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RESUMO - Biossurfatantes sdo bioprodutos de origem microbiana amplamente utilizados na
agricultura, producdo de cosmeéticos, alimentos, produtos farmacéuticos, industrias ambientais e
petroquimica. Microganismos do género Bacillus sdo considerados um grupo adequado para a
sintese industrial de biossurfactantes. O presente trabalho visou produzir surfactina, um
lipopeptideo, considerado um dos mais eficazes biossurfactantes, com grande poder de reduzir a
tensdo superficial da 4gua e tensdo interfacial de sistemas agua - 6leo. Estudou-se a producéo de
biossurfactantes por distintas linhagens de Bacillus sp. denominadas Jag248 e Jag249, em
diferentes meios de cultivo, isoladas de solo de manguezal pertencentes a colecdo de bactérias
do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Ceard. Em testes
preliminares com Jag248, obteve-se concentracdo de surfactina e de biomassa de até 161,0mg.L"
1e1,59.L™, respectivamente e capaz de reduzir tensdo superficial para até 29,0 mN/m.

1. INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo compostos ativos de superficie produzidos por microorganismos. Existem
muitos tipos de biossurfactantes com base em sua natureza quimica, tais como glicolipideos,
lipopolissacarideos, oligossacarideos, e lipopeptideos foram relatados para ser produzido por diversos
géneros de bactérias (Banat et al., 2000, Banat et al., 2010; Franzetti et al., 2010). Apresentam
diversas vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos, dentre elas pode-se destacar sua baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade, boa estabilidade frente a amplas faixas de temperatura, pH e sal,
apresentando-se como um potencial produto para aplicagdes em protegdo em protecdo e gestdo
ambiental, recuperacgéo de petréleo bruto, bem como agente como antimicrobiano (Abouseoud et al.,
2008, Banat et al., 2000).

Os lipopeptideos representam o segundo maior grupo de biossurfactantes de origem microbiana
e sdo sintetizados por uma ampla gama de géneros de microrganismos, incluindo Pseudomonas e
Bacillus. Lipopeptideos produzidos por bactérias do género Bacillus em particular, s&o os mais
conhecidos, em especial a surfactina (Perfumo et al., 2010).
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O presente trabalho visou avaliar a producdo de biossurfactante por distintas linhagens de
Bacillus sp. denominadas Jag248 e Jag249, isoladas de solo de manguezal pertencentes a colecéo de
bactérias do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Ceard, em
diferentes meios de cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo: A manutencdo e repique das culturas de Bacillus sp. Jag248 e Jag249,
foram feitas em placas petri contendo meio APGE, compostos por peptona( 5,0 g/L), glicose (5,0
g/L), extrato de levedura (2,5 g/L) e agar (15,0 g/L), esterilizados em autoclave a 121°C por 15
minutos. As placas APGE repicadas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 30°C por 24
horas para obtencéo da cultura para realizacdo dos ensaios fermentativos.

In6culo: O meio de propagacao do indculo segue a mesma composi¢cdo do meio utilizado
para producdo, tendo como fonte de carbono + 20,0 g/L de agUcares redutores totais (ART), ao
utilizar suco de caju clarificado ou 10,0 g/L de glicose em meio mineral com reativos padrao
analitico e 1,0 g/L de (NH,4),SO,4 como fonte de nitrogénio, esterilizados a 110°C por 10 minutos.
Trés alcadas da cultura na fase exponencial de crescimento foram transferidas para frascos de
erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL meio de propagacao do in6culo, incubado 180 rpm, 30°C
por 24 horas em agitador rotatorio (Shaker Tecnal TE-480). O indculo foi ajustado para uma
faixa de 0,1 a 0,2 em espectrofotdmetro a 600 nm e posteriormente adicionado ao meio de cultivo
na proporcao de 10% v/v de in6culo. A densidade Otica do inoculo foi acompanhada em
espectrofotdbmetro (Genesys, série 20) a 600 nm.

Meios de cultivo: estudaram-se diferentes meios de cultivo para ambas as cepas, como: (A)
suco de caju clarificado + (NH4),SO, + Extrato de Levedura; (B) suco de caju clarificado +
(NH4)2S04 + Na,HPOy; (C) suco de caju clarificado + (NH4),SO4 + KH,PO,; (D) suco de caju
clarificado + (NH,4),SO,4 + NaCl; (E) suco de caju clarificado + (NH,4),SO4 + MgS0,.7H,0; (F)
Meio Mineral + suco de caju clarificado + Solucdo de Micronutrientes; (G) Meio Mineral +
Solucdo de Micronutrientes; (H) Meio Mineral. O meio mineral e a solucdo de micronutrientes
sdo de acordo com Mdran et al.,(2000), modificando a concentragdo de NaCl de 27 g/L para 2,7
g/L.

Conducédo dos ensaios: Os experimentos foram realizados em agitador rotatorio (Shaker
Tecnal TE-480) por 72 horas em duplicata. Amostras foram retiradas nos intervalos de tempo de
zero, 3, 6, 8, 20, 22, 24, 32, 48 e 72 horas e analisadas posteriormente. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 10.000 g, 4°C e o sobrenadante livre de células, submetido as
analises. Ajustou-se o pH para 7,0 antes da centrifugacdo para remocédo das células, a fim de
evitar perdas da surfactina devido a sua precipitacdo em pH acido.

Analises realizadas: as medidas de tensdo superficial foram realizadas em tensidmetro
Kruss pelo método de Du Nouy (Costa et al., 2006). O indice de emulsificacdo foi determinado
de acordo com Cooper e Goldenberg (1987) e Makkar e Cameotra (1997) com pequenas
modificagfes: 2,0 mL do meio de cultura fermentado livre de células foram colocados em tubo de
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ensaio, com fundo chato e adicionou-se 0 mesmo volume de diferentes fontes hidrofobicas
(querosene, n-hexadecano e 6leo de soja) para avaliar o poder de emulsificacdo e estabilidade da
surfactina produzida. A concentragdo de surfactina foi determinada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), acoplado com detector UV (Waters, modelo 2487) e equipado com a
coluna de fase reversa Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, Irlanda) conforme descrito
em Oliveira, 2010. O consumo do substrato foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatdgrafo Waters (Modelo 2414) acoplado a detector de indice
de refracéo (célula a 40°C), coluna Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm) e pré-coluna (5 cm x 4,6
mm) da Sigma Aldrich, (Oliveira et al., 2013).

2. RESULTADOS E DISCUSSOES

2.1. AVALIACAO DO POTENCIAL DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR
Bacillus sp. Jag249

Realizaram-se trés ensaios distintos com o microrganismo Bacillus sp. Jag249, utilizando

diferentes meios de cultivo.

Bacillus sp. Jag249 em Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes, sob rotacdo de 180
rpm, temperatura 30°C e pH 7,0 por 72 horas: para essas condicdes estudadas, pode-se observar
na Figura 1A que obteve-se concentracdo celular de 5,26 = 1,61 g/L em 72 horas, com reducao
do pH para até 4,99 £ 0,04. Nao houve reducdo da tensdo superficial, apresentando-se acima de
49,5 dina/cm, de acordo com a Figura 1B.
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Figura 1 — (A) Perfil do crescimento celular (biomassa) e pH em funcéo do tempo para Bacillus
sp. Jag249, em Meio Mineral + Solugdo de Micronutrientes, sob rotacdo de 180 rpm, temperatura
30°C e pH 7,0. (m) Biomassa, (m) pH; (B) Reducéo da Tenséo superficial em funcéo do tempo
(#).

Bacillus sp. Jag249 em Meio Mineral + Solugdo de Micronutrientes, sob rotacdo de 150
rpm, temperatura 30°C e pH 7,0 por 72 horas: variando-se a agitacdo, verificou-se concentracao
de biomassa de 4,92 + 0,79 g/L em 30 horas de ensaio, mantendo-se na fase estacionaria pelas

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

horas seguintes. O pH foi reduzido a 4,70 £ 0,05 em 24 horas de fermentacdo (Figura 2A). Nao
foi observada uma redugdo na tensdo superficial, ficando acima de 53,00 + 0,0 dina/cm e
permanecendo nessa faixa no decorrer da fermentacéo, observado na Figura 2B.
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Figura 2 — (A) Perfil do crescimento celular (biomassa) e pH em funcéo do tempo para Bacillus
sp. Jag249, em Meio Mineral + Solugdo de Micronutrientes, sob rotagdo de 150 rpm, 30°C e pH
7,0. (m) Biomassa, (m) pH; (B) Reducéo da Tensdo superficial em funcéo do tempo (¢).

Ensaios variando meios de cultivo: utilizou-se os meios de cultivo para producgdo de
biossurfactantes por Bacillus sp. Jag249 identificados por (A) suco de caju clarificado (+ 20,0 g/L
ART) + (NH4),SO,4 (1,0 g/L) + Extrato de Levedura (5,0 g/L); (B) suco de caju clarificado (+
20,0 g/L ART) + (NH,4)2SO4 (1,0 g/L) + Na,HPO, (6,0 g/L) ; (C) suco de caju clarificado (+ 20,0
g/L ART) + (NH,4)2SO4 (1,0 g/L) + KH,PO4 (3,0 g/L); (D) suco de caju clarificado (= 20,0 g/L
ART) + (NH,;)2S0O4 (1,0 g/L) + NaCl (2,7 g/L); (E) suco de caju clarificado (£ 20,0 g/L ART) +
(NH4)2SO4 (1,0 g/L) + MgS0,4.7H,0 (0,6 g/L); (F) Meio Mineral + suco de caju clarificado (+
20,0 g/L ART) + Solucdo de Micronutrientes; (G) Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes;
(H) Meio Mineral. Os ensaios foram conduzidos em duplicata, em agitador rotarério, a 180 rpm,
30°C e pH 7,0. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos referentes ao crescimento celular
(biomassa), pH e tenséo superficial em fungdo do tempo. Verificou-se no ensaio em meio de
cultivo (A) concentracdo de biomassa de 4,56 + 0,04 g/L ap06s 48 horas de fermentacdo, o pH
apresentou-se inferior a 6,0. Em meio de cultivo (B), (C), (D) e (E) obteve-se concentracdo
celular de 0,35 + 0,00 g/L, 0,46 + 0,1 g/L, 1,10 + 0,02 g/L e 1,48 + 0,24 g/L respectivamente,
apos 48 horas de ensaio, demonstrando baixo crescimento celular ao compara-lo com o0s outros
ensaios realizados. O pH manteve-se superior a 6,0 nos ensaios (B), (C), (D) e (E). Nas condicdes
do meio de cultivo (F) verificou-se concentracdo de biomassa 2,67 + 0,15 g/L, o pH apresentou-
se inferior a 6,0. Para os ensaios (G) e (H) verificou-se concentragéo de biomassa de 3,21 + 0,19
g/L e 2,85 £+ 0,19 g/L, respectivamente, apos 48 horas de fermentacdo. Observou-se pH maior
que 6,0.

Observa-se ainda na Tabela 1 que ndo ocorreu reducdo da tensdo superficial nos ensaios
realizados utilizando Bacillus sp. Jag249.
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Tabela 1 — Resultados obtidos de concentracdo celular (Biomassa), pH e tensdo superficial (TS)
em funcdo do tempo para os ensaios realizados utilizando Bacillus sp. Jag249 variando a
composicao dos meios de cultivo.

AMOSTRA | BIOMASSA (g/L) pH TS (dina/cm)
A-0h 0,03 6,63 53,5 + 0,00
A-48h 4,56 + 0,04 4,625 + 0,21 55,52 + 5,65
B-0h 0,03 6,94 58,0 + 0,00
B-48h 0,35 + 0,00 6,695 + 0,05 54,0 + 0,00
C-0h 0,03 6,55 61+ 0,00
C-48h 0,46 + 0,02 6,255 + 0,02 61,5 + 0,55
D-0h 0,03 6,22 57,0 £ 0,00
D-48h 1,10 + 0,02 6,465 + 0,05 52,55 + 0,51
E-0h 0,04 5,89 64,0 £ 0,00
E-48h 1,48 + 0,24 6,77 £ 0,16 55,8 + 1,98
F-0h 0,03 6,15 55,0 + 0,00
F-48h 2,67 0,15 6,825 + 0,01 53,5 + 1,64
G-0h 0,04 6,57 50,0 + 0,00
G-48h 3,21+0,19 6,065 + 0,02 52,5 + 2,74
H-0h 0,03 6,65 53,0 + 0,00
H-48h 2,85+ 0,19 7,055 + 0,05 62,0 £2,19

Um dos critérios utilizados para selecionar microrganismos produtores de biossurfactante é
a habilidade em reduzir a tensdo superficial abaixo de 40 dina/cm (Pinto, 2009). De acordo com
os resultados obtidos, o microrganismo Bacillus sp. Jag249 ndo foi capaz de reduzir a tenséo
superficial do meio em nenhuma das condic¢Ges avaliadas, logo ndo produziu biossurfactante.
Barreto (2011), em estudos com essa cepa, obteve bons resultados de tensdo superficial, de 29,4 £
1,4 dina/cm, apresentando-se potencial produtor. A cepa provavelmente sofreu mutacgdo e perdeu
sua capacidade de producdo. Com isso era inviavel dar continuidade as demais analises, visto que
ndo houve reducdo de tensdo superficial. Seguiu-se entdo os ensaios com a cepa Bacillus sp.
Jag248, a fim de encontrar um microrganismo produtor de biossurfactante.

Ensaio realizado em meio de cultivo contendo suco de Caju Clarificado (CAJC) + (NH4),SO,
com microrganismo Bacillus subtilis Jag248: de acordo com a Figura 3(A), observa-se maior
concentracdo de biomassa em torno de 1,00 £ 0,04 g/L ap6s 30 horas de fermentacdo, uma
crescente producdo de biossurfactantes no decorrer das 72 horas chegando a concentragéo de
26,98 + 0,01 mg/L de surfactina. Ocorreu o consumo dos agucares redutores totais (ART)
mostrando que o microorganismo tem preferéncia por glicose e 0 pH manteve-se acima de 6,0.
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Figura 3 — (A) Perfil do crescimento celular (biomassa), consumo de substrato, producdo de
surfactina e pH em funcdo do tempo para Bacillus subtilis Jag248, sob rotacao de 180 rpm,
temperatura de 30°C em Meio contendo Suco de Caju Clarificado (CAJC) e (NH,4),SO,: (m)
Biomassa, (») pH, (®) Surfactina, (A) Glicose, (<) Frutose; (B) Reducdo da Tens&o superficial
(m) em fungdo do tempo para Bacillus subtilis Jag248, em meio contendo Suco de Caju
Clarificado (CAJC) e (NH4),SO,.

Observou-se reducdo da tensdo superficial do meio de cultivo livre de células, com valores de
29,10 £ 0,12 dina/cm apds 10 horas de ensaio e manteve-se nessa faixa até 72 horas, conforme
mostra Figura 3(B).

A avaliacédo da capacidade emulsionante do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis
Jag248 pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados obtidos de indice de Emulsificagio para o ensaio realizado utilizando
Bacillus subtilis Jag248 em Meio contendo Suco de Caju Clarificado (CAJC) e (NH4)2SO,.

AMOSTRA | OLEO DE SOJA | QUEROSENE |N-HEXADECANO
30 h NF 56,86 + 3,90 36,28 + 23,03
48 h 21,30 = 0,00 05,92 +2,94 21,81 +19,54
54 h NF 13,64 + 0,00 20,45 + 3,21
72 h NF 06,31 +1,61 34,57 +0,13

NF: Nao formou emulsao

Ensaio realizado em Meio Mineral (MM) sem adicdo de solucdo de micronutrientes com o
microrganismo Bacillus subtilis Jag248: como mostra a Figura 4 (A) observou-se nessas
condigdes maior concentracdo de surfactina e crescimento celular quando comparado ao ensaio
suco de Caju Clarificado (CAJC) + (NH,4),SO, apresentando concentracdo de biomassa de 1,55 +
0,01 g/L ap6s 20 horas de ensaio e logo mantendo-se na fase estacionéria. A producdo de
surfactina chegou a atingir concentragdes de 161,41 + 0,01 mg/L no decorrer de 72 h de ensaio, a
glicose foi totalmente consumida nas primeiras 20 horas de fermentacdo e o pH manteve-se

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

acima de 6,0. Observou-se reducdo da tensdo superficial de 51,0 + 0,0 dina/cm (branco) para
28,65 * 0,16 dina/cm ap06s dez horas de ensaio e permanecendo nessa faixa em todas as amostras
avaliadas até 72 horas.

~
)
S
[N)
o
;
~
S
3
2]
(=1

—
=
el

3]
(=]
!

.
N
=)

=
o}
S

_
1]

—
>
&

\

w 'S
S S
—_—

.- "—n
ny

pH
GLICOSE (g/L)

N
o
1

HEH
\*/
’7/‘._'
/
2
BIOMASSA (g/L)
& B
SURFACTINA (mg/L)

@
S

!
=)
o

TENSAO SUPERFICIAL (dina/cm)
o

I
&

=
o

¢ T T T —00 - T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 8 16 24 32 40 48 56 64 72
TEMPO (h) TEMPO ()

o

Figura 4 — (A) Perfil do crescimento celular (biomassa), consumo de substrato, producgéo de
surfactina e pH em funcdo do tempo para Bacillus subtilis Jag248, sob rotacdo de 180 rpm,
temperatura de 30°C em Meio Mineral (MM) sem Solucdo Micronutrientes: (m) Biomassa, (»)
pH, (e) Surfactina, (A) Glicose; (B) Redu¢ao da Tensdo superficial (m) em funcdo do tempo para
Bacillus subtilis Jag248 em Meio Mineral (MM) sem Solucédo Micronutrientes.

Avaliou-se ainda a capacidade emulsionante do biossurfactante produzido. A Tabela 3 mostra os
resultados de Indice de Emulsificacdo para o ensaio realizado utilizando Bacillus subtilis Jag248
em Meio Mineral (MM) sem adicdo de Solucdo Micronutrientes.

Tabela 3 - Resultados obtidos de Indice de Emulsificacdo para o ensaio realizado utilizando
Bacillus subtilis Jag248 em Meio Mineral (MM) sem adicdo de Solucdo Micronutrientes.

AMOSTRA | OLEO DE SOJA | QUEROSENE | N-HEXADECANO
30 h 57,00+ 11,41 07,02 +0,17 09,64 + 1,00
48 h 53,16 + 14,60 16,00 + 5,66 14,82 + 0,25
54 h 52,00 + 2,83 18,00 + 2,83 13,89 + 3,93
72 h 43,72+ 11,32 |56,26 + 11,68 54,35 + 14,63

3. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o microrganismo Bacillus subtilis
Jag248 apresentou-se como potencial produtor de biossurfactantes em meio mineral, produzindo
em torno de 161,41 + 0,01 mg/L de biossurfactante com 72 horas de fermentacdo. Com o
microrganismo Bacillus subtilis Jag249 verificou-se que o mesmo havia perdido seu poder de
producdo, pois ndo reduzia a tensdo superficial do meio no decorrer do ensaio fermentativo. Com
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0s resultados obtidos com a cepa Jag248, mais estudos serdo realizados para otimizar a producao
a fim de alcangar maiores concentra¢des do bioproduto obtido.
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