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RESUMO

Durante os ultimos anos uma grande variedade de microrganismos ¢ estudada para a producao
de biossurfactantes. A biodegrabilidade e a baixa toxicidade garantem a esses compostos uma
vantagem quando comparados aos compostos sintéticos. Entretanto, os surfactantes naturais
ainda sdo incapazes de competir economicamente no mercado, devido ao seu alto custo de
produgdo. Sendo assim, o uso de fontes renovaveis como substrato torna-se uma alternativa
para minimizar os custos de producdo e tornar esses produtos viaveis a utilizacdo em
diferentes areas. O residuo do abacaxi ¢ uma valida opc¢do para driblar o problema de alto
custo. Além de ser uma das frutas mais produzidas no mundo, o abacaxi possui propriedades
que favorecem o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, a produg¢do de
biossurfactantes. O presente trabalho avaliou a viabilidade em utilizar o residuo do abacaxi
como substrato para producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis através de estudos de
caracterizacdo do residuo, aprimoramento do meio e analises de estabilidade, caracterizagdo e
aplicag¢do do biossurfactante produzido. Os resultados da caracterizagdo do residuo do abacaxi
reportaram excelentes quantidades de sacarose, frutose, glicose, proteina e lipidios, ideais para
a producdo de biossurfactante. Estudos para obtencdo do meio 6timo foram realizados através
de andlises estatisticas com software Statistica (v.10). O meio otimizado, contendo 15% de
indculo e 95mL de residuo de abacaxi, apresentou uma reducdo de 35,42% da tensdo
superficial. As andlises de estabilidade mostraram que o biossurfactante produzido nao ¢
estavel quando exposto a 121°C e apresenta estabilidade de cerca de 1 hora quando aplicado
tratamento térmico a 100°C. Os resultados também nao foram favoraveis em pH acima de 4 e
concentragcdes salinas superiores a 5,0%. Os resultados de caracterizagdo apontaram a
producdo de um biossurfactante de cardcter anionico e sua aplicacdo através da capacidade
emulsificante mostrou-se promissora para utilizacdo em industrias alimenticias.

Palavras chave: Biossurfactantes, residuos agroindustriais, abacaxi, Bacillus subtilis,
Surfactina.



ABSTRACT

During the last years a great variety of microorganisms has been studied for the production of
biosurfactants. Biodegradability and low toxicity ensure the inclusion of an advantage when
compared to synthetic compounds. However, natural surfactants are still unable to compete
economically in the market because of their high cost of production. Thus, the use of
renewable sources as a substrate becomes an alternative to minimize production costs and
make viable their use in several areas. The pineapple residue is a valid option to avoid the
high cost problem. Besides being one of the most produced fruits in the world, pineapple has
properties that favor the development of microorganisms and, consequently, the production of
biosurfactants. The present work evaluated the feasibility of using the pineapple residue as a
substrate for the production of biosurfactants by Bacillus subtilis with studies of residue’s
characterization, medium optimization and stability analysis, characterization and application
of the biosurfactant produced. The results of the characterization of the pineapple residue
reported several levels of sucrose, fructose, glucose, protein and lipids, ideal for the
production of biosurfactant. The optimization of the environment was performed through
statistical analysis with Statistica software (v.10). The optimized medium, containing 15% of
inoculum and 95mL of pineapple residue, showed a reduction of 35.42% of surface tension.
Stability analyzes showed that the biosurfactant produced is not stable when exposed to 121°C
and presents stability of about 1 hour when applied heat treatment at 100°C.The results were
also not favorable to pH above 4 and salines medium with concentration higher than 5.0%.
The characterization results indicated a production of an anionic biosurfactant and its
application through the emulsifying capacity was promising for use in food industries.

Key words: Biosurfactants, agroindustrial residues, pineapple, Bacillus subtilis, Surfactina.



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Faixas de Concentragdo dos padrdes de actcares quantificados por Cromotografia

Liquida de Alta EfiCIENCIA. ...eoviviiiiiiiiiieiecee e e 39

Tabela 2. Composi¢ao dos cinco meios avaliados na Fermentacdo A — quantidade de residuo

de abacaxi e fontes de carbono € NIrOZENI0. ......cueeruiieiieriiieiieie ettt 43

Tabela 3. Composi¢do do substrato utilizado na fermentagdo B — Meio com maior

TEINAIIMIEIITO. ..ottt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eaeeeeeeeeeen e aaeeeeeeeanannaaaeeeeeeennannnaaaeaaaaeee 44

Tabela 4. Concentracdes das variaveis: concentracdo de inoculo, glicose e volume de residuo

de abacaxi, para realizagao do planejamento experimental 1...........cccceevvieeiiieniiieniieeeeeeee, 44

Tabela 5. Concentra¢des das variaveis: concentracao de indculo ¢ volume de residuo de

abacaxi, para realizacao do planejamento experimental 2. ...........cccccvveeviieecieeeiieeeie e 44

Tabela 6. Composicdo do melhor meio de fermentagdo para andlises de estabilidade,

purificacdo, caracterizagdo e aplicagdo do biossurfatcante - Processo fermentativo D. .......... 45

Tabela 7. Condigdes de temperatura e tempo de exposicdo das amostras para teste de

estabilidade térmica do biossurfactante produzido............ccoccuveriiiiiienieniieiecceee e 48

Tabela 8. Massas das amostras obtidas na andlise de quantificacdo de lipidios presentes no

1ESIAUO A€ ADACAXI. ..vveeuviiiieiieiiet ettt sttt sb bt ettt s 54
Tabela 9. Resultados das leituras de pH dos extratos de residuos de abacaxi...........c.ccceeuneen. 55

Tabela 10. Avaliagdo da producdo de biossurfactante através da tensdo superficial apos

fermentagdo de 24 horas com cinco diferentes meios como substrato. ...........ccceeeeerveenieennnnnns 57

Tabela 11. Avaliagdo da Produgdo de Biossurfactante através do Indice de Emulsdo, de

acordo com a proporc¢ao 6leo/biossurfactante, em cinco diferentes meios testados. ............... 59
Tabela 12. Resultados para massa seca e colapso da gota para os cinco meios analisados. ....60

Tabela 13. Composi¢do do meio 6timo e condi¢des de fermentacdo para andlises de tensdo

superficial, testes de estabilidade e aplicagao do biossurfactante. ...........cccceeevvieecieencieennnenn. 69

Tabela 14. Valores de tensdo superficial da amostra em tempo zero e apds 24 horas de

TEIMEINTAGAO. ..oeiiiiiiie ettt e et e e e et e e e e e ta e e e e eabaeeeeeataeeeeeensaeeeeensaaeeeensreas 71



Tabela 15. Avaliagdo da estabilidade do biossurfactante produzido, através da andlise de

tensdo superficial, apds adigdo de solugdes com pH na faixa de 4.0 2 8.0.....ccceevervinieniinnnnn 74

Tabela 16. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido avaliando quatro diferentes

NI OCATDONELOS. .o e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eaee e e e e e e aaaeaaaaanes 76



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Tensdo superficial, interfacial e solubilizacdo em funcdo da concentracdo de

surfactante. (Fonte: Almeida, 2015). ....cooviiiiiiiiiieceeee e 24

Figura 2. Crescimento da Producdo Mundial de Abacaxi (em toneladas) durante os anos de

2006 a 2018. (Fonte: FAOSTAT 2019). .o.eiiiiiiiiiiiiiiicicceeceseeecee e 30

Figura 3. Valores Médios da Quantidade Anual de Abacaxi Produzida nos Paises de Maior

Producdo do Fruto (Fonte: FAOSTAT 2019). .occuiieiiiieeee ettt 31

Figura 4. Maiores Produtores Mundiais de Abacaxi - Soma da Producao entre os anos de 2007

a 2017 (Fonte: FAOSTAT 2019).....iiiiiiiiiiiinieieeeeeecestet ettt 31

Figura 5. Estruturas de surfactantes sintéticos A. Dodecil sulfato de sodio (anionico); B.
Cloreto de dodecilamoénio (catidnico); C. N-dodecil-N, N-dimetilbetaina (anfétero). (Fonte:

Barbosa, 2004). .....c..ueiiiiie e et e e te e e e ae e e ebeeeeabeeetreeeraeeeaaeeans 50

Figura 6. Curva para Quantificacdo de Frutose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Efici€ncia (HPLOQC). .oouiiiiiiiieiiceee ettt ettt et eaae e neeas 52

Figura 7. Curva para Quantificagdo de Glicose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Efici€ncia (HPLOQC). .oocuiiiiiiiieieeeee ettt sttt et et st neas 52

Figura 8. Curva para quantificagdo de Sacarose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Efici€ncia (HPLOC). ..oooiiiiiieceeeee ettt et e e e e saaaeenaeeens 53

Figura 9. Média da Reducdo da Tensdo Superficial como Indice de Avaliagdo da Produgio de

Biossurfactantes N0S SUDSIAtOS tESTATOS. wevvveruneeeeeeeeeee et e e e et eeeeeeeeeeeeeaaaaeeeas 57

Figura 10. Efeitos estimados obtidos no Planejamento Experimental 1, (Fonte: produzido pela

autora utilizando software Statistica V.10) .....c.cceoiieeiiieiiiieeieeeiee et 62

Figura 11. Pareto dos Efeitos com limiar de significancia de 0,05 obtido no planejamento

experimental 1 (Fonte: produzido pela autora utilizando software Statistica v.10)................. 62

Figura 12. Superficie de Resposta - Concentra¢dao Glicose x Concentracao Indculo — obtida no

planejamento exXperimental 1.........cccoviiiiiiiiiiii et 62



Figura 12. Superficie de Resposta - Concentragao Glicose x Concentragdo Indculo — obtida no

planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).

Figura 13. Curvas de Nivel - Concentragao Glicose X Concentragdo de Indculo — obtidas no

Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).

Figura 14. Superficie de Resposta Concentracao Residuo de Abacaxi x Concentragdao Indculo

(Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). ........ccccevieveriininniniineene. 64

Figura 15. Curvas de Nivel - Concentracdo Residuo de Abacaxi x Concentracdo Indculo —
obtidas no Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

N P18 1 1 I 0 TSR 64

Figura 16. Superficie de Resposta - Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentragdo
Glicose — obtida no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando

SOTtWATe StatiSta V.10). .oociiieiiiiiiie ettt e e e et e e st e e e e et e e e aaeeeaaeeenaeas 65

Figura 17. Curvas de Nivel - Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentragdao Glicose —
obtidas no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

SEALISTA V. 10). .eeiieriiiiiie ettt ettt e et e e e et e e e te e e e e e ab e e e b e e etaeeeateeeaaeeeaneas 65

Figura 18. Efeitos estimados - Planejamento Experimental 2 (Fonte: produzida pela autora

utilizando software Statista V.10). ......ccviiiiiiiiiii e 66

Figura 19. Pareto dos Efeitos com limiar de significdncia de 0,05, obtido no planejamento

experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). ................... 66

Figura 20. Superficie de Resposta - Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentragdo
Inodculo — obtida no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando

SOftWAre StatiSta V.10). ..occviiiiiiiiiiie ettt e et e et e e e et eeeane e eareeeaeeas 67

Figura 21. Curvas de Nivel - Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentracdo Inoculo —
obtidas no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

SEALISTA V. 10). .eeiiriieeiie ettt et e et e e et e e e e e ab e e e ab e e e b e e eabeeeabeeeaaeeeaaeas 67

Figura 22. Avaliagdo da Producdo de Biossurfactante através da Redugdo da Tensao

Superificial — Analise ponto a ponto, Por 24 hOTas. .........ccccueeerieeeiiieeiiee e 69



Figura 23. Avaliacdo da Estabilidade através da Andlise de Tensdo Superficial apos

exposi¢ao, a uma temperatura de 100°C, do biossurfactante produzido. ..........ccceevevueeiennnene. 72

Figura 24. Avaliacdo da Estabilidade através da Andlise de Tensdo Superficial apos

exposicao, a uma temperatura de 121°C, do biossurfactante produzido. ..........ccceeeevveernnennnee. 73

Figura 25. Avaliagdo da Estabilidade do Biossurfactante produzido através da anédlise de

Tensao Superficial apds adi¢ao de solugdo de NaCl em diferentes concentragoes................... 75

Figura 26. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido, avaliando quatro

NI OCATDONELOS. .ottt e e e e e et e e e e e e e e e e e e ae e e e e e e e araaaeaaaaanes 77



INDICE DE EQUACOES

Equacdo 1. Calculo da Porcentagem de Lipidios Totais baseado na metodologia de Bligh-

DAYET (1959)..eeieeeee ettt st e 40

Equagdo 2. Calculo do Indice de Emulsio de acordo com Cooper e Goldenberg (1987)........ 46



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt s s s s s s sesessas 20
Lol OBJOEIVOS ceteiieeiieeiitette ettt ettt ettt ettt e et e st e et e sabe e bt e sabeentaeenaeesbeessbeenseeenseenseennns 22
L.1.1 ODBJEtivo GeTal ....eoiiieiieiiieiiece ettt eeee 22
1.1.2 ODbjetivos ESPECITICOS ...ccuvieiiiriiiiiieiiieiieeieeiee ettt ettt 22
REVISAO BIBLIOGRAFICA......ccuriimriimrioeeiseeissessssssss s ssssssssesssessesssessssesesesens 23
2.1 BIOSSUITACANTES .....eeiiiiiieiie ettt ettt et 23
2.1.1 Propriedades € FUNGOES ........cccueeiiiiieiiie ettt 23
2.1.2 BIOSSINEESE ..ttt ettt sttt e nae 24
2.2 Producdo e Purificacdo de Biossurfactantes .............ccccoueeeeeiiiieieciiiiee e e 25
2.2.1 ME10S A€ CUITIVO .. 25
2.2.2  FeIMENTAGAOD......eeiieiiiieeeeiiieeeeeitieeeeite e e ee ettt e e e ettt eeeeeraeeessnsaeeessnsseeeeensaeeeeannsees 26
2.2.3  PUMTICAGAO ..ottt ettt e e et e et e et e e e tae e eta e e e aaeesreae e 27
2.3 Fontes Convencionais para a Produgdo de Biossurfactantes...........c.cceceviereenicnnnene 28
2.3.1  Carbono € NItrOZENIO ....c.ueerueieiieiieeiieniieeieesieeeteesiteeaeeneeeebeesseessseeseesnseenseennne 28
2.3.2  Residuos Agro-Industriais cOmo SUbSIratos .........ccceevuierieeiiienieerieerie e 29
2.3.3  Uso de Residuos do ADacaXi.......ccoeruerieriieieniienieniesiieieeese e 29
234 ReSIAUOS A8 OLEOS .....eovevoieveeeeeeeeeeeeeee e 33
2.4 BECOMOIMIA ..ttt ettt ettt ettt et e bt e et e sat e et e e s bt e e bt e saeeenbeesseeenbeenaeeenne 33
2.4.1 Uso de fontes renovaveis como SUDSLIAt0........c.eeveerieerieiiieeniieeieesiie e 33
s T o) (o7 1o T USRS 34
2.5.1 Biorremediagao........coouiiiiieiiiiee e et 35

2.5.2 Indistria de ALMENTOS ..oooviiiiiieiiiiee 36



253 MEOR ... e e 37

2.5/4  FarMAaCEULICO ..cocviruiiriiiiieiieeiteieeite sttt ettt ettt sttt st sbe b et sae et s 38
MATERIAIS E METODOS .....ooviiiiieeeeeeeeeeeeeesee e aene s 39
3.1  Caracterizaga0 dO ADACAXI .....ccuviiiieiiiie ettt 39
3.1.1 Concentragao de AGUCATES. ........ccoeuiieeeeiiiieeeeciieeeeeeteeeeeeeaee e e e e eae e e e eeeareeeeeeaaeeeas 39
3.1.2  Quantificac@0 de Proteina............ccccviiiiiiiiiiiiciiec e 40
3.1.3 Quantificacao de LipIde0S ......cueeiriiieiiieeiieeeieeee et 40
Bl PH e ettt st 41
3.2 Produgdo de BioSSUrfactante............ccceeeeuiieciiieciiiee et 41
3.2.1  MICTOTZANISINIO ..veouviieniieiieeniieeeteeieeeteeteeesteesseeesseeseeenseenseesnseenseesnseenseesnseenseesnne 41
322 Pré-Inoculo € INOCUIO ...co.eeiiiiiiiiiiiiiiee e 41
3.2.3  Processo de Fermentacao..........ccoeeevireiiieeiiieeiiieceiiee ettt evee e e 42
3.3  Analises da Efetividade de Producao............cceeeviiiiiiiiciiieiecceeeeeeee e 46
3.3.1 Tensa0 SUPETTICIAL ....cccuviiiiiieciie e e e e 46
33.2  Indice de EMUISAO (F2g)..vovueueeieeeeeieeeeeeeeeeeeee e, 46
3.3.3  BIOMIASSA. ..ttt ettt ettt b e et e e ebeeeaee 46
3.3.4  Colaps0 da GOa ...ccceveieeiieeeiie ettt ettt et e e e e e ra e e nraa e 47
3.4  Planejamentos EXPerimentais ......c.cceccueeeiiieeiiieeiiieeiieeeieeesieeesteeeseveeseveesnneesnneenns 47
3.5  Testes EStabilidade ........ccooveriiiiiiiiniiiiinieieeeeee s 47
3.5.1  Estabilidade TErmicCa .........ccccooueriiiiiriiniiiieeienteseeesee et 48
3.5.2  Estabilidade frente a mudangas de pH...........cccoocvieiiieiiiiiiiniieeceeeeee 49
3.5.3  Estabilidade frente a for¢a 10NiCa ........ccvveeeviiiiiiieeiie e 49

3.6  Purificacdo e Caracterizagao IONICA........c..ceevviiiiiiieiiie et 49



3.6.1  PUIICAGAD ....viiieiieeciie e ettt e et e et e e e ta e e e te e e e reeesraaens 49

3.6.2  Caracterizagao IONICA .......cccviiiiiieeciiieeeiee e ettt e et e et e e e e e s v e e e e e e earee e 50

R TN AN o1 § (o7 Yo o USSP 50
4  RESULTADOS E DISCUSSAO .....oomieeeeeeeeeeeeeee e 51
4.1  Caracterizagao dO ADACAXI ....eeeeeiuriieiiiiiiiee et ettt e et e e et e e e etae e e e eaaaeaa s 51
4.1.1 Concentragao de AGUCATES..........ceeeuuiieeeeiiieeeeeiieeeeeeieeeeeeeteeeeeeeaareeeeeareeeeeeaaeeeeas 51
4.1.2  Quantificagao de ProteINAS ......ccccvveeriiieeiiieeiiieeiieeeiieeeteeeereeesreeesreeesareeseneeens 53
4.1.3  Quantificacdo de Lipidios......ccceiriieiieiieiiieiieeie ettt 54

A 14 PH ettt 55
4.2 Processo FEermentativo A ..........cocooviiiiiniiiinieieeeeeeeee et 56
4.2.1  Tensao SUPErficial......c.ccccieeiiiiiiiiieieeieeee et e 56
422  Indice de EMUISAO .....o.ovvviveeceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
423  Biomassa e Colapso da GOta .......cceevuieruiieiienieeiieeie ettt 60
4.3 Processo Fermentativo B ..........cooiiiiiiiii e 61
4.3.1 Planejamento Experimental L............ccccoooiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 61
4.4 Processo Fermentativo C .......oc.ooiiiiiiiiiiiiieiecie et 65
4.4.1 Planejamento Experimental I1............cccoooiiiiiiiiiiiiceeeee e 65
4.5  Processo Fermentativo D ........c.ooiiiiiiiiiiiiie e 68
4.5.1  Tensao Superficial — ponto @ PONLO .........cccvieriieriieriieeiieiieeie et 68
4.5.2  Teste de Estabilidade.........ccceeoueriiriiiiiinieniiciiiieeeeteeceee e 70
4.5.3  Caracterizag@o IOMNICA .........cccueeiiuiieiiiieeeiieeeieeeeiee et e et eeetreeereeeereeeeaeeeeareeenes 75
454 APIICAGAD ...eeeuiieiii ettt ettt ettt e et e e nteeneeenes 76

5 CONCLUSAO oo e et e et e e e e et e e e s e s e e e es e s e s es e s e s e e eseeseneaenns 79



6

7

SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

REFERENCIAS ..o



20

1 INTRODUCAO

Biossurfactantes, assim como os surfactantes quimicos, sao compostos anfifilicos que
possuem duas por¢des, uma hidrofilica e outra hidrofobica, que permitem sua ag¢do na
interface de liquidos imisciveis (Varjani e Upasani, 2017). Sdo produzidos, principalmente,
por microrganismos aerobicos sejam eles bactérias, fungos ou leveduras. Possuem ampla
utilizacdo na producdo de detergentes, produtos de limpeza em geral, herbicidas, além de
serem utilizados nas industrias de petrdleo, industrias téxteis, alimenticias, farmacéuticas e

cosméticas (Secato et al., 2017).

Por serem moléculas anfipaticas, os biossurfactantes reduzem a tensdo superficial e
interfacial auxiliando a mistura de duas fases de polaridades distintas. Além de tal
caracteristica tais compostos sao menos toxicos, biodegradaveis, melhores produtores de
espuma e mais estdveis quando expostos a condigdes ambientais extremas, quando
comparados com os surfactantes sintéticos, tornando-os alternativas promissoras em diversas

areas industriais (Al-Bahry et al., 2012).

Atualmente, os surfactantes naturais ndo sido capazes de competir do ponto de vista
econdOmico com os sintéticos devido aos altos custos de producdo, conseqiiéncia de
metodologias de producdo e purificacdo ineficientes, baixa produtividade microbiana e,
principalmente, o uso de substratos de custo elevado (Santos, 2015). Estima-se que 30% do
custo total de producdo dos biossurfactantes representem o valor gasto com substratos

quimicos (Muthusamy et al., 2008).

Tendo em vista o fator econdmico como limitante para a produgdo dos surfactantes
naturais, mas levando-se em consideracao as propriedades apresentadas por esses compostos,
aliadas as vantagens de serem moléculas de baixa toxidade e alta biodegrabilidade (Faria,
2010), a utilizacao de substratos renovaveis torna-se uma interessante alternativa para reduzir
os custos de producdo e tornar os biossurfactantes mais competitivos para utilizagdo em escala

industrial (Barros et al., 2008).

Nas ultimas décadas, estudos sdo conduzidos a fim de se obter um maior rendimento
na producdo de biossurfactantes fazendo uso de substratos renovaveis. A possibilidade de
utilizagdo de residuos agroindustriais vem sendo largamente aplicada em pesquisas, trazendo

resultados promissores no desenvolvimento de novas técnicas (Ehrhardt, 2015).
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Residuos agroindustriais ndo sdo comumente utilizados no desenvolvimento de
produtos de alta qualidade. Entretanto, o sucesso na produgdo de biossufactantes depende, em
grande parte, da utilizacdo de matérias-primas de baixo custo com elevado teor de carbono e

nutrientes (Gurjar e Sengupta, 2015).

O abacaxi (4nanas comosus L.) ¢ uma fruta das regides tropicais e subtropicais,
consumido em todo mundo, tanto na forma de produtos industrializados, quanto ao natural
(Abilio et al., 2009). Ainda que nativo da América do Sul, o abacaxi ¢ cultivado em diferentes
regides no mundo todo, devido sua capacidade de adaptagdo, facilidade de propagacdo e

resisténcia a climas secos (Rodriguez et al., 2013).

De acordo com dados da FAO (2019), o Brasil encontra-se em terceiro lugar na
producdo mundial de abacaxi, ultrapassando 2.000.000 toneladas/ano. Considerando a soma
da produgdo entre os anos de 2007 a 2017, o Brasil fica em primeiro lugar, com uma produgao

maior que 27.000.000 toneladas durante esse periodo.

Atualmente, o foco principal da industria de abacaxi estd voltado para a parte
comestivel do fruto e produtos alimenticios relacionados e, consequentemente, as outras
partes da planta (talo, coroa e casca) sao consideradas residuos agroindustriais do cultivo de
abacaxi (Santos et al., 2013). Desta forma, é possivel prever o grande montante de residuo
gerado, que pode ser aproveitado para fins biotecnologicos, como na producdo de

biossurfactantes.

As propriedades do abacaxi, como alto teor de acgucar, lipidios, proteinas, ferro e
fosforo, favorecem o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, auxiliam na
producdo de biossurfactantes. Tais componentes também influenciam na quantidade e

qualidade do composto produzido.

A classificacdo dos biossurfactantes ¢ dada de acordo com sua composi¢ao quimica e
sua origem microbiana. Dentre as classes, ¢ possivel citar os glicolipidios, lipopeptidios,
lipoproteinas, acidos graxos e fosfolipidios, surfactantes particulados e poliméricos (Nitschke
e Pastore, 2002). Cada microrganismo em uma diferente condi¢ao de fermentacao ¢ capaz de
produzir um surfactante diferente, em quantidades diferentes e com capacidade de rendimento
diferente. Essa diversidade permite sua aplicacdo em diversas areas, cabendo as industrias

avaliarem qual biossurfactante ¢ o mais adequado dentro de sua 4rea de atuagao.
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O Bacillus subtilis ¢ uma bactéria gram-positiva em forma de bastonete capaz de
secretar enzimas para degradar uma variedade de substratos, possibilitando sua sobrevivéncia
em ambientes em constante mutagio (Westers et al, 2004). E conhecida por produzir
biossurfactantes potentes da classe dos lipopeptidios, como a surfactina, utilizando diferentes
matérias-primas (Al-Wahaibi et al, 2014). A surfactina ¢ reconhecida como um dos
surfactantes naturais de maior eficacia, porém ainda com limitag¢des de uso e aplicagdo devido

ao alto valor agregado a sua producao e baixos rendimentos (Yeh et al., 2006).

A vista disto, o desenvolvimento de novas técnicas de producao e utilizagdo de novos
substratos de baixo custo sdo estratégias para obtencao de altos rendimentos da surfactina e

demandam urgéncia em sua pesquisa € execugao.

\

Muitos sdo os estudos voltados a producao de biossurfactante com a utilizagdo de
substratos comerciais, o que resultam em grandes rendimentos, porém com custos elevados,

ndo justificando a substituicao dos surfactantes sintéticos pelos naturais.

O presente trabalho contribui com os estudos de producdo de biossurfactantes com
custos reduzidos fazendo uso de casca de abacaxi como substrato e avaliando as melhores
condigdes para se trabalhar com este residuo agro-industrial de forma a se obter melhores
rendimentos de producdo. O abacaxi ¢ um fruto de alta produ¢do do Brasil cujas cascas sao
desperdicadas. A riqueza nutricional desse residuo ¢ praticamente inexplorada e ndo ha
estudos voltados a sua aplicagdo em producdo de surfactantes naturais. Desta forma, a
presente pesquisa busca unir o aproveitamento de um bem natural brasileiro em abundancia

com a necessidade de melhoria economica e ambiental na obten¢ao de biossurfactantes.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades do residuo do abacaxi a fim de encontrar a melhor condigdo

para sua utilizacao na produ¢do de biossurfactantes por Bacillus subtilis.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os aglicares presentes no residuo do abacaxi;
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e Avaliar a quantidade de rejeito processado necessario para suprir a 0S microrganismos
energeticamente na producao de biossurfactantes;

e Realizar planejamento experimental a fim de avaliar as diferentes condi¢des de
fermentacao;

e Avaliar a melhor condigdo de fermentacdo para producdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis;

e Realizar testes de estabilidade do biossurfactante produzido;

e Purificar e caracterizar o surfactante natural obtido;

e Avaliar uma possivel aplicabilidade para o biossurfactante produzido.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biossurfactantes
2.1.1 Propriedades e Funcoes

Assim como os surfactantes sintéticos, biossurfactantes sdo compostos que contém
duas por¢des, uma hidrofébica e outra hidrofilica (Santos et al., 2015). Essa caracteristica os
permite atuar na redugdo da tensdo superficial e interfacial entre duas moléculas imisciveis,

conforme ilustrado na figura 1.

Biossurfactantes sao produzidos por variados microrganismos, como leveduras, fungos
e bactérias e, na ultima década, houve um aumento da demanda de compostos com agao
superficial de origem natural, intensificando os estudos dessas moléculas. Uma das mais
importantes caracteristicas desses surfactantes naturais € que cada microrganismo, em
diferentes condi¢des de cultura e fermentagcdo, podem produzir diferentes compostos, com
diferentes estruturas quimicas e, consequentemente, com diferentes propriedades surfactantes

(Parveen et al., 2014).

Entre as principais propriedades dos tensoativos € possivel citar as mais importantes
como adsorcdo, concentracdo micelar critica, solubilizacdo de substancias hidrofobicas e

microemulsionantes e balanco hidrofilico / lipofilico (Sousa, 2016).

Tais propriedades, como detergéncia, poder de emulsificacdo, lubrificacao, capacidade
de formacdo de espuma, dispersao de fase e solubilizagdo, tornam os surfactantes

interessantes para uma gama de aplicacdes industriais (Nitschke e Pastore, 2002).
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De acordo com Cooper e Paddock (1984), os surfactantes naturais sdo mais eficientes
do que os sintéticos no que diz respeito a suas atividades superficial e interfacial, uma vez que
produzem uma menor tensdo superficial utilizando menores concentragdes de

biossurfactantes.

Figura 1. Tensdo superficial, interfacial e solubilizagdo em fun¢do da concentragio de

surfactante. (Fonte: Almeida, 2015).
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Apesar da grande diversidade de biossurfactantes que podem ser produzidos, todos
possuem em comum caracteristicas que os tornam vantajosos em relagdo aos surfactantes
sintéticos. Além da atividade interfacial e superficial ja descrita anteriormente, esses
compostos apresentam tolerancia a temperatura, pH e forcas ionicas, e também sdo
caracterizados pela baixa toxicidade, biodegrabilidade e pela possibilidade de serem

produzidos por fontes renovaveis. (Nitschke e Pastore, 2002).
2.1.2 Biossintese

A sintese de biossurfactates ocorre, especialmente, durante o processo de crescimento
microbiolégico em substratos imisciveis em agua (Castiglioni et al., 2009). Embora existam
muitas pesquisas voltadas a sinteses por microrganismos que degradam hidrocarbonetos,
alguns biossurfactantes podem ser obtidos por compostos hidrossoliveis (Kronemberger,
2007). O processo de producdo de surfactantes naturais esta associado a diversos fatores, que

irdo determinar a quantidade e qualidade do composto produzido.
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Mudangas nas condigdes fisioldgicas e composi¢ao do meio de cultura sdo alternativas
promissoras para aumentar a produtividade dos biossurfactantes e sdo os pontos de pesquisa

mais frequentemente estudados nos ultimos anos (Castiglioni et al., 2009).

De acordo com Desai e Banat (1997) ha quatro tipos de parametros cinéticos da
producdo de biossurfactantes: producao associada ao crescimento; producao sob limitagdes de
crescimento; producao por células em repouso ou imobilizadas; produ¢ao com suplementacio

de precursores.
2.2 Producio e Purificacdo de Biossurfactantes
2.2.1 Meios de cultivo

Hé diversos métodos envolvidos na produgdo de biossurfactantes, comecando com
uma vasta variedade de metodologias aplicadas para selecionar microrganismos produtores.
Tais métodos, que podem ser quantitativos ou qualitativos, estio na maioria das vezes,
baseados nas propriedades fisico-quimicas dos surfactantes, especialmente em sua atividade

superficial (Faria, 2010).

O meio de cultura ¢ de grande importancia para definir se o microrganismo ¢ ou nao

capaz de produzir o biossurfactante, além de interferir em sua estrutura biomolecular (Sousa,

2016).

A produgdo de surfactantes €, geralmente, em um meio de cultura apropriado e aderida
as paredes celulares. A pesquisa e escolha por microrganismos produtores esta relacionada
com o potencial do composto em reduzir a tensao superficial, bem como sua capacidade em
formar emulsdes e sua estabilidade, e tais habilidades sdo fatores considerdveis para a escolha

do microrganismo a ser utilizado e caminho a ser seguido pelas industrias (Pinto et al., 2009).

E de grande valia e importancia, a realizacdo de estudos preliminares das condi¢des de
meios de cultura para o microrganismo a ser utilizado, definindo as melhores condi¢des a fim

de se obter a maxima produg¢ao (Sousa, 2015).

A qualidade e quantidade de biossurfactante produzido estd diretamente relacionada
com a natureza das fontes de carbono e nitrogénio oferecidas aos microrganismos produtores,
bem como as condi¢des de fermentagdo como temperatura, pH, agitacdo, oxigenacdo e

concentragdo de nutrientes como fosforo, ferro e magnésio (Lin, 1996).
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A efetividade da producdo dos tensoativos naturais pode ser avaliada por sua
capacidade em reduzir a tensdo superficial. Biossurfactantes sdo compostos ativos de
superficie, com uma variadade de propriedades fisico-quimicas que incluem, em adigdo a sua
capacidade de redugdo da tensdo superficial e interfacial, baixos valores de concentragdo

micelar critica (CMC) e alta capacidade emulsificante (Faria, 2010).

A constatacdo da efetividade do biossurfactante produzido, pode também ser
observada através da sua habilidade em emulsificar misturas de hidrocarbonetos em agua,
através de um significativo aumento da degradacgao desses hidrocarbonetos (Castiglioni et al. ,
2009), bem como através de sua atividade em estabilizar ou desestabilizar emulsdes

(Kronemberger , 2007) .
2.2.2 Fermentacio

Diversos produtos sdo obtidos através de processos de fermentacdo, como enzimas,
aminoacidos, biopolimeros, antibidticos e vitaminas. Basicamente, a fermentagdo consiste na
utilizagdo de fontes de carbono para gerar energia e algum outro produto (Barbieri et al,

2012).

Sdo dois os fatores que influenciam significantemente na producdo e atividade de

biossurfactantes: as propriedades do substrato e o tipo e condigdes de fermentacao.

As condigdes impostas no processo fermentativo como temperatura, pH, agitacdo,
fontes de carbono e nitrogénio, irdo influenciar nas caracteristicas do biossurfactante

produzido e essas condigdes variam de acordo com o microrganismo e substrato de escolha.

Fermentacdo em estado solido (SSF) Solid state fermentation (SSF) ¢ um sistema
adequado para uso de residuos agroindustriais e substratos de baixo custo. Velioglu and Urek
(2015) avaliaram a producao de biossusfactantes por Pleurotus djamor em SSF e pesquisaram
sobre o efeito do tamanho e quantidade do substrato s6lido, volume do meio, temperatura, pH
e Fe *" com diferentes residuos agro industriais como substrato, afim de otimizar a producio

de biossurfactantes.

Fahram et al. (2016) produziram biossurfactantes por Bacillus sp. Utilizando
fermentagao submersa (SMF) com 1% de diferentes fontes de carbono, 1% de 6leo de cozinha

suplementado com meio BH e fixaram condi¢cdoes de pH, temperatura e agitacdo. Os
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resultados mostraram que o biossurfactante produzido nessas condigdes apresenta um bom

potencial para uso em industrias de alimentos.

A utilizagdo do correto meio de cultura combinada com as condigdes ideais de
fermentagdo sao importantes para melhorar o processo € obter a maxima performance com
baixo custo, tornando o uso do biossurfactante mais favoravel e economicamente viavel

quando comparado com os surfactantes sintéticos.
2.2.3 Purificacao

ApoOs a obtengdo do biossurfactante através do processo de fermentacao, ¢ possivel
realizar a purificacdo. Diferentes técnicas de purificagdo podem ser empregadas de acordo
com o tipo de biossurfactante produzido e a sua proposta de utilizagdo. Em geral, o processo
de purificacdo ¢ importante para caracterizar o biossurfactante e, assim, poder avaliar, de

acordo com a sua estrutura, as possibilidades de utilizagdo do mesmo.

Liu et al. (2016) estudou a purificacdo de biossurfactante utilizando o surfactante
bruto produzido por Bacillus licheniformis. O produto bruto foi isolado adicionando HCI ao
sobrenadante e o precipitado obtido foi dissolvido em uma solu¢do diluida de NaOH com pH
7. Depois disso, foi realizada a liofilizacdo e o produto bruto extraido com auxilio de
diclorometano. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido amarelo

palido e realizada a recristalizagao.

Outro estudo mostrou que a purificagdo do biossurfactante produzido  por
Aneurinibacillus aneurinilycitus pode ser realizada extraindo o biossurfactante pré-tratado
com acetato etilico, concentrando e secando a fase organica com o auxilio de um rota

evaporador e entdo, purificando através de cromatografia (Balan et al., 2017).

Outro método de purificagdo que pode ser utilizado baseia-se na separa¢do de fases
com a adicdo de solugdo de cloroformio e metanol. Depois disso, a fase organica ¢
concentrada utilizando rota evaporador e entdo, o produto final ¢ diluido com metanol e

concentrado novamente com o auxilio de estufa a 45°C (Silva et al., 2010).
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2.3 Fontes Convencionais para a Producio de Biossurfactantes
2.3.1 Carbono e Nitrogénio

Como anteriormente descrito, a qualidade e quantidade do biossurfactante produzido
depende das condi¢des de fermentagdo como pH, temperatura, agitagdo e oxigenagdo. As
propriedades, o tipo e quantidade desses compostos vao depender também do microrganismo

utilizado e de fontes de carbono e nitrogénio disponiveis no meio.

Pereira et al. (2013) avaliou diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producao de
biossurfactantes por Bacillus subtilis. A variedade de fontes de carbono estudadas incluiu
frutose, glicose, glicerol, n-hexadecano, lactose, parafina, sacarose, extrato de carne e
triptona. Enquanto as fontes de nitrogénio avaliadas foram citrato de amoénio, nitrato de
amonio, sulfato de amonio e uréia. A condicdo 6tima para produgdo foi obtida com a
combinagdo de sacarose e nitrato de amoénio, alcancando a concentragdo de 2.2g/L, uma

tensdo superficial de 28 mN/m e um indice de emulsificacdo de 39%.

Entretanto, outro estudo com Bacillus subtilis obteve bons resultados utilizando
sacarose € nitrato de potdssio como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. Tal
estudo também mostrou que a adigdo de calcio, ferro e magnésio no meio de cultura resulta

em um aumento na producao de biossurfactante (Makkar e Cameotra, 2002).

Estudos voltados a produgao de ramnolipidios apresentaram rendimento maximo com
a limitagdo de fontes de nitrogénio com relagdo carbono/nitrogénio entre 16:1 a 18:1 e
auséncia de producdo sem limita¢do de nitrogénio — relagdo C/N 11:1 (Guerras — Santos et al.,

1986).

Saikia et al. (2012) estudou a producdo de surfactante natural por Pseudomonas
aeruginosa ¢ constatou que o uso de glicerol e nitrato de so6dio foi a melhor condi¢ao
analisada para a producdo de 6g/L, uma tensdo superficial de 22mN/m e um indice de

emulsificacao de 80%.

Outros nutrientes como fosfato e ions metéalicos também influenciam na produgdo de
biossurfactantes (Lin, 1996). Estudos reportados por Wei & Chu (1998) indicaram um

aumento na producdo de surfactina quando se aumentou a concentracdo de ferro no meio.



29

2.3.2 Residuos Agro-Industriais como Substratos

O fator mais impactante na producdo de biossurfactantes ¢ o valor econdémico
vinculado a essa produgdo. Cerca de 30% do custo total de producao de surfactantes naturais
esta relacionado com a matéria-prima a ser utilizada. Reduzir esse custo utilizando recursos
mais baratos ¢ um aspecto primordial para o desenvolvimento de qualquer processo

biotecnoldgico e sucesso na producdo industrial de biossurfactantes (Cameotra e Makkar,

1998).

Com isso, os estudos voltados a produ¢do de biossurfactantes envolvem o
desenvolvimento de técnicas adequadas e economicamente vidveis, buscando redimentos

equivalentes aos obtidos com surfactantes sintéticos.

O maior desafio estd em selecionar um residuo com a composicdo adequada de
nutrientes que garantam o crescimento microbiano e, também, a produ¢do do composto de
interesse. Como ja mencionado, a fonte de carbono traz grande influéncia na produgdo de
biossurfactantes ¢ ¢ de conhecimento que residuos agroindustriais contendo altos niveis de
carboidratos ou lipidios suprem a necessidade de carbono para obtencao de biossurfactantes

(Nitschke, 2004).
2.3.3 Uso de Residuos do Abacaxi

Em todo o mundo ha uma grande preocupacao ambiental com a grande quantidade de
residuos gerados pelas industrias agricolas. De modo geral, os residuos derivados do
processamento de alimentos sdo Otimos recursos para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos € o uso sustentdvel desses subprodutos alimentares pode contribuir na
redu¢do das preocupagdes ambientais € na melhoria do crescimento economico (Sepulvéda et

al., 2018).

O abacaxi ¢ um pseudofruto da familia Bromeliaceae e ¢ uma das mais populares
frutas tropicais do mundo, principalmente devido ao seu sabor e aroma marcantes (Coelho,
2012). O abacaxi ¢ o unico representante da familia bromelidcea que ¢ extensamente

cultivado como fonte de alimento (Manetti et al., 2009).
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A produgdo de abacaxi cresce significativamente ao longo dos ultimos anos. A
figura 2 ilustra tal crescimento, no periodo de 2007 a 2017, considerando a quantidade

plantada em toneladas.

Figura 2. Crescimento da Produ¢ao Mundial de Abacaxi (em toneladas) durante os anos de

2006 a 2018. (Fonte: FAOSTAT 2019).
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Apesar de ser nativo da América do Sul, o abacaxi ¢ atualmente cultivado em regides
tropicais, subtropicais e regioes de clima anemo no mundo todo, devido sua capacidade de
adaptacao, resisténcia a seca e facilidade de propagacdo. Cerca de 50% da producao global do
fruto esta concentrada no Brasil, Tailandia, Filipinas, Costa Rica e China (Rodriguez et al.,

2013).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de abacaxi no mundo, com uma produ¢do anual
de mais de 2.000.000 toneladas. (Figura 3). Considerando a soma da produg@o entre os anos
de 2007 a 2017, o Brasil fica em primeiro lugar, com uma produ¢ao maior que 27.000.000

toneladas durante esse periodo (Figura 4).
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Figura 3. Valores Médios da Quantidade Anual de Abacaxi Produzida nos Paises de Maior

Producao do Fruto (Fonte: FAOSTAT 2019).
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Figura 4. Maiores Produtores Mundiais de Abacaxi - Soma da Produgdo entre os anos de 2007

a 2017 (Fonte: FAOSTAT 2019).
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Utilizado como matéria prima em diversas areas industriais, o abacaxi tem sua maior
proeminéncia como suco. Varios estudos publicados destacam o potencial energético do suco,
uma vez que a fruta possui em sua composi¢do grandes concentragdes de agucares, varios
minerais como calcio, fosforo, magnésio, potassio, sodio, cobre e vitaminas A, C, Bl, e
niacina. Apesar de todos esses componentes de energia, a quantidade de proteina e teor de

gordura sdo menores de 0,5% (Lima et al., 2010).
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Apesar de ter sua maior utilizagdo como fruta, o abacaxi também ¢ amplamente
utilizado na medicina popular devido a suas conhecidas propriedades medicinais, atuando

como antiinflamatoério e diurético (Coelho, 2012).

Nos processos industriais, os residuos do abacaxi (casca, caule, folhas e coroa) sao
removidos e descartados antes de processados, representando cerca de 50% do peso total do
abacaxi. Consequentemente, com o aumento da produg¢do de abacaxi, aumenta-se a

quantidade de residuo gerado.

Isso leva a um grande niimero de estudos voltados a utilizagdo dos residuos do
abacaxi e suas propriedades. Porém,
a maioria das pesquisas estd concentrada na recuperagdo de enzimas proteoliticas, como a
bromelina, um grupo de proteases com diferentes aplicacdes em alimentos, téxteis,
cosméticos e outros (Coelho et al, 2012). Desta forma, h4 necessidade de novas estratégias
para utilizagdo de outros compostos de valor agregado disponiveis no residuo do abacaxi,

como o talo e a coroa (Sepulveda ef al., 2018).

O estudo da utilizagdo desses residuos como substratos na producdo de
biossurfactantes tornou-se uma area promissora, uma vez que o substrato possui propriedades
interessantes e favoraveis para o cultivo e crescimento de microrganismos. Além disso, o uso
de grandes quantidades de residuos de abacaxi resulta em reduc¢do de custos na produgdo de

substrato de biossurfactantes, tornando o processo economicamente viavel.

Ehrhardt (2015) estudou a producdo de biossurfactantes por Baccillus subtilis
utilizando o residuo do abacaxi como substrato. A fermentacao foi através de shakers e a
efetividade do biossurfactante produzido foi medida pela tensdo superficial e indice de
emulsificagdo. A tensdo superficial, utilizando apenas o residuo do abacaxi como substrato,
reduziu em 25% e o melhor indice de emulsificagdo obtido foi de 60% quando utilizando 6leo

de motor.

Este estudo confirmou a possibilidade na utilizacdo do residuo agro-industrial do
abacaxi para producdo de biossurfactantes, porém melhores resultados podem ser avaliados
ajustando as condi¢des do meio para melhorar o uso das propriedades do residuo do abacaxi

como substrato.
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2.3.4 Residuos de Oleos

O alto custo de producdo de biossurfactantes sempre foi o maior problema para sua
utilizacdo, principalmente em escala industrial. Para minimizar esses custos, diferentes
substratos renovaveis ou matérias-primas de baixo custo tém sido utilizadas nos processos

fermentativos de producdo de surfactantes naturais como, por exemplo, residuos de oleos.

O uso de o6leo de cozinha ¢ bastante comum e tem aumentado continuamente em todo
o mundo. O uso de residuos de 6leos na produgdo de biossurfactantes pode ser uma solugdo

interessante para aproveitar todo esse residuo e reduzir os custos de producao.

Li et al. (2016) estudou a producdo de biossurfactantes por Bacillus pseudomycoides
utilizando residuo de dleo de soja e confirmou uma excelente producdo com alta atividade

emulsificante (62,8% a 94,2%).

Lotfabad et al. (2017) confirmou a possibilidade de se produzir um bom
biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa com um meio de cultura contendo residuo de
0leo de soja refinado. O estudo demonstrou que o biossurfactante produzido possui
caracteristicas semelhantes as de surfactantes produzidos por 6leo de soja de alto custo, como
por exemplo atividade superficial, CMC, além de caracterisiticas estruturais similares como

nivel e tipo de contetdo homologo.

Outra pesquisa apresentou a possibilidade em se produzir biossurfactantes também por
Pseudomonas aeruginosa quando cultivadas em residuo de oleo de girassol em diferentes
condi¢des. Benincasa e Accorsini (2008) confirmaram que residuos desse 6leo podem se
converter em quantidades significantes de raminolipideos (superior a 7g/L) e com

rendimentos razoaveis.
2.4 Economia
2.4.1 Uso de fontes renovaveis como substrato

Nos ultimos anos, diversos estudos voltados a producdo de biossurfactantes com
diferentes tipos de microrganismos sao reportados.com uma variedade de dados de produgao,
tipos e propriedades dos surfactantes produzidos. Embora biossurfactantes apresentem claras
vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos associadas a uma equivaléncia na atividade
tensoativa e de emulsificagdo, a producdo dos compostos organicos em escala industrial ndo ¢

realizada devido aos altos custos e baixos rendimentos.
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De acordo com Mukherjee et al. (2006), atualmente trés medidas foram tomadas para

mudar esse cendrio e tornar esse processo mais competitivo:
A. Uso de substratos renovaveis e de baixo custo;

B. Desenvolvimento de processos mais eficientes, incluindo o aprimoramento das condi¢des

de cultura, adotando processos de separacdo e recursos de baixo custo;

C. Desenvolvimento e uso cepas mutantes ou recombinantes, para melhorar a eficiéncia de

producdo desses biossurfactantes.

Economicamente, o valor e tipo de matéria-prima utilizada como substrato para o
crescimento do microrganismo ¢ o fator mais preocupante do processo. Estima-se que cerca
de 30% do custo total de produ¢do estd relacionado na obten¢cdo de um substrato adequado

para o desenvolvimento de tensoativos naturais (Cameotra and Makkar, 1998).

O uso de substratos renovaveis se torna, portanto, bastante interessante para viabilizar
tal producdo. Uma possibilidade ¢ o uso de matérias-primas e residuos organicos de agro-
industriais. Milhares de toneladas de residuos sdo gerados a cada ano no mundo todo, € no
Brasil esse grande setor agrario produz uma imensa quantidade e variedade de rejeitos (Faria,

2010).

Dentre as matérias-primas renovaveis utilizadas na producao de biossurfactantes, estao
os Oleos vegetais, como descrito por Rahman et al. (2001) na producdo de Rhamnolipids
usando o6leo de soja e oleo de girassol.Os residuos obtidos nas refinarias de extracdo de 6leos
vegetais também sdo substratos promissores como apresentado by Benincasa et al. (2004)

para a producdo de glicolipideos por Pseudomonas aeruginosa.

Residuos oleosos sdo alternativas interessantes quando utilizados com microrganismos
adaptados a meios oleosos. Os compostos contendo oOleo sdo degradados pelos
microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fontes de carbono para obtencao de
energia. Estudos mostram que microrganismos que sdo acostumados a crescerem em o6leos

sao bons produtores de biossurfactantes (Decesaro et al., 2013).

2.5 Aplicacoes
Como ja mencionado, devido a presenga de porgdes hidrofobicas e hidrofilicas, os

biossurfactantes sao capazes de se distribuir nas interfaces entre fases fluidas de compostos
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imisciveis. Ocorre entdo a formagao de um filme molecular que promove a redu¢do da tensao
superficial e interfacial, garantindo as propriedades apresentadas por estes compostos. Tais
propriedades tornam essas moléculas aplicaveis em diferentes areas industriais (Nitschke e

Pastore, 2006).

Os biossurfactantes tem se tornado importantes tanto para aplicacao industrial, quanto
medicinal, devido a seus especificos modos de acdo, facilidade de preparacdo, variedade de
aplicacdo e vantagens em relagdo aos sintéticos (Sen, 2010). Podemos assim destacar o uso
desses compostos na biorremediacdo, recuperagdo de 6leo, medicina (como agentes antivirais,
antitumorais e antimicrobianos), na area farmacéutica e de cosmetologia, na induastria de
alimentos e de nanotecnologia, como agentes de superficie na dispersdo de nanotubos de
carbono (Faria, 2010). Eles também apresentam papéis fisiologicos naturais com o aumento
da biodisponibilidade das moléculas hidrofobicas e podem interagir com metais pesados
contribuindo, assim, para uma melhoria na degradacao de contaminantes quimicos (Sen,
2010). O maior mercado para os biossurfactantes, entretanto, estd voltado a induastria de
petrdleo, onde sdo utilizados na produgdo de 6leos e também adicionados nas formulagdes de

6leos lubrificantes (Van Dyke et al., 1991).

Ha também a possibilidade de aplicagdo em engenharia genética na producao de cepas

para melhorar a desempenho de producao e rendimento (Kronemberger, 2007).

Uma produgdo de biossurfactantes bem sucedida ird depender do baixo custo do
substrato com uma composi¢do quimica adequada que permita o crescimento celular e

producao de metabdlitos secundarios de interesse.
2.5.1 Biorremediacao

A biorremediagdo ¢ uma nova tecnologia que, através do uso de agentes biologicos
capazes de modificar e decompor poluentes possibilita o tratamento de locais contaminados
(Benedict et al., 2003). Uma alternativa viavel, do ponto de vista econdmico, esta baseada na
destruicao parcial ou total da estrutura molecular de diluentes ambientais através do uso de

microrganismos (Sen, 2010).

O crescimento da superficie de interacdo agua/oleo gerado por biossurfactantes resulta

em uma aceleragdo na degradagao de diferentes Oleos que promovem a biorremediacdo de



36

agua e solos contaminados em acidentes com derramamento de 6leo, bastante comuns nos

ultimos anos e pertubador no ponto de vista social e ecoldgico (Nitschke e Pastore, 2002).

Biodegradagdo ¢ um dos métodos mais eficientes para remogdao de poluentes e a
capacidade de biossurfactantes em emulsificar e dispersar 6leo em 4gua, aumenta a

degradacao desses compostos no meio ambiente (Nitschke e Pastore, 2002).

Estudos de Rahma et al. (1990) mostraram 83-98% de degradagdo de
hidrocarbonetos na biorremediacdo de n-alcanos no lodo de o6leo pela adicio de
biossurfactante produzido por ramnolipideos, indicando o efeito benéfico destes compostos

em baixas solubilidades.

Urum et al. (2004) examinaram a remog¢do de solo contaminado com oleo
adicionando raminolipidios em comparagao com a adi¢do de surfactantes sintéticos. Ambos
apresentaram resultados semelhantes nas quantidades de remogdo, entretanto os autores
consideraram o uso de biossurfactantes mais apropriado devido a este apresentar a mesma
eficicia dos tensoativos quimicos e possuirem vantagens de baixa toxicidade,

biodegrabilidade e ser ecologicamente correto.

Outro estudo, bastante relevante, foi apresentado por Mukherjee et al. (2006) que
demonstraram a efetividade do biossurfactante produzido po Bacillus subtilis na
biodegradagio de petréleo em solo contaminado na India e também apontaram que em adigdo
a efetividade na solubilizacdo de hidrocarbonetos de petréleo, existe a vantagem do

fornecimento continuo de surfactantes naturais, ndo toxicos, biodegradéaveis e de baixo custo.
2.5.2 Industria de Alimentos

A Dbusca por alimentos produzidos por ingredientes naturais tem aumentado
consideravelmente nos Gltimos anos, aumentando também a busca das industrias de alimentos

em alternativas para reduzir a adi¢ao de componentes sintéticos (Faria, 2010).

Nessa area industrial, os biossurfactantes possuem uma vasta aplicabilidade, como
agentes emulsificantes no processamento de matérias-primas, dando consisténcia e textura aos
alimentos (Banat et al, 2000) e influenciando também nas caracteristicas reologicas da
farinha utilizada nas padarias e emulsificagdo de gorduras na producdo de produtos a base

carne (Nitschke e Pastore, 2002).
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Esses compostos também sdo aplicaveis no controle do processo de aglomeragdo de
globulos de gordura e usados para estabilizar sistemas aerados. Nas padarias e industrias de
sorvetes, podem atuar na consisténcia e controlando e solubilizando aromatizantes (Nitschke e

Costa, 2007).

Shepherd et al. (1995) confirmou que bioemulsificadores produzidos por Candida
utilis possuem uma acdo emulsificante mais efetiva do que produtos sintéticos comumente

utilizados na industria alimenticia, como a carboximetilcelulose, por exemplo.

Fahram et al. (2016) estudou diferentes aplicagdes de biossurfactantes produzidos por
Bacillus sp. na industria de alimentos. O estudo confirmou o uso desses compostos na
remog¢ao de metais pesados presentes em vegetais (batata, cebola, alho e rabanete), além de

atividades antimicrobianas e anti-adesivas.

Além disso, a produtores de alimentos podem aproveitar seus subprodutos ou residuos

para sua propria producdo de biossurfactantes (Makkar e Cameotra, 2012).
253 MEOR

A tecnologia de Recuperacao de Oleo Aprimorada (EOR) ¢ capaz de recuperar cerca
de 30% do oleo presente em um reservatdrio. Devido ao fracasso das técnicas de recuperagdo
primaria e secundéria para recuperar o 6leo dos reservatorios, os interesses evoluiram em

técnicas de recuperagao terciaria (MEOR).

A recuperacdo de oOleo através de microrganismos e produtos de seu metabolismo ¢é
chamada de MEOR. Tal tecnologia consiste na produgdo de polimeros e surfactantes naturais
por microrganismos capazes de reduzir a tensdo superficial das rochas de o6leo, reduzindo
forcas capilares que impedem o movimento do O6leo entre os poros de rochas. Os
biossurfactantes também auxiliam na emulsificacdo e quebra de filme de 6leos em rochas

(Nitschke e Pastore, 2002).

O uso de surfactantes naturais em MEOR pode envolver a inje¢do do microrganismo
produtor em um reservatorio com subseqliente in-situ propagag¢dao de microrganismos pelo
reservatorio de rocha, ou pode envolver a injecdo de nutrientes selecionados em um

reservatorio, para favorecer o crescimento de microrganismos produtores de biossurfactantes.

MEOR possui uma série de vantagens quando comparada a tecnologias EOR, como o

menor consumo de energia e por ndo depender do custo do 6leo bruto. Além disso, as
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substancias injetadas possuem baixa toxicidade, alta biodegrabilidade e sdo efetivas em uma

larga escala de temperatura e pH (Fernandes et al., 2016).

Amani et al. (2010) realizaram um estudo comparativo de bactérias produtoras de
biossurfactantes em aplicagdes MEOR. O estudo mostrou que o tensoativo produzido por

Bacillus subtilis possui boas propriedades para o uso em recuperacao de dleo, superior a 25%.
2.5.4 Farmacéutico

Na ultima década, as pesquisas por biossurfactantes pelas areas médicas e
farmacéuticas cresceram consideravelmente devido as propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, a boa compatibilidade com a pele e a aceitagdo ecoldgica que essas moléculas

possuem.

Uma aplicagdo em potencial de surfactantes naturais na area médica ¢ uma adequada
alternativa para substituir drogas e agentes terapéuticos sintéticos. Os biossurfactantes
interagem com as moléculas das células de superficie, rompendo membranas através da
emulsificacdo de lipideos, lipoproteinas e fosfolipideos. Ou ainda, tais compostos podem

interagir com superficies solidas e afetar a adesdo de células microbianas (Faria, 2010).

Além disso, alguns surfactantes naturais possuem uma vasta aplicacdo farmacéutica
como a habilidade em inibir a formacdo de codgulos e possuir atividade antimicrobiana,

antitumoral e antiviral (Nitschke e Pastore, 2002).

Tensoativos naturais também possuem um grande potencial como detergente,
emulsificante, estabilizante, dispersantes e formadores de espumes, propriedades de grande

utilidade para o desenvolvimento de medicamentos e cosméticos.

Atualmente, diversos compostos naturais e polimeros podem ser utilizados na
reconstru¢do ou regeneracao de tecidos e alguns metabdlitos bioativos sdo destacados pela sua
potencial aplicagdo dermatoldgica. Zouari et al. (2016) estudou a evolugdo da cura de uma
ferida na derme e a eficiéncia de um anti-oxidante in vitro de um biossurfactante produzido
Bacillus subtilis.O estudo mostrou que o gel a base de biossurfactante foi capaz de acelerar a
cicatrizacdo, além de serem considerados atraentes candidatos para um tratamento auspicioso

de feriadas devidos suas propriedades anti-oxidantes, antifungicas e antimirobianas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Caracterizacao do Abacaxi

O extrato de abacaxi foi obtido da casca do tipo Pérola. A casca, parte desprezada do
fruto, foi processada em um processador de alimentos tradicional, filtrada com auxilio de gaze
e, entdo, centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos a 25°C, para remoc¢do das particulas

insolaveis.

A caracterizagdao do processado de casca do abacaxi foi realizada através da analise da

composi¢ao de agucares, concentracao de lipidios e proteinas e analise do pH.

ApOs a caracterizacdo, o extrato do residuo do abacaxi foi utilizado como substrato
para a producao de biossurfactantes por Bacillus subtilis € essa producdo avaliada através das

analises de tensdo superficial e indice de emulsao.
3.1.1 Concentraciao de Acucares

Para avaliacdo da composicdo de acucares presentes no extrato foi realizada a
quantificac¢do de glicose, sacarose frutose através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), utilizando o cromatdgrafo 1260 Infinity HPLC Agilent Technologies com detector
RID.

As solugdes padrdo para os agucares foram preparadas na faixa de concentracao de
acordo com a tabela 1. Para realizacdao da analise, foi utilizada a coluna Aminex HPX — 87P a
85°C, com agua como fase movel. O fluxo da fase movel foi de 0,6mL/ min e o volume de
inje¢do das amostras foi de 20pL. Os compostos foram separados da fase estacionaria e

monitorados num tempo de corrida de 20 minutos.

Tabela 1. Faixas de Concentragao dos padrdes de acucares quantificados por Cromotografia

Liquida de Alta Eficiéncia.

Padrao Faixa de Concentragao (g/L)
Sacarose 0-20g/L
Glicose 0-20g/LL

Frutose 0-20g/L
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A concentragdo de cada componente foi obtida através da correlagdo entre os

cromatogramas e as curvas padrao.
3.1.2 Quantificacdo de Proteina

Para a determinagdo da concentracdo de proteina presente no extrato da casca do
abacaxi, foi utilizado o método de Bradford (1976), que se baseia na interacdo entre o corante
Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma-Aldrich) e macromoléculas de proteinas que contém

aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas.

Para quantificar as proteinas, realizou-se uma curva de calibracdo e, posteriormente,
fez-se a leitura das amostras em espectrofotometro a 595nm. As andlises foram realizadas em

triplicata.

Trata-se de um método rapido no qual a reacao de ligacdo com o corante ¢ completada
em cerca de dois minutos. Vale ressaltar também que neste ensaio ha pouca ou nenhuma

interferéncia de cations ou carboidratos como, por exemplo, a sacarose (Coelho, 2012).
3.1.3 Quantificacdo de Lipidios
A quantificagdo de lipidios foi realizada baseada no Método e Bligh-Dayer (1959).

Os lipidios apresentam propriedades fisicas que refletem o carater hidrofoébico dos
compostos, sendo soliiveis em solventes organicos. Desta forma, tais solventes sdo utilizados

na determinagdo da gordura pelo processo de extragao.

A amostra foi tratada com uma mistura de metanol e clorofébrmio e as camadas

separadas por centrifugacao.

A quantidade de lipidios foi calculada através da diferenca de peso utilizando um
béquer previamente tarado, com base na equagao (1), onde p representa o peso de lipidios (g)

contido em 5 mL e g representa o peso da amostra.

% lipidios totais = %x 100 (1)

A andlise foi feita em duplicata e os resultados comparados com os dados obtidos na

Tabela de Composicao de Alimentos.
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3.14 pH

O pH dos extratos de casca de abacaxi foram medidos a 25°C, em duplicata, antes de

cada analise realizada.
3.2 Producao de Biossurfactante
3.2.1 Microrganismo

As fermentagdes foram realizadas utilizando a bactéria Bacillus subtilis obtida da
Colegdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industrias do Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).

O cultivo e preservacdao da bactéria em questdo foram obtidos através de repiques
mensais. Tal processo permite a conservacdo do Bacillus, prevenindo de contaminagdes e

mutacoes e garantindo a viabilidade de uso.

Mensalmente, cinco tubos de repique foram preparados. Os tubos, contendo agar
nutriente foram autoclavados por 15 minutos e deixados em repouso até resfriar. O repique
entdo foi realizado atrds da chama de bico de bunsen, em ambiente previamente esterilizado,
com auxilio de al¢a de platina. Apds esse processo, os tubos foram incubados por 24 horas e,
posteriormente, mantidos sob refrigeracdo a 4°C para desacelerar o metabolismo celular do

Bacillus subtilis e estes serem utilizados posteriormente nas analises.
3.2.2 Pré-Indculo e Indculo

O biossurfactante foi produzido através de fermentagdes com auxilio de shaker com
agitacdo constante de 150 rpm e temperatura ajustada em 37°C. Tais condi¢des, de acordo
com o presente em literaturas, sdo consideradas 6timas para o desenvolvimento da bactéria
Bacillus subtilis. Inicialmente, foi preparado um pré-indculo em um erlenmeyer contendo
15mL de uma solucdo aquosa composta por peptona, cloreto de sodio e glicose (0,76%,
0,06% e 5%, respectivamente). Tal solucdo foi autoclavada, por 15 minutos a 120°C e, apos
resfriada, a cultura de Bacillus subtilis foi inoculada utilizando alga de platina, com auxilio de
bico de Bunsen, em um ambiente previamente limpo e esterilizado. O erlenmeyer foi entdo
deixado em shaker por 6 horas sob as mesmas condi¢cdes de agitacdo e temperatura
previamente descritas. Tal procedimento permitiu a adaptacdo do microrganismo nas

condi¢des de meio impostas e, conseqiiente, o inicio de seu crescimento.
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Posteriormente, o inoculo foi preparado utilizando 100mL da mesma solugdo aquosa
contendo peptona, cloreto de sodio e glicose. Entdo, 10mL do pré-indculo ja adaptado ao
meio nutriente apos 6 horas, foi transferido para o frasco do inéculo e este mantido em shaker
sob as mesmas condi¢des de temperatura e agitacdo, por uma noite, garantindo o crescimento
da bactéria.

A padronizacdo do indculo foi realizada em espectrofotdmetro em uma faixa de

absorbancia de 0.08 a 0.1, em um comprimento de onda de 625nm.
3.2.3 Processo de Fermentacao

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyers de 250mL, com auxilio shaker, por
24 horas, mantendo as condi¢des de temperatura e agitacao utilizadas no preparo do indculo

(37°C e 150 rpm, respectivamente).

Os meios utilizados nas fermentagdes variaram de acordo com as analises ¢

necessidade de adaptag@o do processo, a fim de se obter o maximo rendimento.

As fermentagdes foram nomeadas como Fermentagao A, B, C e D, sendo que cada

uma corresponde a uma etapa da pesquisa proposta.

Todas utilizaram o residuo de abacaxi processado para avaliar se a composicdo de
acucar presente no rejeito seria o suficiente para nutrir e garantir a energia necessaria ao

Bacillus subtilis para seu desenvolvimento e, conseqiientemente, producao de biossurfactante.

Tal utilizagdo garante uma redu¢do no custo de producdo, uma vez que seria

empregado como substrato uma fonte renovavel, proveniente dos rejeitos agro-industriais.

Para as fermentacdes A, B e C foram analisados apenas os pontos inicial e final (ponto

tempo zero e tempo 24 horas).
3.2.3.1 Processo Fermentativo A

Para a fermentacdo A, cinco tipos diferentes de meio foram testados, conforme
composi¢des apresentadas na tabela 2, todos contendo a mesma quantidade de residuo de
abacaxi, complementado com diferentes fontes de carbono e nitrogénio para contribuir no

desenvolvimento do microrganismo e consequentemente, na produ¢do de biossurfactante.
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A quantidade de residuo utilizada foi calculada baseada na andlise de concentracdo de
acucares realizada em substituicdo a 5% de glicose (quantidade utilizada em fermentagdes

realizadas no projeto de mestrado).

Tal fermentagdo foi realizada para confirmagdo da capacidade do residuo do abacaxi

em atuar com substrato de baixo custo.

Tabela 2. Composicao dos cinco meios avaliados na Fermentacdo A — quantidade de residuo

de abacaxi e fontes de carbono e nitrogénio.

Composicao
Meio . ~
Residuo de Abacaxi Fontes de Nitrogénio e
Carbono
I 55mL 0,76g peptona + 0,06g NaCl
0,76g extrato de levedura +
1 S5mL 0,06 NaCl
I 55 0,76g sulfato de amoénia + 0,06g
NaCl
v 55mL 0,76g citrato de amonia + 0,06g
NaCl
% 55mL 0,76 nitrato de amonia + 0,06g

NaCl

Apo6s a fermentacao A, a producao de biossurfactante foi avaliada através das analises

de tensao superficial, indice de emulsao, colapso da gota e biomassa.
Todas as analises foram realizadas em duplicata.
3.2.3.2 Processo Fermentativo B

Para desenvolvimento da fermentacao B, primeiramente, foi avaliado qual dos cinco
meios testados na fermentagdo A obteve melhor rendimento. A partir disso, foi realizado um
planejamento experimental com trés varidveis: concentra¢do de inoculo, concentracdo de

glicose e volume de residuo de abacaxi.

A tabela 3 apresenta a composi¢do do meio avaliado e a tabela 4 as concentragdes das

variaveis avaliadas.
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Tabela 3. Composi¢do do substrato utilizado na fermentacdo B — Meio com maior

rendimento.

Meio Composiciao

Residuo de Abacaxi + Glicose + 0,76g de Peptona + 0,06g

Fermentacao B
NaCl

Tabela 4. Concentragdes das variaveis: concentragdo de inoculo, glicose e volume de residuo

de abacaxi, para realizacdao do planejamento experimental 1.

Variaveis -1 0 +1
Concentragao Indculo 10% 12% 15%
Concentragao Glicose 3% 5% 7%

Volume Residuo de Abacaxi 55mL 75mL 95mL

Ap6s a fermentagdo B, a produgdo de biossurfactante foi avaliada através da analise de

tensdo superficial.
3.2.3.3 Processo Fermentativo C

A fermentacdo C foi realizada apo6s obtencdo do resultado do planejamento

experimental 1.

Esta fermentagdo teve objetivo ajustar as condi¢des da fermentacao anterior, de acordo
com o resultado obtido na analise estatistica. Desta forma, um novo planejamento foi
realizado utilizando uma nova composicao de meio (tabela 5), mantendo os componentes

presentes na fermentagdo B, porém agora sem a adi¢do de glicose.

Tabela 5. Concentracdes das varidveis: concentragao de in6culo e volume de residuo de

abacaxi, para realizagdo do planejamento experimental 2.

VARIAVEIS -1 0 1
Concentracio Inoculo 10% 12% 15%
Volume Residuo de Abacaxi 55mL 75mL 95mL

Apos a fermentacdo C, a produgdo de biossurfactante foi avaliada através da andlise de

tensao superficial.
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3.2.3.4 Processo Fermentativo D
Com os resultados da fermentacdo C e andlise estatistica correspondente, a condi¢do

com melhor rendimento obtido foi avaliada separadamente.

O processo fermentativo D foi realizado em trés momentos. Em um primeiro momento
a fermentagao foi realizada com os seis erlenmeyers de 250 mL de acordo com a composi¢ao
apresentada na tabela 6. Cada frasco foi devidamente fechado com tampas de gaze e algodao,
revestidas por papel aluminio, para evitar contaminacdo. Foram, entdo, mantidos sob agitacio
constante, a 37 °C, por 24 horas. Neste periodo, foram retiradas sete amostras: uma inicial
(tempo zero), uma segunda apds 1 hora de fermentacao, as 4 seguintes em intervalos de 2
horas cada e uma ultima amostra apos 24 horas de fermentacao. A amostra do ponto inicial de
fermentagdo retirada para andlise foi utilizada como controle, ou seja, como ponto de
comparagdo em relacdo as amostras retiradas durante o processo fermentativo. Tais amostras
foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos e submetidas a determinagdo de tensdo
superficial e indice de emulsificacdo, biomassa e colapso da gota. Importante ressaltar que
cada amostra foi retirada de um frasco diferente (com exce¢do da amostra tempo zero e da

amostra apos uma hora de fermenta¢ao), para evitar possiveis contaminagdes.

Posteriormente, uma nova fermentagdo nas mesmas condi¢des foi realizada tirando
apenas os pontos iniciais e finais para analises de estabilidade, purificacdo e caracterizacao. E,
em um terceiro e ultimo momento, repetiu-se a mesma fermentagdo, apenas com os pontos

inicial e final para realizacdo de analises voltadas a aplica¢do do biossurfactante produzido.
Para essas duas ultimas fermentagdes, apenas a tensao superficial foi avaliada.

Tabela 6. Composicao do melhor meio de fermentacao para analises de estabilidade,

purificacdo, caracterizagdo e aplica¢dao do biossurfatcante - Processo fermentativo D.

COMPOSICAO
MEIO
Componente Quantidade
Residuo Abacaxi 95mL
Peptona 0,76g
Fermentagdo D

NaCl 0,06g

Ino6culo 15%
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3.3 Analises da Efetividade de Producao
3.3.1 Tensao Superficial

As andlises de tensao superficial foram realizadas utilizando o tensiometro da marca

Kruss, modelo K12.

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 25°C e 3500 rpm e o sobrenadante

retirado para leitura.
3.3.2 Indice de Emulsio (E»,)

A emulsificacdo foi medida através da relagdo oleo/ biossurfactante, de acordo com a
metodologia proposta por Cooper e Goldenberg (1987), utilizando 6leo de soja.

Em tubos graduados foram adicionados 1 mL de 6leo e 1 mL do biossurfactante
produzido. Os tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e mantidos em repouso por 24
horas. Apds esse periodo, o indice de emulsdo foi analisado através de cada de emulsdao
formada e da camada total presente no tubo. O calculo do indice de emulsdo foi realizado de

acordo com a equagao (2):

altura camada de emulsaox100
% = Q)

altura total

Para realizacdo desse teste, a amostra foi submetida a centrifugagdo a 25°C, 3500 rpm

por 10 minutos e o volume necessario para analise foi retirado do sobrenadante.
3.3.3 Biomassa

Para andlise da biomassa, o caldo de fermentagdo foi centrifugado a 25°C, 3500rpm,
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o corpo de fundo ressuspendido com 5 mL
de agua destilada e , entdo, transferido para uma placa de Petri, previamente pesada. As placas
foram deixadas em estufa a 100°C, por 24 horas. Apos esse periodo, elas foram resfriadas e

pesadas novamente. A biomassa foi entdo calculada pela diferenga de peso.
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3.3.4 Colapso da Gota

A andlise do colapso da gota foi realizada através do método de Bodour e Miller Maier
(1998) modificado. Trata-se de um método qualitativo para observar a produ¢do ou nao de

biossurfactante.

Em placas de Petri foram adicionadas uma gota da amostra, pos-fermentagdo,
centrifugada e sobre esta, adicionou-se uma gota de 6leo de soja. O colapso da gota seria um

indicativo da producdo de biossurfactante. Os testes foram realizados em duplicata.
3.4 Planejamentos Experimentais

Dois planejamentos experimentais foram realizados com o objetivo de otimizar a
producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis, utilizando residuo do abacaxi como

substrato, avaliando a influéncia de diferentes varidveis na composi¢ao do meio.

As fermentagdes foram desenvolvidas utilizando o meio de melhor rendimento da

Fermentacdo A, conforme descrito anteriormente.

Primeiramente, desenvolveu-se um planejamento fatorial completo 2° com 4 pontos
centrais, no qual as variaveis estudadas foram: concentragao de inoculo, concentragao de
glicose e volume de residuo de abacaxi, resultando em 12 ensaios. A tensao superficial foi
realizada para cada ensaio e, entdo, avaliada a significancia dos parametros variados. Em
seguida, um novo planejamento 22 com 4 pontos centrais foi realizado para otimizar os

parametros significativos das analises.

Os planejamentos e analises estatisticas foram realizados através do software Statistica
(v.10), utilizando as ferramentas de superficie de resposta, curvas de nivel e graficos de

Pareto.
3.5 Testes Estabilidade

As analises de estabilidade foram realizadas baseadas em Barros (2008). Avaliou-se a
capacidade do biossurfactante se manter ativo frente as alteracdes de pH, temperatura e

concentragoes salinas.

Para desenvolvimentos dessas analises, as amostras retiradas apos uma fermentagdo de
24 horas foram centrifugadas a 25°C, 3500 RPM, por 10 minutos. O sobrenadante foi

submetido a uma leitura de tensao superficial inicial e, ap0os os testes de estabilidade, a tensao
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superficial foi novamente medida avaliando, portanto, a capacidade do biossurfactante em

permanecer estavel.
3.5.1 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica foi avaliada em duas diferentes temperaturas, por periodos

diferentes de exposicao, conforme apresentado na tabela 7.

Apobs exposi¢do térmica, os tubos foram resfriados e a leitura da tensdo superficial

realizada.

Tabela 7. Condi¢des de temperatura e tempo de exposi¢ao das amostras para teste de

estabilidade térmica do biossurfactante produzido.

Frasco Temperatura (°C) Tempo de Exposicio
(min)
1 100 20
2 100 40
3 100 60
4 100 20
5 100 100
6 100 120
1 121 20
2 121 40
3 121 60

As analises foram realizadas em duplicata.
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3.5.2 Estabilidade frente a mudancas de pH

Foi avaliada a estabilidade do biossurfactante produzido através da adi¢do de solucao
tampao fosfato com pH 4, 5, 6, 7 ¢ 8, em duas propor¢des 1:1 e 1:2 (solucdo tampao:
amostra). As misturas foram agitadas em vortex por 1 minuto e submetidas a leitura da tensao

superficial.
3.5.3 Estabilidade frente a forc¢a ionica

Em tubos de ensaio contendo a amostra centrifugada, adicionaram-se solug¢des salinas em
diferentes concentragdes, nas propor¢des de 1:1 e 1:2 (solugdo salina: amostra). As

concentragdes de NaCl avaliadas foram: 2,5%, 5,0%, 10,% e 20,0%.

Os tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e, posteriormente, foi medida da

tensdo superficial.
3.6 Purificacio e Caracterizacio Ionica
3.6.1 Purificacio

A purificagao do surfactante natural produzido foi realizada baseada na metodologia
proposta por Silva et al. (2010). O processo permite a separagdo do biossurfacante presente no
meio de fermentacdo, dos demais subprodutos gerados pelo microrganismo, garantindo que

analises de identificacdo e aplicabilidade obterao resultados condizentes.

Para purificacio do biossurfactante produzido, o produto de fermentacdo foi
centrifugado a 25°C, 8.000 rcf, por 20 minutos e seu pH ajustado para 2, com a adi¢ao de HCI
6,0M.

Ao sobrenadante, foi adicionada uma mesma quantidade de solucdo
Cloroféormio/Metanol (2:1) e agitou-se vigorosamente por 15 minutos. A mistura foi entdo
deixada em repouso até a separagdo de fases e a fase organica removida. O processo foi

repetido mais duas vezes, garantindo a total separacao e remocgao.

O produto foi deixado em estufa a 50°C até obtengdo de um composto amarelo
acastanhado. Por fim, adicionou-se metanol e o produto foi concentrado novamente em estufa

a 50°C até total evaporacao do solvente.
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3.6.2 Caracterizacao Ionica

Como ja apontado, os biossurfactantes sdo caracterizados por apresentarem duas
coesoes: uma hidrofobica e outra hidrofilica. Usualmente, a por¢do apolar ¢ composta por
hidrocarbonetos de cadeias alifaticas, grupos aromaticos ou policiclicos e sua a por¢ao polar
pode ser i0nica (catidnica ou anidnica), nao idnica ou anfotérica, como demonstrados nos

exemplos da figura 5.

Figura 5. Estruturas de surfactantes sintéticos A. Dodecil sulfato de sddio (ani6nico); B.
Cloreto de dodecilamonio (cationico); C. N-dodecil-N, N-dimetilbetaina (anfotero). (Fonte:

Barbosa, 2004).

Cauda hidrofébica i
\/\/\\/\V/\/\/U_ﬁ_U_Na_
O
Cabeca hidrofilica

Cauda hidrofobica

NH;CT
Cabeca
hidrofilica

Cauda hidrofobica H;C CH;9

Cabeca hidrofilica

A carga i6nica do biossurfactante foi realizada através da técnica de dupla difusao em
agar (Van Oss, 1968). Duas fileiras de pogos, regularmente espagadas, foram realizadas com
agar 1%. Os pogos de uma fileira foram preenchidos com a solu¢do do biossurfactante
produzido e os pogos da outra fileira foram preenchidos com compostos de carga idnica
conhecida. O composto anionico utilizado foi o Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 20mM e o
catidnico foi o cloreto de bario, 50mM. A analise foi observada por um periodo de 48 horas, a
temperatura ambiente. O surgimento de linhas de precipitagdo entre os pocos indicam a

caracteristica idnica do biossurfactante produzido.
3.7 Aplicacao

Como ja mencionado anteriormente, uma das vantagens dos biossurfactantes ¢ sua

vasta aplicagdo de acordo com as propriedades que este apresentar.
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A atividade emulsificante (E,4) foi avaliada com quatro diferentes hidrocarbonetos, a

fim de se verificar a possibilidade de utiliza¢do do biossurfactante produzido.

A andlise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Cooper &
Goldenberg (1987), adicionando 2mL do biossufactante produzido em um tubo de ensaio com
tampa e mais 2mL do hidrocarboneto. Agitou-se por vortex por 1 minuto e manteve-se em
repouso por 24 horas. O indice (E,4) foi determinado ao se dividir a altura da camada

emulsificada pela altura total e multiplicando por 100.

Os hidrocarbonetos testados foram: d6leo de soja, 6leo de milho, querosene e dleo de

motor.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracteriza¢ao do Abacaxi
4.1.1 Concentraciao de acucares

Para producao de biossurfactantes por bactérias faz-se necessaria a presenca de fontes
de energia para o desenvolvimento do microrganismo e conseqiiente produgdo. A quantidade
de acucar presente no substrato tem relacdo direta com a qualidade e quantidade do

surfactante natural a ser produzido.

Desta forma, ¢ de grande valia saber a quantidade de actcar presente no residuo

utilizado e avaliar a necessidade de enriquecer o meio.

Como ja mencionado, foram quantificados trés tipos de agucares presentes no residuo

do abacaxi: glicose, sacarose e frutose, através da técnica de HPLC.

As figuras 6, 7 e 8 apresentam as curvas obtidas de concentracdo de cada agucar
avaliado. Os resultados apresentaram que o residuo de abacaxi contém em sua composi¢cao
uma média de 22,0g/L+0,36 de glicose, 42,3g/L+0,29 de sacarose e 26,8g/L+0,24 de frutose.
Tais quantidades representam mais de 90g de actcar por litro de residuo, evidenciando um
excelente potencial energético para utilizagdo casca do abacaxi como substrato organico

renovavel na produgdo de biossurfactantes.
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Figura 6. Curva para Quantificacdo de Frutose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC).
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Figura 7. Curva para Quantificagcdo de Glicose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC).
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Figura 8. Curva para quantificacdo de Sacarose obtida através de Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC).
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Sepulveda et al. (2018) avaliaram a quantidade de agucares redutores e agucares totais
presente no residuo do abacaxi obtido através da casca e caule, apresentando resultados de

82% de agucares totais, incluindo 55% de acgucares redutores e 27% de nao redutores.

A concentragdo de frutose, glicose e sacarose também foi estudada por Leonel et al.
(2014) utilizando uma farinha proveniente da casca do abacaxi. Tal estudo apresentou 3,71%

de frutose, 2,95% de glicose e 4,3% de sacarose.

Jusoh et al. (2014) reportaram resultados de 70% de agucares (na base seca),
compostos principalmente por sacarose, glucose e frutose, quando obtidos através da

fermentacgao do residuo liquido do abacaxi.

A variacao da quantidade de agucares obtidas em diferentes estudos esta relacionada
ao tipo de abacaxi analisado, partes do residuo utilizadas, técnicas analiticas para obtengdo
dos resultados, além das condi¢des do solo de cultivo, condi¢des climdticas regionais e épocas

de colheita que interferem diretamente no estagio de maturacao dos frutos.
4.1.2 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada para avaliar o teor protéico presente na
casca do abacaxi, uma vez que a proteina ¢ um componente de grande valor nutricional ao

microrganismo, favorecendo a produgdo de biossurfactante. A partir da curva de calibragdo e
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fazendo a leitura da amostra do residuo do abacaxi processado, foi possivel quantificar a

proteina presente no caldo.

Com a equacgao da reta obtida foi possivel realizar o calculo da quantidade de proteina
presente na amostra, obtendo um resultado de 7,38mg/mL+0,06 de proteina no caldo de casca

do abacaxi.

Com base na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos cada 100g de abacaxi cru
possui em sua composicao 0,9g de proteinas. Tal valor leva em consideracdo apenas a parte

comestivel da fruta e ndo o residuo, como no presente estudo.

Abilio et al. (2009) quantificou as proteinas presentes na casca do abacaxi, obtendo
um resultado de 7,0mg/mL. Tal estudo comparou o teor protéico da casca com o presente na
polpa do abacaxi, que apresentou apenas 3,8mg/mL, Desta forma, nota-se que a casca ¢ uma
melhor fonte de proteina do que a polpa, ressaltando a importancia de utilizacao dos residuos

industriais de abacaxi que sdo, normalmente, descartados.

Gondim et al. (2005) analisou a composi¢cdo de diferentes cascas de frutas com o
objetivo de incentivar o reaproveitamento de residuos de alimentos e oferecer uma alternativa
nutritiva e de baixo custo. Suas andlises resultaram em teores de proteina de 1,45% quando
analisado a casca do abacaxi, valores proximos aos obtidos por Bortolatto e Lora (2009), cujo
trabalho avaliou a composi¢cdo centesimal do abacaxi in natura, obtendo 1,47% = 0,197 de

proteinas.
4.1.3 Quantificacido de Lipidios

Os lipidios representam um dos principais componentes presentes em produtos
alimeticios. A tabela 8 apresenta os valores do peso das amostras inicial e seca, utilizados para

o célculo da quantidade de lipidios contida no residuo do abacaxi.

Tabela 8. Massas das amostras obtidas na andlise de quantificacdo de lipidios presentes no

residuo de abacaxi.

Peso béquer vazio  Peso béquer com amostra

Ensaio Massa Amostra
© (2) seca (g)
1 3,168 34,4214 34,4239
2 3,074 35,1289 35,1321




55

Conforme equacdo (2), apresentada anteriormente, com os valores das massas obtidos
foi possivel calcular a porcentagem de lipidios totais presente no residuo do abacaxi, obtendo
uma média de 0,366%. = 0,05 A Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO)
aponta que a parte comestivel do fruto possui cerca de 0,1g de lipidios, a cada 100g da parte
comestivel. Desta forma, ¢ possivel avaliar que o residuo do abacaxi apresenta uma
quantidade de lipidios compativel com o apresentado na tabela, além de evidenciar que a
presenca desses compostos ¢ de grande valia para o desenvolvimento dos microrganismos e,

consequentemente, para a producao de biossurfactantes.

Um estudo realizado por Leonel et al. (2014) apresentou 0,38% de lipidios quando
analisada uma farinha obtida com através da desidratacdo e processamento da casca do

abacaxi.

Miranda (2015) estudou a caractaterizagdo fisico-quimica da casca do abacaxi
desidratado e obteve resultados proximos aos encontrados na TACO,com valores de 0,35%

+0,01 de lipidos.
414 pH

As leituras do pH foram realizadas a fim de se observar possiveis alteragdes no
residuo. A constante faixa de pH ¢ de grande importancia uma vez que este ¢ um fator critico
nos processos de fermentagdo. Alteragcoes do pH do meio podem desfavorecer o
desenvolvimento do microrganismo e, consequentemente, a produ¢do de biossurfactantes. O
Bacillus subtilis ¢ considerada uma bactéria de facil reproducdo e adaptacdo, porém ao se
trabalhar em condi¢des Otimas e estaveis de temperatura, agitacdo ¢ pH garante um melhor

desempenho do microrganismo e maiores rendimentos.

Tabela 9. Resultados das leituras de pH dos extratos de residuos de abacaxi.

pH
Ensaio 1* 3,76 £ 0,02
Ensaio 2° 3,94 + 0,00

Ensaio 3° 3,81 +£0,01

“ Leituras realizadas com o extrato processado para analises de HPLC.
® Leituras realizadas com o extrato processado para realizagio das analises de Bradford e lipidios.
¢ Leituras realizadas com o extrato processado para realizagdo da fermentagdo A.
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4.2 Processo Fermentativo A
4.2.1 Tensao Superficial

Uma das principais analises indicativas da producdo de biossurfactantes ¢ a de tensao
superficial. A diminuicdo da tensdo ao longo da fermentagdo evidéncia o aumento da
producdo. As leituras da tensdo foram realizadas com auxilio de tensidmetro, previamente
calibrado, garantindo maior precisdo nos resultados. Antes do inicio de todas as leituras, foi
realizada uma leitura com agua, ua vez que a tensao superficial da dgua ¢ conhecida, a fim de

certificar a efetividade da calibragao.

A tabela 10 e a figura 9 apresentam os resultados obtidos com a leitura da tensdo
superficial para os cinco diferentes meios testados. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. Os melhores resultados foram obtidos com os meios I contendo peptona, II
contendo extrato de levedura ¢ IV contendo citrato de amonia, com uma média de reducao da
tensdo de 34,94% + 1,1, 29,70% = 0,9 e 27,87% + 1,4, respectivamente. O meio I foi o que

apresentou maior rendimento, com a tensao chegando a 32,56 mN/m.

O meio III, contendo sulfato de amonia apresentou uma pequena queda na tensdao
chegando a uma reducdo de apenas 15,79% +0,8. E o meio V, com nitrato de aménio nao
apontou resultados favoraveis, com uma minima redug¢do nas duas primeiras amostras
avaliadas e ultima amostra testada ndo apresentou diferenca na tensao superficial inicial para a

tensdo superficial final, o que denota a ndo producao de biossurfactante.
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Tabela 10. Avaliagdo da producao de biossurfactante através da tensdo superficial apos

fermentagdo de 24 horas com cinco diferentes meios como substrato.

Tensio Tensio Reducdo da
Ensaio Superficial Superficial 24h Tensdo (%)
Inicial (mN/m) (mN/m)
1 53,14 35,48 33,23
Meio I 2 57,10 47,13 34,97
3 51,38 32,56 36,63
1 52,72 37,11 29,61
Meio 11 2 54,19 38,81 28,38
3 49,07 33,80 31,12
1 48,07 41,54 13,58
Meio 111 2 47,75 39,45 17,38
3 44,35 37,07 16,41
1 53,12 38,41 27,69
Meio IV 2 54,26 39,66 26,90
3 56,84 40,35 29,01
1 43,73 40,69 6,95
Meio V 2 44,54 42,59 4,38
3 e

----- Naio se observou producio de biossurfactante
Meio I - peptona + NaCl

Meio II — extrato de levedura + NaCl

Meio III - sulfato de aménia + NaCl

Meio IV- citato de amonia + NaCl

Meio V — nitrato de amonia + NaCl

Figura 9. Média da Redugio da Tensdo Superficial como Indice de Avaliagdo da Producio de

Biossurfactantes nos substratos testados.
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O Bacillus subtilis ¢ um microrganismo bastante utilizado para produgdo de
biossurfactantes devido sua alta capacidade de reducdo da tensdo superficial. Dados em

literatura apontam que a surfactina, surfactante natural produzido por este microrganismo, tem
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a capacidade de diminuir a tensdo superficial da agua (72 mN/m) para valores entre 47 e 27

mN/m (Silva et al., 2016).

Estudos com substratos renovaveis sdo considerados promissores quando se tem uma
redu¢do acima de 25%, havendo a necessidade de adaptacdo do meio e condigdes de
fermentagao, a fim de se obter melhores resultados, em busca de valores proximos aos obtidos

com substratos comerciais e até mesmo com surfactantes sintéticos.

A producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis também foi avaliada utilizando
dgua residual de mandioca, obtida através da prensagem da raiz, como substrato. Os
resultados mostraram uma redu¢do da tensdo superficial de 52 mN/m para 33 mN/m em 12

horas de fermentagao (Barros et al., 2008).

Ehrhardt (2015) também avaliou a producao de biossurfactantes por Bacillus subtilis
utilizando o residuo do abacaxi como substrato. Suas analises foram realizadas apenas com o
caldo do abacaxi acrescido de diferentes concentracdes de glicose e obteve uma redugdo

maxima de 25% na tensdo superficial quando adicionado 5% de glicose ao caldo do abacaxi.

Outro estudo, realizado por Santos et al. (2015) buscou identificar o processo 6timo
para producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando diferentes residuos como
susbtrato — glicerina, agua de processamento de batatas, maceracdo de milho e 6leo de fritura.

Seus resultados reduziram a tensao superficial de 71 mN/m para 31 mN/m.

Outro estudo avaliou a producdo dos surfactantes naturais produzidos por Bacillus
subtilis em substrato composto por casca de mamao obtendo 32,5% de reducdo na tensdo

superficial apos 24 horas de fermentacdo (Soares et al., 2018).

Ferrassoli (2019) avaliou a produgdo de biossurfactantes por Candida tropicalis
utilizando talo de abacaxi enriquecido com diferentes concentragdes de glicose e obteve uma

tensdo superficial de 28 mN/m na concentracao de 4%.
4.2.2 indice de Emulsio

A capacidade de emulsificagdo dos biossurfactantes ¢ bastante explorada uma vez que
garante a esses compostos uma ampla aplicabilidade em diferentes areas industriais. Como ja
mencionado, diferentes microrganismos em diferentes condi¢des de fermentacdo resultam em
biossurfactantes com caracteristicas e quantidade distintas. Com isso, as propriedades desses

compostos também variam. Um composto com uma boa atividade superficial e interfacial, por
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exemplo, pode ndo apresentar rendimentos igualmente favoraveis de indice de emulsdo, ou

vice-versa.

A analise de indice de emulsdo foi realizada através da proporcao 6leo/biossurfactante,
utilizando 6leo de soja. Em tubos graduados foram adicionados ImL de 6leo e ImL do
biossurfactante produzido, agitado em vortex por 1 minuto e deixado em repouso por 24
horas. Os resultados, apresentados na tabela 11, indicaram bons indices para os meios I, II, III
e IV. Nao foi observada presenca de camada de emulsdo apds andlise com o meio V,
demonstrando, assim como na andlise de tensdo superficial, que as condi¢des impostas neste
meio ndo foram favoraveis a producao de biossurfactante. O melhor resultado foi denotado

pelo meio I, com um indice de 51,98%, seguido pelo meio III com 50,00%.

Tabela 11. Avaliacdo da Producéo de Biossurfactante através do Indice de Emulsdo, de

acordo com a propor¢do oleo/biossurfactante, em cinco diferentes meios testados.

Meio Indice Obtido apos 24h de Repouso
I 51,98% + 0,03%
I 44,83% +0,01%
I 50,00% + 0,01%
v 34,78% + 0,02%
v

----- Nao houve emulsificagao do meio
Meio I — peptona + NaCl

Meio II - extrato de levedura + NaCl
Meio III - sulfato de amonia + NaCl
Meio IV- citato de amdnia + NaCl

Meio V — nitrato de amdnia + NaCl

Costa (2005) estudou a capacidade emulsificante do biossurfactante produzido por
Bacillus subtilis utilizando Manipueira como substrato. Dos diferentes Oleos testados,

podemos destacar o indice de 74% obtido quando em presenca de 6leo de soja.

A atividade emuslificante também foi avaliada por Ehrhardt (2015) ap6s producdo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando o residuo do abacaxi como substrato. Em tal
estudo foram avaliados dois 6leos: 6leo de soja e de motor. A pesquisa apresentou resultados
semelhantes ao presente nesse trabalho com um indice de emulsdao maximo de 52,9% com

6leo de soja e 68% com 6leo de motor.

Sousa (2016) avaliou a produ¢do de biossurfactantes por leveduras provenientes da
Antértica e avaliou a capacidade emulsificante com 6leo de soja, 6leo de motor, querosene e

0leo diesel. Os resultados foram bastante favoraveis para todos os 6leos testados com indices
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proximos a 100%. Porém, o mesmo trabalho avaliou a capacidade de redugdo da tensdo

superficial e obteve baixas porcentagens de reducao.

Diversos trabalhos, como o de Cai ef al. (2014) avaliaram a capacidade de producao
de biossurfactante através das analises de tensdo superficial e indice de emulsdo e
confirmaram que a diminuicdo da tensdo superficial e a propriedade emulsificante nao sdo,
necessariamente, correlacionadas, ou seja, um determinado biossurfactante pode apresentar
excelentes resultados em sua atividade superficial e interfacial e ndo obter altos indices de

emulsdo, ou vice-versa.

Rocha (2017) em seu estudo na producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis
utilizando melago de cana como substrato, obteve um indice de emulsao (%) de 59,03 + 1,3

em querosene.
4.2.3 Biomassa e Colapso da Gota

Para que haja producdo de biossurfactante faz-se necessario o desenvolvimento e
multiplicagdo do microrganismo no meio testado. Desta forma, a massa seca foi avaliada a
fim de se comprovar o crescimento celular nos meios testados, conforme apresentado na
tabela 12. Os valores indicam um maior crescimento nos meios I (contedo peptona), II (com
extrato de levedura) e IV (contendo citrato de amonia), um crescimento menos expressivo no
meio III, com sulfato de amonia, ¢ um desenvolvimento minimo no meio V, contendo nitrato

de amonia.

Tabela 12. Resultados para massa seca e colapso da gota para os cinco meios analisados.

Meio I Meio II Meio III Meio IV Meio V
Massa seca 2,0532 1,4505 0,3397 1,2880 0,0198
(gL)
Colapso da Gota n i i . )

+ ocorreu colapso da gota

- néo ocorreu colapso da gota

A tabela acima também apresenta resultados do ensaio de colapso da gota. Trata-se de
uma analise qualitativa indicativa da produgdo de biossurfactante. O resultado foi positivo

apenas para os meios [ e IV.
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4.3 Processo Fermentativo B
4.3.1 Planejamento Experimental I

A escolha do substrato para desenvolvimento do microrganismo ¢ de extrema

importancia quando se busca altos rendimentos na produgdo de biossurfactantes.

A adicdo de compostos que elevem o teor nutricional do meio, normalmente, traz
beneficios a produgdo. Saber escolher os aditivos nutricionais e suas quantidades ird interferir
na qualidade e quantidade do biossufactante produzido. E importante considerar, entretanto, o
valor econdmico agregado a estes complementos, uma vez buscamos reduzir os custos de

produgdo ao se utilizar de substratos renovaveis para a producao.

O ideal ¢ encontrar um substrato renovavel que contenha a maior quantidade de
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do microrganismos resultando em um melhor

rendimento, sem a necessidade de adicionar diferentes compostos e em altas quantidades.

Desta forma, foi realizado um planejamento experimental 2° com 4 pontos centrais,
adicionando glicose no meio com o objetivo de avaliar a necessidade de enriquecimento do
meio. A resposta medida foi a tensdo superficial e as figura de 10 a 17 representam os

resultados obtidos através do software Statistica (v. 10).

Em um primeiro momento, na figura 10, observando os efeitos significativos podemos
avaliar o p-valor, obtido pelo nivel de confianga de 95% e verificar que o fator concentragao
de glicose e as interagdes indculo-glicose, glicose-abacaxi e indculo-glicose-abacaxi foram

considerados nao signficativos, por apresentarem p-valor maior que 0,05.
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Figura 10. Efeitos estimados obtidos no Planejamento Experimental 1, (Fonte: produzido pela

autora utilizando software Statistica v.10)

Effect i StdEmr. | t{4) I p 95% | +95% | Coeff. | StdEm | -95% | +95.%
Factor Caf Limt | Cnff Limt Coefi. | Cnf Limt | Cof Linnt
Mean/Interc. 18 85333!1.’1 653225 268 86194 0 000009 M7 03969 20 66698] 18 85333 0.653225) 17 03969| 20 66698
{1})Conc Inoculo T.07500] 1600067 442169 00114596 2 83250 11 51750) 3 53750 0.500034 131625 575875
(2)Conc Glicose 1,43000 1 6800067 089379 0421988 |-3.01250 5 87T250{ 0.,71500 0800034 -150625 293625
(3)Conc Abacaxi T.61500( 1600067 4 75914 0008911 § 317250 12 057500 380750 0800034 158625 602875
Aby2 | 453000 1,600067 283113 0047291 4 008750 8972504 226500 0800034 004375 448625
1by3 3,61500| 1. 600067 2 38428 0075637 §-0.62750 B 257500 1,90750 0800034 -031375 4 12875
2by3 -3,19000| 1600067 -1,993670 0,116960 §-7.63250 1252500 -1,59500 0800034 -3.81625 062625
1"2*3 0,61000| 1600067, 038124 0,722414 §-3.83260 5.05250f 0,30500 0.B00034 -191625 252625

O grafico de Pareto (figura 11) também evidencia a concentracdo de glicose e as
interagdes a ela relacionada como fatores ndo significativos, podendo estes serem eliminados

em experimentos futuros.

Figura 11. Pareto dos Efeitos com limiar de significancia de 0,05 obtido no planejamento

experimental 1 (Fonte: produzido pela autora utilizando software Statistica v.10)
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Avaliando os efeitos dois a dois através das superficies de resposta e graficos lineares,
os resultados que tornam a concentragdo de glicose um fator nao significativo tornam-se mais
evidentes. Ao observarmos as figuras 12 e 13 da correlacdo entre concentracao de glicose e
concentra¢do de inoculo, podemos verificar que valores altos de glicose, porém com a menor
concentracdo de indculo ndo ha uma grande reducdo da tensdo superficial € o aumento de
glicose, junto com o aumento da quantidade de inoculo resulta em maiores reducdes da

tensao.

Figura 12. Superficie de Resposta - Concentragao Glicose x Concentragao Inoculo — obtida no

planejamento experimental 1.
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Figura 13. Superficie de Resposta - Concentrag¢ao Glicose x Concentragdo Indculo — obtida no

planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).

I -
==25

L]
B <
=19
[ RV
[ ERE]
[ ERE]

Figura 14. Curvas de Nivel - Concentracdo Glicose X Concentragdo de Indculo — obtidas no

Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).
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As figuras 14 e 15 representam a correlagdo entre a concentracdo de abacaxi e a
concentracdo de indculo. Nestas, € possivel observar um aumento gradual da redugdo da
tensao quando se aumenta tanto a concentragdo de indculo quanto a concentragao de residuo
de abacaxi, o que nos leva a concluir que o microrganismo estad consumindo os nutrientes
presentes no abacaxi para o seu desenvolvimento e quanto mais se aumenta a quantidade de

indculo no meio, mais residuo € necessario para suprir o Bacillus.
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Figura 15. Superficie de Resposta Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentracdo Indculo

(Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).
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Figura 16. Curvas de Nivel - Concentragdo Residuo de Abacaxi x Concentracao Indculo —
obtidas no Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

Statista v.10).
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Por fim, quando se observa as figuras 16 e 17 indicativas da relagdo entre a
concentracdo de residuo de abacaxi e a concentragdo de glicose, nota-se que em altas
quantidades de residuo, porém com a menor concentracdo de glicose, temos o melhor
rendimento, evidenciando que os componentes presentes no residuo de abacaxi sdo o
suficiente para atender as necessidades nutricionais do Bacillus, produzindo biossurfactantes e

reduzindo a tensdo superficial.



Figura 17. Superficie de Resposta - Concentra¢do Residuo de Abacaxi x Concentragao
Glicose — obtida no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando

software Statista v.10).
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Figura 18. Curvas de Nivel - Concentracdo Residuo de Abacaxi x Concentragdo Glicose —
obtidas no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

Statista v.10).
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4.4 Processo Fermentativo C

4.4.1 Planejamento Experimental I1

Ao eliminar os fatores nao significativos anteriormente observados, realizou-se um

. . 2 .
segundo planejamento experimental 2° com 4 pontos centrais, agora apenas com a

65
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concentracdo de indculo e concentragcdo de residuo de abacaxi como variaveis (figuras 18 a

21).

A figura 18 apresenta os efeitos estimados, no qual se observa, através do p-valor que
todos os fatores agora sdo considerados significativos, com um nivel de confianca de 95%. Da
mesma forma, o grafico de Pareto (figura 19) aponta os dois fatores: concentragdao de indculo
e concentracdo de residuo de abacaxi, assim como a interagdo indculo-abacaxi, como

significativos.

Figura 19. Efeitos estimados - Planejamento Experimental 2 (Fonte: produzida pela autora

utilizando software Statista v.10).

Effect | Sid Emr. t(4) p -95.% +95 % Coeff. | StdEmr. | -95% +956 %
Factaor CnfLimt | Cnf Limt Coeff. | CnflLimt | Cnf Limt
Mean/Interc. [23.116250 0,727813] 31.76124] 0.000006 P1.09552 | 25 13698 23,11625| 0.727813] 21.09552] 25,13698
{(1)Conc Inoculo 7,08000] 2,058567, 3,4392900,026311|) 1,36450 12,79550| 3.54000] 1,029283 0,68225| 6,39775
(2)Conc Abacaxi 6,80000| 2,058567| 3,30327)0,029842|) 1,08450) 12,51550| 3,.40000] 1,029283 0,54225| 625775
1 by 2 £ 88000| 2058567, 2 B5636J0.046099 ) 016450 11 59560 2 94000) 1.029283 008225 579775

Figura 20. Pareto dos Efeitos com limiar de significancia de 0,05, obtido no planejamento

experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10).

(1)Conc Inoculo 3,439286

(2)Conc Abacaxi 3,303269

1by2 2,856356

p=.05

Assim como no planejamento experimental 1, a superficie de resposta e as curvas de
nivel da interagdo entre a concentracdo de residuo do abacaxi e a concentragdo de indculo
foram avaliadas e denotaram que o maior rendimento, ou seja, o melhor resultado na redugao
da tensao superficial foi quando se utilizou a maior concentracdo de residuo e a maior

concentracao de indculo.
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Figura 21. Superficie de Resposta - Concentra¢do Residuo de Abacaxi x Concentragao

Inoculo — obtida no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando

software Statista v.10).
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Os resultados menos favoraveis, com redu¢dao da tensao em torno de 20%, foram
obtidos quando se trabalhou com baixa concentragdo de inoculo e baixa quantidade de
residuo. O consumo dos nutrientes da casca do abacaxi, portanto, foi aumentando conforme se
aumentou a concentragdo de indculo, o que demonstra que a composi¢do de acucares e demais
nutrientes presentes no residuo sdo suficientes para guarnecer o Bacillus, garantir seu

desenvolvimento e, consequentemente, produzir biossurfactantes.

Figura 22. Curvas de Nivel - Concentracdo Residuo de Abacaxi x Concentra¢ao Indculo —

obtidas no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software

Statista v.10).
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Estudos realizados por Secato et al. (2016) mostraram a producdo de biossurfactantes

por Bacillus subtilis utilizando residuos industriais como substrato e avaliaram trés diferentes
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concentragdes de inoculo (5%, 7,5% e 10%). Os melhores resultados foram obtidos com a
maxima concentragdo de indculo, com uma redug¢do de 70mN/m para 44mN/ m. As demais
concentragdes apresentaram resultados inferiores, com 14% de redugdo quando se utilizado

5% de inoculo e 20% de redugdo para a fermentagdo com 7,5% de indculo.

Almeida (2015) realizou um estudo de otimizagdo das condigdes de cultivo de
Pantoea sp. para producdo de biossurfactantes através de analises estatisticas e avaliacdo de
superficies de resposta. Foram avaliadas trés variaveis: gordura vegetal, caldo da casca do
abacaxi e milhocina. A condi¢do 6tima de producdo foi obtida com o meio contendo 2% de
gordura vegetal, 5% de milhocina e 25% de residuo de abacaxi, com redugdo da tensdo

superficial em 56,93%.

Outro trabalho, apresentado por Nagy (2018), avaliou diferentes fontes de carbono e
nitrogénio para a producdo de biossurfactante de baixo custo com residuos agroindustriais,
utilizando caldo de caju. Apos planejamentos experimentais, obteve maximo rendimento com
a composi¢ao de extrato de caju, extrato de levedura e citrato de amonio, com valor de tensao

superficial de 54,87 mN/m.

4.5 Processo Fermentativo D
4.5.1 Tensao Superficial — ponto a ponto

A avaliacdo de diferentes meios e, posteriormente, analises estatisticas com alterag@o
nas concentracdes de componentes presentes no melhor substrato, resultaram na obten¢ao de

uma composicao considerada 6tima para o desenvolvimento do Bacillus subtilis.

A tabela 13 apresenta a composi¢ao do meio 6timo e as condi¢des de fermentacao
trabalhadas para a andlise da tensdo superficial ponto a ponto, testes de estabilidade e

aplicagdo do biossufactante.
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Tabela 13. Composicao do meio 6timo e condi¢gdes de fermentagdo para andlises de tensao

superficial, testes de estabilidade e aplicagdo do biossurfactante.

Tempo de
Composicao Temperatura Agitacio
Fermentacao
0,76g de peptona
Meio 6timo +0,06g NaCl +
95mL de residuo 37°C 150 rpm 24 horas
de abacaxi + 15%
de inoculo

A primeira analise realizada foi a de tensao superficial, considerando a retirada de sete
pontos durante um periodo de 24 horas para avaliagcdo da queda da tensdo superficial ao longo
do tempo (figura 22). Observa-se uma redugdo gradual ao longo das sete primeiras horas de
fermentagao, apds esse periodo a tensao estabilizou proximo a 40mN/m, atingindo o maximo

de reducdo apds 9 horas (37,29mN/m), com uma redugao total de 34,78%.

Figura 23. Avaliacao da Producao de Biossurfactante através da Redugao da Tensao

Superificial — Analise ponto a ponto, por 24 horas.
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Sousa et al. (2014) pesquisaram a produ¢do de surfactantes naturais a partir de

Bacillus subtilis quando fermentado em glicerol bruto oriundo do biodiesel. O processo
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fermentativo de 72 horas, resultou em uma redugdo da tensdo para 31,5mN/m, com valor

inicial proximo a S0mN/m.

Como ja mencionado, a mudanca de substrato e condigdes de fermentacdo influenciam
diretamente na producdo do biossurfactante, mesmo que se utilizando o mesmo
microrganismo para producdo. Nitschke (2004) alcangou valores proximos a 45% de reducdo
da tensdo superficial quando avaliada a producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis

utilizando manipueira como subtrato.
4.5.2 Teste de Estabilidade

Os estudos voltados a produgdo de biossurfactantes visam demonstrar sua capacidade
em substituir os surfactantes sintéticos, uma vez que sdo compostos menos tdxicos e
biodegradaveis. As intimeras pesquisas realizadas estdo voltadas a justificar o uso dos
tensoativos naturais e assim torna-los competitivos no mercado. Uma das vantagens que os
biossurfactantes apresentam ¢ sua capacidade em se manter estavel em condigdes extremas, o
que ¢ de grande valia para industrias, principalmente para as que trabalham em circunstancias

adversas.

E de conhecimento, entretanto, que os microrganismos produtores e suas diferentes
linhagens tendem a apresentar comportamentos distintos quando impostos a alteragdes no
meio, seja uma mudanga na composicao, como apresentado neste trabalho com os diferentes

meios estudados, ou em uma mudanga na temperatura ou pH.

Quando se trata, portanto, do uso de biossurfactante em condi¢des adversas, ¢
importante, primeiramente, avaliar qual microrganismo ¢ o mais adequado para a
aplicabilidade desejada, estudar a melhor condig¢do para que este tenha o melhor rendimento e
investigar se este permanece estavel frente as condigdes em que sera utilizado, garantindo

assim um comportamento eficaz constante.

Sendo assim, o biossurfactante produzido neste trabalho foi submetido a trés variagdes
para avaliar sua estabilidade: temperatura, pH e salinidade do meio.

Foi realizada uma fermenta¢do no qual se mediu a tensdo superficial inicial e final
(tabela 14) e, apos o periodo de 24 horas, as amostras para os testes de estabilidade foram

coletadas.
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Tabela 14. Valores de tensdo superficial da amostra em tempo zero e apds 24 horas de

fermentagao.

Tensdo Superficial Inicial Tensio Superficial apos 24 horas

54,18 mN/m 35,79 mN/m

O processo fermentativo foi realizado na melhor condi¢dao estudada neste trabalho,
como descrito anteriormente, contendo 95mL de residuo de abacaxi, 15% de indculo e

enriquecido com peptona, a 37°C e agitacdo constante de 150rpm.

4.5.2.1 Estabilidade frente a temperatura

A primeira condicdo adversa avaliada foi a temperatura. Para producdo do
biossurfactante foi mantida uma temperatura de 37°C, valor 6timo para o desenvolvimento do
Bacillus subtilis, de acordo com o apresentado em literatura. Apos produgao, o biossurfactante
produzido foi exposto, em um primeiro momento, a uma temperatura de 100°C, por 140
minutos. A cada 20 minutos, uma amostra foi retirada e a tensdo superficial novamente
medida, comparando o valor obtido com o da tensdo ap6s 24 horas de fermentacdo. A figura
23 apresenta o comportamento do tensoativo ao longo do periodo. Observa-se que a tensao
superficial manteve-se constante nos 60 minutos iniciais, tendo um pequeno aumento a partir
de 80 minutos de exposi¢do e aumentando consideravelmente ap6s 100 minutos, chegando

proximo ao seu valor inicial (no tempo zero — antes da fermentacgao) ap6s 120 minutos.
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Figura 24. Avaliacdo da Estabilidade através da Analise de Tensao Superficial apos

exposicdo, a uma temperatura de 100°C, do biossurfactante produzido.
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Fica claro, portanto, que o biossurfactante produzido consegue se manter estavel por
cerca de 1 hora, quando exposto a temperatura de 100°C, perdendo essa sua capacidade apds

esse periodo.

Também foi avaliada a estabilidade térmica do surfactante natural quando submetido a
temperatura de 121°C, por 60 minutos. Neste estudo, uma amostra foi retirada a cada 20

minutos e novamente avaliada de acordo com a tensdo superficial (figura 24).

Diferentemente do observado a 100°C, a tensdo superficial comegou a aumentar logo
nos primeiros 20 minutos de exposi¢do, chegando ao seu valor inicial ap6és 60 minutos,

denotando um comportamento instavel a 121°C.
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Figura 25. Avaliacdo da Estabilidade através da Analise de Tensao Superficial apos

exposi¢ao, a uma temperatura de 121°C, do biossurfactante produzido.
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Costa (2005) reportou a estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis
utilizando manipueira como substrato. Os resultados mostraram que o composto era estavel a
100°C por um periodo de 2 horas. Estudos semelhantes conduzidos por Ghojavand et al.
(2008) demonstraram a estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus a 100°C por

120 minutos.

4.5.2.2 Estabilidade frente ao pH

O teste de estabilidade em diferentes pHs ndo apresentou resultados favoraveis para
valores acima do pH 6 (tabela 15). Como visto anteriormente, o residuo do abacaxi apresenta
um pH em torno de 3, caracterizando-o como um meio acido. O desenvolvimento do
microrganismo nesse meio expressa uma tendéncia do Bacillus, dentro das demais condi¢des
impostas, em preferir substratos com pH mais baixo. Isso foi comprovado quando se
investigou a estabilidade frente ao pH, adicionando ao biossurfactante diferentes solucdes

com pH variando de 4 a 8, em uma propor¢ao 1:1.
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Tabela 15. Avaliagdo da estabilidade do biossurfactante produzido, através da analise de

tensdo superficial, apds adi¢cdo de solugdes com pH na faixa de 4.0 a 8.0.

pH Tensdo Superficial mN/m
4.0 34,99
5.0 38,21
6.0 48,76
7.0 54,21
8.0 53,85

Para anélise utilizou-se amostras da fermentagdao anteriormente descrita, cuja tensao
superficial, apds 24 horas foi de 35,79 mN/m. Tendo em vista esse valor, os resultados
apontam que partir do pH 5.0 j& € possivel notar um pequeno aumento da tensdo, que se torna
mais evidente com o pH 6.0, chegando préoximo ao valor inicial de tensdo (54,18 mN/m)

quando em contato com as solugdes de pH 7.0 e 8.0.

Resultados semelhantes foram observados por Kim et al. (1997) e Ehrhardt (2015).
Estudos sugerem que a instabilidade em meios alcalinos esta relacionada com uma possivel

precipitagdo do biossurfactantes quando expostos ao pH bésico.

4.5.2.3 Estabilidade frente a forca ionica

O biossurfactante também foi avaliado em relacdo a sua estabilidade quando exposto a

solucgoes salinas em diferentes concentragoes.

A figura 25 apresenta os resultados de tensao superficial obtidos apds adicao de NaCl

nas proporg¢oes de 1:1, 1:2 e 1:3 (solugdo salina : biossurfactante), respectivamente.
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Figura 26. Avaliacdo da Estabilidade do Biossurfactante produzido através da analise de

Tensao Superficial ap6s adigdo de solugdo de NaCl em diferentes concentracdes.
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Pesquisas realizadas por Vaz et al. (2012) se mostraram favordveis quanto a
estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis quando expostos a solucdes
salinas nas concentracdes de 2 a 15%. J4 Almeida (2015) avaliou a estabilidade do surfactante
natural produzido por Pantoea sp. frente a solugdes salinas com concentragdes variando de 2-
50%. Os resultados mostraram que a tensdo superficial se manteve constante até a 8% de
NaCl, apresentando um pequeno aumento nas concentragdes de 10, 15 e 20%. O

biossurfactante ndo se manteve estavel nas concentragdes mais altas (30, 40 e 50%).
4.5.3 Caracterizacao Ionica

Os biossurfactantes sao classificados de acordo com sua estrutura quimica e origem
microbiana (Faria, 2010). O mais comum produzido pelo género Bacillus ¢ a surfactina. Trat-
se de um lipopeptidio formado pela ligagdo de um grupo proteico a uma cadeia de acidos
graxos, sendo que o primeiro pode estar na forma anidnica ou neutra e os aminoacidos estao

normalmente arranjados em uma estrurtura ciclica (Maier, 2003).

Na anélise de caracterizagdo i06nica foi possivel observar linhas de precipitacdo entre
0s pogos contendo o biossurfactante e os contendo cloreto de bario (composto catidnico),

enquanto ndo houve a formagao de linhas entre o biossurfactante € o composto aniénico SDS.
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Desta forma, a técnica de dupla difusdo em &4gar demonstrou o cardter anidnico do

biossufactante produzido por Bacillus subtilis.

4.5.4 Aplicacio

A capacidade de formar emulsdo foi avaliada testando-se quatro diferentes
hidrocarbonetos. Os resultados apresentados, na tabela 16 e figura 26, indicam que o
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis apresenta, de modo geral, uma boa atividade
emulsificante, com exce¢do do teste com a querosene que os valores obtidos foram abaixo de
40%. Os indices obtidos para 6leo de soja e 6leo de milho sdo indicativos de uma potencial
utilizacao do biossurfactante na industria de alimentos e agente de limpeza. O melhor indice,
obtido com o 6leo de motor, sugere uma possivel aplicagdo desses compostos em solos

contaminados pelo vazamento desse tipo de 6leo.

Tabela 16. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido avaliando quatro diferentes

hidrocarbonetos.
Hidrocarboneto indice de Emulsio
Oleo de Soja 53.27%
Oleo de Milho 58,94%
Querosene 39,11%

Oleo de Motor 76,23%
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Figura 27. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido, avaliando quatro

hidrocarbonetos.

querosene

0leo de milho

70 80

o
0 10 20 30 40 50 60

Indice de Emulséo (%)

Como ja citado em diferentes momentos, a qualidade e quantidade do biossurfactante
produzido ir4d depender das condi¢des de fermentagdo, meio de cultivo e do microrganismo
utilizado. As diferengas na produgdo resultam em surfactantes com estruturas diferentes. A
estrutura do biossurfactante estd diretamente relacionada com o tipo de emulsdo que serd
formada, ou seja, a proporg¢do entre as porgdes lipofilicas e hidrofilicas presentes na molécula,
expressadas pelo balanco hidrofilico-lipofilico (HBL), indicardo se o composto ird formar

uma emulsao do tipo 6leo/agua ou agua/dleo (Desai e Banat, 1997).

Banat (1993) estudou a capacidade de emulsificacdo de um surfactante natural
produzido por uma cepa de Bacillus termofilica, quando fermentada em um meio nutriente.
Os resultados mostraram que o biossurfactante foi capaz de emulsionar querosene

eficientemente, com um indice de 95%.

Outro estudo semelhante avaliou a atividade emulsificante de um biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis com substrato de manipueira. Foram testados 10 diferentes
hidrocarbonetos, todos com valores acima de 65%, sendo que o indice obtido com 6leo de
soja foi de 74% e o com querosene de 70,4%. Este estudo ndo avaliou a capacidade

emulsificante em 6leo de motor e em 6leo de milho (Nitschke, 2004).

Abouseoud et al. (2007) pesquisaram biossurfactantes a partir de azeite de oliva por

Pseudomonas fluorescens e avaliaram sua atividade emulsificante com 6leo diesel, querosene
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heptano e dleo de girassol. Os resultados variaram de 45 a 55%, sendo o melhor para 6leo

diesel e o valor mais baixo para o 6leo de girassol.

Faria (2010) reportou a capacidade de emulsificacdo do biossurfactante produzido por
Bacillus sp quando cultivado em glicerina destilada e obtve resultados proximos aos obtidos
neste estudo quando se avaliado indice de emulsdo com querosene, com o valor de 33%. O
mesmo estudo foi realizado por Reis et al. (2004), que encontrou um indice de 40% para
querosene quando se utilizado biossurfactante prozudido por Bacillus subtillis cultivado e

glicerol.

Maia (2017) estudou a produg¢do de biossurfactantes por Bacillus através de
fermentagdo submersa em manipueira e avaliou a capacidade de emulsificagcdo com os 6leos
de soja, soja apds fritura, milho, canola, 6leo queimado de motor, azeite, querosene e diesel.
Os resultados apresentaram valores na faixa de 50 a 65% para os oleos de soja, milho e
canola. Com querosene o indice foi de 40% e os melhores resultados foram com azeite (90%)
e 0leo de motor queimado (95%). A andlise ndo obserevou presenga de emulsdo com 6leo

diesel.

Treze diferentes substratos organicos foram avaliados por Argentin (2016) na
aplicabilidade através da capacidade emulsificante do biossurfactante produzido por uma
linhagem termofilica de Bacillus, dos quais podemos descatar o dicloroetano e o tolueno,
cujos indices chegaram proximos a 70% e o 6leo de motor, com indice de 50%, valor abaixo

do encontrado no presente estudo.

Os diferentes estudos em relacdo a possibilidade de se utilizar biossurfatcantes como
agentes emulsificantes indicam, novamente, que a capacidade de emulsdao do composto
produzido ird variar de acordo com o microrganismo produtor e as condigdes a ele impostas
para desenvolvimento, havendo a necessidade de avaliar diferentes composi¢des para

obtencao da atividade 6tima.
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5 CONCLUSAO

O trabalho permitiu confirmar a possibilidade de producdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis utilizando residuo do abacaxi como substrato, explanando as propriedades
presentes no residuo que permitem essa producdo. Os altos teores de agucares presentes na
casca da fruta, bem como outros componentes como lipidios, proteinas, ferro e fosforo

comprovaram ser caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento do microrganismo.

Ademais, as variagdes de composi¢ao do meio, com adi¢do de mais fontes de carbono
e nitrogénio, avaliando o desempenho da bactéria na producdo de biossurfactantes,
possibilitaram alcangar bons rendimentos e otimizar o substrato com o intuito de minimizar os

custos e viabilizar a producao.

Com resultados superiores a 30% de reducdo da tensdo superficial e a capacidade de
emulsificar 6leos e gorduras foi possivel também avaliar possibilidades de aplicagdo, havendo
a necessidade de desenvolver mais pesquisas voltadas as diferentes aplicabilidades do

biossurfactante produzido.

Os testes de estabilidade mostraram-se, em parte, favoraveis. Com essas andlises ¢
possivel direcionar as areas em que se ¢ possivel trabalhar com esse tipo de biossurfactante e,

assim, trabalhar no desenvolvimento de técnicas para produgao em maior escala.

O estudo com surfactantes naturais ¢ uma area promissora € com muitas vertentes a
serem pesquisas em busca de encontrar espago no mercado industrial para seu
desenvolvimento, utilizacdo e substituicdo dos tensoativos quimicos que ainda sdo bastante

aplicados.
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6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS
e Aprimorar a técnica de purificagao.
e Realizar a identificagdo do biossurfactante produzido através da técnica de infra-
vermelho.
e Avaliar outras possibilidades de aplicagao do biossurfactante produzido.
e Avaliar a possibilidade de produ¢ao em maior escala, com a utilizacao de biorreatores.

e Realizar analise econOmica.
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