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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a potencialidade do uso da manipueira
(residuo liquido da fabricacao de farinha de mandioca) como substrato alternativo para a
producdo de biossurfatantes por bactérias do género Bacillus. Os isolados LB2a, LB2b,
LB5a, LB262 e LBB que apresentaram tensao superficial inferior a 30mN/m em meio de
manipueira foram inicialmente selecionados; o isolado LB5a que apresentou tensao
superficial de 26,95mN/m, CMD™" de 27,24mN/m e CMD™ de 33,23mN/m em manipueira F
(sem solidos) e 29,02mN/m , 29,84mN/m e 36,75mN/m respectivamente em manipueira |
(contendo sélidos) e o maior didmetro de crescimento em agar manipueira foi selecionado
como produtor potencial de biossurfatante no substrato proposto. Dentre os diferentes
tipos de preparagcbes de manipueira avaliadas para a producdo de biossurfatante por
Bacillus LB5a, a manipueira F gerou os melhores resultados de atividade tensoativa,
concentragdo de surfatante bruto e CMC™. Os estudos cinéticos revelaram que B. subtilis
LB5a produziu 3,0 g/L de surfatante com CMC™" maxima de 90; enquanto que a cepa
21332 produziu 2,2 g/L de surfatante com CMC™' maxima de 63. A cepa B. subtilis 21332
apresentou uma queda acentuada na concentracdo de surfatante ap6s 48 horas de cultivo
em manipueira F, sendo que a degradacao do surfatante demonstrou relacao direta com a
atividade de protease presente no meio.

O surfatante de B. subtilis LB5a mostrou ser termoestavel, estavel em valores de pH
acima de 5,0 e resistente a presenca de até 20% de cloreto de sodio. O produto possui
38,5% de proteinas e 53,6% de lipideos, caracterizando-o como um lipopeptideo com a
presenca de &cido glutamico, acido aspartico, valina e leucina na propor¢cdo molar de
1:1:1,2:3,4 respectivamente. A CMC estimada foi de 33 mg/L e a tenséo interfacial conta
hexadecano 0,96 mN/m. A analise estrutural permitiu concluir que o surfatante produzido
por B. subtilis LB5a em manipueira € surfactina, sendo que o ion de m/z 1036 foi a forma
predominante. Sete aminoacidos na seqiiéncia RO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu foram
detectados. O surfatante obtido formou emulsdes estaveis com diversos hidrocarbonetos,
6leo de soja e gordura de coco.

Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus se mostraram sensiveis a presencga
de 100-200ug de surfatante enquanto que a inibicao da infectividade de VSIV (virus da
estomatite vesicular) e MHV-3 (virus da hepatite murina) ficou evidenciada em
concentragbes de 12,5 uM e 5uM respectivamente. A citotoxicidade em linhagens
celulares L929 e BHK-21 foi demonstrada para concentracdes acima de 12,5uM e 15uM

respectivamente.



SUMMARY

The aim of this work was to investigate the potential of cassava flour wastewater
(manipueira) as an alternative substrate for biosurfactant production by Bacillus sp. The
isolates LB2a, LB2b, LB5a, LB262 and LBB that showed surface tension lower than 30
mN/m in the cassava medium were selected first. The isolate LB5a was selected as a
potential surfactant producer in cassava substrate, giving surface tensions of 26.95mN/m,
CMD"' of 27.24mN/m and CMD? of 33.23mN/m in manipueira F (no solids) and
29.02mN/m, 29.84mN/m and 36.75mN/m respectively in manipueira | (with solids); this
isolate also showed the highest diameter of growth in manipueira agar. Among the
different types of cassava wastewater preparations evaluated for the production of
biosurfactant by Bacillus LB5a, manipueira F medium showed the best results for surface
activity, concentration of crude surfactant and CMC™. Kinetics studies showed that B.
subtilis LB5a gave 3.0 g/L of surfactant and a CMC™ of 90; while the strain 21332 gave 2.2
g/L of surfactant and a CMC™ of 63. B. subtilis 21332 showed an unusual and drastic drop
in surfactant concentration after 48 hours of growth in manipueira F, and the biosurfactant
degradation was directly related to protease activity present in the culture medium.

Stability studies showed that the LB5a surfactant was thermostable, stable at pH
values above 5.0 and resistant to NaCl concentrations up to 20%. The product had 38.5%
of proteins and 53.6% of lipids characterizing it as a lipopeptide. The aminoacid
composition showed the presence of glutamic acid, aspartic acid, valine and leucine in a
ratio of 1:1:1.2:3.4 respectively. The estimated CMC value was 33mg/L and the interfacial
tension against hexadecane 0.96 mN/m. Structural analysis demonstrated that the
biosurfactant produced by the B. subtilis LB5a isolate in cassava wastewater medium was
the lipopeptide surfactin, and the ion of m/z 1036 was the predominant isoform. Seven
aminoacid residues in the sequence RO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu were detected.
The biosurfactant was able to form stable emulsions with several hydrocarbons as well as
with soybean oil and coconut fat.

Pseudomonas aeruginosa and Micrococcus luteus were the most sensitive bacteria
to the presence of 100-200ug of surfactant, while infectivity inhibition of VSIV (vesicular
stomatitis indiana virus) and MHV-3 (murine hepatitis virus) was shown at a concentration
of 12.5uM and 5uM respectively. The citotoxicity of the product against L929 and BHK cell

lines was observed at concentrations over 125 pM and 15uM respectively.
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1. INTRODUCAO

Os surfatantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A produ¢gao mundial de surfatantes
excede 3 milhdes de toneladas por ano (Banat, 2000), sendo que a maior parte € utilizada
como matéria-prima para fabricagao de detergentes de uso doméstico.

A grande maioria dos surfatantes disponivel comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petrdleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislacées de controle do meio ambiente, levou a
procura por surfatantes biolégicos como alternativa aos produtos existentes.

Os biossurfatantes produzidos por microrganismos vém recebendo consideravel
interesse nos Ultimos anos devido a sua natureza biodegradavel, baixa toxicidade e
diversidade de aplicagdes. Entre as aplicacées comerciais dos biossurfatantes destacam-
se a recuperacao de petréleo, biorremediacao de poluentes, formulacao de lubrificantes,
além de diferentes utilizagdes na industria téxtil, cosmética, alimenticia e farmacéutica
(Banat et al., 2000).

Atualmente, os biossurfatantes ainda ndo sdo amplamente utilizados pela industria
devido ao alto custo de producao, associado a métodos ineficientes de recuperacao do
produto e ao uso de substratos caros. Porém, o problema econdmico da producao de
biossurfatantes pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas
de nutrientes facilmente disponiveis e de baixo custo. Uma possivel alternativa para a
producao de biossurfatantes seria 0 uso de subprodutos agricolas ou de processamento
industrial. Atualmente, o aproveitamento de residuos vem sendo incentivado por contribuir
para a redugao da poluicao ambiental, bem como permitir a valorizagdo econémica dos
residuos que seriam simplesmente descartados.

A manipueira é o residuo liquido gerado pelas industrias de processamento de

mandioca. Durante a fabricacdo da farinha de mandioca sdo gerados ao redor de 300 L



de manipueira por tonelada de raiz processada (Barana, 2000). Estima-se que cerca de
60% das raizes colhidas sejam empregadas na producédo de farinha, o que representa
em torno de 15 milhdes de toneladas por ano (Del Bianchi & Cereda, 1999). Apesar de
altamente poluente, este residuo pode ser considerado ndo esgotado, ou seja, pode ser
empregado como matéria-prima para outros processos industriais por apresentar altas
concentragdes de carbohidratos, nitrogénio e sais minerais. Entre as alternativas para o
uso deste residuo encontra-se a producao de biossurfatantes.

Algumas espécies do género Bacillus sao conhecidas pela sua capacidade de
produzir compostos com propriedades tensoativas, dentre estes, destaca-se a surfactina
de B. subtilis, considerada como um dos mais potentes biossurfatantes ja conhecidos.

Santos et al. (1999) sugeriram que a manipueira poderia ser um meio alternativo
para produgdo de biossurfatantes, consequentemente, se faz necessario esclarecer a
potencialidade do uso de diferentes tipos de manipueira, bem como estudar a cinética de

producao e caracterizar o biossurfatnte produzido neste substrato.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

- Investigar a potencialidade técnica do uso da manipueira como substrato para
producgéo de biossurfatantes por Bacillus sp.

Objetivos especificos:

- Selecionar microrganismo com potencial para producdo de biossurfatantes em
manipueira

- Definir o meio de manipueira mais adequado para a producéo de biossurfatante

- Caracterizar o biossurfatante produzido na manipueira quanto as suas
propriedades e composicao quimica.

- Investigar aplicagdes para o biossurfatante obtido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os surfatantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofébica e
uma porcao hidrofilica. A porgao apolar é freqlientemente uma cadeia de hidrocarboneto
enquanto que a porcdo polar pode ser ibnica, nao-ibnica ou anfotérica (Desai &
Banat,1997).

Em funcao da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os
surfatantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases com diferentes graus de
polaridade (liquido/liquido ou gas/liquido). A formagédo de um filme molecular ordenado
nas interfaces reduz a tensao interfacial e superficial, sendo esta uma propriedade Unica
dos surfatantes. Esta propriedade torna estes compostos adequados para varias
aplicagdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagao, lubrificacdo, capacidade
espumante, capacidade molhante, solubilizacéo e dispersédo de fases. A maior utilizagéo
dos surfatantes se concentra na industria de produtos de limpeza (sabdes, detergentes),
na industria de petréleo e na industria de cosméticos e produtos de higiene (Banat, 2000).

Varios compostos com propriedades tensoativas sao sintetizados por organismos
vivos, desde plantas (saponinas), microrganismos (glicolipideos) e também no organismo
humano (sais biliares), sendo utilizados para atividades intra e extracelulares como a
emulsificacdo de nutrientes, transporte de materiais através das membranas celulares e
no reconhecimento celular (Bognolo, 1999).

Compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfatantes, isto é,
diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sao
denominados biossurfatantes (Cameotra & Makkar, 1998). Consistem em subprodutos
metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras.

Apesar de sua importancia biol6gica, os biossurfatantes tém sido objeto de pesquisa

sistematica hd menos de meio século, atrelados aos trabalhos de desenvolvimento de



novos antibidticos, quando se observou que muitas culturas apresentavam atividade
tensoativa ao final do processo (Bognolo, 1999).
3.1 Classificacao, natureza quimica e microrganismos envolvidos:

Os biossurfatantes sao classificados de acordo com a sua composicao quimica e
sua origem microbiana. Os microrganismos produtores se distribuem em diversos
géneros, sendo a maioria produzida por bactérias. As principais classes de
biossurfatantes incluem glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos e acidos
graxos, surfatantes poliméricos e surfatantes particulados (Desai & Desai,1993).

Os biossurfatantes poliméricos sao constituidos por diversos grupos quimicos
diferentes como, por exemplo, o emulsan, no qual acidos graxos estdo ligados a um
esqueleto de heteropolissacarideos (Rosenberg & Ron, 1999), ou o liposan, constituido
por carbohidratos e proteinas (Cirigliano & Carman,1984).

Algumas células microbianas apresentam elevada hidrofobicidade superficial sendo
consideradas por si s6 como biossurfatantes, como por exemplo, algumas espécies de
Cyanobacteria e patégenos como S. aureus e Serratia sp. Bactérias do género
Acinetobacter sp., quando crescem em hexadecano produzem vesiculas extracelulares
que tém funcao importante na captacdo de alcanos para a célula, possuindo elevada
atividade surfatante (Kappeli & Finnerty, 1979). As vesiculas e células microbianas com
atividade tensoativa séo classificadas como biossurfatantes particulados.

Os biossurfatantes possuem uma estrutura comum: uma porcao lipofilica
usualmente composta por cadeia hidrocarbonada de um ou mais acidos graxos que
podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma porgao
hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carbohidrato
(Cameotra & Makkar, 1998; Bognolo, 1999). A maioria dos biossurfatantes sao neutros ou

anidnicos, variando desde pequenos acidos graxos até grandes polimeros (Tabela 1).



Tabela 1. Principais classes de biossurfatantes e microrganismos envolvidos na sua

producéo.

Tipo de Biossurfatante

Microrganismos

Glicolipideos
- rhamnolipideos
- soforolipideos
- trehalolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
- Peptideo-lipideo
- Viscosina
- Serrawetina
- Surfactina
- Subtilisina
- Gramicidina
- Polimixina

Acidos graxos, lipideos neutros e

fosfolipideos
- Acidos graxos
- Lipideos neutros
- fosfolipideos

Surfatantes poliméricos
- emulsan
- biodispersan
- liposan
- carboidrato-lipideo-proteina
- manana-lipideo-proteina

Surfatantes particulados
- vesiculas
- Células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subitilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: Desai & Banat (1997)

3.2 Funcao fisioldgica dos biossurfatantes:
Embora o exato papel fisiologico dos biossurfatantes ainda ndo tenha sido
completamente elucidado, algumas fungdes lhes tém sido atribuidas:
- emulsificagao e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insolUveis em agua,
facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (Francy et al.,, 1991).
Entretanto esta hipotese € contestada pelo fato de que cepas de Bacillus subtilis

produzem surfatantes apenas em substratos hidrossolUveis (Cooper et al., 1981).



- transporte de hidrocarbonetos: parece ser uma fungcao dos biossurfatantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis (Kapelli & Fiechter, 1977) onde um aumento
significativo da porcdo lipidica do glicolipideo de membrana foi detectado quando o
microrganismo crescia em alcanos, em comparacao com meio contendo glicose, onde a
porcao lipidica era insignificante, indicando que o complexo polissacarideo-acido graxo
presente na superficie celular poderia estar envolvido no transporte de hidrocarbonetos.
- aderéncia/liberacdo da célula de superficies: pela excrecao de biossurfatantes que
podem formar um filme em uma interface, estimulando certos microrganismos a se
ligarem a superficies, enquanto inibe a adesdo de outros. Uma das mais importantes
estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos é sua habilidade em colonizar um nicho
ecolégico onde possam se multiplicar. Os elementos chave nesta estratégia sao
estruturas da superficie celular responsaveis pela aderéncia das células a superficies. Os
microrganismos podem utilizar o biossurfatante ligado a parede celular para regular as
propriedades da superficie celular visando aderir ou se desligar de um determinado local,
de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats com maior disponibilidade
de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis (Rosenberg & Ron, 1999).
- atividade antibidtica: demonstrada por varios biossurfatantes, principalmente da classe
dos lipopeptideos e glicopeptideos. Os ramnolipideos de P. aeruginosa e a surfactina de
B. subtilis funcionam como antibidticos solubilizando os principais componentes das
membranas celulares microbianas. Através da excrecao destes biossurfatantes no meio,
esses microrganismos apresentam maior chance de sobrevivéncia e maior
competitividade na busca por nutrientes (Lin, 1996).

3.3 Propriedades dos biossurfatantes:

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas

caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfatantes. Segundo Bognolo (1999),



muitas destas caracteristicas representam uma vantagem sobre os surfatantes
convencionais:

- atividade superficial e interfacial: os biossurfatantes sao mais eficientes e mais efetivos
do que os surfatantes convencionais (detergentes anidnicos sulfatados), pois produzem
menor tensdo superficial com menores concentracdes de biossurfatante (Cooper &
Paddock, 1984). Segundo Mulligan & Gibbs (1993), a concentracao micelar critica (CMC)
dos biossurfatantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L. As tensdes
interfacial e superficial (medida de efetividade) de um bom biossurfatante devem ser
menores que 1 e 30 mN/m, respectivamente. Bognolo (1999) comparou a CMC de
biossurfatantes e tensoativos sintéticos demonstrando que os primeiros apresentam
menor CMC ou seja, sdo mais eficientes que os surfatantes convencionais.

- tolerancia a temperatura, pH e forca iénica: alguns biossurfatantes apresentam elevada
estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condigcbes mais
dréasticas. O lipopeptidio de B. licheniformis JF-2 é estavel a temperaturas em torno de
75°C por até 140 horas e pH entre 5-12 (Horowitz et al., 1990). Os biossurfatantes
suportam concentracdes de 10% de NaCl, enquanto que uma concentracdo salina de 2-
3% é suficiente para inativar surfatantes convencionais (Bognolo, 1999).

- biodegradabilidade: diferentes dos surfatantes quimicos, os biossurfatantes sao
facilmente degradaveis na agua e no solo, o que os torna adequados para aplicacdes
como biorremediacao e tratamento de residuos (Mulligan & Gibbs, 1993).

- baixa toxicidade: os biossurfatantes tém recebido maior atengcédo também devido a
crescente preocupacao da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais
(Cameotra & Makkar, 1998) e sua baixa toxicidade permite seu uso em alimentos,

cosméticos e produtos farmacéuticos (Flasz et al.,1998).



Os biossurfatantes também apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a
partir de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando
aplicacdes especificas para cada caso particular (Desai & Banat, 1997).

Segundo Reiser et al. (1989) os biossurfatantes possuem caracteristicas estruturais
e propriedades fisicas distintas, o que os torna comparaveis ou superiores aos surfatantes
sintéticos em termos de efetividade e eficiéncia. Outra vantagem dos biossurfatantes
reside no fato de serem compostos que nao sao derivados de petréleo, fator importante a
medida em que os precos do petroleo aumentam. Além disso, a estrutura quimica e as
propriedades fisicas dos biossurfatantes podem ser modificadas através de manipulacdes
genéticas, biolégicas ou quimicas, permitindo o desenvolvimento de produtos para
necessidades especificas.

3.4 Aplicacoes dos biossurfatantes:

O maior mercado para os biossurfatantes é a indlstria petrolifera, onde sao
utilizados no processo de extracdo de petrdleo ou incorporados em formulagdes de 6leos
lubrificantes (Van Dyke et al., 1991). Outras aplicacbes incluem biorremediacdo e
dispersao no derramamento de 6leos, remogdo e mobilizacdo de residuos de 6leo em
tanques de estocagem e recuperacgao terciaria de petréleo. Porém, o campo de aplicacao
em crescimento é o de alimentos, produtos farmacéuticos e de higiene e cosmética.
Biorremediacao:

Os acidentes com derramamento de 6leo tornaram-se numerosos e tém causado
muitos problemas sociais e ecologicos. Os biossurfatantes aumentam a interacao
superficial agua/éleo, aceleram a degradagao de varios 6leos por microrganismos e
promovem a biorremediacdo de aguas e solos. A capacidade dos biossurfatantes em
emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua aumenta a degradacdo destes
compostos no ambiente. Uma vez que microrganismos degradadores estdo presentes

em oceanos, a biodegradacao constitui um dos métodos mais eficientes de remocao de



poluentes. Entretanto, os estudos ainda ocorrem em nivel laboratorial e a biorremediagéo
de oceanos utilizando biossurfatantes permanece ainda como um desafio (Atlas, 1991).

Segundo Lang & Wagner (1993) os biossurfatantes podem ser usados diretamente
para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo.
Alternativamente podem ser utilizados microrganismos produtores ou a adi¢cao de fatores
de crescimento de microrganismos selvagens capazes de produzir estes compostos.

O uso de biossurfatantes na biodegradacgao de pesticidas vem sendo objeto de
investigagcao. Karanth et al. (1999) relataram a degradagao de hexaclorociclohexano pelo
biossurfatante produzido por Pseudomonas Ptm+. Outros organoclorados como DDT e
ciclodienos também foram emulsificados em menor grau.

Segundo Miller (1995), os biossurfatantes também sao Uteis na biorremediagéao de
locais contaminados com metais pesados téxicos como uranio, cadmio e chumbo.

Bognolo (1999) relatou que os biossurfatantes de Arthrobacter, Pseudomonas,
Corynebacterium e B. subtilis demonstraram resultados promissores na remogao de piche
em areias contaminadas.

Limpeza de reservatorios de dleos:

Residuos e fragbes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sao altamente viscosos ou podem se tornar depédsitos solidos que ndo séao
removidos através de bombeamento convencional. A remocdo requer lavagem com
solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo
alternativo de limpeza é o uso de biossurfatantes que promovem a diminuicdo na
viscosidade e a formagcdo de emulsbes oOleo/agua facilitando o bombeamento dos
residuos e a recuperacao do 6leo cru apds a quebra da emulsdo. Os sélidos resultantes
carregam uma quantidade limitada de 6&leo residual pela acdo detergente do
biossurfatante, tornando o descarte destes residuos menos problematico (Bognolo, 1999).

Banat et al. (1991), utilizaram biossurfatante produzido pela bactéria Pet 1006 para a



limpeza de tanques em substituicdo aos surfatantes convencionais. O produto bacteriano
promoveu a limpeza e recuperagao de 90% dos hidrocarbonetos presentes no residuo.
Recuperacao terciaria do petroleo (MEOR):

A MEOR (microbial enhanced oil recovery) consiste de uma tecnologia de
recuperacao terciaria do petréleo que utiliza microrganismos ou produtos de seu
metabolismo para a recuperacdo de Oleo residual (Banat, 1995b). O microrganismo
produz polimeros e surfatantes que reduzem a tensao superficial éleo-rocha, reduzindo as
forcas capilares que impedem a movimentacao do 6leo através dos poros do mineral. Os
biossurfatantes também auxiliam na emulsificacdo e na quebra dos filmes de dleo das
rochas (Banat, 1995a; 1995b).

Segundo Banat (1995a) o uso de biossurfatantes em MEOR envolve varias
estratégias, como a injecdo de microrganismos produtores de biossurfatantes no
reservatério e subsequlientes propagacao in siftu; ou a injecado de nutrientes no
reservatério, estimulando o crescimento de microrganismos selvagens produtores de
surfatantes; ou ainda a produgéo de biossurfatantes em reatores e posterior injecdo no
reservatério. A Ultima estratégia € mais cara devido a necessidade de capital para
producgéo, purificagdo e introducédo do biossurfatante (Moses,1987). As outras requerem
que o reservatério contenha bactérias capazes de produzir quantidades suficientes de
surfatante (Banat et al., 2000).

Para serem uteis na MEOR in situ, os microrganismos devem estar aptos a crescer
em condi¢cdes extremas como alta temperatura, presséo, salinidade e baixa tensdo de
oxigénio (Karanth et al., 1999). Muitos microrganismos adaptados a condi¢des extremas e
com capacidade para recuperacao de éleo cru, tém sido isolados e estudados. Jenneman
et al. (1983), propuseram o uso em MEOR do isolado Bacillus licheniformis JF-2,

anaerdbio, halotolerante e termotolerante e produtor de um biossurfatante muito efetivo.
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Aplicacoes terapéuticas:

Inibicdo da formagdo de coagulos e hemolise, formacdo de canais ibnicos em
membranas, atividade antitumoral e atividade antimicrobiana sdo algumas aplicacées
terapéuticas relacionadas a biossurfatantes de Bacillus (Arima et al., 1968; Peypoux et al.,
1999).

O biossurfatante produzido por R. erythropolis inibiu a multiplicacdo do virus do
herpes simples e virus parainfluenza (Uchida et al., 1989).

Thimon et al. (1995) descreveram outro biossurfatante com atividade antifingica
chamado de iturina, um lipopeptideo produzido por B. subtilis que afeta a morfologia e a
estrutura da membrana celular de leveduras.

Velraeds-Martine et al. (1996) relataram a inibicao da adesao de bactérias entéricas
patogénicas por biossurfatante produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o
desenvolvimento de agentes antiadesivos para uso em cateteres visando diminuir a
formacao de biofilmes.

Biossurfatantes na agricultura:

Os biossurfatantes sdo usados na agricultura especialmente em formulagbes de
herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagdes sao hidrofébicos e
agentes emulsificantes sdo necesséarios para dispersa-los em solugbes aquosas
(Rosenberg & Ron, 1999). Patel & Gopinathan (1986) relataram que biossurfatantes de
Bacillus foram utilizados para emulsificar formulagdes de pesticidas organofosforados
imisciveis.

Stanghellini & Miller (1997) concluiram que os rhamnolipideos possuem potencial
para o controle biologico de fitopatdgenos que produzem zoosporos.

Biossurfatantes na mineracao:
Os biossurfatantes podem ser utilizados para a dispersao de minerais inorganicos

em mineragao e processos fabris. Kosaric et al. (1987) isolaram compostos tensoativos

11



produzidos por culturas de Pseudomonas sp. € Alcaligenes sp., que podem ser utilizados
para flotacao e separacao de eschelita e calcita. A recuperagéao foi de 95% para CaWQO, e
30% para CaCO; respectivamente, ressaltando que reagentes quimicos convencionais
sdo incapazes de separar estes dois minerais.

Rosenberg et al. (1988) relataram o uso do biodisperan, polissacarideo anidnico
produzido por A. calcoaceticus A2, na prevencao da floculacdo e dispersdo de misturas
de pedra calcarea e agua. Ja Polman et al. (1994) relataram a solubilizacdo de carvao
utilizando biossurfatantes de C. bombicola.

Produtos de higiene e cosméticos:

Os biossurfatantes podem ser usados em produtos de higiene e cosméticos,
principalmente devido a sua compatibilidade com a pele ( Brown, 1991).

Alguns soforolipideos séo utilizados comercialmente como umectantes para
incorporacdo em produtos de maquiagem. A KAO Co. LTDA desenvolveu um processo
fermentativo para produgao de soforolipideos, que séo esterificados posteriormente,
resultando em um produto com aplicagédo em batons e como hidratante para pele e
cabelos (Desai & Banat, 1997).

A preparacao de biossurfatantes por agao enzimatica (principalmente por lipases)
sobre moléculas hidrofébicas deu uma nova dimensao a producdo destes compostos,
principalmente para aplicacdo em produtos de higiene e cosméticos (Banat et al., 2000).
Industria de Alimentos:

Os biossurfatantes sdo utilizados como emulsionantes para o processamento de
matérias-primas. A emulsificacao tem um papel importante na formagao da consisténcia e
textura bem como na disperséo de fase (Banat et al., 2000) e na solubilizagdo de aromas

(Banat, 2000).
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Os agentes tensoativos encontram aplicagdo em panificagdo e produtos carneos,
onde influenciam nas caracteristicas reoldgicas da farinha e a emulsificacdo de gorduras
(Vater, 1986).

O bioemulsificante produzido por C. utilis tem sido utilizado em molhos prontos para
saladas (Shephord et al., 1995).

Outras aplicacoes:

Outros campos de utilizacao dos biossurfatantes incluem a industria de papel, téxtil
e ceramica. O biodispersan tem aplicagao na industria de tintas (Rosenberg & Ron, 1999),
facilitando o manuseio, pois as particulas decantam mais lentamente, gerando maior
espalhabilidade e aumentando as propriedades de mistura. Os biossurfatantes também
sdo utilizados na fabricagcdo de extintores de incéndio para a estabilizacdo de espuma
(Reiser et al.,1989). Um resumo das funcdes e aplica¢des industriais dos biossurfatantes

€ mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Principais aplicagdes comerciais dos biossurfatantes

Funcodes

Campos de aplicacao

Emulsionantes e dispersantes
Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperagao

Cosméticos, tintas, biorremediacao, 6leos, alimentos
Produtos farmacéuticos e de higiene

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotacao de minérios
Tintas e alimentos

Mineragéo

Cosméticos e sistemas de liberacao de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperacao de petréleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos

Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Controle bioldgico de fitopatdgenos

Recuperacao terciaria de petréleo (MEOR)

Fonte: Banat, 2000; Banat et al., 2000.

13



3.5 Producao de biossurfatantes:

Apds serem produzidos, os biossurfatantes podem ser mantidos no interior das
células, aderidos as membranas ou excretados para o meio (Desai & Banat, 1997).

A fonte de carbono é muito importante na producdo de biossurfatantes. Os
microrganismos utilizam uma grande variedade destas fontes que incluem
hidrocarbonetos, carbohidratos e 6leos vegetais.

Segundo Haferburg et al. (1986) os microrganismos produtores de compostos
tensoativos podem ser divididos em trés categorias segundo a fonte de carbono utilizada:
aqueles que produzem surfatantes exclusivamente a partir de hidrocarbonetos, como
Candida lipolytica; aqueles que produzem surfatantes somente com substratos
hidrossoluveis, como Bacillus sp. e aqueles que produzem surfatantes tanto com
hidrocarbonetos quanto com substratos hidrossolUveis, como Pseudomonas sp.

O tipo, as propriedades e a quantidade de biossurfatante produzido por uma cultura
microbiana dependem n&o somente do microrganismo utilizado mas também do substrato
disponivel. A modificagdo do substrato freqlentemente altera a estrutura do produto e,
conseqlentemente, suas propriedades (Reiser et al., 1989).

Diferentes fontes de carbono podem influenciar ndo sé a composicdao do
biossurfatante mas também a maneira como é produzido. Cepas de Arthrobacter
produzem 75% de biossurfatante intracelular quando crescem em etanol ou acetato,
porém, com hidrocarbonetos, a produgao se torna totalmente extracelular (Reiser et al.,
1989).

Os trehalose lipideos produzidos por Arthrobacter, Nocardia e Corynebacterium sao
modificados para sacarose e frutose lipideos quando estes crescem em sacarose €
frutose (Reiser et al.,1993).

A estrutura da porcao lipidica do glicolipideo de Rhodococcus erythropolis é

influenciada pelo tamanho da cadeia do hidrocarboneto utilizado (Lin, 1996).
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Outros nutrientes que afetam a producao de biossurfatantes incluem nitrogénio,
fosfatos, ions metélicos e outros componentes (Lin, 1996).

As fontes de nitrogénio utilizadas na producao de biossurfatantes sdo muito variadas
e dependem do microrganismo utilizado, incluindo desde fontes organicas complexas
como milhocina, peptonas, farinha de peixe, uréia e autolisado de leveduras, até fontes
inorganicas como nitrato de amdnio, sulfato de aménio e outros (Mulligan & Gibbs, 1993).

Guerra-Santos et al. (1986) reportaram maxima producao de ramnolipideos apds
limitacao de nitrogénio com relacao carbono/nitrogénio (C/N) entre 16:1 a 18:1 e auséncia
de producao sem limitacdo de nitrogénio (relacdo C/N de 11:1). De acordo com Hommel
et al. (1987), durante a producao de biossurfatante de Torulopsis apicola, o rendimento de
biomassa depende, principalmente, da quantidade absoluta de nitrogénio e ndo da
natureza da fonte nitrogenada, enquanto que a concentragdo da fonte de carbono
determina a conversao a biosurfatante.

Segundo Peypoux & Michel (1992) a estrutura da surfactina é influenciada pela
concentracao de aminoacidos no meio. Roubin et al. (1989) relataram que o nitrato de
amonio foi superior a cloreto de aménio e nitrato de sédio como fonte de nitrogénio para a
producgéo de surfactina.

A adicdo de acido glutdmico e asparagina aumenta a produgéo de liquenesina-A por
B. licheniformis BAS50 (Yakimov et al., 1995).

A produgédo de biossurfatantes pode também ser influenciada pelo metabolismo do
fosfato (Mulligan et al., 1989). A relacao carbono/fésforo (C/P) € muito importante na
producao de rhamnolipideos por Pseudomonas aeruginosa (Guerra-Santos et al.,1986). O
fosfato inorganico também é importante pela sua capacidade tamponante. A producao de
lipopeptideos de B. liqueniformis JF-2 pode ser aumentada através da redugé&o na

concentracédo de fosfato do meio (Lin et al., 1994).
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A adicao de ferro e manganés aumentou o rendimento de surfactina de B.subtilis
(Cooper et al., 1981). Wei & Chu (1998) relataram um aumento de dez vezes na produgao
de surfactina quando a concentracdo de ferro no meio foi aumentada para 4uM,
resultando em niveis maiores que os atribuidos a cepas geneticamente selecionadas.

A produgcdo de biossurfatantes pode ser estimulada ou inibida pela adicdo de
antibiéticos como penicilina e cloranfenicol (Rubinovitz et al., 1982); além disso, a adicao
de precursores pode modificar a estrutura e o rendimento final do produto (Peypoux &
Michel, 1992).

As condi¢des de crescimento como pH, temperatura, agitacdo e disponibilidade de
oxigénio também afetam a producdo de biossurfatantes pelo seu efeito sobre o
crescimento e atividade celular (Desai & Banat, 1997). Sheppard & Cooper (1990)
concluiram que a transferéncia de oxigénio é um parametro chave para a otimizagao e
ampliacao de escala na producao de surfactina por B.subtilis.

3.5.1 Substratos alternativos:

Segundo Kosaric et al. (1984) diferentes estratégias podem ser enfocadas e
exploradas para reduzir os custos da producéo de biossurfatantes; como exemplo, tem-se
0 uso de microrganismos adaptados ou modificados visando aumentar o rendimento, o
desenvolvimento de métodos simplificados para recuperagdo do produto e o uso de
substratos de baixo custo. A economia é o fator crucial para o desenvolvimento de
qualquer processo biotecnologico; o sucesso da producao industrial de biossurfatantes
depende do desenvolvimento de processos mais baratos e do uso de matérias-primas de
baixo custo, uma vez que estas representam em torno de 30% do custo total (Cameotra &
Makkar, 1998). Apesar disto, poucos trabalhos tém sido publicados visando a producao
de biossurfatantes em residuos, principalmente pelo baixo rendimento obtido quando

comparado com meios tradicionais (Makkar & Cameotra, 1999b).

16



Uma das principais dificuldades na selecdo de um residuo como substrato
alternativo é encontrar a composi¢cdao adequada de nutrientes que permitam tanto o
crescimento celular como o acumulo do produto de interesse. Em geral, substratos
agroindustriais contendo altos niveis de carbohidratos ou lipideos suprem as
necessidades para uso como fonte de carbono para producdo de biossurfatantes
(Mercade & Manresa, 1994). Sabe-se que a biossintese de surfatantes € influenciada pela
concentracao de carbohidratos (relacao C/N), concentracdo de fosfato (relacado C/P) e
pela presenca de minerais como Fe, Mn e Ca (Cooper et al.,1981).

Mulligan & Cooper (1985) consideraram a utilizacdo de agua residual de turfa na
producao de biossurfatantes por B. subtilis. O residuo continha quantidades significativas
de carboidratos como glicose, galactose e xilose além de aminoacidos e acidos organicos,
adequadas para o crescimento e producao de biossurfatante. Embora o rendimento nao
tenha sido descrito, os autores relataram um valor de CMC de 8 mg/L.

Koch et al. (1988) relataram a producédo de surfatante por cepas de Pseudomonas
aeruginosa contendo o gene lac Z de E.coli, permitindo o crescimento e produgédo de
rhamnolipideos, utilizando soro de leite como substrato.

Sandrin et al. (1990) relataram a producao de 0,5 g/L de surfactina utilizando amido
como fonte de carbono.

Mercade et al. (1993) propuseram a utilizagao de residuos da extracdo de éleo de
oliva para a producao de rhamnolipideos por P. aeruginosa JAMM e Ohno et al. (1995)
relataram a producao de iturina e surfactina por B. subtilis NB22 em farelo de trigo e okara
(residuo de soja) por fermentagao sélida.

Babu et al. (1996) compararam a produgé@o de rhamnolipideos em meio sintético e
em residuos de destilaria e soro de leite. A taxa de crescimento especifica e a taxa de

formacdo de produto foram melhores para os residuos do que para o meio sintético,
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sugerindo que estes residuos podem ser utilizados na producdo industrial destes
surfatantes.

Makkar & Cameotra (1997) demonstraram a produgao de biossurfatantes por B.
subtilis termofilicos em meio de cultivo contendo melaco e sugeriram aplicacdo na MEOR.

Fox & Bala (2000) concluiram que B. subtilis € capaz de produzir biossurfatantes a
partir de residuos de processamento de batatas, substituindo fontes de carbono
tradicionais.

Thompson et al. (2000) compararam a producao de surfactina por B.subtilis ATCC
21332 em residuos da industria de batatas e em meio basal. Apesar de gerar niveis mais
baixos que o correspondente meio basal, os autores afirmaram que o produto obtido no
residuo possui potencial para uso em biorremediacao e MEOR.

A produgado de biossurfatantes por biotransformacao tem recebido consideravel
atencao nos ultimos anos. O principal objetivo deste processo € a alteracao de diferentes
por¢cbes hidrofdbicas e hidrofilicas através de fermentagdo microbiana e posterior uniao
destas porgdes por tratamento enzimatico, obtendo moléculas surfatantes (Desai & Banat,
1997). Segundo Lin (1996) os principais problemas na aplicacdo de enzimas para a
producéo de biossurfatantes sao o alto custo das enzimas e a dificuldade de solubilizacao
dos substratos hidrofébicos e hidrofilicos no meio de reagéo. Por outro lado, a producao
de biossurfatantes por fermentacao microbiana tem a desvantagem nos altos custos dos
processos de recuperacao e no grande volume de residuos gerados.

Outro fator importante a ser considerado quando se pretende estabelecer um
processo biotecnolégico a partir de substratos alternativos é a dificuldade de
padronizacdo devido as variagbes naturais de composicdo, sendo muitas vezes
necessaria a suplementagcao de nutrientes além de monitoramento constante, bem como
a avaliacao dos custos de transporte, armazenagem e tratamento prévio necessarios.

Além disso, as dificuldades analiticas e metodolégicas geram a necessidade de
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desenvolvimento de metodologias especificas para cada tipo de residuo utilizado
(Mercade & Manresa, 1994). Entretanto, a utilizacdo de residuos pode diminuir os custos
de producdo para niveis competitivos em relagdo aos similares obtidos por via
petroquimica e, ao mesmo tempo, reduzir 0s problemas ambientais relativos ao descarte
e custos de tratamento (Makkar & Cameotra, 2002).
3.5.2 Cinética de producao dos biossurfatantes:

Segundo Desai & Banat (1997) os parametros cinéticos da producdo de
biossurfatantes podem ser agrupados em quatro tipos principais: produg¢do associada ao
crescimento; producao sob condicdes de limitacao de crescimento; producao por células
em repouso ou imobilizadas e produ¢cao com suplementacédo de precursores.

Quando a producdo esta associada ao crescimento, ocorre relagdo paralela entre
crescimento, utilizacdo de substrato e produgdo de biossurfatante. A producdo de
rhamnolipideos por Pseudomonas sp; glicoproteinas por P.fluorescens; agentes
tensoativos de Bacillus cereus |AF346 e biodispersan de Bacillus IAF 343 s&o exemplos
de producgéo associada ao crescimento (Desai & Banat, 1997).

A producao de emulsan por Acinetobacter calcoaceticus € um exemplo de producao
mista, ou seja, associada e nao associada ao crescimento. Substancias como o emulsan
se acumulam na superficie celular durante o crescimento exponencial, e sdo liberados no
meio quando a sintese protéica diminui (Goldman et al.,1982).

A produgédo sob limitagdo de crescimento é caracterizada pelo aumento agudo nos
niveis de biossurfatante como resultado da limitacdo de um ou mais componentes do
meio de cultura. A superproducdo de biossurfatante por Pseudomonas spp. ocorre
quando a cultura atinge a fase estacionaria de crescimento devido a limitagcao de
nitrogénio ou ferro (Guerra-Santos et al., 1986).

A produga@o por células em repouso ou imobilizadas consiste em um tipo de

producdo no qual nao ocorre multiplicagdo celular. As células, entretanto, continuam a
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utilizar as fontes de carbono para producdo de biossurfatante. Exemplos deste tipo de
producao incluem soforolipideos de Torulopsis bombicola e Candida apicola e trehalose
tetraésteres de Rhodococcus erythropolis. A produgdo de biossurfatantes por células
imobilizadas é importante na reducao de custos de recuperacao, a medida que as fases
de crescimento e formacao de produto podem ser separadas (Desai & Banat, 1997).

3. 6 Extracao e purificacao:

Segundo Desai & Banat (1997), a recuperacao dos biossurfatantes depende
principalmente de sua carga idnica, solubilidade e localizacao (intracelular, extracelular ou
ligado a parede celular). O isolamento de biossurfatantes hidrossolUveis extracelulares
geralmente envolve varias etapas de concentracdo enquanto que o isolamento de
biossurfatantes associados a paredes celulares ou insolliveis em agua é relativamente
mais facil (Lin, 1996).

Em geral, compostos intracelulares requerem maiores custos de recuperagéo, pois
as células devem ser primeiramente rompidas por meios mecanicos ou enzimaticos antes
da purificacédo, adicionando mais uma etapa ao processo (Mulligan & Gibbs, 1993).

Quando hidrocarbonetos sao usados como fonte de carbono, surge a dificuldade de
separar o surfatante sem deixar tragos de substrato no produto final. Este aspecto € muito
importante se o produto for aplicado na industria de alimentos ou farmacéutica (Mulligan &
Gibbs, 1993).

A técnica mais utilizada para a recuperacdo de biossurfatantes é a extragdo com
solventes organicos como metanol, cloroférmio, butanol e hexano. Os trehalolipideos,
soforolipideos e liposan sdo exemplos de biossurfatantes extraidos com solventes (Desai
& Banat, 1997).

A precipitacdo com sulfato de amoénio é utilizada para a extragdo de emulsan e
biodispersan. A surfactina e outros biossurfatantes carregados produzidos por Bacillus

podem ser extraidos por precipitagdo acida, ajustando o pH do meio para o ponto
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isoelétrico do composto desejado, enquanto que biossurfatantes de Pseudomonas sp. e
Candida tropicalis sao extraidos por precipitacdo com acetona (Mulligan & Gibbs, 1990).

A ultrafiltracdo tem sido utilizada para a separacao de biossurfatantes do meio de
fermentacdo, como no caso de glicolipideos, utilizando a capacidade dos biossurfatantes
em formar micelas ou agregados acima da CMC, que podem ser retidos em membranas
de exclusao de alto peso molecular (Lin & Jiang, 1997).

A surfactina de B. subtilis pode ser removida do meio através da coleta da espuma
sendo posteriormente precipitada e extraida com solventes. Praticamente toda a
surfactina permanece na espuma, diminuindo perdas e permitindo a remogao continua e
in situ do produto (Cooper et al., 1981).

Para a extragdo em larga escala ou para o isolamento continuo de surfatantes do
meio de fermentacdo também foram relatadas técnicas de cromatografia de adsorcéao,
troca i6nica e para sua purificagdo, HPLC e filtragdo em gel (Lin, 1996).

3.7 Biossurfatantes produzidos pelo género Bacillus:

Algumas bactérias do género Bacillus produzem diversos lipopeptideos que
demonstram grande propriedade tensoativa (Rosenberg & Ron, 1999).

Culturas de B. subtilis produzem um lipopeptidio ciclico conhecido como surfactina
ou subtilisina (Arima et al., 1968). Algumas cepas de B. subtilis produzem, além da
surfactina, outros lipopeptideos ciclicos denominados iturina A e fengicina como co-
produtos durante a fermentacdo (Ohno et al.,1995, Hbid et al.,1996). Besson & Michel
(1992) determinaram que a producado de surfactina iniciava na fase logaritmica enquanto
que a da iturina ocorria durante a fase estacionaria.

Cepas de B. liqueniformis e B. pumilus produzem liquenisina (halobacilina) e
pumilamicina, respectivamente, ambos derivados estruturais peptidicos da surfactina (Lin
et al.,, 1994; Yakimov et al.,, 1995). Todos os lipopeptideos tensoativos consistem

estruturalmente de diversos aminodcidos ligados covalentemente com o grupo carboxila e
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hidroxila de acidos graxos B-hidrédxi. As estruturas variam na composicao de aminoacidos,
posicao do anel lactona e na porg¢ao lipidica (Yakimov et al., 1995).
3.7.1 Surfactina:

A historia da surfactina iniciou em 1968 quando Arima et al. relataram a presenca de
um novo composto biologicamente ativo em culturas de B. subtilis. Este composto foi
chamado de surfactina pela sua excepcional atividade tensoativa. Posteriormente,
Kakinuma et al. (1969) elucidaram a estrutura lipopeptidica da surfactina.

Em termos estruturais a surfactina consiste em um heptapeptideo unido por ligacao
lacténica a um acido graxo B-hidroxi contendo de 13 a 15 carbonos (Figura 1).

As propriedades fisico-quimicas da surfactina foram descritas por Arima et al.
(1968). A surfactina é um lipopeptideo aniénico de massa molecular igual a 1050+100Da.
Apresenta-se na forma de cristais em agulha de coloragado branca, com ponto de fusao
entre 137-140°C. E sollvel em agua alcalinizada, acetona, metanol, etanol, benzeno,
cloroférmio e acido acético glacial, sendo insolivel em &agua e &acidos minerais e
fracamente sollvel em tetracloreto de carbono, éter de petréleo, hexano e ciclohexano.
E estavel em pH de 7-9 a 120 °C por 30 minutos, apresenta reacao positiva para biureto e
negativa para ninhidrina, sendo precipitada em solucées alcalinas com 50% de saturagao
com sulfato de aménio ou metais divalentes.

A surfactina é considerada um dos mais potentes biossurfatantes conhecidos.
Segundo Cooper & Zajic (1980), a CMC da surfactina em agua é de 25 mg/L e a tensao
superficial atinge niveis de 25 mN/m. A tensao interfacial contra hexadecano é de TmN/m.

A biossintese dos surfatantes envolve a sintese da porcao lipidica e da porcao
hidrofilica (peptidica) e subsequiente unidao das duas porgdes. Segundo Mulligan & Gibbs
(1993) o controle do metabolismo intermediério de carboidratos é muito importante para a

producdo de surfactina. A chave para a formacao da porgéao lipidica ocorre no nivel da
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transformacao da acetil-CoA pela isocitrato desidrogenase no ciclo de Krebs. A producao

de surfactina se inicia a medida em que a atividade da isocitrato desidrogenase diminui.

L-Asp— D Leu — L Leu—(l) (|3H3
/ HC— (CH,)g—CH
L-Val ' '
CH, CH,

|
D-Leu—— L4deus—1L-Glu—C=0

Figura 1. Estrutura quimica da surfactina produzida por Bacillus subtilis .

Roubin et al. (1989) determinaram que quando ocorria a redugdo da atividade da
isocitrato desidrogenase pela queda na tensdao de oxigénio, aumento da taxa de
crescimento ou pela adicdo de &cido citrico, o metabolismo de B. subtilis poderia ser
desviado do ciclo de Krebs (energia) para o acumulo de lipideos, com conseqlente
aumento nos niveis de surfactina.

Em contraste com a maioria dos metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus, a
biossintese da surfactina ocorre durante a fase de crescimento e também na fase pés-
exponencial (Vater, 1986).

A biossintese da surfactina é catalisada extra-ribossbmicamente pela acao de um
complexo multienzimatico chamado de surfactina-sintetase (Peypoux et al., 1999).

Cooper et al. (1981) definiram um meio mineral minimo para a produgao de
surfactina, contendo sais minerais, nitrato de aménio como fonte de nitrogénio e glicose
como fonte de carbono (meio basal de Cooper). Os autores também estabeleceram a
necessidade e o efeito estimulante dos ions ferro e manganés sobre a produgado do
surfatante.

A sacarose e a frutose também foram mencionadas como fontes de carbono

eficientes, enquanto que a presenca de glicerol diminuiu a producdo de surfactina
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(Peypoux et al, 1999). Em contraste com outros biossurfatantes, a biossintese de
surfactina nao é estimulada pela presenca de hexadecano (Sandrin et al.,1990).

Kim et al. (1997) modificaram a fonte de nitrogénio do meio de Cooper e limitaram o
nivel de oxigénio, direcionando o fluxo energético para a biossintese de produto, obtendo
7 g|L de surfactina ou seja, aproximadamente dez vezes mais do que o rendimento obtido
no meio basal.

Wei & Chu (1998) demonstraram um aumento significativo na producdo de
surfactina através da suplementacdo do meio de cultura com ferro, enquanto que Davis
et al. (1999) demonstraram que a producao de surfactina é influenciada fortemente pelo
metabolismo de nitrogénio. Os autores sugeriram que ha uma ligagao entre o0 aumento da
producao de surfactina com o crescimento celular sob limitagao de nitrato.

Ohno et al. (1995) utilizaram fermentacao sélida para a producédo de surfactina em
residuos da fabricacdo de tofu, atingindo niveis entre 4 a 5 vezes melhores que a
correspondente fermentagdo submersa.

As condicdes de cultivo das cepas de B.subtilis geralmente incluem aerobiose e
temperaturas entre 30-37°C, embora isolados termofilicos ja tenham sido relatados
(Makkar & Cameotra,1997).

A surfactina é frequentemente extraida do meio de cultura por métodos cléssicos
que incluem precipitacdo acida, recristalizacao e extracdo com solventes organicos. Para
purificacao sao utilizados métodos cromatograficos. Mulligan & Gibbs (1990) propuseram
um método de ultrafiltragao para a concentragao e purificacdo do lipopeptideo, enquanto
que Razafindralambo et al. (1993) sugeriram extracao por fase soélida.

A técnica de fracionamento com espuma oferece a vantagem de remogao continua
do surfatante do meio de fermentacdo, sem perda significativa de biomassa, além de

impedir a ocorréncia de retroinibicao (Cooper et al.,1981).
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Dentre os efeitos bioldgicos atribuidos ao lipopeptideo surfactina, destaca-se a
atividade antimicrobiana (Arima et al.,1972), atividade antitumoral (Kameda et al., 1974) e
atividade antiviral (Vollenbroich et al.,1997a). A acdo da surfactina parece estar
relacionada a alteracdes na integridade das membranas, devido a capacidade do
lipopeptideo em interagir com os fosfolipideos presentes nas membranas celulares
(Maget-Dana & Ptak, 1995).

Segundo Peypoux et al. (1999), uma grande variedade de derivados estruturais
obtidos por modificacdes na cadeia peptidica da surfactina tém sido relatados, desde
variantes estruturais, como a pumilacidina (Naruse et al., 1990), variantes biossintéticos
(Peypoux et al. 1994), variantes obtidos por técnicas moleculares (Stachelhaus et al.,
1995) e surfactina quimicamente modificada (Glu-y-metil éster de surfactina) (Thimon et
al., 1994). Segundo Thimon et al. (1994) a surfactina quimicamente modificada
demonstrou melhor atividade tensoativa e menor CMC, sugerindo que a alteracao na
porcao peptidica pode gerar novos lipopeptideos com diferentes propriedades, sendo
possivel a construgdo de novas moléculas com maior gama de aplicagcdes.

A modificacao genética de linhagens de B. subtilis visando aumento da producao de
surfactina também tem sido proposta. Mulligan et al. (1989) utilizaram radiagao ultra-
violeta para obter um mutante capaz de produzir 3,5 vezes mais surfactina que a
linhagem original. Ohno et al. (1992) relataram que a producdo de surfactina era 1,5
vezes maior em B. subtilis recombinante no qual foi introduzido um plasmidio contendo
genes relacionados a producgao do lipopeptideo.

Apesar de suas propriedades tensoativas e biolégicas, a surfactina ainda néao é
explorada comercialmente devido principalmente ao alto custo de produgdo associado ao
baixo rendimento. Mais recentemente, outras aplicacdoes tém sido demonstradas incluindo
emulsificacdo, agente espessante e estabilizador de espuma (Razafindralambo et al.,

1998).
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3.8 Manipueira:

A mandioca, raiz muito consumida no Brasil, pode ser utilizada diretamente na
alimentacao ou destinada a industria para producao de farinha e fécula. O aproveitamento
industrial gera residuo liquido e soélido que, se forem dispensados sem tratamento,
apresentam forte impacto ambiental em funcao da grande quantidade de matéria organica
e da presenca de compostos toxicos (Cereda, 1994).

Na fabricacao da farinha de mandioca sao gerados residuos como a casca, o farelo
e a manipueira (Figura 2). Manipueira é uma palavra de origem tupi-guarani que significa
“0 que brota da raiz de mandioca”, e consiste na agua de constituicio da mandioca,
extraida na prensagem da massa ralada, durante a producdo de farinha. Durante a
fabricacdo da farinha de mandioca sdo gerados aproximadamente 300 L de manipueira
por tonelada de raiz processada (Barana, 2000). Estima-se que cerca de 60% das raizes
colhidas sejam empregadas na producdo de farinha o que representa em torno de 15
milhdes de toneladas por ano (Del Bianchi & Cereda, 1999).

O potencial poluidor da manipueira é consideravel devido a grande concentracao de
material de origem organica nao esgotado, sendo agravado em fungao do grande volume
gerado. Além de poluente, o residuo €& toxico pela presenca de glicosideos
potencialmente hidrolisaveis a cianeto, como a linamarina e a lataustralina. Estes
compostos sao hidrolisados em presenca de acidos ou enzimas, gerando radicais livres
de cianeto e a seguir, de acido cianidrico (Cereda, 1994). Sem solucao de baixo custo,
as empresas (principalmente pequenas) acabam por descartar o efluente em rios ou
terrenos proximos. Estas fabricas se concentram em determinadas regides, geralmente
proximas a fonte de matéria-prima, agravando ainda mais o problema ambiental (Barana ,
2000).

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns dados sobre a composicdo da manipueira

utilizada neste trabalho. Nota-se que a manipueira € constituida por carbohidratos,
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nitrogénio e diversos sais minerais que tornam este residuo passivel de ser aproveitado
para o cultivo de microrganismos.

Entre os possiveis usos da manipueira em processos biotecnoldgicos destacam-se a
producdo de biomassa oleaginosa (Efing & Wosiacki, 1998), a producdo de bioaromas
(Damasceno, 1999), a producdao de biogas (Barana, 2000) e a produgcao de

biossurfatantes (Santos et al., 1999).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira utilizada neste trabalho.

Variaveis Concentragao

Solidos totais (g/L) 62,00
DQO (g/L) 55,80
Acucares totais (g/L) 41,45
Acucares redutores (g/L) 18,25
Aclcares nao-redutores (g/L) 23,27
Nitrogénio total (g/L) 2,08
Fosforo (mg/L) 2445
Potassio (mg/L) 3472,60
Calcio (mg/L) 292,53
Magnésio (mg/L) 519,00
Enxofre (mg/L) 154,00
Ferro (mg/L) 7,80
Zinco (mg/L) 2,80
Manganés (mg/L) 1,70
Cobre (mg/L) 1,00
pH 5,8
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Figura 2. Fluxograma de producgéao de farinha de mandioca (Del Bianchi & Cereda, 1999).

28



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e meios de cultura:
4.1.1 Microrganismos: isolados de Bacillus sp. pertencentes a colegao de culturas do
Laboratorio de Bioquimica de Alimentos e Bacillus subtilis ATCC 21332, proveniente da
American Type Culture Collection — EUA.
4.1.2 Meios de cultura: para manutengado das bactérias foram utilizados tubos contendo
agar nutriente (NA) inclinado. As culturas foram mantidas em geladeira (5°C) e repicadas
a cada 30 dias. Para a producao de biossurfatante foram utilizados o meio basal (Cooper
et al.,, 1981) e manipueira.
- Meio basal (%): glicose 3.0, NaCl 5.0, NH,SO, 0.1, MgSO, 0.025, extrato de levedura
0.05, solugéo de minerais 1.0 (contendo g/L: MnSO, 3.0, FeSO, 0.10, CaCl, 0.1, ZnSO4
0.1, CuS0O,4 0.01, H3BO3 0.01, NaMnO, 0.01) em tampé&o fosfato 0,2M e pH 6,5.
- Manipueira:
a) Coleta e armazenamento da manipueira: o residuo foi coletado na fabrica (Plaza S. A.)
e conduzido imediatamente ao laboratério, sendo posteriormente homogeneizado e
distribuido em garrafas plasticas mantidas a -18°C.
b) Caracterizacdo do substrato: a composicdo de minerais, nitrogénio e carbono da
manipueira foi determinada pelo Laboratério de Analise de Solos e Planta do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC), de acordo com a legislagao vigente.
Os agucares presentes foram determinados de acordo com as seguintes metodologias:

- Carbohidratos totais:método fenol-sulfurico, conforme Daniels et al. (1994).

- Acucares redutores totais: método colorimétrico (DNS), segundo Miller (1959).

- Glicose, frutose, sacarose e maltose: por cromatografia liquida de alta eficiéncia

em cromatografo Waters (modelo 600E) acoplado a detector de indice de
refracdo. Coluna YMC Pack Poliamina Il (5um, 120A ; 4,6 x 250mm ID) e fase

mével acetonitrila/agua (75:15) com fluxo de 1 mL/min a 25°C. Os agucares
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presentes nas amostras foram determinados através de comparagao dos tempos
de retencao de solugbes padréo de glicose, sacarose, maltose e frutose.
c) Preparo dos meios de manipueira: apdés descongelamento do residuo foram
preparados os meios:

- Manipueira integral (l): contendo sélidos em suspensao (6,2 % p/v sélidos totais);
a manipueira foi homogeneizada e distribuida em frascos erlenmeyers.

- Manipueira decantada e centrifugada (F): sem a presenca de soélidos insoluveis.
Partindo-se do principio de que o amido possui a capacidade de absorver agua
quando aquecido (aumentando seu peso), a remog¢ao do amido e outros solidos
insoluveis presentes no residuo foi feita por aquecimento seguido de decantagéo e
centrifugagcédo. A manipueira foi submetida a aquecimento até fervura e resfriada a
temperatura ambiente. O meio resfriado foi centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos, o sobrenadante constituiu-se no meio manipueira F.

- Manipueira decantada (IPS): a manipueira foi deixada em temperatura ambiente
por aproximadamente 2 horas para decantacdo natural das particulas em
suspensdo. O sobrenadante foi coletado e distribuido em frascos. Sélidos totais
2,3% (p/v).

- Manipueira integral diluida (I/2): diluida 50% com agua destilada. Sdlidos totais
3,8% (p/v).

- Manipueira decantada e centrifugada diluida (F/2): diluida 50% com agua
destilada.

O pH dos meios nao foi modificado, mantendo-se em torno de 5,8 - 5,9 (pH natural da
manipueira). Todos os meios foram esterilizados por autoclavagem a 121°C, 1 atm por 15

minutos.
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4.2 Selecao de microrganismos produtores de biossurfatante em manipueira:
4.2.1 Microrganismos:
Onze isolados de Bacillus produtores de surfatantes, pertencentes a cole¢do de culturas
do Laboratorio de Bioquimica de Alimentos- FEA (originalmente isolados de amostras de
solo e vegetais) e a cepa padrao B.subtilis ATCC 21332.
4.2.2 Meios:
Para selecéo inicial de microrganismos potenciais foram utilizados meios de manipueira F
e meio basal como controle.
4.2.3 Preparo do inoculo e condicées de cultivo:
Uma alcada das culturas mantidas a 4°C foi transferida para erlenmeyer de 50 mL
contendo 20 mL de caldo nutriente, incubando-se em agitador rotatério a 120 rpm, 30°C
por 24 horas. Visando a padronizagdo do numero de células iniciais de cada isolado
testado, a densidade otica do inéculo foi medida em espectrofotometro a 610 nm
utilizando como branco caldo nutriente estéril. Os valores de densidade 6ptica foram
ajustados na faixa entre 0,4-0,5 através de diluicdes com o meio de cultura. Apés ajuste,
inoculou-se 1 mL de cada cultura a ser testada em frascos erlenmeyers de 50 mL
contendo 15 mL dos respectivos meios e incubando-se em agitador rotativo tipo shaker a
30°C, 150 rpm por 72 horas. Os experimentos foram conduzidos em trés repeticdes
independentes. Apds o cultivo, os meios foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos
e 0 sobrenadante livre de células foi submetido as medidas de tensdo superficial e
diluicao micelar critica (CMD).
4.2.4 Determinacdo da Tensao Superficial:
A medida da tens&o superficial foi realizada em tensiémetro Kriiss Processor Tensiometer
modelo K12 . As analises foram realizadas pelo método de placa, utilizando uma placa de
platina-iridio com perimetro molhado de 40,0 mm, comprimento de 19,9 mm e espessura

de 0,10 mm, denominada placa de Wilhelmy. As condicdes de analise foram: volume
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médio da amostra de 10 ml, temperatura de 20-25°C, intervalos de medidas 15s, e desvio
padrao referente a 5 medidas < 0,20 mN/m.
4.2.5 Determinacao da Diluicao Micelar Critica (CMD):
Aliquotas de 0,1ml e 1ml dos meios de cultura centrifugados foram diluidos 10 vezes
(CMD™) e 100 vezes (CMD®?) em &gua destilada, sendo as tensdes superficiais das
respectivas diluicbes determinadas conforme descrito acima.
4.2.6 Crescimento em dagar manipueira:
A manipueira foi adicionada de agar bacteriolégico na concentracdao de 15 g/L e
esterilizada em autoclave, sendo posteriormente distribuida em placas estéreis. As placas
com agar manipueira foram marcadas com um circulo central de 0,5 cm de diametro. Com
auxilio de alga de platina, os isolados selecionados foram inoculados na regido delimitada
da placa incubando-se a 30°C por 24 horas. Ap6s este periodo, o didmetro de
crescimento (cm) de cada isolado no agar manipueira foi medido.

4.3 Selecao do meio de manipueira para a producao de biossurfatantes:
4.3.1 Microrganismo:
Utilizou-se o microrganismo produtor de biossurfatante selecionado na etapa anterior
(Bacillus LB5a) . O microrganismo foi submetido a testes bioquimicos de identificagao
utilizando o sistema API 50CH (BioMérieux) para identificacao da espécie. Os resultados
permitiram a identificagdo deste microrganismo como Bacillus subtilis.
4.3.2 Meios:
Manipueira I, IPS, F, F/2, /2 preparados conforme descrito em 4.1.2 c.
4.3.3 Inoculo e condicoes de cultivo:
A partir de uma cultura estoque mantida em geladeira preparou-se um tubo inclinado
incubando-se por 24 horas a 30°C. Duas algcadas da cultura foram transferidas para um
frasco erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de caldo nutriente, incubando-se nas

condicdes acima por 8-12 horas até a cultura atingir 10® ufc/mL. Ap6s a incubagédo, 1 mL
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da cultura a ser testada foi inoculada em frascos erlenmeyers de 50 mL contendo 15 mL
dos respectivos meios e incubando-se em agitador rotativo (shaker) a 30°C e 150 rpm por
72 horas, sendo retiradas quatro amostras. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata com trés repeticdes independentes.

Analises: aliquotas de 1 ml de cada meio foram retiradas e submetidas a medida de pH e
contagem de células viaveis. O volume restante foi centrifugado a 10.000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante livre de células submetido as medidas de tensao superficial,
diluicdo micelar critca (CMD), concentracdo micelar critica reciproca (CMC™),
concentracédo de biossurfatante bruto e carbohidratos totais.

4.3.4 Determinacdo do numero de células viaveis:

Utilizou-se a técnica de diluicdes sucessivas e plaqueamento pelo método da gota (Miles
& Misra, 1938). Uma aliquota de 1 mL de amostra foi diluida em 9 mL de &gua destilada
estéril e misturada vigorosamente por inversdo. Esta primeira diluigao foi sucessivamente
diluida e gotas de 20 uL de cada diluicdo foram colocadas na superficie de placa
contendo agar nutriente com auxilio de pipeta automatica. Apds incubacado em estufa a
30°C, o numero de colbnias presentes em cada gota foi contado e expresso em ufc/mL.
4.3.5 Concentracao de biossurfatante bruto:

Uma aliquota do meio de cultura livre de células foi adicionada de HCI 6N até pH 2,0 e
mantida por aproximadamente 12 horas a 4°C. O precipitado foi coletado apos
centrifugacéo a 10.000 rpm por 20 minutos e recuperado com agua destilada (pH 2,0),
sendo colocado em recipientes de aluminio (previamente tarados) e levando para estufa
a 60°C por 24 horas e dessecador, até peso constante. O peso foi determinado por
diferenga calculando-se posteriormente a concentragdo (m/v).

4.3.6 Determinacdo de carbohidratos totais:

Método fenol-sulfurico, conforme Daniels et al. (1994).
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4.3.7 Concentracao Micelar Critica (CMC):

A determinacdo da CMC foi realizada segundo técnica descrita por Sheppard & Mulligan
(1987), através de medidas da tensao superficial do meio de fermentacdo (livre de
células) diluido sucessivamente, com igual volume de agua destilada. As medidas foram
feitas até que o valor de tensao se aproximasse ao valor da agua. Construiu-se um grafico
de concentracdo (%) no meio de cultura x TS (tensdo superficial), sendo que a
concentracao micelar critica é o valor da concentracao que corresponde ao ponto central
de inflexdo da curva (Figura 3) . A CMC™ corresponde ao valor de diluigdo necessario
para atingir a CMC. No exemplo acima a CMC é de aproximadamente 1,4% e a CMC™' ou
seja 1/CMC = 1/1,4 x 100 = 71,4. Portanto, o meio deve ser diluido aproximadamente 71

vezes para atingir a CMC; abaixo, exemplifica-se o método utilizado para o célculo.
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Figura 3. Determinacao da CMC através de diluicbes sucessivas do meio de cultura.
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4.4 Cinética de producao do biossurfatante:
As bactérias Bacillus subtilis LB5a e Bacillus subtilis ATCC 21332, foram cultivadas em
meio manipueira F, definido na etapa anterior. As condi¢coes de cultivo foram as mesmas
relatadas no item 4.3.3. e as amostras foram retiradas a cada 12 horas para analises.
A atividade de protease foi determinada no meio de cultura livre de células segundo
metodologia descrita por Fleuri (2003).

4.5 Caracterizacao quanto as propriedades e composicao quimica:
4.5.1 Estudos de estabilidade:
Apds cultivo por 48 horas, 0 meio de manipueira livre de células foi submetido a testes de
estabilidade.
4.5.1.1 Estabilidade de pH :
O pH do meio foi ajustado para valores entre 2 a 12 com NaOH ou HCI 1N. Apo6s 30
minutos a tensao superficial e CMD foram determinadas, conforme descrito em 4.2.4 e
4.25.
4.5.1.2 Estabilidade de temperatura:
O meio foi aquecido a 100°C durante 15, 30, 60, 90 e 120 minutos e a 121°C por 15
minutos. Apos resfriamento a tensao superficial e CMD foram medidas. O congelamento
da amostra a -15°C por 6 meses também foi avaliado.
4.5.1.3 Estabilidade frente a forca idnica:
O meio foi adicionado de NaCl em concentragdes variando entre 1 a 25% , medindo-se
posteriormente a tensao superficial e a CMD.
4.5.2 Determinacdo da Tensao Interfacial:
A medida da tensao interfacial foi realizada em tensiémetro Krliss Processor Tensiometer
modelo K12, utilizando método da placa. As medidas foram realizadas com meios de
cultura isentos de células contra hexadecano como meio imiscivel. Primeiramente, o

aparelho foi zerado com hexadecano, que constitui a fase leve da mistura; em seguida 10
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ml do meio de cultura contendo o biossurfatante foram colocados no aparelho, a placa foi
ajustada e 10 mL de hexadecano foram adicionados cuidadosamente procedendo-se a
medida nas mesmas condi¢des estabelecidas para tensao superficial.

4.5.3 Extracao e purificacdo do biossurfatante produzido:

A extracao foi realizada segundo Makkar & Cameotra (1999a) apés cultivo em manipueira
F por 48 horas.

4.5.3.1 Extracao:

A extracdo primaria foi realizada por precipitacdo acida, ajustou-se o pH do meio de
cultivo livre de células para 2,0 com HCI 6N e o mesmo foi mantido a 4°C por
aproximadamente 12 horas. O biossurfatante foi separado por centrifugacdo a 10.000
rom por 20 minutos. O precipitado obtido foi redissolvido em agua destilada ajustando-se
o0 pH da solucdo para 7,0. Colocou-se a solucdo em estufa a 50 °C até secagem. O
produto obtido foi extraido com cloroférmio/metanol (65:15 v/v) e filtrado em papel filtro
comum. A mistura solvente filtrada foi colocada em capsula de porcelana e levada a
estufa 50°C até secagem. O produto semi-purificado obtido foi utilizado nas etapas de
purificacao.

4.5.3.2 Purificacdo: cromatografia de adsorcao:

Amostras de 0,4g do biossurfatante bruto obtido na extracdo primaria foram dissolvidas
em 5 mL de cloroférmio/metanol (65:15 v/v) e transferidas para coluna empacotada (25 x
2,0 cm) com silica gel 60. O produto foi eluido com solventes de polaridade crescente. Os
solventes utilizados foram cloroférmio, cloroférmio/metanol (2:1 v/v) e metanol, utilizando-
se 60 mL de cada. Frac6es de aproximadamente 12 mL foram coletadas e a presenca do
biossurfatante detectada pela leitura de absorbancia a 220nm. As fragbes selecionadas
foram reunidas e evaporadas em estufa a 50°C. O biossurfatante purificado obtido foi

utilizado para as anélises de composicao quimica.
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4.5.4 Caracterizacao quimica:

4.5.4.1 Cromatografia de camada delgada:

Utilizou-se placa de silica gel 60 (Merck) aplicando-se amostras do biossurfatante
purificado e de surfactina padrao (Sigma), dissolvidas em cloroférmio/metanol (65:15 v/v).
Como sistema solvente utilizou-se uma mistura de cloroférmio/metanol/agua (65:15:1 v/v).
A revelacao foi feita com agua destilada e aquecimento por 5 minutos a 110°C (Makkar &
Cameotra,1999a)

4.5.4.2 Analise de composicao bioquimica:

O conteldo de proteina do biossurfatante obtido foi determinado pelo método de Biureto
(Gornall et al.,1949) e o conteudo lipidico pelo método de Bligh & Dyer (1959).

4.5.4.3 Analise de aminodcidos:

A composicdo de aminoacidos do surfatante foi determinada em analisador de
aminodcidos (Pickering Laboratotries - USA), apo6s hidrélise da amostra com HCI 6N a
105°C por 24 horas.

4.5.4.4 Espectroscopia de infravermelho:

Amostras do biossurfatante purificado e da surfactina padrao (Sigma) foram submetidas a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier utilizando espectrometro
Perkin Elmer FT-IR modelo Spectrum One. As amostras foram solubilizadas em um
pequeno volume de cloroférmio e aplicadas (1 gota) em pastilha dupla de sodio. Apos
evaporagao do solvente em ambiente livre de umidade, o espectro foi gerado entre 500-
4000 cm™ com resolugdo de 4 cm™.

4.5.4.5 Espectrometria de massa — ESI :

Foi realizado em espectrometro de massa tipo quadrupolo “time-of- flight” (TOF) equipado
com ionizacao por eletrospray (ESI) marca Micromass Q-Tof 1. Condi¢cdes de operacao
para ESI: gas de dessolvatagédo (nitrogénio) aquecido a 100°C; o capilar foi mantido em

um potencial de 3,5 Kv e a voltagem do cone foi 35Kv. O espectro MS/MS foi gerado
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utilizando argénio como géas de colisdo sendo a energia de colisdo 25eV. As amostras de
surfactina padrdao (Sigma) e biossurfatante purificado foram dissolvidas em mistura de
acetonitrila/agua (1:1 v/v) + 0,01% de acido férmico para andlise em modo positivo. A
injecao foi realizada em fluxo de aplicacao continuo de 15uL/min.

4.6 Aplicacoes do biossurfatante obtido:
4.6.1 Atividade emulsificante (Eyy):
Foi realizada segundo metodologia descrita por Cooper & Goldenberg (1987). Em tubos
de ensaio com tampa rosca foram distribuidos 4 mL de solugcdo aquosa 1mg/mL (do
biossurfatante semi-purificado), adicionando-se 6 mL de diferentes hidrocarbonetos a
serem testados (hexano, tolueno, decano, querosene, tetradecano, 6leo de soja). Cada
tubo foi submetido a vortex maximo por 2 minutos deixando-se em repouso por 24 horas.
O indice E»4 foi determinado medindo-se a altura da camada emulsionada (cm) dividindo-
se pela altura total de liquido x 100.
4.6.2 Potencial para biorremediacao:
A capacidade de remocao de petrdleo de areia contaminada foi testada através da
saturacao de 60g de areia com 5 mL de petroleo. Porgdes de 20g da areia contaminada
foram colocadas em Erlenmeyer de 250 mL adicionando-se 20 mL de &agua (frasco
controle) e 20 mL de solucdo aquosa 1mg/mL de biossurfatante obtido (frasco teste). Os
frascos foram agitados a 150 rpm por 12 horas, a temperatura ambiente. Retirou-se o
liquido da primeira lavagem procedendo-se uma segunda adicdo de 20 mL de agua e
biossurfatante, incubando-se nas mesmas condicées acima. O liquido da segunda
lavagem foi removido e a areia foi retirada do frasco sendo colocada em estufa a 50°C
até secagem.
4.6.3 Atividade antimicrobiana:
A atividade antibiética do biossurfatante purificado foi testada contra bactérias e fungos

pelo método de difusdo em agar (Barry & Thornsberry, 1991). A solucédo estoque de
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biossurfatante (20ug/uL) foi preparada em mistura de cloroférmio/metanol (65:15 v/v) e
aplicada em discos de papel filtro (Whatman 3, diametro 0,5 cm). Discos contendo 100ug
e 200ug de biossurfatante, bem como um disco controle contendo apenas solvente foram
testados. Os discos foram colocados na superficie de meio sélido previamente inoculado
com 0s microrganismos a serem testados. A inibicao do crescimento foi medida através
do diametro dos halos formados ao redor dos discos. Foram testados os seguintes
microrganismos: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus equi, Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus, Salmonella choterasius, Candida glabrata, Saccharomyces cerevisae, Mucor
michei, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Colletotrichum sp, Alternaria macrospora,
Rhizopus oligosporus, Fusarium oxisporium, Paecilomyces sp., Neurospora sp.

4.6.4. Atividade antiviral e citotoxicidade:

Visando detectar a presenca de atividade antiviral no surfatante produzido, realizaram-se
ensaios de inibicdo da infecgdo em linhagens celulares com dois tipos de virus
envelopados. O Virus da estomatite vesicular de bovinos (VSIV) é um virus de RNA de
fita simples com polaridade negativa, pertencente a Familia Rhabdoviridae, Género
Vesiculovirus, com diametro de 60-180 nm e com envelope com espiculas de adsorcao
glicoprotéicas. Também foi utilizado o Virus da Hepatite Murina (MHV-3), pertencente a
Familia Coronaviridae, que sao pleomdérficos, com 120-160 nm de didmetro, e o envelope
contém espiculas glicoprotéicas. Os virions apresentam uma unica molécula de RNA de
fita simples, linear. Testes de infectividade e de inibicdo da infectividade viral foram
realizados “in vitro” em sistemas de culturas celulares, tendo sido previamente
determinada a possivel toxicidade da surfactina sobre as linhagens celulares em uso.
4.6.4.1 Linhagens celulares e virus:

Foram utilizadas as linhagens celulares BHK-21 (Baby Hamster Kidney) para os testes

com VSIV, e L929 (células de tecido alveolar e adiposo de camundongo) para MHV-3. As
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células foram mantidas em meio Eagle (MEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB) e antibiéticos (penicilina a 100 U/mL e estreptomicina a 100 ug/mL). As linhagens
celulares estabelecidas foram cultivadas por repasses sucessivos em garrafas, com
posterior transferéncia para microplacas de 96 cavidades que foram mantidas em
atmosfera de 5% de CO, e 37°C.

4.6.4.2 Teste de citotoxicidade:

As linhagens celulares foram cultivadas em placas de 96 cavidades e, apds confluéncia,
as monocamadas formadas foram lavadas trés vezes com meio Eagle (MEM) e testadas
frente ao surfatante, em diferentes concentracbées, visando determinar a maior
concentragdo que nado levava efeito citotoxico nas células. Uma solugéo estoque de
surfatante em meio Eagle na concentracdo de 500 uM foi filtrado em membrana 0,22 um
(Millipore) e mantida a -18°C . Esta solugdo estoque foi diluida em MEM em
concentragdes que variaram de 100uM a 5uM. Cada uma das concentragdes foi testada
em triplicata, adicionando-se 50 uL em cada cavidade contendo as monocamadas
celulares. A visualizacao das alteragdes morfoldgicas e/ou morte celular foram feitas apés
24 horas de incubagéo a 37°C, com 5% de tensdo de CO,. Os ensaios demonstraram
que a concentracdo de surfatante que nao induzia qualquer alteracao morfolégica nas
linhagens celulares testadas foi de 15 uM para BHK-21 e de 12,5uM para L929, sendo
estas as concentragbes maximas de produto definidas para os testes de atividade
antiviral.

4.6.4.3 Ativacao dos virus:

Inicialmente os virus mantidos congelados a -70°C foram ativados através de cultivos
sucessivos em garrafas contendo as monocamadas das respectivas linhagens celulares
até a visualizacao microscépica do efeito citopatico caracteristico, ou seja, para VSIV em
BHK-21, arredondamento, desprendimento e morte celular e para MHV-3 em L929 a

formacao de sincicios (grandes estruturas celulares multinucleadas formadas pela fusao
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de varias células). Apds a visualizacao do efeito citopatico, as monocamadas infectadas
foram congeladas e descongeladas e a suspensao viral foi centrifugada a 3.000 rpm por
10 minutos a 4° C . O sobrenadante (contendo os virus) foi dividido em aliquotas de 1 mL
e mantido a -70°C. Para determinar os titulos infectantes as partidas ativadas foram
diluidas entre 10" 4 10"% , em meio MEM, com antibiéticos, nas mesmas concentracdes,
sem soro fetal bovino. Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram colocados em
quadruplicata sobre monocamadas celulares especificas de cada virus. A leitura dos
testes foi realizada ap6s 24 e 48 horas, para a visualizacao do efeito citopatico viral. Em
todos os testes foram incluidos controles da reagao, mantendo-se 0 mesmo numero de
concavidades apenas com as células em meio MEM. O titulo viral (TCIDs,) foi calculado
pelo método de Reed &Muench (1938). Para o VSIV ficou determinada a TCIDs, /mL de
10°2. Para o MHYV o titulo capaz de definir 50% de efeito citopatico foi de 10*°.

4.6.4.4. Atividade antiviral:

A atividade do surfatante sobre a infectividade viral foi testada utilizando-se
concentracdes finais de 15, 14, 13, 12, 11, 10, 7,5 e 5uM de surfactina. Os virus foram
descongelados, mantidos em banho de gelo e diluidos de modo a obter-se 100TCID s.
As monocamadas celulares confluentes foram lavadas por trés vezes com meio Eagle
(MEM) e sobre elas foram adicionados 50uL da diluicdo do virus e 50uL da solugcao de
surfatante nas concentragoes acima citadas para o VSIV. Para o MHV-3 utilizou-se 100uL
da diluicdo do virus e 100uL das solugbes de surfatante. Controles das reagdes foram
incluidos, sendo eles: células e virus, células e as diferentes concentracdes de surfatante
e apenas células e meio MEM, sem SFB, com antibiéticos. As placas foram incubadas a
37°C em atmosfera de 5% CO,, procedendo-se as leituras em microscépio 6ptico apos 24

e 48 horas. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecao de microrganismos produtores de biossurfatante em manipueira:

Para a selecdo de isolados produtores adotou-se como critério inicial a redugcédo na
tensdo superficial do meio para niveis inferiores a 30mN/m. Comparou-se os resultados
obtidos para os onze isolados em meio basal e meio de manipueira F (Tabela 4). A
escolha do meio de manipueira F (sem solidos insoluveis) foi baseada no trabalho de
Santos et al. (1999) que sugeriram que este residuo poderia ser utilizado para producao
de biossurfatantes. Oito isolados reduziram a tensao superficial da manipueira de 46,68
mN/m para valores menores que 30mN/m. Alguns isolados foram capazes de produzir
tensdo superficial por volta de 30mN/m utilizando meio basal, entretanto, observa-se que
a manipueira gerou menor tensao superficial para todos o isolados testados (com excegao
do isolado LB6) quando comparado com o meio basal. A tensao superficial média obtida
para o meio de manipueira foi de 29,58 mN/m e para o meio basal, de 36,37mN/m. A
Figura 4 mostra a percentagem de redugédo na tensao superficial obtida pelos isolados
nos meios testados; a reducao média obtida foi de aproximadamente 37% para
manipueira e de 22% para o meio basal.

Os isolados LB2a, LB2b, LB5a, LB262 e LBB que produziram os menores valores na
tensdo superficial (Tabela 4) foram testados para a produgéo de biossurfatante em dois
meios de manipueira: integral (I), com a presenca de soélidos insoluveis, e meio F (sem
sélidos), com o objetivo de avaliar a capacidade destes isolados em utilizar o residuo em
sua forma natural, i.e., sem o tratamento prévio, o que poderia facilitar o preparo do meio
além de reduzir custos.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para tensdo superficial e CMD dos
isolados selecionados e da cepa B. subtilis ATCC 21332. O meio manipueira F gerou
menores valores de tensao superficial e CMD quando comparado a manipueira integral,

sugerindo que a presenga de sélidos insoluveis interfere na producao de surfatante pelos
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isolados testados. Comparando-se os valores de tensao superficial obtidos em manipueira
| com os obtidos para 0 meio basal (Tabela 4), nota-se que 0 meio de manipueira integral
apresentou melhores resultados, constituindo-se em um substrato mais apropriado do

que o meio basal para a producéo de biossurfatante pelos isolados testados.

Tabela 4. Valores de tensao superficial*(mN/m) obtidos pelos isolados de Bacillus
sp. em meio basal e em manipueira F.

Meios de cultura

Isolados Basal (mN/m) Manipueira F (mN/m)
1a 44,40 28,10
2a 41,39 26,05
2b 37,27 26,17
5a 41,21 26,66
B6 32,14 35,06
114 36,91 29,57
115 30,64 30,31
117 30,51 29,66
A 41,89 41,26
B 30,82 26,10
262 32,65 26,48

* desvio padrdo maximo 0,20 TS inicial: meio basal 46,75 mN/m; manipueira 46,68mN/m

A CMD (diluicao micelar critica) fornece uma indicacao indireta da concentragéo de
surfatante (Makkar & Cameotra, 1997): quanto menor o valor de CMD, maior é a diluicao
necessaria para causar uma mudanca significativa na tensao superficial e, portanto, maior
é a concentracdo de surfatante no meio. Os valores de CMD™® apresentados pelos
isolados LB2a, LB2b e LB5a em meio manipueira F sugerem que os mesmos produziram
maior quantidade de surfatante neste meio do que no meio manipueira I, enquanto que os
isolados LBB e LB262 mostraram resultados inferiores aos demais sugerindo menor

producgéo de surfatante.
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Figura 4. Percentagem de redugao na tensao superficial obtida pelos isolados de

Tabela 5. Valores de tensao superficial* (TS) e diluicdo micelar critica (CMD) para

Bacillus em meio basal e manipueira F.

isolados de Bacillus sp. frente a manipueira integral (I) e sem soélidos (F).

Manipueira | Manipueira F
Isolados
TS CMD" CMD™* TS CMD" CMD*
(mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)
LB2a 30,51 31,95 41,17 26,57 26,85 31,36
LB2b 30,32 31,72 38,70 26,83 27,19 32,57
LB5a 29,02 29,84 36,75 26,95 27,24 33.23
LBB 30,53 31,78 36,89 26,43 29,43 46,49
LB262 30,10 31,10 42,13 26,64 32,01 44,29
ATCC21332 41,56 49,82 68,16 27,93 38,17 58,04

* Desvio padrao maximo 0,20

44




A cepa B. subtilis ATCC 21332 ¢ considerada padrao para a producao de surfactina,
um dos mais potentes biossurfatantes conhecidos (Cooper et al.,1981). E interessante
notar que a producao de surfatante por B. subtilis 21332 em manipueira foi menor (maior
TS e CMD), quando comparada com a dos isolados testados (Tabela 5). Este fato sugere
uma maior adaptacédo dos isolados ao substrato manipueira, pois, provavelmente, existem
diferencas nas necessidades nutricionais entre estes microrganismos e a cepa 21332. Os
isolados foram obtidos de amostras de solo, 0 que possivelmente os torna mais aptos a
utilizacao de substratos (residuos) que estao mais disponiveis em seu habitat natural.

A capacidade de crescimento dos isolados em manipueira € mostrada na Tabela 6.
A cepa B. subtilis 21332 cresceu pouco em agar manipueira, confirmando os resultados
descritos anteriormente. A Figura 5 mostra as placas do isolado LB5a, onde se observa
que no agar manipueira F (placa a) o microrganismo cresceu praticamente em toda a
superficie da placa (coloracao mais clara) apés 24 horas. Em meio de manipueira | (placa
b), o didmetro de crescimento do isolado LB5a foi menor que em manipueira F. No
entanto, o isolado Bacillus LB5a foi o que apresentou o maior didmetro de crescimento

nos meios de manipueira (Tabela 6), sugerindo sua melhor adaptacao ao residuo.

Tabela 6. Valores de diametro de crescimento dos isolados de Bacillus em agar
manipueira integral (I) e sem soélidos (F).
Diametro de crescimento® (cm)

Isolados manipueira | manipueira F
LB2a 54 3,5
LB2b 5,2 6,3
LB5a 6,5 8,0
LBB 2,4 2,2
LB262 52 7,6
ATCC21332 3,3 3,8

* média de duas repeticoes independentes
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Figura 5. Crescimento do isolado Bacillus LB5a em agar manipueira F (a) e agar

manipueira | (b), apos 24 h de cultivo.

Segundo Vater (1986) a producédo de surfatante por Bacillus esta relacionada ao
crescimento celular. O crescimento nos meios de manipueira foi utilizado como um
critério adicional de selecdo, considerando-se que o isolado que apresentasse maior
capacidade de adaptacdo (crescimento) provavelmente também produziria  maior
quantidade de surfatante. Os resultados das Tabelas 5 e 6 demonstram que o isolado
LB5a foi o que apresentou menor tensdo superficial e CMD e maior didmetro de
crescimento em ambos 0s meios testados.

Quando substratos alternativos, como residuos agroindustriais, sao avaliados como
meios de cultura € importante considerar as variacbes de composicao que Sdo comuns €
naturais neste tipo de subprodutos. Portanto, é muito importante ndo apenas selecionar
microrganismos adaptados a estes substratos bem como buscar linhagens que
apresentem maior versatilidade em relacdo a composicdo do meio. O isolado LB5a
apresentou boa capacidade de crescimento e producédo de surfatante, tanto em um meio
de manipueira livre de soélidos (F) como em um meio contendo alto teor de solidos
insoluveis (l), o que representa uma vantagem adicional, e a0 mesmo tempo, sugere que

variagdes na composi¢cao poderao nao afetar significativamente a producao de surfatante
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por este microrganismo. Levando-se em conta estes aspectos, selecionou-se o isolado

Bacillus LB5a para conducao dos proximos estudos.

5.2 Selecao do meio de manipueira para producao de biossurfatante

Visando definir o tipo de meio de manipueira mais adequado para a producéo de
biossurfatante por Bacillus LB5a foram utilizadas diferentes preparagdes do residuo.

Os dados obtidos do cultivo de Bacillus LB5a nos meios testados séo apresentados
na Tabela 7. O microrganismo foi capaz de crescer e produzir biossurfatante em todos os
meios de manipueira testados. O crescimento celular foi semelhante em todos os meios e
apos 24 horas, as células atingiram a fase estacionaria. Aproximadamente 80% dos
carbohidratos totais foram consumidos apds 72 horas de cultivo, sendo que para 0s meios
F, F/2, IPS e 1/2 a maior parte dos carbohidratos (>50%) foi consumida durante as
primeiras 24 horas. O meio F por exemplo, teve seu teor de carbohidratos reduzido de
30,24 g/L para 8,22 g/L apds 24 horas.

Os meios sem soélidos (F e F/2), que possuiam menor concentracdo de
carbohidratos, demonstraram  menor tensdo superficial, enquanto que a maior
concentragdo de carbohidratos presente nos meios | e IPS n&o influenciou
significativamente o crescimento celular ou a tensdo superficial. O meio F apresentou a
tensao superficial minima de 26,57 mN/m apds 24 horas, enquanto que dentre 0s meios
contendo solidos, a menor tensao superficial foi de 27,5mN/m apo6s 72 horas (IPS). Os
valores de CMD obtidos apés 72 horas em meio F mostraram CMD™" de 26,92 mN/m e
CMD? de 32,06 mN/m , enquanto para F/2, embora a tens&o superficial seja semelhante,
os valores de 27,43 mN/m (CMD™) e 35,82 mN/m (CMD™®) sugerem menor concentracdo
de surfatante. De fato, observa-se que a concentracao de biossurfatante bruto obtida em
meio F €& superior ao F/2 e, consequentemente, os valores de CMD foram também

menores.

47



Tabela 7. Comparacao do crescimento celular, producao de surfatante, atividade

tensoativa e consumo de carbohidratos por B. subtilis LB5a em diferentes

meios de manipueira.

Meio Tempo Carbohidratos Células Tensdo* CMD' CMD®  Surfatante
(h) totais viaveis  superficial (mN/m)  (mN/m) bruto
(g/L) (ufc/mL)  (mN/m) (g/L)
I 0 43,57 1,0x 10’ 44,04 54,08 66,49 -
24 24,65 1,8x10° 31,57 34,56 48,07 1,23
48 15,95 1,36x10° 29,86 31,99 41,04 1,84
72 9,58 7,0x108 29,14 29,66 37,97 1,69
I/2 0 27,93 1,0 x 10’ 46,57 57,06 67,43 -
24 11,74 1,68x10° 29,16 31,05 44,09 0,90
48 6,4 9,8x108 29,37 31,22 41,31 1,00
72 5,50 1,47x10° 28,13 29,07 36,86 1,36
F 0 30,24 1,0 x 10’ 49,47 54,94 59,45 -
24 8,22 1,8x10° 26,57 27,24 34,05 2,34
48 4,99 9,3x10°8 26,87 27,20 32,42 3,17
72 4,60 1,32x10° 26,59 26,92 32,06 2,74
F/2 0 18,24 1,0 x 10’ 51,31 57,42 64,16 -
24 4,25 4,8x10° 26,47 27,46 36,38 1,05
48 4,04 7,1x108 26,67 27,43 35,89 1,29
72 3,44 1,15x10° 26,63 27,45 35,85 1,32
IPS 0 44,36 1,0 x 10’ 45,24 51,41 59,54 -
24 15,63 2,25x10° 29,89 31,48 40,45 1,33
48 8,92 6,6x10° 27,9 28,8 36,7 1,81
72 8,8 1,48x10° 27,51 27,99 34,74 2,23

* Maximo DP 0.20
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Mais de 55% do surfatante foi produzido durante as primeiras 24 horas de cultivo em
todos 0s meios de manipueira (em meio F, por exemplo, 2,34 g/L de um total de 3,17 g/L
de surfatante foram produzidas nas primeiras 24 horas) e a tensao superficial atingiu os
valores minimos em torno de 48 horas. Apdés 24 horas, a sintese de biossurfatante
diminuiu e até mesmo uma pequena reducédo na concentracdo de produto foi observada
apos 48 horas (meios | € F). A queda da tensdo superficial também ocorreu mais
lentamente, o que pode ser visualizado pelos valores de CMD.

A variacdo na CMC™ obtida para os meios de manipueira testados é mostrada na
Figura 6. Observa-se que o meio F apresentou os maiores valores de CMC™" atingindo o
maximo de 80 apds 48 horas de cultivo, o que representa um valor de CMC de 1,25%
(v/iv). Os outros meios de manipueira apresentaram valores de CMC ', inferiores aos
obtidos em meio F.

Os resultados demonstraram que a manipueira constituiu-se em um meio de cultura
alternativo capaz de suportar o crescimento microbiano e a biossintese de surfatante. Os
carbohidratos foram utilizados como fonte de carbono e a concentragdo de nitrogénio
presente parece ser adequada ao crescimento celular. Além disso, 0s sais minerais
(Tabela 3) principalmente ferro e manganés, considerados fatores importantes na
producao de surfatantes por Bacillus (Cooper et al. 1981), também estao presentes na
manipueira.

A avaliacao das diferentes preparagdes de manipueira permitiu concluir que néo é
necessario diluir o residuo, pois os meios 1/2 e F/2 ndo apresentaram resultados

melhores que os obtidos com as preparagdes originais (I e F).
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Figura 6. Valores de CMC ' produzidos pelo surfatante de B.subtilis LB5a em
diferentes meios de manipueira .

Os resultados sugerem que a concentracao de sélidos insoluveis (manipueira I, 1/2,
IPS) é inversamente proporcional a tensédo superficial obtida. Possivelmente a presenca
de sélidos interfere na captacdo de nutrientes pela célula, influenciando a quantidade e
também as caracteristicas do surfatante produzido, o que se reflete na tensao superficial.
Thompson et al. (2000) avaliaram a producao de biossurfatante por B. subtilis ATCC
21332 em efluente do processamento de batatas e também observaram que o residuo
contendo alto teor de sélidos gerava concentragdes menores de biossurfatante quando
comparado ao residuo com baixo teor de solidos.

As diferencas no meio de cultivo parecem influenciar as caracteristicas do
tensoativo produzido como se observa pelas curvas de CMC'. O valor de CMC
demonstra diretamente a eficiéncia de um surfatante, sendo portanto um dos parametros

mais importantes a serem considerados na escolha de um tensoativo. O surfatante obtido
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por Bacillus LB5a em manipueira F foi o mais eficiente em relacdo aos demais. Segundo
Sheppard & Mulligan (1987) a composigao do meio de cultura tem uma importancia critica
na determinacao do rendimento e das propriedades dos biossurfatantes produzidos.

Com este estudo foi possivel concluir que o meio F foi o mais adequado para
producado de surfatante por Bacillus LB5a sendo portanto selecionado para a etapa
posterior.

5.3 Cinética de producao do biossurfatante

Este estudo teve por objetivo investigar e comparar a cinética de producao de
surfatante em meio de manipueira F utilizando a cepa padrao B. subtilis ATCC 21332 e 0
isolado B. subtilis LB5a. A cinética de crescimento e producdo de surfatante é
demonstrada nas Figuras 7 e 8. O consumo de carbohidratos e o crescimento celular
foram bastante semelhantes para ambos os microrganismos. As culturas atingiram a fase
estacionaria de crescimento depois de 12 horas de cultivo.

O pH do meio da cepa 21332 aumentou inicialmente e ao final do cultivo diminuiu
para valores ao redor de 7,0-7,6, enquanto que LB5a apresentou um aumento no pH do
meio que foi mantido entre 7,5- 8,0 na etapa final de cultivo.

A tensao superficial minima de 25,9 mN/m foi obtida depois de 24 horas para a cepa
21332, enquanto que para LB5a a tensdo superficial minima de 26,6 mN/m foi observada
apos 12 horas de cultivo.

B. subtilis 21332 produziu 2,2 g/L de surfatante apds 36 horas de cultivo e B. subtilis
LB5a 3,0 g/L de surfatante ap6s 48 horas. A maior parte do surfatante foi produzida
apds 12 horas por B. subtilis 21332. Entretanto, para o isolado LB5a, 50% da sintese
ocorreu durante as primeiras 12 horas de cultivo. A queda drastica na concentracao de
biossurfatante observada para a cepa 21332 foi também acompanhada por alteracdes
nos parametros de atividade tensoativa, ou seja, aumento na tensao superficial e CMD e

reducdo na CMC " (Figura 8).
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Figura 7. Cinética de producao de surfatante por B. subtilis LB5a em manipueira F. a)

Crescimento celular, consumo de carbohidratos e pH b) atividade tensoativa e

concentragao de biossurfatante.
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O principal carbohidrato presente na manipueira é a sacarose, sendo que frutose e
glicose também estdo presentes em quantidades significativas (Figura 9), fato que
também foi evidenciado em trabalhos anteriores (Damasceno, 1999). O decréscimo na
concentracdo de sacarose e conseqlente aumento de glicose e frutose observados
inicialmente, se devem a hidrélise da molécula de sacarose. A sacarose foi consumida
totalmente em 48 horas e observa-se que o isolado LB5a consumiu a sacarose mais
rapidamente em comparagéo com a cepa 21332. A presenca de maltose (LB5a) e glicose
na fase tardia de cultivo sugere hidrélise enzimatica de amido ou dextrinas, embora o
amido sollvel estivesse presente em pequena concentracado (0,4 g/L). Thompson et al.
(2000) relataram que B. subtilis 21332 expressou uma o-amilase, que permitiu a utilizagéo
de um residuo rico em amido de batata para a producao de biossurfatante. De acordo
com Sandrin et al. (1990), glicose, frutose e sacarose sao as melhores fontes de carbono
para a sintese de surfactina; e todos estes acucares também estdo presentes na
manipueira (Figura 9).

A Figura 10 mostra a correlacao entre a concentracao de surfatante e a produgao de
protease pela cepa B. subtilis 21332 em manipueira F. A atividade enzimatica presente
no meio de cultura mostrou um aumento de 0,2 U/mL em 36 horas para 1,03 U/mL em 72
horas (5,15 x) e simultaneamente a concentracdo de surfatante diminuiu de 2,2 g/L para
0,6 g/L (73% reducéo).

Para evidenciar a acado da protease de B. subtilis 21332 sobre a molécula de
biossurfatante, testou-se o efeito da adicdo do surfatante do isolado LB5a, no meio de
cultura de 72 horas da cepa 21332 (Tabela 8). Quando o surfatante foi adicionado, a
atividade tensoativa obviamente foi reduzida (tempo zero) entretanto, apds 24 horas de
incubacéo a 30 °C e 150 rpm, a tensdo superficial e o CMD aumentaram. O CMD 2
aumentou de 33,01 mN/m para 48,93 mN/m apds 24 horas, atingindo praticamente o

mesmo valor inicial do meio controle sem adicao de surfatante.
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Figura 10. Atividade de protease e producéo de surfatante por B. subtilis 21332 em
manipueira F.

Kim et al. (1997) observaram uma relacdo direta entre crescimento celular,
producdo de surfatante e consumo de carbohidratos quando B. subtilis C9 era cultivado
em meio sintético. A biossintese de surfatante pelos microrganismos aqui testados
apresentou algumas diferencas. B. subtilis LB5a acumulou surfatante durante a fase
exponencial e estacionaria de crescimento, como foi previamente descrito para outras
cepas de Bacillus (Vater, 1986). Pelos resultados obtidos, ndo se pode afirmar que a
produgéo de surfatante esta associada ao crescimento uma vez que 50% do produto foi

sintetizado na fase estacionaria de crescimento.
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Tabela 8. Efeito da adicao de surfatante de LB5a no meio de cultura de B.subtilis 21332.

Atividade tensoativa (mN/m)

Amostras* TS CMD'  CMD?
meio (controle) 26.01 27.91 48.48
meio + 20 ug surfatante # (0 h) 25.91 26.60 33.01
meio + 20 pg surfatante (24 h) 26.38 29.55 48.93
*15 mL de meio de B. subtilis 21332 apds 72 h de cultivo
? surfatante de B. subtilis LB5a TS (tenséao superficial) CMD (diluicao micelar critica)

No caso de B. subtilis 213332, a maior parte do surfatante foi sintetizada durante a
fase estacionaria, indicando que a producdo do biossurfatante nao estd diretamente
relacionada com o crescimento celular. Em estudos anteriores Sheppard & Mulligan
(1987) relataram que a producao de surfactina por B. subtilis 21332 ocorria principalmente
a partir do final da fase exponencial de crescimento, o que também foi observado neste
trabalho.

A tensao superficial minima foi atingida apds 12 horas (isolado LB5a) e 24 horas
(cepa 21332), portanto, nestes tempos de cultivo a concentracao de surfatante presente ja
se encontrava acima da CMC e um aumento na concentragao de biossurfatante produzido
nao reduziria mais a tensdo superficial. Os valores de CMD, principalmente CMD?,
refletem mais claramente as variagdées na concentragdo de biosurfatante (Figuras 7 e 8).

Davis et al. (1999) relataram que quando ocorria a exaustdo de nutrientes no cultivo
de B. subtilis 21332 (fase final de cultivo), a concentracdo de surfactina no meio se
mantinha aproximadamente constante. Um comportamento semelhante foi observado
para o isolado B. subtilis LB5a em meio de manipueira até 48 horas. Entretanto, a
reducdo na concentracdo de surfatante demonstrada para B. subtilis 21332 em
manipueira sugere que ocorreu a degradagao do produto.

Wei & Chu (1998) observaram uma queda nos niveis de surfactina quando da

adicao de ferro ao meio de cultura de B. subtilis 21332, porém o decréscimo se devia a
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acidificacao do meio, que provocava a precipitagcdo do surfatante. No caso da manipueira,
quando a concentracao de surfatante diminuiu, o pH estava em torno de 7,0 e nenhuma
precipitacdo foi observada. As mudancas observadas nos parametros de atividade
superficial reforcam a idéia de degradacao do surfatante.

Sabe-se que microrganismos pertencentes ao género Bacillus sdo capazes de
produzir proteases (Anwar & Saleemudin, 1998). Considerando a crescente atividade
proteolitica observada no meio de cultura de B. subtilis 21332 (Figura 10) conclui-se que a
queda na concentragao de surfatante provavelmente esta relacionada a agdo enzimatica.
A hidrélise enzimatica da surfactina foi descrita pela primeira vez por Grangemard et al.
(1999) utilizando uma endoprotease produzida por Staphylococcus aureus. Segundo 0s
autores, a enzima atuava sobre a por¢ao peptidica do surfatante, gerando um
lipopeptideo de cadeia aberta.

Observando os valores de atividade superficial da Tabela 8, pode-se notar que a
concentragéao de surfatante de B. subtilis LB5a diminuiu quando adicionado ao meio de
B. subtilis 21332, provavelmente devido a acdo enzimatica sobre a molécula do
biossurfatante. A cepa B. subtilis 21332 parece ser capaz de expressar uma protease
que atua sobre o seu produto (surfatante). Uma possivel explicacdo seria que quando a
concentracao de surfatante atinge certos niveis, esta causa algum efeito toxico sobre as
células bacterianas e o microrganismo degrada o surfatante para evitar a inibicdo no
crescimento e a sua propria morte. De fato, alguns autores descreveram que a producao
de surfactina por B. subtilis 21332 pode ser inibida pelo produto final (Sen, 1997; Cooper
etal.,1981).

Outra razao para o consumo do produto final poderia ser a necessidade energética
das células. A hidrélise enzimatica poderia suprir alguns nutrientes necessarios para a
manuteng¢do do microrganismo. Um declinio drastico na concentragado de surfatante nao

foi observado em B. subtilis LB5a, embora a atividade de protease tenha atingido valores
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de 5,3U/mL; esse fato sugere que a protease de B. subtilis 21332 & provavelmente
diferente daquela do isolado LB5a.

Embora a produgao de proteases por B. subtilis seja bastante conhecida, a
degradacao enzimatica da surfactina em meio de cultivo nunca foi relatada. Esse fato
pode estar relacionado ao meio de manipueira, ou seja, algum componente presente
poderia estimular a producao de uma protease especifica por B. subtilis 21332. A
exaustdo de determinado nutriente essencial do meio de manipueira poderia também
estimular a bactéria a produzir uma enzima que hidrolisaria a molécula de surfatante e a
utilizaria como substrato.

A protease produzida por B. subtilis 21332 em manipueira deve ser identificada,
purificada e caracterizada, pois enzimas que atuam sobre lipopeptideos, como por
exemplo a surfactina, podem ser ferramentas muito Uteis na modificacdo estrutural
destes compostos e, conseqlientemente, gerar moléculas com caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas distintas.

Comparando-se a concentracdo de biossurfatante bruto produzida por B. subtilis
LB5a em manipueira com os valores obtidos por B. subtilis em outros tipos de residuos
observa-se que os resultados séo similares aos obtidos por Thompson et al. (2000), que
observaram uma concentracdo maxima de 3,6 g/L em residuo de batata com baixo teor
de sélidos. Ja para meio suplementado com melaco os valores ficaram entre 0,4-1,0 g/L
(Makkar & Cameotra, 1997) e, para agua de turfa, o valor maximo de CMC™ obtido foi de
70. Para manipueira obteve-se CMC™" de 90 e uma concentracéo de 3,0 g/L.

O estudo cinético revelou que o isolado B. subtilis LB5a possui caracteristicas
diferenciadas em relacao a cepa padrao ATCC 21332 quanto a producdo de surfatante
em manipueira. Além de acumular maior quantidade de tensoativo com maior CMC'
(mais eficiente), ndo foi evidenciada degradacédo do produto final quando o isolado LB5a

foi cultivado em meio de manipueira; sendo, portanto, o isolado LB5a mais adequado para

59



a utilizacao do substrato alternativo proposto. A producgao de surfatante pela cepa padrao
em meio de manipueira poderia ser realizada, desde que o tempo de cultivo fosse
controlado, para se evitar a perda do produto ao final do processo. Através do estudo
cinético determinou-se que o tempo de cultivo adequado para o isolado LB5a era de 48
horas nas condi¢cbes estabelecidas. Todos os estudos posteriores foram realizados em

meio de cultivo de 48 horas.

5.4 Caracterizacao quanto as propriedades e composicao quimica

Neste estudo o biossurfatante produzido por B. subtilis LB5a em manipueira F foi
caracterizado quanto as suas propriedades e estrutura quimica. A avaliagdo da
estabilidade do surfatante produzido pelo isolado LB5a foi realizada frente a variagcdes de
pH, forga ibnica e extremos de temperatura.

O efeito do tratamento térmico (Figura 11) ndo demonstrou mudancas significativas
na atividade tensoativa do meio. A tensédo superficial e CMD permaneceram estaveis
mesmo apds 2 horas de exposicdo a altas temperaturas (100°C). Quando o meio foi
submetido a esterilizacdo em autoclave (121°C/15 minutos), a atividade tensoativa
também foi mantida. Os valores de tensao e CMD também se mantiveram estaveis apés
seis meses a -18°C.

O efeito do pH sobre o biossurfatante é mostrado na Figura 12. A atividade
tensoativa foi mantida na faixa de pH de 5 a 11, com pequena variagdo na tensao
superficial e CMD™ porém, o CMD 2 apresentou um aumento gradual na tens&o
superficial & medida em que aumentaram os valores de pH. Para valores de pH menores
que 5,0 a atividade tensoativa aumenta consideravelmente devido a precipitacao do
surfatante do meio ou seja, o pH &cido ndo afetou a estabilidade do surfatante, mas sim a

sua solubilidade.
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Figura 12. Efeito do pH sobre a atividade tensoativa do surfatante produzido por B.

subtilis LB5a em manipueira.
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A Figura 13 mostra o efeito da adigdo de sal na atividade tensoativa do surfatante.

Pequenas alteragbes foram evidenciadas na tensao superficial e CMD com a adigao de

até 20% (m/v) de cloreto de sédio.

A tensao superficial minima em manipueira foi de 26,6 mN/m e a tensao interfacial

do meio contra hexadecano (apés 48 horas de cultivo) foi de 0,97 mN/m.

A andlise bioquimica preliminar revelou que o biossurfatante de B. subtilis LB5a

possuia 53,6% de lipideos e 38,5% de proteinas, caracterizando-o como um lipopeptideo.

A concentragdo micelar critica (CMC) estimada foi de 33 mg/L. A composi¢ao de

aminodcidos indicou a presenca de acido glutamico, acido aspartico, valina e leucina na

relacao molar 1,0:1,0:1,2:3,4.
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Figura 13. Efeito da forca i6nica sobre a atividade tensoativa do surfatante produzido

por B. subtilis LBSa em manipueira.
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A caracterizacao preliminar por cromatografia de camada delgada revelou que o
biossurfatante de B. subtilis LB5a apresentou uma mancha com fator de retencao (Rf) de
0,56 enquanto que o padrao de surfactina (Sigma) apresentou uma mancha com Rf de
0,55 (Figura 14). Também se observou uma mancha que nao esta presente no padrao e

que provavelmente se deve a presenca de impurezas na amostra.

Padrao Amostra

Figura 14. Cromatografia em camada delgada do padrdao de surfactina e da amostra
semi-purificada do surfatante obtido por B. subtilis LBSa em manipueira.

A surfactina, um dos mais potentes biossurfatantes ja conhecidos, apresenta
tensdo superficial ao redor de 25,0 mN/m, tensao interfacial menor que 1,0 mN/m e CMC
de 25 mg/L ( Cooper et al., 1981). O surfatante obtido em manipueira por B. subtilis LB5a
demonstrou uma tensao superficial de 26,6 mN/m, tensao interfacial de 0,96 mN/m e um

CMC de 33 mg/L, o que caracteriza este produto como um poderoso agente tensoativo.
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E importante verificar as caracteristicas e propriedades do surfatante obtido em
manipueira uma vez que a composicdo do meio de cultivo (balango de nutrientes)
influencia diretamente esses paradmetros ( Sheppard & Mulligan, 1987).

Os ensaios em meio de cultura demonstraram que o biossurfatante produzido por B.
subtilis LB5a em manipueira possui estabilidade térmica, estabilidade em pH acima de 5,0
e tolerancia a presenca de sal em até 20%. Estes resultados sugerem que o produto
obtido pode ser util em situacbes onde condicdes extremas de temperatura, pH e
salinidade estao presentes, como por exemplo, na recuperacao melhorada de petréleo e
na biorremediacéo de solos e ambientes marinhos.

O biossurfatante obtido demonstrou excelentes propriedades tensoativas, reduzindo
tensdo superficial e interfacial para niveis comparaveis aos melhores surfatantes, e
exibindo baixo valor de CMC e elevada estabilidade térmica, além de relativa estabilidade
a pH e forga ibnica. A caracterizacdo preliminar revelou que o surfatante é um
lipopeptideo , com composicdo de aminoacidos muito semelhante a surfactina (Kakinuma
et al., 1969).

As cepas de B. subtilis sdo conhecidas pela capacidade de produzir diversos tipos
de lipopeptideos, particularmente iturina, surfactina e fengicina. Algumas cepas produzem
apenas um tipo de lipopeptideo, enquanto outras produzem dois ou mais tipos de
moléculas simultaneamente (Sandrin et al., 1990). A produgcédo destes lipopeptideos é
dependente da composicdo do meio de cultura (Akpa et al., 2001). A elucidagdo da
estrutura do surfatante produzido em substratos alternativos se faz necessaria porque as
propriedades tensoativas e biologicas dos lipopeptideos dependem da sua composigao
quimica (Besson & Michel, 1992), que é influenciada pela composicdo do meio e pelas
condi¢des de cultivo. Para definir o tipo de surfatante obtido em manipueira procederam-

se analises mais detalhadas da composicao do produto.
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A Figura 15 mostra o espectro infravermelho do surfatante obtido, onde se observam
bandas caracteristicas de peptideos a 3298 cm™ (A) resultante do estiramento da ligagdo
N-H. Em 1652 cm™ (F), observa-se o estiramento da ligacdo C=0 e em 1559 cm™(G) a
deformacao angular de NH combinado com o estiramento da ligagdo C-N. As bandas de
absorgdo nas freqliéncias de 2958 a 2850 cm™ (B-C-D) e 1467 a 1380 cm™ (H-I) se
devem a cadeias alifaticas. A banda em 1734 cm-1 (E) refere-se a absorcdo de grupo
carbonil de anel lactona. Estes resultados indicam que a amostra analisada contém
cadeia alifatica bem como uma porgéo peptidica. A Figura 16 mostra a sobreposi¢éo dos

espectros de infravermelho da amostra e do padrédo de surfactina.
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Figura 15. Espectro infravermenlho da amostra de biossurfatante produzido por B. subtilis
LB5a em manipueira F. As letras (A-1) representam as bandas descritas no
texto.
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Figura 16. Comparacao dos espectros de infravermelho do padrao de surfactina (a)
e amostra de biossurfatante de B. subtilis LB5a (b).

Na Figura 17 sao apresentados os espectros de massa da amostra e do padrao de
surfactina. O espectro ESI do biossurfatante (M) revelou a presenga de moléculas
protonadas [M+H]" de m/z 1008, 1022 e 1036 e seus adutos de sédio [M+Na]" de m/z
1030, 1044, 1058 e potassio [M+K]" de m/z 1046,1060 e 1074. Os ions de m/z 1034,
1041, 1048 e 1055, foram identificados como dimeros homogéneos ou mistos,
duplamente carregados, ou seja, adicionados de préton e cations de sédio ou potassio:
[2M+Na(K)+H]* ou [MM'+Na(K)+H]*. A intensidade relativa dos ions reflete a composigao
percentual de cada molécula nas amostras analisadas. As moléculas de massa 1021,
1035 e 1047 foram os ions predominantes na amostra de biossurfatante sendo que a
forma mais abundante foi a de m/z 1036 , a qual corresponde a forma protonada do
lipopeptideo com 15 carbonos na cadeia lipidica. Os outros ions cuja m/z varia em 14
unidades abaixo (1008 e 1022) representam os homélogos com 13 e 14 carbonos na

cadeia de acidos graxos. Os dimeros foram formados por diferentes combinacdes de
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duas moléculas dos ions predominantes (1008, 1022,1036), e a provavel causa da sua

formagéo foi a presencga de sais na amostra analisada.
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Figura 17. Espectrometria de massas (ESI) da amostra de surfatante obtida por B. subtilis
LB5a em manipueira e do padrdo comercial de surfactina.

A preparacao comercial (padrao) de surfactina foi igualmente analisada e o espectro
de massas ESI se revelou muito semelhante ao obtido para a amostra de B. subtilis LB5a
(Figura 17), demonstrando a presenca de dois ions principais [M+H]" de m/z 1022 e 1036.
Os padrées de fragmentacao destes ions em ESI-MS/MS foram idénticos aos
observados para a amostra de surfatante produzida pelo isolado LB5a em manipueira. A
presenca de dimeros no padrao € menos abundante que na amostra, possivelmente pelo

maior grau de purificacdo do mesmo. Nota-se, ainda, que no padrao predomina a
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molécula protonada de m/z 1022 (homologo de 14 carbonos) enquanto que no surfatante
produzido neste trabalho a forma predominante é a molécula protonada de m/z 1036 (15
carbonos).

A seqliéncia de aminoacidos da cadeia peptidica da amostra de surfatante foi
deduzida a partir da interpretacao do espectro ESI-MS/MS dos principais ions precursores
(m/z 1036, 1022, 1008). A Figura 18 mostra a fragmentacdo do ion de m/z 1036
assumindo clivagem preferencial do anel na posicao da lactona; sete residuos de
aminodcidos foram detectados na sequéncia Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu. Esta mesma

seqliéncia também foi deduzida a partir da analise dos outros homélogos em suas formas

protonadas.
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Figura 18. Fragmentagao (ESI-MS/MS) do ion de m/z 1036. Os fragmentos e os
aminoacidos correspondentes sdo mostrados nas linhas pontilhadas.

O espectro infravermelho do biossurfatante revelou a presenca de cadeias alifaticas,
peptideos e anel lactona. A presenca dos residuos de acido glutamico, acido aspartico,

valina e leucina na propor¢cao 1,0:1,0:1,2:3,4 foram confirmados através da fragmentacao
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dos ions precursores, estando presentes na seqiéncia RO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-
Leu, formando um heptapeptideo como previamente descrito para surfactina (Kakinuma et
al.,1969).

O espectro de massa demonstrou a predominancia de uma molécula protonada de
m/z 1036 o qual representa o lipopeptideo de 15 carbonos na cadeia lipidica, que
corresponde a isoforma chamada de surfactina D (Oka et al., 1993). A analise do padrao
de surfactina (Sigma) demonstrou uma distribuicio de massas moleculares e uma
seqléncia de aminodcidos dos principais ions idéntica aos obtidos na amostra. Portanto,
conclui-se que o biossurfatante produzido por B. subtilis LB5a em manipueira é o
lipopeptideo surfactina.

A co-producdo de outros tipos de lipopeptideos (iturinas, fengicinas) nao foi
detectada, sugerindo que B. subtilis LB5a produz somente um tipo de lipopeptideo em
manipueira. Este fato pode representar uma vantagem por reduzir os problemas
relacionados a purificacdo do produto.

5.5 Aplicacoes do biossurfatante obtido:

Para investigar possiveis aplicacées do biossurfatante obtido por B. subtilis LB5a em
manipueira, procederam-se estudos de atividade emulsificante, potencial para
biorremediagao e atividade biolégica. Em adi¢do a tensao superficial, a estabilizacdo de
emulsdes é também utilizada como um indicador da atividade superficial (Abu-Ruwaida et
al, 1991). A capacidade emulsificante do biossurfatante obtido em manipueira F pelo
isolado LB5a foi avaliada através do indice E», com diferentes hidrocarbonetos (Tabela 9).
Os indices obtidos (60-80%) revelam alta especificidade do surfatante contra todos os
hidrocarbonetos testados, formando emulsdes estaveis do tipo agua /6leo (Figura 19).

Abu-Ruwaida et al. (1991) relataram que o surfatante produzido por Rhodococcus
ST-5 apresentava menor atividade emulsificante frente a hidrocarbonetos de cadeia curta

do que para hidrocarbonetos de cadeia longa. A capacidade emulsificante do surfatante
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de B. subtilis LB5a ndo parece estar relacionada ao tamanho da cadeia hidrocarbonada. A
habilidade em formar emulsées com 6leo de soja e gordura de co6co sugere potencial para

aplicacao como agente de limpeza e agente emulsificante na industria de alimentos.

Tabela 9. Atividade emulsificante do biosurfatante de LB5a obtido em manipueira

Hidrocarboneto Eos (%)
Hexano 66,6
Tolueno 72,7
Heptano 66,6
Decano 70,4
Querosene 70,4
Tetradecano 70,9
Hexadecano 69,0
Oleo de soja 74,0
Gordura e c6co 70,9
Petréleo 69,0

Figura 19. Atividade emulsificante (E.4) de solucéo de biossurfatante LB5a frente a
diferentes hidrocarbonetos. (1) Hexano, (2) Tolueno, (3) Heptano,
(4) Decano, (5) querosene, (6) Tetradecano, (7) Hexadecano, (8) Oleo de
soja, (9) Gordura de cbco.
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Com o objetivo de evidenciar o potencial do produto para biorremediacao, realizou-
se um teste simulando a contaminacao de areia com petr6leo. O experimento ilustrado
nas Figuras 20 e 21 mostra que a areia tratada com solucédo de biosurfatante apresenta
aspecto bem mais claro e as respectivas aguas de lavagem ficaram mais escuras,
demonstrando maior capacidade de remocéao do petréleo em relacdo ao tratamento sem

tensoativo.

Agua Biossurfatante

Controle

Figura 20. Capacidade de remocao de petréleo de amostra de areia utilizando solugao de
biossurfatante produzido por B. subtilis LB5a em manipueira.
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Figura 21. Aguas de lavagem da areia impregnada com petréleo.
A - 4gua B - solucao aquosa (1mg/mL) de biossurfatante LB5a

Em ensaio similar utilizando areia saturada com querosene observou-se que 0O
surfatante foi capaz de remover aproximadamente 60% do querosene presente na areia,
em relagcdo a um controle com agua, onde somente 10% do querosene foi removido.
Estes resultados demonstram que o surfatante produzido em manipueira pode ser
explorado como agente para biorremediagdo de ambientes contaminados.

A atividade antibiética da surfactina produzida por B. subtilis LB5a em meio de
manipueira foi testada frente a bactérias e fungos. O espectro antimicrobiano do
lipopeptideo € demonstrado na Tabela 10. Todas as bactérias testadas, exceto o proprio
B. subtilis, demonstraram susceptibilidade ao produto. Pseudomonas aeruginosa (Figura
22) foi a bactéria gram-negativa mais sensivel, enquanto que E. coli, S. choterasius e S.
marcescens foram inibidas em menor grau. O lipopeptideo também afetou o crescimento
de bactérias gram-positivas principalmente M. luteus e B. cereus. O crescimento das

leveduras e fungos testados n&o foi afetado pela presenca do surfatante.
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A atividade antimicrobiana observada neste estudo estd de acordo com a descrita
por outros autores (Yakimov et al.,1995) ou seja, a surfactina apresenta maior espectro
de acdo sobre bactérias quando comparado com a sua atividade sobre fungos e
leveduras (Sandrin et al., 1990; Thimon et al.,1992). Estes resultados também confirmam
a presenca de um Unico tipo de lipopeptideo na amostra, uma vez que iturina e fengicina
de B. subtilis apresentam elevada acao antifingica (Akpa et al., 2001). Considerando
apenas 0s microrganismos testados e a metodologia empregada, ndo é possivel afirmar
que as bactérias gram-negativas sdo mais sensiveis que as gram-positivas, embora P.

aeruginosa tenha demonstrado a maior sensibilidade ao produto.

Tabela 10. Atividade antimicrobiana do lipopeptideo de B. subtilis LB5a.

. . x Sensibilidade *
Microrganismos

100 ug 200 pg

Bacillus subtilis ATCC 21332 - -
Bacillus cereus ATCC 10876 ++ ++
Escherichia coli ATCC 11229 + ++
Micrococcus luteus ATCC 4698 ++ +++
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 ++++ ++++
Rhodococcus equi ATCC 25729 + ++
Serratia marcescens ATCC 1953 + ++
Staphylococcus aureus ATCC 25923 + ++
Salmonella choterasius ATCC 10708 + ++

*diametro dos halos:< 5 mm (-), 5-8 mm (+), 8-12 mm (++),12-18 mm (+++), >18 mm (++++).
**Nao houve inibicdo do crescimento de: Candida glabrata, Saccharomyces cerevisae, Mucor
michei, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Colletotrichum sp, Alternaria macrospora, Rhizopus
oligosporus, Fusarium oxisporium, Paecilomyces sp., Neurospora sp.

Bactérias pertencentes aos géneros Mycoplasma, cujas células possuem

membrana em tripla camada e auséncia de parede celular (Vollenbroich et al., 1997b),
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Mycobacterium, que possuem parede celular rica em acidos graxos de cadeia longa
(Arima et al.,1972) e alguns virus com envelope (Vollenbroich et al.,1997a) séo inibidos
efetivamente pela presenca de surfactina. Este fatos levaram a hipétese de que a acao
antimicrobiana da surfactina e dos lipopeptideos ciclicos em geral, estaria relacionada a

interacdo da molécula com a membrana celular (Maget-Dana & Ptak, 1995).

Pseudomonas aeruginosa Micrococcus luteus

Staphylococcus aureus Serratia marcescens

Figura 22. Teste de atividade antimicrobiana do surfatante obtido por B. subtilis LB5a.

De fato, foi demonstrado que as propriedades da membrana celular se modificam
pela interacdo da surfactina com os fosfolipideos, causando flutuacdes estruturais que

estariam relacionadas com a atividade antibidtica dos lipopeptideos. Embora o exato
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mecanismo de acao dos lipopeptideos ainda ndo tenha sido esclarecido, foi demonstrado
que certos lipopeptideos ciclicos atuam sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas
através da formagao de canais na membrana (Carillo et al.,2003). Este tipo de
lipopeptideos, como a surfactina, que agem rapidamente sobre a integridade da
membrana e nao sobre outros processos vitais da célula, podem constituir-se na proxima
geracao de antibiéticos (Carillo et al.,2003).

As diferencas observadas na atividade do lipopeptideo contra fungos, bactérias e
leveduras pode ser explicada pela diversidade na composicao de suas paredes celulares.
Cabe ainda ressaltar que os ensaios realizados visaram a verificagdo do potencial
antimicrobiano do surfatante, sendo utilizadas apenas algumas cepas de bactérias e
fungos; portanto, sugere-se que maior niumero de microrganismos sejam testados e as
concentragdes inibitérias minimas (CIM) determinadas para caracterizar completamente
as propriedades antimicrobianas deste lipopeptideo. Particularmente interessante seria
investigar a atividade antimicrobiana deste produto frente a diferentes linhagens de
Pseudomonas, pois os relatos de literatura nao citam esta bactéria como sendo sensivel a
acao da surfactina.

Os experimentos demonstraram que o biossurfatante (surfactina), produzido por B.
subtilis LB5a em manipueira, foi capaz de inibir a infectividade dos virus VSIV e MHV-3
em cultivos “in vitro’. Nas condi¢des de ensaio testadas, a surfactina foi capaz de inibir a
infectividade da amostra de VSIV, testando-se 100TCIDsy na concentracao de 12,5uM.
Para o MHV-3, a concentragdo inibidora da infectividade foi 5uM. Na Figura 23 séo
mostrados os efeitos caracteristicos dos virus sobre as linhagens celulares testadas.

Dados da literatura ja haviam demonstrado resultados da inibicdo do VSIV onde
concentracdes de 80uM de surfactina reduziram o titulo em 10 *° TCIDsy/mL apés 60

minutos e em 10 >* TCIDsy/mL apds 120 minutos de incubacéo (Vollenbroich et al.,1997a).
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ltokawa et al. (1994) relataram que a surfactina apresentou atividade antiviral contra HIV-I

na concentracao efetiva 50% entre 14-20 uM.

Figura 23. Efeito citopatico dos virus sobre as linhagens celulares. A- controle BHK-21 B-
BHK com efeito de VSIV C- controle L929 D- L929 com efeito MHV-3 (aumento
100x). A seta indica um sincicio.

Em relacdo ao mecanismo de acao, sabe-se que a surfactina age diretamente sobre
o envelope lipidico do virus, causando o rompimento e até sua completa destruicdo em
altas concentragdes. O envelope é formado por proteinas e glicoproteinas caracteristicas
que sao codificadas pelo material genético viral, e por uma bicamada lipidica adquirida da
membrana citoplasmatica, nuclear ou de organelas da célula hospedeira (Brock et
al.,1994). O dano ao envelope, e consequentemente, as proteinas e/ou glicoproteinas
virais envolvidas na adsorcdo e penetracdo nas células, seria a causa principal da

redugao na infectividade viral (Vollenbroich et al., 1997a). Estes mesmos autores também
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observaram que o virus envelopado SFV (Semliki Forest virus) da familia Togaviridae nao
apresentou susceptibilidade a surfactina. Estes resultados sugerem que além da interagao
com a membrana (envelope) viral, a composicdo do envelope (proteinas, lipideos,
glicoproteinas) deve ter influéncia no efeito antiviral da surfactina.

Os valores de concentracdo capazes de inibir o efeito dos virus sobre as células
(12,5 uM para VSIV e 5uM para MHV-3) foram inferiores a concentracdo minima que
induziu a 50% de efeito citotéxico (15uM para BHK-21 e 12,5uM para L929), sugerindo
que o produto pode ser utilizado como agente antiviral “in vitro”, eliminando contaminantes
virais em cultivos e linhagens celulares. Sabendo-se que as concentracoes determinadas
causaram 50% de efeito citotdxico, valores superiores de concentracdo de surfatante
poderiam ser utilizadas uma vez que as células restantes, apds retirada do surfatante,
podem ser recuperadas ficando livres de contaminagéao viral.

Embora os dois tipos de virus avaliados apresentem envelope, notou-se diferengas
na sensibilidade ao surfatante, sendo que o MHV-3 se mostrou mais sensivel que o VSIV.
Esta observacdo reforca a idéia de que a agdo da surfactina sobre os virus esta
relacionada nao somente com a presenca do envelope mas também com a composicao
do mesmo. A diversidade de composicdo dos envelopes torna os virus mais ou menos
sensiveis a agao do surfatante, considerando-se 0 mecanismo de acdo do mesmo.

Os resultados observados sugerem que novos estudos devem ser conduzidos para
avaliar a atividade do surfatante sobre outros tipos de virus, relacionando a a¢éo antiviral
com a composicao quimica do envelope; bem como estudar o efeito do produto sobre a
replicacdo e adesao de virus nao envelopados, como por exemplo o rotavirus, que passa
por uma etapa intracelular de aquisicdo de membrana viral para a glicosilagdo de
proteinas do capsideo.

Em relacdo a atividade antiviral e antibacteriana da surfactina produzida em

manipueira por B. subtilis LB5a; deve-se considerar o predominio da molécula de m/z
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1035 e a presenga de dimeros no produto obtido, diferente do observado para o padrao
de surfactina comercial. Recomenda-se que em trabalhos futuros seja investigada a
separagao das diferentes isoformas presentes e a verificagdo individual da respectiva

atividade biolégica.

6. PRINCIPAIS RESULTADOS

- QO isolado B. subtilis LB5a foi selecionado por demonstrar a melhor capacidade de
crescimento e producado de biossurfatante, em meio de manipueira, dentre todos
0s microrganismos testados.

- Entre as varias preparagfes testadas, a manipueira F (sem soélidos insoluveis) foi
a mais adequada para a producao de biossurfatante por B. subtilis LB5a.

- O isolado B. subtilis LB5a produziu 3,0 g/L de surfatante bruto, reduziu a tensao
superficial para valor minimo de 26,6 mN/m e apresentou CMC' de 90 em
manipueira F.

- A cepa B. subtilis 21332 demonstrou queda acentuada na concentragdo de
surfatante apo6s 48 horas de cultivo em meio de manipueira.

- A degradacéo do surfatante observada em B. subtilis 21332 demonstrou relagao
com a atividade de protease presente no meio, sugerindo agao enzimatica sobre a
propria molécula do tensoativo produzido, bem como sobre o surfatante de B.
subtilis LB5a.

- O tensoativo produzido por B. subtilis LB5a demonstrou estabilidade térmica,
estabilidade em pH acima de 5,0 e tolerancia a concentracées de NaCl em até
20%.

- A analise bioquimica do biossurfatante revelou a presenca de 53,6% de lipideos e

38,5% de proteinas, caracterizando-o como um lipopeptideo.
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A andlise de aminoacidos indicou a presenca de acido glutdmico, acido aspartico,
valina e leucina na proporgao 1:1:1,2:3,4.

A tenséo interfacial contra hexadecano foi de 0,96mN/m e a CMC estimada foi de
33mg/L.

A andlise estrutural demonstrou que o tensoativo produzido em manipueira por B.
subtilis LB5a € um lipopeptideo, cuja espécie molecular predominante possui m/z
de 1036, e sete amino&cidos na seqiiéncia RO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu na
porcao peptidica, permitindo identificar o surfatante como sendo surfactina.

O surfatante foi capaz de formar emulsdes estaveis com hexano, tolueno,
heptano, decano, querosene, tetradecano, hexadecano, petréleo, 6leo de soja e
gordura de c6co, demonstrando potencial para biorremediacdo e emulsificacao de
6leos e gorduras.

A atividade biolégica do biossurfatante foi demonstrada em concentracdes de 100-
200 pg/uL contra bactérias, especialmente Pseudomonas aeruginosa e
Micrococcus luteus. Entretanto, ndo foi observada atividade inibitéria contra os
fungos e leveduras testados.

Os virus envelopados testados, VSIV e MHV, foram inibidos por concentragdes de
12,5 uM e 5 uM de surfatante, sendo que o efeito citotoxico ficou evidenciado
para linhagens celulares L929 e BHK-21 em concentragbes acima de 12,5 uM e

15uM respectivamente.
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7. CONCLUSAO

A manipueira demonstrou potencialidade como meio de cultura alternativo para
producdo de biossurfatantes, sendo que o isolado selecionado Bacillus subtilis LB5a foi
capaz de produzir o lipopeptideo surfactina quando cultivado em meio de manipueira livre
de sélidos. O surfatante obtido demonstrou capacidade para biorremediacdo e

emulsificacao de éleos e gorduras, bem como atividade antibacteriana e antiviral.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando-se os resultados aqui apresentados sugere-se:

- aprofundar os estudos de atividade antimicrobiana e antiviral do biossurfatante;

- separar e caracterizar as diferentes isoformas presentes no biossurfatnte, quanto as
suas propriedades e acao bioldgica;

- caracterizar o biossurfatante produzido por B. subtilis LB5a em manipueira integral;

- separar, purificar e caracterizar a protease produzida por B. subtilis 21332 em
manipueira F;

- comparar as propriedades do surfatante produzido por B. subtilis 21332 em
manipueira F com as definidas para B. subtilis LB5a;

- comparar os resultados de atividade bioldgica do surfatante obtido com a surfactina

padrao.
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