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Resumo: O objetivo deste artigo € a producao de biossurfactante utilizando como
substrato um residuo originado no processo de refino de éleo de soja e algodao,
(borra), combinado com glicose. A metodologia consiste na ativagcao do Bacillus
subtilis e posterior inoculagdo, em meio de cultura contendo borra e glicose em
variagdes de percentuais em peso, utilizando o planejamento experimental estrela,
acrescido de micronutrientes. Esta borra contendo acidos graxos, triglicerideos e
produtos da degradagao do oleo se mostra promissora como substrato para produg¢ao
de biossurfactantes, o que pode ser evidenciado pelos resultados das analises de
colapso da gota e indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido, atingindo
77% de eficiéncia, em valores normalizados, com relagao ao surfactante industrial.
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STUDY BIOSAFACTANT PRODUCTION, BY Bacillus subtillis, FROM
THE COMBINATION OF VEGETABLE OIL REFINING LEES AND
GLUCOSE

Abstract: The objective of this paper is the production of biosurfactant using as a
substrate a residue originated from the refining process of soy and cotton oil (sludge)
combined with glucose. The methodology consists of activation of Bacillus subtilis and
subsequent inoculation in culture medium containing sludge and glucose in percentage
changes in weight, using the experimental star design, plus micronutrients. This sludge
containing fatty acids, triglycerides and oil degradation products is promising as a
substrate for biosurfactant production, which can be evidenced by the results of drop
collapse analysis and emulsification index of the biosurfactant produced, reaching 77%
efficiency, normalized values for industrial surfactant.
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1. INTRODUGAO

Os biossurfactantes sdo substancias sintetizadas por microrganismos e tem um
carater anfipatico, contendo uma parte hidrofilica e outra hidrofébica. Sdo compostos
ativos, com capacidade de reduzir as tensdes superficial, possuindo baixa toxicidade,
alta biodegradabilidade, com producgao a partir de fontes renovaveis [1].

Devido a vantagem de serem mais biodegradaveis quando comparados com
os surfactantes de origem quimica, eles sao mais apropriados para serem
empregados em aplicagdes, como: biorremediacao e dispersao no derramamento de
Oleos; recuperacdo melhorada do petroleo; remocgao de residuos de dleo em tanques
de estocagem; formulagdes de herbicidas e pesticidas; aplicagdao farmacéutica;
utilizados em produtos de higiene e cosméticos, devido a sua compatibilidade com a
pele [2,3].

Contudo, a producdo de biossurfactantes é limitada devido ao seu alto custo,
agregada a uma baixa produtividade e uso de substratos caros. Os metabdlitos
produzidos a partir de substratos baratos, renovaveis e através de processos
economicamente viaveis permitem diminuir os custos de produgdo dos
biossurfactantes [1].

A viabilidade econdmica da produgao de biossurfactantes a nivel industrial esta
diretamente ligada ao custo do meio de cultura, (substrato). Neste sentido, a utilizagéo
de residuos ou subprodutos industriais sdo uma excelente alternativa para a redugao
de custos na producdo de biossurfactantes. Principalmente se este residuo possuir
uma grande fonte de carbono que é o principal metabdlito para o crescimento de
microorganismos [4].

Um potencial residuo para servir como meio de cultura com este fim é a borra
gerada na etapa de neutralizagdo do refino quimico de dleos vegetais. Esta borra é
um dos sub produtos da reacgao do 6leo com hidroxido de sodio e € separada na
centrifugagéo. A borra contém acidos graxos, (fonte de carbono), em valores variando
entre 35 a 50%, sais de sédio, agua, triglicerideos, material saponificavel e produtos
da degradagao do dOleo [5]. Este residuo alcanga baixo preco de mercado.

Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar o potencial de reaproveitamento desta
borra, originada da mistura do refino de 6leo de soja e algodao, associado ao substrato
glicose, para uso como meio de cultura, visando a producao de biossurfactantes.

2. METODOLOGIA

A metodologia constituiu na ativagao do bacillus subtilis e posterior inoculagao,
em meio de cultura contendo borra e glicose em variagées de percentuais em peso,
utilizando o planejamento experimental estrela, acrescido de micronutrientes e as
analises preliminares da evidéncia da producéo de biosurfactante.

2.1 Ativacao e Conservagao do Micro organismo
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A cepa indicada para crescimento e produgdo do biossurfactante em substrato
oleaginoso € a do Bacillus subtilis que produz a Surfactina. Foram seguidos os
procedimentos para conservagao e propagacao do microrganismo descrito a seguir.

Materiais: Acessoérios: 7 Algas, 10 algas de Drigalski, 1 caixa de ponteiras 1 ml,
1 caixa de ponteiras 10 ml, 60 criotubos, 1 Pipeta automatica de 1 ml, 1 Pipeta
automatica de 10 ml, 10 placas de petri descartaveis, 20 tubos de ensaio com 9,2 ml|
de agua destilada, 4 erlenmeyer de 250 ml,2 erlenmeyer de 500 ml.

Solucdes: Meio de cultura — peptona animal 5,00% (m/v), extrato de carne
1,50% (m/v), extrato de levedura 1,50% (m/v), cloreto de sédio NaCl 5,00% (m/v).
Meio para plaqueamento — agar, solucao glicerol 40%.

Preparo dos tubos slant: fez uma solugdo s6 com agar em um erlenmeyer de
250 ml que foi autoclavado. Em seguida colocou-se nos tubos e deixou em repouso
com inclinagao de 45°.

Preparo do pré inoculo: retirou-se do criotubo a bactéria e inoculou no meio
preparado (meio 1) e no tubo slant (procedimento feito em capela de fluxo laminar).
Levou-se o meio 1 para a incubadora a 37°C e o tubo slant para a estufa a 37°.

Preparo _do plagueamento: com o erlenmeyer de 500 ml com agar ja
autoclavado, a solucéo foi levada ao micro-ondas e depois distribuida nas placas.

Preparo do primeiro repique: colocou-se 10 ml do meio 1 para o meio 2. Em
seguida, retirou-se 1 ml do meio 2 para o primeiro tubo de ensaio e diluiu dez vezes,
fazendo o plagueamento nas ultimas 5 placas com 200 pl dos tubos. Levou-se os dois
meios para incubadora a 37°C.

Preparo do segundo repigue: colocou-se 10 ml do meio 2 para o meio 3. Em
seguida retirou-se 1 ml do meio 3 para o primeiro tubo e diluiu-se dez vezes, fez o
plagueamento nas ultimas 5 placas com 200 ul dos tubos. O meio 3 e 110 ml da
solucao de glicerol foram adicionados no erlenmeyer de 500 ml.

Foi realizado a densidade otica do meio 1 e 2 (ndo congelados) no
espectrofotdmetro, utilizando agua como referéncia, diluindo os meios em 5,10 e 15
vezes. Ao final essa cultura foi transferida para 60 criotubos com congelamento rapido
de CO2 a -80°c em etanol e conservados em temperatura abaixo de 0 °C.

2.2 Propagacao dos Micro Organismos

A propagacao ocorreu em meio TSB, (Caldo Tripticaseina de Soja), através de
inoculacdo em Erlenmeyer, previamente preparado com o meio na propor¢ao de 20g
do meio por litro. Transferiu-se as cepas do criotubo para tubo de ensaio e repicar 10
ml em 100 ml de 1 a 10 tubos e 5 placas e foram inseridos 110 ml de glicerol 40% em
110 ml de cultura fresca do Erlenmeyer, produzindo 220 ml de cultura em glicerol 20%.

2.3 Ensaios de Fermentagao para Producao de Biossurfactantes

2.3.1 Melhoramento do meio de cultivo
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O melhoramento do meio de cultivo variando os macros, micronutrientes e
indutores, de forma que tenha uma melhor eficiéncia de producao do biossurfactante.
Inicialmente foi inoculado o Bacillus subtilis propagado, conforme descrito acima.

Para enriquecimento do substrato foi utilizado meio basal constituido de (g/L):
MgS04.7H20 (0.5), KH2PO4 (1.0), NaNO3 (3.0), FeS04.7H20 (0.01) e acrescidos
de extrato de levedura (0.1) [6]. O meio contendo sais de ferro tem um efeito
significativo no rendimento da surfactina [7].

O pH é um fator importante para produg¢ao de surfactina. Foi mantido o pH entre
6,7 a 7,2 produz maior quantidade de surfactina (1,0 g/L) e temperatura de 37,4 C e
velocidade de agitagao de 400 rpm [7].

2.3.2 Combinagao das fontes de carbono

Foram testadas a combinacdo das fontes de carbono: glicose [8] e borra no
fatorial n=2, utilizando o planejamento experimental estrela, nas seguintes
concentragodes (1, 2, 3% para glicose e 0, 1, 2% para borra).

O planejamento experimental estrela, (Grafico 1), balizam 8 pontos de
experimento e 3 pontos em branco, conforme Tabela 1.

Grafico 1: Planejamento experimental estrela
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Tabela 1: Relagao estrela dos parametros de percentual de glicose e borra

-1 0 1
Glicose(f1) 1% 2% 3%
Borra (f2) 0% 1% 2%

Pt Codificado  f(1) f(2)

1 (-1,-1) 1% 0%
2 (1,-1) 3% 0%
3 (-1,1) 1% 2%
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4 (1,1) 3% 2%
5 (0, 0) 2% 1%
6 (0, 0) 2% 1%
7 (0, 0) 2% 1%
8 (-Rz2,0) 0,59% 1%
9 (0,-Rz2) 2% 2,41%
10 (Rz2,0)  3,41% 1%
11 (0,Rz2) 2% 2,41%

2.4 Producao do biossurfactante:

Apods 24 horas de incubagao a 36 C, 200 rpm e razao de aeracédo de 0,4,
definida como a razdo do volume do meio de cultivo e volume do frasco [7], foram
retiradas as amostras e analisadas: a absorbancia e pH do fermentado e centrifugadas
por 20 min. para separacgdo das células e secas em estufa a vacuo a 45°C até peso
constante [8] sendo analisado a absorbancia da suspenséao e pesado o sedimentado.

2.5 Determinagao da presenca de biossurfactante:

Os caldos fermentados livres de células foram submetidos as seguintes
analises: teste de colapso da gota e indice de emulsificagéo.

2.5.1 Teste de colapso da gota

O teste qualitativo do colapso da gota para deteccdo da producédo de
biossurfactantes foi realizada em placas de petri. Cada placa foi untada com 2 mL de
oleo de motor 10 W-40 e colocado 5 gotas do sobrenadantes das amostras 2, 3, 9,
11 e surfactante industrial utilizado como parametro. Avaliado de imediato,
visualmente. O resultado foi considerado positivo quando se percebeu, visualmente,
a gota colapsada [9].

2.5.2 Determinagao da atividade emulsificante

A atividade emulsificante foi determinada em tubos de ensaio com tampa de
rosca pela adi¢ao de 2,0 mL de tolueno a 3,5 mL do sobrenadante das amostras 2, 3,
9, 11 e o surfactante industrial, que serviu como parametro. Misturado em agitador de
tubo por 2 min. e deixado em repouso por 24 horas. O indice foi calculado como
porcentagem da altura da camada emulsificada (cm) dividida pela altura total da
coluna do liquido (cm) [10].

A normalizacdo dos dados foi feita através da ponderacdo, considerando o
resultado da amostra do surfactante industrial como 100%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de colapso da gota é percebido, visualmente: com agua e dleo,
mantém a imiscibilidade e a tensao superficial, conforme tudo a esquerda da Figura

1; com surfactante industrial e 6leo ha o colapso da gota, conforme visto no tubo a
direita da Figura 1.

Figura 1. a esquerda 6leo e agua; a direita 6leo e surfacatante

Na figura 2, nas placas de Petri, foram observadas, da esquerda para direita,
respectivamente: com agua, com surfactante industrial, com amostras 9 e 11. Nas
ultimas 3 placas ha total quebra da tensao superficial, colapsando a gota.

Figura 2. Teste de colapso da gota

Na determinagdo da atividade emulsificante foi feito o teste em duplicata,
apresentando resultados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. indice de emulsificag&o, teste 1

Amostras Altura camada Altura Total
emulsificada (cm)
(cm)
2 1,3 3,5 37
3 1,2 34 35
9 1,4 3,8 37
11 1,2 3,7 32
Surfactante inds 1,7 3,5 49

Tabela 2. indice de emulsificacao, teste 2

Amostras Altura camada Altura Total
emulsificada (cm)
(cm)
2 1,1 3,6 31
3 1,3 3,5 37
9 1,4 3,8 37
11 1,3 3,5 37
Surfactante inds 1,9 3,9 49

Em ambos testes a amostra 9 apresentou maior percentual.

4. CONCLUSAO

Do resultado da média das analises em duplicidade foi tirada a concluséo que
a amostra 9 contendo 2% de glicose e 2,41% de borra foi a que apresentou o maior
percentual da camada emulsificante, concluindo pela produgdo de maior quantidade
biossurfactante das amostras analisadas. Comparando ao surfactante industrial, a
amostra 9 atingiu 77% de eficiéncia, em resultado normalizado, ao surfactante
industrial.
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