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Resumo

Biossurfactantes sdo moléculas de origem microbiana que possuem acgdo
superficial. Dentre os biossurfactantes mais efetivos estdo os lipopeptidios produzidos por
bactérias do género Bacillus, especialmente a surfactina, os quais sdo produzidos mediante
biotransformacdo de matérias-primas renovaveis. Os biossurfactantes apresentam uma série
de vantagens quando comparados aos surfactantes quimicos convencionais, tais como:
diversidade de estruturas quimicas, excelentes propriedades superficiais e ecoldgicas,
estabilidade frente a condicGes extremas (pH, temperatura, concentracdo de sais), entre outras.
Dentro deste contexto, desenvolve-se o presente trabalho, cujo objetivo principal consiste em
investigar a producdo de biossurfactantes, em especial a surfactina, a partir da fermentacao
sumergida a partir de diferentes meios de cultivo (sintéticos e naturais) e microorganismos.
Dentre os meios de cultivo testados, avaliou-se a utilizacdo de fontes de carbono provenientes
de residuos do processamento do caju, um substrato ndo convencional, o suco de caju
clarificado. A escolha do suco de caju clarificado justifica-se pelo fato de que a sua cadeia
produtiva gera importantes volumes de co-produtos frequentemente desperdicados na
industria. Diferentes linhagens de Bacillus foram testadas para a producao de biossurfactantes,
destacando-se a linhagem denominada ICA56, isolada do solo de manguezal de Icapui. O
biotensoativo produzido pelo microrganismo ICA56 foi caracterizado em quanto a sua
atividade superficial, capacidade emulsionante e estrutura quimica. As propriedades
ecoldgicas do bioproduto foram avaliadas mediante testes de toxicidade e biodegradabilidade.
Ensaios de remediacdo de solos contaminados com Oleo de motor foram também
desenvolvidos com a finalidade de estudar o potencial do biossurfactante em areas ambientais.
Como principais resultados, detacam-se os valores de tenséo superficial (28,20 + 0,07 mN/m),
tensdo interfacial (5,26 = 0,08 mN/m a 65°C, para uma concentragdo de 60 mg/L), e
concentracdo micelar critica, cujos valores estdo de acordo com os trabalhos publicados por
outros pesquisadores. Mediante anélises de FTIR e MS, o biossurfactante foi identificado
como surfactina. Em quanto aos ensaios de toxidade, o biossurfactante apresentou ser de
baixa toxicidade em diferentes organismos marinhos, como microalgas (Selenastrum
capricornutum), microcrustaceos (Daphnia magna) e a bactéria Vibrio fischeri, apresentando
valores de ECsp de 65,03 mg/L, 170,09 mg/L e 912,35 mg/L, respectivamente.
Adicionalmente, o biossurfactante produzido por [ICA56 apresentou uma alta
biodegradabilidade, sendo degradado por bactérias presentes em aguas de efluentes residuais
e por Pseudomonas putida. Em testes qualitativos, visualizou-se eficiente degradacéo de
petréleo e mesclas de 6leo de girassol e oliva (tanto virgem como usado) pelo microrganismo
ICA56, bem como capacidade de producdo de enzimas do tipo amilases e proteases.

Palavras-chave: Linhagens de Bacillus sp.; producdo de biossurfactantes; surfactina,
remediacdo, biodegradabilidade; toxicidade.



Abstract

Biosurfactants are surface active substances produced by microorganisms and
plants. Compared to conventional chemical surfactants, biosurfactants present a lower
environmental impact and higher performance for certain applications. Lipopeptides, which
are produced by bacteria of the genus Bacillus, are a particularly effective group of
biosurfactants, surfactin being the most representative of them. The aim of the present study is
to investigate the production of a lipopeptide biosurfactant by different microbial strains, all
of them of the genus Bacillus, in different culture media (synthetic and natural) and always in
submerged fermentation. Wastes from the cashewnut and fruit processing process,
particularly those generated by the production of clarified cashew-apple juice, were used as
carbon sources. The choice of clarified cashew-apple juice is justified because its production
generates great volumes of co-products, which are often unexploited by industry. The
biosurfactant produced was later characterized by measuring their interfacial and
environmental properties, such as the remediation efficiency of a soil contaminated with
motor-oil. Results showed that the strains tested were able to produce biosurfactants,
remarkably the strain called ICA56, which was isolated from soil of the Icapui Mangrove
(Ceard, Brasil). The biosurfactant produced by the ICA56 strain was identified as surfactin,
and exhibited a significant reduction capacity of surface and interfacial tension, which
attained values of 28.20 + 0.07 mN/m (ST) and 05,26 + 0,08 mN/m (IT - 3xCMC - 65°C) in
its presence. The Critical Micelle Concentration (CMC) was also determined, the results
being in good agreement with those in literature. The biosurfactant produced by ICA56 also
showed low toxicity to different aquatic organisms (the values of EC50 found with
Selenastrum capricornutum, Daphnia magna, and Vibrio fischeri , were 65.03 mg/L, 170.09
mg/L and 912.35 mg/L, respectively). As expected the biosurfactant from ICA56 was also
completely biodegraded by bacterial populations in wastewaters as well as by Pseudomonas
putida. In qualitative tests, the strain ICA56 was also able to degrade blends of sunflower and
olive oil, and to produce enzymes such asamylases and proteases.

Keywords: Strains of Bacillus sp.; production of biosurfactants; surfactin, soil washing,
biodegradability; toxicity.



Resumen

Los biosurfactantes son sustancias de origen microbiano que poseen actividad
superficial. Un grupo de biosurfactantes especialmente eficaces son los lipopéptidos, entre los
que destaca la surfactina, que son producidos por bacterias del género Bacillus mediante la
transformacion de sustratos renovables. Dichos tensioactivos presentan un gran nimero de
ventajas cuando se los compara con los tensioactivos sintéticos tradicionales.

En el presente estudio se investigd la produccion de biosurfactantes, y en
particular la de surfactina, mediante procesos fermentativos con diferentes cepas de Bacillus.
Para ello se utilizaron medios de cultivo de diferente procedencia (naturales y sintéticos),
habiéndose dado especial atencién al empleo de fuentes de carbono residuales, como son los
residuos del procesado del anacardo, y en concreto de la produccion de zumo del fruto del
anacardo clarificado (“cajuina”). El uso de fuentes de carbono no convencionales se justifica
debido a la necesidad de reducir los costos de produccion de los biosurfactantes, ya que en la
actualidad la produccion a gran escala de biosurfactantes resulta todavia poco atractiva
econdmicamente. Por otra parte, el uso de subproductos de la industria del anacardo resulta
una alternativa muy interesante, ya que en Brasil, y concretamente en el estado de Ceara, se
generan elevados volimenes de estos subproductos. Ademas los biosurfactantes producidos
fueron posteriormente estudiados desde el punto de vista estructural y de sus propiedades
interfaciales.

Tal y como se ha indicado, en las fermentaciones se emplearon diferentes cepas
de Bacillus (todas ellas asiladas en Brasil), de las cuales se destaca la cepa denominada
ICA56, aislada de suelo de manglar (Manglar de Icapui, Brasil). Desde este punto de vista el
trabajo se desarrolld en tres etapas:

1. Etapal.Se estudid la produccion y caracterizacion de biosurfactantes con una cepa
aislada de la Estacion de Depuracion de Aguas Residuales (EDAR) del Campus de
Pici, en la Universidad Federal de Ceara (Brasil), denominada Bacillus subtilis
LAMIO005.

2. Etapa 2. En esta segunda etapa, se trabajo con cepas de Bacillus sp aisladas de
manglares de los rios Jaguaribe e Icapui, denominadas Jag248, Jag249, ICA12, ICA
24 e ICA56.

3. Etapa 3.En ella se desarrollaron estudios exhaustivos con la cepa denominada
ICA56, en los que el biosurfactante producido ha sido caracterizado en cuanto a sus
propiedades interfaciales (tension superficial, tension interfacial, concentracion
micelar critica 0 CMC, y angulo de contacto), capacidad emulsionante y estructura
quimica. Asimismo, también se estudié la compatibilidad ambiental del producto
mediante ensayos de biodegradabilidad y toxicidad. Finalmente se desarrollaron
ensayos de remediacion de suelos contaminados con aceite lubricante con la finalidad
de evaluar el potencial de uso del biosurfactante en la recuperacion de suelos
contaminados con hidrocarburos.

Como principales resultados de la Etapal, se destaca que, en las condiciones
experimentales adoptadas, el microorganismo Bacillus subtilis LAMIO05 fue capaz de
producir biosurfactante, llegando a alcanzar valores de concentracion de 225 mg/L (pH 6.0) y
275 mg /L (pH 7.0) en el medio de cultivo. Bajo todas las condiciones estudiadas, la
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produccion de biosurfactante vino acompafiada de una reduccion de la tension superficial del
medio liquido hasta valores de 28,3+ 0,3 mN/m. Ademas, el microorganismo demostrd poseer
capacidad para emulsionar diversos hidrocarburos (aceite de soja, queroseno y n-hexadecano)
con un valor de indice de emulsificacion (IE24) superior al 60%. Los analisis estructurales
realizados, en concreto los espectros vibracionales obtenidos en la regién del infrarrojo
(FTIR), confirman que el biosurfactante producido pertenece a la clase de los lipopéptidos.

En la Etapa 2, se verificd que el microorganismo denominado Bacillus sp. Jag248
presenta una clara produccion de surfactina, alcanzando valores de concentracion de hasta
161.41 £ 0.01 mg/L en medio mineral; dicha produccion fue acompafiada de una reduccion de
la tension superficial hasta los 28.50 mN/m. EIl biosurfactante producido fue capaz de
emulsionar aceite de soja, n-hexadecano y queroseno, presentando valores de 1E24 de 50%.
En lo que se refiere al Bacillus sp. Jag249, se ha verificado que, en las condiciones
experimentales adoptadas, no fue capaz de producir biosurfactantes. En cuanto a las cepas
ICA12, ICA24 e ICA56, se llego a la conclusién de que las mismas son capaces de producir
biosurfactantes, y por lo tanto, reducir significativamente la tension superficial de los medios
de cultivo (valores finales de aproximadamente 28.25 + 0.4 mN/m). Entre las cepas
estudiadas, la que permitié alcanzar una mayor concentracion de biosurfactante en un medio
mineral adicionado de solucion de micronutrientes e indculo LB Broth fue la ICA56 (329.14 +
0.00 mg/L) seguida de la cepa ICA12 (253.32 + 2.04 mg/L, en medio mineral adicionado de
solucion de micronutrientes) y de la ICA24 (111.87 + 0.00 mg/L, medio adicionado con jugo
de anacardo clarificado).

Las propiedades interfaciales determinadas en la Etapa 3, tension superficial
(28.20 + 0.07 mN/m), tension interfacial (5.26 + 0.08 mN/m a 65°C, para una concentracion
de 60 mg/L), y CMC, estan de acuerdo con la literatura. Adicionalmente, se verificé que los
valores de tension superficial y tension interfacial disminuyen con el aumento de temperatura
(intervalo 25 — 65°C). Mediante analisis de Espectroscopia Infrarroja (FTIR)y Espectrometria
de Masas (MS)se identificé al biosurfactante producido por ICA56 como surfactina. Se
investigd también la produccién simultanea de biosurfactantes y enzimas por el
microorganismo ICA56, constatandose la presencia de amilasas y proteasas en el medio de
fermentacion al final del proceso. En lo que se refiere a los ensayos de toxicidad, el
biosurfactante presenté una baja toxicidad para diferentes organismos, cdmo son las
microalgas (Selenastrum capricornutum), microcrustaceos (Daphnia magna) y la bacteria
Vibrio fischeri, presentando valores de EC50 de 65.03 mg/L, 170.09 mg/Ly 912.35 mg/L,
respectivamente. El biosurfactante producido por ICA56 presentd también una alta
biodegradabilidad, siendo degradado tanto por bacterias presentes en aguas residuales urbanas
(poblacién mixta y aireada) como por Pseudomonas putida.

Por Gltimo los ensayos de lavado de suelos contaminados con aceites lubricantes
permitieron estudiar el efecto de la temperatura y de la concentracion del biosurfactante
producido por ICA56 sobre la eficacia de lavado. Mediante técnicas estadisticas, se comprob6
la significancia de ambos parametros. Los mejores resultados de lavado (85% de eficacia) se
obtuvieron a 65°C, para una concentracion de biosurfactante de 60 mg/L. En ensayos
cualitativos también se verificd que el microorganismo ICA56 es capaz de degradar de forma
eficiente petréleo y mezclas de aceite de girasol e oliva (tanto virgen como usado), lo que
sugiere la posibilidad de su uso para fines de biorremediacion.

Palabras clave: Bacillus sp.; produccion de biosurfactantes; surfactina, remediacion de suelos,
biodegradabilidad; toxicidad.
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Surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcéo polar soltvel
em éagua, pode ser idnica, ndo idnica ou anfotérica, ou seja, exibir caracteristicas aniénicas ou
catidnicas dependendo das condic¢des de pH da solucéo aquosa na qual estéo inseridos e outra
apolar que é geralmente um hidrocarboneto, insolivel em agua, porém soltivel em lipidios
(DESAI & BANAT, 1997). Constituem uma classe importante de compostos quimicos muito
utilizados em diversos setores industriais, tendo como caracteristicas importantes a facil
biodegradabilidade, baixa toxicidade e, conseqlientemente, facil aceitabilidade ecoldgica por
atuarem como dispersantes e/ou solubilizantes de compostos organicos, apresentando baixa
solubilidade em &gua, capacidade de atuar em condicGes drasticas de temperatura ou pH
(DESAI & BANAT, 1997, COOPER et al., 1981; MULLIGAN, 2005; YEH et al., 2006).

Os biossurfactantes sdo produzidos por biotransformacdo de matérias-primas
renovaveis, podendo ser produzidos por bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
Apresentam grande diferenca em relagdo aos surfactantes sintéticos pela variabilidade na sua
natureza hidrofobica e hidrofilica, além da vantagem de baixos impactos ambientais em
relacdo aos detergentes quimicos convencionais (SHAFI & KHANNA, 1995; BANAT et al.,
2000). O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes, produzidos é baseado em suas
propriedades funcionais, que incluem emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubilizacéo,
demulsificacdo, inibicdo de corrosao, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da tensao
superficial. Essas propriedades sdo aplicadas em diversos campos da agricultura, da
construcdo, de industrias alimenticias, de bebidas, petréleo, papel, metal, téxtil, farmacéuticas
e de cosméticos (BOGNOLO, 1999; FIECHTER, 1992; MULLIGAN et al., 2001). Dentre 0s
biossurfactantes mais efetivos estdo os lipopeptideos produzidos por bactérias do género
Bacillus, especialmente a surfactina, produzida por Bacillus subtilis (DESAI & BANAT,
1997).

Os surfactantes tém a capacidade de reduzir a tensdo interfacial e de promover a
formacdo de emulsdes (Fernandes et al., 2008), encontrando também papel fundamental na
estabilidade de ditas emulsdes, ja que impede os fendmenos de floculacdo e coalescéncia
(SHAHIDZADEH et al., 2000, LIMA, 2004). O processo de emulsificacdo é acompanhado
por um aumento da area interfacial, o que produz uma elevagdo brusca da energia livre de
superficie (BECHER, 1965).
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Apesar das caracteristicas mencionadas dos surfactantes naturais, a sua producao
em grande escala ainda ndo é economicamente competitiva, devido especialmente aos custos
associados a métodos ineficientes de recuperacdo do produto e a utilizacdo de substratos caros
(FOX & BALA, 2000). Sendo assim, com a finalidade de reduzir os custos de produgéo,
alguns pesquisadores sugerem o uso de matérias-primas de baixo custo, tais como 0s residuos
agroindustriais (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; MERCADE; MANRESA, 1993;
MUKHERJEE et al., 2005).

Basado nesse contexto, e ainda, avaliando o &mbito regional, mais
especificamente da agroindustria do estado do Ceard, o suco de caju € um potencial substrato
a ser estudado, uma vez que é uma matéria-prima rica em carboidratos, fibras, vitaminas e
sais minerais de grande abundancia na regidao Nordeste (ROCHA et al., 2006). O suco contém
ainda diversos aminoécidos, proteinas e sais minerais como ferro (Wei & SHU, 1998; WEI et
al., 2004) e manganés (WEI & SHU, 2002), considerados importantes para a producdo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis, tornando-se por tanto uma excelente alternativa.

No Brasil estima-se que a area ocupada com cajueiro corresponde a
aproximadamente 723.928 ha, com producdo média de 737.859.346 t. A regido Nordeste
respondeu no ano de 2013, com cerca de 100% da area colhida e da producdo nacional, onde
0s estados do Ceard produziu 58,8%, Piaui 19,2% e Rio Grande do Norte com 15,2%,
responsaveis por cerca de 93,2% da area cultivada no pais de acordo com dados divulgados
pelo IBGE para safra de castanha de caju de 2013 (Safra de caju, IBGE, 2013). Calcula-se que
seja utilizado apenas de 15% a 20% da polpa na fabricacdo de doces, sucos, vinho ou
consumo in natura e que 80% seja desperdicado. Ainda ha grande perda do pseudofruto no
campo, no momento do descastanhamento feito para a industria de beneficiamento da
castanha, no entanto, ressalta-se que o pseudofruto ndo interessa a maiora das empresas
(Garruti et al., 2003), exceto as produtoras de suco.

MULLIGAN et al. (1993) afirma que diferentemente dos surfactantes quimicos,
os biossurfactantes sdo facilmente biodegradaveis na dgua e no solo, tornando-os assim,
adequados para aplicacBes em biorremediacdo e tratamento de residuos. Grande atencdo
também tém sido voltada aos biossurfactantes devido a crescente preocupacao da populacao
com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais, geralmente a base de petréleo (Cameotra e
Makkar, 1998), bem como por apresentarem baixa toxicidade, permitindo assim o uso em
alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (FLASZ et al.,1998).



Capitulo 1: Introducéo

Toda essa questdo em torno das propriedades ecolégicas (toxicidade e
biodegradabilidade) dos biossurfactantes ocupam um papel de destaque na literatura, no
entanto, ainda encontra-se pouco estudada. Com o intuito de explorar mais esse campo,
investiu-se especialmente por essa linha de pesquisa, investigando a toxicidade e
biodegradabilidade do biossurfactante produzido por linhagens de Bacillus sp. oriundas de
solos de manguezais do Ceara- Brasil.

Em sintese, no presente estudo produziram-se biossurfactantes a partir de
linhagens de Bacillus sp. utilizando diferentes meios de cultivo, padrdo analitico e residuos,
realizando-se testes de caracterizacdo das propriedades interfaciais (tensdo superficial, tensao
interfacial e CMC), assim como as propriedades ecoldgicas (biodegradabilidade e toxicidade),
assim como testes de descontaminacdo de solos. Também avaliou-se a estabilidade do
biossurfactante produzido frente a diferentes condi¢des de pH, temperatura e concentracdo de
sal (NaCl). Ditos testes forma realizados visando determinar as principais caracteristicas e o

potencial de aplicacdo do biossurfactante produzido.
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2.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho objetivou encontrar as melhores condi¢bes de producgdo de
biossurfactantes por diferentes linhagens de Bacillus sp. em cultivo submerso utilizando
diversas fontes de carbono: (a) suco de caju clarificado (residuo agroindustrial) e (b) meios
padrédo analitico (P.A), utilizando como fonte de carbono a glicose, e uma mescla de glicose e
frutose. Realizaram-se testes de caracterizacdo das propriedades interfaciais e ecoldgicas do

bioproduto obtido, assim como aplicagdes comerciais usuais.

2.2. Objetivos Especificos

O trabalho desenvolveu-se em trés etapas. Inicialmente trabalhou-se com uma cepa
isolada de uma estacdo de tratamento de esgoto do campus do Pici (Universidade Federal do
Ceard - UFC), Bacillus subtilis LAMIOO05 e posteriormente, na segunda etapa, com cepas
isoladas dos mangues do Rio Jaguaribe e Icapui (Jag248, Jag249, ICA12, ICA 24 e ICA56).
Ap0Os o screening das cepas, selecionou-se a cepa denominada ICA56 para o desenvolvimento
da fase final deste trabalho, na qual realizaram-se diferentes testes para caracterizar as
propriedades ecoldgicas e interfaciais do biossurfactante produzido, assim como testes de
avaliacdo possiveis aplicacoes.

Os objetivos especificos referentes a cada uma destas etapas deste trabalho sdo os

seguintes:

12 Etapa:
- Avaliar a adaptacdo da cepa (Bacillus subtilis LAMIO05) em placas empregando

0s seguintes meios: APGE (Agar, peptona, glicose e extrato de levedura) e Agar
com suco de caju clarificado;

- Estudar a influéncia do pH, temperatura (28°C, 30°C e 32°C) e concentragédo de
(NH4)2S04(0,5-1,0 € 2,0 g/L);

- Avaliar a influéncia de diferentes tipos de fonte de nitrogénio (nitrato de aménio
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28 Etapa:

32 Etapa:

- NH4NO:3) e sulfato de aménio - (NH4),SO4
- Realizar a caracterizacdo estrutural do biossurfactante produzido por Bacillus
subtilis LAMIOO5 mediante FTIR.

- Avaliar a producdo de biossurfactantes usando cepas promissoras isoladas de
solos de manguezais do estado do Ceara: cepas Jag248 e Jag249, isoladas do Rio
Jaguaribe, e cepas ICA12, ICA24 e ICA56, isoladas de Icapui/Brasil.

- Determinar os valores de concentracdo micelar critica do biossurfactante
produzido a diferentes temperaturas (25, 45 e 65°C);

- Determinar os valores de tensdo interfacial (solugdo de biossurfactante frente a
dodecano) a 25, 45 e 65°C (Concentracgdes de BS: %2 CMC, CMC y 3 x CMC);

- Determinar o angulo de contato entre solugdes de diferentes concentracGes de
biossurfactante (20, 40 e 60mg/L) e Parafilm®© a 25°C;

- Avaliar a estabilidade do bioproduto frente a temperatura (25,45 e 65°C), pH (2,
4,5, 6, 7,8, 10, 12) e concentra¢des de NaCl (10, 20, 30, 40 e 50 mg/L);

- Estudar da estabilidade de emulses formadas por solucGes de biossurfactante
(concentracbes de 0,1, 0,5 e 1,0 g/L) e dodecano mediante medidas de
retroespalhamento durante 24 horas a 25°C (LUMiCheck ®, a partir de LUM,
Alemanha);

- Determinar os valores de indice de emulsio a 25°C, assim como a estabilidade
das emulsdes formadas durante 14 dias usando concentracdes de BS de 0,1, 0,5 e
1,0 g/L;

- Realizar a caracterizacdo estrutural do BS mediante técnicas de Espectroscopia
Vibracional na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
Espectroscopia de Massa (SM);

- Avaliar a biodegradabilidade do biotensoativo utilizando os meétodos de
degradacdo por Pseudomonas putida (durante 72 horas) e de populagcdo mista e
aerada proveniente de uma depuradora da cidade de Granada — Espanha (durante
28 dias);

- Avaliar a toxicidade do BS frente a diferentes organismos: microalgas
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Selenastrum Capricornutum, microcrustdceo Daphnia magna e com a bactéria
luminescente Vibrio fischerti;

- Avaliar o potencial de aplicacao do BS para o lavado de solos contaminados com
6leo de motor realizando ensaios a diferentes temperaturas (25, 45 e 65°C) e
concentracOes de biossurfactante (1/2 da CMC, CMC e 3 x CMC);

- Verificar a existéncia de inibicdo de crescimento em placa APGE repicada com
ICA56 por acdo de diferentes contaminantes: petroleo em diferentes
concentracdes, 6leo de motor virgem e usado, mescla dleo de girassol/oliva (80:20
p/p) virgem e usado;

- Avaliar a degradacdo de contaminantes impregnados em areia utilizando in6culo
de ICA56 em placa petri: Petréleo em diferentes concentracGes, 6leo de motor
virgem e usado, mescla 6leo de girassol/oliva (80:20) virgem e usado;

- Avaliar qualitativamente a producédo de enzimas (proteases, amilases e lipases) ao

final do processo de producdo de BS.

12



Capitulo 3: Reviséo Bibliografica




Capitulo 3: Revisdo Bibliografica

3.1. Biossurfactantes: Caracteristicas, Propriedades e Aplicagdes

Biossurfactantes sdo compostos ativos de superficie produzidos por
microrganismos. Existem relatos de diversos tipos de biossurfactantes produzidos por
diversos géneros de bactérias com base em sua natureza quimica, tais como glicolipideos,
lipopolissacarideos, oligossacarideos, e lipopeptideos (BANAT et al., 2000, BANAT et al.,
2010; FRANZETTI et al., 2010). Estas estruturas conferem uma grande variedade de
propriedades, incluindo a capacidade de reduzir a a tensdo superficial e interfacial de liquidos
e formar micelas e microemulsdes entre duas fases distintas (BANAT et al., 2010).

Biossurfactantes recebem atencdo consideravel na reparacdo dos danos
ambientais, tais como processos de biorremediacdo, lavagem do solo, dentre outros
(THAVASI, R.; JAYALAKSHMI, S.; BANAT IBRAHIM M., 2010). Os mesmos
influenciam nestes processos devido sua eficacia como agentes de dispersdo e remediacao,
bem como por suas caracteristicas ecoldgicas, como baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade (MULLIGAN, 2005; DAS; MUKHERJEE, 2009;
SIVAPATHASEKARAN et al., 2010; KIRAN et al., 2010; SATPUTE et al., 2010).

O segundo maior grupo de biossurfactantes de origem microbiana € representado
pelos lipopeptideos que sdo sintetizados por uma ampla gama de géneros de microrganismos,
incluindo Pseudomonas e Bacillus. Devido a sua excepcional capacidade de interagir com a
membrana celular, os lipopeptideos sdo bem conhecidos como antimicrobianos, embora na
presenca de compostos hidrofobicos possam vir a agir como poderosos surfactantes exibindo
uma ampla gama de atividades. Lipopeptideos produzidos por bactérias do género Bacillus
em particular, sdo os mais conhecidos (PERFUMO et al., 2010).

Bacillus degradam de hidrocarbonetos e produzem lipopeptideos secretando para
0 meio biossurfactantes, se relinem para formar micelas que atuam para solubilizar e
emulsionar o substrato. Como agentes de superficie, estes biossurfactantes sdo excelentes
espumantes e em geral muito ativos no nivel da interface, devido as baixissimas tensfes
interfaciais (IFT) de 0,01 mN/m, que os mesmos sdo capazes de gerar. Além disso, esses
lipopeptideos podem modular a hidrofobicidade bacteriana (PERFUMO et al., 2010).

A aplicacdo de biossurfactantes na remediacdo de compostos organicos, como 0s
hidrocarbonetos, visa aumentar a sua biodisponibilidade ou mobilizacdo e remocdo dos
contaminantes por pseudosolubilizacdo e emulsificacdo através de um tratamento de lavagem
(BANAT et al., 2010).
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Os paises industrializados vém buscando alternativas aos surfactantes sintéticos
derivados do petroleo por tensoativos provenientes de fontes renovaveis. O desenvolvimento
de bioprodutos compativeis com 0 meio ambiente tem recebido maior atencdo nos Ultimos
anos (NITSCHKE & PASTORE, 2002). A possibilidade de aplicacdo dos biossurfactantes em
diferentes setores industriais tais como alimentos, cosméticos, agricultura detergentes e area
médica justifica sua producdo. No entanto, a indUstria do petréleo recebe maior destaque,
aumentando do interesse pela producdo, incorporacdo nas formulacfes de dleos, uso na
dispersdo de derramamento de 6leo no mar e em solos, emprego na remocéo de lodo e dleo
de tanques de estocagem, na descontaminacdo ambiental, em remediac¢do, na recuperacdo
melhorada do petroleo, dentre outras aplicacdes (FIECHTER, 1992; PIROLLO, 2006;
BOGNOLO, 1999; KIM et al., 2010).

Vantagens relacionadas a baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade, variedade
de estruturas quimicas, estabilidade em condicdes extremas de pH, temperatura e
concentracfes de sal, despertam o interesse por sua producdo (FARIA, 2010; ABDEL-
MAWGOUND et al., 2010).

Uma das principais caracteristicas de um surfactante é a sua habilidade para
diminuir a tensdo superficial (TS). O surfactante interage com a molécula de &gua,
diminuindo o trabalho requerido para aumentar a superficie. A concentracdo micelar critica
(CMC), menor concentracdo de surfactante na agua onde ocorre a formacdo de micelas, é
outro parametro frequentemente estudado e utilizado para determinar a eficacia de um
surfactante. Apos atingir a CMC, mesmo com o aumento da concentracdo de surfactante na
solucdo, a TS permanece constante. Fatores como pH, temperatura e forga idnica influenciam
diretamente na CMC (OBERBREMER et al., 1990; SAMSON et al., 1990).

Segundo Rosenberg & Ron (1999), existem biossurfactantes de baixo e alto peso
molecular. Enquanto os biossurfactantes de baixo peso molecular apresentam uma maior
eficiéncia em reduzir a tensdo superficial e interfacial de meios liquidos, os biossurfactantes
de alto peso molecular apresentam maior eficiéncia em estabilizar emulsdes 6leo/agua.

Em sintese, o0s biossurfactantes sdo capazes de emulsificar diversos
hidrocarbonetos, aumentando sua solubilidade em agua, diminuindo a tensdo interfacial e
ainda favorecendo o deslocamento das substancias oleosas agregadas as particulas do solo,
por exemplo (Banat, 2000; Lima, 2007).

Em comum com todas as moléculas que atuam em superficies, os biossurfactantes

contém um ou mais grupos lipofilicos e hidrofilicos. Os grupamentos lipofilicos podem ser
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uma proteina ou um peptidio, apresentando partes hidrofobicas ou cadeias carbonadas de 10 a
18 carbonos. Ja os grupos hidrofilicos sdo ésteres, hidroxi, fosfato, carboxila ou carboidratos
(BOGNOLO, 1999; MORIKAWA et al., 1993 apoud COLLA & COSTA, 2003).

A Tabela 1, apresenta 0s tipos de biossurfactantes e seus respectivos
microrganismos produtores.

Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores
Tipo de Biossurfactante Microrganismo

Glicolipidios
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
Soforolipidios Torul_opsis bombicola,
T. apicola

Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.
Lipopeptidios e lipoproteinas

Trehalolipidios

Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens

Serrawetina Serratia marcescens

Surfactina Bacillus subtilis

Subtilisina Bacillus subtilis

Gramicidina Bacillus brevis

Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios

Acidos graxos Corynebacterium lepus

Lipidios neutros Nocardia erythropolis

Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus

Liposan Candida lipolytica

carboidrato-lipidio-proteina  Pseudomonas fluorescens

manana-lipidio-proteina Candida tropicalis
Surfactantes particulados

Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

Células Varias bactérias

Fonte: Desai & Banat, 1999; Nitschke e Pastore, 2002.

As carcterisisticas apresentadas pelos biossurfactantes, em especial vantagens em
relacdo aos surfactantes convencionais sintéticos, tem despertado o interesse pela busca do
seu uso (NITSCHKE et al., 2007). A literatura apresenta dados de atividade superficial e
interfacial mostrando que os biossurfactantes sdo bem mais efetivos que os surfactantes

sintéticos, como os detergentes anidnicos sulfatados, por produzirem menor tensao superficial
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em menores concentracfes de biossurfactante (BOGNOLO, 1999; COOPER & PADDOCK
1984). A medida de eficiéncia de um biossurfactante é a sua concentragdo micelar critica
(CMC), que varia entre 1,0 e 2000 mg/L e a tensdo interfacial em fases 6leo/agua e superficial
fica em torno de 1,0 e 30 mN/m respectivamente, de acordo com estudos realizados sobre
esses biotensoativos (BOGNOLO, 1999). Quanto menor a CMC mais eficiente é considerado
0 biossurfactante (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011), e mais eficaz, levando em
consideracdo especialmente o ponto de vista econdmico para aplicagfes industriais. A Figura
1 mostra um esquema ilustrativo que representa a acumulacdo de biosurfactantes na interface

entre liquido e ar.

PORCAO
HIDROFOBICA

-—

\\
PORCAO
HIDROFILICA

Figura 1 - Esquema representativo da acumulacgdo de biosurfactants na interface entre liquido e ar. (Fonte:
PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

Biossurfactantes com grande atividade podem diminuir a tensdo superficial da
agua de 72 a 30 mN/m e a tensdo interfacial entre a agua e n-hexadecano, por exemplo, de 40
a 1 mN/m (DESAI & BANAT, 1997, SOBERON-CHAVEZ & MAIER, 2011). A atividade
dos biotensioactivos dependem da concentracdo dos compostos activos de superficie até que a
concentracdo micelar critica (CMC) seja obtida. Em concentra¢cbes acima da CMC, as
moléculas de biossurfactante associam-se para formar micelas, bicamadas e vesiculas, como

pode ser observado na Figura 2.

i ;;; RIS

N

CMC  concentragdo de Biossurfactante

TENSAO SUPERFICIAL

Figura 2 - Relacéo entre concentracdo de biossurfactante, tenséo superficial e formagéo de micelas. (Fonte:
WHANG et al., 2008).
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Segundo Whang et al. (2008), a formagdo de micelas pelos biosurfactantes
permite reduzir a tensdo superficial e interfacial onde os mesmos estiverem presentes e
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de compostos organicos hidrofébicos. Ja a
formacdo das microemulsdes ndo tem relacdo significativa com a CMC (NGUYEN et al.,
2008). As microemulsdes sdao misturas liquidas claras e estaveis de dominios de agua e 6leo
separados por monocamada ou agregados de biossurfactantes e formam-se quando uma fase
liquida é dispersa como goticulas em outra fase liquida, por exemplo, 6leo disperso em agua
denominada uma microemulsdo direta, ou agua dispersa em Oleo, uma microemulsao
invertida (DESAI & BANAT, 1997).

Outra caracteristica bastante relevante dos biossurfactantes é sua elevada
tolerancia a temperatura, pH e forca idnica, podendo ser utilizados em condicdes drasticas
para esses parametros. Bacillus licheniformis JF-2 excreta um biossurfactante do tipo
lipopeptideo, estavel a temperaturas em torno de 75°C por até 140 horas e pH entre 5,0 e 12,0
(HOROWITZ et al., 1990). A maioria dos biossurfactantes suportam concentragdes em torno
de 10% de NaCl, enquanto uma concentracdao salina de 2 a 3% ¢é suficiente para inativar
surfactantes convencionais.

Dentre diversas aplicacdes dos biossurfactantes (Tabela 2), destacam-se ainda o
uso na area médica, podendo ser citada a surfactina entre os tensoativos mais conhecidos, que
possui varias aplicagdes farmacéuticas como a inibicdo da formacdo de coagulos, a formacéo
de canais ibnicos em membranas, atividade antibacteriana e antifingica, atividade antiviral e
antitumoral, dentre outros (PEYPOUX et al., 1999). A surfactina lipopéptido ciclico,
produzida por linhagens de Bacillus sp., € composta por uma estrutura de anel de sete
aminoacidos ligado a uma cadeia de acido graxo por meio de ligacdo de lactona, possuindo
capacidade de reduzir a tensdo superficial 72-27,9 mN/m, em concentracfes tdo baixas quanto
0,005%A iturina, lipopeptidio, um dos surfactantes também excretados por B. subtilis,
demonstrou atividade antifingica, afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de
leveduras (THIMON et al., 1995). Valraeds-Martine et al. (1996) ao verificarem a inibicdo da
adesdo de bactérias entéricas patogénicas por biossurfactante produzido por Lactobacillus,
sugeriram o desenvolvimento o de agentes anti-adesivos para uso em cateteres visando
diminuir a formag&o de biofilmes.

Em aplicagbes na agricultura, os biossurfactantes sdo muito usados na
hidrofilizacdo de solos argilosos, para obter boa umidade e auxiliar na distribuigdo uniforme
de fertilizantes (NITSCHE et al., 2007). A literatura também reporta a utilizacdo de
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bioemulsificantes na formulacdo de herbicidas e pesticidas, pois 0os compostos ativos dessas
formulacGes sdo, geralmente hidrofébicos, necessitando a adicdo de agentes emulsificantes
para dispersa-los em meio aquoso (ROSENBERG; RON, 1999).

Tabela 2 - Fungbes dos biossurfactantes e suas aplicages.

Funcéo do Biossurfactante

Aplicacdes

Recuperacdo de 6leo residual, reducdo da
viscosidade de 6leos

Bactericida, antifingico e antiviral
Limpeza

Solubilizacao

Emulsificante

Detergente e formadores de espuma

Agente umectante
Lubrificante

Agentes permeabilizadores
Estabilizante

Agente dispersante
Sequestrante de metais

Removedor de ceras de frutas e
vegetais
Ligacdo do asfalto a areia e cascalho

Petrolifera

Farmacéutica

Alimenticia, petrolifera, cosmética e
quimica em geral

Alimenticia, cosmética, farmacéutica,
papel, plasticos e téxtil

Alimenticia, cosmética, petrolifera,
plasticos, curtumes, biorremediagdo
e téxtil

Curtumes, produtos para agricultura,
industria quimica e metallrgica
Téxtil, metallrgica e cosmética
Téxtil e metallrgica

Farmacéutica, téxtil e quimica
Téxtil

Papel e petrolifera

Biorremediacao e tratamento de
Residuos

Alimenticia

Construcao civil

Fonte: SINGH et al., 2007; NITSCHKE & PASTORE, 2002; KOSARIC et al., 1987.

Apesar das inimeras vantagens relatadas em literatura aplicacGes potenciais para

0s biossurfactantes, a sua aplicacdo em larga escala é ainda é bastante limitada, devido a
diversos fatores, destacando-se dentre eles o seu alto custo de producdo. A area de aplicacao
ambiental, é a que estd mais desenvolvida, uma vez que os biossurfactantes aceleram a
degradacdo microbiana de varios 6Oleos, devido a sua capacidade de aumentar a interacao
interfacial agua-6leo e, assim, promovem a biorremediacdo de aguas e solos (BANAT, 1995;
BUGAY, 2009). Em relacdo ao uso ligado a industria petrolifera, os biossurfactantes podem
ser aplicados em recuperacdo avancada de petréleo melhorando a drenagem de 6leo em pogo,
estimulando a liberacdo de Oleo aprisionado por capilares, no molhamento de superficies
solidas, ajudam reduzir a viscosidade do 6leo e petréleo ao ponto de fluidez, reduz a tensdo
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interfacial, dissolvendo o petréleo, dentre diversas outras fungdes. Os biossrfactantes atuam
ainda na como de-emulsificantes de emulsGes de 6leo, solubilizantes de 6leo, redutores da
viscosidade e como agente molhante (SINGH et al., 2007). Silva & Kiperstok (2000), define
preventores de emulsdo ou desemulsificantes como produtos quimicos que, dependendo da
sua afinidade, desemulsificam e desestabilizam as emulsdes de agua em 6leo ou de 6leo em
agua. Nas emulsdes de agua em 0leo, os desemulsificantes agem na superficie das goticulas
de agua, de modo que estas se rompam. Nas emulsdes de éleo em agua, os aditivos devem ser
sollveis na agua e agir na superficie das goticulas do 6leo emulsionado, fazendo com que se

coagulem e se separem da agua.

3.2. Bacillus subtilis e a Producéo de Biossurfactantes

O uso de subprodutos agricolas ou de processamento industrial tem sido uma
alternativa para a producdo de biossurfactantes em escala comercial. O aproveitamento de
residuos industriais e agroindustriais vem sendo incentivado por contribuir para a redugdo da
poluicdo ambiental, bem como por permitir a valorizacdo dos residuos que seriam descartados
(LIMA, 2008). Os processos de producao requerem ainda métodos eficientes de recuperacao
do composto produzido, no entanto, diferentes métodos tém sido usados nos processos de
extracdo, podendo ser citados a ultracentrifugacdo (MUKHERJEE et al., 2006), a ultra-
filtracdo (SEN & SWAMINATHAN, 2005), a precipitacdo com acido ou sal (SEN &
SWAMINATHAN, 2004) e a extracdo por solvente e adsorcdo por cromatografia (DUBEY,
2005). devido ao fato do curto tempo de geracdo dos microrganismos, comparativamente ao
crescimento de animais, plantas e outros, a producdo de biossurfactantes por via
microbioldgica é considerada como a forma mais promissora de se produzir esses compostos
(LANG, 2002).

Vaérios estudos vem sendo realizados sobre a otimizacdo dos meios liquidos para
fermentacao submersa (FS) e condi¢cOes de cultura para obtengdo biossurfactantes produzidos
por cepas do género Bacillus. Para acompanhamento da producgéo de biossurfactantes no meio
de cultura, quando realizado em fermentacdo submersa, €é geralmente seguida
qualitativamente pela determinacdo da tensdo superficial (TS) do sobrenadante do cultivo
livre de células e quantitativamente por técnicas cromatograficas como a CLAE para a analise

de lipopeptideos (SANTQOS, 2001).
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Cepas de Bacillus tém sido indicadas pela producdo do biossurfactante
denominado surfactina, o qual consiste de um lipopeptidio ciclico consistindo de um acido
graxo de 14 a 15 carbonos ligado a um peptidio com 7 residuos de aminoacidos (COLLA &
COSTA, 2003). Fox e Bala (2000) utilizando um meio rico em amido, simulando os residuos
de industrias de processamento de batatas obtiveram elevados rendimentos de producdo de
biossurfactante por Bacillus subtilis. Os resultados demonstraram que o microrganismo foi
capaz de degradar substratos para a producdo do biossurfactante, apresentando reducdo na
tensdo superficial de 71,3+0,1 para 28,3+0,3 mN/m no meio formulado, e reducdo para
27,5+0,3 mN/m em um meio contendo amido comercial e sais minerais. Kim et al. (1997) ao
avaliar a producgdo de um biossurfactante por Bacillus subtilis C9 utilizando como fontes de
carbono a glicose, 6leo de soja ou n-hexadecano, obteve elevado rendimento de producdo com
glicose como fonte de carbono, enquanto a utilizacdo de hidrocarbonetos como substrato
inibiu a producdo do biossurfactante. A producdo de biossurfactantes por Bacillus sp.
provavelmente ocorre devido a mecanismos de protecdo da célula ao ataque de outros
microrganismos (COLLA & COSTA, 2003). A surfactina é considerada como um CLPBS
(cyclic lipopeptide biosurfactants) e possui diversas atividades biolégicas, podendo destacar
sua fungdo antibacteriana e antiviral e ainda seu potencial na estimulagdo da atividade dos
macréfagos (VOLLENBROICH et al., 1997).

Al-Ajlani et al. (2007) ao avaliarem a producéo de surfactina de Bacillus subtilis
MZ-7 cultivadas em meio comercial obtiveram um rendimento de 300 mg/L utilizando
sacarose como fonte de carbono e adicionando ferro ao meio de cultivo. Resultados
semelhantes foram obtidos no presente estudo, o microrganismo ICA56 chegou a produzir
329,14 + 0,00 mg/L em meio mineral adicionado de solucdo de micronutrientes proposto por
Moéran et al. (2000). WEI et al. (2007) ao realizarem estudo usando métodos de desenho
experimental Taguchi para otimizar a composicdo do elemento de traco para uma maior
producédo de surfactina por Bacillus subtilis ATCC 21332, avaliou a influéncia de elementos-
traco para producgdo da surfactina obtendo um rendimento de 3,34 g/L com a adigédo de 40
mmol/L de Mg*? e 10 mmol/L de K*.

21



Capitulo 3: Revisdo Bibliografica

3.2.1. Linhagens de Bacillus sp. Isoladas de Solos de Manguezais do Ceara

Microrganismos produtores de biossurfactantes tém sido isolados de varios
ambientes, como solo, agua do mar, sedimentos marinhos, estacGes depuradoras de tratamento
de aguas residuais, entre outros. Bodour et al. (2003) relatou a presenca de microrganismos
produtores de biossurfactantes em solos, e vereficou que pelo menos um microrganismo
produtor foi encontrado em 20 dos 21 tipos de solo estudados, dentre eles os solos ndo-
contaminados, solos contaminados com hidrocarbonetos, solos contaminados com metais ou
contaminados com metais e hidrocarbonetos.

Devido ao fato de encontrar relatos na literatura de uma vasta gama de
microrganismos promissores na producdo de biossurfactantes isolados de vérios ambientes, o
presente estudo utilizou cepas isoladas isolada de uma estacdo de tratamento de esgoto do
campus do Pici (Universidade Federal do Ceard - UFC) e posteriormente investiu-se mais
estudos em cepas isoladas de solo de manguezais do Ceara, Brasil. Todas as linhagens
estudadas pertencem a colecdo de bactérias do Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Cearad. Barreto (2011) e Lima (2013) isolaram e estudaram diversas cepas isoladas de
manguezais do Ceara, como a prospec¢do ambiental de microrganismos e genes envolvidos
com a producdo de biossurfactantes e a frequéncia de bactérias produtoras de biossurfactantes
lipopeptideos em sedimentos de manguezais do Ceard, respectivamente. Constataram que 0S
solos de manguezais representam ricas fontes de microrganismos produtores de tensoativos,
0s quais podem pertencer a classes ja conhecidas ou novas classes dessas biomoléculas. Lima
(2013), ao realizar o "estudo da frequéncia de isolados bacterianos produtores de surfactantes
lipopeptideos em sedimentos de dois manguezais do Ceara" obteve 200 isolados, destacando
65 deles pela producdo de biossurfactantes, dos quais 18 sdo produtores de surfactina. Os
resultados promissores obtidos pelos autores, levaram a busca de realizar mais avangos com

algumas das cepas relatadas.
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3.3. Metodologias Utilizadas para Caracterizacdo de Substancias
Desconhecidas

3.3.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que tem sido usada ha mais de
10 anos na identificacdo de substancias desconhecidas. A tecnologia FTIR permite uma rapida
avaliacdo e identificacdo de uma grande variedade de produtos quimicos. Uma das grandes
vantagens desta técnica é a possibilidade de analisar amostras em praticamente qualquer
estado fisico. A introducdo de espectrometros de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) melhorou drasticamente a qualidade dos espectros no infravermelho e minimizou o
tempo necessario para obtencao de dados (STUART, 2004).

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético entre as regides do visivel e microondas. A por¢do de maior utilidade na
analise e identificacdo de materiais esté situada entre 4000 cm™ e 400 cm™ (2,5 pum e 25 pum),
denominado infravermelho médio.

Segundo Alves (2009) nesse sistema (FTIR), a radiacdo de uma fonte
monocromatica hipotética é dividida em dois feixes, cada um correspondendo idealmente a
50% do original, no "beamsplitter” (divisor de feixe). Um dos feixes (A) segue em direcdo ao
espelho de posicdo fixa no qual reflete de volta para o "beamsplitter”, onde parte deste feixe
reflete de volta para a fonte e parte vai para o detector. O outro feixe (B) parte do
"beamsplitter" em direcdo ao espelho movel. O espelho mével também reflete o feixe B, parte
de volta para a fonte e parte para o detector. Se a posicado do espelho movel é tal que o feixe B
percorre a mesma distancia que o feixe A antes de chegar ao detector (6=ni, onde n=0,1,2,...),
entdo os dois feixes estdo em fase, reforcando um ao outro (interferéncia construtiva) e, neste
caso, a energia que chega ao detector sera maxima. Por outro lado, se a posi¢do do espelho
mavel for tal que o caminho do feixe B seja diferente daquele do feixe A por (n+1)A/2, entdo
os dois feixes estardo 90° fora de fase, cancelando um ao outro. A energia que chega no
detector, nesse caso, sera minima.

A espectroscopia FTIR é uma variacdo da espectroscopia IR, a qual propicia
vantagens como maior rapidez, alta reprodutibilidade e alta razdo sinal/ruido. De tal maneira,
constitui-se uma analise ndo destrutiva (ZENG et al., 2007; SKORNYAKOV et al., 2008).
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Para seu funcionamento, utiliza-se de um feixe infravermelho que atravessa a amostra e
detecta seus grupos funcionais expressos em vibragdes moleculares, os quais refletem

caracteristicas quimicas e bioquimicas da substancia analisada.

3.3.2. Espectrometria de Massa (Mass Spectrometry, MS)

A espectrometria de massa (Mass Spectrometry, MS) é uma técnica microanalitica
utilizada para obter informacao do peso molecular e de caracteristicas estruturais das amostras
que se deseja avaliar. E considerada uma das mais importantes ferramentas analiticas
disponiveis aos cientistas, capaz de fornecer diversas informacdes sobre a composicdo
elementar de amostras, a estrutura molecular, a composicdo qualitativa e quantitativa de
misturas complexas, a estrutura e a composicdo de superficies solidas e as proporcdes
isotopicas de &tomos em amostras (Espectrometria de Massa, 2013). Em termos praticos, a
deteccdo por espectrometria de massa pode ser efetuada em dois modos distintos: varrimento
total, em que sdo monitorizados todos os ions fragmentos formados e modo de ions pré
selecionados (Selected lon Recording - SIR ou Selected lon Monitoring - SIM, designacgéo do
fabricante) em que apenas sdo monitorizados 0s ions previamente considerados como sendo
de interesse para a caracterizacdo (BORGES, 2007). Operacdes com detector de massas em
modo SIR proporciona excelente sensibilidade com uma elevada especificidade,

possibilitando inclusive, analise quantitativa.

3.4. Toxicidade e Biodegradabilidade e Tensoativos e Biotensoativos

3.4.1. Toxicidade de Tensoativos e Biotensoativos em Organismos Aquaticos

A toxicidade aquética de produtos tensoativos se estuda basicamente através de
dois tipos de ensaio a saber: toxicidade aguda e toxicidade cronica.

No ensaio de toxicidade cronica determina-se a concentracdo de uma substancia
potencialmente toxica, que causa algum efeito adverso ap6s exposicdo durante um longo

periodo ou ao longo da vida ou ciclo biolégico de uma determinada espécie. No referido
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ensaio, observa-se a mortalidade produzida, inibicdo do crescimento, perda de peso,
deformacdes, efeitos sobre a reproducdo, dentre outros. Tais ensaios sdo realizandos
utilizando como organismos de prova, peixes, microcrustaceos e algas.

A avaliacdo da toxicidade aguda é feita através das correlaces entre sucessivas
doses do composto téxico e o efeito adverso produzido. As medidas geralmente empregadas
sdo de ECsp e LCso, definidas como a concentracdo do produto que inativa ou causa
mortalidade, respectivamente, de 50% dos organismos submetidos a prova.

Sabe-se que existem poucos dados disponiveis na literatura sobre a toxicidade dos
agentes de superficie microbianas. Devido ao fato de uma legislagdo ambiental cada vez mais
restritiva, testes de biodegradabilidade e toxicidade em organismos aquaticos tém sido cada
vez mais usados como critérios importantes na selecdo de tensoativos a serem empregados em
detergentes domésticos e industriais (MADSEN et al., 1996).

A extensa producdo e utilizacdo de hidrocarbonetos resultou numa alarmante
contaminagdo ambiental por esses produtos quimicos. Devido a sua toxicidade, ha forte
influéncia negativa sobre 0s organismos vivos, portanto € importante limpar os locais
poluidos e para isso cada dia mais pesquisas buscam a aplicacdo de biossurfactantes.

A indGstria mundial vém descarregando uma ampla gama de surfactantes ou
agentes de superficie, dejetos de suas instalacbes de tratamento de aguas residuais. Uma vez
utilizado, o surfactante entra nos corpos de agua, onde podem causar sérios problemas se
permanecerem ali por muito tempo, levando ao acumulo de substancias potencialmente
toxicas e prejudiciais, causando sérios problemas ambientais (DESCHENES et al., 1996;
ABD-ALLAH, 1995; REBELLO et al., 2014). Os surfactantes sdo ubiquos e nos efluentes
ndo tratados, determinadas classes de surfactantes podem estar presentes em concentragdes
suficientes para constituir problemas de toxicidade para os organismos aquaticos (ANKLEY
& BURKHARD, 1992), até mesmo entre 0,4 e 40 mg/L (ABEL, 1974). Existe uma extensa
pesquisa sobre a toxicidade de surfactantes comerciais (LEWIS, 1991; SCHWEIGERT et al.,
2000; CHATURVEDI & KUMAR, 2010), no entanto, a avaliacdo do perfil de poluicdo de
surfactantes € relevante. Rebello et al. (2014) relata varias pesquisas sobre a toxicidade e
biodegradacéo e eliminag&o segura dos surfactantes anionicos, sendo mais comumente usados
e explorados o dodecilsulfato de sddio (SDS) e alquil linear benzeno sulfonato (LAS). E de
suma importancia obter informacOes sobre a via metabdlica e mecanismo molecular de
degradacdo de surfactante, bem como métodos e alternativas para combater o problema da

contaminagdo com surfactantes. Como sabe-se que 0s surfactantes sintéticos sdo bem mais
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agresssivos que os biotensoativos produzidos por microrganismos, intensifica-se a pertinéncia
e utilidade de biossurfactantes como uma alternativa para detergentes sintéticos atuais
(Rebello et al., 2014). Em linhas gerais, as concentracfes de detergentes em aguas residuais
oscilam entre 1,0 e 20,0 mg/L enquanto em aguas superficiais estd em torno de 0,5 mg/L. O
sabor na agua com a presenca de tensoativos se detecta a partir de 0,2 mg/L e a formacao de
espumas a partir de 0,3 mg/L. A presenca de concentracdes de 2,5 mg/L em agua afetam o
crescimento de plantas e concentracdes entre 5,0 e 6,0 mg/L sdo toxicas para algas e peixes
em geral (MARTIN, 1995). Esses dados sdo informados para uma ampla gama de tensoativos
sintéticos.

Sandrin et al. (2000), relataram que 0s biossurfactantes também sdo Uteis na
biorremediagdo de locais contaminados com metais pesados tdxicos. Os autores aportam que
o ramnolipideo produzido por P. aeruginosa é capaz de complexar metais catidbnicos como
cadmio (Cd®*), chumbo (Pb*) e zinco (Zn**) e demonstraram ainda que o ramnolipideo
eliminou a toxicidade do cadmio, quando adicionado em uma concentracdo 10 vezes superior
a concentracao do metal.

Silva (2012), ao estudar sobre residuos industriais como substratos alternativos
para a producdo de biossurfactantes para remocdo na aplicacdo de poluentes ambientais
gerados pela industria do petrdleo utilizando Pseudomonas cepacea CCT6659, avaliou a
toxicidade do biosurfactante produzido frente a um microcrustaceo e a sementes de vegetais.
Nos testes realizados com o biossurfactante bruto observou auséncia de toxicidade frente ao
microrganismo Artemia salina e a duas espécies de repolho Brassica oleracea.

Daphnia magna € uma espécie de Daphnia do género de crustaceos da ordem
Cladocera, também chamada de “"pulga d'agua” ou "dafnia", nativo do norte e oeste da
América do Norte, Eurésia e algumas regides da Africa. O uso de Daphnia magna para testes
de ecotoxicidade € vantajosa em varios aspectos. Dafinideos sdo pequenos, atingindo uma
dimensdo de cinco milimetros, de modo que um grande nimero pode ser criado num pequeno

espaco. A Figura 3 apresenta um tipo de Daphnia e suas respectivas caracteristicas.
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Daphnia magna Classificagdo cientifica
Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustaceos
Classe Branchiopoda
Ordem Cladocera
Familia Daphniidae

Género Daphnia
Espécie D. magna

Nome binomial
Daphnia magna - fémea adulta Daphnia magna

Figura 3 - Foto de Daphnia magna e sua classificacdo cientifica. (Fonte: Daphnia magna, Straus, 1820;
Taxonomic Serial No.: 83884)

Testes com Daphnia magna e nematdides sdo usados para avaliar 0o impacto
toxico de hidrocarbonetos em agua antes e depois de um processo de mediacdo Biore
(DIAMANTINO et al., 2000). Daphnia é um género fundamental em corpos de &gua doce,
pois sdo animais herbivoros eficazes sobre o fitoplancton e ¢ um alimento favorito de
vertebrados e invertebrados predadores. A espécie Daphnia magna é amplamente utilizada
como um organismo de teste em provas de toxicidade aguda e cronica no campo da
ecotoxicologia. Além disso, é sensivel a muitos produtos quimicos téxicos (SARMA et al.,
2003; MOLINA-BARAHONA et al., 2005).

Sanchez-Leal (1995) relata que a toxicidade que 0s tensoativos apresentam em
aguas limpas é maior que em aguas contaminadas, devido a adsor¢do dos tensoativos sobre a
matéria organica em suspensdo, reduzindo a quantidade de tensoativo na dissolucdo. O autor
relata ainda que a toxicidade dos tensoativos deve-se fundamentalmente, a desestruturagao
que produzem nas membranas celulares, provocando um choque osmético e alteracdes de
permeabilidade das células. A maioria dos tensoativos apresentam-se mais toxicos para
espécies que possuem maior organizacdo biolégica, como peixes e menos téxicos para as
Daphnias. Ruiz (2010) observou em seus estudos que Daphnia magna apresentou
sensibilidade inferior a bactérias luminiscentes Vibrio fischeri, com ICsy entre 3,48 e 383,44
mg/L. Outro fator relatado na literatura é que a toxicidade também esté relacionada a estrutura
quimica do tensoativo, onde os valores de toxicidade sdo maiores para 0s tensoativos que
possuem cadeia carbonada de maior longitude e de menor grau de etoxilacéo.

Poucos trabalhos estdo disponiveis na literatura envolvendo pesquisas de
toxicidade com algas. Os testes de toxicidade envolvendo algas sob diferentes condicdes

fisicas, quimicas e bioldgicas, precisam ser melhorados, com métodos mais sensiveis, de
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baixo custo e ecologicamente realistas. Amostras da agua da bacia da Pampulha, Belo
Horizonte, MG, foram avaliadas frente a alga Selenastrum capricornutum com testes de 96 h
de exposicao; os estudos realizados pelo Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada da
Escola de Engenharia de S&o Carlos - USP mostraram feito de inibi¢cdo do crescimento da
biomassa em relacdo ao controle, indicando toxicidade da dgua a esta espécie em todos 0s
pontos de amostragem (principais tributarios da lagoa da Pampulha, responsaveis pela entrada
de efluentes industriais, e na propria lagoa). Apenas um dos pontos de amostragem, préximo
ao aterro sanitario de BH apresentou toxicidade aguda para Daphnia similis (organismo
também utilizado como bioindicador), com 100% de mortalidade (RIETZLER et al., 1998).

Normalmente, as concentragdes de tensoativo presentes no meio, sdo abaixo da
CMC. Para o biossurfactante produzido por ICA56, a de 1Csp encontrada foi trés vezes o valor
da CMC, com concentracdo de 65,03 mg/L, portanto pode-se considerar seu uso seguro, uma
vez que ndo serdo aplicados valores maiores que a CMC. Para a saponina, tensoativo
comercial testado, a concentracdo encontrada de 1Cso foi 36,92 mg/L. Paixéo et al. (2002) ao
avaliarem a toxicidade aguda do DSS para a microalga Tetraselmis chuii, durante 96 horas de
exposicdo, obtiveram valores médios de Clsg, encontrados através do percentual de inibicéo
do crescimento das microalgas foram de 11,21 mg/L a 21,87 mg/L. A Clsy é definida como a
concentracdo inibitoria a 50% de organismos-teste, utilizada para a analise de ensaios com
medidas de dados continuos, assim como a reproducdo. Ruiz (2010), ao avaliar a toxicidade
de uma gama de tensoativos quimicos do tipo &cidos alquil éter carboxilicos em microalgas
do tipo Selenastrum capricornutum, obteve concentraces de ECsy para AKYPO RLM-25,
AKYPO RLM-100, AKYPO LF1 e AKYPO LF2 de 7,08 mg/L, 26,01 mg/L, 76,42 mg/L e
76,26 mg/L respectivamente enquanto para AKYPO LF4 e AKYPO LF6 encontrou valores de
ECso de 331,89 mg/L e 750 mg/L, respectivamente.

Vibrio fischeri sdo géneros de bactérias heterotréficas gram-negativas encontradas
em &guas temperadas e subtropicais. Sua luminescéncia é utilizada como recurso para estudar
a toxicidade de ambientes aquéaticos. A bioluminescéncia de V. fischeri é causada por cinco
genes, luxCDABE, que sdo regulados por luxR e luxl. A emissédo de luz ocorre a partir da
oxidacdo de compostos organicos. As diferencas na quantidade de luz produzida pode,
portanto, ser correlacionada com o metabolismo de organismos. A reducdo da luz emitida é
proporcional a toxicidade da amostra testada.

A realizacdo de estudos ecotoxicoldégicos € de extrema importancia para

monitorar, avaliar e compreender a extensdo dos impactos ocasionados pela contaminacdo da
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agua, bem como possibilitar a criacdo de legislacdes e gerar informacdes para os setores
responsaveis pela satde publica e pelo ambiente, auxiliando na criacdo de politicas ambientais
que possam garantir maior protecdo ao meio ambiente (BARROS e DAVINO, 2003;
BRIGANTE e ESPINDOLA, 2003). Ao estudar a toxicidade de um meio através da
Ecotoxicologia, recomenda-se que se utilize mais de um organismo-teste adequado para as
amostras coletadas, uma vez que a resposta de um Unico tipo de organismo pode diferir de
outro, sobretudo quando a natureza da substancia-teste é ndo é conhecida (ARAGAO &
ARAUJO, 2006). Testes ecotoxicoldgicos vém sendo desenvolvidos a fim de disponibilizar
metodologias mais adequadas aos mais diversos meios, como é o caso de Hyalella azteca e
Vibrio fischeri para sedimentos, se aprofundando no entendimento dos efeitos diretos ou
indiretos de substancias quimicas para organismos-teste (HWANG et al., 2009).

A Figura 4 apresenta amostras de col6nias de Vibrio fischeri em uma placa de
agar sob luz normal (a esquerda) e no escuro (a direita), o que demonstra a producdo de

bioluminescéncia.

Figura 4 - Amostras de coldnias de Vibrio fischeri em uma placa de agar sob luz normal (a esquerda) e no
escuro (a direita). (Fonte: Vibrio fischeri <http://www.ou.edu/cas/botany-micro/faculty/dunn.htmi>)

Vérios autores relatam que bactérias Vibrio fischeri apresentam-se mais sensiveis
aos efeitos toxicos dos derivados de &cidos aquil éter carboxilicos, como ocorre também para
0 tensoativo anidnico mais conhecido, o dodecil sufato sédio (MARIANI, 2006 apoud RUIZ,
2010). Para Vibrio fischeri, Ruiz (2010) obteve valores de toxicidade de ECs, entre 0,354 e
211,05 mg/L. No presente estudo, para os testes de toxicidade com o biossurfactante
produzido por ICA56 obteve-se resultados em relacdo a toxicidade para Vibrio fischeri,
concentracfes de ECy £ 176,76 mg/L e ECso + 912,35 mg/L apds 15 minutos de exposicdo

ao toxico, enquanto para 30 minutos de exposicdo obteve-se ECy + 159,42 mg/L e ECsp £
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848,19 mg/L. Para saponina obteve-se ECy + 176,31 mlg/L e ECsy *+ 652,68 mg/L ap6s 15
minutos de exposicdo e para 30 minutos os resultados obtidos foram ECy + 218,32 mg/L e
ECso £ 578,38 mg/L. Com isso, verificou-se que o biossurfactante produzido para causar
morte de 50% dessa espécie necessita de quase 1,0 g/L, correspondente a 50 vezes sua CMC.

3.4.2. Biodegradabilidade de Tensoativos e Biotensoativos

Ao contrario de surfactantes sintéticos, 0s compostos produzidos por
microrganismos, sdo facilmente degradados, tornando-os adequados para aplicacOes
ambientais, tais como biorremediacdo e dispersdo de derramamentos de petréleo, dentre
outros MULLIGAN, 2005; MOHAN et al., 2006). Os biossurfactantes sdo facilmente
degradados na agua e no solo, tornando-os adequados na biorremediacdo e tratamento de
residuos.

Diversos fendmenos indesejados em aguas residuais estdo interligados com a
presenca de tensoativos. Esses contaminantes tem uma acgdo destrutiva sobre a fauna e a flora
quando presente em aguas superficiais provocando sua eutrofizacdo (CARA, 2012). Elevadas
porcentagens de desses compostos sdo eliminados mediante processos de biodegradagédo e
adsorcdo de sélidos em suspensdo presentes nas aguas, uma vez que os metabolitos gerados
séo dispersados em diferentes compartimentos ambientais (YING, 2006; CARA, 2012).

A biodegradacdo é o principal mecanismo de eliminagdo de compostos organicos
no meio ambiente. O conhecimento da biodegradabilidade e toxicidade é uma necessidade
para sua aplicacdo em formulacdes.

A biodegradacéo ¢ influenciada por diversos fatores, dentre eles a CMC. Neste
caso, 0 tensoativo com menor CMC apresenta maior biodegradabilidade, o que pode estar
relacionado com a baixa presenca do tensoativo livre, o qual tem um efeito inibitério no meio
(JURADO, 2007 apoud RUIZ, 2010).

O crescimento do uso de surfactantes em processos de remediacdo de aguas e de
solos contaminados com poluentes organicos hidrofébicos tem sido bastante limitado por falta
de conhecimento sobre o destino desses compostos no ambiente, a biodegradacdo das
moléculas e dos metabdlitos intermediérios, e ainda sobre a toxicidade quando aplicados in
situ (HAIGH, 1996; FAVA & DI GIOIA et al., 2004).
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A maioria dos surfactantes podem ser degradados por microrganismos. No
entanto, a degradacdo de alguns surfactantes sintéticos por atividade microbiana pode levar a
geracdo de metabdlitos toxicos (VAN GINKEL et al., 1996).

Em andlises comparativas descritas na literatura, os tensoativos biol6gicos
geralmente apresentam toxicidade inferior a apresentada por tensoativos sintéticos
(MULLIGAN, 2005). uma das principais caracteristicas que levam os biossurfactantes a
estimularem a decomposicdo bacteriana de substancias organicas hidrofébicas é sua baixa
toxicidade frente a bactérias e outros organismos unicelulares (MORAN et al., 2000). A
degradacdo bioldgica de surfactantes € o mais importante mecanismo para a remocao
irreversivel destas substancias de ambientes aquaticos e terrestres e, por isso, a
biodegradabilidade é considerada como uma caracteristica importante em processo de

avaliagdo quanto ao risco ambiental associado ao seu uso (LIMA, 2008).
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4.1. Avaliagdo da Producdo de Biossurfactantes por Bacillus subtilis
LAMI005 e Caracterizacdo do Produto Obtido

4.1.1. Matérias-primas para Ensaios com Residuo Agroindustrial

O caju foi processado na Embrapa Agroindustria Tropical na Universidade
Federal do Ceara, de acordo com algumas etapas da metodologia de Melo et al. (2000). Os
frutos foram pré-selecionados, para retirar folhas, frutos estragados e outras sujeiras presentes
e, em seguida, lavados em tanques com agua clorada (10 ppm) e corrente (de preferéncia). O
suco foi extraido em prensas do tipo expeller, um parafuso sem fim, forcando o suco para uma
tela de ago inoxidavel perfurada e com abertura de 0,5mm aproximadamente. O suco extraido
foi colocado em um recipiente de aco inoxidavel para o processo de clarificacdo, onde se
adicionou uma solucdo de gelatina (10%), agitando lentamente, até o suco flocular. Vale
salientar que a dosagem da gelatina pode variar, de acordo com as caracteristicas do caju
(matéria-prima). Apds a clarificacdo, o suco foi deixado em repouso por um periodo de
quinze minutos a meia hora, para completa sedimentagdo separando-se a polpa por gravidade.
Finalmente, o suco clarificado foi filtrado para remocdo da turbidez proveniente de
precipitados, e distribuido em bombonas plasticas de 5 litros para armazenagem e mantido a -
10°C, sem adicdo de conservantes.

4.1.2. Microrganismos

Utilizou-se cepas de Bacilus subtilis LAMIO005 isolada de um tanque de cloragéo da
Estacdo de Tratamento de Esgoto do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara ETE-PICI
(Giro et al., 2009; Oliveira et al., 2013), uma bactéria produtora de biossurfactante
selecionada em trabalhos anteriores do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos
Biotecnoldgicos — GPBio. Todas as linhagens pertencem a colecdo de bactérias do
Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara. Para manutencdo dos microrganismos utilizou-se
meio APGE composto por: peptona 5,0 g.L™, glicose 5,0 g.L ™, extrato de levedura 2,5 g.L" e

4gar 15,0 g.L™, esterilizado a 121°C por 30 minutos, distribuido em placas de petri e tubos
33



Capitulo 4: Materiais e Métodos

rosqueados estéreis em capela microbiolégica e, em seguida, incubados em estufa
bacterioldgica a 30°C por 24 horas. A cultura é mantida sob refrigeracdo a 4°C e repicada a
cada 60 dias.

4.1.3. In6culo

O indculo foi preparado em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo
nutritivo, composto de suco de caju clarificado com concentracdo de £ 20 g/L de ART
(Acucares Redutores Totais) e adicdo de 1,0 g/L de sulfato de amdnio ((NH,4).SO,) ajustando-
se 0 pH para 7,0. O meio foi esterilizado a 110°C por 10 minutos. Trés col6nias de cultura de
Bacillus subtilis LAMIOO05 previamente incubadas em estufa bacterioldgica a 30°C por 24
horas, em placas petri contendo meio APGE, foram transferidas para o caldo nutritivo e
incubadas em agitador rotatorio (Shaker Tecnal TE-480) por 24 horas, a 30°C, 180 rpm. Apds
24 horas, a concentracdo do indculo foi ajustada para uma faixa entre 0,1 — 0,2 em
espectrofotébmetro a 600 nm com um meio de cultivo previamente esterilizado de mesma

composicdo do indculo para propagacdo do mesmo.

4.1.4. Meios de Cultivo e Producdo em Agitador Rotatorio de Bancada

Utilizou-se como meio de cultivo para producdo de biossurfactante com Bacilllus
subtilis LAMI005 suco de caju clarificado com concentracdo de + 20,0 g.L™" de aclcares
redutores totais (ART) com fonte de carbono. Essa concentracdo € obtida mediante diluicdo,
partindo de uma concentracéo conhecida de glicose encontrada no suco estocado previamente
analisado em HPLC. Como fonte de nitrogénio utilizou-se sulfato de amdnio ((NH4).SO,) e
posteriormente comparou-se com nitrato de amonio (NH4NO3).

Os meios de cultivo foram distribuidos em erlenmeyers com capacidade de 250
ml, contendo 50 mL de volume final para realizag&o dos ensaios. Ajustou-se o pH do meio de
cultivo a ser fermentado para 7,0 e esterilizou-se a 110°C por 10 minutos para ndo

caramelizacdo dos acuUcares. Em testes para avaliacdo da influéncia do pH, ajustou-se para o
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pH desejado (5,0; 6,0; 7,0 e 8,0). Adicionou-se aos meios de cultivo 10% (v/v) de inéculo

com absorbancia previamente ajustada a 600 nm para uma faixa de 0,1 - 0,2.

4.1.5. Concentracido de Biomassa

Acompanhou-se a concentracdo de biomassa pela medi¢do da densidade Gptica
(D.O) a 600 nm, em espectrofotdmetro (Genesys, série 20). A curva de crescimento celular
foi determinada por peso seco obtido por filtracdo utilizando membrana (éster de celulose -
Millipore) com diametro de poro de 0,45 um, previamente pesada. Neste procedimento, filtra-
se uma amostra de 5 mL do meio fermentado sob vécuo, lava-se trés vezes com 0 mesmo
volume de agua destilada para remover completamente qualquer residuo dos componentes do
meio, coloca-se em estufa a 60°C até que se obtenha peso constante, segundo metodologia de
Reis et al. (2004), com pequenas modificacdes. Em seguida, sdo feitas diluicbes do meio de
cultivo do qual se retira o volume para obtencdo de massa seca, para entdo se obter a curva de

calibragéo da concentragdo de biomassa.

4.1.6. Acompanhamento da Producdo de Biossurfactante por Bacilllus subtilis LAMI005

Dois métodos indiretos foram utilizados para acompanhar a producdo do
biossurfactante, a determinacdo da tensdo superficial e determinacdo do indice de
emulsificacdo. Os resultados desses métodos sao indicativos de producdo. A concentracao de
surfactina e consumo de substrato por linhagens de Bacillus foi determinada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

4.1.6.1. Determinagéo da Tenséo Superficial

Para avaliagdo da producdo de biossurfactantes foi realizado medidas de tenséo
superficial do caldo livre de células, a 25°C, segundo o método de anel de Du Noily,

utilizando um tensiémetro Kriss, modelo K6 (COSTA et al., 2006). O equipamento foi
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previamente calibrado com agua destilada na mesma temperatura. Utilizou-se 30 mL de
sobrenadante livre de células para cada amostra analisada. As andlises foram realizadas em

triplicata. A reducédo da tensdo superficial foi calculada utilizando a Equacao 1:

Reducdo da Tensé&o Superficial :M*mo Equacéo 1

t=Bco

onde TSi=gco € a tensdo do meio utilizado como branco, onde ndo foi colocado indculo e TS

refere-se a amostra dos intervalos de tempo analisadas.

4.1.6.2. Determinac&o do Indice de Emulsificagio

Outro método indireto aplicado indicativo de producdo de biossurfactantes é a
determinacdo do indice de emulsificacdo. O meio fermentado livre de células, retirados no
periodo da fermentacdo foram testados quanto ao indice de emulsificacdo. O método consiste
em colocar uma aliquota de amostra de meio contendo o biotensoativo em tubo de ensaio,
com fundo chato, adicionando o mesmo volume de diferentes fontes hidrofébicas como dleo
de soja, querosene e n-hexadecano. Agitou-se em vortex por dois minutos, em alta rotacédo
deixando a emulsdo em repouso por 24 horas (COOPER e GOLDENBERG, 1987;
MAKKAR e CAMEOTRA, 1997). Os testes foram conduzidos em duplicata. Ap6s 24 horas,
calculou-se o indice de emulsificacdo através da razao entre a altura da regido emulsificada e

altura total, de acordo com a Equacéo 2, proposta por WEI et al., 2005.

IE,, (%) = I_r‘ixloo Equacéo 2

TOTAL

Onde Hege a altura da fase emulsionada e HrotaL @ altura total da solucdo.

4.1.7. Extracdo de Biossurfactantes

Para extracdo de biossurfactantes, o caldo fermentado foi centrifugado a 10.000 g

por 20 minutos para separacdao da biomassa. Antes da remocao de células, verificou-se o pH,
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ajustando-o a 7,0. Para extracdo e posterior quantificacdo do biossurfactantes produzido,
ajustou-se o pH de 20 mL do sobrenadante livre de células para 2,0 com HCI 3N. O meio
acidificado foi deixado em repouso overnight a 4°C para formacdo do precipitado. Apos esse
periodo, centrifugou-se a 10.000 g por 20 minutos, para recuperacdo do bioproduto
produzido. Ressuspendeu-se o precipitado rico em biossurfactante, em 8,0 mL de &gua
deionizada ajustando-se o pH para 8,0 para completa diluicdo do precipitado . Posteriormente
adicionou-se 0 mesmo volume de cloreto de metileno para realizar uma extracdo liquido-
liquido. Agitou-se a solucdo por 5 minutos, deixou-se em repouso por uma hora para
separacdo do produto recolhendo em seguida em Becker de 100 mL. O procedimento foi
repetido trés vezes para melhor recuperacdo do produto. O solvente foi evaporado em capela
quimica e o bioproduto foi posteriormente ressupendido em metanol para quantificacdo e
HPLC. A Figura 5 ilustra o processo de extracdo liquido-liquido da surfactina produzida para
posterior quantificacao.

[ o [ =
N ~ N ~ ~ F—
)
Meio Livre Precipitado ina dilui
; 10000 g PIte = Surfactina diluida
de células 10°C ressuspendido em +8,0mL | = de metanol
pH2,0 15 min H,O MiliQ pH 8,0  diclorometano =
Overnight a 4 °C Agita 05 min
01 h repouso
3 vezes

Figura 5 — Extracgdo liquido-liquido do biossurfactante . Fonte: OLIVEIRA (2010).

4.1.8. Determinacdo da Concentracdo de Surfactina

Determinou-se a concentracdo de surfactina por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), acoplado com detector UV e equipado com a coluna de fase reversa
Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, Irlanda). Utilizou-se fase mével composta por
20% de solucdo de acido trifluoracético (3,8 mM) e 80% de acetonitrila na vazdo de 1
mL.min™ a 30°C. A surfactina foi identificada usando detector UV, modelo 2487 (Waters) a

205 nm. A Figura 6 mostra a seqliéncia do preparo da amostra para quantificagdo em HPLC.
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Figura 6 — Determinagdo da concentracdo de surfactina. Fonte: OLIVEIRA, 2010.

4.1.9. Determinacdo da Concentracéo de Substrato

Determinou-se a concentracdo de glicose e frutose (aglcares redutores totais —
ART) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em cromatografo Waters
(Modelo 2414) acoplado a detector de indice de refracdo (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 utilizando como
fase movel 0,1 % de HsPO4 em H,0 MiliQ, na vazdo de 0,5 mL.min™. O volume de injecio

das amostras foi de 10 puL e o tempo de andlise foi de 20 minutos, em duplicata.

4.1.10. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos a partir de
amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr), utilizando um espectrémetro
modelo FTLA 2000 - A ABB, com janela espectral de 400 a 4000cm™.

4.2. Screening de Cepas Produtoras de Biossurfactantes Isoladas de Solos de
Manguezais do Estado do Ceara (Brasil)
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4.2.1. Microrganismos Testados

Para avaliacdo da producdo de biossurfactantes selecionaram-se 5 cepas
pertencentes a colecdo de bactérias do Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As cepas
de Bacillus sp. isoladas de solos de manguezais, foram identificadas pelo LABIOTECH como
Jag248 e Jag249, ICA12, ICA24 e ICA56, isoladas de solos do Rio Jaguaribe (Jag) e Icapui
(ICA) respectivamente. Para manutencdo dos microrganismos utilizou-se 0 mesmo

procedimento descrito em 4.1.2.

4.2.2. Inoculo

Para os testes com as cepas isoladas de solos de manguezais foram testados
diferentes tipos de inoculo a fim de otimizar a producdo. O in6culo foi preparado em
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo nutritivo, com composicado de acordo com
0s meios de cultivo a serem utilizados, mantendo a concentracdo fonte de carbono e fonte de
nitrogénio. Ao utilizar de suco de caju clarificado, a concentracdo da fonte carbono foi de +
20 g/L de ART (Acgucares Redutores Totais - glicose e frutose), no caso da utilizacdo de
glicose padrdo analitico (P.A) a concentracdo foi de 10 g/L, sempre com adicdo de 1,0 g/L de
sulfato de amonio ((NH,4)>SO,4) como fonte de carbono ajustando-se o pH para 7,0. O meio foi
esterilizado a 110°C por 10 minutos. Trés colbnias da cultura a ser cultivada, previamente
incubadas em estufa bacterioldgica a 30°C por 24 horas, em placas petri contendo meio
APGE, foram transferidas para o caldo nutritivo e incubadas em agitador rotatério (Shaker
Tecnal TE-480) por 24 horas, a 30°C, 150 rpm. Apds 24 horas, a concentracdo do indculo foi
ajustada para uma faixa entre 0,1 — 0,2 em espectrofotdmetro a 600 nm com um meio de
cultivo previamente esterilizado de mesma composicdo do indculo para propagacdo do

mesmo.
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4.2.3. Meios de Cultivo e Producdo em Agitador Rotatorio de Bancada

Em ensaios realizados utilizando suco de caju clarificado como meio de cultivo
para producdo de biossurfactante a concentracdo foi de + 20,0 g.L™ de aclcares redutores
totais (ART) com fonte de carbono. Essa concentragdo é obtida mediante dilui¢do, partindo de
uma concentracdo conhecida de glicose encontrada no suco estocado previamente analisado
em HPLC. Para demais cultivos, utilizou-se também meio mineral segundo Moran et al.
(2000), com modificacbes, composto por glicose (10,0 g/L), extrato de levedura (5,0 g/L),
(NH4)2SO4 (1,0 g/L), Na;HPO4 (6,0 g/L), KH,PO,4 (3,0 g/L), NaCl (2,7 g/L), MgS0O,4.7H,0
(0,6 g/L) e 0,1% de solucdo de micronutrientes composto por ZnSO4.7H,0O (10,95 g/L),
FeSO,. 7H,0 (5,0 g/L), MnSO4.H,0 (1,54 g/L), CuSO4.5H,0 (0,39 g/L), Co(NOs3) ,.6H,0
(0,25 g/L) e NayB407.10 H,O (0,17 g/L). A partir da composi¢do do meio mineral segundo
Moran et al. (2000) formularam-se outros meios e testou-se. Foram testados os meios (A)
suco de caju clarificado (+ 20,0 g/L ART) + (NH4)2SO,4 (1,0 g/L) + Extrato de Levedura (5,0
g/L); (B) suco de caju clarificado (= 20,0 g/L ART) + (NH4)2SO4 (1,0 g/L) + Na;HPO, (6,0
g/L) ; (C) suco de caju clarificado (+ 20,0 g/L ART) + (NH4)2SO4 (1,0 g/L) + KH,PO4 (3,0
g/L); (D) suco de caju clarificado (+ 20,0 g/L ART) + (NH,4)2SO4 (1,0 g/L) + NaCl (2,7 g/L);
(E) suco de caju clarificado (x 20,0 g/L ART) + (NH,4),SO4 (1,0 g/L) + MgSO,4.7H,0 (0,6
g/L); (F) Meio Mineral + suco de caju clarificado (£ 20,0 g/L ART) + Solugdo de
Micronutrientes; (G) Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes; (H) Meio Mineral.

4.2.4. Concentracdo de Biomassa

Acompanhou-se a concentracdo de biomassa pela medicdo da densidade Gptica
(D.O) a 600 nm, em espectrofotdmetro (Genesys, série 20). O procedimento consiste em
adicionar 3 alcadas de colénias do microrganismo, ap6s 24 horas de incubacdo em estufa
bacterioldgica a 30°C, a um caldo nutritivo para propiciar o crescimento do microrganismo.
Colocou-se em agitador rotatério a 30°C, 150 rpm por 24 horas. Apds esse periodo,
centrifugou-se a 1000 g por 15 minutos e descartou-se 0 sobrenadante. As células foram
lavadas e centrifugadas 3 vezes. Ressuspendeu-se as células em 30 mL de agua destilada.
Colou-se 5 mL da solucdo concentrada de células em 3 cadinhos previamente pesados para
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secar em estufa com circulacdo de ar a 40°C por 24 horas, pesando apds esse periodo até obter
peso constante. Pesou-se pelo menos trés vezes. Com o restante da solu¢do concentrada de
células fez-se diluicdes e mediu-se a absorbancia a 600 nm para obtencdo da curva de

crescimento celular.

4.2.5. Acompanhamento da Producdo de Biossurfactante por Cepas Produtoras de

Biossurfactantes Isoladas de Solos de Manquezais do Estado do Ceard - Brasil

Dois métodos indiretos foram utilizados para acompanhar a producdo do
biossurfactante, a determinacdo da tensdo superficial e determinacdo do indice de
emulsificacdo descritos posteriormente. Ambos estdo descritos nos itens 4.1.6.1 e 4.1.6.2
respectivamente. Os resultados desses métodos sdo indicativos de produgdo. A concentracdo
de surfactina e consumo de subtrato produzida por linhagens de Bacillus, foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Nos itens 4.1.7, 4.1.8 e 4.1.9 estdo descritos
respectivamente 0s procedimentos de extracdo de biossurfactantes, determinacdo da

concentracdo de surfactina e determinagdo da concentracdo de substrato.

4.3. ICA56: Producdo de Enzimas, Caracterizacdo do Biossurfactante

Produzido, Avaliacdo da Toxicidade e Biodegradabilidade

4.3.1. Tensao Superficial e Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica

A tensdo superficial (ST) das solugdes de biossurfactante (BS) foram
determinadas mediante 0 método da placa Wilhelmy (tensiémetro Kruss K11) a 25°C, 45°C e
65°C. Preparou-se uma solucdo de biossurfactante de concentragdo conhecida (10,0 g/L),
dissolvendo-se o bioproduto liofilizado (sem qualquer purificacdo adicional além da
precipitacdo acida em pH 2,0 para recuperacdo do bioproduto) em agua MilliQ pH 8,0
ajustado com solucdes de NaOH (3M) e/ou HCI (3M), conforme necessario. O pH final da
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solugdo de BS deve estar entre 7,5 e 8,0 para completa dissolu¢do do bioproduto. A partir
desta solucdo prepararam-se outras solugdes com diferentes concentragdes de BS para
realizacdo da analise (0,001 a 0,06 g/L nas temperaturas de 25°C e 45°C e de 0,001 a 0,5 g/L
a 65°C). As medidas de ST foram realizadas no minimo trés vezes, obtendo-se os valores de
ST médio e desvio-padrdo. Os valores de concentracdo micelar critica (CMC) do BS foram
determinadas graficando-se os valores de tenséo superficial obtidos experimentalmente frente
ao logaritmo da concentracéo do biosurfactante (Altmajer Vaz et al., 2012).

4.3.2. Tensdo Interfacial e Anqulo de Contato

A tensdo interfacial (IFT) do sistema solucdo aquosa de biossurfactante/6leo
lubrificante foi determinada a 25°C, 45°C e 65°C, usando diferentes concentracbes de
surfactante (20, 40 e 60 mg/L). Utilizou-se laminulas revestidas com Parafilm© (Brand
GMBH, Wertheim) como superficie para a gota na analise do angulo de contato. Os valores
de angulo de contato (CA) entre as solugdes biossurfactante e o Parafilm© (Brand GMBH,
Wertheim) foram determinadas a 25°C. Ambas as medidas foram realizadas em triplicata
através da técnica de gota séssil (Van Oss et al., 1988), empregando para tal um tensibmetro
de gota (KSV K100, de KSV, Finlandia). Para a determinacdo da tenséo interfacial, ajustou-se
o perfil da gota formada mediante a Equagdo de Young-Laplace (Shaw, 1992). A
determinacdo do angulo de contato é realizada tracando-se a tangente ao perfil da gota, obtida
a partir de analise da imagem. Ambos calculos sdo realizados automaticamente mediante
emprego do software especifico proporcionado pelo préprio fabricante do equipamento
utilizado, tensidmetro de gota (KSV K100, de KSV, Finlandia). Ensaios de controle foram

realizados utilizando agua milliQ.

4.3.3. Ensaio de Aplicacdo do Biossurfactante Produzido para a Remediacdo do em

Solos Contaminados com Oleos Lubrificantes

A metodologia utilizada para avaliar o potencial de aplicabilidade do BS a

remediacdo de solos contaminados encontra-se descrita no trabalho publicado por Moya-
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Ramirez et al., (2014). Sucintamente, 0 método requer a realizacdo de 4 etapas: (1) adi¢do do
corante Sudan Il ao 6leo lubrificante; (2) contaminacdo da areia com o 6leo lubrificante
preparado na etapa 1; (3) desenvolvimento do processo de lavagem da areia contaminada em
condicdes experimentais controladas; (4) etapa final de quantificacdo da porcentagem de
remocdo do contaminante. Em cada teste experimental foram utilizados 10 g de areia de mar
lavada marca PANREAC (pH: 6,4; porosidade: 0,47; densidade: 2,65 g/cm®, 25°C; Tamanho
de particula: 0,25 — 0,30 mm) previamente contaminada com o6leo lubrificante em uma
proporcdo 5:1 p/p. A areia contaminada é depositada em uma coluna de vidro termostéatica de
8,5 cm de comprimento e 2,5 cm de diametro interno (Figura 7). Um vidro poroso é colocado
no fundo da coluna para impedir a elui¢do do solo. A solucdo de lavagem (0,5 L) contida no
interior do tanque encamisado é bombeada para a coluna com um caudal descendente de 20
L/h. No final do processo, quando a coluna esta livre da solucdo de limpeza, tomam-se trés
amostras da areia lavada (de 1 g, aproximadamente) e seca-se em estufa a 65°C durante 24 h.
A eficiéncia do processo (detergéncia, DE) é determinada comparando-se a quantidade de
6leo lubrificante aderido a areia ao final do ensaio com relacdo a quantidade existente
inicialmente, de acordo com a Equacéo 3:

DE (%) = —{Gi;igﬂ % 100

Equacédo 3
Onde Oi é a massa inicial de 6leo lubrificante presente na areia e Of é a massa de Gleo
residual ao final do processo de lavagem.

A Figura 7 é um modelo representativo do sistema utilizado para realizacdo do
ensaio de remediacdo em solos contaminados com Oleo lubrificante utilizando o

biossurfactante produzido pelo microrganismo ICA56.
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Circuito de Lavagem
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Figura 7 — Esquema do dispositivo experimental utilizado para os ensaios de remedigao.

A quantidade de Oleo lubrificante residual aderido & areia ao final de cada
experimento é determinada mediante extragdo com solvente iso-octano e leitura
espectrofotométrica a 300 nm (Espectrofotémetro Cary Bio 100). Os valores de absorbancia
das amostras sdo entdo comparados com uma curva de calibragdo que relaciona concentragédo
do 6leo lubrificante e absorbancia.

Para construcdo da curva de calibracdo, foram realizadas as seguintes etapas:

- Adicionou-se Sudan Il ao 6leo em uma proporcdo de 0,064% p/p, agitando sob leve
aquecimento por 30 minutos para completa dissolugdo do corante; Posteriormente filtrou-se
para eliminar residuos do corante ndo dissolvido;

- Fez-se uma reta padrdo do 6leo que foi adicionado ao corante diluindo com iso-octano
iniciando com uma solucédo de 8,0 g/L, sendo a absorbancia medida a 300 nm;

- Para contaminar a areia utilizou-se a proporcao areia/éleo 50/10 p/p;

- Pesou-se um filtro de papel e um funil limpos para colocar a areia contaminada com dleo a
fim de eliminar o 6leo excedente, com um Becker abaixo do sistema deixando filtrar por 48
horas;

- Apos este periodo, retirou-se toda a areia possivel e pesou-se o filtro e o funil juntos.

Com essas informacdes calcula-se % em peso de dleo que tem na areia com a

Equacdo 4 abaixo:

44



Capitulo 4: Materiais e Métodos

Mac —a, —a
A = e r x 100 3
' Mar + Mac —a, —a, =quagao 4

Onde:

e Mac y Mar sdo as massas, en g, de Gleo e areia utilizadas para 0 ensaio;

e a. lé a quantidade de 6leo que escorre ao deixar em repouso, que a temperatura ambiente
vai ser zero;

e a é a quantidade de dleo retida no filtro e no funil, obtida pela diferencas de pesos.

4.3.4. Estabilidade da Emulsdo

A estabilidade das emulsdes formadas por solugdes de diferentes concentragdes de
biossurfactante (0,1, 0,5 e 1,0 g/L) e dodecano (Sigma Aldrich) foi avaliada a 25°C, mediante
medidas de retrodifusdo (LUMiCheck ®, a partir de LUM, Alemanha) durante 24 horas. A
percentagem de luz dispersada (“scattered light”) é funcdo da concentracdo da fase dispersa
(dodecano) na emulséo, sendo que a reducdo na intensidade da luz dispersada que retorna ao
longo do tempo € devido a desestabilizacdo da emulsdo. Todas as medidas de estabilidade
foram realizadas em triplicata. A medida da estabilidade da emulsdo é fornecida pelo
equipamento a cada intervalo de tempo programado.

Para a formacdo das emulsdes de Oleo em agua empregou-se um agitador
UltraTurrax® (lIka-Werke, Staufen, Alemanha), 10 ml de solucdo de biotensoativo nas
concentracdes citadas acima e 10 ml de dodecano foram adicionados a um bequer de vidro e
submetidos a agitacao (13000 rpm) durante 1 min. A emulsdo formada foi distribuida em vials
e inseridos no equipamento programado para medig&o a intervalos de tempo durante 24 horas
mantido a 25°C.

4.3.5. Indice de Emulsificacio

Os ensaios de indice de emulsificacdo foram realizados durante 14 dias,
empregando solu¢bes com diferentes concentragdes do biossurfactante (0,1, 0,5 e 1,0 mg/L), e
seguindo metodologia descrita por Altmajer Vaz et al., (2012). Basicamente, o teste consiste
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na realizacdo das seguintes etapas: (a) transferir a um tubo de ensaio 2 ml da solugdo de
biossurfactante e 2 ml de dodecano; (b) agitar o tubo de ensaio usando vortex (velocidade
maxima) durante 2 minutos; (c) deixar os tubos em repouso a temperatura controlada e, (d)
com auxilio de uma régua milimetrada, medir a altura total de liquido no interior do tubo de
ensaio, assim como a altura da emulsdo formada. Para determinar o indice de emulsificacdo
utiliza-se a Equacao 2, definida no item 4.1.5.1. Os valores de indice de emulsificacdo foram
determinados ao longo do tempo. No primeiro dia as emulsées foram medidas com maior
frequéncia (0, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h e 8h, 24 h) e posteriormente a
intervalos de tempo maiores: 48, 72, 96, 120, 192, 264 e 336 horas. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

4.3.6. Estabilidade do Biossurfactante Produzido Frente a Temperatura, pH e

Concentracado de NaCll

O efeito da temperatura, do pH e da concentragdo de sal (NaCl) sobre a
estabilidade do biossurfactante foi avaliado mediante medidas de tensdo superficial das
solucBes de biossurfactante utilizando um tensidmetro Kruss K11 pelo método da placa
Wilhelmy a diferentes tempos: 1h, 24h, 48h e 72h. Em todos os experimentos, utilizou-se uma
solucdo de BS cuja concentracdo corresponde a concentracdo micelar critica (CMC) a 25°C (
20 mg/L).

Ressalta-se que o biossurfactante utilizado € proveniente de uma solucdo
concentrada previamente preparada (10 g/L) a partir da diluicdo do bioproduto (recuperado
por precipitacdo acida a pH 2,0), centrifugado, concentrado e liofilizado) em agua MilliQ e
ajustando-se o pH final a 7,5 - 8,0 com solu¢des de NaOH (3M) e/ou HCI (3M) conforme
necessidade. A Tabela 3 apresenta as variaveis que foram estudadas para avaliar a

estabilidade do biossurfactante produzido por ICA56 frente a temperatura, pH e sal.

Tabela 3 - Variaveis estudadas nos ensaios de estabilidade do biossurfactante produzido por ICA56.

Variavel em estudo Valores
Temperatura (°C) 25°C, 45°C e 65°C
120°C por 60 minutos (autoclave)
pH 2,4,56,7, 8,10,12
Concentracdo de NaCl (g/L) | 10, 20, 30, 40 e 50
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4.3.7. Ensaios de Biodegradabilidade

Realizaram-se dois tipos de ensaios de biodegradabilidade: (a) primeiramente
avaliou-se a capacidade de degradacdo do biossurfactante por parte do microrganismo
Pseudomonas putida. Este teste tem duracdo de 72 horas; (b) Posteriormente, realizou-se o
ensaio denominado método estatico, com duragdo de 28 dias, seguindo a NORMA UNE 55-
844-91, aplicada para avaliacdo da biodegradabilidade de tensoativos anidnicos e ndo idnicos

comerciais empregados na formulacdo de detergentes.

4.3.7.1. Ensaios de Biodegradabilidade Utilizando Pseudomonas putida

A metodologia adotada nos testes de biodegradabilidade com Pseudomonas
putida encontra-se descrita no trabalho de Lechuga et al. (2012). Basicamente, o teste consiste
nos seguintes passos: (a) repicar placas com o microrganismo; (b) incubar as placas a 30°C
por 24 horas; (c) transferir as colbnias para um meio nutritivo; (d) incubar a 30°C o
erlenmeyer de capacidade de 50 mL contendo 20,0 mL contendo meio de cultivo e as col6nias
que foram transferidas, por 24 horas; (e) inocular (utilizando 200 pL de indculo de P. putida)
cada erlenmeyer de capacidade de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultivo contendo
concentragfes conhecidas de biotensoativo a ser ensaiado e incubar por 72 horas, 30°C em
banho termostatizado com agitacdo (100 rpm) para manter a temperatura constante e evitar a
adesdo de bactérias as paredes dos erlenmeyers. A quantidade de carbono organico dissolvido
(COD) foi avaliada ao principio e final do experimento (0 e 72h) a fim de verificar a
biodegradabilidade do biotensoativo mediante medidas da quantidade de carbono organico
total, TOC (Analisador de Carbono Organico Total, TOC-VCSH, Shimadzu). A eficiéncia da
biodegradacao do biotensoativo foi calculada pelo emprego da Equacéo 5 (Cara, 2012):

COD; — [(€ODs — COD] )
E: = » 100
4 CoD; Equacéo 5.

Onde:

COD; ¢ o carbono organico dissolvido no meio liquido no inicio do cultivo;
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COD:x ¢ o carbono organico dissolvido no meio liquido no final do ensaio;
CODy, é a concentracdo minima de carbono organico que ndo pode ser metabolizada pelas

células (este valor € obtido com as amostras do branco, na auséncia do tensoativo).

Para compor o meio de cultivo (solucdo nutriente), foram preparadas duas
solugdes, uma de compostos inorganicos e outra de elementos traco, esterilizadas a 121°C por
10 minutos. Na Tabela 4 se apresenta a composicdo do in6culo, meio de compostos

inorgénicos e solucdo de elementos trago.

Tabela 4- Composic¢ao do inoculo, meio de compostos inorganicos e elementos traco.

Inéculo ¢ 1,0 g/L de extrato de carne

e 2,0 g/L de extrato de levedura
e 5,0 g/L de peptona

e 5,0 9/L de NaCl

e 15,0 g/L de Agar

Solucéo de compostos inorganicos ¢ 1,0 g/L de NHA4CI

e 1,0 g/L de K2HPO4

e 1,0 g/L de KH2PO4

e 1,0 g/L de MgSO4.7H20

Solucéo de elementos trago ¢0,98 g/L de CACI2.2H20
e 1,0 g/L de MnSO4.H20
e 0,8 g/L de Fe(NH4)2S04.7H20

e 0,2 g/L de &cido nitrilotriacético

Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados em duplicata em erlenmeyers
de 250 mL (volume final de 100 mL), adicionando-se 50 mL do meio de compostos
inorganicos, 1,0 mL de solugdo de elementos traco, solucdo de biotensoativo (volume
variavel, em funcdo da concentracdo desejada em 100 mL), e 4gua Milli-Q para completar o
volume de 100 mL. A seguir, ajustou-se o pH final da solu¢do em 7,0 mediante adicdo de
NaOH 1,0 M. Inoculou-se cada erlenmeyer com 200 pL de meio de cultivo previamente
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preparado com P. putida. Os erlenmeyers foram entdo mantidos baixo agitacdo (130 rmp), a
30°C por 24 horas. Incubou-se os meios de cultivo inoculados em agitador com banho
termostatizado a 130 rpm, 30°C, por 72 horas em ambiente escuro.

4.3.7.2. Ensaio de Biodegradabilidade: Método estéatico

O ensaio de biodegradabilidade realizado com base as pautas da norma UNE 55-
844-91 (denominado “método estatico”) consiste em inocular uma pequena quantidade de
microrganismos aerdbios, procedentes de uma populacdo mixta e aerada, em um meio aquoso
nutritivo de composicdo quimica definida apto para o crescimento microbiano (Cara, 2012;
Ruiz, 2010). O indculo utilizado foi obtido na estagdo depuradora de &guas residuais urbanas
“UTE EDAR GRANADA SUR” (Granada, Espanha).

Para compor o meio de cultivo (solugcdo nutriente), foram preparadas quatro
solucBes distintas (Tabela 5), esterilizadas a 121°C por 15 minutos. O meio de cultivo €é
preparado adicionando 0,1% das solucdes A, B, C e D em &gua destilada. Nesse meio aquoso
adicionaram-se diferentes concentracdes conhecidas do biotensoativo a avaliar, considerando-
se 0 volume a ser ensaiado. Utilizou-se erlenmeyers de 2,0 L de capacidade, contendo 1,2 L
de meio de cultivo contendo biotensoativo em sua composic¢do. Adicionou-se aos meios, 0,5
ml de inéculo proveniente da estacdo depuradora de aguas residuais urbanas “UTE EDAR
GRANADA SUR” (Granada, Espanha) e incubou-se a 25°C + 1°C, com uma agitacdo de 125

rpm em ambiente escuro.

Tabela 5 - Composicdo das soluctes utilizadas no teste de biodegradabilidade realizado segundo a norma UNE
55-844-91

Solucéo A ¢ 8,5 ¢/L de KH2PO4

e 21,75 g/L de K2HPO4

e 33,4 g/L de Na2HPO4.2H20
e 1,70 g/L de NH4CI

Solugéo B e 22,50 g/L de MgSO4.7H20
Solucéo C e 27,5 g/L de CaCl2
Solucéo D ¢ (0,25 g/L de FeCI3.6H20
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As concentracgdes de biotensoativo estudadas foram: 0 (Branco), 10, 25, 50, 100 e
200 mg/L. Ao longo de 28 dias (duragdo do experimento), analisou-se o consumo de carbono
organico dissolvido (COD) retirando-se uma aliquota de 25 ml e determinando-se o contetido
da amostra em carbono organico total (TOC) nos tempos correspondentes a: Oh, 7h, 24h (1
dia), 31h, 48 h (2 dias), 72h (3 dias), 96h (4 dias), 168h (7 dias), 216h (9dias), 288h (12 dias),
336h(14 dias), 408h (17 dias), 528h (22 dias), 600h (25 dias) e 672h (28 dias). Calculou-se a
porcentagem de carbono organico dissolvido residual (% COD Residual) de acordo com a
Equacdo 6, a porcentagem de biodegradacdo final (% Biodegradacdo Final) através da
Equacdo 7 e a percentagem de eficéncia da biodegradacdo, mediante o emprego da Equacao
8.

[coDl,

Residual = ————
[COD],. 100 Equacéo 6

[£OD), — [COD],
[COD],. 100 Equagdo 7

WEiodegradacio Final =

({[COD]] g + [CODlgranco) — [COD]:
[COD]p. 100 Equacdo 8

WEficiéncia da Biodegradacio =

Onde:

COD:; - Concentrac¢do de carbono organico dissolvido no meio liquido em um instante “t”;
CODsgranco — Concentracdo de carbono orgéanico dissolvido no meio liquido livre de
biotensoativo (Branco);

COD, - Concentracao de carbono organico dissolvido no meio liquido no inicio do ensaio.

4.3.8. Toxicidade em Organismos Marinhos

A toxicidade do biossurfactante produzido foi estudada mediante trés métodos
distintos, realizando-se testes com microalgas (Selenastrum Capricornutum), com o

microcrustdceo Daphnia magna e com a bactéria luminescente Vibrio fischeri. Os
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procedimentos empregados para a realizacdo dos referidos testes encontram-se descritos a

continuagéo.

4.3.8.1. Toxicidade do Biossurfactante em Microalgas (Selenastrum Capricornutum)

Os testes com microalgas foram realizados conforme a Norma UNE-EN ISO
28692:1994, que baseia-se na inibicdo do crescimento de algas de &gua doce (espécie
Selenastrum capricornutum) pelo composto que se deseja estudar. Utilizou-se o Kit
ALGALTOXKIT F™ de acordo com a norma 1SO 28692 e com OECD Guideline 201
(OECD, 1984). O teste baseia-se na medida da densidade 6ptica (OD) a 670 nm de um meio
liquido nutritivo com composicao similar a &gua doce adicionado de uma suspensao de algas
e diferentes concentragfes do agente cuja toxicidade deseja-se determinar (em nosso caso, 0
biossurfactante). Os resultados séo entdo comparados com os obtidos em um ensaio controle
(auséncia de biossurfactante). As medidas de densidade Optica sdo convertidas em termos de
concentracdo de algas utilizando uma reta padrdo que faz parte do kit, bem como as solucdes
para preparar a agua doce.

Seguindo as recomendagfes do fabricante, os seguintes componentes do Kit
devem ser guardados em auséncia de luz e baixo refrigeragdo (+5/-2°C): tubos com algas,
“matrix dissolving médium” e “concentrated algal growth médium”.

Para a preparacgéo de 1 litro de meio de cultivo adicionam-se 10 mL da solugéo
nutriente A e 1,0 mL das solugdes nutrientes B, C e D em um baldo volumétrico, ajustando-se
o volume final a 1 litro. A continuag&o, ajusta-se o pH da solucdo a 8,0 + 0,2 mediante adigédo
de HCI (1M) ou NaOH (1M). Depois da preparacdo da solugdo, a mesma deve ser mantida em
refrigeracdo e auséncia de luz.

Para ativacao das algas seguem-se 0s seguintes passos:

e Elimina-se cuidadosamente o liquido do tubo que contem as esferas de algas;
e Adiciona-se 5,0 mL da solugdo "Matrix dissolving medium" fornecida no kit de analise;
e Agita-se vigorosamente o tubo, e repete-se este processo a cada 2 minutos até que a matriz
de algas imobilizadas esteja completamente dissolvida (para acelerar o processo, recomenda-
se 0 uso de um agitador do tipo vortex);
e Centrifuga-se a 3000 rpm por 10 minutos, eliminado-se o sobrenadante;
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e Adiciona-se 10 mL de agua desionizada ao tubo, e agita-se vigorosamente até completa
homogeneizacdo dos componentes;
e Centrifuga-se novamente (3000 rpm, 10 min), eliminando-se o sobrenadante e voltando a
ressuspender a fase solida em 10 mL de meio de cultivo.

O procedimento adotado para a preparacdo do inéculo concentrado de algas
consiste fundamentalmente nas seguintes etapas:
e Colocar a suspensdo de algas em um baldo volumétrico de 25 mL e aferir a medida
adicionando meio de cultivo e homogeneizar;
e Transferir o meio de cultivo a cubeta "Calibracion long cell” e realizar o zero da calibragédo
em espectrofotdmetro a 670 nm;
e Medir a absorbancia da suspenséo de algas usando a cubeta "Algal Stock™;
e Substituindo-se o valor obtido da OD na reta padrdo (kit), determina-se a concentracdo de
algas N1;
e Calcula-se o fator de diluicdo para obter uma concentracdo N2 de 1.10° algas/mL de

acordo com a Equacdo 9;

N1
Fator de diluicio = — .
N2 Equacéo 9

e Transferir o contetdo da "Algal stock™ para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionar
0 volume necessério para obter a concentragdo 1.10° algas/mL;

e Adicionar 25 mL da solucdo preparada a cubeta de medida, medir a OD e verificar
alcancou a concentracdo desejada;

e Caso a concentragdo seja superior, voltar a realizar as etapas anteriores; caso seja inferior,
concentrar a suspensao por sedimentacao natural das algas (30 minutos a 1 hora), remover a

parte do liquido procedente da parte superior da cubeta e repetir a operacdo de diluicéo.

A preparacdo das solucdes do toéxico (substancia que deseja-se determinar a
toxicidade) a serem testadas implica a realizacdo das seguintes etapas:
e Preparar 6 diluicdes diferentes de toxico utilizando meio de cultivo, neste caso o
biossurfactante produzido por ICA56 e saponina (biosurfactante comercial). Incluir uma

solucdo com concentracdo zero de toxico (Branco);
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e Apobs preparar as solucbes de toxico, adicionar 1,0 mL da suspensdo de algas com
concentracdo de 1.10° algas/mL a fim de obter uma concentracéo em torno de 1.10* algas/mL
em cada frasco fechando bem e agitando;

e Medir a OD e anotar os valores no tempo zero.

O processo de incubacdo dos cultivos de algas foi realizado segundo o seguinte
procedimento:
e As cubetas sdo colocadas na caixa plastica transparente do seu kit com as tampas abertas
em um dos lados, por uma espécie de régua plastica colocada na tampa das cubetas.
Posteriormente cobre-se com parafilm para evitar evaporacao;
e As cubetas devem ser colocadas na caixa pléstica de forma aleatdria para evitar possiveis
diferencas devido o recebimento de luz influenciado pela posicéo;
e Incuba-se durante 72 horas, em estufa com temperatura controlada constante (23°C +
2,0°C) e com iluminagéo de pelo menos 10000 lux para ambos os lados das cubetas e 3000 -
4000 lux no fundo;
e A orientacdo das cubetas deve ser sempre a mesma durante as 72 horas de incubacdo e
agitadas sempre antes de cada medida de OD, que é realizada para cada cubeta em zero, 24,
48 e 72 horas; O ensaio é realizado em triplicata para cada concentracdo, inclusive o controle

(zero toxico ou Branco).

O protocolo estandar para o teste de toxicidade em algas estabelece que as mesmas
devem estar continuamente em suspensdo para facilitar a transferéncia de CO, e reduzir a
variagdo de pH. A ressuspensdo uma vez ao dia antes de medir a OD é suficiente para obter o
ndmero minimo de divisGes de algas (Rios, 2010).

Ap06s obter a medida de OD para cada concentracdo de biossurfactante ao longo do
experimento, representa-se o logaritmo da densidade Optica, Log(OD), frente ao tempo,
obtendo-se uma linha reta. A taxa de crescimento das microalgas (Selenastrum
Capricornutum) para cada concentracdo pode ser determinada a partir da pendente de dita

reta. A taxa de crescimento (u) avalia-se mediante a Equacao 10:

EGQGD?E koras LGQGDEI horas
72 horas Equacéo 10

ulCx) =
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Onde:
0gOD7; horas € logaritmo da medida de absorbancia a 670 nm no tempo de 72 horas;
logODg noras € logaritmo da medida de absorbancia a 670 nm no inicio do experimento.

Com a taxa de crescimento para cada concentracdo (l) € para o controle (pco)

pode-se avaliar a taxa de inibicéo (y), para cada concentra¢do com a Equacéo 11:

Heo = Hex

Cx)="52 %
%) lca-100 Equacéo 11

O valor de toxicidade expressa-se como 1Cso, que corresponde a concentragdo de
um determinado agente de poder toxico em mg/L que produz inibicdo de 50% no crescimento
depois de 72 horas em exposicdo a essa substancia. Representa-se o logaritmo da
concentracdo da substancia teste em funcdo da taxa de inibicdo em %. Na representacdo dos
dados, pode-se ajustar uma linha reta mediante 0 método dos minimos quadrados, avaliando,
obtendo-se a Equagdo 12:

Loglbiotensotivo]l = A.%y + B Equagéo 12

Avaliando-se a 50% a taxa de inibi¢do, obtém-se o valor para ICsp.

4.3.8.2. Toxicidade do Biossurfactante ao Microcrustaceo Daphnia magna

A analise de toxicidade com Daphnia magna foi realizada conforme a Norma
UNE-EN 1SO 6341:1996 (UNE EN ISO 6341:1996) e com OECD Guideline 202 (OECD,
1984). Utilizou-se para os testes 0 Kit DAPHTOXKIT F™ magna, onde os microrganismos
de prova sdo microcrustaceos, Daphnia magna Straus (Clodocera, Crustacea). A medida se
baseia na morte ou imobilizacdo dos microcrustaceos como consequéncia do efeito toxico do

produto testado ap6s 24 horas de exposicao, neste caso, o biossurfactante produzido. Para fins
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de comparacdo, os mesmos ensaios foram realizados com a saponina, um tensoativo
comercial.

Os efipios de Daphnia magna sdo recebidos em tubos plasticos cobertos com
papel aluminio (MicroBioTest Inc.), e devem ser armazenados em refrigeracdo (5°C + 2,0°C)
e escuridéo.

A agua doce (Freshwater) é preparada em 2,0 L de dgua desionizada, adicionando
os vials recebidos no kit DAPHTOXKIT F™ e respeitando a sequéncia indicada na Tabela 6.

Uma vez preparada a solucdo de dgua doce, guarda-se a mesma baixo refrigeracao e auséncia

de luz.
Tabela 6 - Solugbes empregadas na preparagdo de dgua doce.
Ordem de adigéo dos Numero do vial Composicao
componentes

1° Vial 1 Solucéo de NaHCO4
20 Vial 2 Solucéo de CaCl,
3° Vial 3 Solucéo de MgSO,
40 Vial 4 Solucéo de KCI

O Kit traz ainda spirulina em p6 para alimentar as Daphnias. Para a preparacao
das solucdes de biotensoativo a ensaiar utiliza-se agua doce para fazer a diluicdo e alcancar as
concentracOes desejadas.

Para a incubacdo do efipios de Daphnia magna seguiu-se 0 seguinte
procedimento:

e Tirar os efipios da refrigeracdo e eliminar o liquido de conservagdo; Lavar com cuidado
para ndo perder os efipios ate eliminar todos os tragos do meio de armazenamento;

e Colocar os efipios de Daphnia magna em uma placa petri contendo 50 mL de &gua doce,
previamente aerada durante 15 minutos e temperatura de 20 - 22°C;

e Incubar os ovos de Daphnia magna durante trés dias com temperatura controlada de 20 -
22°C e com iluminacéo de 6000lux;

e A cada 24 horas € necessario renovar a agua doce e substitui-la por uma nova aerada e com
temperatura de 20 - 22°C

Neonatos nascidos antes de 24 horas do inicio do ensaio devem ser eliminados.

Apobs as 72 horas, 0s organismos a serem testados estardo disponiveis. Duas horas antes de
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iniciar o ensaio, deve-se alimenta-los com uma suspensédo de espirulina para evitar morte por
inanicdo. Utilizam-se placas com multipocilhos (pertencentes ao kit, 6 filas, com 5 pocos
cada), adicionando-se 10 ml de solucdo de biotensoativo preparadas com agua doce nas
concentracfes a serem testadas. Transfere-se 20 neonatos para o primeiro po¢o da placa
(lavado) e a partir desse transfere-se cinco neonatos para 0s demais poc¢os, evitando-se assim a
diluicdo da solucdo a ser testada no momento da transferéncia. Cobre-se a placa com
Parafilm© e coloca-se sua tampa, mantendo em incubacgéo a 20°C, em escuriddo, durante 24
horas para primeira contagem dos organismos imobilizados. A contagem é repetida com 48
horas de experimento. Consideram-se organismos imobilizados os neonatos que ndo sao
capazes de nadar depois de uma suave agitacdo do liquido por 15 segundos, inclusive se ndo
podem mover suas antenas.

Somando o nimero de imobilizados e dividindo pelo nimero total de organismos
testados para cada concentracdo (utilizou-se 20 neonatos) obtém-se a % do efeito, de acordo

com a Equagéo 13:

N? imobilizados

20 Equacédo 13

WEfeito =

O valor da toxicidade se mede como ICsp, que é a concentracdo do agente testado
em mg/L capaz de produzir imobilizacdo de 50% da populacdo depois de 24 horas de
exposicdo ao toxico. O célculo se realiza representando o logaritmo da concentracdo do
agente testado em funcdo da porcentagem do efeito. Na representacdo dos dados pode-se
ajustar uma linha reta mediante 0 método dos minimos quadrados, de forma que com a

Equacdo 14 pode-se calcular o valor para 1Cs.

loglteneoative] = A. %efeito+ B Equacéo 14

Avaliando para 50% a taxa de inibicdo se obtém os valores de ECsy.

4.3.8.3. Toxicidade do Biossurfactante em Bactérias Marinhas Luminescentes Vibrio
fischeri NRRL-B-11177

Os ensaios de toxicidade realizados utilizando bactérias marinhas luminescentes
Vibrio fisheri NRRL-B-11177 como microrganismos de prova, mediante o método
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LUMIStox, seguiram a NORMA UNE-EN ISO 11348-2. A medida de toxicidade neste ensaio
baseia-se na inibi¢do da intensidade luminosa da bactéria marinha depois de um determinado
tempo de exposicdo com a substancia a ser avaliada a intensidade tdxica e um controle ndo
toxico.

O procedimento de reativacdo das bactérias consiste na realizacdo das seguintes
etapas:

e Descongelar a solucédo de reativacdo em um becker com agua e agitar vigorosamente. Apos
descongelada, manté-la a 15°C no equipamento que serd realizado o teste (Lumistherm)
durante 15 minutos;

e Transcorridos os 15 minutos, retirar as bactérias de Vibrio fisheri do congelador, agitar
suavemente no vial durante 2 minutos em um becker com agua a temperatura T < 25°C;

e Adicionar 0,5 mL da solucdo de reativacdo ao vial de bactérias, agitar suavemente até
formar uma suspenséo. Manter o vial a 15°C no Lumistherm durante 15 minutos;

e ApO6s 0s 15 minutos, mesclar as bactérias e suspensdo com o restante da solucdo de
reativacdo e homogeneizar suavemente e adicionar 0,5 mL dessa solugéo as cubetas a serem
ensaiadas, de Bla B10 e de C1 a C10 e termostatizar a 15°C no Lumistherm durante 15
minutos.

As solugbes a serem testadas devem ser preparadas com solucdo de NaCl 2%. No
equipamento existem trés filas para 10 amostras, numeradas de Al a A10, B1aB10e Cl a
C10. As solucdes contendo o agente toxico devem ser postas na fila A, de A2 a A10 com
volume de 1,5 mL, seguindo a ordem da concentracdo crescente, de Al a A10. Na cubeta Al
coloca-se apenas solucdo de NaCl 2%, pois nas células (ndo sei se este € o melhor termo) Bl e
C1 se dispora o controle (sem adicdo de agente tdxico).

No presente método, podem-se fazer diluicdes sucessivas a partir de uma amostra
inicial ou preparar solucdes conhecidas para ensaiar. No caso de diluicdes sucessivas, a
solugdo de maior concentragdo deve estar inserida em A10 com volume de 3,0 mL. Neste
caso, coloca-se 1,5 mL de solucdo de NaCl 2% nas cubetas de Al a A9 e transfere-se 1,5 a
partir da cubeta A10 que tem a solucdo concentrada do agente toxico a ensaiar para A9, de A9
para A8 e assim sucessivamente para realizar a série de diluicdes que serd de 50% de uma
para outra. Ao transferir para a solucdo de bactérias realiza-se outra diluicdo de 50%.

O procedimento de medicao adotado € o seguinte:
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e Transcorridos 0s 15 minutos de termostatizacdo da solucdo de bactérias iniciar as medidas
a partir da cubeta B1; Inserir a cubeta e medir; Extrair a cubeta, e coloca-la novamente em B1
e adicionar 0,5 mL da amostra procedente de Al;

e Inserir a cubeta C1 e medir; Extrair a cubeta, e coloca-la novamente em C1 e adicionar 0,5
mL da amostra procedente de Al

e Realizar o mesmo procedimento para todas as cubetas das filas B e C adicionando sempre
a amostra correspondente da fila A.

e Mede-se ao fim de cada 15 e 30 minutos conforme solicitacdo do equipamento. Apos
realizadas todas as medidas o equipamento imprime a folha de resultados de medida de

intensidade luminosa lidas.

Os valores iniciais de intensidade luminosa medida para todas as amostras do
ensaio sdo corrigidos mediante um fator que leva em conta a diminuicdo da intensidade
luminosa que se produz de forma natural, mesmo na auséncia de amostra toxica. A Equacéao

15 é utilizada para calcular a correcéo:

£ = 1:(0)
“ T 1,(0) Equacéo 15

Onde:

f - fator de correcdo para o tempo de incubacgéo de 15 a 30 minutos;

10(0) - intensidade luminosa em tempo zero, antes da adicdo de solucéo diluente (solucéo de
NaCl 2% adicionada de agente tdxico);

I:(0) - intensidade luminosa ap6s um periodo de incubacdo de 15 e 30 minutos;

O efeito inibitério da amostra ensaiada para um tempo de incubacédo "t", calcula-se utilizando
a Equacdo 16:

_ gl0) = 1.(0)

H, = x 100

la:(C) Equagdo 16

Onde:
I,:(€) = fi x Io(c)

Sendo fx o fator de corregdo médio das amostras controle.
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Para avaliacdo das relaces concentracdo/efeito, calcula-se para cada nivel de
diluicdo a funcdo Gama (I'). Esta fungdo € a razdo entre a intensidade da luz perdida pela
solucdo de bactérias e sua diminuicdo apds expostas a acdo da amostra tdxica, podendo ser
avaliada pela Equacéo 17:

co__H _ filol)— 1O
© 100 — H, 1.() Equagéo 17

Onde:

10(0) e 1:(0) séo as leituras de intensidade luminosa das cubetas de concentragdo zero a tempo
zero e "t";

lo(c) e li(c) séo as leituras de intensidade luminosa das cubetas de concentragdo C a tempo

zero e "t";

H, é a média de H..

A partir dos resultados obtidos deduz-se uma relagéo linear entre a funcdo I' ¢ a

concentracdo do tensoativo empregado, de acordo com a Equacgéo 18:

log(C) = b.logN)+ log(a) Equacdo 18

Onde:

log(C) € o logaritmo das concentracdes de agente toxico utilizada no ensaio;
b € o valor da pendente da reta descrita;

log(T") é o logaritmo dos valores calculados de Gama (') no ensaio;

log(a) é o valor da ordenada na origem da reta descrita.

O valor da toxicidade mede-se como ECsy € ECy e séo, respectivamente, a
concentracdo de tensoativo em mg/L que produz uma inibicdo de 50% e de 20% depois de 15
ou 30 minutos de exposicao ao toxico. Os valores de ECsy e ECy sdo calculados dando aT” os

valores de 1,0 e 0,25 respectivamente.
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4.3.9. Inibicdo do Crescimento do Microrganismo Produtor de Biossurfactantes ICA56

em Placas Contendo Diferentes Contaminantes

Para a realizacdo deste teste, utilizou-se placas petri contendo meio nutritivo
(APGE) e com pocos perfurados contendo diferentes tipos de contaminantes (1 — Oleo de
motor usado; 2 — Mistura de 6leo de girassol/oliva usado (80:20 p/p); 3 — Mistura de 6leo de
girassol/oliva virgem (80:20); 4 — Amostras de Petréleo Arabia ligero (“Arabian light”)
oriundos de Cepsa Quimica, Espanha. As placas foram repicadas com o0 microrganismo
ICAS56, aplicou-se os contaminantes (+ 600 pL) nos pocos perfurados na placa e incubou-se
em estufa a 30°C. Verificou-se o crescimento ap06s 24 e 48 horas para avaliar se 0s produtos

aplicados impediriam o crescimento do microrganismo.

4.3.10. Degradacdo de Contaminantes em Placa por ICA56

Apos os testes de inibicdo, verificou-se o potencial do microrganismo ICA56 em
degradar os contaminantes anteriormente citados (Topico 4.3.9). O ensaio consiste em pesar
10 g de areia de mar lavada (Panreac) e impregna-la com 1% do contaminante, adicionando a
seguir 1% de indculo bacteriano. Para os ensaios de degradacdo com petrdleo, variou-se
também as concentra¢des aplicadas do mesmo, sendo as proporcdes de areia/petréleo/indculo
10:1:1; 10:2:1 e 10:3:1. Para os outros produtos a proporcao foi areia/6leo de motor
usado/inéculo 10:1:1, areia/mistura de 6leo de girassol/oliva usado (80:20 p/p)/inéculo de
10:1:1, areia/mescla de 6leo de girassol/oliva virgem (80:20 p/p)/in6culo de 10:1:1. Para este
teste, utilizou-se a metodologia de Bueno et al., (2010), com modificagdes. A degradacdo foi
acompanhada de 0 a 15 dias com fotos durante esse periodo para comparar a evolucdo da
degradacéo.
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4.3.11. Producdo de Enzimas

A presenca de enzimas lipases, proteases e amilases foi avaliada de forma
qualitativa.

Para determinar a producdo da enzima protease, utilizou-se a metodologia
adaptada de Orlandelli et al. (2011). Placas de Petri contendo 20 ml de meio agar-gelatina-
leite (18 g &gar, 10 g leite em po desnatado; 10 g de gelatina em p6 incolor sem sabor; 1000
ml de agua destilada) foram inoculadas e incubadas em estufa a 30°C + 1°C por 48 horas.
Observou-se a producdo de enzimas apos este periodo pela formacdo de um halo incolor ao
redor do poco inoculado. Os testes foram realizados em triplicata.

Para avaliar a producdo da atividade lipolitica utilizou-se a metodologia adaptada de
Hankin e Anagnostakis (1975). Preparou-se placas de Petri contendo 10g de Peptona, 59 de
Cloreto de Sodio, 0,1g de Cloreto de Calcio Bihidratado, 20g de Agar, 10 ml de Tween 20 e
1000ml de Agua Destilada. As placas foram inoculadas e incubadas em estufa a 30°C + 1°C
por 48 horas e os ensaios foram conduzidos em triplicata. A producdo da enzima foi
observada pela formacao de um halo opaco ao redor da coldnia ap6s o periodo de incubacéo.

A composicdo do meio para deteccdo de amilase foi de 20 g de glicose, 10 g de
extrato de levedura, 20 g de peptona, 5,0 g de amido, 20 g de &gar para 1 L de agua destilada
(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975; Vincent, 1970). O meio foi autoclavado a 121°C, por
15 minutos. A placa foi revelada com vapor de iodo sublimado até que estivesse com

completa coloracao roxa.

4.3.12. Caracterizacdo do Biossurfactante Produzido por Espectroscopia no

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que tem sido usada ha mais de
10 anos na identificacéo de substancias desconhecidas. A tecnologia FTIR permite uma rapida
avaliacdo e identificacdo de uma grande variedade de produtos quimicos. A analise foi
realizada em um equipamento Jasco — FTIR/6200, Acumulacdo: 100 scans; Resolugdo: 2 cm’
1. Janela espectral: 400-4000 cm™; Detector: TGS (triglycine sulfato). Foram feitas pastilhas
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brometo de potassio com o biossurfactante liofilizado para realizacdo da analise. Analisou-se

0 biossurfactante produzido por ICA56 e a surfactina padréo (Sigma Aldrich).

4.3.13. Espectrometria de Massa

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo UPLC Waters Acquity H-
Class, acoplado com uma coluna Waters UPLC BEH C-18 100 nm, operando a 40°C. O
volume de injecéo foi de 3,0 microlitros. A fase mdvel A utilizada foi &gua com 0,1% peso de
formico e a fase movel B, acetonitrila com 0,1% peso féormico. Com uma caudal de 0,5
mL/min com 20% V da fase A e 80% da fase B. O espectrofotdbmetro de massa é Waters
Xevo-T9S. As condigbes de trabalho foram: “Polarity ES+, Capillary (kV) 3, Source
Temperature 150°C, Desolvation Temperature 500 °C, Desolvation gas flow 800 L/h”. O
modo de trabalho € em SIR (Selected ion recording), ou seja, 0 espectro de massa detecta
somente moléculas com peso molecular indicado. Os pesos moleculares foram: 982,60,
994,60, 1008,60, 1022,60, 1036,60, 1050,60 e 1064,60, correspondentes aos identificados na
surfactina padréo.
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5.1. Avaliacdo de diferentes parametros na producéo de biossurfactantes
por Bacillus subtilis LAMI005 e caracteriza¢do do produto obtido

5.1.1. Influéncia do pH

Estudou-se a influéncia do pH sob a producdo biossurfactante por Bacillus subtilis
LAMI005 cultivado em suco de caju clarificado suplementado com 1,0 g.L™ de (NH,) 2SO4.

A Figura 8 mostra os resultados experimentais para concentracdo de células e de
surfactina, bem como a conversdo do substrato e da tensdo superficial do meio fermentado

livre de células.
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Conforme mostra a Figura 8, Bacillus subtilis LAMIOO05 foi capaz de crescer e
produzir biossurfactante em diferentes valores de pH (5,0-8,0). Valores da tensdo superficial
foram baixos (menos de 35 mN/m) para a maioria dos ensaios, indicando producdo de
biossurfactante. Pode-se observar aumento crescente da concentracdo de biomassa e
surfactina como aumento dos valores de pH de 5,0 a 7,0, diminuindo quando utilizou-se o pH
= 8,0. A conversdo de substrato foi maior em pH 6 e 7, quando as concentragfes mais
elevadas de surfactina também foram observadas. A producdo ideal de biossurfactante foi
observada em pH 7, mais de 275 mg /L de surfactina. Em pH 5,0 e 6,0, quase 205 e 225 mg/L
foi produzido, respectivamente.

Makkar & Cameotra (2002) obtiveram resultados semelhantes ao estudar a
producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis MTCC 2423 em diferentes valores de pH no
meio, variando de 4,5 a 10,5. Além disso, a producdo de surfactina foi mantida em uma faixa
de pH (5-7). Em pH 5,0 e 6,0, obteve-se concentragdes em torno de 205 e 225 mg/L,
respectivamente. A concentracdo de surfactina alcancada em pH 7,0 foi de apenas 1,3 vezes
maior do que a concentragdo obtida em pH 5,0. Estes resultados sugerem que o0s
biossurfactantes pode ser efetivamente usado para producdo em larga escala, onde mudancas
inesperadas no pH podem ocorrer (PRUTHI & CAMEOTRA, 2003).

5.1.2. Avaliacdo da Adaptacdo da Cepa em Placas com Diferentes Meios

Com o intuito de diminuir o tempo de ensaio para producdo do biossurfactante,
resolveu-se comecar pela reducdo do tempo de preparacdo do inéculo. Utilizando os meios de
cultivo tradicionais em placas APGE, o indculo tardava em torno de 40 a 46 horas para
apresentar-se com uma concentracao celular ideal para o inicio dos ensaios, visto que 0 mesmo
era diluido para alcancar uma absorbéncia mais proxima de 0,2. Resolveu-se adaptar o
microrganismo ao meio de cultivo utilizado, comecando com a placa de repique. Realizaram-
se dois ensaios, um com o repique tradicional, em placas APGE (Agar, peptona, glicose e
extrato de levedura) e outro em placas com o meio de cultivo onde o microrganismo €
cultivado adicionado de agar (15,0 g.L™ de Agar, suco de caju clarificado com concentragdo
de ART de + 20,0 g.L™" e 1,0 g.L™ de sulfato de aménio). As placas foram repicadas com o
microrganismo Bacillus subtilis LAMIQ05, incubadas a 30°C por 24 horas e posteriormente
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foram transferidas trés alcadas da cultura para o caldo nutritivo contendo suco de caju
clarificado (+ 20,0 g.L™* de ART) e sulfato de amdnio (1,0 g.L™).

Utilizando placas preparadas com o mesmo meio de cultivo onde o microrganismo
sera cultivado, o in6culo demorou apenas 24 horas para ficar pronto, reduzindo o tempo de
processo de produgéo.

A Figura 9 (A e B) apresenta os resultados obtidos para os ensaios realizados com
placas APGE e placa contendo suco de caju clarificado para consumo de substrato,

concentracédo celular e producao de surfactina.
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Figura 9 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcéo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis LAMI005 em meio com suco de caju clarificado (CAJC)
e variacdo de (NH,;),SOy; (A) Placa APGE; (B) Placa contendo CAJC, agar e (NH,),SO,. Concentragdes iniciais
de ART de + 20,0 g.L™". (A) Biomassa; (#) Concentracido de Glicose; (m) Concentragio de Frutose; (¢)
Surfactina.

Observa-se pelas Figuras que no ensaio realizado com placa contendo suco de
caju clarificado (Figura 9B), houve maior consumo de substrato, com concentracdo final de
5,52 + 0,04 g.L™ de glicose e 6,26 + 0,05 g.L™ de frutose. De acordo com os resultados, pode-
se observar na Figura 9A que o consumo do substrato é bastante decrescente e, onde 0
crescimento celular estabiliza, em torno de 24 horas, observa-se também maior producgdo de
surfactante. Acredita-se que a reducdo na concentracdo do bioproduto é pelo consumo do
proprio microrganismo, visto que o biossurfactante também tem carbono e por ja haver uma
menor concentracao de glicose e frutose presente no meio, 0 mesmo pode passar a consumir o
produto excretado. No ensaio com placa APGE (Figura 9A) a producdo de surfactina é
crescente até 48 horas, com concentracdo de 54,96 + 0,00 g.L™, havendo uma reducdo na
concentracdo para 46,31 + 0,00 g.L™, com 72 horas de ensaio. Para a outra condicio estudada
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(Figura 9B), a maior concentragdo obtida foi no tempo de 24 horas, com concentragido de
114,57 + 0,21 g.L*, reduzindo para 70,63 + 0,09 g.L" apdés 72 horas de ensaio. A
concentracdo de biomassa sdo semelhantes para as duas condi¢Ges estudadas, apresentando-se
entre 5,0 6,0 g.L™.

A Tabela 7 apresenta os resultados para indice de emulsificacdo (IE,4) a partir do
sobrenadante livre de células com diferentes fontes hidrofébicas para as duas condicdes de

cultivo estudadas.

Tabela 7- Resultados obtidos de indice de Emulsificagio (IE) para os ensaios realizados variando o meio de
cultivo em placa, utilizando meio APGE (Agar, Peptona , Glicose e Extrato de levedura)e CAJC+A+ (NH,),SO,
(CAJC - suco de caju clarificado com concentragdo de + 20,0 g.L*(ART), 15,0 g.L™" de Agar e 1,0 g.L" de
(NH,),S0,).

Placa APGE Placa CAJC+A+(NH,4),SO,
Amostra Oleo de
Querosene Soja Querosene | Oleo de Soja

48h 16590+23| 6556+33 | 6590+23 | 13,34+0,3
72h |6767+0,7| 6363+0,0 | 62,41+6,7 | 63,85+6,8

Amostras do ensaio realizado com repique em placa APGE apresentaram indice de
emulsificacdo superior a 60% tanto para querosene como para 6leo de soja, enquanto amostras
do ensaio com replique em placa CAJC (Placa CAJC+A+(NH,).SO,), apresentaram melhores
resultados de estabilidade com querosene, e com 6leo de soja apenas para a amostra do tempo
de 72 horas, também com emuls6es superiores a 60%.

A Tabela 8 apresenta resultados de tensdo superficial (mN/m) e pH obtidos nos

ensaios realizados citados acima.

Observa-se pela Tabela 8, que houve reducédo da tensdo superficial de 40% em
relacdo ao branco (meio de cultivo que ndo foi adicionado células), ja em relacdo a agua a
reducdo apresenta-se em torno de 60%. OS resultados foram observados em ambas as
condicdes estudadas, indicando que houve producdo do biotensoativo e exibindo excelente
atividade tensoativa. Os resultados aqui obtidos assemelham-se aos dados de Barros et al.,
(2008), Nitschke e Pastore (2006), dentre outros.
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Tabela 8 - Resultados obtidos de Tensdo superficial (TS) e pH para os ensaios realizados variando o meio de
cultivo em placa, utilizando meio APGE (Agar, Peptona , Glicose e Extrato de levedura)e CAJC+A+ (NH,),SO,
(CAJC - suco de caju clarificado com concentragdo de + 20,0 g.L*(ART), 15,0 g.L™ de Agar e 1,0 g.L" de
(NH,),S0,).

Tempo | Ensaio 1- TS (mN/m) Ensaio 2 - (mMN/m)

() Placa APGE pH Placa CAJC+A+ (NH,),SO, pH

MC 50,00 £ 0,00 6,17 + 0,01 51,85+ 0,27 6,25 + 0,02
0 48,07 £ 0,80 6,25+ 0,01 48,08 = 0,20 6,33 + 0,02
6 31,25 +£0,82 6,51 + 0,06 32,00 £ 0,00 6,62 + 0,01
24 30,00 £ 0,84 6,17 + 0,38 30,50 £ 0,55 5,89 + 0,41
48 28,58 £ 0,66 5,86 + 0,23 30,00 £ 0,00 6,26 + 0,74
72 30,17 £ 0,41 6,59 + 0,10 30,00 £ 0,00 6,93 + 0,11

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

5.1.3. Influéncia da Concentracio de (NH4)»,SO4 como Fonte de Nitrogénio

Sabe-se que a fonte de nitrogénio é um fator muito importante na producdo de
biossurfactantes. Seu tipo e concentracdo influem fortemente no comportamento do
microrganismo para a excre¢do do produto desejado. A limitacdo em muitas situacdes também
pode atuar de maneira positiva, fazendo com que 0 microrganismo consuma mais
intensamente a fonte de carbono, e assim, excretar uma maior quantidade de produto. A
adicdo de amino&cidos e hidrolisados de proteinas favorecem fortemente o crescimento da
maioria dos microrganismos heterotréficos, seno muito comum a adi¢do de fontes orgéanicas
como peptona (hidrolisados de proteinas), extrato de levedura, extrato de carne e extrato de
malte (MULLIGAN & GIBBS, 1989; BEZERRA, 2006), no entanto, sdo fontes caras que
podem ser substituidas pelos sais de aménio, fontes de nitrogénio mais econémicas, levando
em consideracdo a disponibilidade dos materiais necessarios ao processo e 0 baixo custo na
producéo.

Tendo em vista que o suco de caju é um potencial substrato a ser estudado, uma
vez que é uma matéria-prima rica em carboidratos, fibras, vitaminas e sais minerais de grande
abundancia na regido Nordeste e oriundo de residuos do caju da agroindustria do estado do
Ceara, estudos utilizando suco de caju clarificado tém sido realizados (ROCHA et al., 2006).

Avaliou-se no presente estudo a influéncia da concentracdo da fonte de nitrogénio
na producdo de biossurfactantes pela linhagem de Bacillus subtilis LAMIQO05, cultivado em

suco de caju clarificado como fonte de carbono e (NH4),SO4 como fonte de nitrogénio. As

68



Capitulo 5: Resultados e Discussoes

concentragdes estudadas para a fonte de nitrogénio citada foram de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™
respectivamente.

A Figura 10, onde pode-se observar os conjuntos de dados expressos nos graficos
A, B e C, mostram o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producdo de
surfactina em funcdo do tempo para os ensaios realizados variando a concentracao de sulfato

de amdnio como fonte de nitrogénio.

w
°©
=
o
J
@
S

16

®)

=
I
T
o
o

N
o
o
=}
o
=}

- s —
1
N
o
1

L Lo
[ I
’ L
12}k 5 12 \/f‘f N *_ 445
20 40 _ * e e 420 40 _
410 1T 0 — N ~— -
- 433 L 1 P 4353
2 5 2 o = 2
o8l 155430 = 5 8f 155 30 =
® 1] [ 1 b ©
2 8lsg £ i i 812 £
Bot E1°8 % T A ——f E£173%
7] 108420t 2 *> 10284 20 £
[ 3 0 [ 3
4+ 415 4 4 15
05 410 05 10
2+ 2+
5 A 1 s
0 T T T T T T T T T T T 00 0 0 A/f T T T T T T T T T T [
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Tempo (h)

Substrato (g.L™)

0 6

T T T T T T T T T T
12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Tempo (h)

Tempo (h)

L
o

e
Biomassa (g.L™")

1
o
o

0,0

60

S 8 8 g
Surfactina (mg.L™")

=
o

o

Figura 10 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcéo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis LAMI005 em meio com suco de caju clarificado (CAJC)
e variago de (NH4);SOq; (A) 0,5 g.L™" de (NH4),SO4; (B) 1,0 g.L ™" de (NH,),SO4; (C) 2,0 g.L ™" de (NH4);SO,.
Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L™". (A) Biomassa; (e) Concentracdo de Glicose; (») Concentracio
de Frutose; (#) Surfactina.

Pode-se observar na Figura 10 (A, B e C) que embora 0 microrganismo consuma
tanto glicose como frutose, apresentou visivel preferéncia por glicose, fato observado por
Oliveira et al., (2011) em uma das condigOes estudadas quando avaliou diferentes meios de
cultivo para producdo de biossurfactantes. Observa-se ainda que ndo houve completo
consumo de substrato, o que pode ser justificado devido o suco de caju clarificado ser um
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substrato rico em vitaminas e minerais, e assim 0 microrganismo consome 0s demais
nutrientes concomitantemente aos substratos presentes no suco. O ensaio com concentragao
inicial de 2,0 g.L™ de (NH4).SO, foi o que apresentou maior concentracio de biomassa, em
torno de 2,0 g.L™ bem como de biossurfactante com concentracdes de 55,71 + 0,03 mg.L™.
Os demais ensaios, utilizando concentragdes de 0,5 e 1,0 .L™" de (NH4),SO, apresentaram
resultados semelhantes para crescimento celular e formacdo de produto, com concentragoes
em torno de 1,5 g.L™ de biomassa e 50,0 mg.L™ de surfactante. Segundo Banat (1995), a
fonte de nitrogénio é um dos fatores que exercem grande influéncia na producdo de
biossurfactantes, contribuindo para um bom rendimento no final do processo.

Diversos estudos foram realizados para definir a melhor relagéo entre o carbono,
nitrogénio, fésforo e ferro necessaria para a obtencdo de alta producdo
e bons rendimentos (ABOUSEOUD et al.,, 2008). Dentre a gama de biossurfactantes
conhecidos, seu tipo, quantidade e qualidade sdo influenciados pelo microrganismo produtor,
pela natureza do substrato disponivel, pela concentracdo de ions com nitrogénio, fésforo,
magnésio, ferro e manganés no meio e pelas demais condi¢des de cultura, como pH,
temperatura, agitacao, oxigenacao e taxa de diluicdo (BANAT, 1995).

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos de tensdo superficial para 0s ensaios
realizados variando a concentragédo da fonte de nitrogénio utilizando as concentracdes de 0,5,
1,0 e 2,0 g.L™* de (NH4)2SO, e com concentracio inicial de ART de ~ 20,0 g.L™.

Pode-se observar na Tabela 9 que houve boa reducdo da tensdo superficial em
todos os ensaios. Para que acontecam significativas reducdes de tenséo superficial necessita-
se apenas da quantidade minima de surfactante no meio, atingindo-se assim a concentragdo
micelar critica (CMC). Quando hd o aumento da concentragcdo de surfactante no meio, a
tensdo superficial diminui, ocorrendo a formacdo de micelas que sdo moléculas anfipaticas
agregadas com as porcGes hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula e as
porcdes hidrofobicas para a parte interna (MULLIGAN, 2005; PIROLLO, 2006; RUFINO,
2006).
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Tabela 9 - Resultados obtidos de tensdo superficial para os ensaios realizados variando a concentragéo da fonte
de nitrogénio utilizando as concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™ de (NH,),SO4 e com concentracio inicial de
ART de +20,0g.L™.

Ensaio 2 Ensaio 3
1,0 g.L™" de (NH4)2S0; 2,0 g.L ™" de (NH4),SO,
Tens&o Superficial (TS) Tensdo Superficial (TS)

Ensaio 1
Tempo  0,5g.L" de (NH4),S0,
(h) Tens&o Superficial (TS)

Mn/m mN/m mN/m
MC 52,12+ 0,2 56,07 + 0,1 53,00 £ 0,1
0 50,00 £ 0,0 55,12+ 0,2 52,08 + 0,1
3 49,03+0,1 50,08 £ 0,2 50,03 +0,1
6 49,03+0,1 50,10 £ 0,1 38,03+0,1
8 47,12 +0,2 35,00+ 0,0 38,03+0,1
10 34,90+ 0,1 30,00 £ 0,0 36,00 £ 0,0
20 31,00+ 0,0 30,00 £ 0,0 30,00 £ 0,0
24 31,00 +£0,0 30,00 £ 0,0 30,03+0,0
30 31,03+0,1 30,25 +0,3 30,00 £ 0,0
48 31,00+ 0,0 29,80+ 0,3 30,00 £ 0,0
54 31,00+ 0,0 29,25+ 0,3 30,00 £ 0,0
72 31,10+0,1 29,00+ 0,0 30,00 £ 0,0

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

A Figura 11 mostra a conversdo de substrato para os ensaios realizados variando a

concentragdo da fonte de nitrogénio utilizando as concentragées de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™" de

(NH,),S04 com concentracdo inicial de ART de ~ 20,0 g.L ™.
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De acordo com a Figura 11, verifica-se que 0 ensaio em que houve maior
conversdo de substrato foi com concentracdo de 2,0 g.L™ de (NH,):SOs, condizente com a
producéo de surfactina e crescimento celular. Em testes realizados anteriormente por Oliveira
(2010) e Oliveira et al., (2013), o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIO05 é
um metabolito primario, onde consumo de substrato, formacdo de produto estdo associados ao
crescimento celular.

A Tabela 10 apresenta os valores de pH obtidos para os ensaios realizados
variando a concentracéo da fonte de nitrogénio.

Durante os ensaios fermentativos para producdo de biossurfactantes, observou-se
queda de pH para até 4,0 em todas as condi¢fes estudadas. A acidificacdo indica que esta
havendo producdo, no entanto, surfactantes precipitam em pH &cido, sendo necessario ajustar
0 pH das amostras antes da remocao das células para 7,0 evitando perdas do produto e falhas

nas analises a serem realizadas.

Tabela 10 - Resultados de pH obtidos para os ensaios realizados variando a concentragéo da fonte de nitrogénio
utilizando as concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™* de (NH,),SO, e com concentracéo inicial de ART de + 20,0
g.L™

Tempo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
(h) |0,5g.L™" de (NH4),S0,4| 1,0g.L™" de (NH,)2S04 | 2,0 g.L™" de (NH,4),SO,
MC 5,95 + 0,01 6,15 + 0,00 5,69 + 0,00

0 5,91 + 0,02 6,08 £ 0,01 5,65 + 0,01
3 6,24 + 0,01 6,17 + 0,05 5,93 +0,01
6 6,44 + 0,06 6,81 0,03 6,08 + 0,04
8 6,95 + 0,10 6,42 + 0,02 6,01 £ 0,05
10 6,80 + 0,03 6,14 + 0,01 4,95 + 0,08
20 5,72 + 0,02 5,75 + 0,07 4,98 + 0,08
24 5,98 + 0,02 5,81 + 0,01 4,76 + 0,09
30 5,92 + 0,06 5,69 + 0,02 5,37 +0,31
48 5,43 + 0,06 4,53 +0,05 4,11+0,10
54 5,00 + 0,07 4,38 + 0,07 4,18 + 0,06
72 4,34 +0,02 4,34 +0,03 4,35 + 0,63

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

Realizaram-se ainda testes de emulsificacdo. A Tabela 11 apresenta os resultados

obtidos. O surfactante produzido apresentou boa capacidade emulsificante utilizando n-
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hexadecano e querosene para a concentracdo de 0,5 g.L™" (NH,),SO,. Para a concentracdo de
1,0 g.L™, o melhor indice emulsificante foi utilizando 6leo de soja e para a concentragdo de
2,0 g.L™ o melhor resultado foi com n-hexadecano. Tal fato pode ocorrer devido ao tipo de
surfactante produzido, pois 0 mesmo vai depender de diversos fatores, como meio de cultivo e
condicbes de producdo. A variacdo da fonte de nitrogénio é um pardmetro que esta

intimamente ligado com o tipo de surfactante produzido.

Tabela 11 - Resultados obtidos de indice de Emulsificacio (IE) para os ensaios realizados variando a
concentracdo da fonte de nitrogénio utilizando as concentragées de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™ de (NH,),SO, e com
concentragdo inicial de ART de +20,0 g.L™.

Concentracdo de (NH4)>SO4: 0,5 g.L™
Amostra | OLEO DE SOJA QUEROSENE | N-HEXADECANO
30 h 4,31+ 0,01 47,41 + 0,01 41,67 + 0,35
48 h 14,46 £ 0,03 66,29 + 0,02 41,15+ 0,50
54 h 33,54 + 0,30 56,41 = 0,16 68,13+ 0,12
72 h 33,80 = 0,30 64,31 = 0,06 67,24 = 0,00
Concentracdo de (NH4)>SO4: 1,0 g.L™
Amostra | OLEO DE SOJA QUEROSENE | N-HEXADECANO

30h 52,10 £ 0,02 60,70 £ 0,07 NF
48 h 50,00 + 0,00 NF 45+ 0,01
54 h 51,90 + 0,00 NF 16,44 + 0,23

72 h 51,04 = 0,01 4,13 + 0,06 18,00 £ 0,25
Concentracdo de (NH4)>SO4: 2,0 g.L™
Amostra | OLEO DE SOJA QUEROSENE | N-HEXADECANO

24 h 6,76 + 0,01 5,70 + 0,03 50+ 0,00
30 h 7,36 + 0,00 3,52+ 0,00 51+ 0,04
48 h 7,36 + 0,00 5,87 +0,03 43,48 + 0,01
54 h 12,05+ 0,01 7,44 + 0,00 39,77 £ 0,05
72 h 6,14 + 0,03 8,03 + 0,00 48,36 = 0,05

De acordo com os resultados descritos, verifica-se que o biossurfactante
produzido no meio de cultivo contendo suco de caju clarificado como fonte de carbono
variando a concentracéo da fonte de nitrogénio de 0,5, 1,0 e 2,0 g.L™ de sulfato de aménio foi
capaz de reduzir a tensdo superficial do meio para até 29,0 £ 0,0 mN/m. A maior
concentracdo de biossurfactante obtida foi no ensaio com concentracdo de (NH4),SO4
obtendo-se valores em torno de 60 mg.L™. Diante dos resultados, para o microrganismo
Bacillus subtilis LAMIOQO05, a limitacdo de fonte de nitrogénio ndo favoreceu a producdo.
Verificou-se que concentracbes mais elevadas de (NH;),SO, apresentaram melhores
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resultados, constatando assim que a concentracdo da fonte de nitrogénio é um importante
parametro a ser estudado na producdo de biossurfactantes, objetivando boa produtividade
associada a bons rendimentos, no entanto, mais estudos sdo necessarios para obter-se

resultados mais significativos.

5.1.4. Uso de Nitrato de Amoénio (NH4sNO3) como Fonte de Nitrogénio

Frequentemente utiliza-se como fontes de nitrogénio sais de amonio como
(NH4)2SO4 e (NH4);HPOs. No intuito de otimizar a producdo e alcangar maiores
concentragfes de produto, resolveu-se testar uma fonte de nitrogénio distinta, optando por
nitrato de amonio (NH4sNO3) na mesma concentracdo que se utilizava sulfato de amonio
(NH,4)2SO4. Como meio de cultivo utilizou-se suco de caju clarificado com concentragdo
inicial de ART de + 20,0 g.L™ suplementado com 1,0 g. L™ de nitrato de amdnio (NHsNO3).
A Figura 12 apresenta os resultados de biomassa, formacdo de produto e consumo de

substrato para o ensaio realizado.
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Figura 12 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcédo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis LAMI005 em meio com suco de caju clarificado (CAJC)
como e NH4NOs. Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L™. (A) Biomassa; () Concentracéo de Glicose;
(m) Concentragéo de Frutose; (#) Surfactina.

Observa-se pela Figura 12, duas fases de adaptacdo do microrganismo. O fato

justifica-se pela falta de energia que ocorreu durante o experimento, deixando as células por
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um periodo de aproximadamente uma hora sem agitacdo, diminuindo assim a aeracao e
causando stress ao microrganismo. Observa-se que o crescimento celular apresenta-se na
faixa estacionaria a partir de 24 horas. A média de concentracdo celular de 24 a 72 horas é em
torno de 1,33 + 0,06 g.L™". Houve baixo consumo de subtrato, aproximadamente 21,4% de
consumo de glicose ao final do experimento e 11% de consumo de frutose. Fato semelhante
ocorreu ao utilizar sulfato de amoénio para avaliar a influéncia da concentragdo, onde
observou-se maior consumo do substrato quando utilizou-se concentraces de 0,5 e 2,0 g.L™
de sulfato de amonio como fonte de nitrogénio, havendo maior formagéo de produto ao
utilizar 2,0 g.L™ de sulfato de aménio, obtendo concentragdo de 47,70 + 5,71 mg.L™. Optou-
se por utilizar 1,0 g.L" nitrato de aménio devido ndo haver significativa diferenca nas
concentragdes obtidas quando variou-se a concentracdo de sulfato de aménio (0,5 g.L™ de
(NH,),S0, = 38,78 + 4,67 mg.L™; 1,0 g.L™ de (NH4),SO, = 47,70 + 5,71 mg.L™; 1,0 g.L™" de
(NH,),S0,4 = 55,71 + 0,03 mg.L™). No presente estudo, obteve-se concentragdo de surfactina
de 38,47 + 4,11 mg.L?, inferior a concentracdo obtida quando utilizou-se a mesma
concentracdo de sulfato de amdnio (1,0 g.L™) como fonte de nitrogénio.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos de Tenséo superficial (TS - mN/m) e
pH para ensaio realizado utilizando suco de caju clarificado com concentracéo de + 20,0 g.L™
(ART) como fonte de carbono e 1,0 g.L™ de (NHsNOs3) como fonte de nitrogénio.

Tabela 12 - Resultados obtidos de Tensdo superficial (TS - mN/m) e pH em ensaio realizado para producéo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO05 utilizando suco de caju clarificado com concentragéo de + 20,0
g.L(ART) como fonte de carbono e 1,0 g.L™* de (NH,NO;) como fonte de nitrogénio.

Tempo (h)| TS (mN/m) pH
MC 56,97 £ 0,52 6,20 £ 0,03
0 54,55+ 0,12 6,14 £ 0,03
3 51,50 £ 0,55 6,19 £ 0,07
6 52,25 + 0,27 6,68 £ 0,03
8 42,00 £ 1,10 6,97 £ 0,13
10 29,00 £ 0,00 6,48 £ 0,04
20 29,50 £ 0,55 6,60 £ 0,14
24 29,80 £ 0,33 6,16 + 0,06
30 29,50 £ 0,55 5,55+ 0,50
48 29,50 £ 0,55 4,39 £0,13
54 30,50 £ 0,55 4,28 £ 0,08
72 29,75 £ 0,27 4,31 £0,01

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)
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Percebe-se significativa reducdo da tensdo superficial, com reducgédo de 48,20%,
reduzindo de 56,97 £+ 0,52 mN/m para uma média de 29,75 £ 0,40 mN/m.

A reducdo da tensdo superficial € uma das primeiras analises realizadas para
verificar se esta havendo producdo de biossurfactantes. Uma quantidade minima presente no
meio, desde que seja a concentracdo da CMC do surfactante produzido, € suficiente para obter
valores de tensdo superficial em torno de 30,0 mN/m. As concentracGes obtidas de
bioproduto, confirmam os resultados de tensdo superficial obtidos, que indicaram presenca de
surfactante.

Avaliou-se o poder emulsionante do surfactante produzido frente a diferentes
fontes hidrofébicas: querosene, n-hexadecano e querosene. Adicionou-se 2,0 mL de caldo
fermentado livre de células das amostras de diferentes tempos de cultivo e 2,0 mL de
diferentes fonte hidrofébicas. Agitou-se vigorosamente em vértex por 2 minutos, deixando em
repouso pro 24 horas. Apds esse periodo mediu-se a altura total da solucdo e a altura da fase
emulsionada para obtencdo do indice de emulsdo (IEzs) em %. A Tabela 13 apresenta 0s
resultados obtidos.

O meio contendo o surfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIO05
utilizando suco de caju clarificado como fonte de carbono e nitrato de aménio como fonte
nitrogénio ndo foi capaz de emulsionar n-hexadecano e querosene. Observou-se certo poder
emulsionante apenas com 6leo de soja, no entanto, apesar dos valores em torno de 50%, as

emulsdes ndo apresentavam aparéncia firme.

Tabela 13 - Resultados obtidos de indice de Emulsio (IE,;) em ensaio realizado para producio de
biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO05 utilizando suco de caju clarificado com concentragéo de + 20,0
g.L(ART) como fonte de carbono e 1,0 g.L™* de (NH,NO;) como fonte de nitrogénio.

Amostra | N-HEXADECANO | QUEROSENE | OLEO DE SOJA
30h NF 60,69 + 6,64 52,10 £1,75
48h 4,50+ 0,71 NF 50,00 + 0,00
54h NF NF 51,89 £ 0,15
72h NF NF 51,04 +1,48

76



Capitulo 5: Resultados e Discussoes

5.1.5. Influéncia da Temperatura

Com o objetivo de melhorar os rendimentos e condi¢bes de operagdo para
producéo de biossurfactantes, resolveu-se estudar a influéncia da temperatura (28°C, 32°C e
34°C) na producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO05 utilizando suco de caju
clarificado (CAJC) como fonte de carbono com concentragéo inicial de ART de £20,0g.L™" e
1,0 g.L™ de (NH4).SO, como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, por 72 horas. A Figura 13,
apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em

funcdo do tempo para producéo de biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIOO05.
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Figura 13 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcdo do tempo
para producéo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis LAMI005 variando a temperatura em 28°C, 32°C e 34°C,
cultivado em meio com suco de caju clarificado (CAJC) como fonte de carbono e 1,0 g.L™* de (NH,),SO, como
fonte de nitrogénio, a 180 rpm, por 72 horas. Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L™. (A) Biomassa; (e)
Concentracdo de Glicose; (m) Concentracéo de Frutose; (#) Surfactina.

Observa-se na Figura 13 que o0 ensaio onde obteve-se maior producdo de
surfactante foi a temperatura de 32°C, com concentracdo maxima de 58,10 + 13,09 mg.L™ que

reduziu para 35,75 + 10,35 mg.L™ ao final do processo (72 horas).
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Diversos fatores podem influenciar diretamente na estrutura e atividade dos
biossurfactantes dentre os quais podem ser citados a fonte de carbono, fonte de nitrogénio,
temperatura, pH, salinidade, entre outros (FERNANDES, 2007). A temperatura € um fator
determinante nas velocidades das reacGes quimicas e propriedades das biomoléculas, sendo
assim, um parametro de estudo para delimitar uma faixa para o crescimento dos
microrganismos. Esse parametro é relacionado & capacidade de sintetizar constituintes
celulares com uma estabilidade maior ou menor ao calor (ESMERALDO, 2010).

Khopade et al., (2012), em trabalho realizado de estudos da producdo e
estabilidade do biossurfactante isolado de ambiente marinho Nocardiopsis sp. B4 observou
que a melhor condicdo de operacdo para obtencdo do biossurfactante foi pH 7,0, temperatura
30°C e concentracdo de sal 3%. A producéo foi realizada utilizando azeite de oliva como
fonte de carbono e fenil alanina como fonte de nitrogénio. Observou ainda que a producédo do
biossurfactante foi dependente do crescimento.

Faria (2010), ao estudar a Producdo, purificacdo e caracterizacdo quimica de
biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis em glicerina residual bruta como substrato
organico, avaliou 19 linhagens de Bacillus sp. e selecionou o microrganismo Bacillus subtilis
LSFM_05 para realizacdo dos testes e designou como condigdes Otimas para a producdo,
através do planejamento experimental, a temperatura de 32°C e concentracdo de glicerina de
5% viv.

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos de tensao superficial para os ensaios
realizados variando a temperatura em 28°C, 32°C e 34°C. Os ensaios foram conduzidos em

duplicata e as amostras foram medidas a temperatura ambiente, em triplicata.

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 14, que no ensaio na
temperatura de 32°C a tensdo superficial reduz para 30,97 + 0,08 em 06 horas de ensaio. A
reducdo da tensdo superficial é indicio de que ha surfactante no meio fermentado, pois a
reducdo da tensdo superficial do meio esta relacionada a sua presenca bem como a qualidade
do surfactante obtido (BUENO, 2010). Observou-se uma maior reducdo no ensaio com
temperatura de 32°C chegando a 29,08 + 0,01 mN/m, porém o ensaio realizado a 28°C e 34°C
também apresentaram bons valores de reducdo da tensdo superficial, entre 33 e 30 mN/m.
Como houve producdo em todas as condigdes estudadas (28, 32 e 34°C), de acordo com 0s
resultados de tensdo superficial, as concentra¢fes de bioproduto obtidas foram suficientes
para alcancar a concentracdo micelar critica (CMC), o que ocorre quando ha presenca de uma

quantidade minima de biotensoativo no meio para que ocorrendo assim a reducdo da tensao
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superficial. A producdo de moléculas com atividade de reducdo da tensdo superficial ocorre
quando os substratos fornecidos aos microrganismos séo hidrocarbonetos, possibilitando aos
microrganismos utilizarem estes compostos, nhormalmente insollveis em meio aquoso, 0 que
impede a sua oxidagéo e assimilagdo ( COLLA & COSTA, 2003).

Tabela 14 - Resultados obtidos de tensdo superficial para os ensaios realizados variando a temperatura em 28°C,
32°C e 34°C em meio de cultivo contendo suco de caju clarificado com concentracdo com inicial de ART de +

20,09.L" e 1,0 g.L™ de (NH,),SO, como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, por 72 horas.

Tempo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
(h) 28°C 32°C 34°C
MC 58,5+ 1,64 57,13+ 0,11 63,98 £ 0,31

0 59,92 £ 0,74 48,15 £ 0,05 61,63 £ 0,52
3 49,67 £ 0,45 49,67 + 0,06 61,22 + 0,12
6 46,00 £ 0,32 30,97 £ 0,08 37,60 £ 0,57
8 34,18 £ 0,29 30,83 0,20 33,50 £ 0,00
20 30,72 £0,28 30,22 £ 0,08 32,75+£0,35
22 30,85+ 0,10 29,08 £ 0,01 31,75+£0,35
24 31,87 +0,31 29,63+0,14 32,00 £ 0,00
32 32,32 £0,26 29,83+0,20 31,00 £ 0,00
48 32,58 £0,31 30,10 £ 0,19 31,75+£0,35
72 32,12 +0,21 30,00 £ 0,00 30,00+1,41

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

A Tabela 15 apresenta os resultados de pH obtidos para os ensaios realizados
variando a temperatura em 28°C, 32°C e 34°C em meio de cultivo contendo suco de caju
clarificado com concentracdo com inicial de ART de + 20,0 g.L™ e 1,0 g.L™" de (NH4),SO,
como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, por 72 horas.

Observa-se pelos resultados obtidos em todas as condigdes estudadas que o pH do
meio fermentado foi reduzindo ao longo do tempo, chegando a valores de até 4,35 + 0,01 a
32°C, temperatura onde houve maior producdo de biossurfactantes. A diminuicdo do pH
aconteceu em todos 0s experimentos realizados com a linhagem Bacillus subtilis LAMI005.
Sabe-se que 0 microrganismo excreta outros produtos, ndo s biossurfactante. Acredita-se que
a diminuicdo do pH se dé a diversidade de metabolitos excretados.
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Tabela 15 - Resultados de pH obtidos para os ensaios realizados variando a temperatura em 28°C, 32°C e 34°C
em meio de cultivo contendo suco de caju clarificado com concentracdo com inicial de ART de +20,0g.L" e 1,0

g.L" de (NH,),SO, como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, por 72 horas.

Tempo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
(h) 28°C 32°C 34°C
Branco 6,19 £ 0,04 6,19 + 0,00 6,19 £ 0,04
0 6,28 +0,11 6,25 + 0,00 6,08 £ 0,01
3 6,46 + 0,00 6,58 + 0,06 6,70 £ 0,01
6 6,52 + 0,03 6,18 + 0,05 6,06 £ 0,04
8 5,76 £ 0,01 5,92 + 0,06 6,07 £ 0,02
20 5,49 + 0,00 6,19 + 0,06 6,15 + 0,05
22 5,30 £ 0,00 6,08 + 0,02 6,28 0,08
24 5,42 £ 0,04 5,54 + 0,08 6,23+ 0,01
32 4,73 +0,01 4,53 +0,04 4,86 £ 0,04
48 4,78 + 0,04 4,44 + 0,04 4,36 + 0,02
72 4,72 +0,04 4,35+ 0,01 512 + 1,05

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

5.1.6. Caracterizacdo em FTIR do Biossurfactante Produzido por Bacillus subtilis

LAMIO05

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos da analise em Espectroscopia

Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR).
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Figura 14 - FTIR - espectrogramas vibracionais na regido do infravermelho para surfactina padrdo (Sigma
Aldrich) e surfactina purificada produzida extracelularmente a partir da cultura de Bacillus subtilis
LAMI005cultivada em suco de caju clarificado (CAJC) + sulfato de aménio (1,0 g.L™) em = 60 g.L™ de ART,

30°C e 180 rpm.
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Observa-se na Figura 14, os espectros vibracionais na regidao do infravermelho
(FTIR) obtidos de amostras do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIOO5 e da
surfactina padrdo (Sigma Aldrich, 95% de pureza). E possivel observar nos espectros
caracteristicas de peptideos, nas quais as bandas identificadas indicam as seguintes ligagdes:
3430: NH, 1655: CO, 1534:CN e canais alifaticos (3000-2800, CH, e CHg), indicando que
esse composto é um lipopeptideo. Também foi observada uma banda correspondente ao grupo
carbonil ester (1730:CO). Observou-se resultados similares por Lin et al. (1994), quando
determinou a estrutura quimica do surfactante produzido por Bacillus licheniformis. N&o foi
observada diferenca significante entre os espectros IR da surfactina semipurificada produzida
extracelularmente a partir da cultura de Bacillus subtilis LAMI005e surfactina padréo (Sigma
Aldrich) no presente estudo. Os mesmos se sobrepoem bem, indicando que o produto obtido
no processo fermentativo é um lipopeptideo do tipo surfactina.

5.1.7. Perda da Capacidade de Producdo de Biossurfactante por Bacillus subtilis
LAMIO05

Ao longo de todos o0s experimentos, observou-se uma baixa producdo de
biossurfactante por parte do microrganismo estudado. Com a finalidade de confirmar esse
indicio, resolveu-se realizar um ensaio de acordo com Oliveira (2010). A Tabela 16, apresenta
os resultados de tensdo superficial e pH obtidos no ensaio realizado.

Acredita-se que 0 microrganismo perdeu seu potencial de producdo, visto que
estudos anteriores mostraram boa produtividade. Observa-se que houve reducdo da tensdo
superficial, indicio de formacdo de produto. A literatura relata que um organismo é
considerado promissor produtor de biossurfactante quando produz compostos tensoativos
capazes de reduzir significativamente a tenséo superficial do meio, para valores inferiores a
40 mN/m, no entanto, para o biossurfactante ser considerado eficiente é necessario que este
valor esteja abaixo de 35 mN/m (DECESARO et al., 2013). A concentracdo micelar critica
(CMC) dos biossurfactantes, que é a medida de sua eficiéncia varia entre 1 - 2000 mg/L
(BOGNOLO, 1999). Oliveira (2010) encontrou valores de CMC de 10 a 65 mg/L ao estudar
diferentes concentracdes de fonte de carbono com o microrganismo Bacillus subtilis
LAMIQ05, justificando os baixos valores de tensdo superficial, ou seja, embora haja baixa
producdo, a concentracdo excretada presente no meio esta na CMC, concentracdo minima de
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biotensoativo que se inicia a formacgéo de micelas, fato diretamente ligado a reducéo da tenséo

superficial.

Tabela 16 - Resultados obtidos de Tensao superficial (TS - mN/m) e pH em ensaio realizado para producéo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis LAMIO05 utilizando suco de caju clarificado com concentragéo de + 20,0
g.L (ART) como fonte de carbono 1,0 g.L™* de (NH4),SO, como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, 30°C, por 72

horas.

Tempo TS (mN/m) pH
MC 56,97 £ 0,52 6,63 £ 0,05
0 54,55 + 0,12 6,63 £ 0,03
3 53,70 £ 0,80 6,57 £ 0,06
6 51,83 £ 0,52 6,71 + 0,01
8 38,12 + 0,20 6,73 £ 0,03
10 29,07 £ 0,05 6,32 £ 0,01
20 29,00 + 0,00 6,04 £ 0,02
24 29,33 +£0,26 5,61 +0,03
30 29,25 0,27 5,20 + 0,07
48 29,72 £0,13 4,32 £ 0,03
54 29,35+ 0,40 4,22 + 0,05
72 29,57 £ 0,12 4,18 + 0,02

MC: Meio de Cultivo sem do in6culo (Branco)

A Figura 15 apresenta o0s resultados obtidos com a finalidade de avaliar o indicio
de perda do potencial de producdo de biossurfactantes pelo microrganismo Bacillus Subtilis
LAMIO005.

Observa-se na Figura 15 que houve baixo consumo de substrato bem como de
crescimento celular. A concentragdo de biomassa maxima foi de apenas 1,07 + 0,02 g.L™.
Fato que ndo ocorria em estudos anteriores com a mesma cepa. A maior concentracdo de
bioproduto obtida foi de 31,32 mg.L™. Oliveira (2010) ao realizar ensaios utilizando suco de
caju clarificado com concentracéo inicial de ART de 22,92 g.L" e 1,0 g.L™ de sulfato de
amonio como fonte de nitrogénio, obteve concentracdo de biomassa e de surfactina de 5,3 g.L
! e 372,56 g.L ™", respectivamente. Oliveira et al. (2013) chegou a obter 319,32 g.L™ de
bioproduto ao utilizar suco de caju clarificado com concentragéo inicial de ART de 96,10 g.L
! Giro et al. (2009) chegou a obter 125 mg.L™ de surfactina ao utilizar meio mineral de
acordo com Moéran et al. (2000) adicionando suco de caju clarificado como fonte de carbono,

utilizando a mesma cepa aqui estudada.
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Figura 15 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcédo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis LAMIO05 cultivado em meio com suco de caju
clarificado (CAJC) como fonte de carbono e 1,0 g.L™* de (NH,),SO, como fonte de nitrogénio, a 180 rpm, 30°C,
por 72 horas. Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L™. (A) Biomassa; () Concentracdo de Glicose; (m)
Concentracdo de Frutose; (#) Surfactina.

5.2. Avaliacdo da Producéo de Biossurfactantes por Linhagens Isoladas de
Solos de Manguezais do Estado do Ceara: Jag248 e Jag249, isoladas do Rio
Jaguaribe e ICA12, ICA24, e ICAS56, isoladas de Icapui

5.2.1. Avaliacao da Producao de Biossurfactantes por Bacillus sp. Jag248

Avaliou-se o potencial de producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis
Jag248, variando os meios de cultivo, buscando uma possivel identificacdo das condicdes
6timas de producdo. Os meios de cultivo avaliados foram: (A) suco de caju clarificado +
(NH4),SO,4 + Extrato de Levedura; (B) suco de caju clarificado + (NH4),SO4 + (Na;HPO,);
(C) suco de caju clarificado + (NH4),SO4 + (KH,PO,); (D) suco de caju clarificado +
(NH4)2SO4 + (NaCl); (E) suco de caju clarificado + (NH4),SO4 + MgS0O4.7H,0; (F) Meio
Mineral + suco de caju clarificado + Solucdo de Micronutrientes, conforme descritos em
4.2.3. Em tais ensaios, analisaram-se concentracdo de biomassa, producao de biossurfactantes

tensdo superficial e indice de emulsificacéo.
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A Tabela 17 apresenta o perfil do crescimento celular (biomassa), producdo de

surfactina e pH variando os meio de cultivo.

Tabela 17 - Resultados de concentracdo de biomassa, formagdo de produto e pH para os ensaios realizados
utilizando Bacillus subtilis Jag248 variando a composicdo dos meios de cultivo.

Meios de Concentra%;?l/ol_c)ieBiomassa Su(:agtl:lt_i)na oH
cultivo Oh 48 horas 48 horas Oh 48 horas
A 0,001 1,398 £ 0,101 7,72 £0,05 6,42 6,61 + 0,45
B 0,001 0,995 + 0,093 18,58 + 3,77 7,07 6,46 + 0,09
C 0,006 1,263 £ 0,019 11,38 + 1,04 6,81 5,81 +0,01
D 0,002 0,529 + 0,026 11,43 £ 3,50 6,50 5,93 £0,03
E 0,003 0,524 £ 0,015 10,92 +£1,18 6,31 5,58 + 0,04
F 0,008 2,066 £ 0,155 44,03 + 3,17 6,85 6,70 + 0,04

O meio de cultivo F foi 0 que mais chamou aten¢do, chegando a concentracéo de
2,07 = 0,16 g/L e produgdo de surfatina 44,03 £+ 3,17, superior aos outros meios de cultivo
testados, entretanto, foi inferior quando comparado com Franca et al. (2011), que obteve uma
producéo em torno de 123 mg.L™* em meio mineral suplementado com suco de caju e 232
mg.L™" em meio mineral utilizando glicose e frutose P.A em ensaios realizados utilizando o
microrganismo Bacillus sp. LAMIO05. A fermentagdo com o Meio (A), (B) e (C),
apresentaram biomassa 1,4 + 0,1 g/L, 0,99 + 0,1g/L e 1,26 £+ 0,02 g/L respectivamente. O
ensaio com meio (D) e (E) obtiveram resultados muito semelhantes, obtendo as menores
concentracOes celulares: 0,52 + 0,03 g/L e 0,52 £ 0,02 g/L para D e E, respectivamente, e
producdo de surfactina 11,43 £+ 3,50 mg/L para D e 10,92 £+ 1,18 mg/L para E.

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos de indice de emulsificagdo dos meios
fermentados livre de células, realizados utilizando como fonte hidrofobica 6éleo de soja,

querosene e n-hexadecano.

O indice de emulsificacdo é um método analitico importante de avaliacdo do
poder emulsificante do surfactante (BARROS, 2008). No estudo realizado observou-se os
seguintes valores como melhores resultados: 66,38 + 0,6% em querosene e 62,58 + 0,8% em
n-hexadecano para o ensaio (B) e 63,86 £ 1,6% em querosene e 63, 27 * 5,86% em n-
hexadecano para o ensaio (D). Bezerra et al. (2012), utilizando Pseudomonas aeruginosa
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(P.A.) e residuo agroindustrial (manipueira) como substrato obteve indice de emulsificacdo

variando de 50 a 68%, valores semelhantes aos obtidos no presente estudo.

Tabela 18 - Resultados de indice de emulsificacdo dos meios fermentados livre de células para os ensaios
realizados utilizando Bacillus subtilis Jag248 variando a composi¢do dos meios de cultivo.

indice de Emulsificacio (1E24%0)

Amostra Oleo de soja Querosene N-hexadecano
A -48h 8,70 £ 6,15 11, 22 + 8,66 22,73 £6,43
B - 48h 3,82 +£0,26 66,38 + 0,58 62,58 + 0,78
C-48h NF NF 4,68 + 2,22
D - 48h NF 63,86 + 1,57 63, 27 £ 5,86
E - 48h NF NF 19,23 + 7,97
F - 48h 40,16 + 15,16 23,73 £ 9,68 24,59 + 9,87

NF - ndo formou emulsao

Observa-se na Tabela 19 os resultados obtidos de tensdo superficial dos meios

fermentados livre de células dos ensaios realizados variando os meios de cultivo.

Tabela 19 - Resultados de tensdo superficial dos meios fermentados livre de células para os ensaios realizados
utilizando Bacillus subtilis Jag248 variando a composicdo dos meios de cultivo.

Meios de Tenséo Superficial (MN/m)
cultivo 0 horas 48 horas
A 51,8 £ 0,29 33,5+0,55
B 54 +0,0 32+0,0
C 50+ 0,0 34,25 + 0,27
D 54,3+0,12 33,3+0,55
E 51,2 +£0,35 33,5+0,55
F 52 +0,0 36,2 £ 0,26

A reducdo da tensdo superficial, indicativo de producdo de biossurfactante
(NITSCHKE & PASTORE, 2002), ocorreu em todos os ensaios analisados. Nitschke &

Pastore (2006) obteve uma reducdo da tensédo superficial de 37% em relacdo ao ponto inicial,

equivalente ao obtido nos ensaios realizados nesse estudo 35,3% para (A), 40,7% para (B),
31,4% para (C), 38,7% para (D), 34,6% para (E) e 30,4% para (F).
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Os parametros analiticos dos ensaios realizados revelam a influéncia de diferentes
nutrientes na producdo de biossurfactante, avaliando a relagdo entre o crescimento celular,
reducdo da tenséo superficial, poder emulsificante com a producdo de surfactina.

A avaliacdo da producédo de biossurfactantes por Bacillus subtilis Jag 248, em
diferentes meios e cultivo contendo como principal fonte de carbono suco de caju clarificado
(CAJC) adicionado de (NH,4),SO4 como fonte de nitrogénio, foi relevante para investigar uma
boa condicdo para producéo de biossurfactantes pelo microrganismo estudado. A partir dos
resultados obtidos acima, realizou-se estudo cinético utilizando os meios de cultivo contendo
suco de Caju Clarificado (CAJC) + (NH,)2SO4, meio mineral (MM) adicionando solugéo de
micronutrientes e Meio Mineral (MM) sem adigé@o de solugdo de micronutrientes, sob rotacéo
de 180 rpm, temperatura 30°C e pH inicial 7,0.

A Tabela 20 apresenta os resultados de tensdo superficial e pH para o ensaio
realizado em meio com suco de caju clarificado (CAJC) adicionado de (NH;),SO4 como
fonte de nitrogénio e solucdo de micronutrientes. Observou-se reducdo da tenséo superficial
do meio de cultivo livre de células, com valores de 29,10 + 0,12 dina/cm ap6s 10 horas de
ensaio e manteve-se nessa faixa até 72 horas, conforme mostra Tabela 17. O pH manteve-se
na faixa de 6,0 a 6,75.

Tabela 20 - Resultados obtidos de Tensdo superficial (TS) e pH para os ensaios realizados para producéo de
biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag248 em meio com suco de caju clarificado (CAJC) adicionado de
(NH,),SO.. Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L ™.

Tempo | Tens&o Superficial oH

(h) (mN/m)

MC 62,07 + 0,05 6,23 + 0,08
0 59,35+ 1,24 6,19 + 0,00
3 54,75 £ 0,60 6,38 £ 0,01
6 54,37 £ 0,29 6,72 £ 0,01
8 31,9+0,99 6,74 £0,02
10 29,08 £0,12 6,39 £ 0,17
20 29,55 £ 0,60 6,18 + 0,08
24 30,98 £ 0,04 6,03+ 0,04
30 31,73+0,12 6,15 0,03
48 31,12+ 0,10 6,03+ 0,01
54 30,92 £ 0,10 6,27 £ 0,10
72 31,00+ 0,11 6,03 £ 0,02

MC: Meio de Cultivo sem in6culo (Branco)

86



Capitulo 5: Resultados e Discussoes

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos em ensaios realizados utilizando
Bacillus subtilis Jag248 em Meio contendo Suco de Caju Clarificado (CAJC) suplementado

com (NH,)2SO,4 como fonte de nitrogénio.
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Figura 16 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcédo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag248 em meio com suco de caju clarificado (CAJC)
adicionado de (NH4),SO,, 30°C, 180 rpm. Concentracdes iniciais de ART de + 20,0 g.L™",. (m) Biomassa; (e)
Concentracdo de Glicose; (A ) Concentracdo de Frutose; (#) Surfactina.

De acordo com a Figura 16, observa-se maior concentracdo de biomassa em torno
de 1,00 + 0,04 g/L apds 30 horas de fermentacdo, uma crescente producdo de biossurfactantes
no decorrer das 72 horas chegando a concentracdo de 26,98 = 0,01 mg/L de surfactina,
concentracdo muito baixa. Ocorreu baixo consumo dos agucares redutores totais (ART), no
entanto observa-se que o microrganismo tem preferéncia por glicose.

A avaliacdo da capacidade emulsionante do biossurfactante produzido por
Bacillus subtilis Jag248 em meio com suco de caju clarificado (CAJC) adicionando de
(NH4)2SO,4 como fonte de nitrogénio pode ser observada na Tabela 21.

Observa-se pela Tabela 21, que houve formacdo de emulsdo consideraveis apenas
para querosene e n-hexadecano. Para a amostra de 30 horas de fermentacédo, obteve-se indice
de emulsificacdo de 56,86 + 3,90 e 36,28 + 23,03 para querosene e n-hexadecano
respectivamente. Para 6leo de soja s6 obteve-se emulsdo nas amostras de 48 horas, com IEz4
de 21,30 + 0,00.
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Tabela 21 - Resultados obtidos de indice de Emulsificacio % (IE,4) para o ensaio realizado utilizando Bacillus
subtilis Jag248 em Meio contendo Suco de Caju Clarificado (CAJC) e (NH,),SO,.

INDICE DE EMULSIFICACAO (IEzs)

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 emulsido

Seguiram-se 0s experimentos, e avaliou-se a producdo de biossurfactantes por

Bacillus subtilis Jag248 em meio mineral (MM) adicionando solugdo de micronutrientes. A

Tabela 22 apresenta os resultados obtidos em ensaio realizado utilizando meio mineral com

adicdo de micronutrientes.

Observa-se reducdo da tensdo superficial em torno de 55%, com valores de até

28,50 + 0,00 mN/m em 20 horas de ensaio. A tensdo superficial manteve-se entre 28,50 +

0,00 e 31,28 + 0,32 de 20 até 72 horas de ensaio. Ndo houve acidificacdo do meio durante o

ensaio fermentativo e o pH manteve-se entre 6,0 e 7,0.

Tabela 22 - Resultados obtidos de Tensdo superficial (TS) e pH para os ensaios realizados para producéo de
biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag248 em meio mineral (MM) com adi¢&o de solugdo de micronutrientes.

Tempo (h) | Tensdo Superficial (mN/m) pH
MC 62,07 £ 0,05 6,23 + 0,08
0 48,32 £ 0,21 6,83+ 0,01
3 47,02 £ 0,04 6,86 + 0,03
6 38,08 £ 0,20 6,93 + 0,00
8 33,50 £ 0,00 6,87 £ 0,01
10 29,25 0,82 6,76 £ 0,02
20 28,50 £ 0,00 6,57 £ 0,10
24 29,25 + 0,27 6,13+0,13
30 29,23 £ 0,77 6,18 + 0,06
48 30,40 £ 0,44 6,29 £ 0,21
54 29,12 + 0,90 6,74 £ 0,10
72 31,28 + 0,32 6,69 + 0,15

MC: Meio de Cultivo sem in6culo (Branco)
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A Figura 17 apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e
producdo de surfactina em funcdo do tempo para producdo de biossurfactantes por Bacillus
Subtilis Jag248 em meio mineral (MM) com adicao de solucdo de micronutrientes.
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Figura 17 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcéo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag248 em meio mineral (MM) com adicao de solucdo de
micronutrientes, 30°C, 180 rpm. (m) Biomassa; (e) Concentracdo de Glicose; (#) Surfactina.

Observa-se na Figura 17 consumo total do substrato com 20 horas de ensaio,

maior concentracdo de biomassa com 54 horas com concentra¢do de 1,69 + 0,05 mg/L. A

maior concentracgdo de surfactina obtida foi com 48 horas de ensaio, chegando a 112,31 mg/L.

A Tabela 23 apresenta os resultados do poder emulsionante do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis Jag248.

Tabela 23 - Resultados obtidos de indice de Emulsificacio % (IE,,) para o ensaio realizado utilizando Bacillus
subtilis Jag248 em meio mineral (MM) com adicdo de solucdo de micronutrientes.

INDICE DE EMULSIFICACAO (IEzs)

AMOSTRA | OLEO DE SOJA | QUEROSENE | N-HEXADECANO
30 h 14,00 + 2,83 5,77+ 2,72 15,96 £ 5,71
48 h 19,10 + 3,11 5,79 + 3,13 26,00 + 2,83
54 h 20,31 £5,95 12,44 + 2,67 11,07 £ 6,23
72 h 22,63 + 6,57 4,36 + 0,00 25,90 + 1,56
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Observa-se pela Tabela 23, que ndo houve boa formagdo de emulsdo. Com

nenhuma das fontes hidrofobicas testadas obteve-se IE,; de pelo menos 50%. A maior

emulsdo obtida foi de 26,00 + 2,83 utilizando n-hexadecano.

Realizou-se ensaio para producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis Jag248

utilizando meio mineral (MM) sem adi¢do de solucdo de micronutrientes. A Tabela 24

apresenta os resultados obtidos de tenséo superficial e pH nas condi¢cdes estudadas.Verifica-se

ao avaliar a Tabela 24 que o pH manteve-se acima de 6,0 e reducdo da tensdo superficial de

51,0 £ 0,0 mN/m (Branco) para 28,65 + 0,16 mN/m apds dez horas de ensaio e permanecendo

nessa faixa em todas as amostras avaliadas até 72 horas de ensaio.

Tabela 24 - Resultados obtidos de indice de Emulsificaco % (IE.,) para o ensaio realizado utilizando Bacillus
subtilis Jag248 em meio mineral (MM) sem adicdo de solugdo de micronutrientes.

Tempo (h) | Tensdo Superficial (MN/m) pH
MC 52,75+ 0,82 6,80 £ 0,01
0 51,00 £ 0,00 6,56 + 0,05
3 43,25 £ 0,27 6,57 £ 0,10
6 42,00 £ 0,00 6,68 + 0,01
8 29,50 £ 0,00 6,47 £ 0,17
10 28,65 £0,16 6,15+ 0,07
20 29,50 £ 0,44 598 +0,11
24 30,00 £ 0,00 6,03+ 0,01
30 30,50 £ 0,00 6,04 + 0,01
48 31,75 +0,27 6,67 £ 0,25
54 31,50 £ 0,55 6,84 £ 0,11
72 31,25 +0,27 6,60 + 0,34

MC: Meio de Cultivo sem in6culo (Branco)

A Figura 18 apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e
producdo de surfactina em funcdo do tempo para producdo de biossurfactantes por Bacillus
Subtilis Jag248 em meio mineral (MM) sem adicdo de solucdo de micronutrientes.
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Figura 18 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e producéo de surfactina em funcéo do tempo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag248 em meio mineral (MM) sem adicao de solucdo de
micronutrientes, 30°C, 180 rpm. (m) Biomassa; (e) Concentracdo de Glicose; (¢#) Surfactina.

Observa-se pela Figura 18 maior concentracdo de surfactina e crescimento celular
quando comparado ao ensaio com suco de Caju Clarificado (CAJC) + (NH,;)2SO4 + solucao
de micronutrientes apresentando concentracdo de biomassa de 1,55 + 0,01 g/L apds 20 horas
de ensaio e logo mantendo-se na fase estacionaria. A producdo de surfactina chegou a atingir
concentracOes de 161,41 + 0,01 mg/L no decorrer de 72 h de ensaio e a glicose foi totalmente
consumida nas primeiras 20 horas de fermentacdo. Dos ensaios realizados, este foi o que
apresentou melhores resultados. A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos para indice de
emulsificacdo das amostras do ensaio para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis
Jag248 em meio mineral (MM) sem adigédo de solucdo de micronutrientes.

Tabela 25 - Resultados obtidos de indice de Emulsificacéo para o ensaio realizado utilizando Bacillus subtilis
Jag248 em Meio Mineral (MM) sem adicéo de Solugdo 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
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O biossurfactante produzido por Bacillus Subtilis Jag248 nas condic6es estudadas
citadas acima, foi capaz de emulsionar todas as fontes hidrofébicas testadas. Nas amostras de
72 horas, onde obteve-se maior concentracdo de surfactantes, também obteve-se maior indice
de emulsdo, com valores de I1E;4 de 43,72 £ 11,32 mN/m, 56,26 £ 11,68 mN/m e 54,35 +
14,63 mN/m para 6leo de soja, querosene e n-hexadecano respectivamente. Barreto (2011), ao
estudar sobre prospeccdo ambiental de microrganismos e genes envolvidos com a producéo
de biossurfactantes, verificou capacidade desemulsificante do biossurfactante produzido pela
linhagem Jag248 ao realizar um teste adicionando 300 pL do sobrenadante bruto da cultura
em uma emulsdo estavel formada por meio mineral, querosene e Tween 80, um tensoativo
comercial utilizado como controle positivo para ensaios de emulsificacdo. O teste foi feito
apds observar uma camada de 100% de emulsdo no ensaio E24, no entanto, a emulsdo se
desfez ap6s 24 horas de repouso.

Em pesquisa de genes sfp, ituD e Ipal4 realizados por Barreto (2011), o teste foi
positivo para os genes de iturina ituD e Ipal4 para Jag248. Em andlises cromatogréaficas
realizadas, detectamos picos com tempos de retencdo semelhantes aos de surfactina padréo,
por este motivo quantificamos como surfactina. Seria necessario uma caracterizagdo mais
especifica para certificar se h4 excrecdo dos dois tipos de surfactante, surfactina e iturina, ou,
se hd producdo de apenas um tipo. Como a pesquisa de genes sfp ligado a producdo de
surfactina foi positivo para Jag249, resolveu-se avaliar esta cepa.

5.2.2. Avaliacdo da Producéo de Biossurfactantes por Bacillus sp. Jag249

A Tabela 26 apresenta os resultados obtidos de concentracdo celular, pH e tenséo
superficial para avaliar a producdo de biossurfactantes por Bacillus sp. Jag249. Observa-se na
Tabela 26 ao avaliar a 180 rpm, concentragéo celular de 5,43 + 1,61 g/L em 72 horas de ensaio
tendo o pH reduzido a até 4,99 + 0,04. N&o houve reducdo significativa da tensao superficial,
permanecendo acima de 49,5 mN/m. Resultado semelhante acontece a 150 rpm, com
crescimento celular de 5,06 £ 2,09 g/L, com reducéo do pH a 4,57 + 0,16 e tenséo superficial
minima de 52,75 + 0,82 mN/m em 48 horas de ensaio. como ndo houve reducdo da tensdo
superficial a pelo menos 40 mN/m, ndo realizaram-se outras anélises, como quantificacdo do

biossurfactante produzido, uma vez que ndo havendo reducdo da tensdo superficial, ndo ha
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indicios de producdo. Resolveu-se avaliar diferentes meios de cultivo no intuito de obter uma

condicdo que houvesse producdo de biossurfactantes por Jag249.

Tabela 26 - Resultados obtidos concentracdo de biomassa, pH e Tenséo superficial (TS) dos ensaios realizados
para producdo de biossurfactantes por Bacillus Subtilis Jag249 em meio mineral (MM) com adicao de solucdo de
micronutrientes a 180 rpm e 150 rpm, 30°C, pH incial 7,0.

180 rpm, temperatura 30°C e pH 7,0

Tempo (h) Biomassa (g.L™) pH Tensa(chn?\lu/pr):)rfICIal
Branco | = @ ------ 6,77 £ 0,05 57,00 £ 0,00
0 0,03+0,00 6,84 + 0,01 49,50 £ 0,55
3 0,22 +0,01 6,78 £ 0,01 50,00 £1,10
6 2,15+0,01 5,64+0,21 54,67 +£0,82
8 2,33 +0,05 519+0,11 56,00 £ 0,00
10 2,64+0,11 4,99+ 0,04 56,00 £ 0,00
20 2,76 £0,01 5,06 = 0,06 56,42 £ 0,20
24 2,97 £ 0,07 5,15+0,01 50,50 £ 0,55
30 3,26 £ 0,10 553+0,13 52,00 £ 0,00
48 4,46 + 0,33 5,85+0,20 62,25 + 2,46
54 3,23+0,03 5,95+0,04 64,50 £ 0,55
72 543+1,61 5,42 £ 0,00 54,00 £ 0,00
150 rpm, temperatura 30°C e pH 7,0
Tempo (h) Biomassa (g.L™) pH Tensa(chn?\lu/pr):)rfICIal
Branco | = ------ 6,93+ 0,04 57,50+ 2,74
0 0,03+0,00 6,91 +0,01 56,50 £ 2,74
3 0,16 £ 0,01 6,90 £ 0,01 57,50 £ 0,55
6 0,68 + 0,03 6,10 £ 0,04 56,00 £ 2,19
8 1,88 £0,03 5,07 £0,03 53,00 £ 0,00
10 1,08+ 1,44 4,93 +0,00 56,00 £ 0,00
20 3,97 £ 0,55 4,73+0,15 56,00 £ 1,10
24 255+0,41 4,71+£0,04 58,50 + 1,64
30 5,10+0,82 457 +0,16 53,50 £ 0,55
48 4,38 +0,32 5,40+0,12 52,75 +0,82
54 4,68 +0,75 5,78+0,18 57,75+ 3,03
72 5,06 = 2,09 5,92+0,18 58,00 £ 2,19

Os meios de cultivo testados foram: (A) suco de caju clarificado + (NH4),SO,4 +

Extrato de Levedura; (B) suco de caju clarificado + (NH4),SO4 + (Na;HPO,); (C) suco de
caju clarificado + (NH4),SO4 + (KH;POy,); (D) suco de caju clarificado + (NH;).SO, +
(NaCl); (E) suco de caju clarificado + (NH4)2S04 + MgS0,.7H,0; (F) Meio Mineral + suco
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de caju clarificado + Solucdo de Micronutriente; (G) Meio Mineral + Solucdo de
Micronutrientes; (H) Meio Mineral, conforme descrito em 4.2.3. A Tabela 27 apresenta os
resultados de concentragéo celular, pH e tenséo superficial para os ensaios realizados variando
0s meios de cultivo a 150 rpm, 30°C e pH inicial 7,0.

Tabela 27 - Resultados de Concentracdo Celular (Biomassa), pH em Fun¢do do Tempo, para 0s ensaios
realizados utilizando Bacillus sp. Jag249 variando a composi¢do dos meios de cultivo sob agitacdo de 150 rpm,
30°C por 48 horas.

Tensao Superficial

Amostra Biomassa (g.L ™) pH (mN/m)

A-0h 0,03 6,63 £ 0,00 53,5+0,00
A - 48h 4,56 £ 0,04 4,625+ 0,21 55,52 + 5,65
B - 0h 0,03 6,94 £ 0,00 58,0 £ 0,00
B —48h 0,35 +0,00 6,70 £ 0,05 54,00 £ 0,00
C-0h 0,03 6,55 £ 0,00 61,00 £ 0,00
C-48h 0,46 £ 0,02 6,26 £ 0,02 61,50 £ 0,55
D -0h 0,03 6,22 £ 0,00 57,00 £ 0,00
D - 48h 1,10 £ 0,02 6,47 £ 0,05 52,55+ 0,51
E - 0Oh 0,04 5,89 £ 0,00 64,00 £ 0,00
E - 48h 1,48 £0,24 6,77 £0,16 55,80 + 1,98
F - 0h 0,03 6,15 £ 0,00 55,00 £ 0,00
F—48h 2,67 £0,15 6,83 £ 0,01 53,50 + 1,64
G-0h 0,04 6,57 £ 0,00 50,00 £ 0,00
G - 48h 3,21+£0,19 6,07 £ 0,02 52,50 £ 2,74
H - 0h 0,03 6,65 £ 0,00 53,00 £ 0,00
H - 48h 2,85+0,19 7,06 £ 0,05 62,00 £ 2,19

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 27, verificou-se no ensaio
em meio de cultivo (A) concentracdo de biomassa de 4,56 + 0,04 g/L com 48h de
fermentacdo, o pH foi inferior a 6,0. Em meio de cultivo (B) obteve-se concentragéo celular
de 0,35 = 0,00 g/L em 48 horas, valor reduzido comparado com o0s outros ensaios realizados,
mantendo o pH superior a 6,0. Verificou-se concentracdo de biomassa de 0,46 + 0,1 g/L com
48h de fermentacdo em meio de cultivo (C) e o pH manteve-se maior que 6,0. O ensaio em
meio de cultura (D) obteve biomassa final (48 horas) de 1,10 £ 0,02 g/L, mantendo o pH
superior a 6,0. Em meio (E) verificou-se biomassa de 1,48 £ 0,24 g/L e o pH abaixo de 6,0,
com tendéncia a acidificagdo. No ensaio em meio de cultivo verificou-se concentragdo de

biomassa, 0 pH manteve-se acima de 6,0. Para o ensaio em meios (F), (G) e (H) verificou-se
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concentracdo de biomassa de 2,67 + 0,15 ¢/L, 3,21 £ 0,19 g/L e 2,85 £ 0,19 g/L,
respectivamente, com 48h de fermentacdo e opH manteve-se superior a 6,0. Observa-se ainda
na Tabela 24, que ndo ocorreu reducdo da tenséo superficial nos ensaios realizados utilizando
Bacillus sp. Jag249 em nenhum dos meios de meios de cultivo testados. Barreto (2011)
obteve resultados de tenséo superficial de 29,4 + 1,4 mN/m, em ensaios realizados com o
microrganismo Bacillus sp. Jag249. Acredita-se que a cepa perdeu seu poder de producdo, por
iSs0 ndo apresenta reducdo da tenséo superficial do meio.

5.2.3. Avaliacdo da Producéo de Biossurfactantes por ICA12, ICA24 E ICA56

Para iniciar os testes com os microrganismos isolados de Icapui, ICA 12, ICA24 e
ICA56 os seguintes meios foram testados: (A) Meio Mineral + Solugdo de Micronutrientes
(MMSM), (B) Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes e pré-indculo com o meio LB
Broth (MMSMY/LB) e (C) Meio Suco de Caju Clarificado + Sulfato de Amdnio (MSCC), sob
rotagdo de 150 rpm, temperatura 30°C e pH inicial 7,0. O meio LB Broth Base (Lennox) é
composto por Peptona (10,0 g/L), extrato de levedura (5,0 g/L e cloreto de sédio (5,0 g/L).
Dilui-se o inéculo preparado com LB Broth com solugdo salina (0,9%) até alcancar
absorbéancia entre 0,1 e 0,2 em espectrofotémetro a 600 nm, antes de adicionar aos meios que
serdo incubados. O indculo para os demais ensaios tem a mesma composicdo do meio de
cultivo a ser fermentado, meio mineral adicionado de solu¢do de micronutrientes.

A Tabela 28 apresenta os resultados de crescimento celular, pH e tensdo
superficial para os ensaios realizados. Observa-se na Tabela 28, baixa concentracdo de
biomassa para ICA12 e ICA56 se comparado a ICA24, com concentragdo de 1,44 £0,2 g/L
utilizando meio MMSM/LB para ICA12 2,20 + 0,2 g/L em MMSM para ICA56. O pH ficou
acima de 6,0 para ambas as cepas. Para ICA24 verifica-se alta concentragéo celular chegando
a 9,60 + 2,7 g/L e reduziu o pH para 4,55 £ 1,1 em MSCC. O consumo de substrato foi total
em MMSM e MMSM/LB em todos os ensaios realizados, havendo carbono residual ao
utilizar suco de caju clarificado como fonte. A reducéo de substrato quando usou-se suco foi
de 40,76 + 0,13 g/L para 24, 26 £ 6,8 g/L (ICA12), 34,93 + 1,3 g/L (ICA24) e 32,58 + 0,3 g/L
(ICA56).
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Tabela 28 - Resultados obtidos de crescimento celular (biomassa), pH, tensdo superficial e consumo de
substrato em 48 horas de fermentacio para ICA12, ICA24, ICA56 nos meios de cultivo (A) Meio Mineral +
Solucdo de Micronutrientes (MMSM), (B) Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes e pré-indculo com o
meio LB Broth (MMSM/LB) e (C) Meio Suco de Caju Clarificado + Sulfato de Aménio (MSCC), sob rotacdo
de 150 rpm, temperatura 30°C e pH inicial 7,0.

Amostra _ Tenséo_ Subgtrato
(48 horas) Biomassa (g/L) pH Superficial Residual
(mN/m) (g/L)
MMSM - ICA12 1,04+0,1 6,53+0,0 | 28,75+1,1 0,0
MMSM/LB - ICA12 1,44 £ 0,2 6,65+0,0 | 2955+0,4 0,0
MSCC - ICA12 1,17+£0,0 6,69+0,0 | 30,00+0,0 | 24,26+6,8
MMSM - ICA24 7,33+04 6,85+0,0 | 29,25+0,4 0,0
MMSM/LB - ICA24 509+15 6,52+0,2 | 29,00+£0,0 0,0
MSCC - ICA24 9,60 +2,7 455+11 | 2825+04 | 3493+13
MMSM - ICA56 2,20+ 0,2 6,51+0,3 | 29,75+1,1 0,0
MMSM/LB - ICA56 1,72+£0,3 6,54+0,2 | 29,00+£0,0 0,0
MSCC - ICA56 1,98 +£0,3 6,33+0,2 | 28,75+1,1 32,58 +0,3

Nos ensaios contendo suco de caju clarificado partiu-se de uma concentragéo de
acucares redutores totais (ART), glicose e frutose em torno de 20,0 mg/L, no entanto
verificou-se que o substrato residual deixado nos ensaios contendo suco estavam acima do
que calculou-se para o inicio. Com isso, analisou-se em HPLC as concentragdes do suco de
caju clarificado utilizado (Safra 2010). A Tabela 29 apresenta os resultados para concentracéo

de ART presentes no suco de caju clarificado Safra 2010 e Safra 2012.

Tabela 29 - Resultados de concentracdo de substrato (glicose e frutose) em suco de caju clarificado safra 2010 e
safra 2012.

Substrato Suco de caju clarificado/Safra | Suco de caju clarificado/Safra
2010 2012
Glicose (g/L) 96,44 53,34
Frutose (g/L) 96,46 56,17

Verificou-se pela Tabela 29 que ocorreu concentracdo de acglcares no suco de caju
clarificado da safra de 2010, chegando a concentracGes de 96,44 g/L de glicose e 96,46 g/L de
frutose, explicando a grande quantidade de acucares ao finalizar os ensaios com 0 mesmo.
Ainda assim, analisou-se as concentracGes obtidas de bioproduto para todos 0s ensaios

realizados. A Tabela 30 apresenta as concentracdes de surfactina obtidas.
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Tabela 30 - Resultados obtidos de concentracéo de surfactina em 48 horas de fermentacéo para ICA12, ICA24,
ICA56 nos meios de cultivo (A) Meio Mineral + Solucdo de Micronutrientes (MMSM), (B) Meio Mineral +
Solucdo de Micronutrientes e pré-indculo com o meio LB Broth (MMSM/LB) e (C) Meio Suco de Caju

Clarificado + Sulfato de Am6nio (MSCC), sob rotacéo de 150 rpm, temperatura 30°C e pH inicial 7,0.

Concentracéo de Surfactina (mg.L™)

I\(:I[flltoiv%e Microrganismos
ICA12 ICA24 ICA56
MMSM | 253,32 +£2,04| 111,87 £ 0,00 | 26,37 £0,42
MMSM/LB | 91,64 + 0,00 | 43,77 £0,00 | 329,14 £ 0,00
MSCC 182,20 +0,00| 113,27 + 0,00| 58,05+ 0,00

A cepa mais promissora foi ICA56 e em segundo lugar ICA12. No entanto, em

pesquisas de genes realizadas pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(LEMBIOTECH), do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard, o teste

revelou positivo surfactina para as cepas ICA24 e ICA56, enquanto para ICA12 o positivo foi

para iturina. Com isso, seguiram-se as investigacdes com as cepas ICA24 e ICA56.

A Tabela 31 apresenta os resultados de pH e tensdo superficial em ensaios

realizados para producdo de biossurfactantes por ICA24 em meio mineral adicionando

solucéo de micronutrientes, 30°C, 150 rpm, pH inicial 7,0.

Tabela 31 - Resultados obtidos de pH e tensdo superficial (TS) em ensaios realizados para producdo de
biossurfactantes por ICA24 em meio mineral adicionando solugéo de micronutrientes, 30°C, 150 rpm, pH inicial

7,0.
Tempo (h) pH TensaE?n ?\lljlrr)r?)rﬂmal

MC 6,86 + 0,04 56,50 + 0,00

0 6,86 + 0,03 56,50 + 0,55

3 6,90 + 0,03 47,58 + 2,84

6 6,92 £ 0,01 38,50 + 0,55

8 6,81 £ 0,01 37,00 £ 2,19
10 6,52 + 0,06 28,90 + 0,11
20 6,08 £ 0,18 29,02 + 0,04
24 6,15+ 0,36 29,50 + 0,00
30 6,03 +£0,36 29,75+ 0,27
48 6,45+ 0,10 30,03 + 0,08
54 6,38 £ 0,21 29,78 £ 0,32
72 6,72 + 0,04 30,45 +0,12

MC: meio de cultivo sem in6culo (Branco)
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Observa-se na Tabela 31 que houve significativa reducdo da tensdo superficial,
cerca de 49% de reducdo, mantendo valores de tensé@o superficial entre 28,90 £ 0,11 mN/m e
30,45 + 0,12 mN/m de 10 horas a 72 horas de ensaio. Como a reducdo da tenséo superficial
reproduziu-se como nos testes preliminares, mostrando reducdo, seguiu-se com os demais
testes.

A Figura 19 apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e

producdo de surfactina para ensaios realizados com o microrganismo 1ICA24.
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Figura 19 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e concentracdo de surfactina em funcéo do
tempo para produgdo de biossurfactantes por ICA24 em meio mineral (MM) com adigdo de solucdo de
micronutrientes, 30°C, 150 rpm, 72 horas. (m) Biomassa; (e) Concentracdo de Glicose; (¢) Surfactina.

A Figura 19 mostra que a maior concentracdo celular foi alcancada em 48 horas
de ensaio, com valores de 3,05 + 0,43 g¢/L, declinando no ponto de 54 horas e com um
pequeno aumento em 72 horas. O perfil de formacdo de produto é semelhante, no entanto
maior concentracdo de biossurfactante é apresentada no tempo de 72 horas, com valor de
155,25 + 6,17 mg/L, e em 48 horas resultado proximo, com concentracdo de 148,10 + 1,02
mg/L. Apds 20 horas de ensaio a fonte de carbono, glicose estava esgotada. Observa-se no
grafico a forte relacdo da formacdo de produto com o crescimento celular.

Com as amostras retiradas em cada intervalo de tempo da producdo de
biossurfactantes por ICA24, realizou-se andlise de indice de emulsificagdo. A Tabela 32

apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 32 - Resultados obtidos de indice de emulsificacdo (IE,;) para amostras do ensaio realizado para
producdo de biossurfactantes por ICA24 em meio mineral adicionando solu¢do de micronutrientes, 30°C, 150
rpm, pH inicial 7,0.

Amostra| Oleo de Soja Querosene N-Hexadecano
30h 33,12 + 0,00 64,83 + 0,97 64,83 + 1,18
48 h 61,67 + 2,36 59,36 + 1,92 62,00 + 2,83
54 h 62,00 + 0,00 61,80 + 5,81 62,83 + 1,65
72 h 86,67 £ 9,43 61,01+ 1,43 60,65 + 1,44

O meio contendo surfactante foi capaz de emulsionar todas as fontes hidrofébicas
testadas com IE;4 predominantemente maior que 60%. Barros et al. (2008), ao estudar as
propriedades emulsificantes e estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis
em manipueira, obteve resultados semelhantes, com valores de indice de emulsdo acima de
40% para a maioria das fontes testadas. Em tal estudo, o dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
apresentou resultados melhores ou bastante proximos do IE. do biossurfactante em todos os
6leos analisados. Quando foram comparados os resultados de estabilidade de emulsdo, o
(SDS) apresentou os melhores resultados, seguido do biossurfactante (BS) produzido por
Bacillus sp. e da lecitina de soja (LEC). De acordo com loussef et al. (2004), emulsdes
obtidas acima de 40%, indicam que o microrganismo é um bom produtor de biossurfactante.
Apos estudo cinético com ICA24, realizou-se 0 mesmo ensaio com ICA56.

A Tabela 33 apresenta os resultados de pH e tensdo superficial em ensaios
realizados para producdo de biossurfactantes por ICA56 em meio mineral adicionando
solucéo de micronutrientes, 30°C, 150 rpm, pH inicial 7,0.

Houve significativa reducdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células
rico em biossurfactante excretado por ICA56, conforme mostra Tabela 33. A tensdo
superficial apresentou-se bastante reduzida a partir de 10 horas de ensaio com valor de 31,50
+ 0,00 mN/m e chegando a valores de até 28,00 + 0,00 mN/m em 30 horas. Apds 72 horas de
experimentos a tensdo superficial foi de 29,25 + 0,27 mN/m. Estes dados assemelham-se aos
obtidos por Nitschke e Pastore (2006), e Barros et al. (2008) que obteve resultados de 27,01
mN/m. Barreto (2011), ao avaliar uma grande variedade de linhagens de Bacillus sp.
selecionou como cepas promissoras, aquelas que reduziram em torno de 50% a tenséo

superficial do meio, com valores préximos a 30 mN/m.
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Tabela 33 - Resultados obtidos de pH e tensdo superficial (TS) em ensaios realizados para producdo de
biossurfactantes por ICA56 em meio mineral adicionando solugéo de micronutrientes, 30°C, 150 rpm, pH inicial

7,0.

Tempo (h)

pH

Tensao superficial

(mN/m)
MC 7,06 £ 0,03 56,50 + 0,00
0 7,06 £ 0,03 42,75 £ 1,37
3 7,06 = 0,06 41,50 + 0,55
6 7,05 +0,03 39,00 + 0,00
8 7,05 +0,02 38,50 + 0,55
10 6,86 + 0,08 31,50 + 0,00
20 6,14 + 0,02 28,75 £ 0,27
24 6,11 + 0,02 28,15+ 0,16
30 6,01 £0,01 28,00 = 0,00
48 6,29 + 0,06 28,25 £ 0,27
54 6,23 = 0,00 28,55 + 0,49
72 6,84 + 0,44 29,25 + 0,27

MC: meio de cultivo sem in6culo (Branco)

A Figura 20 apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de substrato e

producdo de surfactina para ensaios realizados com o microrganismo ICA56.
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Figura 20 - Perfil do crescimento celular, consumo de substrato e concentracdo de surfactina em funcdo do
tempo para producdo de biossurfactantes por ICA56 em meio mineral (MM) com adigdo de solucdo de
micronutrientes, 30°C, 150 rpm, 72 horas. (m) Biomassa; (e) Concentracdo de Glicose; (¢) Surfactina.
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No presente ensaio, obteve-se concentracdo de biomassa de maxima de 2,53 +
1,93 mg/L no tempo de 72 horas e como aconteceu com o microrganismo 1ICA24, a glicose
esgotou a partir de 20 horas de ensaio. A maior concentracdo de surfactina obtida foi 224,34 +
1,95 mg/L em 72 horas de ensaio.

A Tabela 34 apresenta os resultados obtidos de indice de emulsificacdo (IE24)
obtidos a partir de emulsdes formadas com o caldo fermentado por ICA56 utilizando

diferentes fontes hidrofébicas.

Tabela 34 - Resultados obtidos de indice de emulsificacdo (IE,;) para amostras do ensaio realizado para
producdo de biossurfactantes por ICA56 em meio mineral adicionando solu¢do de micronutrientes, 30°C, 150
rpm, pH inicial 7,0.

Amostra| Oleo de Soja Querosene N-Hexadecano
30h 47,92 £ 22,31 61,48 + 2,36 61,63 + 3,35
48 h 62,54 + 0,59 63,44 + 0,42 63,30 £ 5,71
54 h 56,06 + 11,19 54,47 + 9,39 63,06 + 0,13
72 h 62,40 £ 0,80 63,57 + 0,95 54,40 + 7,26

Observa-se pela Tabela 34 que para todas as fontes hidrofobicas testadas, o indice
de emulsificagdo foi acima de 50%, confirmando mais uma vez o que a literatura reporta, ,
emulsdes obtidas acima de 40%, indicam que o microrganismo é um bom produtor de
biossurfactante (IOUSSEF et al., 2004).

Como os resultados de concentragdo de surfactina produzida por ICA56 foram os
mais altos obtidos em todos os ensaios realizados, este microrganismo foi escolhido para dar
continuidade ao trabalho de investigacdo, avaliando diversos parametros de interesse
cientifico tanto do biossurfactante produzido pela cepa como biodegradabilidade, toxicidade,
capacidade de remediacdo, como outras potencialidades do microrganismo, dentre as quais,
producéo de enzimas bem como capacidade de degradar diferentes tipos de contaminaces em

solos.
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5.3. ICA56: Producdo de Enzimas, Caracterizagdo do Biossurfactante

Produzido, Avaliacdo da Toxicidade e Biodegradabilidade

Apobs concluida a fermentacdo e separadas as células por centrifugacdo a 9000
rpm, por 15 minutos (temperatura), o sobrenadante foi acidificado a pH 2,0 (precipitacdo
acida se realiza com a finalidade recuperar o bioproduto) e mantido em repouso a 4°C durante
12 h. Transcorrido este periodo, o biossurfactante precipitado foi separado do meio liquido
por centrifugagdo a 9000 rpm, por 15 minutos e o bioproduto obtido foi liofilizado. Para a
realizacdo dos testes, o biossurfactante liofilizado foi ressuspendido em um volume conhecido
de agua destilada e o pH da solucdo foi ajustado entre 7,5 - 8,0. O BS assim obtido foi
caracterizado em quanto aos seguintes métodos: tensdo superficial (diferentes concentracdes e
temperaturas), tenséo interfacial (25°C, 45°C, 65°C) e angulo de contato (25°C). O rendimento
medio de biossurfactante ao final dos ensaios de fermentagdo foi de aproximadamente 0,234 +
0,05 g/L.

5.3.1. Tensdo Superficial e Concentracdo Micelar Critica

lost e Raetano (2010) relata que a reducdo da tensdo superficial de um sistema
aquoso repercute em melhoras nos efeitos molhante (Mendonca et al., 1999), espalhante e
penetrante da propria solucdo em contato com uma superficie sélida (Greene & Bukovac,
1974), assim como aumento na velocidade de adsor¢do e/ou translocacdo (Martins et al.,
2009).

Na Tabela 35 apresentam-se os valores médios de tensdo superficial e desvio
padrdo correspondente as fermentagoes realizadas (um total de 15). As amostras foram
tomadas ao principio (meio de cultivo) e ao final (48 h, meio de cultivo livre de células) de
cada experimento.

A 48 horas de fermentacdo, o valor da tens&o superficial do meio de cultivo livre
de células foi de 34,72 + 0.26, indicando uma clara reducdo (57 %) com respeito a ST do
meio de cultivo (tempo zero). Esta relevante reducdo na tensdo superficial coloca em

evidéncia a producdo de agentes de superficie durante a fermentacéo.
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Tabela 35 - Valores médios de tensdo superficial (ST) do meio de cultivo determinados ao principio e ao final
das fermentaces realizadas para producéo de biossurfactantes por pelo microrganismo ICA56.

Tempo (h) ST (Mn/m) SD
0 61,13 0,38
48 34,72 0,26

Decesaro et al. (2013), ao estudar a producdo de biossurfactantes por uma
linhagem de Bacillus isolada de solo contaminado com 6leo diesel, obteve um valor de tenséo
superficial do meio de cultivo livre de células de 35,67 mN/m, resultado semelhante ao obtido
no presente estudo. Adicionalmente, os autores deste trabalho também constataram uma
importante reducdo da tenséo superficial (na ordem de 33%).

Na Tabela 36 apresentam-se os resultados de CMC e de tensdo superficial obtidos
a 25, 45 e 65°C do biossurfactante bruto (BS que apenas passou pelo tratamento de
precipitacdo 4cida e posteriormente liofilizado). Tal e como é possivel apreciar, os valores de
CMC variam entre 0,02 g/L (25°C) e 0,03 g/L (65°C), indicando um leve aumento com a

temperatura.

Tabela 36 - Valores de CMC e tensdo superficial obtidos para o biossurfactante produzido por ICAS56.
T(°C) | CMC(g/L) | TS (mN/m)
25 0,0173+£0,001 | 33,56 +0,37
45 0,0242 £ 0,005 | 32,42 +0,42
65 0,0310 £ 0,008 | 31,95+ 0,31

Em quanto ao efeito da temperatura sobre a tensdo superficial, observa-se uma
diminuicdo com o incremento de temperatura (de 34 mN/m para 32 mn/m). De acordo com
Brady & Humiston (1981), este decréscimo da tensdo superficial é devido ao aumento da
energia cinética das moléculas e a reducdo das forgas interativas intermoleculares.

Os resultados de CMC obtidos neste trabalho estdo de acordo com os trabalhos
publicados na literatura. Os valores de CMC de biossurfactantes obtidos a partir de Bacillus
sp. variam entre 11 e 40 mN/m (Barros et al., 2007, Zeirak Nitchke, 2010; Altmajer Vaz et
al., 2012). As diferengas nos valores de CMC relatadas pelos diferentes autores podem ser
atribuidas aos diferentes graus de purezas do biossurfactantes estudados, ja que a presenca de

sais e/ou produtos do metabolismo celular afeta a determinagdo da CMC.
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De acordo Rosen (1989) e Lima (2007), existem duas classes de materiais que
afetam as concentracGes micelares criticas, sendo a classe 1, por incorporacdo na micela e a
classe 2 pela modificacdo da interagdes solvente-micela ou solvente-surfactante.

Cabe destacar que, embora os valores de CMC dos lipopeptideos estdo de acordo
com os estudos relatados na literatura, sdo considerados baixos quando comparados aos
surfactantes sintéticos anidnicos (Altmajer Vaz et al., 2012). Por exemplo, ao comparar 0s
valores de CMC do biosurfactante produzido com um surfactante aniénico comumente
utilizado na industria, o dodecil sulfato de sédio (SDS) que apresenta uma CMC de 2333
mg.L™ (Tavares, 1997), percebe-se a importanica do investimento em estudos e producéo dos
biossurfactantes. O surfactante quimico dodecil sulfato de sodio (SDS) apresenta uma CMC
cerca de 135 vezes mais que a do biossurfactante produzido por ICA56.

No que se refere ao efeito da temperatura sobre a CMC do bioproduto, Dehghan
Noudeh et al. (2007) constataram que a CMC de surfactina é dependente da temperatura,
seguindo uma curva de CMC - temperatura em forma de U. O valor minimo de CMC foi
atingida a 22°C, e posteriormente, no intervalo de 22-35°C, a CMC aumentou com a
temperatura. Sendo assim, no intervalo 25 — 35°C, existe uma concordancia entre o0s
resultados obtidos por Dehghan Noudeh et al. (2007) com os determinados no presente

trabalho.

5.3.2. Tensdo Interfacial e Angulo de Contato

A Tabela 37 apresenta os resultados de angulo de contato para as trés
concentracdes de biossurfactante estudadas (10, 20 e 60 mg/L). Tal e como se pode observar,
0s dados mostram uma pequena diminuicdo nos valores de angulo de contato com o aumento
da concentracdo do biossurfactante. A 25°C, os valores de AC obtidos com a concentracao de
10 mg/L de biossurfactante sdo praticamente equivalentes ao da agua MilliQ, no entanto essa
concentracdo corresponde a metade da CMC do biosurfactante a 25°C.

A medida do angulo de contato de uma gota sobre uma superficie é indicativo da
capacidade de molhamento de uma superficie por dita solu¢do. Quando menor que 90°, pode-
se considerar que a superficie € molhada pelo liquido (hidrofilica), porém se os angulos forem
maiores que 90°, caracterizam-se superficies hidrofobicas (Moita Neto, 2006). No caso da
agua, se a superficie de deposicdo for hidréfoba (com ceras), o contato sera menor, a gota sera
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esférica e 0 angulo de contato sera maior. Entretanto, se a superficie for mais hidrofila, a gota
se espalhara, podendo até formar um filme uniforme (lost e Raetano, 2010). Estudos de
molhabilidade geralmente envolvem a medicdo de angulos de contato, os dados primarios,
indicam o grau de molhagem, quando um sélido e liquido interagem. Para uma dada
superficie, angulos de contato pequenos (<< 90°) correspondem a uma alta molhabilidade,
enquanto angulos de contato grandes (>> 90°) correspondem a uma baixa molhabilidade
(Yuan e Lee, 2013). Zeirak e Nitchke (2010 ) estudaram as mudancas na hidrofobicidade na
superficies tratadas com surfactina. Segundo os autores, a surfactina causa alteragdes no
angulo de contato de 82° para cerca de 76° indicando que a superficie tornou-se menos
hidréfoba quando previamente tratada com solucBes de surfactina. Rodriguez et al. (2006)
também afirmou que essas mudancas na hidrofobicidade em superficies, que modificam a
adesdo de microrganismos, levam a uma diminuicéo substancial da ades&o de bactérias, sendo

este comportamento especialmente interessante para aplicacdes em areas médicas.

Tabela 37 - Resultados obtidos para angulo de contado a diferentes concentracGes de biossurfactante bruto
produzido por ICA56.

C (mg/L) AC (9 SD
0 104,91 1,54
10 104,37 4,31
20 89,20 5,52
60 92,07 1,55

Os resultados de tensdo interfacial (TI) a diferentes temperaturas (25, 45 e 65°C) e
concentragdes de biossurfactante (0, 1/2 CMC, CMC, 3 CMC) sdo apresentados na Tabela 38.
Observa-se que 0 aumento da concentracdo de biotensoativo repercute em uma clara reducgéo
nos valores de TI. Adicionalmente, como cabia esperar, constata-se que de forma general
existe uma dimuicdo nos valores de Tl com o aumento de temperatura. Esta influencia da
temperatura sobre a tensdo interfacial € analogo ao efeito causado sobre a tensdo interfacial, e
encontra-se ampliamente reportada na literatura (Brady & Humiston, 1981; Lima, 2007).
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Tabela 38 - Resultados obtidos para tenséo interfacial a diferentes temperaturas e concentragfes (0 mg/L; 10

mg/L (metade da CMC); 20 mg/L (CMC) e 60 mg/L - 3X CMC) de biossurfactante bruto.

T1 (Mn/m)
C(mg/L) 25°C 45°C 65° C
0 2003 +027 17.28+019 1514 +017
10 1318+016 12,88+029 12,00 %042
20 10,63 +0,08 09,69+039 10,32 + 0,44
60 0526 +0,08 0633+024 08,35+ 0,43

5.3.3. Ensaio de Aplicacdo do Biossurfactante Produzido por ICA56 para a Remediacdo

em Solos Contaminados com Oleos Lubrificantes

Os ensaios de remediacdo de solos contaminados com dleos lubrificantes foram
realizados com o objetivo de avaliar o potencial de aplicagdo do biossurfactante produzido
para este fim. Para isto, seguiu-se o procedimento experimental descrito por Moya-Ramirez et
al. (2014), avaliando a quantidade de contaminante (massa) presente na areia ao principio e ao
final do processo de lavagem. Para uma melhor compreensdo do fend6meno, variou-se a
temperatura (25°C, 45°C e 65°C) e a concentracdo de biossurfactante na solucdo de lavagem
(20, 40 e 60 mg/L). Adicionalmente, recorreu-se a metodologia de planejamento experimental
(Montgomery, 2012) e, para fins de comparacédo, realizaram-se também ensaios com agua
destilada (ensaio-controle). Na Tabela 39 se indicam os valores médios de detergéncia
(eficiéncia de remocdo do contaminante, %) obtidos nos diferentes ensaios de remedigéo

realizados.

Tabela 39 - Valores de detergéncia (eficiéncia de remocdo do contaminante) obtidos nos ensaios de remedicao
de solos contaminados com 6leo lubrificante utilizando o biossurfactante produzido por ICA56.

Concentracao Detergéncia (%)

de BS (mg/L) 25°C 45°C 65°C
0 59,87 +1,14 68,23+0,88 76,01 +0,72
10 60,10+ 0,08 76,49+050 80,26 +0,39
20 70,70+0,81 7859+0,14 82,44+0,16
60 74,48 +0,01 84,04+0,04 8501+1,02
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Mediante analise estatistico dos resultados (ANOVA), verificou-se que tanto a
temperatura como a concentracdo do biossurfactante sdo varidveis que afetam de forma
significativa ao processo de lavagem da areia contaminada. Ajustando-se os dados
experimentais apresentados na Tabela 36 a um modelo polindmico de segunda ordem, chega-
se a Equagdo X:

De = 79,8919 + 6.9464BS + 7.52277T —5.64205BS?(R* =0.930)  Equacdo 19

Onde: BS corresponde a concentracdo de biossurfactante (mg/L), T, a temperatura (°C) e De,
a detergéncia (%).

O termo de interacdo entre varidveis (concentracdo de biossurfactante e
temperatura) foi excluido do modelo matematico, ja que este ndo afeta de forma significativa
a resposta (detergéncia). O modelo matematico apresentado representa de forma satisfatoria
0s dados experimentais dentro da regido experimental estudada.

Das e Mukherjee (2007) ao realizarem estudos de MEOR in situ usando uma
coluna de areia empacotada, descobriram que B. subtilis foi eficaz na recuperacdo de 6leo da
areia dos poros. Pornsunthorntawee et al. (2008) descobriram que lipopeptideos produzidos
por B. subtilis exibiram eficiéncia de recuperacdo de petroleo de 61,62 + 0,03%.

5.3.4. Estabilidade da Emulsdo Utilizando o Biossurfactante Produzido por ICA56

Medida em Lumicheck

Para os estudos de estabilidade de emulsdes com o LUMiCheck (Figura 21)
testaram-se trés concentracOes diferentes de solugbes com biossurfactante: 0,1, 0,5 e 1,0 g/L.
As emulsdes foram formadas com auxilio do Ultraturrax (1 min, 13000 rpm), usando 10 mL
de solucdo de biotensoativo e 10 mL de dodecano.
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Figura 21 - Equipamento LUMiCheck® usado para a analise da estabilidade de emulsdes.

A Figura 22 apresenta 0s resultados dos ensaios de estabilidade da emulséo ao
longo de 24 horas de acompanhamento. Analisando-se a Figura 17 observa-se uma redugédo
relevante na estabilidade das emulsGes nas primeiras horas (x 2h30min), baixando de 70%
para 10% para a concentracdo de 1,0 g/L e de 45% para 10% com concentracdo de 0,5 g/L de
biossurfactante. Transcorrido este periodo, a estabilidade das emulsdes permaneceu
praticamente constante. Para os testes realizados a concentracao de 0,1 g/L de biossurfactante,
a desestabilizacao da emulsdo tem inicio ja nos primeiros minutos do experimento,

comegando com valor de 10% (t = Oh) e baixando a 5%, aproximadamente, em 24 horas.

° 1 —1,0g/L
60 H — 0,5 g/L
< —0,1g/L
E 50 |-
£ I
= o]
% |
& 30H
[h]
o
E 20 H
10 -‘
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Tempo (h)
Figura 22 - Resultados obtidos de avaliagéo da estabilidade da emulséo realizados em LUMiCheck®.
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5.3.5. indice de Emulsdo (Vortex)

Para avaliar outro parametro relacionado a emulsdo formada pelo biossurfactante
formado pelo biossurfactante produzido por ICA56, realizou-se o teste de indice de
emulsificagdo acompanhando a estabilidade das emulsfes formadas durante 14 dias. Para
representar parte dos resultados obtidos, a Tabela 40 apresenta os dados de indice emulséo
obtidos ap6s 24 horas de ensaio no final da observacdo, em 336 horas de experimento (1Ezq).

Tabela 40 - indice de emulsdo obtidos apds 24 h e 336 h de observacdo (IE,s) a partir de solucdes de
biossurfactante bruto produzido por ICA56.

Concentracéo de IE24 (%) 24 h 1E24 (%) 336 h
biossurfactante (g/L) | Meédia +/- SD Meédia +/- SD

1,0 62,86 + 0,0 54,28 £4,0
0,5 48,57 +£0,0 34,28+ 0,0
0,1 02,02+ 0,0 08,57 +£0,0

Observa-se que utilizando 1,0 g/L de biossurfactante, a emulsdo praticamente
mantém-se constante, apresenta uma pequena reducao apés 264 horas de ensaio, bem como na
concentracdo de 0,5 g/L. A maior desestabilizacdo é observada na concentracdo de 0,1 g/L.

A Figura 23 apresenta os resultados dos ensaios de estabilidade da emulsdo ao longo de 14
dias de experimentacéo.

Pode-se observar na Figura 23, que houve pouca desestabilizacdo nas emulsdes
para as concentracfes de 1,0 g/L e 0,5 g/L, enquanto com 0,1 g/L acontece uma rapida
desestabilizacdo logo nas primeiras horas. Segundo Faria (2010), altos valores de atividade
emulsificante sugerem aplicagdes na industria petrolifera para limpeza de borras oleosas em
tanques de armazenamento de Oleo cru, na mobilizacdo de 6leos e dutos e na recuperacdo
melhorada do petréleo.

Altmajer Vaz et al. (2012) observou comportamento semelhante ao avaliar a
performance da producdo de biossurfactantes por linhagem de Bacillus subtilis isoladas de
6leo cru comparado com surfactantes quimicos comerciais. Nas maiores concentracdes de
biossurfactante avaliadas (1,0 e 0,5 g/L), praticamente a estabilidade ficou entre 40 e 60% ao
longo das 336 horas de observagéo, enquanto para 0,1 g/L houve maior desestabilizacdo ao
longo do tempo.
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Figura 23 - Resultados obtidos para indice de emulsificagdo (IE%) realizados em vortex a diferentes
concentragdes de biossurfactante e a 25°C por 14 dias.

5.3.6. Estabilidade do Biossurfactante Produzido Frente a Temperatura, pH e

Concentracéo de NaCl

Estudou-se a estabilidade do biossurfactante produzido por ICA56 frente a
variacbes de temperatura, pH e concentracdo de NaCl. A concentracdo utilizada para
realizacdo dos testes foi a correspondente a CMC do BS a 25°C (20 mg/L, aproximadamente).
Na Figura 24 apresentam-se os resultados de estabilidade do biossurfactante a pH 7,0 frente a
diferentes temperaturas (25, 45 e 65°C). As medidas de TS foram realizadas na mesma
temperatura em que a solucdo de biossurfactante foi submetida, isto é 25, 45 e 65°C.
Analisando-se os resultados apresentados na Figura X, observa-se que no intervalo 25 — 65°C,
os valores de tenséo superficial variam entre 34 e 38 mN/m. Verifica-se no ensaio a 25°C, que
existe um aumento de 11% na tensdo superficial em 72 horas de experimento, indicando a
existéncia de degradacdo de BS neste periodo. Acredita-se que essa degradacdo se da por
contaminagdo bacteriolégica do meio rico em surfactante, uma vez que a temperatura é
propicia a proliferacdo de bactérias e 0 manuseio diario para realizacdo das medidas de tensdo

superficial ndo podem ser feitas de maneira estéril. Sabe-se que o biossurfactante inclusive em
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alguns ensaios fermentativo logo pode ser consumido pelo préprio microrganismo que o

excreta.
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Figura 24 - Resultados da avaliacdo de estabilidade do biossurfactante frente a temperatura e tempo (25, 45,
65°C em intervalos de Oh, 24, 48 e 72h).

Acredita-se que essa degradacdo se da por contaminacdo bacteriolégica do meio
rico em surfactante, uma vez que a temperatura é propicia a proliferacdo de bactérias e o
manuseio diario para realizacdo das medidas de tensdo superficial ndo podem ser feitas de
maneira estéril. Sabe-se que o biossurfactante inclusive em alguns ensaios fermentativo logo
pode ser consumido pelo préprio microrganismo que o excreta.

Verifica-se ainda, nas primeiras 24 horas, uma maior variacdo da tensdo
superficial no ensaio a 65°C, que logo tende a manter-se constante. A temperatura de 45°C foi
onde obteve-se maior estabilidade, mantendo tensdo superficial em torno de 33,5 mN/m até
48 horas, apresentando um pequeno aumento em 72 horas de ensaio para aproximadamente
35,0 mN/m.

Em relacdo a temperatura, realizou-se ainda, um teste a 120°C por 60 minutos.
Mediu-se a tensdo superficial da solucdo de biossurfactante com concentracdo de 20,0 mg/L a
25°C e autoclavou-se. Apds 60 minutos de exposicdo ao calor de 120°C, mediu-se outra vez a
tensdo superficial (também a 25°C) para verificar a estabilidade do biossurfactante frente a
submisséo a alta temperatura e longo tempo. Antes de autoclavar a tenséo obtida foi de 33,70
+ 0,07 mN/m e ap6s autoclavagem foi 32,93 + 0,31 mN/m. Os resultado mostram que o
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biossurfactante produzido por ICA56 é altamente resistente a altas temperaturas por periodos
prolongados, pois manteve a tensdo superficial constante mesmo apds exposi¢cdo durante uma
hora a 120°C.

A literatura relata que biossurfactantes que apresentam elevada estabilidade frente
a temperatura e portanto podem ser utilizados em ambientes com condi¢des severas. Horowitz
et al. (1990) ao estudar o lipopeptideo de Bacillus licheniformis JF-2 verificou que o mesmo é
estavel a temperaturas em torno de 75°C por 140h e pH entre 5,0 e 12,0. Resultados
semelhantes foram obtidos para o biossurfactante produzido por ICA56.

Apos realizarem-se 0s ensaios com variacdo de temperatura, optou-se por avaliar
as concentragdes de pH e sal a 45°C, temperatura onde foi observada uma melhor estabilidade
do biossurfactante. A 25°C o meio contendo o biotensoativo estd mais propicio a invasdo de
bactérias, e 0 mesmo pode ser consumido, visto que contém carbono, influenciando nos
resultados de tensdo superficial.

O efeito do pH sobre a estabilidade do biossurfactante pode ser visualizado
através da Figura 25. Tomando-se como referéncia os resultados a pH 7,0, observa-se que a
tempo zero, existe um aumento da TS para os ensaios realizados a pH superiores a 10,0 e
inferiores a 4,0. Este comportamento esta de acordo com o publicado por outros
investigadores (Altmajer Vaz et al., 2012), e constatando-se que causa da dita variagdo é a
insolubilizacdo do biossurfactante (lipopeptideo) em valores extremos de pH.
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Figura 25 - Resultados da avaliacdo de estabilidade do biossurfactante frente a variacdo de pH (2,0; 4,0; 5,0;
6,0; 7,0; 8,0; 10,0 e 12,0) e temperatura de 45°C em intervalos de 0, 24, 48 e 72 horas.
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Na Tabela 41 apresentam-se os resultados dos estudos de estabilidade das
solucBes de biossurfactante frente as diferentes concentracbes de NaCl. Percebe-se uma
pequena variacdo da tensdo superficial ao longo das 72 horas de experimentacdo para 0s
ensaios realizados em pH de 5,0 a 10,0, mantendo a tenséo superficial em valores entre 30,67

+ 0,24 mN/m e com um méaximo de 37,77 + 0,22 mN/m.

Tabela 41 - Resultados da avaliacdo de estabilidade do biossurfactante frente a variacéo de pH (2,0; 4,0; 5,0;
6,0; 7,0; 8,0; 10,0 e 12,0) e temperatura de 45°C em intervalos de 0, 24, 48 e 72 horas.

T (h) pH 2,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0
0 43,17+ 0,18 | 38,23+0,11 | 30,67 £0,24 | 31,97 +0,44
24 40,80 £ 0,20 | 38,07 +0,38 | 33,03 +0,44 | 31,67 £ 0,09
48 41,20+ 0,27 | 38,70 £0,20 | 35,43 £0,22 | 32,87 + 0,29
72 38,27 +0,29 | 38,67 0,71 | 37,77 £0,22 | 32,97 + 0,31
T (h) pH 7,0 pH 8,0 pH 10,0 pH 12,0
0 33,20+ 0,13 | 32,60 +0,47 | 35,97 £0,16 | 47,20 £ 0,27
24 34,23 £0,04 | 34,97 £0,31 | 33,77 £0,36 | 49,90 £ 0,40
48 35,00v 0,13 | 36,07 +0,11 | 33,63 +0,18 | 52,03 £ 0,11
72 36,40 £ 0,20 | 35,47 +0,24 | 33,83 £0,09 | 52,53 + 0,24

Percebe-se pouca variacdo da tensdo superficial ao longo das 72 horas de
experimentacao para os ensaios realizados em pH de 5,0 a 10,0, mantendo a tenséo superficial
em valores entre 30,67 + 0,24 mN/m e com um maximo de 37,77 £ 0,22 mN/m.

A Figura 26 apresenta os resultados dos ensaios de estabilidade do biotensoativo
realizados a 45°C com diferentes concentragdes de sal. Como pode ser verificado, nas
primeiras 24 horas de experimento, os valores de tensdo superficial praticamente permanecem
constantes para concentrac@es de sal de 10 a 30 g/L. Ja para os ensaios com 40 e 50 g/L de
NaCl, existe um aumento abrupto na tenséo superficial nas primeiras 24 horas. Outro aspecto
a destacar € o seguinte: somente 0s experimentos realizados com uma concentracdo de NaCl
de 10 g/L apresentaram valores de tensdo superficial estaveis ao longo do tempo (72 h). Para
todas as demais concentracgdes, este comportamento varia, aproximando-se aos 38 mN/m em

72 horas de teste.
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Figura 26 - Resultados da avaliacdo de estabilidade do biossurfactante frente a diferentes concentracGes de sal e
temperatura de 45°C em intervalos de O, 24, 48 e 72 horas (10, 20, 30, 40 e 50 g/L de NaCl).

Segundo Bognolo (1999) os biossurfactantes suportam concentragdes de 10% de
NaCl, enquanto concentracfes salina de 2 a 3% sdo suficientes para inativar surfactantes

convencionais.

5.3.7. Ensaios de Biodegradabilidade

5.3.7.1. Ensaios de Biodegradabilidade Utilizando Pseudomonas putida

Dois tipos de ensaios foram realizados para avaliar a biodegradabilidade do
biossurfactante produzido. O primeiro foi utilizando o microrganismo Pseudomonas putida,
um género de bactéria gram-negativa, em forma de bastonete. Essa bactéria desempenha um
papel muito importante na decomposic¢ao que aciona o ciclo de carbono. Testes demonstraram
que a P. putida pode quebrar todos os tipos de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. As
bactérias Pseudomonas putida CECT324 foram adquiridas da Colecdo Espanhola de Cultivos

Tipo (Valéncia, Espanha). No cultivo estdo presentes duas fontes de carbono, a proveniente
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do biotensoativo ensaiado e a fonte de carbono biodegradavel do meio criogénico que estéa
presente no estoque bacteriano. A avaliacdo da biodegradacdo é realizada medindo o Carbono
Organico Dissolvido (COD), realizada em equipamento analisador de carbono TOC-V CSH.
Tomaram-se amostras no tempo zero e repetiu-se o procedimento transcorridas as 72 horas
para determinar o COD:; A Figura 27 representa a porcentagem de eficiéncia da
biodegradacdo versus concentracdo de biossurfactante, ap6s 72 horas. Observa-se que em
concentragfes de 5,0 a 100 mg/L houve mais de 60% de eficiéncia na degradagdo do
biotensoativo. Apenas concentra¢des acima de 100 mg/L que ndo se obteve valores acima de
50% de eficiéncia.
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Figura 27 - Representacdo grafica dos resultados obtidos para ensaio de eficiéncia da biodegradabilidade do
biossurfactante produzido por ICA56 realizados com P. putida.

O parametro mais importante nesse tipo de teste é o de B50, ou seja, 50% de
biodegradacdo, que corresponde no presente ensaio a uma concentragdo de 122,1 mg/L. O
presente biotensoativo produzido por ICA56, causa baixa inibicdo da atividade metabdlica das
bactérias, e, as mesmas sdo capazes de alimentarem-se de altas concentraces do tensoativo
sem chegar a morrer. Lechuga et al. (2012), encontrou ef% a 50% em torno de 20 mg/L. O
biossurfactante produzido por ICA56 tem ef% a 50% 6x mais a concentragdo que O
surfactante comercial testado pelos autores, provando assim, ser altamente seguro para o0 meio
ambiente.
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5.3.7.2. Ensaio de Biodegradabilidade: Método Estatico

O segundo teste realizado foi o chamado método estatico. Utiliza-se este ensaio
para determinar a biodegradabilidade de tensoativos anidnicos e ndo i6nicos. O método
consiste em inocular uma pequena quantidade de microrganismos aerobios, procedentes de
uma populacdo mixta e aerada, em um meio aquoso nutritivo de composicdo quimica definida
apto para o crescimento microbiano (Cara, 2012; Ruiz, 2010). O indculo foi obtido numa
estacdo depuradora de aguas residuais urbanas “UTE EDAR GRANDA SUR” (Granada —
Espanha). Nesse meio aquoso adicionou-se concentragdes conhecidas do biotensativo que
desejou-se avaliar. Utilizou-se erlenmeyers de 2,0 L de capacidade, com 1,2 L de meio de
cultivo. Adicionou-se aos meios, 0,5 ml de in6culo e incubou-se a 25°C + 1°C, em agitacao de
125 rpm. Esse método tem duragdo de 28 dias, de acordo com a norma utilizada. Analisou-se
0 consumo de carbono organico dissolvido (COD), em TOC ao longo dos dias de
experimentacdo a fim de avaliar a biodegradabilidade. Estudou-se as concentragfes de
biotensoativo de 0 (Controle/Branco), 10, 25, 50, 100 e 200 mg/L ao longo dos 28 dias de
ensaio. A Figura 28 representa a quantidade de Carbono organico dissolvido (COD) ao longo

do tempo nas diferentes concentragdes de bioetensoativo testadas.

Concentracdes de BS
Testadas
80 |- —=—  0OmglL
‘ —e— 10 mg/L
L —A— 25 mg/L
60 |- | —v— 50 mg/L
o —<— 100 mg/L
so L™ 200 mg/L

90 [&

70 |

40 B >

—~
)
=
=)
S
=
©
=]
R
0
Q
o
o
°
=
2 x ——
0
a]
Q
L
c
«©
=
o
(e}
o
c
o
Rs)
=
o]
O

— - T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (h)

Figura 28 - Carbono Orgénico Dissolvido Residual (COD) para teste de biodegradacdo do biossurfactante
produzido por ICA56 para diferentes concentracfes testadas utilizando como inéculo uma populacéo aerada e
mixta.
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Pode-se verificar que na maior concentracdo de biossurfactante testada (200
mg/L) em 336 horas (14 dias) a quantidade de carbono orgéanico dissolvido é inferior a 10
mg/L, demosntrando que o biossurfactante avaliado € altamente biodegradavel.

A Figura 29 representa a % de Biodegradacdo Final para testes realizados com o
biossuractante produzido por ICA56.
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Figura 29 - Biodegradacdo final (%) do biossurfactante produzido por ICA56 para diferentes concentracdes
testadas utilizando como in6culo uma populacéo aerada e mixta.

5.3.8. Toxicidade em Organismos Marinhos

5.3.8.1. Toxicidade do Biossurfactante em Microalgas (Selenastrum Capricornutum)

Sabe-se que as algas sdo provedoras do oxigénio de ambientes aquaticos
constituindo o primeiro nivel da cadeia trofica e sdo usadas como indicadores in-situ da
qualidade das aguas, sendo de grande importancia o estudo da toxicidade sob a as mesmas
para a preservacdo do meio ambiente. (SIBILA, 2008; RUIZ, 2010). Tais organismos S&o
muito importantes para o equilibrio ambiental, pois tem papel importante nos ambientes em
que vive. Avaliar a toxicidade de algas é de grande valia ao se tratar de substanicas que

podem vir a contaminar ambientes aquaticos, podendo causar graves danos pelo
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desconhecimento do seu comportamento quanto a esses organismos. Abaixo seguem
resultados obtidos para ensaios realizados a fim de avaliar a toxicidade em algas do
biotensoativo produzido por ICA56.

A Tabela 42 apresenta os resultados de concentracdo de BS testadas, % inibicéo
do crescimento encontradas e o log da concentracdo de BS para célculo da ECs,.

Tabela 42 - Concentragdo de BS (mg/L) utilizadas para ensaios de toxicidade em algas, % inibicdo encontradas
e Log da concentracdo de BS.

Concentracdo mg/L | % Inibicdo | Log(Conc)
CONTROLE 000 | -
300 66,31 2,4771
200 62,74 2,3010
100 57,27 2,0000
50 46,27 1,6990
25 38,63 1,3979

Representando um grafico % inibicdo versus Log da concentracdo do
biotensoativo utilizada, obtém-se uma reta, onde pode-se calcular a 1Cs,. Obtém-se y a partir
da equacdo da reta encontrada e o inverso de Log do valor encontrado paray é a ICsp (Figura
30 e 31).

Log Concentracéo de BS

y = 0,0376x - 0,0669
R®=0,9810

T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70

Inibic&o (%)

Figura 30 -. Linearizacdo entre a % de inibi¢cdo e Log da concentracdo de biossurfactante produzido por ICA56
testada para avaliacéo da toxicidade em microalgas do tipo Selenastrum capricornutum.

Y (50% inibicdo) =1,8131
Inverso de Log paray = ECsg
ICs0 (mg/L) = 65,03
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Ruiz (2010), ao estudar a ecotoxicidade de diversos tensoativos comerciais em
diferentes organismos marinhos, observou a partir dos resultados obtidos, que as microalgas
s80 0S organismos menos sensiveis aos efeitos toxicos para a maioria dos tensoativos puros
ensaiados, com uma faixa de 1Cso entre 7,08 e 1112,93 mg/L.

Realizou-se 0 mesmo ensaio com um tensoativo quimico comercial, a saponina
(Sigma Aldrich) a fim de comparar o comportamento do biotensoativo excretado pelo
microrganismo ICA56 e um tensoativo comercial frequentemente utilizado. Existem poucos
estudos com biotensoativos para que se possa compara-los devido especialmente o pouco uso
dos mesmos a nivel industrial. Na Tabela 43 sdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 43 - Concentragdo de saponina (mg/L) utilizadas para ensaios de toxicidade em algas, % inibicéo
encontradas e Log da concentracao de BS.

Concentracdo mg/L | % Inibicdo | Log(Conc)
CONTROLE 000 | -

90 61,61 1,9542
70 65,65 1,8451
50 56,28 1,6990
30 39,99 1,4771
10 31,95 1,0000

5 ol //“/

o t2r -

? 10 | ./ y2=0,024GX+ 0,3373

' R“=0,8916

T T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70
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Figura 31 - Linearizacdo entre a % de Inibicdo e Log da concentracdo de Saponia (Sigma Aldrich) testada para
avaliacdo da toxicidade em microalgas do tipo Selenastrum capricornutum.

Y (50% inibicdo) = 1,5673
Inverso de Log paray = ECsg
ICso (Mmg/L) = 36,92
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Normalmente, as concentragdes de tensoativo presentes no meio, sdo abaixo da
CMC. Para o biossurfactante produzido por ICA56, a de 1Csp encontrada foi trés vezes o valor
da CMC, portanto pode-se considerar seu uso seguro, uma vez que ndo serdo aplicados
valores maiores que a CMC. Paix&o et al. (2002) ao avaliarem a toxicidade aguda do DSS
para a microalga Tetraselmis chuii, durante 96 horas de exposi¢do, obtiveram valores médios
de Clso, encontrados através do percentual de inibi¢cdo do crescimento das microalgas foram
de 11,21mg/L a 21,87mg/L. A Cls, é definida como a concentracdo inibitoria a 50% de
organismos-teste, utilizada para a analise de ensaios com medidas de dados continuos, assim
como a reproducdo. Ruiz (2010), ao avaliar a toxicidade de uma gama de tensoativos
quimicos do tipo acidos alquil éter carboxilicos em microalgas do tipo Selenastrum
capricornutum, obteve concentrages de ECso para AKYPO RLM-25, AKYPO RLM-100,
AKYPO LF1 e AKYPO LF2 de 7,08 mg/L, 26,01 mg/L, 76,42 mg/L e 76,26 mg/L
respectivamente enquanto para AKYPO LF4 e AKYPO LF6 encontrou valores de ECs de
331,89 mg/L e 750 mg/L, respectivamente.

5.3.8.2. Toxicidade do Biossurfactante ao Microcrustdceo Daphnia magna

Utilizou-se para os testes o Kit DAPHTOXKIT F™ magna, onde os
microrganismos de prova sdo microcrustaceos Daphnia magna Straus (Clodocera,
Crustacea). A medida se baseia na morte ou imobilizacdo dos microcrustaceos como
consequéncia do efeito toxico do produto testado apds 24 horas de exposicdo. Realizaram-se
testes com o biossurfactante produzido e com um tensoativo comercial, a saponina para fins
de comparacéo.

Fazendo o logaritmo da concentracdo do tensoativo versus % efeito e tragando
uma reta obtém-se uma equacdo para calcular-se a 1Cso. ApGs obter-se a equacdo aplica-se ao
resultado o inverso de Log e tem-se o valor em mg/L da 1Cs.

De acordo com os resultados obtidos tem-se para o biossurfactante, os resultados
representados na Tabela 44:
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Tabela 44 - Resultados obtidos para %Efeito inibitério realizados em microcrustaceos da espécie Daphnia
magna variando a concentragdo de biossurfactante produzido por ICA56.

Concentracdo do | % Efeito
Tensoativo (mg/L) | Inibitorio
800 100
400 95
200 40
100 15
50 5
25 5

Obteve-se 1C5=170,09 mg/L para o biossurfactante. Os resultados mostram que o
efeito inibitorio do biossurfactante produzido por ICA56 é praticamente 10 vezes mais que a

concentracdo da sua CMC a 25°C.

Realizaram-se 0S mesmos experimentos com as mesmas concentracdes para o
tensoativo quimico, saponina, da Sigma Aldrich para efeitos de comparacdo sobre o efeito

toxico de ambos. A Tabela 45 apresenta os resultados obtidos para Saponina.

Tabela 45 - Resultados obtidos para % Efeito inibitorio realizados em microcrustaceos da espécie Daphnia
magna variando a concentracdo do tensoativo quimico comercial, Saponina.

Concentracao do Tensoativo (mg/L) | % Efeito Inibitério
800 100
400 95
200 65
100 65
50 0
25 0

Para Saponina obteve-se o valor de 1C5=128,44 mg/L. Com esses valores,
observa-se que o0 biossurfactante é menos toxico que a saponina para esse tipo de
microrganismo, levando em conta que a CMC do biossurfactante estudado é cerca de 20 mg/L
a 25°C e sua ICsp € quase dez vezes o valor de sua CMC, concentracdo que seguramente nao
sera aplicada em nenhuma situacdo. Mitra e Dungan (1997) ao estudarem as propriedades
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micelares da saponina Quillaja: efeitos da temperatura, sal, e pH em solugbes, encontrou
CMC entre 0,5 e 0,8 g/L a temperaturas de 298K e 325K, respectivamente. Tomando como
base a CMC da saponina Quillaja, observa-se que a ICsp da saponina utilizada no presente
estudo estd abaixo da sua CMC, com concentracdo 128,0 mg/L. Villegas-Navarro et al.
(1999) determinaram a toxicidade aguda do DSS para o microcrustaceo Daphnia magna, e
obtiveram a CL50 entre 14,5mg/L e 16,2mg/L. Romanelli (2004) ao avaliar a toxicidade
aguda e cronica dos surfactantes DSS e LASS, verificou que o DSS apresentou elevada
toxicidade aguda ao organismo Daphnia similis, tanto em 24 horas (11,81%) como em 48
horas (5,21%) de exposicéo.

5.3.8.3. Toxicidade do Biossurfactante em Bactérias Marinhas Luminescentes Vibrio
fischeri NRRL-B-11177

Os ensaios de toxicidade realizados utilizando bactérias marinhas luminescentes
Vibrio fischeri NRRL-B-11177 como microrganismos de prova, mediante o método
LUMIStox, seguiram a NORMA UNE-EN ISO 11348-2 (UNE-EN 1SO 11348-2). A medida
de toxicidade neste ensaio baseia-se na inibi¢do da intensidade luminosa da bactéria marinha
depois de um determinado tempo de exposi¢cdo com a substancia a ser avaliada a intensidade
toxica e um controle ndo toxico. Gama é calculado através de uma equacdo a partir de dados
de luminescéncia obtidos no equipamento especial em que foi realizado o teste. Os resultados
para avaliacdo sdo aqueles obtidos ap6s 15 e 30 minutos de exposicdo, no entanto 0s
resultados de 15 minutos sdo os mais relevantes. Realizaram-se testes utilizando o
biossurfactante produzido por ICA56 e um tensioativo comercial, a saponina (Sigma Aldrich).
As Figura 32 e 33 (ECsp 15 min e ECsp 30 min) representam os dados de Log de Gama versus
log concentracdo para obtencdo da equacdo para calculo da ECy e ECso com ambos os

toxicos testados, biossurfactante produzido por ICA56 e saponina.
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Figura 32 - Representacdo grafica de Log de Gama versus Log da concentragdo de biossurfactante testado com
o microrganismo luminescente Vibrio fischeri NRRL-B-11177 (15 minutos e 30 minutos de exposi¢ao).
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Figura 33 - Representacdo grafica de Log de Gama versus Log da concentracdo de saponina testado com o
microrganismo luminescente Vibrio fischeri NRRL-B-11177 (15 minutos e 30 minutos de exposi¢ao).

De acordo com a equagdo, as concentracOes toxicas encontradas para Vibrio
fischeri ap6s 15 minutos de exposi¢céo ao biossurfactante testado foi de ECyo + 176,76 mg/L e
ECso £ 912,35 mg/L, enquanto para 30 minutos de exposicdo obteve-se ECy £ 159,42 mg/L e
ECso + 848,19 mg/L. Para saponina obteve-se ECyy £ 176,31 mlg/L e ECsp £ 652,68 mg/L
ap6s 15 minutos de exposicao e para 30 minutos os resultados obtidos foram ECy + 218,32
mg/L e ECsp £ 578,38 mg/L. Com isso, verifica-se que o biossurfactante produzido para
causar morte de 50% dessa espécie necessita de quase 1,0 g/L, correspondente a 50 vezes sua
CMC, mostrando assim que o bioproduto é seguro para tais organismos. Kaiser & Palabrica
(1991) determinaram a toxicidade aguda para diversos compostos organicos, entre eles o LAS
C12, utilizando a bactéria luminescente Vibrio fischeri. A CEs obtida para o LAS foi igual a
1,51 mg/L, resultado que expressa a alta toxicidade do tensoativo quimico para essas espécies.
Li & Sclirdder (2000) obteve valores de CEsy de 198mg/L para o alquiléter arboxilato em
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testes com Daphnia magna, 90mg/L quando testou em Vibrio fischeri e para o sulfoxinato

foram 30mg/L (Daphnia magna) e 27mg/L (V Vibrio fischeri).

5.3.9. Inibicdo do Crescimento do Microrganismo Produtor de Biossurfactantes ICA56

em Placas Contendo Diferentes Contaminantes

Com o intuito de dar continuidade a trabalhos com a cepa ICA56 para producdo e
aplicacdo em areas de interesse em que a mesma se adéqua, resolveu-se avaliar a sua
capacidade de crescimento em ambientes contaminados com diferentes residuos potenciais
ofensores no meio ambiente para uma posterior avaliacdo da degradacdo desses
contaminantes. Como verificou-se que o microrganismo é um bom produtor de um potencial
biotensoativo pode ser um bom degradador de contaminantes que agridem o meio ambiente.
No entanto, é necessario verificar se 0 mesmo é resistente a essas fontes contaminantes. A
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) corresponde a quantidade minima necessaria de uma
substancia para inibir o crescimento do microrganismo-teste. No presente estudo, placas petri
contendo meio nutritivo tipo APGE (Agar, peptona, glicose e extrato de levedura) com
pequenos pocos perfurados foram repicadas e em cada poco colocou-se aproximadamente
0,750 ml de diferentes contaminantes (1 — Oleo de motor usado; 2 — Mistura de 6leo de
girassol/oliva usado (80:20 p/p); 3 — Mistura de 6leo de girassol/oliva virgem (80:20 p/p); 4 —
Amostras de Petréleo oriundos de uma fabrica em Madrid - Espanha). Incubou-se em estufa a
30°C por 48 horas e ap0s esse periodo verificou-se se houve formacdo de halo ao redor dos
pocos, indicando poder inibitério da fonte contaminante. Para nenhum dos produtos
avaliados, houve inibicdo. O microrganismo ICA56 foi capaz de crescer muito bem na
presenca de todos, e, provavelmente até utilize alguns como fonte de crescimento. A Figura
34 apresenta fotos das placas com repique microbiano e pocos contendo 0s contaminantes a
serem testados.
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Figura 34 - Placas APGE (agar, peptona, glicose e extrato de levedura) repicadas com o microrganismo ICA56
na presenca de diferentes contaminantes ambientais (1 — Oleo de motor usado; 2 — Mescla de 6leo de
girassol/oliva usado (80:20); 3 — Mescla de 6leo de girassol/oliva virgem (80:20); 4 — Amostras de Petréleo

oriundos de uma fabrica em Madrid - Espanha).

A Figura 35 apresenta os resultados qualitativos para inibicdo de crescimento

bacteriano frente aos contaminantes ap6s 48 horas de incubacdo em estufa a 30°C.

Figura 35 - Placas APGE (&gar, peptona, glicose e extrato de levedura) repicadas com o microrganismo ICA56
na presenca de diferentes contaminantes ambientais apos 48 horas de incubagio a 30°C (1 — Oleo de motor
usado; 2 — Mescla de 6leo de girassol/oliva usado (80:20); 3 — Mescla de 6leo de girassol/oliva virgem (80:20); 4
— Amostras de Petroleo oriundos de uma fabrica em Madrid - Espanha).
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5.3.10. Degradacéo em Placa

Apobs avaliar a resisténcia do microrganismo produtor de biossufactante 1ICA56
aos contaminantes Oleo de Motor Usado, Mescla Oleo de Girassol/Oliva (80/20) virgem,
Mescla Oleo de Girassol/Oliva (80/20) usado e Petroleo (Oriundo da Espanha) impregnados
em areia, resolveu-se verificar seu poder de degradacdo dos mesmos. As mesclas 6leo foram

coloridas com Sudan Il1, um colorante alimenticio, para melhor visualizacdo da degradacéo.

As seguintes composi¢des foram estudadas:
1. Areia/Petrdleo/Inoculo (10:1:1); Areia/Petroleo/Indculo (10:2:1); Areia/Petréleo/Indculo
(10:3:1);
2. Areia/Oleo de Motor Usado/indculo (10:1:1);
3. Areia/Mescla Oleo Girassol/Oliva (80:20) Virgem (10:1:1) e
4. Areia/Mescla Oleo Girassol/Oliva (80:20) Usado (10:1:1).

A Figura 36 apresenta a avaliacdo qualitativa da degradacdo do petrdleo frente a
diferentes concentracdes, incubado a 30°C, por 15 dias. Observa-se que ha degradacdo com o
passar dos dias, mesmo aumentando a concentracdo de petréleo o indculo bacteriano continua
agindo. Acredita-se que com maior concentracdo de petr6leo melhora até a dispersdo das

células, facilitando o consumo do contaminante pelo microrganismo.

Apés 15 dias Apés 15 dias Apés 15 dias
Arciafbetroloo/Tngsul ArciaPetrileaiinsca} O el
(10:1:1) (10:2:1) (10:3:1)

Figura 36 - Degradacdo em placas de areia contaminada com diferentes concentracdes de petrdleo por indculo
de Bacillus sp. ICA56.
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A Figura 37 representa a avaliacdo qualitativa feita para degradacdo de 6leo de
Motor Usado, Mescla Oleo de Girassol/Oliva (80/20) virgem, Mescla Oleo de Girassol/Oliva
(80/20) usado. Observa-se que houve consumo dos contaminantes pelo microrganismo. Para
Oleo de Motor Usado, percebe-se pouca diferenca de coloracdo, no entanto ap6s 15 dias,
pode-se observar que a placa que contém indculo apresenta-se com uma coloracdo mais clara
que a do controle (sem in6culo), indicando que houve consumo. O éleo de motor usado € um
contaminante de coloracdo bastante escura e possui muitos metais pesados. Provavelmente
essa cor se da a algum tipo de contaminante que o microrganismo ndo degrada e entdo, houve

a pouca percepc¢éo da degradacao de forma qualitativa.

Contrale
reia/Qleg deMotor Usada Areia/Girassol/Oliva Virgem Areia/Girassol/Oliva Usado
{OMU) - (10:1) (G.OV) - (10:1) (G.O.U) - (10:1)

f.‘ .

Apés 15dias Apés 15 dias Apés 15 dias

Areia/OMUTndeulo Areia/G,0.V/Indculs Areia/G.0UMngenky
10:1:1) anLD QL1

Figura 37 - Degradacdo em placas de areia contaminada com Oleo de Motor Usado, Mescla Oleo de
Girassol/Oliva (80:20) virgem e Mescla Oleo de Girassol/Oliva (80:20) usado por inéculo de Bacillus sp.
ICA56.

5.3.11. Producédo de Enzimas

Existe grande discussédo e muitas pesquisas sobre a producgdo de enzimas do tipo
amilases e proteases por bactérias do género Bacillus sp. No entanto, ndo é muito discutida a
producdo simultdnea das mesmas na literatura. Um meio de cultivo que propicie a obtencgéo
destas duas enzimas significa simplificacdo, rapidez e economia do processo (CORREA,
2009).
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Amilases sdo enzimas empregadas na hidrélise completa do amido em
maltooligossacarideos. As proteases atuam sobre proteinas gerando oligopeptideos e
aminoacidos. Tais enzimas sdo de grande interesse industrial e produzidas em larga escala,
principalmente por bactérias do género Bacillus sp. (Mabrouk, et al., 1999; Mehrotra, et al.,
1999; Schallmey et al., 2004). Amilases e proteases movimentam aproximadamente 90% do
mercado mundial de enzimas (Banerjee et al., 1999; Van der Maarel et al., 2002; Merheb et
al., 2007). Podem ser aplicadas em diversos setores industriais como industria de alimentos,
detergente, papel e celulose, téxtil, farmacéutica e de quimica fina (ANWAR &
SALEEMUDIN, 1998; KUMAR e TAKAGI, 1999; KIRK et al., 2002, GUPTA et al., 2002;
GUPTA et al., 2003; KANDRA, 2003).

Faz-se necessaria a atuacdo de varias enzimas pertencentes ao grupo das amilases
para que a hidrélise do amido seja completa (HAKI & RAKSHIT, 2003). Estas enzimas
liberam maltooligossacarideos e glicose apds a amildlise (KANDRA, 2003; CORREA, 2009).

Avaliou-se ainda a producdo de Lipase. As lipases sdo enzimas definidas como
glicerol éster hidrolases (E.C.3.1.1.3) que catalisam a hidrolise das ligacfes ésteres de
triacilglicerideos insollveis, liberando acidos graxos livres, mono ou diacilglicerideos na
interface 6leo-4gua (JAEGUER; REETZ, 1998; WAKELIN; FORSTER, 1997). Grande
variedade de bactérias, fungos e leveduras produzem lipases. E interessante a producio em
escala industrial de lipase por determinado microrganismo se a enzima possuir elevada
atividade lipolitica.

As proteases, conhecidas também como peptidases ou enzimas proteoliticas,
clivam proteinas em oligopeptideos ou aminoécidos livres por meio da hidrélise de ligacdes
peptidicas (SOOKKHEO et al., 2000 e ALBERTS et al., 2004). A protedlise enziméatica
associa-se a digestdo de proteinas, despertando grande interesse no processo de digestdo das
mesmas nos animais e no homem (BEYON, 1996; GIONGO, 2006). Sao classificadas
bioquimicamente pela Unido Internacional de Bioquimica (IUB) em seis familias, de acordo
com a massa molecular, propriedades elétricas e com sua especificidade ao substrato. Cada
familia de protease possui residuos de aminoécidos caracteristicos no seu sitio ativo (BEYON,
1996; GIONGO, 2006).

A Figura 38 representa a avaliacdo qualitativa para a producdo das enzimas

Amilase, Protease e Lipase.
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Figura 38 - Avaliacdo qualitativa da producéo de enzimas amilase, protease e lipase pelo microrganismo ICA56,
incubado em placas petri com meios adequados para a produgdo das respectivas enzimas, a 30°C, por 48 horas.

Percebe-se pelas Figuras, a producdo de amilase pela formacdo do halo amarelo
revelado com iodo sublimado. Para protease, o halo é opaco. Para lipase, ha crescimento
bacteriano e deveria ter formacdo de halo ao redor das col6nias. Como existe a presenca de
muitas coldnias, houve davida em confirmar se houve producdo de lipase. Realizou-se teste
para confirmar se havia atividade lipasica. Adicionou-se 1,0 mL de meio de cultivo
fermentado por ICA56, em uma emulsao de tributirina 1% V. A atividade lipasica ¢ medida
em pH 7,0. A concentracdo de NaOH utilizada foi 0,05 mol/L. No entanto, ndo se obteve
resultado positivo.

5.3.12. Caracterizacdo do Biossurfactante Produzido por Espectroscopia no

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que tem sido usada ha mais de
10 anos na identificagdo em campo de substancias desconhecidas. A tecnologia FTIR permite
uma rapida avaliacdo e identificacdo de uma grande variedade de produtos quimicos. A
analise foi realizada em um equipamento Jasco — FTIR/6200, Acumulacdo: 100 scans;
Resolucdo: 2 cm™; Janela espectral: 400-4000 cm™; Detector: TGS (triglycine sulfato). Foram
feitas pastilhas brometo de potassio com o biossurfactante liofilizado para realizacdo da
analise. A Figura 39 apresenta os resultados obtidos para os espectros de surfactina padrao
(Sigma Aldrich) e biossurfactante produzido por ICA56.
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Figura 39 - FTIR - Espectrogramas vibracionais na regido do infravermelho para surfactina padrdo (Sigma

Aldrich) e surfactina dialisada e liofilizada, produzida extracelularmente a partir da cultura de ICA56 cultivada
em meio mineral, 30°C e 150 rpm, 48 horas.

Observa-se que os resultados obtidos dos espectros vibracionais na regido do
infravermelho (FTIR) da surfactina padrdo (Sigma Aldrich) e surfactina purificada produzida
extracelularmente a partir da cultura de ICA56 se sobrepdem bem, indicando que o produto
obtido no processo fermentativo é realmente um lipopeptideo do tipo surfactina. Assim como
para espectros realizados para o bioproduto excretado por Bacillus subtilis LAMIO05 (citado
em 5.1.6), observa-se caracteristicas de peptideos, nas quais as bandas identificadas indicam
as seguintes ligacoes: 3430: NH, 1655: CO, 1534:CN e canais alifaticos (3000-2800, CH, e
CHj3), indicando que esse composto € um lipopeptideo. Também foi observada uma banda
correspondente ao grupo carbonil ester (1730:CO). Observou-se resultados similares por Lin
et al. (1994), quando determinou a estrutura quimica do surfactante produzido por Bacillus
licheniformis. N&o foi observada diferenca significante entre os espectros IR da surfactina
semipurificada produzida extracelularmente a partir da cultura de ICA56 e surfactina padrdo
(Sigma Aldrich) no presente estudo.

5.3.13. Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa (Mass Spectrometry, MS) é uma técnica microanalitica

utilizada para obter informacdo do peso molecular e de caracteristicas estruturais da amostra,
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capaz de fornecer informacdo sobre a composicdo elementar de amostras, a estrutura
molecular, a composi¢cdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e a
composicdo de superficies solidas e as proporcdes isotdpicas de atomos em amostras
(CHIARADIA et al., 2008; Gris, 2010). As analises foram realizadas em um cromatégrafo
UPLC Waters Acquity H-Class, acoplado com uma coluna Waters UPLC BEH C-18 100 nm,
operando a 40°C. O modo de trabalho é em SIR (Selected ion recording), ou seja, 0 espectro
de massa detecta somente moléculas com peso molecular indicado. Os pesos moleculares
foram: 982,60, 994,60, 1008,60, 1022,60, 1036,60, 1050,60 e 1064,60, correspondentes aos
identificados na surfactina padrdo. O método SIR facilita a identificacdo, uma vez que
tinhamos a amostra padrdo e diante disso, necesscitariamos apenas identifica-la previamente e
posteriormente inserir amostra produzida por ICA56 e verificar se as moléculas identificadas
na padréo repetiam-se no bioproduto, confirmando assim presenca de surfactina. A Figura 40
(A, B, C, D) apresenta 0s cromatogarmas e espectrogramas com 0s picos de retencéo e pesos
molecularres en contrados para a surfactina padrdo (Sigma Aldrich) e para a amostra de
biossurfactante produzida por ICA56. Verificou-se que os pesos moleculares encontrados na

amostra padrdo repetem-se na amostra produzida nos mesmos tempos de retencéo.

{A) Cromatograma Surfactina Padrio (Sigma Aldrich) I
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(D) Espectrometria de Massa - BS produzide por ICAS6 ST S ane
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Figura 40 - Cromatogramas e espectrogrmas de massa para surfactina padrdo e biossurfactante produzido por
ICA56. (A) Cromatograma Surfactina Padrao (Sigma Aldrich); (B) Cromatograma BS produzido por ICA56; (C)

Espectrometria de Massa - Surfactina Padrdo (Sigma Aldrich); (D) Espectrometria de Massa - BS produzido por
ICA56.
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As principais conclusdes do presente estudo séo descritas a continuagéo.

(a) Em relacéo aos ensaios realizados com Bacillus subtilis LAMI005, conclui-se que:

v' Nas condices experimentais empregadas, o microorganismo Bacillus subtilis
LAMIO005 foi capaz de produzir biossurfactante, alcancando concentracdes de até 225
mg/L em pH 6,0 e 275 mg /L em pH 7,0;

v' Em todas as condi¢des estudadas, a producédo de biossurfactante foi acompanhada de
uma reducdo nos valores da tensdo superficial do meio liquido (valores em torno de
28,3+0,3 mN/m;

v' A adaptacdo do microrganismo desde a placa de repique contendo a mesma
composicdo do meio de cultivo apresentou resultados relevancia para a otimizagdo da
producdo em funcdo do tempo, com maior formacéo de produto (114,57 + 0,21 g.L ™" em
24 horas e 70,63 + 0,09 g.L™ em 72 horas) e consumo de substrato quando comparado ao
uso da tradicional placa APGE;

v/ O microorganismo demonstrou capacidade de emulsionar diversos hidrocarbonetos
como Oleo de soja, querosene e n-hexadecano com IE,4 superiores a 60%;

v' Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (FTIR) obtidos de amostras do
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIOOS e da surfactina padrdo (Sigma
Aldrich, 95% de pureza) apresentou caracteristicas de peptideos, nas quais as bandas
identificadas indicam as seguintes ligacGes: 3430:NH, 1655:CO, 1534:CN e canais
alifaticos (3000-2800, CH, e CHs), indicando que esse composto é um lipopeptideo.
Também foi observada uma banda correspondente ao grupo carbonil ester (1730:CO)

(b) As principais conclusdes relativas aos testes realizados com Bacillus sp Jag248 séo as

seguintes:

v' Os testes realizados indicam uma clara a producédo de surfactina, alcangando valores
de concentragdo de até 161,41 + 0,01 mg/L em meio mineral (MM); dita producdo foi
acompanhada de uma reducdo nos valores de tensdo superficial de 28,50 mN/m;

v O biossurfactante produzido foi capaz de emulsionar 6leo de soja, n-hexadecano e

querosene com emulsdes, presentando valores de I1E;4 em torno de 50%;
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(c) No que se refere ao Bacillus sp Jag249:
v Nas condi¢des testadas, verificou-se que o mesmo ndo foi capaz de reduzir a tensao
superficial dos meios de cultivo estudados, e por tanto, ndo existem evidencias de

producéo de biossurfactante.
v

(d) Em relagdo as cepas ICA12, ICA24 e ICAS56, conclui-se que:

v As cepas foram capazes de reduzir significativamente a tenséo superficial dos meios
em que foram cultivadas para até 28,25 + 0,4 mN/m;

v Dentre as cepas estudadas a que apresentou maior concentracdo de surfactante em
meio mineral adicionado de solucdo de micronutrientes e inéculo LB Broth foi ICA56
(329,14 + 0,00 mg/L) seguida da cepa ICA12 (253,32 = 2,04 mg/L) em meio mineral
adicionado de solugdo de micronutrientes e logo ICA24 (111,87 + 0,00 mg/L) em meio
contendo suco de caju clarificado. No entanto, escolheu-se apenas ICA56 para dar

continuidade aos estudos;

(e) As principais conclusdes obtidas nos estudos realizados com a cepa ICA56 sdo as
seguintes:
v Nas condi¢des experimentais empregadas, verificou-se a que microrganismo foi capaz
de produzir biossurfactante;
v A estrutura quimica do BS foi caracterizada mediante técnicas de Espectroscopia
Vibracional na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
Espectroscopia de Massa (SM), sendo indentificado como surfactina;
v O biossurfactante produzido por ICA 56 apresentou um importante poder de reducédo
das tensdes superficial e interfacial, com valores de 28,20 + 0,07 mN/m (TS) e 05,26 +
0,08 mN/m (IT - 3XxCMC - 65°C);
v’ De forma geral, observa-se que os valores de tensdo interfacial (solucdo de
biossurfactante frente a dodecano) diminuem com o aumento de temperatura (intervalo de
25 a 65°C) e de concentragédo do bioproduto (20, 40 e 60 mg/l de BS);
v’ Os valores de concentracdo micelar critica do biossurfactante foram determinados a
diferentes temperaturas (25, 45 e 65°C), sendo que os valores de CMC variam entre 0.017
+0.002 mN/m (25°C) e 0.031 £ 0.008 mN/m (65°C);
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v Verificou-se 0 aumento de concentracdo do biossurfactante (20, 40 e 60mg/L)
repercute em uma reducdo dos valores de angulo de contato entre solucdes de BS e
Parafilm© a 25°C (de 104.37 £ 4.31, a 25°C, para 92.07 + 1.55, a 65°C);

v Verificou-se que o biossurfactante produzido por ICA56 apresentou alta
biodegradabilidade, sendo degradado tanto por bactérias presentes em aguas de efluentes
residuais (populacdo mista e aerada proveniente de uma depuradora da cidade de
Granada— Espanha), como por Pseudomonas putida;

v" Utilizando-se bactérias presentes em aguas de efluentes residuais observou-se que,
para todas as concentracgdes testadas (de 10 a 200 mg/L), os porcentagens de degradacao
do biossurfactante superam os 50% e 90%, para ensaios com duracdo de 100 e 300 horas,
respectivamente;

v Nos testes de biodegradacdo realizados com Pseudomonas putida. o parametro B50
(equivalente a 50% de biodegradacédo) corresponde a uma concentracdo de 122,1 mg/L de
biossurfactante. Sendo assim, conclui-se que o biotensoativo produzido por ICA56 causa
baixa inibicdo da atividade metabdlica das bactérias, ja que as mesmas sdo capazes de
alimentarem-se de altas concentragdes do tensoativo sem chegar a morrer;

v O biossurfactante produzido apresenta baixa toxicidade frente a diferentes organismos
marinhos, como microalgas (Selenastrum capricornutum), microcrustaceos (Daphnia
magna) e uma bactéria (Vibrio fischeri). Os organismos testados apresentaram EC50 de
65,03 mg/L (Selenastrum capricornutum), 170,09 mg/L (Daphnia magna) e 912,35 mg/L
(Vibrio fischeri - apds 15 minutos de exposi¢cdo). Os organismos mais sensiveis testados
foram as microalgas, em segundo lugar 0s microcrustaceos e em terceiro a bactéria;

v Nos ensaios de lavado de solos contaminados com dleo de motor observou-se que
tanto a temperatura (intervalo de 25 a 65°C), como a concentra¢ao de biossurfactante (20
mg/L a 60 mg/L), exercem um efeito significativo sobre a eficacia do processo;

v' Em testes de descontaminacdo de solos, valores elevados de eficiéncia de remocéo do
contaminante (ao redor de 85%) foram obtidos usando uma solu¢do com 60 mg/L do
biossurfactante e uma temperatura de 65°C;

v' Em testes qualitativos, visualizou-se eficiente degradacdo de petrdleo e mesclas de
6leo de girassol e oliva (virgem e usado) pelo microrganismo ICA56;

v Em quanto a producdo de enzimas, testes qualitativos realizados com o meio

fermentativo ao final do processo de producdo de BS indicam que, nas condicdes
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experimentais, 0 microorganismo foi capaz de produzir enzimas dos tipos amilases e

proteases.
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