/1
/é‘cmm 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR BACILLUS
SUBTILIS UTILIZANDO RESIDUO
PROCESSAMENTO DO ABACAXI COMO SUBSTRATO

1.

D. D. Ehrhardt}, J.F.F. Secato’ e E. B. Tambourgi*

! Universidade Estadual de Campinas — Departamento de Engenharia Quimica

RESUMO - Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos
por bactérias, fungos e leveduras através da biodegradacdo de matérias-
primas renovaveis. Tais compostos possuem caracteristica anfipatica,
agindo como emulsificantes de hidrocarbonetos. Sao polimeros que formam
micelas que se acumulam na interface entre liquidos de diferentes graus de
polaridade. A demanda por surfactantes aumentou consideravelmente dentro
da industria quimica. A utilizacdo de biossurfactantes tornou-se uma
alternativa bastante interessante em substituicdo aos surfactantes sintéticos,
pois geram menor impacto ambiental devido a sua biodegrabilidade,
diversidade estrutural e baixa toxicidade. O presente trabalho teve como
objetivo a producéo de biossurfactante atravées da fermentacdo do residuo do
processamento do abacaxi, por Bacillus subtilis, a 37 C. Os resultados
mostraram que houve uma reducdo de 20% da tensdo superficial nos testes
preliminares e uma reducdo de 16 % nas condic¢des do planejamento, pH 8 e
20% inoculo. Os indices de emulsificacdo atingiram valores de 53% tanto
para o 0leo de soja como para o 6leo de motor.

INTRODUCAO

DO

Os surfactantes fazem parte de uma importante classe de produtos quimicos
amplamente utilizados em diversos ramos industriais. Sd0 moléculas anfipaticas,
constituidas por uma porcao hidrofobica e outra hidrofilica, onde a por¢do apolar é,
frequentemente, uma cadeia hidrocarbonada, enquanto a porcdo polar pode ser ibnica,
ndo-idnica ou anfotérica. Essa caracteristica anfifilica permite que tais substancias
possuam grande acao superficial.

Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos por bactérias,
fungos ou leveduras, que também possuem caracteristica anfipatica, agindo como
emulsificadores de hidrocarbonetos. Assim como os surfactantes, sdo polimeros que
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formam micelas que se acumulam na interface entre liquidos de diferentes graus de
polaridade.

Nas ultimas décadas a demanda por surfactantes aumentou cerca de 300% dentro
da industria quimica americana. A utilizacdo de biossurfactantes, tensoativos de origem
microbiana, tornou-se uma alternativa bastante viavel, em comparacdo aos surfactantes
sintéticos.

Os biossurfactantes ganharam maior atencdo por apresentarem algumas vantagens
em relagdo aos surfactantes, tais como: biodegrabilidade, baixa toxicidade,
aceitabilidade ecoldgica e possibilidade de serem produzidos com a utilizacdo de
matérias-primas renovaveis, de baixo custo (Nitschke e Pastore, 2006). A vasta
aplicacdo destes compostos e suas propriedades sdao muito interessantes. Dentre eles
podemos citar os lipopeptideos, usualmente produzidos por Bacillus (Ghodjavand et al.,
2008).

Os biossurfactantes, de modo geral, podem ser classificados em: glicolipideos,
lipossacarideos, lipopeptideos, fosfolipideos e acidos graxos/lipideo neutro, além de
surfactantes poliméricos e surfactantes articulados, sendo os lipopeptideos os
biossurfactantes mais efetivos (Barros et al., 2007).

Os surfactantes lipoprotéicos sdo talvez os mais conhecidos por suas atividades
antibidticas, sendo mais bem caracterizados aqueles produzidos por Bacillus sp,
incluindo surfactina, iturina, fengicina, liquenisina , micosubtilisina e bacilomicina
(Barros et al., 2007). A surfactina é reconhecida como um dos biossurfactante mais
eficaz disponiveis, mas o alto custo e o baixo rendimento envolvidos na producgéo
limitaram suas aplicagBes. Desta forma, o desenvolvimento de estratégias de alto
rendimento e baixo custo de producdo da surfactina é de demanda urgente (Yeh et al.,
2006).

Atualmente, os biossurfactantes ainda n&o sdo capazes de competir
economicamente no mercado com 0s compostos sintetizados quimicamente, devido aos
altos custos de producdo. Isso é resultado da metodologia ineficiente do
bioprocessamento, da baixa produtividade das cepas microbianas e da necessidade do
uso de substratos de custo elevado. (Haba et al ., 2000). Estima-se que os substratos
representem de 10 a 30% do custo total da maioria dos processos biotecnoldgicos
(Muthusamy et al., 2008).

Desta forma, a utilizacdo de substratos de baixo valor econémico é uma forma de
se reduzir o custo final de producdo de metabolitos microbianos. Uma alternativa que
vem sendo pesquisada extensivamente nos Ultimos anos é a utilizagdo de residuos
agroindustriais como substratos para a produgdo de diversos compostos de origem
microbiana, como os biossurfactantes. Residuos ricos em carboidratos ou lipideos, com
adequada relagdo carbono/nitrogénio e que apresentem altas concentracdes de
micronutrientes importantes para o metabolismo microbiano séo 0s que se caracterizam
como melhores substratos para o crescimento microbiano, como também para a
producéo de biossurfactantes (Barros et al., 2008).

Vaérios sdo os fatores que afetam a producdo dos biossurfactantes, como natureza

das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como a presenca de fdsforo, ferro,
manganés e magnésio no meio de producdo. Além disso, outros fatores, como pH,
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temperatura, agitacdo e forma de conducdo do processo sdo extremamente importantes
na quantidade e na qualidade do biossurfactante produzido (Banat, 1995).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a producdo de
biossurfactante, mais precisamente a surfactina, através da fermentacdo do residuo do
processamento do abacaxi, por Bacillus subtilis, a 37 C. A aplica¢do do residuo do
abacaxi como substrato de fonte renovavel garante o baixo custo na producdo do
surfactante microbioldgico, uma vez que este fruto é extensivamente cultivado no
Brasil, o qual é o segundo maior produtor mundial.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Microrganismo: A bactéria Bacillus subtilis ATCC 6051 Lote T17/01/1 pertence a
Colecdo de Culturas Tropical e foi gentilmente cedida pela Fundacdo André Tosello.

Substrato: para a producao do biossurfactante foi utilizado como substrato residuo
do processamento do abacaxi gentilmente cedido pelo hortifriti Oba de Campinas-SP.

Meio de Cultura: para o crescimento do microrganismo foi utilizado o meio de
cultura 4gar nutriente, pH 7.4 + 0.2, fabricante OXOID [(g.L™) extrato de carne 1,0g;
extrato de levedura 2,0g; peptona 5,0g; cloreto de sddio 5,0g; agar 15,0g].

Tampdo pH 8,0: para manter o pH do substrato constante durante a fermentacéo,
foi preparada solucdo tampédo fosfato pH 8,0, seguindo a metodologia descrita por
Morita e Assumpcao (1995).

2.2. Métodos
Condicoes de cultivo e producéo do biossurfactante

Repique do microrganismo: foram realizados 10 tubos de repique do Bacillus
subtilis. Os tubos contendo agar nutriente foram autoclavados por 15 minutos e
deixados em repouso até esfriar. O repique foi entdo realizado, com auxilio de al¢a de
platina e bico de bulsen. Os tubos repicados foram incubados por 24 horas e mantidos
refrigerados.

Preparacdo do pré-indculo: foi preparada uma solucéo de peptona a 2% em agua
destilada em erlenmeyer de 250mL. Essa solugdo foi autoclavada por 15 minutos e,
apo6s resfriada, inoculou-se a cultura com auxilio de alga de platina e bico de bulsen.
Posteriormente, foi mantida em banho a 30 C com agitagdo a 120 rpm por 24 horas.

Meio de producdo: em seis frascos de 250mL foram adicionados 60mL de caldo
do abacaxi previamente filtrado e 20mL de tampdo pH 8,0. Os frascos foram
esterilizados em autoclave a 121 °C, por 10 minutos

Producdo do biossurfactante: as fermentacGes para a producdo foram realizadas
com seis erlenmeyers de 250mL, contendo 0 meio de produgédo anteriormente descrito e
em cada um deles acrescidos 16mL do pré-inoculo (20%). Foram mantidos sob agitagdo
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de 120 rpm, a 37°C, por 52 horas. As amostras foram submetidas a determinacdo de
tensdo superficial e indice de emulsificacao.

Tensdo superficial: a medida da tenséo superficial foi realizada de acordo com o
método do peso da gota descrito por Behring (2004).

indice de emulsificacdo: a emulsificacdo foi medida através da proporcéo
6leo/biossurfactante, de acordo com a metodologia proposta por Cooper e Goldenberg
(1987). Foram utilizados 3 diferentes tipos de Oleos (6leo de soja, diesel e 6leo de
motor) e a analises feitas em duplicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por ndo haver registros bibliograficos da producdo de biossurfactantes utilizando
residuo do processamento do abacaxi como substrato, fez-se um teste prévio realizando
a fermentacdo em 6 frascos contendo apenas o caldo do abacaxi, a 37C, com agitacdo
de 120rpm, por 72 horas e realizando o teste de tensdo superficial. Nesse processo
prévio de producédo obteve-se reducdo de 20% da tensdo superficial, comprovando entdo
a possibilidade de se produzir biossurfactantes a partir de residuo do abacaxi.

Posteriormente, a fermentacéo foi feita nas seguintes condic¢Ges: 37°C, 120 rpm,
pH 8,0 e 20% de inoculo. Para esta segunda fermentacdo foi analisada a tensdo
superficial e o indice de emulsificacéo.

3.1. Tensao Superficial

A tensdo superficial, determinada através do método do peso da gota, apresentou
resultados bastante favoraveis no que diz respeito a produgdo de biossurfactantes. A
diminuicdo da tensédo superficial ao longo do tempo de fermentacgéo indica 0 aumento da
producédo de biossurfactantes por Bacillus subtilis em caldo de abacaxi. Tal decréscimo
da tensdo, nas condicdes impostas para esta fermentacdo, manteve-se constante apés 27
horas de fermentacdo, como pode ser observado no grafico abaixo:
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Figura 1 - Analise da tensdo superficial ao longo do tempo.
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O estudo de producdo de biossurfactantes utilizando o residuo do processamento
do abacaxi como substrato é bastante promissor, havendo a necessidade de ensaios em
outras condi¢bes para se chegar a uma condi¢do 6tima, na qual haja maior reducéo da
tensdo superficial, ou seja, maior producdo de biossurfactante no periodo de tempo
determinado.

3.2. Indice de Emulsificac&o

Para anélise do indice de emulsificacdo, foi adicionado a 1mL de 6leo, 1mL do
liguido metabdlico livre de células em tubos graduados e agitados em vortex por 1
minuto.

Apbs 24 horas, o calculo de indice de emulsificacdo foi realizado seguindo a
Equacdo 1, descrita a seguir:

altura da emulsao X100
% = )

altura total

Foram testados 6leo de soja, 6leo diesel e 6leo de motor. Os testes realizados com
oleo diesel ndo apresentaram emulsdo. A tabela 1 apresenta as porcentagens de emulsédo
quando feitos com 6leo de soja e de motor.

Tabela 1: indice de Emulsificacdo de acordo com a proporcéo 6leo/biossurfactante.

Amostra Tempo (horas) Oleo de Soja Oleo de Motor
1 3 50.0% 37.9%
2 19 43.6% 46.9%
3 27 46.9% 53.6%
4 43 53.1% 53.6%
5 51 46.9% 45.2%

4. CONCLUSAO

A producéo de biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando como substrato o
residuo do processamento do abacaxi se mostrou bastante efetiva uma vez que se obteve
20% de reducdo da tensdo superficial e uma atividade emulsificante de 53%. As
diversas vantagens apresentadas pelos biossurfactantes quando comparados aos
surfactantes sintéticos permitem o uso em diferentes ramos industriais. O problema
econdmico gerado pelo alto custo da producgdo de biossurfactantes pode ser minimizado
a partir do uso de fontes renovaveis como substrato e tal processo pode ser melhorado e
ampliado com o desenvolvimento de novas tecnologias de aplicacdo e adequacdo nas
condigdes de producéo.
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