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RESUMO

MARIM, Marilia Gato. Obtencéo de biossurfactante por Bacillus Subtilis ATCC
(9372) a partir de melaco de cana-de-agucar. 2014. 51 f. (Trabalho de Concluséo
de Curso de graduacdo em Engenharia de Alimentos) Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas capazes de interagir com liquidos de
diferentes caracteristicas como misturas apolares e polares e reduzir a tensdo
superficial na interface liquido/ar, apresentando assim aplicagdo em diversas areas.
A preocupacao com a preservacdo do meio ambiente tem impulsionado pesquisas
no sentido de obter produtos e processos menos poluentes. Assim, este trabalho
teve como objetivo estudar a obtencdo e caracterizacdo de biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis como biocatalisador do processo e melaco de cana de
acucar como meio de cultura. A metodologia de pesquisa utilizada, para avaliar os
efeitos significativos sobre quantidade de biossurfactante e biomassa produzida, foi
a técnica de planejamento experimental Box-Behnken com trés fatores de estudo:
pH; concentracdo de indculo inicial e porcentagem de suplementacdo. O meio
fermentativo, solucdo de melaco, foi clarificado, esterilizado, e teve seu pH ajustado,
bem como, sua suplementacédo e inoculacdo com Bacillus subtilis, de acordo com o
planejamento experimental proposto. A fermentacdo ocorreu sob agitacdo orbital de
150 rpm durante 144 horas, a temperatura de 35°C. Ap6s a fermentagdo o
biossurfactante foi recuperado do meio de fermentacédo utilizando-se: centrifugacao,
precipitagdo com solvente metanol e seco em estufa. Para avaliar o processo
fermentativo, bem como a influéncia das variaveis de estudo no processo fez-se
andlises de AR, ART, °Brix, pH e biomassa, no inicio e ao final da fermentacao;
também fez-se a quantificacdo em massa do biossurfactante recuperado e seco. O
biossurfactante obtido foi caracterizado através do indice de emulsificacdo e leitura
em IR. Os resultados mostraram que na faixa de valores estudada o pH e a
porcentagem de indculo inicial ndo interferiram significativamente na producdo da
biomassa, mas a suplementacao favoreceu o crescimento do microrganismo. Pode-
se observar também que os trés fatores estudados influenciaram na producdo do
biossurfactante sendo que a suplementacéo interferiu de forma positiva, assim como
para a biomassa. Através do indice de emulsificacdo péde-se observar a formacéao
de camada emulsificada na interface biossurfactante/éleo de soja, indicando a
capacidade emulsificante do biossurfactante obtido; e através do IR pode-se sugerir
que o biossurfactante obtido é a surfactina.

Palavras-chave: Biossurfactante. Planejamento estatistico. Bacillus subtilis.

Fermentacdo. Melaco de cana-de-acgUcar.



Abstract

MARIM, Marilia Gato. Obtaining of biosurfactant by Bacillus subtilis ATCC 9372
from sugar cane molasses. 2014. 51 f. (Trabalho de Conclusdo de Curso de
graduacdo em Engenharia de Alimentos) Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Campo Mourao, 2014.

Surfactants are amphiphilic molecules capable of interacting with fluids of different
characteristics such as polar and nonpolar mixtures, and capable of reducing the
surface tension at the liquid / air interface; due to that fact it presents application in
several areas. The concern with the environment preservation has driven researches
with the objective of getting less pollutant products and processes. Thus, this work
aimed to study the obtaining and characterization of the biosurfactant produced by
the Bacillus subtilis as a biocatalyst process and sugar cane molasses as a means of
culture. The research methodology used to assess the significant effects on the
amount of biomass and biosurfactant produced was the Box-Behnken experimental
design technique with three study factors: pH; initial inoculum concentration and
percentage of supplementation. The means of fermentation, molasses solution, was
purified, sterilized and had its pH adjusted, as well as its supplementation and
inoculation with the Bacillus subtilis, according to the experimental design proposed.
Fermentation took place under an orbital shaking of 150 rpm for 144 hours at a
temperature of 35 ° degrees Celsius. After fermentation the biosurfactant was
recovered from the means of fermentation using up centrifugation, precipitation with
methanol solvent and an oven for drying. To evaluate the fermentation process, and
the influence of the study variables in the process AR, ART, ° Brix, pH and biomass
analyses were performed at the beginning and at the end of the fermentation; the
guantification in mass of the biosurfactant recovered and dried was also made. The
biosurfactant obtained was characterized by the emulsifying index reading in IR. The
results showed that the range of investigated pH values and the percentage of the
initial inoculum did not influence significantly the production of the biomass, but the
supplementation promoted the growth of the microorganism. It may also be noted
that the three factors studied influenced the biosurfactant production and that the
supplementation interfered positively, as well as the biomass. Through the
emulsification index it was possible to observe the formation of the emulsified layer in
the biosurfactant interface/ soybean oil, indicating the emulsifying capacity of the
biosurfactant obtained; and through the IR it can be suggested that the biosurfactant
obtained is surfactin.

Key words: Biosurfactant. Statistical Planning. Bacillus subtilis. Fermentation. Sugar
cane molasses.
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1. INTRODUCAO

Surfactantes sdo compostos quimicos constituidos por moléculas anfifilicas
ou anfipaticas, contendo duas fragBes distintas: apolar (hidrofébica) e polar
(hidrofilica). Por esta raz&o, os surfactantes possuem a capacidade de interagir com
liquidos de diferentes caracteristicas como misturas apolares e polares e formar na
superficie uma pelicula ou filme, capaz de reduzir a tensdo superficial na interface
liguido/ar (ZANA, 2005). Essas caracteristicas conferem aos surfactantes diversas
possibilidades de aplicacédo para uso doméstico ou industrial, tais como: detergéncia,
emulsificacao, lubrificacdo, espumante, molhabilidade, solubilizacdo e disperséo de
fases (SOBRINHO, 2007).

Os surfactantes mais usados atualmente s&o sintetizados a partir de
derivados de petréleo, embora o interesse em biossurfactantes, que sdo de origem
microbioldgica, tem aumentado nos ultimos anos devido a sua biodegradabilidade e
baixa toxicidade (FONSECA et al.,, 2007). A busca de alternativas limpas para
desenvolvimento de produtos e processos € uma area de interesse no ambito
industrial, devido a preocupacdo ambiental combinada com as novas legislacées de
controle do meio ambiente (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; CORTEZ e
ROBERTO, 2008).

Os biossurfactantes, diferentemente dos surfactantes sintéticos, apresentam
propriedades de acdo especifica, e maior tolerancia as condicbes ambientais (pH,
forca idGnica, temperatura), o0 que colabora para seu uso preferencial em aplicacdes
mais nobres. Entretanto, estes ndo sdo ainda amplamente utilizados pela industria,
devido a seu alto custo de producdo. Assim, tem se buscado solucdes viaveis
economicamente através do uso de fontes alternativas de nutrientes facilmente
disponiveis e de baixo custo (NITSCHKE e PASTORE, 2003).

A produtividade e estrutura quimica de um biossurfactante ndo dependem
apenas do microrganismo utilizado. Um dos fatores mais criticos para o crescimento
microbiano € a fonte de carbono, que pode estar na forma soltuvel (acucar e alcool,
por exemplo) em agua ou insoluvel, como os 6leos vegetais. Além da fonte de
carbono, elementos vestigiais, temperatura, oxigénio e pH, também podem
promover mudancas na estrutura quimica da molécula, e, consequentemente, alterar

suas caracteristicas fisico-quimicas (CARA, 2009).
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As propriedades fisicas e quimicas de um biossurfactante servem de
parametro para avaliagdo de desempenho como a capacidade de reduzir a tenséao
superficial, capacidade espumante e estabilizante, concentracbes micelares criticas
baixas, solubilidade e poder detergente (MULLIGAN, 2005).

Existe uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias, leveduras e
fungos que séo capazes de produzir biossurfactantes com grande diversidade
estrutural, porém a maioria é produzida por bactérias. Algumas espécies do género
Bacillus sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir compostos com
propriedades tensoativas, dentre estes, destaca-se a surfactina produzida por
Bacilllus subtilis, considerada como um dos mais potentes biossurfactantes ja
conhecidos (NITSCHKE e PASTORE, 2006).

Considerando que o Brasil € um pais essencialmente agricola, a quantidade e
a facilidade de acesso aos subprodutos agroindustriais sdo altas e por isso
pesquisadores aderem ao uso de fontes alternativas de meios de cultura como cana-
de-acucar, melaco, agua de milho, e residuos de efluentes (NEVES, 2007). O
melaco, por exemplo, € um subproduto da industria de acucar tanto utilizado como
fonte de carbono para alimentacdo de animais, biofertilizantes e também como

matéria-prima para a industria de fermentacdes (VALPUESTA, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral obter e caracterizar biossurfactante
resultante da fermentagcdo empregando Bacillus subtilis como biocatalisador do

processo, e residuo da agroindustria como meio de cultura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia das varidveis de processo: concentracdo de biomassa,
suplementacéo do meio e pH, na obtencao do biossurfactante;

e Elaboracdo de planejamento experimental para o delineamento dos
experimentos (fermentacoes);

e Determinar a concentracao de biomassa;

e Determinar de forma qualitativa a obtencdo do biossurfactante;

e Apresentar resultado estatistico acerca do planejamento experimental
proposto, indicando a melhor combinacdo das variaveis avaliadas para a

obtencéo do biossurfactante;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Classificacéo e natureza quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo um grupo heterogéneo de moléculas de superficie
ativa produzidos por leveduras, fungos e bactérias. Uma extensa variedade de
biossurfactantes é atualmente conhecida e a classificacdo é feita de acordo com
suas estruturas quimicas e origem microbiana (MAIER, 2003).

As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas,
fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.
(ROCHA, 2007). A origem microbiana e os tipos dos biossurfactantes estdo descritos
na Tabela 1 de acordo com a classificagcdo de baixa massa molecular e alta massa

molecular.

Tabela 1 - Classificagdo dos biossurfactantes produzidos por diferentes microrganismos.

Classe Biossurfactante Microrganismos
Baixa massa Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea
molecular Trealolipidios Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus erythropolis
Soforolipidios Candida lipolytica, Torulopsis bombicola

Celobioselipidios Ustila maydis

Surfactina Bacillus subtilis, B. papumilis
Fosfolipidios Acinetobacter sp., Acidithio bacillus thiooxidans
Lipopeptidios Bacillus subtilis, B. papumilis, B. licheniformis, P.

syringae, P. fluorescens

Flavolipidios Flavobacterium sp.
Serrawetina Serratia marcescens
Alta massa Alasan Acinetobacter redioresistens
Molecular Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Fonte: Cara (2009).

As culturas de Bacillus subtilis produzem um lipopeptideo ciclico conhecido
como surfactina ou subtilisina conforme Figura 1, considerado dentre o0s
biossurfactantes conhecidos um dos mais potentes. Em termos estruturais, sua

molécula é composta de um heptapeptideo ciclico (Glu-Leu-Dleu-Val-Asp-DLeu-Leu)
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ligado a uma molécula de acido graxo B-hidroxi contendo de 13 a 15 atomos de
carbono (BARROS et al., 2007).

L-Asp—D-Leu—L-Leu—O CHs

H —{CHz)g—J:H
L_Val

\ Hy CH3
D_Leu—L_Leu—L_GIu—lzo

Figura 1 - Estrututra da surfactina produzida por Bacillus subtilis.
Fonte - (NITSCHKE; PASTORE, 2003).

Apesar da grande diversidade estrutural, os biossurfactantes, apresentam

alguns aspectos em comum, como (NITSCHKE e PASTORE, 2003; REIS,
SERVULO, FRANCA, 2004):

Baixa toxicidade - os biossurfactantes s&o moléculas naturais e,
comprovadamente, ndo causam danos aos seres Vvivos estruturalmente mais
complexos (plantas e animais), embora alguns possam ter acao
antimicrobiana;

Biodegradabilidade - sdo facilmente degradaveis na agua e no solo, o que 0s
torna adequados para diferentes aplicacdes ambientais;

Tolerancia a temperatura, pH e forca i6nica - sdo moléculas naturalmente
produzidas por microrganismos em diferentes condicbes ambientais para
exercer diferentes funcoes;

Disponibilidade: podem ser produzidos de matérias-primas largamente
disponiveis, além da possibilidade de serem produzidos a partir de residuos
industriais;

Especificidade: por apresentarem grupos funcionais especificos se
enquadram em diversas acdes especificas;

Biocompatibilidade e digestibilidade: garante a aplicacdo nas industrias

farmacéutica, cosmeética e alimenticia.
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3.2 Producdao de biossurfactante a partir de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis sdo distinguidas como bactérias gram-positivas, formadoras
de esporos, produtoras de acidos e alcoois e anaerobias facultativas (PARREIRA,
2009). Vérios trabalhos relatados na literatura descrevem a eficiéncia da producao
de biossurfactantes por isolados de Bacillus subtilis cultivados sob diversas
condicdes fisicas e quimicas.

Wei et al. (2003) obtiveram producdo de 3,5 g/L de surfactina com
crescimento de Bacillus subtilis em glicose suplementada com ferro. Neste trabalho,
verificaram que o excesso de ferro acidificou o meio, diminuindo a produgcédo do
biossurfactante.

Nitschke e Pastore (2004) alcancaram uma concentracdo de 3,0 g/L de
biossurfactante também produzido por Bacillus subtilis, utilizando-se como substrato
a manipueira, efluente do processamento de mandioca.

Valpuesta (2008) utilizou Bacillus subtilis isolado para a producdo de
biossurfactante e adotou um planejamento experimental fatorial 32, para estudar as
variaveis independentes relacdo carbono/nitrogénio (3, 9 ou 15) e agita¢cédo (50, 150
ou 250 rpm), que indicou como melhores condicdes a relacdo C/N de 3 e agitagcéo
de 250 rpm.

3.3 Condicbes e Meio de Cultivo

Devido a alta disponibilidade e baixo custo, subprodutos e matérias-primas
da industria de alimentos e/ou da agroindustria tém sido empregados para o
crescimento microbiano. O melaco, por exemplo, destaca-se como meio de cultivo
nos processos fermentativos, em virtude do alto teor de acguUcares, nitrogénio e
vitaminas. Cerca de 17,9 milhdes de toneladas de melaco de cana-de-acgucar sao
produzidos por ano no Brasil durante a fabricagdo do agucar. Em virtude de sua
composicao rica em agucares fermentesciveis, seu baixo custo e alta disponibilidade
no territério brasileiro, 0 melago de cana-de-acucar é sugerido como substrato para
melhorar e reduzir custos na producéo de biossurfactantes (HAULY et al., 2003).

Dentre os fatores que influenciam a natureza quimica e a concentragdo de
biossurfactante produzido estd o microrganismo utilizado, a fonte de carbono, as

possiveis limitacdes nutricionais envolvidas no crescimento microbiano, além de
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fatores abidticos, como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo Deste modo, modelos
para a producéo de biossurfactantes por diferentes espécies de bactérias devem ser
otimizados caso a caso (PACHECO, 2008).

A literatura aponta para uma diversidade de estudos que utilizaram
diferentes meios para produzir biossurfactantes. A seguir sao descritos alguns
trabalhos publicados.

Reis, Sérvulo e Franca (2004) analisaram o efeito de diferentes fontes de
carbono (20 g/L) - acucar cristal, caldo de cana, vinhoto, glicerol, manitol e dleo de
soja — no crescimento celular e na mudanca da tens&o superficial do meio de cultura
por Bacillus subtilis ATCC 6633. Todas as fontes de carbono utilizadas foram
favoraveis ao crescimento e producdo de biossurfactante, embora os valores
maximos tenham sido obtidos para o acUcar cristal. O melaco favoreceu o
crescimento celular e a producédo de biossurfactante, provavelmente pelo fato do
subproduto da industria agucareira conter alguns elementos (sais e aminoacidos)
que favorecem o crescimento celular. Segundo os autores, a producdo de
biossurfactante e o crescimento celular ndo foram influenciados pelo pH inicial do
meio na faixa de 5,5 a 8,5.

Pacheco (2008) realizou um planejamento experimental fatorial fracionado
para a producdo de biossurfactante por Rhodococcus erythropolis, variando:
concentracdo de Glicerol (10, 20 ou 30 g/L), Nitrato de Saodio (1; 3,4 ou 5,8 g/L),
Cloreto de Sédio (0, 1 ou 2g/ L), Sulfato de Magnésio (0; 0,1 ou 0,2 g/L), Cloreto
Férrico (0; 0,01 ou 0,02 g/L), Cloreto de Calcio (0; 0,02 ou 0,04 g/L), Extrato de
Levedura (O; 0,1 ou 0,2 g/L), totalizando 16 experimentos acrescidos de 4 pontos
centrais. Os fatores que influenciaram positivamente as varidveis e respectivos
valores ideais foram: Glicerol (10 g/L), Nitrato de Sddio (1 g/L) e Extrato de Levedura
(0,2 g/L).

3.4 Aplicagdes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sao produzidos por processos fermentativos, por iSso
sdo mais brandos do que 0s processos quimicos tradicionalmente envolvidos na
producdo de surfactantes. Além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em

alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (KITAMOTO, 2002).
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Sua aplicacdo estéd tanto na agricultura para a formulagdo de herbicidas e
pesticidas quanto na producdo de produtos de higiene pessoal, detergentes,
vestuario, processamento de alimentos, tratamento e processamento de metais,
processamento de polpas de papel, entre outros (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA,;
2000).

No ramo alimentar, os biossurfactantes s&o utilizados como emulsificantes
de gorduras e no processamento de matérias-primas, na panificacdo e em produtos
derivados de carne. Também podem auxiliar na formacao da consisténcia e textura,
como na dispersdo de fases e na solubilizagdo de aromas dos alimentos
(MUTHUSAMY et al, 2008).

Apesar das inUmeras vantagens relatadas para os biossurfactantes, a sua
aplicacdo em larga escala € ainda limitada, devido ao seu alto custo de producao,
sendo, portanto, a busca de residuos de baixo custo para aplicacbes potenciais. De
todas as areas de aplicacdo, a que esta mais desenvolvida € a ambiental, uma vez
gue os biossurfactantes aceleram a degradacdo microbiana de varios 6leos, pois
aumentam a interacdo interfacial agua-6leo e, assim, promovem a biorremediacao

de &guas e solos contaminados (MULIGAN, 2005).
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparo do Meio de Cultura

O substrato principal empregado no meio de cultura foi o melago de cana-
de-acUcar, doado pela empresa USACUCAR - Usina Santa Teresinha, localizada na
cidade de Maringa em fevereiro de 2014.

De acordo com a CNNPA n° 12/78 da ANVISA, o melaco é definido como
liquido que se obtém como residuo de fabricagdo do agucar cristalizado, do melado
ou da refinacdo do acUcar bruto. Dessa forma, este subproduto apresenta uma
coloracdo bastante escura (quase preto) havendo a necessidade de ser tratado por
clarificacdo a fim de que a coloracdo escura nao altere ou atrapalhe o processo
fermentativo.

De acordo com Valduga (2005), o pré-tratamento mais adequado para
clarificacdo do melaco € o realizado com 8% de carvéao ativo por 1 hora sob agitacéo
a 90°C, seguido de centrifugac6es, filtracdo em papel e membrana de acetato de
celulose de 0,8 a 0,2 pm.

Entdo, tomando por base o trabalho de Valduga (2005) preparou-se uma
solucéo aquosa de melaco na concentracédo de 100 g/L e adicionou-se 8% de carvéo
ativado em po6. Apds, o sistema foi aquecido a 90°C durante 1 hora com agitacao
para total interacdo do melago com o carvdo. Em seguida, a solugdo de melago com
o carvao foi resfriada e filtrada a vacuo, trés vezes com filtro de 120 mm. Finalmente,
para retirar totalmente os residuos de carvao utilizou-se o método de Ultrafiltracao
por Membrana (Mdédulo de Membrana-Pam). A solucdo de melaco clarificada e
filtrada foi colocada em potes de vidro com tampa, e entdo esterilizados a 121°C e
latm por 15 min.; por fim armazenados em geladeira a 5°C. O esquema ilustrativo

do preparo do substrato pode ser acompanhado no Fluxograma 1.
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Melaco (100g/L)
com 8% de carvéo Filtracdo a vacuo > Ultrafiltracdo
ativado (90°C por 1 |:>

hora)

Fluxograma 1- Etapas de clarificacdo do melagco de cana-de-acUcar por filtracdo e
ultrafiltragcéo.

Para caracterizar o substrato, foram feitas analises de acUcares redutores
(AR), acucares redutores totais (ART), pH e teor de solidos soluveis (°Brix),

determinadas segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

4.2 Microorganismo

A bactéria Bacillus subtilis ATCC 9372 (Bacillus atrophaeus var. subtilis)
utilizada para obtencédo do biossurfactante foi cedida em fevereiro de 2014 pela
empresa Clean-up Brazil Biotecnologia, localizada na cidade de Campo Mourdo —
PR, na forma de uma tira de papel/suporte onde o microrganismo encontra-se seco

e esporulado.
4.3 Ativacao e Manutencao do Microrganismo
Para ativar, manter e padronizar o microrganismo (Bacillus subtilis) que se

encontrava na forma de esporos secos, fez-se o procedimento conforme Fluxograma

2. O procedimento mais detalhado encontra-se no Anexo |.
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Inoculagdo do
Microrganismo em meio
de cultura (caldo) TSB

Incubacédo em Estufa
bacterioldgica a a 35°C
por 48 horas

4 )

Preparo de slants ( Agar +
meio de cultura TSB) para
manuntenc¢éo do
microrganismo

Contagem do numero de
colbnias através da técnica
de diluicdo seriada

\ J

Fluxograma 2 - Procedimento realizado para ativacdo, manutencdo e caracterizacdo do
Bacillus subtilis ATCC 9372.

4.4 Planejamento experimental

O planejamento experimental representa uma metodologia na qual um
conjunto de ensaios € estabelecido, com base em critérios estatisticos,
determinando a influéncia de diferentes fatores nos resultados de um processo.

Neste sentido, para avaliar o efeito do pH, da concentracao inicial de inoculo
e da suplementacdo com extrato de levedura e peptona, na obtencdo do
biossurfactante pelo Bacillus subtilis, a técnica de planejamento experimental Box-
Behnken com trés fatores de estudo foi empregada. As variaveis estudadas foram
pH (X1), concentracdo de inéculo (X2) e suplementacédo (X3), onde cada variavel
apresentou dois niveis, superior (+1) e inferior (-1) além de pontos centrais (0). Os
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niveis reais e codificados das varidveis estudadas no planejamento estdo
apresentados na Tabela 2. Todos os ensaios do planejamento foram realizados
aleatoriamente. As respostas avaliadas (variaveis dependentes) foram aumento de

de biomassa (g/L) e biossurfactante (g/L).

Tabela 2— Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no planejamento

Niveis reais e codificados

VARIAVEIS 1 ) 1
X1 pH da reacao 50 6,0 7,0
X2 In6culo (% V/IV) 1,0 15 2,0
X3 Suplementacéo (% m/V) 0 0,5 1,0

Toda andlise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA 7.0
(Statsoft Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, USA). Para avaliar o efeito
das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes (respostas) a
metodologia de superficie de resposta foi aplicada. A analise de variancia foi
utilizada para avaliar a adequacdo dos modelos que foram ajustados a partir da
Equacéo 1.

y (X1'X2) = BO + lel + BZXZ + BllX% + BZZX% + BIZXIXZ (1)

Onde y é a resposta esperada, Bo € uma constante, B1, B2, P11, B22€ B 12 S@0

os coeficientes da regresséo e X; , Xp, S80 0s niveis de variaveis independentes.

4.5 Producéao do Biossurfactante

As fermentacdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL de
capacidade, contendo 100 mL de meio de cultura composto pela solucdo de melago
clarificado na concentracdo 100 g/L, conforme descrito no item 3.1. O meio de
cultura foi inoculado com a solugéo de inéculo (descrito no item 3.3), ajustado o pH e
adicionado os suplementos (extrato de levedura e peptona) de acordo com o
planejamento experimental proposto. Para determinacéo de biomassa (massa seca)
foi retirada uma amostra de 10 mL e apds os frascos foram mantidos fechados sob
agitacdo orbital de 150 rpm durante 144 horas, a temperatura de 35°C em Banho
Termostatico Agitado MOD-DI — 950 M. A Figura 2 mostra como foi realizado a

batelada de fermentacdo no Banho Termostatico.
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Figura 2 - Fermentacao realizada em Banho Termostatico agitado a 35°C.

4.6 Determinacfes analiticas

As determinacfes analiticas foram realizadas no inicio e ao término da

fermentacdo, conforme normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

pH: determinado em pHmetro de Bancada Digital 0/14 Ph (Tecnopon)
calibrado com solucdes padrdes de pH 4,0 e 7,0.

Sdlidos Soluveis Totais (°Brix): determinados em refratdbmetro marca AUS-
JENA.

Concentracdo de Acucares Redutores (AR): determinada através da
construcdo da curva de calibracdo de AR, empregando-se a metodologia de
DNS (MALDONE; CARVALHO; FERREIRA, 2013), onde para tanto foi
necessario preparar o reagente DNS (acido dinitrosalicilico), solucao de
tartarato duplo de sédio e potassio e solugdo padrao de glicose a 1,0 g/L. A
partir da solucdo padréo de glicose foram preparadas solu¢des diluidas com
concentracbes conhecidas. Apos o preparo das solugbes 1mL de cada
solucéo foi adicionada em um tubo de ensaio, entdo adicionado 1 mL do
reagente de DNS. Os tubos foram agitados e aquecidos em banho-maria a
100°C (em ebulicdo) por 5 minutos. Apds, os mesmos foram resfriados em
banho com gelo por 5 minutos e adicionou-se 16 mL da solugcao de tartarato

duplo de soédio e potassio, assim, foram homogeneizados e entdo realizada a
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leitura da absorbancia em espectrofotometro UV-Vis (OCEAN OPTICS, UV-
RED TIB USB 650 UV) a 540 nm. O branco constituiu em substituir o volume
de solucdo de glicose por agua. Com as leituras de absorbancia para as
varias concentracbes preparadas foi possivel construir uma curva de
calibracdo de concentracdo de acUcar redutor (AR) por absorbancia, obtendo-
se uma correlacao linear através do programa Microsoft Excel versao 7.0. Por
conseguinte, gerou-se a equacdo da reta a qual foi utlizada para a
determinacdo da concentracdo de acucar redutor nos meios de cultura antes
e apos a fermentacdo. Para o preparo das amostras retirou-se uma aliquota
de 10 mL do caldo de fermentagc&o, que foi centrifugado; o precipitado foi
utilizado para determinacdo de biomassa seca e do sobrenadante retirou-se
1,0 mL para a determinacao de AR por DNS.

e Concentracdo de acuUcares redutores totais (ART): foi obtida apds inversao
acida da sacarose presente no caldo, onde retirou-se 2,0 mL do sobrenadante
obtido no item anterior e adicionou a este 2,0 mL de HCI 2 mol/L, apds foi
aguecido em Banho Maria em ebulicdo por 10 minutos. Entdo o sistema foi
resfriado em banho de gelo e acrescentado 2,0 mL de NaOH 2 mol/L e
homogeneizado. Em seguida foi centrifugado e filtrado. Entdo, 1 mL do
filtrado foi utilizado para o teste de DNS, conforme descrito anteriormente.

e Determinacdo de biomassa (massa celular seca): para este fim foi utilizado o
precipitado obtido no item de determinacdo de AR, proveniente da
centrifugacdo a 5000 rpm por 15 minutos. O tubo da centrifuga foi seco,
resfriado em dessecador e pesado vazio. Apds a centrifugacdo a massa foi
lavada com agua destilada e centrifugada, duas vezes. Entdo o tubo foi
colocado em estufa a 60°C para a secagem da biomassa, este sistema foi
resfriado em dessecador e pesado periodicamente até peso constante. A
massa celular seca foi calculada pela diferenca entre a massa do tubo com

biomassa seca e a massa do tubo vazio.
4.7 Processo de Extracao do Biossurfactante
O Dbiossurfactante foi recuperado do caldo fermentado segundo a

metodologia sugerida por Sobrinho (2007), onde ap6s 144 horas de cultivo, o liquido

metabdlico foi centrifugado a 4500 rpm durante 20 minutos para retirar as células e
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submetido ao processo de extracdo. O pH foi ajustado para 2 com solugao de HCI

6,0 mol/L e precipitado com 2 volumes de metanol (10 mL de amostra e 20 de

metanol). Apés repouso durante 24 horas a 0°C, as amostras foram centrifugadas a

4000 rpm por 30 minutos, lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em

estufa a 37°C por 48 horas, mantidas em dessecador até peso constante, sendo o

rendimento em produto isolado, calculado em g/L.

4.8 Caracterizacéo do Biossurfactante

Determinacdo da Atividade Emulsificante: a atividade emulsificante (Ez4) foi
realizada em tubos com tampa rosca contendo 4 mL de solugdo aquosa na
concentracdo de 1 mg/mL de biossurfactante adicionados de 6 mL de
hidrocarbonetos: hexano, 6leo de soja e querosene. Cada tubo foi
homogeneizado em “vortex” (modelo QI-901 — Biomixer) por 2 minutos e
deixado em repouso por 24 horas. O indice de emulsificacédo foi determinado
ao medir a altura da camada emulsionada (cm) e dividindo-a pela altura total
de liquido x 100 (BUENO:; SILVA; CRUZ, 2010).

FTIR: Segundo Makkar e Cameotra (1999), realizou-se a caracterizacao
quimica do biossurfactante através da técnica da Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (TFIR) na faixa de 4000-400 cm ™
em espectrofotdmetro Shimadzu IR Affinity*. Uma amostra de 0,1 mg do
biossurfactante foi devidamente misturada a 100 mg de Brometo de Potassio
(KBr), macerada e prensada na forma de pastilha para entdo ser realizada a

leitura no FTIR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do substrato

Apbs o processo de ultrafiltracdo realizado no substrato (solugdo de melaco),
pode-se comparar a eficiéncia do método conforme a Figura 3. O resultado obtido
permaneceu de acordo com os resultados obtidos por Valduga (2005), podendo
sugerir em clarificacbes em grandes volumes, pois resultou em alta eficiéncia e

capacidade de clarificar sem a necessidade do uso de substancias quimicas.

Figura 2 -Preparo do substrato (1) sem ultrafiltracéo e tratamento (2) com ultrafiltracdo.

5.2 Caracterizagdo do inoculo

Para a caracterizagédo e padronizacdo do inoculo empregou-se a metodologia
descrita no item 3.3.

Como resultado da média das duplicatas referentes a contagem de coldnias
nas placas de diluicdo seriada obteve-se 6,7 x 108 UFC/mL de Bacillus subtilis.

Segundo Gomes (2013) o B. subtilis produz colbnias irregulares (contorno
ondulado ou filamentoso), consisténcia cremosa e de diametro entre 2 e 4 mm. Na
caracterizacdo do indculo, constatou-se essas caracteristicas no crescimento do B.

subtilis, e também pbde-se observar colbnias tipicas de coloragao alaranjada.
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5.3 Determinagdes analiticas: inicio e término da fermentacé&o

Os resultados das determinagdes analiticas (pH; °Brix; AR; ART e biomassa)

obtidos no inicio e ao término da fermentacdo podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das determinac@es analiticas: inicio e final da fermentacéo.

N* pH, pH; BrixG Brix5 AR, AR ART; ART; [MO]; [MOJ;

QL) (@b (L) @L  (@L) (@)
1 5 44 800 775 550 2,72 23,21 19,63 0,58 1,68
2 7 416 800 725 550 2,16 23,21 24,80 0,57 1,79
3 5 419 800 775 550 3,66 23,21 21,95 0,86 2,17
4 7 42 800 825 550 1,9 23,21 19,63 0,57 1,69
5 5 415 800 75 550 4,63 23,21 24,80 0,63 1,83
6 7 437 800 700 550 4,44 23,21 25,20 0,60 1,89
7 5 434 800 900 550 1,92 23,21 20,29 0,77 2,96
8 7 446 800 875 550 1,48 23,21 27,46 0,86 2,97
9 6 441 800 600 550 3,24 23,21 25,92 0,69 2,05
10 6 475 800 575 550 2,79 23,21 25,26 0,54 1,62
11 6 447 800 100 550 2,01 23,21 21,82 0,74 3,01
12 6 429 800 100 550 1,03 23,21 22,52 0,66 2,37
13 6 428 800 700 550 2,41 23,21 19,21 0,63 2,03
14 6 422 800 700 550 3,47 23,21 24,20 0,69 2,09
15 6 43 800 800 550 243 23,21 19,36 0,66 2,01

*N = NUmero de experimentos. i = inicial e f = final

Analisando a Tabela 3 observou-se que o pH diminuiu em todos os
experimentos mantendo-se numa faixa de pH final de 4 a 4,5.

Este resultado relativo ao decréscimo do pH durante a fermentacdo também
foi observado por outros autores como Ciapina (2008) em seu estudo de producéo
de biossurfactante por Rhodococcus erythropolis, que verificou uma queda do pH do
meio de cultura que continha glicerol como fonte de carbono, apesar do
tamponamento, diminuindo de pH 7, no inicio do processo, para 4,5 — 5,0 apés 2
dias.

Pirog et. al (2004) também relataram diminui¢do nos valores de pH do meio
de cultura (de 7,0 para 53 — 5,5), tornando uma condi¢cdo inibitéria para o
crescimento celular, quando utilizaram amoénio como fonte de nitrogénio,
independentemente da fonte de carbono utilizada.

Em suma, a acidificacdo do meio durante a fermentagéo pode ser causada

devido ao melago de cana-de-agUcar propiciar a formacdo de outros metabolitos
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pelo microrganismo Bacillus subtilis, como acidos organicos, que alteraram o pH do
meio.

Em relacédo aos solidos soluveis observou pela Tabela 3 que este diminui a
partir de 8°Brix inicial para a maioria dos experimentos, sugerindo o consumo dos
acucares por parte do microrganismo durante a fermentagdo. Porém, € possivel
verificar que para alguns experimentos o °Brix medido se apresentou maior do que o
inicial; como a determinacgéo de ° Brix foi realizada com refratbmetro manual sugere-
se erro de leitura ou de calibracdo do equipamento.

Em relagdo a concentracdo de acucares redutores e agucares redutores
totais pode-se afirmar que havia uma concentragdo adequada para suprir as
necessidades dos microrganismos durante o processo fermentativo visando o
aumento de biomassa e a producao do biossurfactante.

Analisando a Tabela 3 observa-se que a concentragédo de AR diminuiu para
todos os experimentos; porém a concentragdo de ART ndo. O ART variou na
maioria dos experimentos, mas verifica-se que houve um aumento na concentragcao
de ART para alguns experimentos. Esse resultado inadequado pode ter ocorrido em
funcdo de algum erro de andlise, como por exemplo, na etapa de hidrélise &cida
empregada para a obtencdo de acucares redutores totais que pode ndo ter sido
adequada para a obtencdo de um resultado correto; além disso, como resultado da
hidrolise acida tem-se o escurecimento da amostra, que também pode ter interferido
na andlise. Uma sugestao seria trocar a hidrélise acida por hidrélise enzimética, a
qual ndo altera a coloracdo da amostra, ndo interferindo assim na leitura de
absorbancia pelo método de DNS.

Outra possibilidade de interferéncia nos resultados seria a mistura da
biomassa com o caldo depois da centrifugacéo, deixando o caldo mais turvo devido
a suspensdo do microrganismo, interferindo, assim, tanto nos resultados do °Brix
qguanto no ART. Também, uma possivel causa dos resultados poderia ser em funcao
do microrganismo ter produzido componentes solUveis (ndo avaliados no trabalho)
gue mascararam os verdadeiros resultados em alguns ensaios.

O decréscimo nas concentracdes de AR e ART para a maioria das amostras
corroboram o resultado do decréscimo da concentracdo de sélidos sollveis (°Brix).
A concentragdo de biomassa aumentou, afirmando que houve

desenvolvimento do microrganismo, conforme demonstra os valores finais e iniciais
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da biomassa na Tabela 3 onde por exemplo no ensaio 15 variou de 0,66 g/L para
2,01 g/L.

5.4 Calculo dos fatores de conversao e produtividade

O éxito ou fracasso de um processo fermentativo tem relagdo direta com o
microorganismo escolhido. Este deve apresentar elevada eficiéncia na conversao do
substrato em produtro, permitindo o acumulo do produto no meio, de forma a obter
elevada concentracdo de metabdlido do caldo fermentado (BEZERRA, 2006).

Os rendimentos s&do valores obtidos através do estudo do crescimento
microbiano e da producdo de metabdlitos, e com estes resultados tem-se base para

obter os fatores de conversao de substrato- microrganismo e substrato-produto.
5.4.1 Fator de Conversao de Substrato em Células (g/g)

O fator de conversdo de substrato em células (Yys) foi definido através das
relacdes apresentadas na Equacéo 2. E os valores para o calculo encontram-se na
Tabela 4.

_ A Xf-Xi [MOf]-[MO Q]
Yy =% = (Si—Sf) _ (ARIi-4R[) (2)

Onde:

Yyxss: fator de converséo de substrato em células (g/g)
AX: variacao da concentracao celular (g/L)

AS: variacdo da concentracao de substrato (g/L)
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Tabela 4 — Resultados dos fatores de conversao de substrato em células.

Ensaio (MOf —MOi) (ARi' ARf) Yxis
1 1,09 2,78 0,39
2 1,21 3,34 0,36
3 1,31 1,84 0,71
4 1,12 3,54 0,32
5 1,21 0,87 1,39
6 1,29 1,05 1,22
7 2,19 3,57 0,61
8 2,11 4,02 0,53
9 1,37 2,25 0,61
10 1,08 2,71 0,40
11 2,26 3,49 0,65
12 1,71 4,46 0,38
13 1,41 3,08 0,46
14 1,41 2,02 0,70
15 1,36 3,07 0,44

Observou-se que os maiores fatores de conversdo de substrato em células
foram 1,39 e 1,22 g microrganismos/ g AR (ensaios 5 e 6 respectivamente),
demonstrando que o substrato foi facilmente assimilavel, aumentando o nimero de

células.
5.4.2 Fator de Conversao de Substrato em Produto Yp/s

O fator de conversdo de Substrato em Produto é definido através da relacéo
da Equacao 3, com resultados na Tabela 5.
AP Pf — Pi
(AS)  [ARi|—[ARf]

Yp) = 3)

Tabela 5 - Parametros utilizados para fator de conversao de substrato em Produto.

Ensaio (AR;- ARy) (Ps- PY) Ypis
1 2,78 1,08 2,57
2 3,34 1,20 2,79
3 1,84 1,39 1,32
4 3,54 1,32 2,68
5 0,87 1,55 0,56
6 1,05 2,07 0,51
7 3,57 3,54 1,01
8 4,02 3,65 1,10
9 2,25 1,27 1,78
10 2,71 1,17 2,32
11 3,49 2,78 1,25
12 4,46 2,93 1,52
13 3,08 1,77 1,75
14 2,02 1,77 1,14
15 3,07 1,77 1,73
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Ao observar os valores de converséo de substrato em produto, nota-se que
as maiores conversdes foram nos ensaios 1, 2 e 4, com 2,57; 2,79 e 2,68 ¢

biossurfactante/g AR, respectivamente.

5.4.3 Produtividade

A maxima produtividade é definida como sendo a maior razdo entre a
concentracdo de biossurfactante produzido em determinado intervalo de tempo de
cultivo (At).

A modificacdo das condices fisiolégicas e composicdo do meio de cultivo
sdo algumas alternativas que aumentam a produtividade. Diante deste fato observa-
se na Tabela 6 os ensaios com suas respectivas produtividades, onde nota-se que
as condicdes que influenciaram positivamente e tiveram alta produtividade foram os

ensaios 7,8e 12.

Produtividade= concentracao de biossurfactante/ tempo de processo

Tabela 6 - Produtividade em (g/L.h) de cada ensaio produzido.
Produtividade

Ensaio

(g/Lh)
1 0,0075
2 0,0083
3 0,0097
4 0,0092
5 0,0108
6 0,0144
7 0,0246
8 0,0254
9 0,0088
10 0,0081
11 0,0193
12 0,0204
13 0,0123
14 0,0123
15 0,0123
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5.5 Analise dos resultados das variaveis dependentes (biomassa e

biossurfactante) em funcdo do planejamento experimental proposto.

5.5.1 Biomassa

A matriz de ensaio com os valores reais (entre parénteses) e codificados das
variaveis estudadas e as respostas obtidas para o aumento da biomassa estédo

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7- Matriz do planejamento Box-Behnken com niveis reais e codificados das
variaveis, respostas de Biomassa (g/L).

Ensaio X, X2b XS Aumento de Biomassa

(9/L)
1 -1(5,0) -1(1,0) 0(0,5) 1,09
2 +1(7,0) -1(1,0) 0(0,5) 1,21
3 -1(5,0) +1 (2,0) 0(0,5) 1,31
4 +1 (7,0) +1 (2,0) 0(0,5) 1,12
5 -1(5,0) 0(1,5 -1 (0,0) 1,21
6 +1 (7,0) 0(1,5 -1 (0,0) 1,29
7 -1(5,0) 0(1,5 +1 (1,0) 2,19
8 +1(7,0) 0(1,5 +1 (1,0) 2,11
9 0 (6,0) -1(1,0) -1 (0,0) 1,37
10 0 (6,0) +1 (2,0) -1(0,0) 1,08
11 0 (6,0) -1(1,0) +1 (1,0) 2,26
12 0 (6,0) +1 (2,0) +1 (1,0) 1,71
13 0 (6,0) 0(1,5 0(0,5) 1,41
14 0 (6,0) 0(1,5 0(0,5) 1,41
15 0 (6,0) 0(1,5 0(0,5) 1,36

®pH da reacdo
®Inéeulo (% VIV)
° Suplementago (% m/V)

Observa-se na Tabela 7 que a biomassa variou de 2,26 a 1,08 g/L (ensaios
11 e 10). Analisando os resultados do planejamento foi possivel determinar os

coeficientes de regressao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Coeficientes de regresséo para a Biomassa (g/L).
Coeficientes

d ~_ Erro Padréo t(2) p —valor

e Regresséo

Intercepto 1389,81 16,34 85,08 0,000138
X1 (L) -7,14 10,00 -0,71 0,549281
X1 (Q) -55,98 14,72 -3,80 0,062751
Xz (L) -89,29 10,00 -8,93 0,012321
X, (Q) -148,83 14,72 -10,11 0,009646
X3 (L) 417,14 10,00 41,70 0,000575
X3 (Q) 364,02 14,72 24,72 0,001632
X1 X2 -76,43 14,15 -5,40 0,032595
X1 X3 -39,29 14,15 -2,78 0,108896
X2 X3 -65,00 14,15 -4,59 0,044248

L- termos lineares; Q- termos quadraticos.
X;: pH da reacdo

Xz: Inéeulo (% VIV)

X3: Suplementacéo (% m/V)

Pode-se verificar na Tabela 8 que, com excecdo do pH, termo quadrético
(x1), e interacdo pH com suplementacao (x; . X3), as demais variaveis apresentaram
efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) sobre a resposta de biomassa (g/L).
Nota-se que apenas a suplementacao (X3) apresentou efeito positivo sobre a
concentracdo da biomassa, ou seja, maiores valores de biomassa foram observados
guando a suplementacédo estava no nivel superior (+1). Ao passar a concentracao da
suplementacao de 1,0% para 2,0% a biomassa aumentou aproximadamente 834,3
g/L. Entretanto, os demais efeitos, como o pH (X;) e porcentagem de in6culo(X3),
bem como as interacfes apresentam efeitos negativos sobre a concentracdo da
biomassa, indicando que o maior crescimento celular ocorre a menores valores para
estes componentes, dentro da faixa estudada.
Considerando-se os parametros significativos (p<0,05) obteve-se a Equacao
4, que representa 0 modelo quadratico da biomassa em funcdo das variaveis
estudadas. Os parametros nao significativos foram incorporados aos residuos para o
calculo da analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 9. O Fcaculado da
regressao apresentou-se significativo (0,001088), sendo maior que 0 Fiapelado, € O
percentual de variagdo explicada pelo modelo foi adequado (R? = 87%), podendo

assim, concluir que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais.

Biomassa (g/L) = 1389,81 — 7,14 X, — 89,29X, + 417,14 X, — 148,83 X2 + 364,02 X2 — 76,43 X,, —
65,00X,5 ()
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Tabela 9 - ANOVA do modelo quadratico para predicao da Biomassa (g/L).
Fonte de

Variagéo SQ GL MQ F calculado F tabelado p-valor
Regresséo 2109377,00 7  301339,57 14,62 3,79 0,001088
Residuo 144250,00 7 20607,14
Falta de ajuste ~ 142649,00 5 28529,80 35,64 19,30 0,027516
Erro puro 1601,00 2 800,50 2

R3justado: 87,20%
Total 2253627,00 14 -

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: quadrados médios.
Rza,«ustadm Variacao explicada ajustada

O Grafico 2 apresenta a distribuicdo normal dos residuos. Como se pode
observar no grafico, os pontos estdo proximos a reta, indicando a normalidade dos

dados.

3,0

Valor Normal Esperado

-3,0
-200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200 250

Resfduo

Grafico 2 -Distribuicdo normal dos residuos do planejamentoBox-Behnken com trés fatores de
estudopara aresposta Biomassa (g/L).

A curva de contorno para biomassa em funcdo da concentracdo de in6culo e
da suplementacdo ancorada com pH 6 pode ser observada na Figura 4. Nota-se que
a suplementacdo (Xs) apresenta maior influéncia sobre a produgdo da biomassa
gquando comparada com a concentracdo de inoculo e que valores maximos de
biomassa foram obtidos utilizando 1,0% de suplementacéo e até 1,75 % de inéculo.

Em virtude dos resultados encontrados para a biomassa, pode-se dizer que 0
meio composto por melagco e suplementado com extrato de levedura e peptona foi

capaz de promover o crescimento do microrganismo e assim aumentar a biomassa.
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Figura 3 - Curva de contorno para a biomassa em fun¢ado da concentracéo de inoculo e da

suplementacéo, fixo em pH 6 (ponto central).

5.5.2 Biossurfactante (g/L)

A matriz de ensaio com os valores reais (entre parénteses) e codificados das

variaveis estudadas e as

apresentadas na Tabela 10.

respostas obtidas para o biossurfactante estao

Tabela 10 - Matriz do planejamento Box-Behnken com niveis reais e codificados das variaveis,

respostas de Biossurfactante (g/L).

Ensaio X2 X5 X3¢ Biossurfactante (g/L)
1 1(5,0) “1(1,0) 0(0,5) 1,08
2 +1(7,0) -1(1,0) 0(0,5) 1,20
3 -1(5,0) +1(2,0) 0(0,5) 1,39
4 +1(7,00  +1(2,0) 0(0,5) 1,32
5 1(5,0) 0 (1,5) -1(0,0) 1,55
6 +1(7,0) 0 (1,5) -1(0,0) 2,07
7 -1(5,0) 0(1,5) +1 (1,0) 3,54
8 +1 (7,0) 0(1,5) +1 (1,0) 3,65
9 0 (6,0) -1(1,0) -1(0,0) 1,27
10 0 (6,0) +1(2,0) -1(0,0) 1,17
11 0 (6,0) -1(1,0) +1 (1,0) 2,78
12 0 (6,0) +1 (2,0) +1 (1,0) 2,93
13 0 (6,0) 0(1,5) 0(0,5) 1,77
14 0 (6,0) 0(1,5) 0(0,5) 1,77
15 0 (6,0) 0(1,5) 0(0,5) 1,77

pH da reacao.
®Inéeulo (% VIV).

° Suplementac&o (% m/V).
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Observa-se na Tabela 10 que a concentracao de biossurfactante variou de
3,65 a 1,08 g/L (ensaios 8 e 1). Essa faixa de resultados referente ao biossurfactante
obtido pode ser considerada adequada, visto que Penna el. al (2014), avaliou a
producéo de biossurfactantes a partir do cultivo de Bacillus atrophaeus ATCC 9372 e
Bacillus subtilis W1012 (GFP uv) em meio TSB (Tryptone Soy Broth) e alcancou
producdo de 0,40 g/L e 0,50 g/L respectivamente. Pode-se perceber entdo que no
presente trabalho o processo fermentativo proporcionou a obtencdo de alta
concentracdo de biossurfactante quando comparado ao trabalho de Penna et. al.
para 0 mesmo microrganismo.
Analisando os resultados do planejamento foi possivel determinar os

coeficientes de regressao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Coeficientes de regresséo para a Biossurfactante ( g/L).
Coeficientes

de Regressao Erro Padréo t(2) p —valor
Intercepto 1770,71 2,03 871,39 0,000001
X1 (L) 85,00 1,24 68,31 0,000214
X1 (Q) 71,25 1,83 38,90 0,000660
Xz (L) 60,54 1,24 48,65 0,000422
X2 (Q) -592,68 1,83 -323,57 0,000010
X3 (L) 855,54 1,24 687,52 0,000002
X3 (Q) 860,89 1,83 470,00 0,000005
X1 X2 -47,14 1,76 -26,79 0,001391
X1 X3 -100,71 1,76 -57,23 0,000305
Xo X3 61,79 1,76 35,11 0,000810

*p<0,10; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.
Xi: pH da reacéo

Xz: Indculo (% VIV)

X3: Suplementacao (% m/V)

Nota-se que a concentracdo de inoculo (X;) e as interacdes de pH com inéculo
(X1 . X2) e pH com suplementacao (x; . X3) apresentaram efeitos negativos sobre a
concentracdo de biossurfactante, ou seja, maiores valores de biossurfactante foram
observados quando a concentracéo estava no nivel inferior (-1). Entretanto, o efeito
da suplementacédo, pH e interacdo inoculo com suplementacdo (x» . X3) foram
positivos, afirmando que quando usados no nivel superior aumentam a producéo de
biossurfactante. Observa-se que a adicdo de suplemento resultou em um aumento
aproximado de 1711,08 ¢/L de biossurfactante. Sendo assim, a maxima
produtividade de biossurfactante foi constatada com 1% (+1) de suplementacéo, pH
ajustado para 7 (+1) e 1% (-1) de inOculo de Bacillus subtilis, dentro da faixa

estudada.
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Considerando os parametros significativos (p<0,05) obteve-se a Equacao 5,
que representa o modelo quadratico de biossurfactante em funcdo das variaveis
estudadas. Os parametros nao significativos foram incorporados aos residuos para o
calculo da analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 12. O Fgaiculado da
regressao apresentou-se significativo (0,000075), sendo maior que 0 Fiapelado, € O
percentual de variacdo explicada pelo modelo foi adequado (R? = 98%), podendo

assim, concluir que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais.

Biossurfactante (mg/L) = 1770,71 + 85,00X, + 60,54X, + 860,89X; + 71,25X2 — 592,68X2 +
860,89X2 — 47,14X,, — 100,71X,5 + 61,79X,5 (5)

Tabela 12 - ANOVA do modelo quadrético para predicdo da Biossurfactante (g/L).

Fonte de
Variagéo SQ GL MQ F calculado F tabelado p-valor
Regresséo 10366575,00 9  1151841,67 78,83 4,77 0,000075
Residuo 73060,00 5 14612,00
Falta de ajuste 73035,00 3 24345,00 1947,60 19,16 0,000513
Erro puro 25,00 2 12,50 2

R ajustado: 98,04%
Total 10439635,00 14 -

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: quadrados médios.
Rza-ustado: Variacdo explicada ajustada

Segundo Barros et al. (2010), pode-se considerar uma regressao util para
fins de previsao se o valor de Fcaculado fOr, pelo menos, cerca de dez vezes o valor do
ponto da distribuicdo F com o nimero apropriado de graus de liberdade, no nivel de
confianca escolhido. Ao analisar os valores de F na Tabela 12, nota-se que o F
calculado é muito maior que o F tabelado, assim pode-se dizer que o modelo da
regressao € confiavel.

O Grafico 3 exibe a distribuicdo normal dos residuos. Como se pode

analisar, os pontos estdo proximos a reta, indicando a normalidade dos dados.
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Grafico 3 - Distribuicdo normal dos residuos do planejamentoBox-Behnken
com trés fatores de estudopara a resposta Biossurfactante (g/L).

Na Figura 4 observa-se a curva de contorno para biossurfactante em funcéo
do pH e concentracao de indculo, que foi construida com a suplementacao no ponto
central. Nota-se que, na faixa estudada, a maior producao de biossurfactante esta

guando a concentracao de indculo esta no ponto central e pH no nivel superior.

Concentracéo de inéculo (%)

Bl > 1800
. Il < 1800
— B < 1600
- " [ < 1400
1 0 1
B < 1200
pH

Figura 4 -Curva de contorno para o biossurfactante em funcéo da concentracdo de inéculo e
do pH, com suplementacéo fixa no ponto central (0,5%).
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A curva de contorno para biossurfactante em funcdo da suplementacao e
pH, construida com a concentracédo de inéculo no ponto central pode ser notada na
Figura 6. Os maiores valores estdo na faixa superior de suplementacao e pH pode

ser inferior ou superior, dentro da faixa estuda, resultando em alta produtividade.

Suplementacao (%)
o

S Bl > 3600
Bl < 3600
S I < 3200
[ < 2800
s [1 <2400
1 - " [ < 2000

Bl < 1600
pH

Figura 5 - Curva de contorno para o biossurfactante em funcéo da suplementacéo e do pH,
com concentragdo de indculo fixa no ponto central.

A Figura 7 apresenta a curva de contorno para o biossurfactante em funcéo
da concentracao de inéculo e da suplementacdo ancorada em pH no ponto central.
Nota-se que o0 nivel superior da suplementagdo proporcionou maior produgédo de
biossurfactante e que ndo ha muita diferenca ao mudar a quantidade de indculo,

pois sdo proximas a quantidade estimada de biossurfactante nos niveis estudados.
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Figura 6 - Curva de contorno para o biossurfactante em funcéo da concentracao
de inéculo e da suplementacéo ancorada em pH do ponto central.

Torna-se interessante ressaltar que, as melhores condicbes para o
desenvolvimento do microrganismo e producdo de biossurfactane, foram as que

tiveram a adicdo de suplementacéo e ficaram na faixa do pH neutro ou pH 7.

5.6 Determinacgédo da Atividade Emulsificante

A emulsificacdo é uma propriedade que alguns compostos anfifilicos
apresentam ao promover a dispersdo de um liquido em outro, através da formacéao
de goticulas ou emulsdes. Um importante parametro de avaliacdo do poder de
emulsificacdo é o indice de Emulsificacdo (IE) e da estabilidade da emulsdo
(COSTA, 2005; NITSCHKE e PASTORE, 2006). Segundo estudos, as bactérias com
atividade biossurfactante produzem emulsdes estaveis apés 24 horas, pelo fato de
produzirem substancias anfifilicas como os biossurfactantes (BANAT; MAKKAR,;
CAMEQOTRA; 2000).

A Tabela 13 apresenta os resultados referentes a andlise de Atividade
Emulsificante de uma solugcéo do biossurfactante produzido frente a 3 substancias

Oleo de soja; querosene e heptano.
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Tabela 13 - Atividade Emulsificante (%) de emulsdo formada em éleo, querosene e heptano.

Ensaios (%)oléo (%) querosene (%) heptano

1 58 * *

2 58 * *
3 58 1,67 *
4 58 1,67 3,34
5 58 5 8,34
6 58 1,67 *

7 58 * *
8 58 1,67 1,67
9 58 8,34 8,34
10 58 1,67 1,67
11 58 3,34 5
12 58 * *
13 58 1,67 1,67
14 58 1,67 1,67
15 58 1,67 1,67

(*):Nao formou

Diante dos resultados observados, nota-se que no heptano e querosene o
biossurfactante ndo foi capaz de interagir com as moléculas e formar uma camada
de emulsdo maior que 8%; ja com 6leo de soja pode-se observar que para todos os
experimentos o biossufactante conseguiu formar uma camada de emulsdo de quase
60%.

Analisando as trés substancias avaliadas pode-se dizer que o heptano é o
mais apolar, seguido do querosene e por fim o éleo de soja que dentre os trés € o
menos apolar. Essa andlise permite sugerir que o biossurfactante obtido é capaz de
formar melhores emulsdes com substdncias menos apolares. Porém, ha
necessidade de realizar mais experimentos em relagdo a possibilidade de formacao
de emulsédo entre o biossurfactante obtido e substancias de diferentes polaridades.

As Figuras 7, 8 e 9; apresentam alguns resultados obtidos para a Atividade

emulsificante.

Figura 7 - Atividade Emulsificante com 6leo(9-6-5-3).
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Figura 9 - Atividade Emulsificante com heptano (9-6-5-3).

5.7 Andlise de Infravermelho

Com o objetivo de tentar verificar o biossurfactante produzido, foi realizada
analise de Infravermelho e o resultado apresentado na Figura 11 (a) e (b). A Figura
11 (a) apresenta o espectro infravermelho de uma amostra de surfactina comercial
denominada como padréo; e a Figura 11 (b) apresenta o espectro infravermelho do

biossurfactante obtido neste trabalho.
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Figura 11 - Espectro infravermelho (a) amostra comercial de surfactina produzido por
B.subtilis. Fonte: Rocha (2007); e (b) biossurfactante produzido neste trabalho.

Da Figura 11 (a) e de acordo com Rocha (2007) observa-se bandas
caracteristicas de peptideos a 3298 cm™ (A) resultante do estiramento da ligacdo O-
H e N-H. (B) e (C) representam as bandas de absorcdo nas frequéncias de 2800 a
2950 cm™ que se deve a deformacéo axial de C-H; vas CHs, vas CH,. A banda em
1734 cm™(D) refere-se & absorcéo de grupo carbonil de anel lactona. Em 1652 cm™
(E) verifica-se o estiramento da ligagdo C=0 e as bandas (F) e (G) representam a
deformagao angular (8) no plano das ligacées de C-H, enquanto que as bandas (H)
e (1) apresentam a deformacgao angular (6) simétrica fora do plano das ligacbes C-H.

Ao comparar a Figura 11 (a) com a 11 (b), nota-se que a presenca da cadeia

alifitica e porgcdo peptidica. A banda A mostra-se semelhante do padrdo da
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surfactina com a amostra, demostrando presenca dos peptideos. A banda em 1734
cm™*(D) que refere-se & absorcéo de grupo carbonil de anel lactona também pode
ser representada na amostra da Figura 11 (b).

Estes resultados indicam a formacéo de um possivel biossurfactante, porém
para afirmar a veracidade seria necessario outras analises para confirmar a

formacao da surfactina.
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6. CONCLUSAO

Pode-se notar que os resultados promissores obtidos nesse trabalho indicam
a viabilidade de producdo de biossurfactante a partir de residuos agroindustriais,
como o melago de cana de acuUcar. Acredita-se que, através da otimizacdo dos
parametros do processo produtivo, € possivel aumentar a producdo de
biossurfactantes do sistema com os fatores que tiveram mais significancia. Neste
estudo, os resultados dentro da faixa estudada mostraram que o pH e a
porcentagem de inéculo inicial ndo interferiram significativamente na producao da
biomassa, porém a suplementacdo favoreceu o crescimento do microrganismo.
Pode-se observar também que os trés fatores estudados influenciaram na producéo
do biossurfactante sendo que a suplementacéo interferiu de forma positiva, assim
como para a biomassa. Através do indice de emulsificacdo p6de-se observar a
formacdo de camada emulsificada na interface biossurfactante com o 6leo de soja,
indicando a capacidade emulsificante do biossurfactante obtido. A andlise de
Infravermelho indicaram possiveis bandas caracteristicas da surfactina, porém para

afirmar a veracidade seria necessario outras analises.
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7. SUGESTOES

Este foi um trabalho pioneiro de exploracédo da possibilidade de producao de
biossurfactante por Bacillus subtilis ATCC 9372 que utilizou o melaco de cana de
acucar como substrato e o auxilio do planejamento experimental para identificar
parametros significativos no processo. Devido a extensa particularidade dos
biossurfactantes, recomenda-se a continuacdo do estudo, sugerindo-se,

particularmente:

e Otimizar a producdo de biossurfactante, uma vez que os rendimentos ainda
foram baixos se comparados com os descritos na literatura;

e Estudar a utilizacdo de novos substratos que possibilitem o desenvolvimento
do processo;

e Otimizar o processo de extracdo e de purificacdo do biossurfactante;

e Desenvolver estudos de aplicacdo do biossurfactante.

e Aprofundar a caracterizacdo do biossurfactante, com respeito as suas
propriedades fisico-quimicas (indice de emulsificacdo frente a diferentes
compostos e determinagao de tenséo interfacial).
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ANEXO |

Para ativar o microrganismo que se encontrava na forma de esporos secos e
obter o indculo procedeu-se da seguinte forma: preparou-se um meio de cultura
(caldo) TSB (Tryptone Soya Broth 1% Agar) e este foi esterilizado em autoclave
(Primatec®) a 121°C e 1 atm por 15 minutos (condicéo padréo de esterilizacdo); em
camara de fluxo laminar (Bio Seg 09®) estéril inoculou-se a fita com os esporos
dentro do tubo de ensaio com 10 mL do meio preparado; entdo o sistema foi
incubado em Estufa bacteriolégica (Quimis ®) & 35°C por 48 horas; apds este
periodo a solugdo foi transferida (em fluxo laminar estéril) para um erlenmeyer
contendo 100 mL do mesmo meio e novamente incubado a 35°C por 48 horas.

Para a manutencdo do microrganismo empregou-se 0 Seguinte
procedimento: foram preparados slants (tubos com Agar inclinado) utilizando TSB
como meio de cultura, estes foram esterilizados e entdo colocados sobre a bancada
para que o meio se solidificasse inclinado; entdo em camara de fluxo laminar esteéril
fez-se a inoculacdo do microrganismo ativado, conforme apresentado anteriormente,
na superficie dos slants com uma alca e inoculacdo; os tubos foram incubados em
estufa bacteriana a cerca de 35°C por 48 horas e apés foram acondicionados a 5°C
em geladeira para uso subsequente.

Na caracterizacdo e padronizacdo do inéculo foi utilizada a técnica da
diluicho seriada do numero de células viaveis, por semeadura (0,1 mL) em
profundidade em placas com agar TSB incubadas a 35°C por 24 horas. Para tanto,
empregou-se o seguinte protocolo de acordo com Okura (2008): Agitou-se a cultura
da bactéria e transferiu assepticamente 1,0 mL para 9,0 mL de agua peptonada
0,1% estéril, obtendo a diluicdo 10™ As outras diluicbes foram obtidas de maneira
similar até diluicdo de 10°; foram transferidos 1 mL de cada diluicéo selecionada (10°
! a2 10) para placas de Petri estéreis e identificadas; em seguida, verteu-se 15 mL a
20 mL de agar fundido em cada uma delas; as placas foram submetidas a suaves
movimentos rotatorios (em forma de oito), visando a perfeita mistura de cultura com
0 agar; esperou-se a completa solidificacédo, inverteu-se as placas e incubou a 35°C
por 24 horas; transcorrido o tempo de incubacéo, fez-se a contagem do numero de
colénias, com auxilio de um contador de colénias (Phoenix CP 600) das duplicatas

gue apresentaram numero de 30 e 300 Unidades Formadora de Col6nias (UFC).
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Entdo multiplicou-se a média aritmética das duplicatas pelo respectivo fator de
diluicdo, assim, os resultados puderam ser expressos em UFC/ mL.



