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RESUMO

Atualmente hd uma expectativa mundial para a continuidade do aumento da producdo de
biodiesel. O glicerol € um coproduto que corresponde aproximadamente a 10 % da reacdo de
manufatura do biodiesel e contém em sua fase outros compostos tais como dgua, alcool, sabao e
catalisador produzidos e/ou adicionados durante a produc@o. O uso de residuos agroindustriais
em processos biotecnoldogicos € vantajoso, devido a amortizacdo dos custos e convergéncia em
processos ambientalmente corretos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
possibilidades de consumo de alguns residuos agroindustriais e glicerol oriundo da producdo de
biodiesel por bactérias do género Bacillus, para a producdo concomitante, de biossurfactantes e
compostos de aromas. Biossurfactantes tem despertado interesse de pesquisadores devido a sua
versatilidade em aplicagdes como agente emulsificante, surfactante, antimicrobiano e atividades
funcional e biorremediativa. Um dos principais géneros de micro-organismos produtores de
biossurfactantes € o Bacillus, com destaque na produ¢do industrial de proteases e, de maneira
incipiente, de alguns compostos de aromas. Os bioaromas acetoina, diacetil, 2,3 butanediol, dcido
acético e dcido propidnico sdo os principais nomes descritos na literatura ligados a cadeia leiteira,
e sendo o glicerol um acgucar fermentecivel, € possivel que alguns micro-organismos produzam
compostos de interesse industrial. Para os ensaios em fermentador de bancada, a andlise dos
resultados de consumo do glicerol que foi realizada por uma adaptagdo da técnica de
indentificagcdo da porcentagem de glicerol no biodiesel e indicou que a linhagem LB2b de
Bacillus subtilis possivelmente ndo possui a enzima glicerol kinase, pois, a linearidade das curvas
de absor¢do de glicerol ndo é condizente com a equacdo de Michaelis-Menten e a curva oxigénio
dissolvido no meio. Portanto, provavelmente o glicerol ndo é utilizado como fonte de carbono.
Entretanto, o meio de cultura composto por glicerol padrdo analitico e peptona resultou na
producdo de 0,30 g de biossurfactante semipurificado/litro de meio de cultura. Além disso, foram
identificadas as produc¢des dos compostos de aroma 2,3 butanodiol e diacetil durante o processo
fermentativo, usando como parametros os respectivos padrdes em solucdo aquosa, banco de
dados espectrais e cinética de producao.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, biossurfactantes, enzimas, aromas e glicerol
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ABSTRACT

There is in the present, a worldwide expectation for continuity of increase of glycerol production.
Glycerol is a by-product which corresponds to approximately 10 % volume of biodiesel reaction
and contains in its phase other materials such as water, alcohol, soap and catalyst manufactured
and/or added during the process. The use of waste of agroindustrial in the biotechnology process
is advantageous because it reduces costs of production. Therefore, the aims of this research were
to estimate the possibilities of consumption of some agroindustrial wastes and glycerol from
biodiesel production per bacterias of Bacillus genus, to simultaneously production of
biosurfactants and flavours compounds. Biosurfactants have awakened interest given its
versatility as emulsifying agents, surfactants, antimicrobial and functional activities, and
bioremediation. One of main genus of microorganisms, producers of biosurfactants is the
Bacillus, which has an important role in the industrial production of proteases and in the incipient
way some flavours compounds. The bioflavours acetoin, diacetyl, 2,3 butanediol acetic acid and
propionic acid are the most relevant compounds described in the literature linked to the
manufacture of dairy products, and being the glycerol a sugar which can be used as a carbon
source by microorganisms, is possible the production of compounds of interest by fermentation
processes. For the assays in bench fermentator, the analyze of results, which was made by the
technique adaptation of identification of percentage of glycerol in the biodiesel, and indicates the
LB2b strain of Bacillus subtilis, possibly, does not have the glycerol-kinase enzyme, due to the
linearity of absorption glycerol curves, which is not consistent with Michaelis-Menten equation
and curves of dissolved oxygen in the culture medium Therefore, probably, the glycerol is not
used as a carbon source. However, the culture medium composed by analytical standard glycerol
and peptone has resulted in 0.3 grams of semipurified biosurfactant/liters of culture medium.
Besides, were identified the production of flavours, 2,3-butanediol and diacetyl during the
fermentative process, using as parameters the respective standards in water solution, spectral
bank data and kinetic of production.

Key-words: Bacillus subtilis, biosurfactants, enzymes, flavours and glycerol.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

v Estudo da utilizacdo dos residuos agroindustriais malte de cevada, manipueira e glicerol
(oriundo da producido de biodiesel) como substratos na producao de biomoléculas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar uma linhagem de Bacillus subtilis com potencial de metabolizar o glicerol
oriundo da producdo de biodiesel,

v Estudo do processo fermentativo e identificacdo do consumo do glicerol na produgdo
debiossurfactantes;
v Identificagdo da coprodugdo de enzimas e aromas no processo fermentativo de produgao

de biossurfactantes.
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1 BIOPRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES, ENZIMAS E AROMAS, ASSOCIADA A
UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Entre as diversas definicdes de biotecnologia, a maioria engloba conceitos voltados a
aplicacdo em processos bioldgicos, com o objetivo de criar possibilidades (novos produtos e
processos) e resolver problemas ambientais, como a utilizacdo de residuos industriais. Esta
embasada na agricultura, medicina e ciéncias de alimentos, esta ultima com infinddveis
possibilidades como: novas linhagens, coproducdo, engenharia metabdlica, atividades fisiolégicas

e antimicrobiana de bioprodutos, suplementacdo de residuos agroindustriais, etc.

Em geral, os processos da industria alimenticia geram residuos ricos nutricionalmente
como, por exemplo, bagaco de cana de agucar, 4gua de maceracdo de milho, manipuera, palha de
trigo, cevada, farelos (arroz, soja, trigo, etc.) entre outros, que sdo geralmente, despejados em
cursos de dgua, queimados, vendidos como suplemento nutricional para ragdo animal ou tratados

e descartados adequadamente ou ndo.

Entretanto, se os residuos forem utilizados em sistemas biotecnolégicos de maneira
adequada, a industria ingressaria em um novo mercado, podendo o novo processo tornar-se mais
vantajoso do que a producdo inicial. A manipueira, por exemplo, apresenta em sua composicao
actcares complexos, mono e dissacarideos e diversos minerais (NITSCHKE & PASTORE, 2003)
que suprem as necessidades metabdlicas de diversos micro-organismos, assim a integra¢do de um
bioprocesso a farinheira evita despesas de tratamento com a manipueira, ndo implica em gastos
adicionais com transporte e gera bioprodutos de alto valor agregado. O malte residual da industria
cervejeira por sua vez, apresenta em média 10 % de proteina, 13 % de fibras e 60 % de
carboidratos (FUJITA & FIGUEROA, 2003) sendo assim outro residuo potencialmente utilizavel

como substrato microbiano.

Biossurfactantes, aromas e enzimas sdo exemplos destes biocompostos e apresentam alto

valor agregado, devido sua especificidade e aplicatibilidade industrial.

Bacillus subtilis é uma espécie de micro-organismo utilizada na producdo de enzimas e
linhas de pesquisas vem sendo desenvolvidas com o objetivo de viabilizar a produgdo de

biossurfactantes em escala industrial.
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Portanto, dependendo do requerimento nutricional do micro-organismo, os residuos
podem ser utilizados de maneira complementar, como, por exemplo, a manipueira (carboidratos e

minerais) e o malte residual da industria cervejeira (fibras e proteinas).

1.1 BIOPRODUCAO DE INTEGRADA A CADEIA DO BIODIESEL

O biodiesel ¢ uma das alternativas mais vidveis, a curto prazo, para a substituicdo dos
derivados do petréleo para motor a diesel, assim, a elaboracdo de processos que utilizem os
subprodutos da cadeia € necesséria, pois caso contrdrio, com os danos ambientais causados pelo
grande volume de residuos e coprodutos, o sentido maior de “fonte renovavel” perde o verdadeiro
valor. Assim abre-se um leque de possibilidades e oportunidades, para a utilizacdo do glicerol em

processos biotecnoldgicos.

Normalmente, no processo de transesterificacdo, um 4dlcool de cadeia curta é adicionado
em excesso, para garantir a reagao de todos os acidos graxos, sendo o produto final desta reagao
uma mistura de duas fases imisciveis, uma mais densa (biodiesel) e outra contendo

monoglicerideos, diglicerideos, glicerol, dlcool e catalisador, em varias concentragdes.

A legislacdo brasileira estabelece que os teores de dcidos graxos livres, dlcool, glicerol e

dgua devem ser minimos, de modo, que a pureza do biodiesel seje superior a 96,5 %

(KARAOSMANOGLU, AKDAG & CIGIZOGLU, 1996)

A producdo brasileira utiliza o metanol € ndo o etanol como &lcool para a reacdo de
transesterificacdo devido principalmente suas vantagens técnicas, como, maior rendimento e
menor tempo de reacdo, além da consolidacdo da industria alcooleira no pais. Entretanto
apresenta desvantagens como, maior toxicidade, ser produzido principalmente a partir do

petroleo, ter comercializagdo controlada, maiores detalhes estdo apresentados na Tabela 5.

Para a utilizacdo do glicerol como fonte de carbono € necessario a retirada do metanol,
devido a toxicidade para os micro-organismos, além disso, o dlcool pode ser reutilizado no

processo inicial de transesterificacdo. A separacdo pode ser feita com aquecimento brando, ja que
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os dois produtos possuem volatibilidade bem diferentes (ponto de ebulicio do metanol e glicerol

respectivamente, 64 °C e 290 °C), que entdo evapora e € liquefeito em um condensador.

Para aumentar a pureza para sua reutilizagdo, o dlcool deve ser novamente purificado, pois
as moléculas do mesmo podem carrear outras moléculas durante a destilacdo. Para o glicerol,
pode se realizar a destilacdo fracionada, porém para producdo biotecnoldgica esse processo nem

sempre € necessario.

Os progressos em biotecnologia, podem levar a utilizacdo de rejeitos da industria
produzindo compostos de alto valor e favorecendo processos ciclicos que compactuam com
sustentabilidade ambiental. Portanto, devido a prospeccdo favordvel a implentacdo de processos
ambientalmente corretos, como por exemplo, o biodiesel, e crescente demanda por produtos
« _— qe . . ST

naturais”, a utilizacdo do glicerol como componente do meio de cultura, possibilita nao apenas a
reutilizacdo do dlcool na transesterificacdo do lipideo, como produc¢do concomitante de enzimas,

aromas e biossurfactantes.
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OLEGAGINOSA

TORTA OLEO ALcooL

A

BIODIESEL, GLICEROL,
ALCOOL, IMPUREZAS

BIODIESEL GLICEROL, ALCOOL,
IMPUREZAS
\4
GLICEROL ALcooL
\ 4
FERMENTACAO SUBMERSA
A 4
\ 4 COMPOSTOS \ 4

Figura 1 - Proposta de fluxograma com processo integrado na produgdo de biodiesel e
bioprodutos. Fonte: baseado em RIVALDI; SARROUH & FIORILO, (2007).
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1 POSSILIDADES DE PRODUCAO COM O GENERO BACILLUS

A espécie Bacillus subtilis ¢ um dos principais micro-organismos produtores de
biossurfactantes (CARRILLO & COOPER, 2003; FERNADEZ, 2007, KLUGE et al., 2009;
MULLIGAN, COOPER & NEUFELD, 1984) e o mais importante de proteases ANWAR &
SALEEMUDDIN, (1998) e outras enzimas como amilases (BON, FERREIRA & CORVO,
2008). Além disso, de maneira incipiente, alguns aromas sao referenciados ao genéro
(MARIOTTO, 2007; BERGER, 1995).

Sao bactérias gram-positivas e, apesar de terem sido consideradas estritamente aerdbicas
por muito tempo, estudos demonstram que esta espécie pode crescer em ambientes anaerdbicos
(NAKANO & HULETT, 1997), passando entdo a obter energia através da respiracdo anaerdbica,
utilizando o nitrogénio como aceptor final de elétrons.

Portanto, os biocompostos estdo presentes em todas as células vivas exercendo a fungdo
de biocatalisadores nas reacdes que compdem as vias catabdlicas e anabdlicas do metabolismo

microbiano.

2 METABOLISMO DO GLICEROL

O glicerol pode atuar como fonte de carbono e seguir diversas rotas metabdlicas
produzindo compostos como dcidos, dlcoois, aldeidos e aromas como acetil, acetoina e 2,3
butanodiol e/ou influenciar diretamente na absorcdo de nutrientes, alterando a permeabilidade da
membrana plasmadtica do micro-organismo.

A primeira etapa da utilizacdo do glicerol por micro-organismos acontece com O
transporte através de sua membrana celular, podendo acontecer de forma passiva ou ativa. O
transporte passivo inclui a difusdo simples (permeacdo ndo especifica) e a difusdo facilitada
mediada por proteinas (permeases) localizadas nas camadas mais internas da membrana
plasmética (RIVALDI, SARROUH & FIORILO, 2007). E um dos poucos substratos com a
capacidade de atravessar a membrana celular por difusdo facilitada. Em bactérias, como

Escherichia coli, a proteina do tipo poro-canal-G1pF € ativa na presenca de glicerol, ndo tendo a
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mesma atuagdo para moléculas com carga como gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona
fosfato (RIVALDI, SARROUH & FIORILO, 2007).

Estando no citoplasma pode seguir diversas rotas metabdlicas, sendo a principal a
fosforilagdo catalisada pelo glicerol quinase formando glicerol-3-fosfato e sequentes etapas da
glicélise (RIVALDI, SARROUH & FIORILO, 2007; BARTOWSKY & HENSCHKE, 2004).
Outra possibilidade ocorre com os géneros Bacillus e Glucobacter em que 0 micro-organismo
oxida seletivamente o segundo grupo hidroxila do glicerol e consequente formacdo de
dihidroxiacetona pela enzima glicerol desidrogenase. Em seguida, a mesma ¢é fosforilada a
dihidroxiacetona fosfato pela enzima dihidroxiacetona quinase dependente de ATP. Esta
molécula € importante intermedidria para a gliconiogénese e também pode seguir a via das
pentoses (pentose-fosfato). Portanto, a dihidroxiacetona fosfato é um intermedidrio de diversos
compostos tais como, dcido citrico, dcido succinico, dcido acético, 4dcido férmico, dcido latico,
etanol entre outros (RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007; RIBEIRO, 2009)

Os minerais pertencentes as oleoginosas utilizadas na produ¢ao do biodiesel, podem ser a
razao da presenca dos mesmos no glicerol bruto (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do do dleo soja e glicerol bruto oriundo do biodiesel produzido com soja. Adaptado de
THOMPSON & HE, (2006).

Concentragao Oleo Glicerol bruto
e Calcio 3,1 11
& Potéssio N.D N.D
é Magnésio 1,2 6,8
E Fésforo 10 53
% Enxofre 22 N.D
E Sédio N.D 1,2
© Carbono 77 26
E Nitrogénio 0,22 0,04

*N.D: nédo detectado

A utilizacdo do glicerol oriundo da producao do biodiesel apresenta a vantagem de conter
elementos nutricionais como, fésforo, enxofre, magnésio, cdlcio, nitrogénio e sodio, que sio

essenciais e/ou factiveis de serem utilizados por micro-organismos, mais especificamente para a
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producdo de surfactina por Bacillus, como descrito por COOPER et al., (1981) e PEYPOUX;
BONMATIN & WALLACH, (1999).

3 BIOSSURFACTANTES

3.1 SUMARIO HISTORICO

JARVIS & JOHNSON, (1949) descreveram a surfactina como um composto cristalino
que pode ser obtido do meio de cultura fermentado com algumas linhagens de Bacillus subtilis.
Durante os anos 60, pesquisas realizadas por ARIMA, KAKINUMA & TAMURA, (1968),
evidenciaram a inibicdo da formacdo de codgulos de fibrina, além de apresentar propriedades
tensoativas. No ano seguinte, os trabalhos de KAKINUMA et al., (1969a); KAKINUMA et
al.,(1969b); KAKINUMA et al.,(1969¢c); KAKINUMA et al.,(1969d) elucidaram a estrutura
primdria total da surfactina (Figura 1), com a determinacdo do 4cido graxo conjugado da estrutra
heptapepitidica, utilizando técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
Entretanto, foi na década de 80 que se iniciou efetivamente o interesse de pesquisadores
vislumbrando os beneficios ambientais do uso de biossurfactantes quando comparados as
surfactantes sintéticos, como evidenciado pelos trabalhos de COOPER & ZAJIC, (1987);
MULLIGAN, COOPER & NEUFELD, (1984); MULLIGAN, MAHMOURIDES & GIBBS,
(1989), Desde entdo, pesquisas no ambito de produgdo e aplicagdes de biossurfacntes vem sendo

realizadas (PERNA, 2009).

3.2 TENSOATIVIDADE E ESTRUTURA QUIMICA

Biossurfactantes sdo moléculas anfipdticas que podem interferir na miscibilidade de
solu¢des como potentes emulsificantes e, em outras propriedades ainda nio tdo bem elucidadas,
como bioremediadores e antimicrobianos. Estes compostos apresentam vantagens em relacido aos
surfactantes sintéticos como baixa toxicidade, maior biodegradabilidade e poder emulsificante,
redutores da tensdo superficial e interfacial, além de resisténcia a condi¢des extremas de pH,

temperatura e salinidade.
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Sao classificados por sua composicdo quimica e origem microbiana, diferentemente dos
surfactantes sintetizados que sdo agrupados de acordo com a natureza do seu grupo apolar
(KARANTH, DEO & VEENANADIG, 1999). Basicamente, os biossurfactantes podem ser
divididos em 7 classes: glicolipideos, lipopeptideos/lipoproteina, fosfolipideos, lipideos neutros e
acidos graxos substituidos (hidroxilados ou com ligacdo cruzada), lipopolissacarideos complexos
e biossurfactantes ligados a cadeia celular (KOSARIC, CAIRNS & SAINI, 1987), sendo que
bactérias do género Bacillus produzem principalmente os lipopeptideos, entre os quais estdo

surfactina, iturina, fengicina, liquenisina micosubtilisina e bacilomicina (BARROS et al., 2007).

3.2.1 Surfactina

A surfactina é formada por uma cadeia carbonica e um anel lactona composto de
heptapeptideo com sequencia quiral LLDLLDL (STACHELHAUS, MOOTZ & MARAHIEL,

2002) interligados em B-ligacdo a uma cadeia carbOnica estruturada no formato de folha Beta

pregueada.
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Figura 1 - Estrutura bidimensional da principal isoforma da surfactina (BARROS et al., 2007)

A surfactina (1036 Da) € conhecida por ter excepcional atividade superficial, reduzindo a

tensdo superficial da dgua (20°C) de 72 para 27 mN/m em concentragdes menores de 20 uM,
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além de reduzir a tensdo interfacial do sistema &4gua/hexadecano de 43mN/m para valores

menores que 25,27 mN/m (BARROS et al., 2007).

3.2.2 Iturina A

A iturina A, assim como a surfactina, é composta por um grupo de heptapeptideos com
configuracbes D e L em sua parte polar. Porém, tanto os aminodcidos como a estrutura
hidrofébica sdo diferentes entre os dois biossurfactantes.

Até 2009, oito estruturas homélogas foram reportadas, sendo classificadas de Al até A8
para os diferentes tamanhos e formas das cadeias IWASE, RAHMAN & ANO, 2009). Apresenta
concentragdo micelar critica (CMC) de 40 uM e amplo espectro de atividade antifiingica como
inibicdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae (GRAU et al., 2001), Rhizoctonia solani,
Candida albicans, Thricophyton mentagrophytes e Aspergillus fumigatus (SCHULZ BONELLI
& BATISTA, 2005), além de apresentar baixa toxicidade.

3.2.3 Sinergismo

As pesquisas realizadas por MAGET-DANA et al., (1992) evidenciaram uma forte
relacdo entre a surfactina e a iturina A produzidas por uma mesma linhagem, onde a concentragdo
inativa de surfactina aumentou consideravelmente a hemélise quando associada a iturina A.

Dados recentes sobre a iturina A e sua capacidade de se ligar com cétion, forneceram uma
introspec¢do adicional em seu modo de acdo. Neste contexto, a surfactina apresenta boa
estabilidade quando associado a outras moléculas como cétions, lipideos, proteinas ou mesmo
lipopeptideos coproduzidos.

Essa interacdo entre a surfactina e a iturina A pode ser uma das razdes pela qual o padrao
de surfactina (SIGMA-ALDRICH, 99,99 %) tem dificil solubilizacdo em meio aquoso, o que nao

ocorre com o denominado neste trabalho de biossurfactante semipurificado.
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CHy-CH(CH):-CH-CHy-CO-(L )Glutamato-(L) Leucina-{D)Leucina | | Cr{CrlghCh-(CHy)s-Cr-CHy-CO-L )Asparagina{D]Tirosina-{D Asparagina

O+ Leucing{D)Leucina - )Asparaging-{Lvalia | |n=0ou’ NH{LISerina-{DJAsparagina-( Prona-L Gutamna
Figura 2 - Estrutura da surfactina Figura 3 - Estrutura da Iturina A
(MULLIGAN, 2004). (GRAU et al., 2001).

Os biossurfactantes em meio aquoso alinham-se primeiramente na superficie, com sua
parte hidrofébica fora do meio. Assim, apds completar a monocamada, devido ao aumento da
concentragdo, acontece um estado de equilibrio dindmico entre a camada superficial e formas
agrupadas na solucdo, chamadas de micelas, que sdo formacdes esféricas, com a parte
hidrofébica de cada molécula voltada para o interior e a hidrofilica externada, de modo a
diminuir a 4rea de contato entre a cadeia apolar e o meio aquoso (ATTWOOD & FLORENCE,
2003). O ponto ou concentragdo micelar critica (CMC) pode ser detectado por mudangas na
inclinacdo da curva da tensdo superficial, condutividade e dispersdao da luz em funcdo da
concentragdo, permitindo assim o pesquisador se adequar em funcdo dos equipamentos
disponiveis e comparar resultados.

A fermentacdo com Bacillus é geralmente realizada aerobicamente e em meio aquoso.
Assim, quando o ar tenta transpor a camada anfifilica, esta curva-se de modo a “encapsular” o ar
e assim sdo formadas as bolhas de espuma, que concentram os biossurfactantes. As diferentes
caracteristicas dos tensoativos (catidnicos, anidnicos e ndo ionicas) influenciam no tamanho e no

formato das micelas (ATTWOOD & FLORENCE, 2003).

4 METABOLISMO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

A biossintese da surfactina € catalisada pela acdo de um complexo multienzimatico da
familia dos peptideos sintetases, uma classe envolvida com os metabdlitos secunddrios
(PEYPOUX; BONMATIN & WALLACH, 1999). Ao contrario de muitos metabdlitos
secundarios do Bacillus, cuja produgdo € induzida quando as células tém esgotado um ou mais

nutrientes essenciais, a producdo de surfactina € induzida por células em crescimento
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(PEYPOUX; BONMATIN & WALLACH, 1999), sendo esta uma das razdes para ndo se
conseguir elevados rendimentos.

Estudos realizados por ARIMA; KAKINUMA & TAMURA, (1968), com caldo nutriente
como meio de cultura obtiveram baixos rendimentos de producdo de biossurfactantes (0,1 g.L™).
COOPER, et al., (1981), em um trabalho subseqiiente, demonstrou a importancia da fonte de
nitrogénio e os efeitos estimulatérios do ferro e manganés que culminaram no chamado
“Cooper’s medium”, com taxa molar de 920:7,7:1,0, respectivamente para
nitrogénio/ferro/manganés e aproximadamente 7,5 para C/N. Ainda neste &mbito, os trabalhos de
NITSCHKE, (2004); COSTA, (2005) mostraram a predominéncia dos fons NH,;" sobre os NO;3".
Outras vantagens da grande influéncia na producdo de biossurfactantes por Bacillus sao o tipo e
concentracdo da fonte de carbono, concentracdo salina no meio e pH 4cido que inibe o
crescimento microbiano (FERNADEZ, 2007).

A sacarose e frutose apresentam bons resultados como fonte de carbono para a producao
de biossurfactantes PEYPOUX; BONMATIN & WALLACH, (1999). Além disso, as pesquisa
realizadas por SANDRIN, PEYPOUX & MICHEL, (1990), nio encontraram significincia na
suplementagao com diferentes aminodcidos na produgao de surfactina.

Como relatado por MULLIGAN, MAHMOURIDES & GIBBS, (1989), o fosfato tem
relacdo metabdlica direta com a producdo de biossurfactantes influenciando a atividade das
enzimas transhidrogenase (oxidagdo e reducdo), desidrogenase glicose-6-fosfato (via glicolitica)
e fosfatase alcalina (remocédo de grupos fosfato de moléculas como nucleotideos, proteinas etc.).

As variagdes entre os rendimentos da produgdo de surfactina se deve principalmente as
condicdes de processo e/ou nutricionais (SHEPPARD & COOPER, 2004). No entanto, estudos
empiricos ndo contribuem substancialmente para uma melhor compreensdo da regulacdo e
controle do metabolismo celular, j4 que na maioria dos trabalhos faltam correlacdes diretas com
as vias bioquimicas e os resultados obtidos. Como excecdes a esta regra, os trabalhos de
COOQOPER, et al., (1981); SANDRIN, PEYPOUX & MICHEL, (1990); JENNY, DELTRIEU &
DAPPELI, (1993); KLUGE et al., (1998); PEYPOUX; BONMATIN & WALLACH, (1999)
fornecem importantes informagdes bioquimicas. Este ultimo reportando detalhadamente os
passos da formacdo da surfactina. GOTTSCHALK, (1998) por sua vez, reportou de forma mais

ampla as relagOes entre os nutrientes e suas fungdes no metabolismo microbiano bacteriano.
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As necessidades de nutrientes que devem estar presente no meio de cultura sdo diferentes
entre linhagens. Os fatores de crescimento para os micro-organismos geralmente nao sao
conhecidos e por isso microbiologistas adicionam compostos complexos como extrato de
levedura e peptona para garantir tais suprimentos. Os meio sintéticos sdo utilizados quando ja se
tem conhecimento das necessidades nutricionais (GOTTSCHALK, 1998). Pesquisas envolvendo
a producdo e nutricdo de processos fermentativos para obtencdo da surfactina vem sendo
realizadas visando a suplementacdo dos minerais requeridos pelo micro-organismo em questao,
bem como, otimizar as vias metabdlicas objetivando maiores rendimentos. Além disso, como
reportado por PEYPOUX; BONMATIN & WALLACH, (1999), a composicio do meio de
cultura tem influéncia na estabilidade da surfactina, que complexa-se com fons divalentes como

Ca™ e Mg ™.

S ENZIMAS

Devido a especificidade, forma de produgdo, impacto ambiental e outras vantagens sobre
os catalisadores sintéticos a prospec¢ao é favordvel ao aumento da producdo industrial de
enzimas. Projecoes realizadas por WOLGANG; KLAUS & KARLHEINZ, (2005), indicaram
uma taxa de crescimento de 4,7 % no mercado mundial de metabdlitos obtidos por fermentacao
microbiana, passando de US$ 14,1 bilhdes em 2004 para US$ 17,8 bilhdes em 2009. Esta
producdo € majoritariamente realizada por micro-organismos, embora alguns biocatalisadores
sejam extraidos de tecidos animais (por exemplo, pancreatina, tripsina, pepsina e renina) e
vegetais (por exemplo, papaina, bromelina, ficina malte e peroxidase).

As linhagens de Bacillus subtilis que fermentam em meios de cultura com diferentes pHs,
temperaturas e outros parametros propiciam uma ampla oferta de processos e produtos
biotecnoldogicos a serem pesquisados. A composicdo do meio de cultura é essencial para o
crescimento microbiano, pois as células podem responder a estimulos quimicos e fisicos do meio
externo, por meio de mecanismos bioquimicos, regulando assim os produtos formados. As fontes
de carbono utilizadas no processo fermentativo podem ser essenciais para se obter altos
rendimentos, pois 0s micro-organismos podem ndo possuir arsenal enzimdtico para metaboliza-

las. A glicose, por exemplo, apesar de ser excelente fonte de energia para o crescimento
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microbiano, tem sido reportada como repressora de a-amilase, celulase e invertase (BON,
FERREIRA & CORVO, 2008).

Dentre as enzimas produzidas por micro-organismos destacam-se as amilases que sao
responsaveis por 23 % do grupo das carboidrases na industria e projecdes indicam crescimento de
sua demanda. Segundo BON, FERREIRA & CORVO, (2008), as proteases sao o principal grupo
de enzimas produzidas comercialmente e sdo usadas na producdo de detergente, proteinas,
cerveja, carne, fotografia, couro, em laticinios, etc., (ANWAR & SALEEMUDDIN, 1998).
Mesmo com eminente mercado, atualmente o mecanismo responsavel pelo controle da sintese
proteica no Bacillus subtilis ndo € conhecido. Entretanto, pesquisas indicam uma alta
significancia das fontes de nitrogénio e carbono utilizadas (MABROUK et al., 1999).

O crescimento microbiano e consequente producdo de metabdlitos (bioprodutos) sao
proporcionais as necessidades nutricionais de cada micro-organismo como: 4gua, fonte de
carbono, nitrogénio e oxigénio, além de elementos minerais como fdsforo, enxofre, potéssio,
célcio, magnésio, sddio, ferro. De maneira geral, podem ser utilizados desde compostos de baixo
peso molecular (mono ou dissacarideos, metilamina) como compostos de alto peso molecular
(amido, proteinas, lipideos, celulose, hemicelulose, lignina) como fonte de carbono e energia,
desde que os micro-organismos possuam arsenais enzimaticos capazes de metabolizar estes
componentes (BON, FERREIRA & CORVO, 2008).

Devido a uma parcela significativa de micro-organismos ndo estar identificada e
consequente potencial de uso e producdo, hd muitas enzimas a serem descobertas além do desafio
de tornd-las economicamente vidveis. Paralelamente a estas descobertas, a engenharia metabdlica
caracteriza e direciona vias metabdlicas de certos micro-organismos que ja se destacam na

producao enzimdtica e assim passam a Super expressar certas enzimas.

Tabela 2 - Cronologia entre o niimero de patentes relacionadas a enzimas (ASSUMPCAO, 1999).

Ano 1995 1996 1997 1998
Patentes relacionadas com enzimas 74 84 108 189
Numero total de patentes 12.917 | 14.333 | 13.366 | 18.689
Relacao percentual (Enzimas/Total) 0,6 0,6 0,8 1,0

Ainda nesse contexto, no periodo de 2004-2005 o Japao liderou as patentes de biocatalise

com 43 % dos registros. Com relagdo ao depositante, 41 % sdo empresas, 38 % pessoas fisicas e

21 % Universidades/Instituto de Pesquisa (BON, FERREIRA & CORVO, 2008).
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Tabela 3 - Exemplos de enzimas comerciais obtidas a partir de Bacilus subtilis (BON, FERREIRA &

CORVO, 2008).

Enzimas Microrganismos produtores
Aminopeptidase Aspergillus niger, A,oryzae, Bacillus amyloliquefaciens, Bacilus
Subtilis, Bacilus licheniformis
Celulase Aspergilus niger, Bacillus amyloliquefaciens, Bacilus Subtilis,

Humicola islolens, Streptomyces lividans, Trichoderma reesei,

Trichoderma viridae

Beta-Glucanase

Aspergilus niger, Aspergilus aculeatus, Bacillus amyloliquefaciens,

Bacilus Subtilis, Humicola isolens, Talaromyces emersonii

Hemicelulase Aspergilus niger, Bacilus amyloliquefaciens, Bacilus subtilis
Protease Bacilus halodurans, Aspergilus melleus, Aspergilus niger, Aspergilus
oryzae, Bacilus subtilis, Bacilus licheniformis, Penicilium citrinum,
Rhizopus niveus, Streptomices, Fradiae
Xilanase Aspergilus niger, Bacilus subtilis, Humicola insolens, Penicilium
Sfuniculosum, Tricchoderma reesei,
6 AROMAS

6.1 SUMARIO HISTORICO

Existem indicios da producdo comercial de aromas desde o século XVIII. No século XX

houve um grande avanco na drea, devido, principalmente, a técnica apurada de cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa, que permitiu a separacdo e identificacdo dos

compostos com importantes funcdes nas respostas organolépticas (MARTINS, 2003).

Muitos compostos de aromas no mercado atual continuam sendo produzidos por sintese

quimica ou extraidos de fontes animais e vegetais. Entretanto é observado um crescimento do

mercado (cerca de 75 a 80 % em 1994) de bioaromas como relatado por MARTINS, (2003) e

BERGER, (1995).
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Diversos micro-organismos sao capazes de produzir aromas, com destaque para bactérias

e leveduras, como confirmado pela analise da Tabela 4, a seguir.

Tabela 4 — Géneros de micro-organismos e seus respectivos aromas produzidos (MARIOTTO, 2007).

Género Espécie Produtos
. pneumoniae 2,3-butanodiol
Klebsiella
oxytoca acetoina, 2,3-butanodiol
lactis ssp. acetoina, diacetil, lactato, acetato
Lactococcus
diacetylactis acido a-acetolactato, acetoina, diacetil
Hanseniaspora guilliermondii .
etanol, acetoina
Kloeckera apiculata
Streptococcus thermophilus acetoina, acetaldeido, acetona, diacetil, etanol
0enos acetoina, diacetil, lactato, acetato, 2,3-butanodiol,
Leuconostoc
mesenteroides acetoina, acetato, diacetil, lactato
Enterobacter aerogenes acetoina, acetato, lactato, 2,3-butanodiol, etanol
) polymyxa acido acético, etanol, acetato, 2,3-butanodiol, lactato
Bacillus
licheniformis 2.3-butanodiol, acetoina, acetato, etanol, formato,
Propionibacterium freudenreichi
Pseudomonas | jensenii/shermanii 4cido propidnico, dcido acético
Acetobacter hansenii diacetil, 2,3-butanodiol, acetoina
Kloeckera Apiculata
Saccharomyces cerevisiae . .
acetoina, 2,3-butanodiol
Candida stellata
Metschnikowia pulcherrima
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6.2 DEFINICAO E POSSIBILIDADES

Aromas sdo utilizados em alimentos, bebidas, ragdes, cosméticos, quimicos e
farmaceéuticos, e apresentam mais de um grupo quimico como, dlcoois, éteres, cetonas, aldeidos,
ésteres, isoprendides, fendis. Sao moléculas de baixo peso molecular (normalmente menores que
400 Dalton) que interagem de inlimeras maneiras com as células receptoras e estdo presentes em
quantidades infimas na composicdo dos alimentos. Em funcdo da especificidade dos receptores
olfativos, os compostos aromaticos sdo percebidos em baixas concentracdes (BERGER, 1995). O
diacetil, por exemplo, € um dos compostos produzidos durante a fermentacdo da cerveja que mais
influencia no sabor e aromas, o qual pode conferir sabor off flavor em concentracdes de 1ppm,
(CARVALHO, 2005).

Conforme a Resolugcdo n° 104, de 14 de Maio de 1999, os aromas sao classificados como
naturais ou sintéticos e definidos como substancias ou misturas com propriedades odoriferas e/ou
sdpidas, capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010). Excluem-se desta definicdao: substancias
que conferem exclusivamente sabor doce, salgado ou acido, substancias e produtos alimenticios
com propriedades odoriferas e ou sdpidas consumidas sem transformag¢do, com ou sem
reconstituicado, matérias de origem vegetal ou animal que possuam propriedades aromatizantes
intrinsecas, quando nao sejam utilizadas exclusivamente como fonte de aromas.

Existem basicamente trés métodos para a obtencdo de compostos aromaticos (i) extracao
diretamente da natureza, (ii) transformagdes quimicas, (iii) transformagdes vias biotecnoldgicas
(FRANCO, 2004). O ultimo método apresenta uma série de vantagens como utilizagdo de
residuos agroindustriais como substrato, especificidade estrutural dos compostos formados,
geracdo de residuos ndo agresivos ao ambiente, degradacdo parcial de substratos em metabdlitos
importantes pelo controle dos caminhos das reacdes microbianas e extensdo da estrutura do
substrato pelo uso de reacOes de biossintese (BERGER, 1995), independéncia variacdes externas

(clima, doengas, fertilizantes), producao concomitante de volateis (MARTINS, 2003).
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6.3 AROMAS DA INDUSTRIA LACTEA

Fermentados derivados da industria leiteira tem boa aceitacdo por consumidores devido as
suas propriedades como sabor, odor, cor, aroma, aparéncia, textura e por serem associados como
alimentos sauddveis. Estas qualidades sensoriais sdo produtos de multiplas fermentagdes, sendo
as primeiras horas cruciais para o desenvolvimento de aromas. A lactose € metabolizada pelos
micro-organismos em dcido lactico e os aromas produzidos dependem dos tipos de lactatos
formados e dos subprodutos da glicélise (GARDINI ez al., 1999).

As bactérias propionicas sdo responsaveis pela formacdo de “olhaduras” (buracos) nos
queijos gracas a producdo de gds carbOnico e, no desenvolvimento do aroma e sabor
caracteristicos nos queijos tipo suico, devido, principalmente, aos acidos propidnico e acético
(HETTINGA & REINBOLD, 1972). A maioria dos produtos tem aromas complexos, como café,
cacau, vinho e cerveja, que apresentam mais de 500 compostos volateis, os quais, juntos, sao
responsaveis pela formacdo do aroma caracteristico (BERGER, 1995). Em alguns casos, porém,
os aromas de determinados alimentos podem resultar da a¢ao basicamente de poucas ou mesmo
de uma tunica substancia, chamada de “composto de impacto”, que define o aroma caracteristico
da matriz. Exemplos s@o o acetato de isopropila, composto de impacto da banana e os aroméaticos
acetaldeido, etanol, diacetil, 2,3-butanodiol, acetoina e dcido lactico que tém um alto impacto no

sabor do produto dos produtos lacteos e seus derivados fermentados (GARDINI et al., 1999).

0 O OH
0 )J\H/ )J\( )\( OH
) -~ 0OH 0 OH OH /\fg/

acetaldeido etanol 2,3-butanodiona  3-hidroxi-2-butanona 2 3-putanodiol  &cido propidnico
(etanal) (diacetil) (acetoina) {acido lactico)

Figura 4 - Estrutura quimica dos principais compostos aromaticos da industria lactea.

Na maioria dos processos fermentativos os bioprodutos de interesse geralmente estdo em
baixas concentragdes, necessitando de etapas de purificacdo (downstream) e/ou ndo estarem

suficientemente estdveis no meio, principalmente com relagdo as enzimas (pH 6timo) e/ou
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coproducdo de substincias inadequadas. Assim, tais etapas elevam consideravelmente o custo, e,

por outro lado, proporcionalmente o valor agregado.

6.4 ACETOINA, DIACETIL E 2,3-BUTANODIOL

Os aromas acetoina, diacetil e 2,3-butanodiol sdo normalmente produtos de processos
fermentativos (MARIOTTO, 2007; BARTOWSKY & HENSCHKE, 2004). Apresentam
estruturas quimicas semelhantes, diferenciando-se na hidrogenac¢do do(s) oxigénio(s). O diacetil
téem melhor resposta sensorial (threshold 0,1 mg/L) que a acetoina e, portanto, tem uso
preferencial na industrial, bem como pesquisas relacionadas ao tema (BERGER, 1995).

A acetoifna estd normalmente associada a outros compostos tais como diacetil, pois é
produto da reducdo parcial do mesmo formando os aromas de muitos produtos lacteos,
principalmente queijos e manteigas (CARVALHO, 2005).

A reducdo do diacetil a acetoina e 2,3 butanodiol € vantajosa devido aos mesmos produtos
serem menos toxicos e oxidarem as coenzimas NADH na presenca de uma redutase
(BARTOWSKY & HENSCHKE, 2004).

O diacetil pode ser produzido por via sintética a partir da butanona ou por via
fermentativa através de diversos micro-organismos como bactérias dos géneros Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus (CARVALHO, 1999).

O composto chave na producao do diacetil € o a-acetolactato, produto intermediario da
sintese da valina. O a-acetolactato se descarboxila e se oxida quimicamente no mosto para

originar o diacetil. O diacetil retorna ao interior da célula onde é reduzido por meio de redutases a

acetoina e 2,3 butanodiol (CARVALHO, 2005).
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7 SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUCAO DE INSUMOS DE
ALTO VALOR AGREGADO

7.1 BIODIESEL, RESIDUOS E COPRODUTOS

7.1.1 Sumario historico do biodiesel

A primeira demostracdo publica do motor a diesel operando com 6leo vegetal aconteceu
em 1900 fomentada pelo governo francé€s objetivando beneficiar os agricultores ao prover seu
préprio combustivel, além da possibilidade de desenvolver dreas remotas do mundo
(BIODIESEL..., 2010).

Em 1983, na Austria, o Dr. Mittelbach desenvolveu o processo para transformar 6leos
alimentares utilizados em biodiesel. Em 1989, o Dr. Thomas Reed ¢é creditado como pioneiro na
producdo do mesmo em pequena escala, com a empresa chamada ‘“Pacific Biodiesel”
(BIODIESEL..., 2010).

O biodiesel € um dos principais combustiveis alternativos no mundo seu futuro esta na
capacidade do mundo em produzir matérias-primas renovaveis, como Oleos vegetais e gorduras,
sem suplantar os terrenos necessarios para a producdo de alimentos, ou a destruicdo de
ecossistemas. Esta industria, desenvolvendo-se de forma sustentdvel, permitird aliviar o mundo
da crescente escassez de petrdleo, proporcionando beneficios econdmicos e ambientais no século

XXI.

7.1.2 Producio, atualidades, prospeccoes e impactos econdomicos

O biodiesel tem experimentado recentemente um grande impulso em todo o mundo. A
rapida expansio da producdo estd sendo observado nio apenas nos paises desenvolvidos, como
Alemanha, Itdlia, Franca e Estados Unidos, mas também, em paises em desenvolvimento como

Brasil, Argentina, Indonésia e Malasia. Em todos estes paises a expansdo foi promovida por
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incentivos oferecidos pelo governo, preocupacdes com o meio ambiente e a corrente alta de
precos do petréleo (LUCENA, 2008).

O Brasil conta com um plano governamental de acréscimo compulsério progressivo de
biodiesel que deve ser misturado ao diesel de petréleo. Em Dezembro de 2004 foi autorizado o
uso de uma mistura contendo 2 % (B2) de biodiesel, que logo passou a cardter compulsério em
Janeiro de 2008 e a porcentagem de biodiesel aumentou para 3 % (B3) em Junho do mesmo ano,
acarretando em uma producdo aproximada de 190 milhdes de litros por ano. H4 ainda, a previsio
de uma maior producio com a implementagio de 5 % (B5) até 2013 (MINISTERIO DE MINAS
E ENERGIA, 2009).

O mercado mundial de biodiesel vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos,
sendo o principal produtor e consumidor a Unido Européia (80 %), que vem fabricando o produto
em larga escala desde 1992. Aproximadamente metade da capacidade produtiva da Europa esta

na Alemanha, que € o maior produtor (MELLO, PAULILLO & VIAN, 2007).
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Figura 5 - Evolucdo mundial da producdo de biodiesel (MELLO, PAULILLO & VIAN, 2007; E.B.B..., 2010;
EMERGING...,2010).

O uso de 1 kg de biodiesel contribui para a redug@o de cerca de 3 kg de CO,, gerando
reducdo significativa das emissdes de CO, (EBB..., 2010). Fatores como polui¢do do ar,

mudancas climaticas, derramamentos de 6leo, geracdo de residuos toxicos e constantes conflitos
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politicos envolvendo os paises do Oriente Médio, onde estdo localizadas quase 80 % das reservas
comprovadas de petréleo no mundo, com previsdo de esgotamento nos proéximos 40 a 50 anos
(MELLO, PAULILLO & VIAN, 2007) geram a necessidade imediata no desenvolvimento
tecnolégico de fontes renovéveis. A preocupacdo sobre o tema é um consenso e gera acordos
mundiais, como o Protocolo de Quioto, que pode beneficiar o Brasil como credor de crédito de
carbono.

Portanto, a manufactura de biodiesel, € consistente com a atual conjuntura, sendo que a
melhor op¢do de dlcool de cadeia curta para a reagdo de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel no Brasil, ainda € discutivel, pois a cadeia do etanol ja estd consolidada no pais. Porém,

a andlise das vantagens técnicas do uso do metanol, indicadas na Tabela 5 revela esta preferéncia.

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens do uso do metanol e etanol para a producdo de biodiesel (FREITAS, 2008).

METANOL

ETANOL

Pode ser produzido a partir da biomassa,

7z

porém ¢ tradicionalmente um produto
f6ssil.

Quase toda producido brasileira é feita a partir
da biomassa, e, por isso, fornece um
combustivel 100% renovavel.

O consumo no processo de metanol &
cerca de 45% menor do que o de etanol
anidro.

Dependendo do preco da matéria-prima, o
custo de producdo de biodiesel etilico pode ser
até 100% maior do que os do metilico.

A reacdo de transesterificagdo é mais
rapida do que a do etanol

Os ésteres etilicos possuem maior afinidade
com a glicerina, dificultando a separagao.

Para as mesmas condi¢des, o tempo de
reacdo com o uso do metanol € menos da
metade do necessdrio para o etanol.

A producio, no Brasil, ja estd consolidada.

Possui maior grau de toxicidade que o
etanol

N3o é téxico como metanol.

E mais volatil e apresenta maior risco de
incéndio.

Apresenta menor risco de incéndio.

O transporte € controlado pela policia
Federal, pois
fabricacdo de drogas.

¢ wusado também na

Produz biodiesel com maior indice de cetano

(usado como padrio na avaliagdo das

propriedades ignitoras do diesel) e lubricidade
se comparado ao combustivel metilico.

O Brasil se encontra em posicdo de destaque no cendrio mundial de fontes de energia

renovaveis, com grande drea ainda nao cultivada, recursos hidricos abundantes, tropicalidade e

diversidade de fontes de dcidos graxos como mamona, gordura animal, girassol, algoddo, pinhdo-
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manso, 6leo de cozinha e soja, j4 se observa o impacto sobre a economia do pais com a geracao
de emprego e renda (LUCENA, 2008). Nesse contexto, vem ocorrendo a inser¢ao no mercado de
trabalho de pessoas, tanto na agricultura familiar quanto pelo aumento da industria nacional de
pesquisas e equipamentos, sendo notdria a parcela de contribuicdo no desenvolvimento brasileiro
em setores como:

- Lideranca no comércio internacional de biocombustiveis - O Brasil reline vantagens que lhe
permite liderar o mercado internacional de biocombustiveis e implementar acdes de promog¢ao
dos produtos energéticos derivados da agroenergia. A ampliacio das exportagdes, além da

geracdo de divisas, consolidardo o setor e impulsionardo o desenvolvimento do pais.

- Desenvolvimento tecnolégico e geracdao de empregos - Pesquisa e desenvolvimento de
tecnologias agropecudrias e industriais integradas as cadeias produtivas da agroenergia, que
proporcionem maior competitividade, agregacdo de valor aos produtos e reducdo de impactos
ambientais, além da geracdo de empregos diretos e indiretos.

- Autonomia energética - Propicia as comunidades isoladas, aos agricultores, meios para gerar
sua propria energia, em especial nas regides remotas do territério nacional, além da autonomia
nacional de combustiveis.

- Desenvolvimento da agroenergia - Expansdo da producdo de dlcool (metanol e etanol) e
aproveitamento de seus respectivos residuos.

- Desenvolvimentos regionais - Incentivo a instalagdo de projetos de agroenergia em regides com
oferta abundante de solo, radiacdo solar e mao de obra, e que apresentam baixos indices de

desenvolvimento econdmico.

7.1.3 Glicerol

Mesmo com as vantagens supracitadas, a producdo de biodiesel inevitavelmente gera
coprodutos, sendo o principal deles o glicerol, que devido a baixa demanda mundial (0,5 bilhdes
toneladade glicerol/ano) e baixo custo faz com que projecOes indiquem um desequilibrio
econdmico no setor (RIVALDI, SARROUH & FIORILO, 2007).

Nos Estados Unidos, por exemplo, o valor do glicerol bruto diminuiu de
R$1.048/tonelada em 2004 para aproximadamente R$ 125/tonelada no ano 2006 (YAZDANI &

GONZALEZ, 2007). Estima-se que a produgdo brasileira de biodiesel seja de 2,6 bilhdes de
45



Capitulo 1

litros/ano em 2013 e considerando que 10 % (v/v) desta produg¢do sdo de coprodutos
(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2009), tem-se cerca de 260 milhdes de litros de
glicerol por ano.

O glicerol bruto apresenta em média teor de glicerol entre 65 a 70 % (p/p), além de
diversas impurezas como dlcool, monoacilglicerol, diacilglicerol, oligdbmeros de glicerol,
polimeros, dgua e sabdo sendo este ultimo formado da reacdo de 4cidos graxos livres com o
excesso de catalisador (RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007).

Considerando-se a tendéncia no uso biodiesel, dar uma finalidade para o glicerol torna-se
importante para a viabilidade efetiva do biodiesel no ambito ambiental. Além disso, caso se
apresente realmente efetivo em processos biotecnolégicos, seu baixo preco o torna vantajoso em
relacdo a outros residuos tradicionalmente utilizados como o melago de cana-de-agticar que no
mercado mundial oscila entre R$ 120 e 170/tonelada e o bagaco de cana R$ 9,5 e 24/tonelada

(RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007).

7.1.3.1 Tratamento do glicerol para utilizacao biotecnologica

Em geral, o glicerol bruto € tratado inicialmente com acido (HCI, H,SO4 ou H3PO.) até
atingir pH entre 2 a 3, cujo processo tem como objetivo a liberacdo dos dcidos graxos e formagao
de sais (fosfato de sédio, na maioria dos casos). Formam-se trés fases, sendo a intermedidria
composta principalmente por glicerol e dlcool. Nesta fase, esta mistura pode alcangar certa de
80% de pureza. A solucdo intermedidria é separada e posteriormente seu pH € ajustado até
proximo a neutralidade e submetido a tratamento térmico. Estando parcialmente livre de
impurezas, o glicerol pode ser utilizado como substrato de fermentacdo por vérias espécies de

micro-organismos (RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007).

7.2 MALTE DE CEVADA

A malteagdo consiste em transformar internamente graos de cereais, deixando-os com
uma alta concentracdo de enzimas que posteriormente reduzirdo o amido em mono, di e

oligossacarideos, que por sua vez serdo as fontes de carbono das leveduras no processo
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fermentativo. Além disso, a composi¢ao do malte utilizado na formulagdo da cerveja proporciona
aromas, sabores caracteristicos e cor da bebida. O principal cereal malteado utilizado na
fabricacdo da cerveja é a cevada que contem carboidratos (59%), proteinas (10%), cinzas (1,7%)
(FUJITA & FIGUEROA, 2003) e, portanto, com possibilidade de ser utilizada em processos
biotecnoldgicos.

No processo cervejeiro, os residuos sélidos sdo gerados principalmente nas etapas de
filtragem, envase e tratamento de dgua e efluentes liquidos. Os principais residuos sélidos sdo
aqueles oriundos do aproveitamento do contetido dos graos de malte, constituidos de restos de
casca e polpa dos grios, misturados, em suspensdo ou dissolvidos no mosto (CANADA
ENVIRONMENT,1997; UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME/ INDUSTRY
AND ENVIRONMENT, 1996).
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Figura 6 - Média de geragio de residuos em uma cervejaria de 10° h.L cerveja/ano (EUROPEAN COMMISION,
2003).

7.3 MANIPUEIRA

A manipueira € o residuo liquido originado da prensagem das raizes raladas da mandioca
para a producdo de farinha, representando cerca de 30 % da massa da matéria-prima (BARROS,

2007).
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A manipueira possui considerdveis teores de manganés, ferro, zinco, cobre e nitrogénio
que sdo importantes na producdo de surfactina (COOPER et al., 1981) além conter carboidratos
simples e complexos. Trata-se de um composto com alto teor de nutrientes.

A producdo de mandioca situa-se entre os nove primeiros produtos agricolas do Brasil em
termos de drea cultivada, e o sexto em valor de producdo (CENI et al., 2009). Em 2005, a
producdo mundial de raizes de mandioca foi de aproximadamente 204 milhdes de toneladas
(CENI et al., 2009), sendo que o Brasil participou com mais de 15 % da producdo mundial,
aproximadamente, 26,6 milhdes de toneladas (BARROS, 2007).

A maioria das farinheiras atualmente nio utiliza a manipueira, descartando-a diretamente
em leitos ou realizando tratamentos brandos como decantacdo, para diminuir o alto impacto
ambiental, sendo os residuos sélidos depois da secagem aplicados principalmente como

fertilizantes ou alimentac¢do animal (SRIROTH et al., 2000).

Tabela 6 - Composi¢do centesimal da manipueira (NITSCHKE & PASTORE, 2003).

Componente Concentracao Componente Concentracao
Sélidos totais (g/L) 62 Calcio (mg/L) 293
DQO (g/L) 55,8 Magnésio (mg/L) 519
Amido (%) 41,45 Enxofre (mg/L) 154
Acucares redutores (g/L) 23,3 Ferro (mg/L) 7,8
Nitrogénio total (g/L) 2,08 Zinco (mg/L) 2,8
Fésforo (mg/L) 245 Manganés (mg/L) 1,7
Potéssio (mg/L) 3472 Cobre (mg/L) 1,0

A literatura tem relatado que a manipueira € um potencial meio de cultura que pode ser
utilizado em diversos processos biotecnologicos para a obten¢do de dlcool (SRIROTH et al.,
2000), biomassa (SRIROTH et al., 2000; BARROS, 2007) bioaromas frutais (DAMASCENO et
al., 2003), biotransformacao (MAROSTICA & PASTORE, 2006), produ¢dao de metano RIBAS
& BARANA, (2003), insumo agricola FILHO, (2002) e biossurfactantes (BARROS, 2007;
BARROS, QUADROS, & PASTORE, 2008; NITSCHKE & PASTORE, 2003). Seu uso ¢
conveniente devido a mandioca ser origindria e cultivivel em todo Brasil ao longo do ano,

garantindo o suprimento de matéria-prima, além do beneficio ambiental.
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CONCLUSAO

Os diferentes teores de nutrientes encontrados em residuos agroindustriais possibilitam a
sua utilizacdo como complemento para a suplementacdo do requerimento metabdlico microbiano
em processos biotecnoldgicos. Essa conjuntura gera uma animadora expectativa sobre o Brasil,
que conta com grande diversidade e quantidade de recursos a serem explorados e pesquisados.

Aliado as vantagens decorridas no texto, ha o beneficio da utilizacdo de residuos ou
coprodutos agroindustriais, que podem ser um problema ambiental e amortizam o custo de
producdo como, por exemplo, os custos do meio de cultura que representam aproximadamente
10-30 % do total da producdo dos biosurfactantes (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

Portanto, a tendéncia mercadoldégica por sistemas sustentdveis faz com que,
possivelmente, de forma unilateral, os avangos biotecnolégicos busquem novos substratos ou
misturas dos mesmos com o menor custo, além da variagdo de parametros nos processos
fermentativos como temperatura, pH, rotacdo, aeracdo, fermentacdo mista, micro-organismos etc,
e consequente melhorias de rendimentos ou novos produtos para uma competi¢do econdmica

com os demais meios de produgao.
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INTRODUCAO

As formula¢des dos meios sintéticos utilizados para a producdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis descritos na literatura apresentam diversidade de composicdo. Basicamente, os
fons utilizados sdo Ca*™, Zn**, NH,*, NOs, NH,*, Mg*?, Fe*> ¢ Mn"? (COOPER et al., 1981;
NITSCHKE, FERRAZ & PASTORE, 2004; ROBERT et al., 1989; SHEPPARD & COOPER,
1991). Entretanto, quando as fontes diferem, os fons associados podem influénciar na
bioprodugao e, portanto, deturpar os resultados. Por exemplo, os compostos CaF,, CaCl,, CaHa,
Ca(OH),, Cal,, Ca(NOs3),, podem ser utilizados como fontes de cdlcio. Assim, o Ca(OH), alterara
o pH para basicidade, porém CaSO, acidificard o meio. Além disso, caso o Cal, seja empregado
ocorrerda fornecimento concomitante de iodo, que pode ser um composto significativo no
processo. Esta questdo se torna mais complexa quando sdo avaliados simultaneamente todos os
nutrientes, parametros do processo, além da correlacdo entre os mesmos, resultando em

problemas de repetibilidade.

Alternativa as dificuldades citadas acima, a utilizacdo de meios de cultura complexos
podem suprir os requerimentos microbianos como a manipueira que contem fésforo, potdssio,
célcio, magnésio, enxofre, ferro, zinco, manganés, cobre, boro, nitrogénio e carbono
(NITSCHKE & PASTORE, 2003) ou malte de cevada com proteinas, carboidratos e cinzas
(FUJITA & FIGUEROA, 2003).

A escolha do micro-organismo é fundamental para a obten¢do de altos rendimentos, os
principais géneros produtores de biossurfactantes sdo Pseudomonas e Bacillus (CAMEOTRA &
MAKKAR, 1998; DAS, MUKHERJEE & SEN, 2009), este apresenta baixo requerimento
nutricional, alta taxa reprodutiva, esporulado e produtor de enzimas (BANAT, 1993;
CAMEOTRA & MAKKAR 1998; DAS, MUKHERJEE & SEN, 2009; GHOJAVAND et al.,
2008).

Produto de alto valor agregado, a surfactina produzida por Bacillus subtilis com pureza >
98 % ¢é comercializada em média a R$ 66,17/mg e a iturina A R$ 434/mg (SIGMA,...2011).
Entretanto, atualmente os biossurfactantes ndo sdo competivos economicamente com Seu

equivalente sintético devido principalmente aos baixos rendimentos, custos de producdo e
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purificagdo, ainda que os avangos tecnoldgicos dos ultimos anos tenham resultado em

rendimentos entre 10 a 20 vezes maiores MUTHUSAMY, et al., 2008).

Portanto, este trabalho teve como objetivo elaborar um meio de cultura adequado para a
producdo de biossurfactantes, e que, preferencialmente ndo contivesse fonte de carbono, além do

glicerol.

1 MATERIAIS E METODOS

1.1 MEIOS DE CULTURA

1.1.1 Composicao do meio sintético

As concentragdes e fontes do meio sintético para a producdo de biossurfactante por
Bacillus subtilis foram baseadas em resultados descritos na literatura (NASCIMENTO, 2007;
COOPER et al., 1981; ASGHER et al., 2007, SHARIFF et al., 2007). Entretanto, devido as
diferentes concentracdes e fontes utilizadas em cada um dos trabalhos supracitados, foram
estabelecidos teores proximos aos mesmos e fontes de acordo com a disponibilidade do

laboratoério de bioaromas.

Tabela 1 - Meio mineral sintético, fonte de interesse e concentracao.

Fonte de - Fonte de 5
Fonte . Concentracao Fonte . Concentracao
interesse Interesse
CaCl, Ca* 2 mM MgSOy Mg 2 mM
ZnSO, Zn** 1 mM FeCls,6 Fe™ 0,1 mM
NH,NO; | NH,*, NOsy 2,0 mM MnSO, Mn** 1 mM
(NH4)>SO4 NH,* 0,5 mM

Como fonte de carbono, foi utilizado glicerol 1 % (m/v) e com o objetivo de comparar a
cinética de producgdo de tensoativos em relacio a outra fonte de carbono, foi utilizada a glicose na

mesma concentracao.

O meio foi ajustado para pH 7,0 com NaOH 0,05N, para o melhor desenvolvimento do

Bacillus e para evitar a precipitagdo do biosurfacante.
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1.1.2 Otimizacao do meio mineral para a fermentacao em shaker da linhagem selecionada

Para a identificacdo das possiveis varidveis significativas na produgdo de biossurfactantes
foi utilizada, neste trabalho, uma estratégia sequencial de planejamentos que consistiu de dois
delineamentos 2** e Plackett & Burman (NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2002; RODRIGUES
& IEMMA, 2005).

Delineamento experimental:

Para a identificacdo das possiveis varidveis nao significativas, foram realizados
experimentos com delineamento fatorial fracionado 2** em um total de 16 experimentos (NETO,
SCARMINIO & BRUNS, 2002). As varidveis estudadas foram: MgSQ,, FeCl;.6H,O, CaCl,,
ZnSO4. MnSO4, NH4NO;3;, NH4SO4. Na Tabela 2, € apresentada a faixa de valores investigados
para cada varidvel do delineamento, enquanto a Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento com
as respostas, nesse caso, a medida de tensdo superficial (mN/m) do meio de cultura ao final do
periodo de 24 horas de incubacdo. Os resultados foram analisados no programa Statistica TM 7.0

no qual foi realizada uma estimativa dos efeitos das varidveis sobre a resposta analisada.

Tabela 2 - Valores utilizados no delineamento fatorial fracionado 25+

Niveis
Variaveis
- +
Glicerol % (m/v) X1 0,8 1.2
MgSO4 (mM) X2 1,6 2,4
FeCl;.6H,0 (mM) X3 0,08 0,12
CaCl, (mM) X4 1,6 2.4
ZnSO, (mM) Xs 0,8 12
MnSO, (mM) X6 0,8 12
NH4NO; (mM) X7 1.6 2.4
(NH4),SO, (mM) X8 0,4 0,6
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Para o segundo delineamento experimental Plackett & Burman, foram realizados 16
experimentos, dos quais 4 sdo repeticdes no ponto central (RODRIGUES & IEMMA, 2005). As
varidveis estudadas foram as mesmas que no delimento 2%*. A Tabela 3 apresenta os valores
usados em cada nivel das varidveis, enquanto a Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento
com as respostas avaliadas, neste caso a tensdo superficial (mN/m) do meio de cultura ao final do
periodo de 24 horas de incubacdo. Novamente os resultados foram analisados no programa

Statistica TM 7.0 em que foi realizada uma estimativa dos efeitos das varidveis sobre a resposta

analisada.
Tabela 3 - Valores utilizados no delineamento experimental Plackett & Burman 16 ensaios e mais 4
repeti¢des no ponto central.
Niveis
Variaveis
- 0 +

Glicerol % (m/v) X1 0,0 0,4 0,8

MgSO, (mM) X2 0.0 0.8 1,6

FeCly.6H,0 (mM) X3 0.0 0,04 0,08

CaCl, (mM) X4 0.0 0.8 1.6

ZnSO, (mM) Xs 0.0 0.4 0.8

MnSO, (mM) X6 0.0 04 0.8

NH4NO; (mM) X7 1,6 2,4 3,2

(NH,),SO, (mM) X8 0.0 0.2 0.4

1.1.3 Utilizacao de residuos agroindustriais e meio sintético, adicionados ao glicerol para

aumentar a producio de biossurfactantes

Os meios utilizados nos ensaios foram manipueira, malte de cevada, peptona e meio

mineral sintético.
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1.1.3.1 Tratamentos

1.1.3.1.1 Manipueira

A manipueira foi fervida com o objetivo de retirar tracos de cianetos e gelatinizar o
amido. Em seguida foi centrifugada a 15,68 x 10 g por 10 minutos e 5 °C (Hitachi, CR21GII)
sendo o sobrenadante utilizado nos ensaios de acordo com BARROS et al., (2008) e NITSCHKE,
(2004).

1.1.3.1.2 Malte de cevada

O malte de cevada foi obtido junto a uma industria cervejeira. Este residuo é oriundo do
processo pds fermentativo da produgao, tendo sido seco em temperatura ambiente. O teste com o
mesmo objetivou fornecer aminodcidos, vitaminas, minerais e carboidratos, de maneira

suplementar para a linhagem LB2b.

Tabela 4 — Substratos utilizados e suas respectivas concentracdes no meio de cultura para a produgio de

biossurfactantes.
Fonte Concentracao
Manipueira 100 % (v/v)
Malte de cevada 1 %(m/v)
Meio Mineral 100 % (v/v)
Peptona 1 %(m/v)
Glicerol 1 %(viv)

Tabela 5 - Concentracdo dos sais do meio mineral, apds otimizagdo.

Fonte Concentracao
MgSOy4 1,6 mM
FeCl;,6H,0 0,08 mM
CaCl, 1,6 mM
ZnS0Oy4 0,8 mM
MnSO, 0,8 mM
NH4NO; 3,0 mM
NH4SO4 0,5 mM
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Os 31 ensaios foram realizados, com todas as possibilidades de interacdes entre os 5
fatores manipueira, glicerol, meio mineral, malte de cevada e peptona, sendo as respostas obtidas

por meio da medida da tensdo supercial do meio de cultura.

1.2 CULTURAS UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes linhagens de Bacillus subtilis: LBla, LB114, LB117, LB5a,
LB2a, LB157, LB2b, LB115, LB262 e ATCC21332, pertencentes a colecio do Laboratério de
Bioaromas, DCA/FEA/Unicamp.

1.2.1 Selecao da linhagem

Os resultados das medidas de tensdo superficial de cada um dos ensaios realizados com o
meio sintético (glicerol e glicose para 24 e 48 horas) foram examinados através da andlise de
variancia (ANOVA) para um unico fator, com o objetivo de verificar a existéncia de diferencas

significativas nas médias entres as tensdes superficiais de cada linhagem.

Em seguida, foi realizado o teste de comparag¢dao multipla de médias (Tukey) para definir

se ha ou nao diferenca significativa entre as amostras.

1.3 PRESERVACAO DAS LINHAGENS E PREPARO DO INOCULO

As culturas foram mantidas em tubos de dgar nutriente inclinado sob refrigeracdo (4 a 6
°C) e em periodos regulares, repicadas para outros tubos e placas de dgar nutriente, incubados a

30 °C por 24 h e armazenados.

Os in6culos foram preparados a partir de alcadas de culturas retiradas de placas de dgar
nutriente, contendo as linhagem de Bacillus e transferidas para erlenmeyers contendo 50 mL de
caldo nutriente (peptona bacteriolégica 5 g.L' (Himedia) e extrato de carne 3 g.L™'(Biolife)
estéril. A seguir, foram incubados a 150 rpm e 30 °C, durante 24 h, em agitador rotatério (Shaker
Tecnal Te-480). Apds este periodo, foi realizada a dilui¢gdo com caldo nutritivo estéril até se obter
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uma densidade 6ptica de 0,5 medida a 660 nm (ROCHA et al., 2007). Posteriormente, foram
retiradas aliquotas de 3,5 mL (7% v/v do meio), que inocularam os erlenmeyers contendo 50 mL

de meios mineral.

1.4 INCUBACAO

Os erlenmeyers com os meios sintéticos, contendo os indculos, foram incubados em
agitador rotatdrio (shaker Tecnal TE-480) a 30 °C e agitacdo de 150 rpm por até 72 horas. Apds o
periodo de incubacdo, os substratos foram centrifugados 2 10,08 x 10° g por 10 minutos e 5 °C
(Beckman Coulter, Alegra X-22r), para a elimina¢ao de células, seguida da respectiva medida de

tensao superficial.
1.5 CURVA FERMENTATIVA E SELECAO DE LINHAGEM

1.5.1 Medidas de tensao

As amostras de cada uma das linhagens foram coletadas (15 mL) em intervalos de 24 até
72 horas, sendo inicialmente centrifugadas a 10,08 x 10> g por 10 minutos e 5 °C (Beckman
Coulter, Alegra X-22r). As medidas de tensdo superficial foram determinadas com o
sobrenadante pelo método da placa (KRUSS - Processor Tensiometer, K12) até um desvio padrio

menor que 0,2 ou 50 repeticdes para cada andlise.

1.6 INDICADOR DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

1.6.1 Ensaios com agar sangue

Placas contendo 4gar sangue (Oxoid) adicionado de 5 % (v/v) de sangue de carneiro
desfibrinado (Laborclin), foram inoculadas em trés pontos equidistantes com a agulha de platina
com a linhagem selecionada e incubadas em estufa a 30 °C para visualiza¢do de halos (indicam
hemolise dos eritrdcitos, podendo esta atividade ser originada por biossurfactantes) ao final de 72

horas p6s inoculacdo (BANAT, 1993; CARRILO et al .,1996, SILVA, 2002).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 SELECAO DA LINHAGEM

Encontrar um meio sintético, sem a presenca de componentes complexos € tarefa ardua.
COOPER et al., (1981), por exemplo, encontraram bons resultados para a producdo de
biossurfactantes com o meio mineral suplementado com glicose. GHOJAVAND, et al., (2008)
relataram producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis somente com meio mineral e
sacarose. Entretanto, ambos os trabalhos utilizaram diversos tipos de sais, sendo alguns
possivelmente ndo necessarios. Além disso, esses requerimentos metabdlicos podem diferir das

do micro-organismo em questao.

Na literatura normalmente s@o encontrados trabalhos que focam na exatiddao dos
componentes minerais do meio de cultura. Entretanto, adicionam meios complexos como extrato
de levedura, peptona, extrato de carne etc., que entdo podem distorcer o real fornecimento desses
nutrientes no processo fermentativo, além das possibilidades de tais compostos serem utilizados
como fonte de carbono, como ilustrado pelos trabalhos de MUTALIK, et al., (2008); VIEIRA et
al ., (2005) e SILVA, (2002).

As linhagens ndo produziram significativas quantidades de biossurfactantes devido a

proximidade dos valores de tensao superficial aos do controle (rodapé Tabela 6).

As fontes e teores dos sais, utilizados para a formulagdo do meio sintético mineral, foram
baseadas nos trabalhos de COOPER et al., (1981), NITSCHKE, FERRAZ & PASTORE, (2004),
ROBERT et al., (1989), SHEPPARD & COOPER, (1991), objetivando a utilizagdo do menor
mimero de minerais. Provavelmente, os resultados obtidos decorreram devido a falta de
algum(ns) nutriente essencial para o metabolismo dos micro-organismos, € consequente auséncia

de co-fatores enzimaticos, durante a biossintese da surfactina.

COOPER et al., (1981) reportaram a significancia na producdo de surfactina por meio da
concentracdo micelar diluida 1/10 de sais como MnSO4, FeSO4 e Fey(SO4)3. Outros sais como
MgSO;, CaCl,, Na,HPO4, KH,PO4 e NaNOs ndo tiveram efeito sobre a biomassa ou produgdo de
surfactina. O ZnSOy4 suprimiu o crescimento do Bacillus e os sais CuSOy4, NiSO4, CoSOy,

Alx(SO4)3 causaram inibicao.
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Com relagdo ao ferro, o meio mineral sintético, Tabela 1, conteve FeCl;.6H,0 (0,1 mM),
enquanto COOPER et al., (1981) utilizaram FeSO4 (0,004 mM). Portanto considerando somente
os fons ferro, a suplementacdo deste ultimo foi menor. Além disso, as fontes utilizadas sdo
diferentes Fe™ e Fe*?, respectivamente, e a falta destes fons divalentes pode ser uma das razdes
pela qual ndo se obteve valores significativos de producdo de surfactina com o meio mineral
sintético, bem qual outro fonte de mineral essencial para as vias metabdlicas de producdo de

surfactina.

As médias da tensdes superficiais dos ensaios com todas as linhagem e respectivos
tempos de fermentacdo e fonte de carbono utilizada estdo apresentadas na Tabela 6, com os

valores de desvio padrdo indicados na segunda linha.

Tabela 6 - Médias das tensdes superficiais em (mN/m) para a escolha da linhagem.

24 horas Glicose

LBla | LB2b élT:gzj LB157| LB114| LLB115| LB117| LB2a | LB262| LBSa

58,75 | 52,68 | 64,70 | 65,72 | 64,94 | 63,24 | 65,64 | 53,68 | 56,35 | 56,25
2,169 | 1,263 | 5,000 | 2,384 | 2,281 | 2,585 | 2,056 | 3,052 | 2,177 | 9,623
48 horas Glicose
58,37 | 54,19 | 63,77 | 63,01 | 58,81 | 63,38 | 65,33 | 52,63 | 58,69 | 61,00
3,846 | 3,565 | 5,159 | 4,478 | 5,534 | 5,123 | 5,542 | 4,174 | 4,668 | 4,030
24 horas Glicerol
59,97 | 55,72 | 54,35 | 61,53 | 58,02 | 63,89 | 58,21 | 55,71 | 52,97 | 59,28
2,012 | 5,141 | 3,845 | 3,139 | 1,628 | 1,610 | 7,362 | 3,573 | 0,715 | 2,127
48 horas Glicerol
58,69 57,75/ 60,22 63,23 | 62,69 | 59,52 | 62,73 | 50,72 | 53,79 | 54,95
4,436/ 3,677| 7,765 1,491 | 1,445 | 4,402 | 1,231 | 7,989 | 3,731 | 2,851

*controle glicose 59,91 mN/m, controle glicerol 54,07 mN/m

Estes valores das tensdes superficiais (TS) sdo semelhantes aos encontrados por
NITSCKE, FERRAZ & PASTORE, (2004), utilizando as mesmas linhagens mas com diferente
composi¢do do meio mineral e fonte de carbono (glicose). Além disso, sdo proximos aos dos
controles, e consequentemente, distantes da concentracdo micelar critica (CMC) 27 mN/m,
(NITSCHKE, 2004; BARROS, 2007), o que evidéncia producdo nula ou baixa de

biossurfactantes.
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Tabela 7 - Anélise de variancia para as tensdes superficiais das linhagens de Bacillus em 24 horas para os
enaios com glicerol.

Fonte de Soma de Graus de | Quadrados
variacio Quadrados | liberdade médios F cal | p-valor | F tab
Entre
linhagens 730,578881 9 81,17543122 | 3,820 | 0,00601 | 3,46*
Entre a
linhagem 424,9060973 20 21,24530487
Total 1155,484978 29

*Significativo ao nivel de 1%

A andlise de variancia somente apresentou significancia para os ensaios realizados com
glicose em 24 horas, evidenciando possiveis diferencas entre as linhagens na producdo de
tensoativos. Portanto, foi rejeitada a Hpua.e, em seguida, realizado um teste de comparacdes
multiplas (Tukey) com 10 % de significancia para a comprovacao das diferencas entre as médias

de tensdo superficial.
Teste de Comparagdes

Teste Tukey para significancia de 10% diferenca minima significativa (d.m.s). =

12,00182

Os valores das diferengas entre as médias das tensdes superficiais do meio de cultura em
24 horas de fermentacdo com o glicerol como tunica fonte de carbono entre as linhagens

(tratamentos) estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Diferencas entre as tensdes superficiais (mN/m) das linhagens para os ensaios realizados com
glicerol em 24 horas.

Linhagens Valor Linhagens Valor Linhagens Valor

LB5a-LBla -2,498 | LBla-LBI117 -6,900 ATCC - LB262 0,782

LB5a - LB2B 3,564 LBla-LB2a 5,065 LB157-LB114 2,484

LB5a - ATCC -8,451 | LBla- LB262 2,390 LB157 - LB115 0,074

LB5a-LB157| -9,472 | LB2b—- ATCC -12,015 | LB157 - LB117 12,039

LB5a-LB114| -8,690 LB2b-LB157| -13,036 LB157 - LB2a 9,364

LB5a-LBI115| -6,988 LB2b-LB114| -12,254 | LB157 - LB262 1,702

LB5a-LB117 | -9,398 LB2b-LB115 | -10,552 LB114 - LB115 -0,708

LB5a - LB2a 2,567 LB2b-LB117 | -12,962 | LB114-LB117 11,257

LB5a-LB262 | -0,108 | LB2b-LB2a -0,997 LB114 - LB2a 8,582

LBla-LB2b 6,062 LB2b - LB262 | -3,672 LB114 - LB262 -2,410

LBla- ATCC -5,953 | ATCC-LB157 | -1,021 LB115-LBI117 9,555

LBla-LB157| -6,974 | ATCC-LB114| -0,239 LB115 - LB2a 6,880

LBla-LB114 | -6,192 | ATCC-LB115 1,463 LB115 - LB2a 11,965

LBla-LBI115 | 4,490 | ATCC-LB117| -0,947 LB117 - LB2a 9,290

*ATCC21332 *Em destaque as diferencas significativamente diferentes.

*0 teste de média (tukey) consiste em calcular a diferenca entre duas médias (tratamentos) indicando significAncia
quando o valor encontrado em médulo for superiror a diferenga minima significativa.

A linhagem LB2b foi estatisticamente diferente das ATCC1332, LB 157, LB114 ¢ LB
117. Além disso, somente a linhagem LB157 diferiu da LB117. Portanto, a linhagem LB2b foi
escolhida para as etapas posteriores., visto que os demais micro-organismos nio apresentaram
indicios de diferenca de producdo de tensoativos. Entretanto, os valores das tensdes superficiais
encontradas estdo acima da concentracao micelar critica (CMC) da surfactina, que é de 27 mN/m,
(NITSCHKE, 2004; BARROS, 2007), regido em que qualquer concentra¢do de surfactantes tem

forte influéncia na tensdo superficial.

A andlise da Figura 1 revela perfis semelhantes entre os ensaios com glicose e glicerol

para a linhagem selecionada para os experimentos de otimizagao.
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Figura 1 - Tensdo superficial da linhagem selecionada (LB2b) para os ensaios com o meio mineral pés otimizagio.

2.1.1 Hemolise

A formacdo de halos nos ensaios com 4gar sangue, indicam a hemolise dos eritrécitos

(Figura 2)

Figura 2 - Placa de 4gar sangue inoculado com a linhagem LB2b.
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Esta técnica ndo assegura que o micro-organismo seja produtor de biossurfactantes, pois,
enzimas extracelulares podem lisar as hemadcias indicando um falso positivo, além da baixa

difusdo dos biosurfactantes no meio dificultar a formacao de halos (CARRILLO et al., 1996).

Portanto, os resultados sugerem a produc¢do de biossurfactantes pela linhagem LB2b, cujo
histérico indica producdo de biosurfactantes pela mesma (NITSCHKE, FERRAZ &PASTORE,
2004).

2.1.2 Otimizacao do meio mineral para a producao dos biossurfactantes

Os ensaios do planejamento fatorial fracionado foram elaborados de acordo com os niveis
indicados na Tabela 2 e compostos de acordo com a Tabela 9, que ainda contem os resultados de

tensao superficial do meio apds 24 horas de fermentagao.

Tabela 9 — Planejamento fatorial fracionado 284 (NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2002) concentracdes e respostas

< &
w g ~ < <+ N -+ < - o = =
5 Z 9| B |22 ge | 2L | 87| 5 | 228
hi 7]

1 - - - + + + - + 60,068
2 + - - - - + + + 52,983
3 + - - + - + + 66,724
4 + + - + - - - + 61,222
5 - - + + - - + + 51,9
6 + - + - + - - + 54,126
7 - + + - - + - + 61,193
8 + + + + + + + + 57,951
9 + + + - - - + - 69,851
10 - + + + + - - - 56,155
11 + - + + - + - - 59,064
12 - - + - + + + - 63,87
13 + + - - + + - - 62,305
14 - + - + - + + - 65,454
15 + - - + + - + - 68,951
16 - - - - - - - - 71,926
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A andlise dos resultados do planejamento fatorial fracionado (Tabela 10) revela que
apenas o NH4NOs; (x7) foi significativo e seu efeito negativo, o que indica menores valores de

tensdo superficial.

Tabela 10 — Resultados da andlise estatistica do planejamento fatorial fracionado 2%* (NETO, SCARMINIO &

BRUNS, 2002).

Variaveis Efeito t cal p-valor
Média 61,4839 48,10967 0,00000
CaCl, -1,3546 -2.45784 0,608950
ZnSOy 2,2459 -0,52998 0,402429
MgSO0, -4,4404 0,87867 0,116354
FeCl3,6H,0 -2.7766 -1.73724 0,305575
MnSO4 -0.4304 -1,08632 0,870008

NH4NO3 -2.2459%* -0,87867* 0,033085%*

(NHy)2S04 1,4531 0,56852 0,583589

Glicerol -6.4261 -2,51414 0,402429

*Termos estatisticamente significativos (p< 0,05) em destaque

Este resultado é condizente com a literatura de COOPER er al.,(1981); DAS,
MUKHERIJEE & SEN, (2009); PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, (1999) que reportaram

a importancia metabdlica do nitrogénio para producdo de biossurfactantes.

Devido aos resultados obtidos nos experimentos de planejamento fatorial 284 foi
realizado um segundo planejamento experimental com delineamente Plackett & Burman, tendo
sido os teores de todas as variaveis reduzidos, excetuando-se o NH4sNOj3 (Tabela 5).

Os ensaios do delianemanto experimental Plackett & Burman, foram elaborados de
acordo com os niveis indicados na Tabela 3 e compostos de acordo com a Tabela 11, a qual ainda

contem os resultados de tensdo superficial do meio apds 24 horas de fermentacao.
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Tabela 11 - Valores utilizados no delineamento experimental Plackett & Burman 16 ensaios e 4 repeti¢des repetigoes
no ponto central.

g

e = E %

wn g < <+ ON < — % &’: % \'C_';
g 25| 2| S SIS §IE2 32 5
= Z. Z. 2 Sl e =& =
= 5 E = 7

> > § z§

=

S

1 + + - - + + + - + 58,407
2 + | + - + - - - + |+ |+ - 55,858
3 - + + - + - - - + + + 55,582
4 + - + + - + - - - + + 50,173
5 + + - + + - + - - - + 54,665
6 + + + - + + - + - - - 42,711
7 - + |+ |+ - + |+ - + - - 55,807
8 - - + |+ | + - + | + - + - 47,48
9 - - - + + + - + + - + 44,52
10 + - - - + + + - + + - 41,862
11 - + - - - + |+ |+ - + | + 53,713
12 - - -] 59,545
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 57,234
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 55,182
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50,373
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 55,182

A andlise dos resultados do delineamento experimental Plackett & Burman (Tabela 12)
revela que o ZnSO4 e NH4NO3 (x7) foram significativos nos valores obtidos de tensdo superfial

para o meio de cultura com 24 horas de fermentacao.
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Tabela 12 — Resultados da andlise estatistica do delineamento experimental Plackett & Burman.

Variaveis Efeito t cal p-valor

Média 52,00700 98,55498 0,000000
CaCl, -2,16183 -1,77394 0,150745
ZnSO0y 2,72483 2,23593 0,089023
MgSO, -0,00050 -0,00041 0,999692
FeCl3,6H»0 -0,55283 -0,45364 0,673610
MnSO, -7,78050 -6,38447 0,308907

NH4NO; -7,12517* -5,84672% 0,0426806*

(NH4)2S04 0,59083 0,48482 0,653156

Glicerol -2,49083 -2,04391 0,110452

*Termos estatisticamente significativos (p< 0,1) em destaque

Provavelmente o NH4sNO; foi estatisticamente significativo nos experimentos fatorial
fracionado e delineamento Plackett & Burman, devido a este composto prover duas fontes
distintas de nitrogénio e ser importante na bioproducao da surfactina como relatado por COOPER
et al.,(1981); DAS, MUKHERIJEE & SEN, (2009); PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH,
(1999).

De acordo com a Tabela 12, o ZnSO, foi outro fator significativo. Para isso, o valor da
confianca utilizado foi de 10 %, e o valor de seu efeito foi positivo, indicando a¢ao inibitéria de

producao de tensoativos.

Portanto, devido aos altos valores de tensdo superficial encontrados nos experimentos
fatorial fracionado e delineamento Plackett & Burman, este trabalho optou por utilizar meios

complexos com o objetivo de suplementar as necessidades metabdlicas da linhagem LB2b.

2.1.3 Utilizacao de meios complexos

A andlise dos resultados da Figura 3 revela que 21 entre os 31 meios de cultura
apresentaram tensdo superficial proxima a concentragdo micelar critica (CMC) 27 mN/m

(NITSCHKE, 2004; BARROS, 2007). Além disso, os experimentos nesta faixa obtiveram
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menores desvios padrdes devido as oscilacdes que normalmente acontecem em medidas acima da

CMC.

Em todos os ensaios em que a manipueira esteve presente foram encontrados baixos
valores de tensdo superficial. Isso se deve provavelmente a sua composicdo centesimal que
contém acgucares e minerais e suprem as necessidades metabdlicas do género Bacillus como
reportado nos trabalhos NITSCHKE & PASTORE, (2003); BARROS, (2007); BARROS,
QUADROS, & PASTORE, (2008).

Entretanto, o problema da utilizacio da manipueira nos experimentos sequentes € a
dificuldade técnica em identificar o uso ou nao do glicerol como fonte de carbono, pois 0 micro-
organismo pode utilizar preferencialmente a frutose e glicose, indicando um falso resultado sobre

o consumo do glicerol.

Portanto, como o0s ensaios sem a presenca de manipueira na composi¢cdo do meio
apresentaram baixos valores de tensdo superficial como (15) glicerol + peptona; (24) glicerol +
peptona + malte de cevada; (30) meio sintético + glicerol + peptona; (20) meio sintético +
glicerol + malte; (26) glicerol + meio sintético + peptona + malte de cevada, os mesmos foram

descartados.

Dessa forma, os meios (15) peptona + glicerol; (24) glicerol + peptona + malte de cevada;
(30) meio sintético + glicerol + peptona foram escolhidos devido a conveniéncia na utilizacdo de
meios de cultura com menor quantidade de componentes e, consequentemente, facilidade na

identificacdo da significincia do glicerol na producdo de biossurfactantes.
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7 | manipueira + meio sintético | 17 |  manipueira + malte de cevada + peptona 2 malte de cevada - peptona + glicerol + manipueira
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9 manipueira + glicerol 19 | malte de cevada + meio sintético =peptona | 31 | manipueira - malte de cevada + meio sintético - peptona = glicerol
10 | malte de cevada e meio sintético | 20 |  malte de cevada + meio sintético + glicerol
11| maltedecevadaepeptona | 21 meio sintético + peptona ~ glicerol

Figura 3 — Cinética das tensdes superficiais das espumas obtidas a partir de meios de cultura complexos em 24, 48 e
72 horas.
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Os meios de cultura peptona + glicerol; glicerol + peptona + malte de cevada; meio
sintético + glicerol + peptona apresentaram valores de tensdo superficial (TS) semelhantes.
Entretanto, os ensaios realizados com o meio de cultura composto por glicerol e peptona,
obtiveram resultados mais baixos para diluicio micelar critica 1/10 (CMD™) e 1/100 (CMD?)

inferindo uma maior producdo de biossurfactantes.
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Figura 4 - Cinética das tensdes superficiais e respectivas diluigdes (CMD™', CMD™) para a confirmacio do melhor
meio de cultura para a producdo de biossurfactantes.
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Portanto, o meio de cultura composto por peptona e glicerol foi selecionado para os
ensaios posteriores, realizados em fermentador de bancada (New Brunswick - Bio 310) com a

linhagem LB2b.

Nos ensaios de selecdo, o meio de cultura composto por glicerol + mineral + peptona
apresentou menores valores de tensdo superficial, o que ndo foi reproduzido nos ensaios
subsequentes. Esta divergéncia pode ocorrer devido aos diversos parametros que envolvem os
processos fermentativos. Além disso, a escolha do meio de cultura composto por glicerol +
peptona foi conveniente, pois € o que utiliza menor quantidade de componentes entre os trés,

facilitando a identificacdo da significancia do glicerol na producdo de biossurfactantes.
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CONCLUSAO

A especificidade do requerimento metabdlico dos micro-organismos dificulta pesquisas
com meios de culturas sintéticos. Em concentra¢des de biossurfactantes acima da concentragcdao
micelar critica (CMC), pequenos desvios na concentracdo de biossurfactantes resultam em
grandes diferencas na tensdo superficial, como revela a andlise dos resultados dos ensaios com
meio mineral.

Entretanto, os meios simples facilitam a identificacdo de fatores significantes para a
bioprodu¢do, como o NH4NOs; que foi o tnico fator estatisticamente relevante em ambos
experimentos de otimizacao, confirmando a importancia do nitrogénio nesse processo (COOPER
et al.,1981; DAS, MUKHERIJEE & SEN, 2009; PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH,
1999). Portanto, a decis@o de trabalhar com meios sintéticos exige embasamento técnico,
disponibilidade de materiais e convergéncia destes fatores com as necessidades do micro-
organismo, pois mesmo entre as linhagens pode existir diferencas metabdlicas.

Entre as vantagens da utilizacdo dos meios complexos estd a suplementacdo total ou
parcial das necessidades supracitadas. No entanto, os substratos utilizados podem influenciar
diretamente o rendimento e a estrutura dos biocompostos (PEYPOUX, BONMATIN &
WALLACH, 1999), além de dificultar a acdo de inferir sobre a importancia de algum

componente sobre o bioprocesso, objetivando apenas o rendimento e nao todo o processo.
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INTRODUCAO

Alternativas de biocombustiveis vem sendo desenvolvidas no mundo todo, devido a
iminente declinio da producdo de petrdleo, pressdes ambientais e determinacdes governamentais.
Proje¢oes de CAMPBELL & LAHERRE (1998) indicam o fim das reservas, proximo ao ano de
2050. O Brasil vem se destacando nas pesquisas de fontes alternativas a dependéncia
petroquimica, foi pioneiro a implementar o etanol combustivel e mais recentemente vem
realizando pesquisas sobre a utilizacdo do biodiesel, utilizando diferentes fontes oleaginosas
como: soja, girassol, mamona e em especial pinhdo-manso (BiODIESELBR...2010). Entretanto, a
producdo de biodiesel em escala industrial necessita ser cautelosa com os subprodutos gerados,
principalmente com o glicerol, j4 que o substituto dos combustiveis fosseis deve ser eficiente

tecnologicamente e ecologicamente correto.

A utilizag¢do biotecnoldgica do glicerol oriundo da produgdo de biodiesel € vantajosa, pois
resulta em produtos de alto valor agregado, além de nao necessariamente depender de etapas de

purificacgao.

Dentro as possibilidades de aplica¢do, a produg¢do de biossurfactantes tem despertado
especial interesse devido as propriedades tensoativas, complexantes e antimicrobianas.
Considerando-se o fim dos recursos de petréleo, a producdo de biossurfactantes utilizando o
glicerol oriundo do biodiesel se enquadra perfeitamente, j4 que a principal caracteristica deste
bioproduto é sua acdo redutora de tensdo superficial e interfacial, que pode substituir a producao
de detergentes derivados do petrdleo. Além disso, o gargalo para a consolida¢do da produgdo de
biossurfactantes em escala industrial e o custo de produgao em que 30% do mesmo se concentra

sobre o substrato utilizado (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi aumentar a escala da producdo de biossurfactantes
(fermentador de bancada), utilizando a linhagem (LB2b) e o meio de cultura selecionado no

capitulo 2 (peptona + glicerol).
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 FERMENTACAO DA LINHAGEM SELECIONADA EM FERMENTADOR DE
BANCADA

Nos experimentos em fermentador de bancada (Bioflo® & Celligen® 310 - New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) foram utilizadas as seguintes condi¢des 150 rpm, pH
inicial 7, aera¢do 2 L/minuto, 30 °C, volume de meio 3,5 litros. Os parAmetros rota¢do, pH inicial
e temperatura foram definidos de acordo com os trabalhos de BARROS, (2007) e NITSCHKE,
(2004); e a aeracdao em funcdo da capacidade da bomba e o volume do meio de acordo com

SCHMIDELL et al., (2001).

2.1.1 Preservacao da linhagem e preparo do inéculo

A cultura foi mantida em tubo de dgar nutriente inclinado sob refrigeracao (4 a 6 °C) e em

periodos regulares repicadas para outros tubos, incubados a 30 °C por 24 h e armazenados.

Antes da fermentagao a linhagem de Bacillus subtilis LB2b foi repicada em placas de dgar
nutriente e colocadas em estufa a 30 °C por 24 horas. As placas repicadas foram entdo utilizadas

para o preparo do indculo.

Alcadas da cultura foram transferidas para erlenmeyers contendo 300 mL de caldo
nutritivo (peptona bacterioldgica 5 g.L'l(Himedia) e extrato de carne 3 g.L'l(Biolife) estéril. A
seguir, foram incubados a 150 rpm e 30 °C, durante 24 h, em agitador rotatério (Shaker Tecnal
Te-480). Apds este periodo, o indculo foi diluido com caldo nutritivo estéril até se obter uma
densidade 6ptica de 0,5, medida a 660 nm (ROCHA, et al., 2007). Posteriormente, uma aliquota
de 245 mL (7 % vl/v), foi utilizada para inocular o meio de cultura contido em fermentador de

bancada (Bioflo® & Celligen® 310 - New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA).
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1.1.2 Meio de cultura

Um volume de 3,5 litros de meio selecionado no capitulo 2, contendo peptona
bacteriolégica (Himedia) 10 g.L ™" e glicerol 10 g.L” (Synth) teve o pH previamente ajustado para
7 com solugdo de NaOH 0,05 e adicionado ao fermentador (Bioflo® & Celligen® 310 - New

Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) para esterilizacdo.

1.1.3 Purificacao do glicerol

As amostras de glicerol da producdo de biodiesel foram ajustadas com &4cido fosférico
(Synth) e permaneceram em pH entre 3 e 4 durante 24 horas. A fase central foi separada com o
uso do funil de decantagdo e, em seguida, colocada no rotaevaporador por 4 horas a 50°C
(Fischer Scientific-05-ST 1 P-B) para a retirada do metanol (RIVALDI, SARROUH &
FIORILO, 2007). O produto remanescente foi utilizado na elaboracdo dos meios de cultura

objetivando a comparacdo do mesmo com os ensaios que utilizaram o glicerol padrao analitico.

2.1.4 Consumo do glicerol durante fermentacao

Devido a utilizagdo de um meio contendo outra fonte de carbono (peptona) que o glicerol,
foi necessdrio adaptar uma metodologia para a identificacio do consumo de glicerol no decorrer
da fermentacdo. A metodologia selecionada, esta embasada nas normas brasileiras de controle de
qualidade do biodiesel de mamona, apresenta praticidade e exatidio (AGENCIA NACIONAL
DO PETROLEO, 2010). O detalhamento segue abaixo.

A cada intervalo de 24 horas foi retirada uma aliquota de 130 mL do meio, que
posteriormente foi centrifugada a 10,08 x 10° g por 10 minutos e 5 °C (Beckman Coulter, Alegra

X-22r) para a retirada de células e peptona que pudessem interferir na andlise.

Os calculos foram realizados em funcao da diferenca entre a quantidade de iodo formado
entre os agentes oxidante dcido periddico e acido i6dico, sendo esse ultimo formado apenas na

reagdo do glicerol com 4cido periddico, como descrito na reagdo abaixo:

C303Hg + 2104 —>2CH20 + HCOOH + H2O + 2HIO3
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7z

Se o meio ndo contiver glicerol entdo o iodo (4 moles) titulado € proveniente

exclusivamente do 4cido periddico.
71 + 7H 104 = 41, +4 H,0 (Branco)

Se o meio contiver glicerol haverd formacdo de dcido i6dico e formacdo de 3 moles de

10do.

51 + 6H' 105 = 31, +3 H,O

1.2 PROCEDIMENTO

Preparo de solucoes

Dicromato de potassio

Uma massa de 4,9035 gramas de dicromato de potdssio (Synth) foi moida e seca em
estufa a 55 °C durante 24 horas. Em seguida, foi adicionada ao baldo volumétrico, o qual foi

completado com dgua até o volume de 1 litro.

Solucdo de amido

10 gramas de amido solivel foi umedecida com agua fria até a obtencdo de uma pasta
homogénea. A seguir, foi adicionado 1 litro de 4gua fervente. A solucdo foi misturada e

armazenada.
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Solucio de acido periédico-acético

Foram dissolvidos 5,4 gramas de dcido periddico (Vetec) em 100 mL e adicionado a 1,9

litros de acido acético glacial (Synth).

Solucio de iodeto de potassio

Foram dissolvidos 150 gramas de iodeto de potdssio (Synth) em um baldo volumétrico e

adicionado 4gua destilada até o volume de 1 litro.

Solucoes de tiossulfato de sédio

Foram dissolvidos 12,4 gramas de tiossulfato de s6dio em dgua destilada até completar 1

litro em balao volumétrico e em seguida padronizado.

Padronizacao do tiosulfato

Uma mistura de 25 mL da solucdo padrdo de dicromato de potdssio, 5 mL de 4cido
cloridrico e 10 mL da solu¢do de iodeto de potéssio foi colocada em um béquer de 400mL e

agitada.

ApOs exatos 5 minutos foram adicionados 100 mL de dgua destilada. Em seguida a
solugdo foi titulada com a solug@o de tiossulfato de s6dio previamente preparada até que a cor
amarela torna-se clara. Logo, foram adicionados 1,5 mL da solucdo de amido e seguiu-se a

titulagdo com a mesma solugdo de tiossulfato de sodio até o desaparecimento da cor azul.

Com o volume de tiossulfato de sodio utilizado (antes e apds a adicdo de amido) foi

célculado a normalidade da solugdo e utilizada nos cdlculos do teor de glicerol.
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(K2 Cr072 )+ 14 HY +6 K'T = 3L, +2Cr° +7 H,0
2(Nas *28,057?) +I, = S4 Og + 2I°

I, + amido —»complexo azul

Cada mol de dicromato de potéssio produz trés moles de iodo que reagem com 6 moles de
tiossulfato de s6dio de modo que a quantidade de tiossulfato de soédio € igual a dicromato de

potdssio multiplicada por 6.

Logo a normalidade real da solucdo de tiossulfato de sédio € 2,5 (equivalente a 25 mL da

solu¢do de dicromato de s6dio) divido por volume de tiossulfato consumido na titulacdo em mL.

Titulacao do glicerol

Para cada andlise, foi medida a densidade do meio centrifugado e em seguida adicionou-

se 50 mL do mesmo em erlenmeyer.

A seguir, pipetou-se 25 mL da solu¢do de 4cido periddico em 4 erlenmeyeres de 400 mL.
Em dois deles foi adicionado 50 mL de 4gua deionizada e nos dois restantes, 50 mL. do meio.
Ap6s 30 minutos foram adicionados 20 mL da solucdo de iodeto de potdssio, aguardados 2

minutos e diluido em 105 mL de dgua.

Todos os erlenmeyeres foram titulados como a solucao de tiossulfato de sédio até se obter
uma coloracdo amarelo-claro. Em seguida foram adicionados 1,5 mL da solu¢do de amido e

titulou-se até a translucidez.
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Calculos

Com os valores médios dos volumes de tiossulfato de sédio utilizados nos ensaios com a
dgua e com o meio centrifugado, normalidade exata da solucdo de tiossulfato de sédio e a
densidade do meio centrifugado, pode-se calcular a porcentagem em massa de glicerol na
solugdo.

% glicerol =2071,8.(B-A).N/(P.V)

B = volume médio da titulagdao do branco (mL) P = massa inicial de amostra (gramas)
A = volume médio da titulagdo da amostra (mL) V = volume de meio utilizado (mL)

N =normalidade exata da solu¢do de tiossulfato

1.3 PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULAR

A utilizacdo combinada das técnicas espectrofotométrica, biomassa, células viavéis e
oxigénio dissolvido no meio de cultura fornecem bons conhecimentos sobre a cinética
fermentativa.

1.3.1 Células totais

Espectrofotometria no infravermelho

Instantes anteriores a inoculacdo, uma amostra do meio de cultura foi retirada
assepticamente e armazenada na geladeira para ser o branco nas andlises de absorbdncia durante a
fermentagdo. A cada 24 horas uma aliquota foi retirada do meio e analisada em espectrofotometro

(Beckman Coulter DU 640) a 600nm (ROCHA et al., 2007).

Biomassa

Em intervalos de 24 horas foram recolhidas amostras para o acompanhamento do

desenvolvimento celular do Bacillus subtilis.
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Inicialmente, os tubos da centrifuga foram deixados abertos em uma estufa (Onion 515)
por 24 horas para a retirada de umidade, sendo colocados no dessecador logo em seguida.
Instantes antes da andlise mediu-se a massa dos tubos e a densidade do meio. Assim, adicionou-
se uma massa conhecida do meio em dois tubos para posterior centrifugacio a 10,08 x 10° g por
20 minutos a 5 °C (Beckman Coulter, Alegra X-22r). Em seguida, retirou-se o sobrenadante e

novamente os tubos foram colocados na estufa por 48 horas.

Os tubos foram novamente colocados no dessecador, agora por 3 horas, para posterior

medida das massas dos mesmos.

A diferenga entre a massa dos tubos forneceu a biomassa seca produzida no volume de
meio adicionado em cada tudo. Assim, com a densidade do meio podemos calcular a biomassa

em cada amostragem por volume de meio.
1.3.2 Células viaveis

Testes em placas

Amostras retiradas em tubos previamente esterilizados foram recolhidas a cada 24 horas
de modo a evitar qualquer forma de contaminagdo em ambos, fermentador e frascos. Em seguida,
utilizou-se a técnica de dilui¢do seriada para posterior inoculacdo em placas de dgar nutriente,

que foram colocadas em estufa (Onion 515) a 30 °C por 24 horas.

Para a andlise em O horas os ensaios foram realizados de forma simples com trés

diluicdes. Nas demais andlises os ensaios foram realizados com duas diluicdes em duplicatas.

1.3.3 Oxigénio dissolvido no meio de cultura

O sensor de oxigénio para medi¢cdo em meios liquidos (INPRO 6830/12/320) foi calibrado
em 0 % estando desconectado ao fermentador € 100 % apds o meio de cultura permanecer

durante 6 horas em estagio de agitacdo, a 200 rpm e com vazdo de ar de 3 I/min.
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1.4 PURIFICACAO DO BIOSSURFACTANTE

A espuma recolhida durante todo processo fermentativo foi liquefeita e centrifugada
(Beckman Coulter, Alegra X-22r) a 10,08 x 10° g por 20 minutos a 5 °C para eliminacdo de
células. Em seguida o pH foi ajustado para 2 com solu¢do de acido cloridrico (1N) e a espuma
mantida sob repouso para decantacdo durante 24 horas. Em seguida foi novamente centrifugada a
10,08 x 10° g por 20 minutos a 5 °C (Beckman Coulter, Alegra X-22r) e o precipitado recolhido,
seguido da neutralizagdo com solugdo de NaOH (1N) até pH 7 e colocado em estufa a 50 °C para
secagem. Utilizando 15 mg deste solido, denominado de “biossurfactante bruto”, foi elaborada
uma solucdo na concentracio 1 mg.mL™" (BARROS, QUADROS, & PASTORE, 2008) para as

medidas de tensao superficial e suas respectivas dilui¢des para todas as fermentagdes.

Em seguida, o restante do surfactante bruto foi pesado, triturado em almofariz,
suspendido em solucdo de cloroférmio/metanol 81,25:18,75 (v/v) e filtrado em papel Whatman

11 um (COSTA, 2005).

Ap6s filtragem, o permeado foi seco em estufa a 50 °C. O s6lido obtido apds esta etapa

foi denominado “biossurfactante semipurificado”, e o mesmo foi triturado e pesado

Assim como com o surfactante bruto foi formulada uma solu¢do na mesma concentragio e

realizadas andlises de tensdo superficial.

1.5 MEDIDAS DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Meio de cultura

Em intervalos de 24 até 72 horas amostras foram coletadas (15 mL) do meio de cultura,

sendo centrifugadas (Beckman Coulter, Alegra X-22r) a 10,08 x 10° g por 10 minutos a 5 °C.
Bruto e semipurificado

Solugdes de 1 mg.mL™" foram formuladas com os biossurfactantes bruto e semipurificado.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 PURIFICACAO DO GLICEROL

Tratamento acido

As amostras do glicerol obtidas da industria de biodiesel, apds o tratamento com 4cido
fosférico, separam-se em trés fases. Na superficie com coloragdo marrom escura estavam os
acidos graxos, no centro estava o glicerol e no fundo, os sais de fosfato, este dltimo com a

possibilidade de ser utilizado como adubo.

Tratamento térmico

Retirou-se em média 55,55 % (v/v) de metanol das amostras de glicerol pds tratamento

dcido com o uso do rotaevaporador por 4 horas a 50 °C.

2.2 COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA

Uma amostra do meio de cultura contendo peptona (Himedia) e glicerol oriundo da
producdo de biodiesel foi analisada apds tratamento térmico (20 minutos, 121 °C) para

aproximagao das condicoes utilizadas durante a fermentacao.

Tabela 1 - Composi¢do do meio de cultura com glicerol residuo (mg/L).

Nutriente | Concentracio | Nutriente | Concentracdo | Nutriente | Concentracio
p 0.3 Mg 0.02 Cu <0.01
K 0.1 S 0.1 Fe <0.01
Ca <0.01 B 8.0 Mn <0.01
Zn 0.8 C* 9.1 N* 1.2
Amonia 43.1 Nitrato 4.3
*Ce Nem g/Kg

-Teor Total (P,K,Ca,Mg,S,B,Cu,Fe,Mn,Zn) - Extracdo nitrico-perclérico e determinagao:

Umidade 65 °C. C org: Walkley-Black.
-Métodos de determinacdo (amoniacal e nitrato) — destilacdo
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Comparando-se a composi¢do do glicerol oriundo do biodiesel (Tabela 1, Capitulo 1),
com o meio de cultura elaborado com o mesmo (Tabela 1), observa-se um aumento dos seguintes
minerais: potdssio, enxofre e nitrogénio. Esses valores podem ser atribuidos a adi¢cdo de peptona
ao meio de cultura. Os valores de cdlcio e fosforo tem concentragdes maiores no glicerol oriundo
do biodiesel do que no 6leo de soja,11 e 10; 3,1 e 53 ppm, respectivamente, fazendo com que a

utilizac@o deste residuo ainda seja mais interessante para processos biotecnoldgicos.

O meio de cultura desse trabalho apresentou concentragdo de nitrogénio de 1,2 ppm
enquanto COOPER et al., (1981) utilizaram 1360 ppm. Esse fator parece nao ter influenciado nos
resultados, possivelmente devido a concentragdo de amonia, 43,1 ppm, prevalecer sobre o nitrato,
4,3 ppm, (BARROS, 2007) e a limitacdo desse ultimo, fator significativo na producdo da
surfactina (NITSCHKE, 2004), além do possivel aumento da biodisponibilidade se tratando de
uma fonte organica (peptona). Os demais minerais foram utilizados em maior concentragdo
(Tabela 1) do que os utilizados por COOPER et al .,(1981) potéssio (1140 ppm), ferro (0,21
ppm), magnésio (0,012 ppm) e célcio (0,00027 ppm).

Ainda neste ambito, nao foi possivel comprovar a relacdo do “Cooper’s medium” no meio
de cultura com peptona e glicerol, jad que os teores de ferro e manganés utilizados foram aquém

do limite detec¢do, nao obstante, a relacdo entre C/N foi similar.

COOPER et al., (1981) reportaram a nao significancia da suplementacdo com caldo
nutriente, extrato de levedura e aminodcidos ao meio contendo glicose. DAS, MUKHERIJEE &
SEN, (2009) obtiveram os melhores rendimentos de biossurfactante e biomassa com o glicerol
entre as fontes de carbono analisadas. Portanto, o conhecimento em geral das rotas metabdlicas
dos micro-organismos € util para delineamento experimental da pesquisa. Entretanto, a

especificidade metabdlica de cada linhagem € vital para a os rendimentos esperados.

2.3 CINETICAS DAS FERMENTACOES — COMPARACAO ENTRE OS MEIOS

A concentragdo de oxigénio dissolvido (O.D) no meio de cultura, como ilustrado nas
Figuras 1 e 2, é um importante pardmetro para micro-organismos aerobicos, pois afeta o
metabolismo dos mesmos e consequente biossintese de compostos, desejdveis e indesejiveis

(DIAZ et al., 1995).
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A andlise das Figuras 1 e 2 revela perfis semelhantes entre os ensaios com a mesma

composi¢cdo de meios de cultura.
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Figura 1 - Curva cinética do oxigénio dissolvido no meio para os ensaios realizados com glicerol padrdo analitico.

A linhagem LB2b, como verificado nos ensaios realizados para a identificacdo do
metabolismo aerdbico e/ou anaerdbico, oxidagdo/fermentacao (O/F), € uma linhagem anaerdbia
facultativa. Desta forma, mesmo em condi¢des de anaerobiose, ela consegue se desenvolver,
alterando seu metabolismo. As curvas de oxigénio dissolvido (O.D), ao redor de 0 % na maior
parte do tempo durante os ensaios (glicerol padrdo analitico e oriundo da producio de biosiesel),
sugere que o fornecimento de oxigénio (2 L/minuto) para o meio de cultura (3,5 L) ndo foi
suficiente para manter o processo estritamente aerobio. Consequentemente, 0s micro-organismos
podem ter oscilado entre o metabolismo oxidativo e fermentativo. Entretanto, mesmo que esta
oscilacdo tenha ocorrido, houve producdo de biossurfactantes, pois, segundo SHEPPARD &
COOPER (1990), a transferéncia de oxigénio € parametro chave para a otimiza¢do e ampliacdo

de escala.

As oscilagdes na parte final das fermentacOes (aproximadamente em 2880 minutos) na
Figura 2, podem ter ocorrido devido a sucessivas lises celulares, que podem ter sido geradas

devido a excesso de metabolitos e/ou escassez de substratos. Entretanto, como relatado por DIAZ
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et al., 1995, o controle de O.D € dificil em biorreatores de escala laboratorial devido ao acumulo
de biomassa, sintese de produtos, aumento do volume de cultura, modificagcdes no meio (e.g
sintético ou complexo), condi¢des da cultura (e.g pH e temperatura) ou amostragem que podem

conduzir a imprevisiveis modificagdes na biodinamica.

—— 1° Fermentagé&o
—— 2° Fermentagdo
3° Fermentagdo

Oxigénio dissolvido no meio (%)

d T ' T u T % T 5 T L 1
0 720 1440 2160 2880 3600 4320
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Figura 2 - Curva cinética do oxigénio dissolvido no meio para os ensaios realizados com glicerol oriundo da
producdo do biodiesel.

As curvas de O.D para os ensaios com glicerol padrdo analitico apresentaram, em média,
o intervalo de 220 a 3.500 minutos ao redor de O %, quando voltaram a elevados patamares,
indicando uma saturac¢do dos nutrientes ou alta concentragao de metabdlitos e consequente morte
celular. J4 nas fermentagdes utilizando o glicerol oriundo da producdo de biodiesel, o inicio da
curva de O.D ao redor de 0 % foi tardio, s6 alcangado em 540 minutos apds o inicio do processo

e estendendo-se até o final da fermentacdo.

Esta diferenca pode ser resultante da presenca de residuos de metanol e/ou compostos da

producdo de biodiesel que interferem no metabolismo microbiano (RUSIG, 1974).
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Para micro-organismo aerdbicos deve existir a relacdo entre o consumo de oxigénio € o

crescimento e/ou multiplicagdo das células, como ilustrado pela Figura 3.

- ®— Células vidveis no medio de cultura com glicerol padréo analitico
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Figura 3 Curvas das fermentacdes (oxigénio dissolvido e células vidveis)

A anélise dos dados apresentados na Figura 3 é coerente com as afirmagdes propostas
anteriormente, ja que altos valores de consumo de oxigénio indicam que as células podem ter
aumentado de volume e/ou reproduzido, aumentando a biomassa. Porém, a biomassa nao tem
uma conformidade maior com a curva de oxigénio dissolvido devido a saida de espuma que

inevitavelmente carrea células, dificultando a exatidao da biomassa produzida.
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A adaptacio da técnica de medida de glicerol (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO,
2010) objetivou informar a quantidade do mesmo no meio e consequente consumo durante a

fermentagdo, como ilustrado na Figura 4.

—&— Glicerol
—&— Glicerol oriundo da producdo de biodiesel
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Figura 4 - Cinética das medias do consumo de glicerol no meio de cultura.

Como pode ser verificado na Figura 4, o perfil da porcentagem de glicerol em ambas as
fermentagdes € similar e linear. Quando o glicerol € usado como fonte de carbono, ele é
degradado principalmente em fung¢do da atividade da glicerol kinase (GK) (PASTERIS &
STRASSER DE SAAD, 2005; RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007), que é melhor
expressada em condi¢Oes aerdbicas e, portanto, a absorcdo deveria seguir a equagdo de
Michaelis—Menten (PASTERIS & STRASSER DE SAAD, 2005; VIANA MARQUESA et al.,
2009). Devido a linearidade das curvas, comportamento oposto ao esperado, no qual a taxa de

consumo do substrato € proporcional ao consumo de oxigénio para bactérias aerdbicas, talvez a

linhagem utlizada ndo utilize o glicerol como fonte de carbono.
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Os resultados das técnicas de cinética celular das fermentacdes com glicerol analitico e

glicerol purificado da produgdo de biodiesel, adicionados ao meio de cultura, estdo expressos na

Tabela 2.

Tabela 2 - Células totais e viavéis

Glicerol padrao analitico

Tempo Células totais Células viaveis biomassa
(horas) por mL por mL (gramas de
(x 10%) (x 10°) bactéria/L)
0 1,630 44,35 2,994
24 747,11 159,86 4,571
48 1335,21 185,84 4,104
72 83,38 176,89 6,541
Glicerol putificado da producio do biodiesel
0 16,2 4,875 1,16
24 511,36 12,85 2,282
48 787,38 355,25 4,278
72 727,78 20,875 2,697

E previsto que em diferentes propor¢des, o nimero de células totais sempre aumente,
pois, independente da taxa de reprodutibilidade das células durante o processo fermentativo o
nimero absoluto de células totais é sempre igual ou maior. Entretanto, fatores como deterioracao
do branco (células totais), temperatura, cubeta e a centrifugacdo de componentes do meio de
cultura como peptona, podem ter conferido erros, além de que neste trabalho deve se considerar o
arraste de células (vidveis e mortas) durante a retirada de espuma. A andlise dos dados revela que
esta tendéncia crescente aconteceu. Entretanto, como supracitado, os valores podem ter sido
subestimados. Entre as técnicas utilizadas, as curvas de biomassa estdo condizentes com o
esperado, fato nao observado nas células totais, onde os valores sdo menores que seus anteriores,

e que apresenta grande diferenca com relagdo aos ensaios com glicerol analitico.

A técnica de células vidveis geralmente € a mais utilizada, pois resulta sobre os micro-
organismos metabolicamente ativos. Além disso, informam sobre ocorréncia de contaminacao.
Os ensaios parecem estar condizentes com a curva de oxigénio dissolvido, para os ensaios com

glicerol padrdo analitico.
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A andlise da Tabela 2 demonstra que altos valores de UFC no meio de cultura foram
alcancados, as mesmas, apresentam formato semelhante com pico ao redor de 48 horas e queda

em 72 horas.

Os maiores valores das concentracdes de biomassa, 6,541 gL' e 4,278 gL para os
ensaios com glicerol padrao analitico e glicerol oriundo da producdo de biodiesel,
respectivamente, foram préximos aos obtidos por DAS, MUKHERJEE & SEN, (2009) de 5 g.L".
Entretanto, o dltimo valor dos ensaios com glicerol padrao analitico nao € condizente com a

curva de oxigénio dissolvido da Figura 3.

A andlise da cinética de crescimento dos ensaios com glicerol oriundo da producdo de
biodiesel revela um retardo e menor desenvolvimento celular. Essa diferenca pode ter sido em
funcdo de residuos de metanol absorvidos pelos micro-organismos que entdo o oxidam
enzimaticamente (dlcool desidrogenase) formando formaldeido que consequentemente altera o
acido desoxirribonucléico (ADN) microbiano podendo levé-lo a processos de estaticidade ou

morte (RUSIG, 1974).

As tensdes superficiais dos ensaios com glicerol padrao analitico e oriundo da producao
do biodiesel foram, em média, 34,32 mN/m (+/-3,04) e 37,64 mN/m (+/-4,27), respectivamente.
Esses baixos valores de tensdo superficial representam o potencial dos biossurfactantes mesmo

sem processos de purificacao.

As espumas foram coletas ao final de cada fermentacdo, centrifugadas e seus volumes

medidos (Tabela 3).

Tabela 3 - Volumes de espumas produzidos.

Repeticao 1 Repeticao 2 Repeticao 3
Ensaios com glicerol padrao 730 640 600
Ensaios com glicerol residuo 321 387 372

A andlise de variancia (ANOVA) com 95 % de confianca (Tabela 4) foi a técnica
estatistica escolhida para verificar se existe indicativos de diferenca entre os volumes de espuma

produzidos com os meios com glicerol padrao analitico e glicerol purificado da produc¢do do
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biodiesel. O teste Tukey foi utilizado para confirmacgdo dessa diferenca. Os valores de F tabelado

e da diferenca minima significativa (teste Tukey) estdo apresentandos no rodapé da Tabela 4.

Tabela 4 - ANOVA para os volumes de espuma.

Fonte de Soma de Graus de Quadrados
Fcalculado
variacao quadrados Liberdade médios
Tratamentos 132016,6667 1 132016,7 46,89479605
Residuo 11260,66667 4 2815,167
Total 143277,3333 5

*F tabelado 7,70 (95%) *Teste Tukey para significancia de 5% d.m.s = 160,96

A diferenca entre as médias dos volumes de espuma (296,66L) é maior que a diferenca
minima significativa (d.m.s.). Portanto, existe diferenca significativa entre os volumes de espuma
produzidos utilizando o glicerol purificado oriundo da produgdo de biodiesel e o glicerol padrao
analitico.

As tensdes superficiais das espumas liquefeitas (Tabela 5) dos ensaios com o glicerol
padrao analitico e purificado da produgdo do biodiesel foram analisadas estatisticamente (Tabela

6).

Tabela 5 - Tensdo superficial das espumas liquefeitas.

Repeticao 1 Repeticao 2 Repeticao 3
. . ~ 35,34 32,28 35,36
Ensaios com glicerol padrao
. . . 39,77 37,8 35,36
Ensaios com glicerol residuo

Tabela 6 - ANOVA para tensdo superficial das espumas liquefeitas.

Fonte de Graus de Quadrados
Soma de quadrados Fcalculado
variacao liberdade médios
Tratamentos 16,500 1 16,500 4,113
Residuo 16,044 4 4,011
Total 32,544
*F tabelado 7,70 (95%)
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Como Fcalculado < Ftabelado, ndo existe evidéncia estatistica de diferenca entre as tensdes
superficiais das espumas liquefeitas. Portanto, possivelmente a utilizacdo do residuo ndo
influencia no tipo de biossurfactante produzido. Entretanto, apresenta significincia no volume de
espuma produzido e consequente rendimento destes bioprodutos, como foi confirmado pela

ANOVA de biossurfactantes bruto.

COOPER, et al., (1981) mediram a producdo de biossurfactantes utilizando como
pardmetros volume de espuma colapsada e tensdo superficial da diluicdo micelar critica (CMD™).
Os volumes de espuma produzidos nas fermentacdes com o residuo, foram em média de 350 mL,

para os ensaios com glicerol padrao analitico de 656,66 mL.

As espumas dos ensaios com glicerol padrio analitico, apds precipitacdo dcida seguida de
centrifugacdo, obtiveram massas de biossurfactante bruto em média de 5,16 g e, apds extracao
por solventes (biossurfactante semipurificado) igual a 1,04 g, portanto, com rendimentos,
respectivamente de, 7,85g/L e 1,58g/L. de espuma. Considerando-se os rendimentos médios de
biossurfactante semipurificado em fun¢do do volume do meio tem-se 0,30 g/L, valor aquém aos

de GHOJAVAND et al., (2008) 0,5 g/L e de BARROS, (2007) 0,64 g/L.
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O valor médio dos volumes de espuma obtidos nos ensaios com glicerol purificado da
producdo de biodiesel foi 360 mL, sendo a massa de biossurfactante bruto de 1,76 g e a de
semipurificado igual 0,41 g, respectivamente, rendimentos de 4,89 g/LL e 1,13 g/L. Para os
rendimentos médios de biossurfactante semipurificado em fun¢dao do volume do meio, obteve-se

o valor foide 0,12 g/L.
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Figura 5 - Tensdes superficiais (TS, CMD™ e CMD™?) do meio de cultura.

Os valores de tensao superficial dos meios de cultura (Tabela 5) foram semelhantes para
os ensaios com o glicerol padrao analitico e oriundo da producdo de biodiesel. Entretanto, a
andlise das curvas de tensdo superficial da diluicdo micelar critica 1/10 (CMD™) revela diferenga
entre os dois processos fermentativos, indicando uma maior concentracao de biossurfactantes nos
ensaios com glicerol padrdo analitico, sendo condizente com as curvas de O.D e crescimento

celular, e, consequentemente, produ¢do de metabdlitos.

A andlise da Figura 6 de tensdo superficial (TS) demonstra a menor reducdo de tensdo,
para todas as andlises TS , diluicio micelar critica 1/10 (CMD™) e dilui¢do micelar critica 1/100

(CMD™) nos ensaios realizados com o glicerol oriundo da producio de biodiesel, o que, indica
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maior concentracdo de biossurfactantes. Esses resultados eram esperados, j4 que o mesmo
apresentou maior concentracdo micelar critica (CMC), Figura 7. Esses resultados podem ser
explicados também pelo maior grau de impureza e diferentes propor¢cdes produzidas de

surfactina/iturina em fungdo da presenca de compostos como o metanol.

Solugdo de biossurfactarte bruto dos ensaios com glicerol padrdo analitico
] Solucdo de biossurfactante bruto dos ensaios com glicerol purificado da producio de biodiesel
Solucdo de biossurfactante semipurificado dos ensaios com glicerol padrao analitico
60 | =3 Solucio de biossurfactante semipurificado dos ensaios com glicerol purficado da producio de biodiesel
£
% 50
o/
]
.3 40
2
[
=
L
o, 30 -
o]
w
3
3 .
7 20
c
2
10 +
0 t t i
TS CMD' CMD’

Flgura 6 - Tensoes superficiais e suas respectivas diluicdes para solugdes (1 mgmL™') preparadas com
biossurfactante bruto e semipurificado.
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2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA

Solu¢des com diferentes concentracdes de biossurfactantes semipuiricado dos ensaios
com glicerol padrdo analitico e residuo foram preparadas e suas respectivas tensdes superficiais

medidas. O ponto de inflexdo da curva indica a concentragdo micelar critica (Figura 7).
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Figura 7 - Determinacdo da concentra¢do micelar critica (CMC) das fragdes dos biossurfactante semipurificado das

fermentacdes com glicerol padrio analitico e oriundo da producdo de biodiesel, através da medida da tensdo
superficial (mN/m) de dilui¢des sucessivas.

A CMC do biossurfactante dos ensaios com glicerol padrao analitico foi de 0,011 mg/mL
e para as fermentacOes com glicerol oriundo da producdo de biodiesel foi de 0,019 mg/mL, sendo
estes valores semelhantes aos resultados encontrado na literatura como de BARROS, (2007),
0,011 mg/mL; COSTA, (2005), 0,01 mg/mL e NITSCHKE, (2004) 0,011 mg/mL. Tais resultados
foram ainda melhores que os obtidos por PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, (1999), 0,02
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mg/mL; COOPER et al., (1981), 25 mg/mL, além de enquadrar-se na definicado de MULLIGAN
& GIBBS, (1993) com CMC na faixa de 0,001 a 2 mg/mL.

A andlise das curvas pelo método de SHEPPARD & MULLIGAN (1987) revela perfis
semelhantes. Entretanto, nos ensaios com glicerol padrao analitico, obteve menores valores de
CMC. Tal diferenca pode ser um indicativo de pureza, qualidade ou erros sistematicos entre os

ensaios.
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CONCLUSAO

A producdo de biossurfactantes com o meio de cultura composto por peptona e glicerol se
mostrou vidvel, provavelmente, devido a suplementacdo dos fatores metabdlicos do micro-
organismo. Assim, a peptona pode ter provido a linhagem LB2b com aminoacidos, enquanto o

glicerol aumentado a permeabilidade da membrana e fornecido minerais.

A cinética fermentativa utilizando o glicerol paddo analitico e residuo da producdo de
biodiesel apresentou conformidade em pardmetros como tensdo superficial (TS, CMD™" e CMD"
%), consumo de glicerol e concentracdo micelar critica (CMC). Entretanto, em outros parimetros,
tais como curva cinética de oxigénio dissolvido, biomassa, volume de espuma produzido, células
vidveis e totais, a andlises dos dados sdo dispares. Talvez a linhagem LB2b tenha que se adaptar
ao meio com o glicerol residuo, devido a presenca de compostos como metanol, aldeidos etc., que
podem comprometer algumas vias metabdlicas ou mesmo alterar geneticamente o ADN das
bactérias, como por exemplo, o formaldeido que € produto da oxida¢cdo do metanol (RUSIG,
1974). Esta adaptac@o pode ocorrer com a formagdo de rotas metabdlicas paralelas de produgdo
de biossurfactantes, ou o micro-organismo necessita previamente metabolizar tais compostos

indesejdveis para posteriormente desenvolver-se.

O consumo similar e linear de glicerol, em ambos ensaios, pode indicar que o transporte
deste composto ndo € ativo. Entretanto, pode ter sido significativo no aumento da permeabilidade
da membrana plasmatica (RIVALDI; SARROUH & FIORILO, 2007) e consequente aumento na

absor¢do de nutrientes.

Os volumes de espuma obtidos nos ensaios com glicerol padrdo analitico e oriundo da
producao de biodiesel foram estatisticamente significantes, o que indica a necessidade de outras
etapas de purificacdo do glicerol residuo. As quantidades de biossurfactante bruto foram aquém,
das encontradas na literatura. Entretanto, em relacdo aos biossurfactante semipurificado, os

valores foram superiores.

Dessa forma, a utilizagdo do glicerol residuo da produgdo de biodiesel pela linhagem

LB2b € possivel, nao como fonte de carbono e energia, mas, como um significativo coadjuvante.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de residuos agroindustriais como substrato para processos
fermentativos concilia a produc¢do de compostos com alto valor agregado, sustentabilidade
ambiental e economia em tratamentos visando o descarte adequado dos mesmos. Além
disso, o uso de sistemas biotecnologicos vem se expandindo (ZABORSKY, 1995) com
possibilidades de pesquisas como selecio de micro-organismos, utilizacio de novos

substratos, modifica¢cdes em processos, etc.

Visto que os micro-organismos durante seu desenvolvimento geram compostos
resultantes de suas vias metabdlicas, a bioprodu¢do integrada passa a ser uma opg¢ao para a
inddstria aumentar seu lucro, caso as condi¢Oes utilizadas resultem em rendimentos

economicamente vidveis e o sistema de extracdo ndo comprometa a producio inicial.

A producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis com retirada da espuma pela
parte superior do fermentador se enquadra nas condicdes supracitadas (Figura 2),
excetuando-se a verificagdo das condi¢des econdmicas, pois o meio de cultura é descartado
ap6s finalizacdo do processo fermentativo, € o mesmo pode conter compostos cOmo
enzimas (BON, FERREIRA & CORVO, 2008; JYOTI & AVNEET, 2006; SCHULZ,
BONELLI & BATISTA, 2005), antibidticos, antioxidantes etc., além dos compostos

volateis onde apenas a recuperagdo do fase volatil € requerida.

Entre os bioprodutos citados acima as enzimas tem uma das maiores participacdes
no mercado mundial - em 2006 foi estimado em cerca de US$ 1,5 trilhdes e com tendéncia
em crescer 5 a 10 % por ano, segundo JYOTI & AVNEET, (2006). Aromas, por sua vez,
tem a mesma estimativa - 9,5 bilhdes de ddlares e taxa de crescimento de 5,7 % entre 1990

e 1995, segundo KRINGS & BERGER, (1998).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar a produgdo de proteases e amilases
pela linhagem LB2b, além de caracterizar alguns compostos de aromas formados durante a

producdo de biossurfactantes (Capitulo 2 ).
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1 MATERIAL E METODOS

1.1 ENZIMAS

1.1.2 Preservacao das linhagens e preparo do inéculo

A linhagem LB2b foi mantida em tubos de dgar nutriente inclinado sob refrigeracao
(4 a 6 °C) e em periodos regulares, repicadas para outros tubos e placas, incubados a 30 °C

por 24 h e armazenados.

1.2 IDENTIFICACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO ENZIMAS

Os meios de cultura para os ensaios visando a identificacdo de lipase, protease e
amilase foram preparados e esterilizados em autoclave (121 °C por 20 minutos) e
adicionados a placas de Petri estéreis. Em seguida, a linhagem LB2b foi inoculada no
centro das placas de Petri com agulha de platina e a cada 24 horas, num total de 72 horas,

foi medido, vertical e horizontalmente, o didmetro da colonia e halo formados.

Lipase

A composicdo do meio estd indicada na Tabela 1, onde apenas a rodamina B
(termolabil) foi adicionada ao mesmo depois de ter sido esterilizada em filtro Whatman 11

pum.
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Tabela 1 - Composi¢do do meio para a indentificacdo de lipase

(SHUEN-FUH, CHIEN-MING & YING-CHIEH, 1995)

Componentes gLt
Azeite de oliva 0,2
Peptona 0,03
Extrato de levedura 0,02
K>HPO4 0,02
MgS04.7H,0 0,01
Agar 0,18
Na,COs 0,1

Rodamina B 0,0001

Proteases, amilases

A formulacdo utilizada para a identificacdo de protease (GIONGO, 2006) foi
adaptada para a identificacdo de enzimas amiloliticas, sendo para isso substituido na mesma

propor¢ao o leite em pd desnatado e amido solivel.

Tabela 2 - Composi¢do do meio para a indentifica¢do de proteases (GIONGO, 2006).

Componentes g L!
Pepetona 5
Extrato de carne 3
Leite em p6 desnatado 10
Agar 12

Agua destilada 1000
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1.3 AROMAS

1.3.1 Meios de cultura

Voges proskauer — (VP)

A linhagem LB2b foi inoculada em trés tubos de ensaio contendo caldo
VERMELHO DE METILA-VOGES PROSKAUER (VM/VP) estéril e incubados por 30
horas a 30 °C. Em seguida, foi adicionado 0,6 mL de alfa-naftol a 5 % e 0,2 mL de KOH a

40 % e realizada leitura.

Glicerol padrao analitico

O meio de cultura contendo peptona bacteriolégica (Himedia) 10 g.L"' e glicerol
padrdo analitico 10 g.L"' (Synth) foi previamente ajustado para pH 7 com solucdo de NaOH

0,05 e esterilizado.

Glicerol oriundo da producao de biodiesel

As amostras de glicerol da producdo de biodiesel foram ajustadas com acido
fosforico (Synth) e permaneceram em pH entre 3 e 4 durante 24 horas. A fase central foi
separada com o uso do funil de decantacdo e em seguida colocada no rotaevaporador por 4
horas a 50°C (Fischer Scientific-05-ST 1 P-B) para a retirada do metanol (RIVALDI,
SARROUH & FIORILO, 2007). O produto remanescente foi utilizado na elaboragdo dos
meios de cultura visando a comparacao do mesmo com os ensaios que utilizaram o glicerol

padrdo analitico.
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1.3.2 Preparo do indéculo

Os in6culos foram preparados a partir de alcadas de culturas retiradas de placas de
agar nutriente contendo as linhagens de Bacillus, e transferidas para erlenmeyers contendo
caldo nutriente (peptona bacteriolégica 5 g.L™' (Himedia) e extrato de carne 3 g.L"(Biolife)
estéril. A seguir, foram incubados a 150 rpm e 30 °C, durante 24 h, em agitador rotatério
(Shaker Tecnal Te-480). Apds este periodo, foi realizada a diluicdo com caldo nutritivo
estéril até se obter uma densidade 6ptica de 0,5, medida a 660 nm (ROCHA et al.,(2007).
Posteriormente, foram retiradas aliquotas de 7,0 mL e 245 mL (7 % v/v do meio),

repectivamente, para os experimentos com erlenmeyers e fermentador de bancada.

1.3.3 Condicoes das fermentacoes

Nos ensaios com erlenmeyers, o volume de 100 mL do meio de cultura foi
adicionado em frascos de vidro e deixados em agitacdo (Shaker Tecnal Te-480) a 150 rpm
e 30 °C por 24 horas. Em seguida, foram analisados no cromatdgrafo gasoso acoplado a
espectrometria de massa (CG-EM), (Figura 1). As mesmas condi¢des foram utilizadas nos
testes com o uso dos padrdes em solugdes aquosa, visando a identificacdo dos tempos de
retencdo (T.R) e dos experimentos para andlise da influéncia do meio de cultura e células
(branco), em que instantes apds a inoculacdo os frascos foram esterilizados e em seguida

adicionados de solucdes concentrada de diacetil.

Para os experimentos em fermentador de bancada foram utilizadas as seguintes

condi¢des 150 rpm, pH inicial 7, aera¢do 2L/minuto, 30 °C e volume de meio 3,5 litros.

1.3.4 Métodos de extracao dos compostos volateis

Nos ensaios com erlenmeyers foram retiradas aliquotas (20 mL) durante a

fermentag@o, colocadas em frascos de vidro suportados por um sistema isotérmico a 30 °C e
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agitacdo constante de 15 rpm. Em seguida a fibra foi exposta por 30 minutos para posterior

andlise no cromatégrafo, Figura 1.
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. [ Agitador magnético

Figura 1 — Ilustrac@o do sistema de coleta de voldteis para os ensaios erlenmeyers

Nos ensaios com o fermentador de bancada, foi acoplado um sistema composto por
rotametro, cadmara de vidro com septo de teflon e vdlvula, utilizados para a coleta dos
aromas com uso de uma fibra de microextragdao em fase sélida (MEFS), Figura 2. Durante a
extracdo, a taxa de entrada de ar foi alterada para (0,5 L/minuto) para captagcao dos volateis

pela fibra.

suporte da fibra

entrada de ar

fibra de MEES septo de teflon

== caidadear

espuma - tubo de coleta

rotametro

A/

Figura 2 — Ilustrac@o do sistema de coleta de volateis, acoplado ao fermentador, adaptado de BARROS et al.,
(2009)
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1.3.5 Condicoes das corridas

Cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chamas (CG-DIC)

Os compostos volateis foram analisados por um cromatégrafo (Agilent - modelo
7890A) com detector de ionizagdo de chama (DIC) e uma coluna HP-5 (Tecnhologies

Agilent, 30 mx 0,320 mm de didmetro, espessura x 0.25um).

A dessor¢do procedeu na porta de injecdo do cromatdgrafo em 0,75 minuto a 250
°C, com a valvula de purga desligada (modo splitless). A temperatura do forno era de 40 °C
por 1 minuto, programada para aumentar a 3 °C.min"" até 100 °C e mantida por 4 minutos.
Nitrogénio foi utilizado como gds de arraste com uma vazdo de 1 mL.min"'. A temperatura
do injetor e detector foi 250 °C, apds dessorcdo, a fibra permaneceu mais 10 minutos no

porta de injecdo para eliminar qualquer analitico residual entre as amostras.

Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (CG-EM)

Andlises foram realizadas em um sistema CG-EM (Agilent 890A), nas seguintes
condicdes: coluna HP-5 MS coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i x 0,25
mm - J & W Scientific - EUA), modo de injetor splitless, temperatura do injetor 250 °C,
tempo de purga de 1 minuto, fluxo de purga 20 mL.min"", fluxo de hélio (1. min): 1,0
mL.min’l, forno de 40 °C; 3 °C.min"! até 100 °C por 4 minutos, temperatura de
transferéncia de linha de 250 °C, a energia de impacto: 70 eV, 35-350 m/z. A identificagcdo
dos componentes foi feita por espectrometria de massas de acordo com as normas de

ADAMS (2007) e a bibliotecas de banco de dados espectrais de NIST (2005).

120



Capitulo 4

1.4 CURVAS ANALITICAS E CINETICA DOS COMPOSTOS VOLATEIS
PRODUZIDOS

Solu¢des com concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg.L'1 dos padrdes diacetil
(Sigma-aldrich) e 2,3 butanodiol (Sigma-aldrich) foram preparadas com dgua deionizada.
Em seguida, aliquotas de 20 mL foram adicionadas em frascos, para posterior exposi¢ao da
fibora (MEFS) e consequente extracdo, Figura 1. As curvas de calibracdo foram entdo

calculadas de acordo com as drea dos picos e respectiva concentragao.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ENZIMAS

Os meios de cultura, elaborados com com &gar e seus respectivos indicadores leite

em po e azeite, (Figura 3).

Figura 3 - Placas de 4gar leite (esquerda) e dgar rodamina (direita), inoculadas com a linhagem LB2b.

A linhagem LB2b apresentou crescimento celular semelhante nos meios dgar leite e
amido soldvel, com formacdo nitida de halos, que por sua vez indicam a produ¢do extracelular
das enzimas. Entretanto, os ensaios com &dgar rodamina, ndo obtiveram crescimento celular e
formagdo de halo indicando que a linhagem nao produz lipase ou que a enzima produzida esta

fora das condicdes 6timas de atividade.

Portanto, tendo sido verificada a producdo de enzimas pela linhagem LB2b, mesmo que
de maneira qualitativa, torna-se pertinente trabalhos subsequentes com a produgdo destes

metabdlitos em fermentagdo liquida (shaker e fermentador de bancada).
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2.2 AROMAS

Os resultados para os ensaios com o meio voges proskauer (VP) foram positivos
(vermelho), estando condizentes com a literatura descrita para a espécie Bacillus subtilis
(NAKAMURA, ROBERTS & COHAN, 1999) e validaram a possibilidade da producdo de
bioprodutos como diacetil, acetil e 2,3 butanodiol. Estas substincias, apesar de serem
estruturalmente simples, a producdo por sintese quimica de diacetil e acetoina ndo é comum

(CARVALHO, 1999).

2500 -
2000 -

1500 -
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1000 -

500 -

Tempo em minutos

Figura 4 - Cromatograma para a identificacdo do tempo de retencdo da acetoina.

Para as condi¢Oes utilizadas, a andlise do cromatograma da acetoina apresenta tempo de
retencdo de aproximadamente 6,3 minutos. Ensaios similares demonstraram que o tempo de

retencdo do diacetil e 2,3 butanodiol sdo, respectivamente, 8,5 e 10,4 minutos.
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Curva analitica

As curvas analiticas elaboradas com os padrdes, permitem que por meio da regressiao
linear (Figura 5), se utilize a equagdo para o cdlculo das concentracdes dos 2,3 butanodiol e

diacetil dos ensaios (Figuras 6 e 7).
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Figura 5 — Curva analitica diacetil e 2,3 butanodiol

124



Capitulo 4
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Figura 6 — Cinética fermentativa da produg¢do do diacetil

A andlise das curvas da Figura 6, revela cinética semelhante entre os dois meios de
cultura. Além disso, alcancaram concentragdes de diacetil de aproximadamente 14 mg/L em 48
horas e 8 mg/L em 72 horas, respectivamente, para os experimentos com o glicerol residuo e
padrao analitico, valores significativos quando comparados com bactérias lacticas como
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetilactis que produzem (+/- 5 mg/L ) (CARVALHO,
1999). Além disso, como citado por CARVALHO, (1999), a presenca de ions metdlicos como
cobre, ferro, cobalto e manganés no meio de cultura pode estimular a produgdo de diacetil, o que

foi confimado pela Tabela 1 do Capitulo 3, para o meio de de cultura com glicerol residuo.

Os ensaios com glicerol residuo parecem ter alcancado o pico de producdo entre 36 e 63
horas enquanto a falta de dados no mesmo intervalo ndo permitiu a mesma conclusdo para os

ensaios com glicerol padrao analitico.
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o —m— glicerol purificado oriundo da producgédo de biodiesel
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Figura 7 — Cinética fermentativa da producdo do 2,3 butanodiol

A andlise das curvas da Figura 7, excetuando-se as concentracdes, revela perfis
semelhantes com a cinética de producdo de diacetil. Além disso, ambas apresentaram baixa
producdo no inicio o que € condizente com o fato do2,3-butanodiol ser produto da redugdo da
acetoina que por sua vez pode ser produto da redugdo do diacetil ou do 4cido a-acetolactato,

(Figura 1).

Teoricamente, 1 mol glicerol produz 2 mol de 4cido acético + 4 mol de diéxido de
carbono e 1,0 mol produz diacetil + acetoina e 2,3 butanodiol, segundo BARTOWSKY &
HENSCHKE, (2004) e alcanca valores como 12 g/LL de acetoina (US Pat. 2 529 061, 1946;
SEREBRENNIKOV, 1995). Entretanto, a existéncia de muitas vias metabdlicas fazem que o

rendimento encontrado normalmente seja baixo.
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A andlise do cromatograma do intervalo de 15 a 21 horas do processo fermentativo
(Figura 8), demonstra alteracdes em diversos picos, o que sugere, que essa diferenca é em funcao

do metabolismo do Bacillus.
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Figura 8 - Cromatograma da etapa inicial da fermentacdo com glicerol padrao analitico adicionado ao meio de
cultura.

Em geral a sintese de metabdlicos de origem secundadria € significativa durante a durante a
fase logaritmica (BERGER, 1995). A identificacdo da cinética fermentativa (Tabela 2, Capitulo
3), foi dificultada devido ao arraste de células pela espuma. Entretanto, a andlise do perfil do

cromatograma sugere que esta fase foi alcancada entre 15 e 18 horas.
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A andlise do perfil do cromatograma do processo fermentativo no intervalo de 21 a 72
horas (Figura 9), demostra que alguns compostos voldteis, ndo apresentaram alteracdes, o que
sugere que os mesmo sdo oriundos do meio de cultura, além disso, os compostos que

apresentaram variagdo, sdo os mesmos da (Figura 8).
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Figura 9 - Cromatograma da fermentacdo com glicerol padrdo analitico adicionado ao meio de cultura.

Os picos com tempos de retencdo de aproximadamente de 5,8 6,7 e 8,5 minutos
apresentaram queda de producdo apds 21 horas, o que sugere que os mesmo foram resultados de
acdo microbiana. Além disso, os compostos voldteis inerentes ao meio de cultura, Figuras 11 e
12, podem ter tido tempos de retencdo proximos aos das moléculas produzidas durante o processo
fermentativo, resultando em picos ndo definidos. Entretanto, a andlise dos ensaios com padrao
analitico Figura 13, comportamento cinético supracitado e conhecimento das rotas metabdlicas,
Figura 2, corroboram para que os picos com tempos de retencdo de 6,3 e 8,5 minutos sejam

referentes, respectivamente, a acetoina e diacetil.
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As condicdes utilizadas nos ensaios da Figura 10, foram as mais préximas do processo
fermentativo, sendo os erlenmeyers esterelizados imediatamente apds a inoculagio, e em seguida,
adicionados com solu¢des de diferentes concentragdes de acetoina. Esses ensaios, objetivaram
minimizar as diferencas de volatilidade da acetoina em fungdo da presenca ou ndo de células

bacterianas no meio de cultura.

A andlise do cromatograma dos ensaios realizados com padrdes de acetoina em diferentes
concentragdes ¢ condizente em apenas um pico com tempo de retencdo de aproximadamente 6,3

minutos, quando foi utilizada maior concentracdo deste aroma, proporcionalmente a area foi

aumentada.
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Figura 10 - Cromatograma com diferentes concentracdes de acetoina

Os picos com tempo de retencdo de 18 e 21 minutos, tiveram suas cinéticas alteradas,
indicando que pode existir uma relagdo entre o acetoina e estes compostos, ji& que o meio de
cultura continha apenas micro-organismos nao vidveis. Uma das possibilidades como relatado

por CARVALHO, (1999) € que reacdes quimicas espontaneas de redugdo e oxidagdo da acetoina
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em certas condi¢des de temperatura e pressdo podem resultar na formacdo de compostos como

diacetil e 2,3 butanodiol.

Existem duvidas sobre a rota metabdlica destes bioprodutos, pois alguns autores
defendem a existéncia de uma diacetil-sintase que seria ativada por ferro, cobre ou outros cations
metalicos, enquanto outros pesquisadores sugerem que ocorre a oxidagdo do a-acetolactato para a
formacdo do diacetil, o que é reforcado pela maior producdo de diacetil em sistemas aerados e
pela formacdo de diacetil a partir do a-acetolactato sem a presenca de micro-organismos em

sistemas aerados (CARVALHO, 1999).

MARIOTTO (2007), relatou que os principais fatores para a producdo de acetoina e 2,3-
butanodiol sao concentragdo inicial do substrato e inoculo, temperatura, pH e aeracdo e ressaltou
a caréncia da literatura utilizando o genéro Bacillus para a producdo de acetoina e 2,3-butanodiol.
Além disso, CARVALHO, (1999), reportou que pouca ou nenhuma acetoina é produzida a partir
de carboidratos sem a presenca de uma fonte adicional de piruvato ou citrato. Como os
parametros utilizados nesse trabalho visaram a producdo de biossurfactantes e podem
comprometer os rendimentos como observado por BARTOWSKY & HENSCHKE, (2004) que
relatou que para se obter altas taxas de conversdo de piruvato em acetoina deve-se operar em
baixos pH, o que contraria a cinética fermentativa do Bacillus, que alcaliniza o meio (BARROS,

2007).
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Os cromatogramas das Figuras 11 e 12, foram obtidos por meio de cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massa com o objetivo de identificar os compostos volateis,
presentes nos meios de cultura contendo glicerol padrdo analitico e glicerol purificado da

producdo de biodiesel, respectivamente. Portanto, esses ensaios nao foram inoculados.
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Figura 11 - Cromatograma (CG-EM) dos compostos voldteis inerentes ao meio de cultura contendo glicerol padriao
analitico.
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Figura 12 - Cromatograma (CG-EM) dos compostos volatéis inerentes ao meio de cultura contendo glicerol
purificado oriundo da produg¢do de biodiesel.

A andlise dos cromatogramas dos volateis inerentes aos meios de cultura revela pequena
divergéncia entre os perfis dos mesmos. Entretanto, as dreas dos ensaios com glicerol padrao

analitico foram maiores como, por exemplo, o pico com tempo de retencao de 10, 034 min com

areas respectivamente de 9,963 e 18,769.
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Um volume de 50 mL de solugdo aquosa, com concentracio de 10 mg/L de 2,3
butanodiol, foi adicionada em erlenmeyres e acoplado ao sistema da Figura 1. Entdo, foi realizada

a extracdo dos volateis e analisada em cromatdgrafo associado a espectrometria de massas.
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Figura 13 - Cromatograma (CG-EM) solu¢do aquosa 2,3 butanodiol 10 mg/L.

A andlise do cromatograma (Figura 13), revela 3 picos significantes, possivelmente pela
contaminacdo do frasco ou reagdes de oxi reducdo do 2,3 butanodiol. Esta tultima hipdtese €
refor¢ada pelo banco de dados espectrais que apresentou o pico com tempo de retencdo de 2,433

minutos como acetoina (53,4 %).
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Os compostos volateis dos ensaios em fermentador de bancada com o glicerol padrao
analitico adicionado ao meio de cultura foram analisados por meio de cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas (Figura 14), com tempo de fermentacdo de 24 horas. O
cormatograma apresentou um nimero maior de picos e com concentra¢des mais elevadas do que
as corridas com o meio de cultura, o que sugere ser resultado de acdo microbiana na produgao de
volateis. Além disso, o banco de dados espectrais indicou o composto com tempo de rentengdo de

19,380 minutos (93,8 %) como sendo o 2,3 butanodiol, o que é condizente com a Figura 13.
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Figura 14 - Cromatograma (CG-EM) dos compostos volateis produzidos com o glicerol padrio analitico adicionado
ao meio de cultura com o uso do fermentador de bancada.
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CONCLUSAO

A producdo de proteases e amilases pela linhagem LB2b nos respectivos testes em placas
sugere que se trata de uma produgdo extracelular, e, consequente, a presenga destes bioprodutos
no meio de cultura no processo fermentativo em erlenmeyers e bancada, o que possibilita, a
extracdo de biossurfactantes (espuma), compostos de aromas (fase volatil) e proteases e amilases

(meio de cultura).

A cinética dos compostos de aromas (Figura 8) € consistente com a teoria da
redugdo/oxidacdo do diacetil a acetoina e 2,3-butanodiol, além dos tempos de retengdo serem

proximos aos dos padrdes.

Os ensaios validaram a possibilidade da producdo de biossurfactantes e compostos de
aromas de maneira concomitante. Além disso, os rendimentos referentes ao diacetil foram altos,
mesmo sendo proveniente da espécie Bacillus subtilis que ndo € tradicional produtora destes

compostos.

Os experimentos com o meio de cultura evidenciaram que alguns compostos volateis nao
sdo produtos do metabolismo da bactéria (Figuras 11 e 12). Além disso, os ensaios com 0s
padrdes em solucido aquosa indicam os tempos de rentengdo (T R) dos padrdes (Figuras 4 e 13),

os quais foram utilizados na indicag¢do destes picos no processo fermentativo.

Portanto, pesquisas subsequentes sao necessdarias para o desenvolvimento deste processo
com andlises quantitativas de proteases e amilases em meio liquido, além dos métodos de
validag¢ao, como estabelecido pela conferéncia internacional de validagao analitica para o diacetil,
acetoina e 2,3 butanodiol, este com possibilidades de aplicacdes como anticongelante,

combustivel liquido (ROSSI, GARCIA & PRATA, 2005).
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SUGESTOES

v Caracterizagao dos biossurfactantes produzidos por cromatografia;
v Verificar os efeitos antimicrobianos dos biossurfactantes produzidos;
v Purificacdo do glicerol obtido da produgdo de biodiesel e utilizacio como fonte de

carbono para a producdo de biossurfactantes e enzimas em fermentacdo em fermentador de

bancada.

v Verficar a diferenca nos biocompostos formados pela linhagem LB2b quando em

processo aerdbico e anaerdbio na igualdade dos demais parametros;

v Comparacdo entre a bioutilizagdo do glicerol oriundo da cadeia do biodiesel produzidos

com metanol e etanol, além das respectivas necessidades de etapas de purificagao;

v Identificagdo dos compostos formados durante o processo fermentativo (enzimas,

anitbidticos, antioxidantes).
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A integracdo de residuos agroindustriais em processos biotecnolégicos podem amortizar
os custos de producgdo e viabilizar economicamente a producdo, jd que os mesmo possuem baixos

rendimentos em relagdo a sintese quimica e muitas vezes existe a necessidade de etapas de

purificagao.

A selec@o de uma linhagem de Bacillus subtilis utilizando o glicerol como unica fonte de
carbono foi dificultada devido aos baixos valores de tensdo superficial e consequentemente maior
variabilidade, indicando a necessidade de outros minerais e/ou nao capacidade destes micro-
organismos metabolizarem o carboidrato em energia. Logo, outros residuos como manipueira,
malte de cevada, podem ser adicionados ao meio de cultura objetivando maiores rendimentos
Entretanto, a utilizacdo de meios complexos pode dificultar os esclarecimentos das necessidades
metabdlicas exigindo o uso de metodologias especificas para a identificacdo da cinética de

consumo do componente de interesse.

Os ensaios com o fermentador de bancada apresentaram resultados de producdo de
biossurfactantes condizentes com a literatura, mesmo utilizando um meio de cultura com baixa
complexidade (peptona e glicerol). Entretanto, algumas particularidades foram analisadas como
diferengas entre as cinéticas de células viavéis e oxigénio dissolvido no meio de cultura entre os
ensaios, evidenciando a necessidade de um processo de purificacdo do glicerol mais eficiente.
Mesmo de forma incipiente foram identificadas as producdes de amilases e proteases pela
linhagem LB2b. Além disso, foram quantificadas as produgdes de 2,3 butanodiol e diacetil e as

rotas metabdlicas utilizadas foram indicadas.
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