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Resumo: biossurfactantes sdo compostos tensoativos derivados de microrganismos que
oferecem diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos, tais como baixa toxicidade,
biodegradabilidade e aceitabilidade ecoldgica, o que possibilita seu uso em atividades como
biorremediagdo e na recuperacdo avancada de petréleo. Embora o interesse em
biossurfactantes esteja aumentando, esses bioprodutos ndo competem economicamente com
os surfactantes sintéticos devido aos custos globais do processo. Desta forma, o uso de
matérias-primas de baixo valor torna-se uma interessante abordagem para reduzir tais custos,
uma vez que o substrato pode representar até 30% da despesa total. Neste estudo, as cascas de
mamao foram utilizadas como substrato alternativo de baixo custo para a producdo de
biossurfactante por Bacillus subtilis UFPEDA 86. A fermentacdo submersa foi realizada em
incubadora orbital a 37 °C, 200 rpm por 96 h. Analisou-se a concentracdo celular, a tenséo
superficial e o indice de emulsificacdo ao longo do tempo. A cepa se adaptou bem ao
substrato estudado obtendo concentracdo celular maxima de 1,14 g L™ em 24 h, reducéo da
tensdo superficial de 32,5% e indice de emulsificacdo de cerca de 66%. O residuo de maméo
mostrou ser um substrato eficaz na producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis.
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INTRODUCAO

Surfactantes ou tensoativos sdo moléculas anfipaticas constituidas por uma por¢do
apolar e uma porc¢éo polar que se acumulam na interface entre fases imisciveis, reduzindo as
tensdes superficial e interfacial. Essa caracteristica permite tornar miscivel duas fases
imisciveis e possibilita a estes compostos uma ampla gama de aplicacdes que envolvem
detergéncia, emulsificacéo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade de molhabilidade,
solubilizacdo e dispersao de fases (GHOJAVAND et al., 2008).

A maioria dos surfactantes produzidos sdo quimicamente derivados do petréleo. No
entanto, em virtude da crescente preocupacdo ambiental, tem-se buscado por produtos mais
brandos, biodegradaveis, com baixa ou nenhuma toxicidade e que possam ser produzidos
através de recursos renovaveis. Esses compostos naturais derivados de microrganismos sdo
chamados de biossurfactantes e oferecem varias vantagens sobre os surfactantes quimicos,
como baixa toxicidade, biodegradabilidade e aceitabilidade ecoldégica (GHOJAVAND et al.,

2008). Essas caracteristicas tensoativas e pro-
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ambientais dos biossurfactantes permitem que eles sejam aplicados, por exemplo, na
biorremediacdo (em caso de derramamento acidental de dleo no meio ambiente) e na
recuperacdo avancada do petroleo (MEOR), pois reduzem a tenséo interfacial e as forcas
capilares entre dleo/rocha, possibilitando o deslocamento do Gleo através dos poros da rocha
(BANAT et al., 2000).

Os biossurfactantes apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas, incluindo
glicolipidios, lipopeptidios, fosfolipidios, &cidos graxos ou lipidios neutros, entre outros. As
especies de Bacillus produzem um amplo espectro de biossurfactantes lipopeptidicos, que séo
moléculas ciclicas constituidas de um &cido graxo de comprimento varidvel ligado a uma
pequena cadeia peptidica de sete ou dez aminodcidos. Dentre o0s biossurfactantes
lipopeptidicos, a surfactina produzida por cepas de Bacillus subtilis € um dos mais potentes ja
caracterizados (EHRHARDT, 2015).

Apesar dos biossurfactantes possuirem diversos atrativos comerciais e claras vantagens
sobre os surfactantes sintéticos, a sua producdo chega a custar de 3 a 10 vezes mais. Assim, a
substituicdo dos surfactantes sintéticos por biossurfactantes vai depender do desenvolvimento
de processos mais baratos que viabilizem sua producéo e recuperacdo em larga escala. Dentre
as estratégias basicas adotadas para tornar esse processo mais competitivo destaca-se a
utilizacdo de fontes renovaveis e de baixo custo como matéria-prima para constituir os meios
de fermentacdo, uma vez que estas representam em torno de 10 a 30% do custo total do
processo. A utilizacdo de residuos na producéo de biossurfactante tem sido impulsionada pois,
além da questdo ambiental envolvida na destinagdo dos mesmos, ha ainda a grande carga
nutricional desta matéria-prima que ndo seria aproveitada e também a sua valorizacdo
econbmica, uma vez que muitos sd@o simplesmente descartados (BANAT et al., 2000;
EHRHARDT, 2015).

Cascas de mamao, por exemplo, fornecem uma boa alternativa de substrato para a
fermentacdo, uma vez que possuem um bom equilibrio nutricional e sdo normalmente
descartadas nas industrias de processamento de frutas (GONDIM et al., 2005). Segundo
Gondim et al. (2005), o principal macronutriente presente nos residuos do mamao é o
carboidrato, o que faz deste residuo uma excelente fonte de energia e um bom substrato para a
fermentacdo. Segundo dados fornecidos pelo controle de qualidade da empresa Brasfrut®
(Feira de Santana, BA), cerca de 65 toneladas de residuos de maméo foram descartadas por

essa empresa em 2016.
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Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da
producédo de biossurfactante por uma cepa de Bacillus subtilis utilizando cascas de maméo
como substrato alternativo de baixo custo. A producdo foi realizada durante 96 h onde se

analisou o crescimento celular, a reducéo da tensdo superficial e o indice de emulsificacéo.

METODOLOGIA

Microrganismo

A cepa de Bacillus subtilis UFPEDA 86 utilizada neste estudo foi cedida pela
Universidade Federal de Pernambuco. A cultura foi mantida em tubos contendo 10,0 g L™ de
triptona; 5,0 g L de extrato de levedura; 5,0 g L™* de NaCl e 20,0 g L de 4gar. O pH do
meio foi ajustado para 6,8 utilizando NaOH 1M ou HCI 1M. A inoculacdo foi realizada em

capela de fluxo laminar e os tubos foram incubados a 37 °C por 24 h e armazenados a 4 °C.

Pré-inoculo e inéculo

Os caldos utilizados como pré-inéculo e indculo apresentaram a mesma composicao:
20,0 g L de glicose; 3,0 g L™ de KH2PO4; 7,0 g L de Kz:HPO4; 0,2 g L de MgS04.7H0;
1,0 g Lt de (NH4)2SO04; 1,0 g L de extrato de levedura e pH corrigido para 6,8 utilizando
NaOH 1M ou HCI 1M. Em seguida realizou-se a esterilizagdo a 121 °C e 1 atm por 15 min.

O pré-in6culo foi preparado através da transferéncia de trés alcadas da cultura para um
Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio e depois levado a uma incubadora com
agitacdo orbital a 37 °C e 200 rpm durante 6 h. Para o inculo, utilizou-se um Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio de cultura. Nesta etapa, retirou-se do pré-inéculo uma
aliquota correspondente a 10% (v/v) do in6culo, transferiu-se para o Erlenmeyer e incubou-se

sob agitacdo orbital a 37 °C e 200 rpm por cerca de 16 h.

Preparo do substrato

As cascas utilizadas foram cedidas pela Brasfrut®, empresa brasileira de processamento
de frutas situada em Feira de Santana, Bahia. Para o preparo do meio, homogeneizou-se as
cascas de mamé&o com agua destilada em liquidificador doméstico na concentracdo de 250 g
L1, conforme proposto por Souza et al. (2012). Em seguida, filtrou-se e centrifugou-se a
10000 rpm e 25 °C durante 10 min até a remocao de toda a parte sélida e obtengéo do extrato

aquoso (caldo) que foi utilizado como substrato para
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fermentagdo. Corrigiu-se o pH para 6,8 com NaOH 1M. Para a fermentagdo, utilizou-se
volumes de 50 mL do meio de cultivo em Erlenmeyers de 250 mL.

Producéo de biossurfactante

A producdo foi realizada através de fermentagdo submersa em incubadora orbital
(shaker) a 37 °C e 200 rpm durante 96 h. Amostras foram coletadas em intervalos regulares
para monitorar a concentracdo de biomassa, a concentracdo de substrato, a concentracdo de
produto, a variacdo da tensdo superficial e o indice de emulsificacdo. As amostras coletadas
eram centrifugadas a 10000 rpm e 25 °C por 10 min a fim de separar o corpo de fundo
(biomassa) do sobrenadante (caldo fermentado isento de células) contendo o biossurfactante.

Determinacdo da concentracéo celular

A concentracdo de biomassa foi determinada pelo método da massa seca, conforme
proposto por Triboli (1989). Neste método, o corpo de fundo foi lavado com é&gua destilada e
centrifugado 3 vezes para remocéo de residuos do sobrenadante. Apos a lavagem, as amostras
foram colocadas para secar em estufa a 65 °C durante 24 h até obter peso constante.
Decorrido este periodo, os tubos foram colocados em dessecador por 5 minutos e em seguida
pesados. A concentragdo de biomassa, X (g.L™?), foi expressa de acordo com a Equacao 1.

Mgseca — Mtubo
X = x 1000
50 )

Determinacéo da tenséo superficial

A tensdo superficial do caldo fermentado isento de células foi monitorada em 0, 3, 6, 9,
12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 h pelo método do anel Du Nouy utilizando tensiébmetro a
temperatura de £ 25 °C (KUYUKINA et al., 2001).

Determinacéo do indice de emulsificagédo

Misturou-se os caldos fermentados isentos de células a compostos hidrofébicos — 6leo
de soja, gasolina e diesel — em tubos de ensaio na propor¢do de 4:6, respectivamente, e
homogeneizou-se em vortex a velocidade méaxima durante 1 minuto. Os tubos foram entéo
deixados em repouso a temperatura ambiente por 24 h e no final do tempo foram feitas
medicOes da altura da camada emulsionada (He) e altura total (Ht) dos liquidos no tubo

utilizando uma régua. O indice de emulsificacdo foi
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obtido pela Equacdo 2 descrita por Cooper e Goldenberg (1987).

Hg

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracao celular e tensao superficial
A Figura 1 exibe o crescimento celular (biomassa) e o comportamento da tenséo
superficial ao longo de 96 h de fermentacdo utilizando o extrato aquoso obtido a partir das

cascas de mamao como substrato.
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Figura 1. Curvas de biomassa e tensdo superficial durante 96 h de cultivo utilizando cascas

de mamao como substrato.

Ao analisar a curva de biomassa, definem-se 0s seguintes estagios de crescimento
microbiano: Fase de laténcia (fase lag) inexistente no intervalo de tempo analisado; fase
exponencial (ou fase log) de 0 a 24 h; fase estacionaria de 24 a 60 h e fase de declinio a partir
de 60 h. A auséncia da fase lag demonstrou que o microrganismo se adaptou quase
instantaneamente ao meio utilizado neste trabalho, embora tenha sido cultivado em meio
contendo glicose como principal fonte de carbono, o que demonstra a versatilidade deste
microrganismo ao utilizar substratos mais complexos.

A concentragdo celular méxima ocorreu em 24 h

de cultivo e foi de 1,14 g L. Silva et al. (2015) (83) 3322.3222
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estudaram o crescimento de Bacillus subtilis UFPEDA 86 por 48 h usando glicose e nitrato de
sodio como fontes de carbono e nitrogénio e obtiveram uma concentracdo celular méxima de
0,4 g L, valor inferior ao obtido no presente estudo, o que demonstra, mais uma vez, a boa
adequacao da cepa ao utilizar cascas de mamao como substrato, bem como a boa fonte
nutricional que estes residuos apresentam.

A obtencéo da concentragéo celular bem como a medida da tenséo superficial mostram,
de forma indireta, a producdo de biossurfactante j& que durante o crescimento do
microrganismo ocorre a sintese do biossurfactante que € excretado no caldo metabolico
reduzindo a tenséo superficial (LIMA et al., 2016). Analisando o comportamento da tenséo
superficial observou-se uma diminuicdo de 41,2 para 27,8 mN m?, o que significa uma
reducdo de cerca de 32,5% em 24 h de cultivo. Estes valores indicam resultados favoraveis
para o substrato utilizado no presente trabalho, uma vez que a literatura indica que 0s
biossurfactantes eficazes devem reduzir a tensdo superficial do meio em pelo menos 20%
(EHRHARDT, 2015).

Um estudo realizado por Ehrhardt (2015) utilizando uma linhagem de Bacillus subtilis e
residuos do processamento do abacaxi como substrato para sintese de biossurfactante mostrou
uma diminuicdo na tensdo superficial de 64,54 para 48,25 mN m™ apds 24 h, o que significa
uma reducao de cerca de 25,2%, valor inferior ao obtido neste trabalho.

Indice de emulsificacio

A Figura 2 exibe os indices de emulsificacdo ao longo de 96 h de fermentagdo
utilizando as cascas de mamao como substrato. Os compostos hidrofébicos utilizados para
emulsificacdo foram 6leo de soja, gasolina e diesel.
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Figura 2. Indices de emulsificacido dos sobrenadantes ao longo de 96 h de fermentacéo

utilizando dleo de soja, gasolina e diesel como compostos hidrofdbicos.

Analisando os resultados da Figura 2, observou-se que o caldo fermentado foi capaz de
emulsionar os trés compostos hidrofdbicos testados apés 12 h de fermentacdo, e a maior
emulsificacdo foi observada para o 6leo de soja, cujos valores foram superiores a 50% em
todos 0s ensaios. Tanto para o 0leo de soja quanto para a gasolina, os indices de emulsificacdo
foram maiores que o encontrado por Silva et al. (2015), que utilizaram glicose e nitrato de
sodio como fontes de carbono e nitrogénio e obtiveram indice de emulsificacdo de 34,5% no
tempo de fermentacdo de 24 h utilizando 6leo de girassol como composto hidrofobico. Os
maiores indices de emulsificacdo ocorreram durante a fase exponencial de crescimento, como
esperado, pois foi nessa etapa que se observou a redu¢do mais acentuada da tensao superficial,
indicando uma maior producdo de biossurfactante. O maior indice de emulsificacdo da
gasolina quando comparada ao diesel pode sugerir que o biossurfactante produzido neste
trabalho emulsione melhor os hidrocarbonetos de cadeia curta, como ja relatado por Barros et

al. (2008), mas outros estudos sdo necessarios para corroborar esta analise.

CONCLUSOES

A casca do mamé&o mostrou ser um substrato eficaz para a producéo de biossurfactante
por Bacillus subtilis UFPEDA 86, uma vez que causou uma reducdo significativa na tensao
superficial do meio. Além disso, o crescimento celular ocorreu de forma réapida,
demonstrando a boa adaptabilidade do microrganismo a este substrato alternativo. Os
resultados sugerem que a casca do mamao pode ser um substrato valioso para a producdo de
biossurfactantes por Bacillus subtilis que é um bioproduto que podera ser utilizado tanto para
recuperacdo do petréleo quanto para biorremediacdo de areas contaminadas, uma vez que foi
capaz de emulsificar hidrocarbonetos. Além disso, a utilizacdo desse residuo também auxilia a
reducdo da poluicdo ambiental causada por sua rejeicdo durante 0 processamento

agroindustrial.
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