente usados para purificar
lipopeptideos incluem precipitacdo acida, extracdo por solvente, fracionamento por espuma e
adsorcéo. Entre essas técnicas, a precipitacdo acida é frequentemente destacada como o método
mais acessivel e econdémico para recuperar surfactina. De acordo com Chen et al. (2015),
embora seja um método direto, a precipitacdo acida ndo assegura um alto grau de purificacao,

ao contrario da extracdo por solvente. A técnica de extracdo por solvente utiliza a diferenca de
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solubilidade entre as impurezas e o produto alvo para purificagéo, sendo este tltimo recuperado
apos a evaporacdo do solvente. Este método é frequentemente criticado por sua seletividade
limitada, pois nem sempre consegue separar eficientemente as impurezas de outros
lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis em comparacdo com a surfactina (DLAMINI,
2017).

A etapa mais crucial em termos de custos de producdo € a purificacdo dos
biossurfactantes, podendo representar até 60% do custo total do processo. A abordagem de
separacdo dos biossurfactantes € adaptada conforme o bioprocesso e as caracteristicas fisico-
quimicas especificas da molécula. A decisdo sobre o método para purificar e recuperar a
molécula de biossurfactante é influenciada pela carga da molécula, suas propriedades de
solubilidade, se € produzido interna ou externamente a célula, e pelos custos envolvidos em
cada processo (SHALIGRAM et al., 2010).

Para obter surfactina com alto grau de pureza, geralmente sdo necessarias varias etapas
de processo, ndo sendo possivel alcancar isso em apenas uma etapa. A quantidade de surfactina
purificada no meio de cultura deve ser apropriada para o uso pretendido. Para aplicacfes
relacionadas ao tratamento de metais pesados ou biorremediacdo, ndo é necessario alcancar
altos valores de pureza. No entanto, em areas médicas e cosméticos, a pureza da surfactina pode
ser crucial, dependendo das consideragdes sobre seguranca bioldgica do material obtido
diretamente do meio de cultivo (DLAMINI, 2017).

7 CARACTERIZACAO DE BIOSSURFACTANTES

A técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para identificar os grupos quimicos funcionais nos biossurfactantes produzidos pelas
linhagens de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus neste trabalho.

A Figura 5.29 estd representando os espectros de FTIR dos biossurfactantes
produzidos e surfactina padrdo. A andlise indicou que o extrato apresentava padrdes de
transmitancia semelhantes aos principais grupos caracteristicos da molécula de surfactina.
Contudo, a analise apresentou alguns ruidos, possivelmente devido a algum erro ocorrido
durante o processo de recuperacao.

As bandas de absorcdo mais relevantes foram identificadas comparando-se com 0s

espectros obtidos por Sousa (2011). As bandas na faixa de 3200 a 3300 cm, indicando o
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estiramento da ligagdo N-H, tipico de peptideos. As bandas proximas de 2900 cm™? s&o
atribuidas ao estiramento da ligacdo C-H dos grupos (CH2) e (CHz). A banda em apds 1700 cm”
! provavelmente indica o grupo C=0 do grupo -COOH, relacionado ao grupo carbonila do anel
lactona. Também foi identificada uma banda na regifo de 1600 a 1700 cm, possivelmente
tipica da ligagdo CO-N, comumente encontrada em amidas de proteinas, o que indica a presenca
de grupos peptidicos. Os resultados mostraram que as bandas de absorcao do extrato seguem o
padrdo da surfactina. Portanto, os biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis e Bacillus
pumilus séo caracterizados como lipopeptideos, provavelmente pertencentes a familia das
surfactinas.

Figura 5.29 - Espectro na regido infravermelho das amostras apos recuperacdo (vermelho) e
do padrdo da surfactina (preto)
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Legenda: preto — Surfactina Padréo / vermelho — Amostra
Fonte: Autor (2024)
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8 CONCLUSOES

Neste estudo, foi evidenciada a habilidade da linhagem Bacillus subtilis UFPEDA 86
e Bacillus pumilus em sintetizar biossurfactantes ao utilizar o extrato da algaroba como
substrato. Os biossurfactantes gerados exibiram uma excelente capacidade em relacdo a
atividade de emulsificacéo, resultando valores acima dos 80% com a amostra com 96 horas de
cultivo com o 6leo de motor, e estabilidade em todas as amostras com relagéo ao 6leo vegetal.
Os resultados cinéticos obtidos confirmaram a capacidade de adaptacdo dos microrganismos ao
meio de cultivo empregado, permitindo que tanto o Bacillus subtilis UFPEDA 86 e Bacillus

pumilus produzissem biossurfactantes com caracteristicas similares a surfactina.



72

REFERENCIAS

AL-BAHRY, S.N.; AL-WAHAIBI, Y.M.; ELSHAFIE, A.e.; AL-BEMANI, A.s.; JOSHI, S.J.;
AL-MAKHMARI, H.s.; AL-SULAIMANI, H.s. Biosurfactant production by Bacillus subtilis
B20 using date molasses and its possible application in enhanced oil recovery. International
Biodeterioration & Biodegradation, [S.L.], v. 81, p. 141-146, jul. 2013. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ibiod.2012.01.006.

BANAT, I. M.; MAKKAR, R. S.; CAMEOTRA, S. S. Potential Commercial Applications of
Microbial Surfactants. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 53, n. 5 p. 495-508,
2000.

BANAT, I.M., SATPUTE, S.K., CAMEOTRA, S.S., PATIL, R., NYAYANIT, N.V., 2014.
Cost effective technologies and renewable substrates for biosurfactants' production. Front.
Microbiol. 5, 697e708.

BARROS, F. F. C.; QUADROS, C. P.; PASTORE, G. M. Propriedades emulsificantes e
estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis manipueira. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, [s.l.], v. 28, n. 4, p. 979-985, dez. 2008.

COLLA, L. M.; COSTA, J. A. V. Obtencdo e Aplicacdo de Biossurfactantes. Vetor, Rio
Grande, v. 13, n. 1, p. 85-103, 2003.

CAMPQS, J.M., Stamford, T.L.M., Sarubbo, L.A., 2019. Characterization and application of a
biosurfactant isolated from Candida utilis in salad dressings. Biodegradation.
https://doi.org/10.1007/s10532-019-09877-8

CHEN, W. H.; JUANG, R. S., WEI, Y. H. Applications of a lipopeptide biosurfactant, surfactin

produced by microorganism. Biochemical Engineering Journal, vol 103, p. 158-169. 2015

COMMUNICATION EU COMMISSION, 2012. Innovating for sustainable growth: a
bioeconomy for Europe. In: COM Brussels, 13.2.2012 COM (2012), 60 final.

COOPER D. G.; GOLDENBERG, B.G. Surface-active agents from two Bacillus species.
Applied and Environmental Microbiology, v. 53, p. 224-229, 1987.

COSTA, J. A. V. Estudo da Producéao de Amiloglucosidase por Aspergillus niger NRRL
3122 em Fermentacdo Semi-Solida de Farelo de Arroz. Tese de Doutorado em Engenharia
de Alimentos — Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 1996. 203p.


http://dx.doi.org/10.1016/j.ibiod.2012.01.006
https://doi.org/10.1007/s10532-019-09877-8

73

CIMO, I., Sinka, K., Tarnik, A., Aydin, E., Ki$§, V., and Tokov4, L. (2020). Impact of climate
change on vegetation period of basic species of vegetables in Slovakia. J. Water Land Dev.
47, 38-46. doi: 10.24425/jwld.2020.135030

CRUZ, J. M., HUGHES, C., QUILTY, B., MONTAGNOLLI, R., N., BIDOIA, E. D.
Agricultural Feedstock Supplemented with Manganese for Biosurfactant Production by
Bacillus subtilis. Waste and Biomass Valorization, v. 9, n. 4, p. 613-618, 2018

DHANARAJAN, G., SEN, R., 2015. Cost analysis of biosurfactant production from a scientist's

perspective. In: Kosaric, N., Vardar-Sukan, F. (Eds.), Biosurfactants.

DIAS, C.H.A. Estudo da estabilidade emulsificante do biossurfactante produzido a partir
da linhagem Bacillus subtilis UFPEDA 86 utilizando o extrato aquoso da algaroba
[Prosopis juliflora (Sw) Dc] como substrato. Trabalho de Conclusdo de Curso. Biotecnologia.
Universidade Federal da Paraiba, 59f. 20109.

DLAMINI, B. Downstream purification of surfactin produced by Bacillus subtilis ATCC
21332. Dissertacdo. Univesidade de Stellenbosch, 2017.

EARL, Ashlee M.; LOSICK, Richard; KOLTER, Roberto. Ecology and genomics of Bacillus
subtilis. Trends In Microbiology, v. 16, n. 6, p. 269-275, jun. 2008.

FARIA, A. F. Biossurfactantes Produzidos por Bacillus subtilis em glicerina residual. Tese
(Ciéncia de alimentos). Universidade Estadual de Campinas, 2010.

GASPARIN, F. G. M., MAGRI, A., NEVES, A. F., CELLIGOI, M. A. P. C. Produgdo de
Lipase e Biossurfactante por Isolado de Efluente de Laticinio. BBR-Biochemistry and
Biotechnology Reports, v. 1, n. 1, p. 28, 2012.

GEETHA, S. J., BENAT, .M., JOSHI, S.J., 2018. Biosurfactants: Production and potential
applications in microbial enhanced oil recovery (MEOR). Biocatal. Agric. Biotechnol. 14, 23-
32. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2018.01.010

GIRI, S. S. et al. Role of Bacillus licheniformis VS16-Derived Biosurfactant in Mediating
Immune Responses in Carp Rohu and its Applications to the Food Industry. Frontiers in
Microbiology, v.8, p. 23-32, 2018.

HUDAK, A. J.; CASSIDY, D. P. Stimulating In-Soil Rhamnolipid Production in a Bioslurry
Reactor by Limiting Nitrogen. Biotechnology and Bioengineering, v. 88, n. 7, December 30,
p.861-868, 2004.


https://doi.org/10.1016/j.bcab.2018.01.010

74

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos
/coordenadores Odair Zenebon, Neus Sadocco Pascuet e Paulo Tiglea -- Sdo Paulo: Instituto
Adolfo Lutz, 2008 p. 1020.

JANEK, T., GUDINA, E. J., POLOMSKA, X., BINIARZ, P., JAMA, D., RODRIGUES, L. R.,
RYMOWICZ, W., LAZAR, Z. Sustainable surfactin production by Bacillus subtilis using crude

glycerol from different wastes. Molecules, v. 26, n. 12, 2021

KAPADIA, S.G., YAGNIK, B.N., 2013. Current trend and potential for microbial bio-
surfactants. Asian J. Exp. Biol. Sc. 4, 234e251.

KIM, H.; YOON, B., LEE, C.; SUH, H.; OH, H.; KATSURAGI, T.; TANI, Y.; Production and
properties of a lipopeptide biosurfactant from Bacillus subtilis C9. Journal of Fermentation
and Bioengineering, v. 84, p. 41-46, 1997.

KIRAN, G. S.; THOMAS, T. A.; SELVIN, J.; SABARATHNAM, B.; LIPTON, A.P..
Optimization and characterization of a new lipopeptide biosurfactant produced by marine
Brevibacterium aureum MSAL3 in solid state culture. Bioresource Technology, v. 101, p.
2389-2396, 2010.

KOSARIC, N., VARDAR-SUKAN, F., 2015. Biosurfactants. Production and Utilization

processes, Technologies, and Economics. CRC Press Taylor & Francis Group.

LANG, S. Biological Amphiphiles: Microbial Surfactants. Opinion in Colloid and Interface
Science, 7:1230, 2002.

MAIER, R. Biosurfactants: Evolution and Diversity in Bacteria. Advances in Applied
Microbiology, 52:101116, 2003.

MAKKAR, R.S., CAMEOTRA, S.S., BANAT, I.M., 2011. Advances in utilization of

renewable substrates for biosurfactant production. AMB Exp. 1, 5.

MAKKAR. R. S.; CAMEOTRA, S. S. Effects of various nutritional suplements on
biosurfactant production by a strain of Bacillus subtilis at 45 °C. Journal of Surfactants and
Detergents, Germany, v. 5, p.11-17, 2002.

MANO, Mario Cezar Rodrigues. ESTUDO DA RECUPERACAO, CONCENTRACAO E
PURIFICACAO DE BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO POR Bacillus subtilis. 2008.
100 f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Engenharia de Alimentos, Departamento de Ciéncia

de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2008.



75

MAO, X.; JIANG, R.; XIAO, W. e YU, J. Use of surfactants for the remediation of
contaminated soils: A review. Journal of Hazardous Materials, v. 285, p. 419-435, 2015.

MORDOR INTELLIGENCE RESEARCH & ADVISORY. (2024, JUNE). Surfactants Market
Size - Industry Report on Share, Growth Trends & Forecasts Analysis (2024 - 2029). Mordor
Intelligence. Retrieved August 2, 2024, from https://www.mordorintelligence.com/industry-

reports/surfactants-market.

MULLIGAN, C.N. Enviromental applications for biosurfactants, Environ. Pollut.133 (2005)
183-198.

MUKHERJEE, S., DAS; P.; SEN, R. Towards Commercial Production of Microbial
Surfactants. TRENDS in Biotechnology, 24:509515, 2006.

NITSCHKE, M.; FERRAZ, C.; PASTORE, G.M. Selection of microorganisms for
biosurfactant production using agroindustrial wastes. Brazilian Journal of Microbiology, v.
35, n. 1-2, p. 81-85, 2004.

NITSCHKE, M.; COSTA, S. G., HADDAD, R., GONCALVES, L. A. G., EBERLIN, M. N,
CONTIERO, J. Oil wastes as unconventional substrates for rhamnolipid biosurfactant

production by Pseudomonas aeruginosa LBI. Biotechnol. Prog., v. 21, p. 1562-1566, 2005.

OSTENDORF, T. A. et al. Production and formulation of a new low-cost biosurfactant to

remediate oil-contaminated seawater. Journal of biotechnology, 2019.

PARASZKIEWICZ, K. Biosurfactant enhancement factors in microbial degradation processes.
In: Dhugonski, J. (Ed.), From Omics to Function and Application, 2016.

PARVATHI, A., KRISHNA, K., JOSE, J., JOSEPH, N., NAIR, S., Biochemical and Molecular
Characterization of Bacillus Pumilus Isolated From Coastal Environment in Cochin, India,
20009.

PECCI, Y., RIVARDO, F., MARTINOTTI, M.G., ALLEGRONE, G., 2010. LC/ESI-MS/MS

characterization of lipopeptide biosurfactants produced by the Bacillus licheniformis

PERFUMO, A.; BANAT, I. M.; MARCHANT, R. Going green and cold: biosurfactants from
low-temperature environments to biotechnology applications. Trends in biotechnology, v. 36,
n. 3, p. 277-289, 2018.


https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/surfactants-market
https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/surfactants-market

76

RIBEIRO, B. G. et al. Production and Optimization of the Extraction Conditions of a
Biosurfactant of Candida Utilis Ufpedal009 with Potential of Application in the Food Industry.
Chemical Engineering Transactions, v. 74, p. 1477-1482. 20109.

ROCHA, P. M. Producéo de surfactina por Bacillus subtilis ATCC UFPEDA 438
utilizando melago de cana como substrato. Dissertacdo (Engenharia quimica). Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, 2017.

ROCHA, P. M.; MENDES, A. C. S.; JUNIOR, S. D. O.; PADILHA, C. E. A., LEITAO, A. L.
0.S.,NOGUEIRA, C. C., MACEDQO, G. R.,SANTOS, E. S. Kinetic study and characterization
of surfactin production by Bacillus subtilis UFPEDA 438 using sugarcane molasses as carbono

source. Preparative biochemistry and biotechnology. p. 1-9, 2020.

SAMUL, D.; LEJA, K.; GRAIJEK, W. Impurities of crude glycerol and their effect on
metabolite production. Ann. Microbiol. v. 64, p. 891-898, 2014.

SANTOS, D. K. F. et al. Biosurfactants: Multifunctional Biomolecules of the 21st Century.
International Journal of Molecular Sciences, v. 17, p. 401-430, 2016.

SANTOS, S. F. M. Estudo da producéao de pectinas por fermentacdo em estado sélido
utilizando pedunculo de caju como substrato. Tese de Doutorado em Engenharia Quimica,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Natal, 148p. 2007.

SECATO, Juliana; COELHO, Diego; ROSA, Nathalia; LIMA, Lucas; TAMBOURGI, Elias
Basile. Biosurfactant production using bacillus subtilis and industrial waste as
substrate. Chemical Engineering Transactions, [S.L.], v. 49, p. 103-108, abr. 2016. AIDIC:
Italian Association of Chemical Engineering. http://dx.doi.org/10.3303/CET1649018.

SHALIGRAM, N. S.; REKHA, S. S. Surfactin — A review on Biosynthesis, Fermetation,
Purification and Applications. Food Techno. Biotechnol, vol 48, p. 119-134. 2010.

SINGH, A.; VAN HAMME, J.D; WARD, O.P. Surfactants in microbiology and biotechnology:
PArt2. Application aspects. Biotechnology Advances, New York, v. 25, n. 1, p. 99-121, 2007.

SIMIQUELI, A. P. R. Producédo continua de surfactina utilizando manipueira como
substrato e estudo de sua aplicacdo em conjunto com 0leos essenciais. Tese (Ciéncias de

alimentos). Universidade Estadual de Campinas, 2014.


http://dx.doi.org/10.3303/CET1649018

77

SOUSA, M. Bioconversao do glicerol para producdo de biossurfactantes: aplicacdo no
preparo de emulsbes. Dissertagdo (Engenharia quimica). Universidade Federal do Ceara,
2011,

SUWANSUKHO, P.; RUKACHISIRIKUL, V.; KAWAI, F; H-KITTIKUN, A.; Production
and applications of biosurfactant from Bacillus subtilis MUV4. Songklanakarin J. Sci.
Technol., ed.30, pg. 87-93, 2008.

SU, Yuan; LIU, Chuan; FANG, Huan; ZHANG, Dawei. Bacillus subtilis: a universal cell
factory for industry, agriculture, biomaterials and medicine. Microbial Cell Factories, v. 19, n.
1, p. 1-12, 3 set. 2020. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1186/s12934-020-01436-8.

TOREN, A.; SEGAL, G.; RON, E. Z.; ROSENBERG, E. Structure-Function Studies of the
Recombinant Protein Bioemulsifier AlInA. Environmental of Microbiology, v.4, n.5, p. 257-
261, 2002.

VALPUESTA, Rayane Rodrigues Fonseca. Otimizacédo da producéo de biossurfactante por
isolado Bacillus subtilis a partir de matéria prima renovavel de baixo custo. Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, Dissertacdo de mestrado, 140 p., 2008

VIJAYAKUMAR, S.; SARAVANAN, V. Biosurfactants-types, sources and applications. Res.
J. Microbiol., v. 10, p. 181-192, 2015.

WANG, T., LINAG, Y., WU, M., CHEN, Z., LIN, J., YANG, L., 2015. Natural products from
Bacillus subtilis with antimicrobial properties. Chin. J. Chem. Eng. 23, 744e754.

WEIL Y. H.; WANG, L. F.; CHANG, J. S.; KUNG, S. S. Identification of Induced Acidification
on Iron-Enriched Cultures of Bacillus subtilis during Biosurfactant Fermetation. Journal of
Bioscience and Bioengineering, v. 96, p. 174-178, 2003.

YANG, F.; HANNA, M. A.; SUN, R. Value-added uses for crude glycerol—a byproduct of
biodiesel production. Biotechnology for Biofuels, v. 5:13, 2012.

ZANOTTO, A. W., VALERIO, A., ANDRADE, C. J.; PASTORE, G. M. New sustainable
alternatives to reduce the production costs for surfactin 50 years after the Discovery. Applied
Microbiology and Biotechnology. V. 130, p. 8647-8656, 2019.


http://dx.doi.org/10.1186/s12934-020-01436-8

78

ZHANG, J., XUE, Q., GAO, H., LAI, H.,, WANG, P. Production of lipopeptide biosurfactants
by Bacillus atrophaeus5-2a and their potential use in microbial enhanced oil recovery.
Microbial Cell Factories, v. 15, n. 1, p. 168, 2016.



