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RESUMO

Os surfactantes sdo compostos utilizados mundialmente no setor cosmético,
farmacéutico, alimenticio, petroleiro e produtos de higiene e de limpeza. A producéo
de surfactantes ultrapassa trés milhdées de toneladas por ano, sendo que 70% a 75%
dos surfactantes utilizados sido derivados do petréleo. Contudo, com a preocupagao
com o meio ambiente e legislagbes cada vez mais rigorosas, ha a necessidade do
desenvolvimento de alternativas. Uma solucdo é a utilizacdo de surfactantes de
origem bioldgica. Estes podem ser obtidos por meio de cultivos empregando
residuos industriais, como o melago de soja, que, por exemplo, no Brasil a produgéo
do seu grao atingiu 75 milhdes de toneladas em 2011. A surfactina, biossurfactante
escolhido neste estudo possui vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos,
como: maior atividade superficial e interfacial que os demais surfactantes, maior
estabilidade (temperatura, pH e forga ibnica), biodegradabilidade e baixa toxicidade.
O presente trabalho visa a producédo da surfactina por meio do Bacillus subtilis
ATCC 6633 em diferentes meios de cultura. O micro-organismo foi cultivado em
meio mineral, meio mineral modificado, meio de cultivo contendo melago de soja e
meio formulado de acordo com a composi¢do centesimal do micro-organismo e
produto. O meio de cultivo contendo melago de soja foi avaliado com diferentes
concentragdes de agucares totais, 2%, 4% e 6%. Todos os cultivos foram realizados
na temperatura de 30 °C, pH inicial 6,8 +0,2 e com agitagcdo de 150 rpm. A
concentragao da surfactina foi determinada por meio da cromatografia a liquido de
alta eficiéncia e a concentragdo celular por método gravimétrico. Dentre os
resultados encontrados, as concentracdes de surfactina foram de 135 + 4,92 mg.L™
e 131+1,87 mg.L'1, nos cultivos em meio mineral e mineral modificado,
respectivamente, no tempo de 36 h. No meio formulado, a produgédo de surfactina
atingiu a concentragdo de 66 + 1,07 mg.L™" em 96 h. O meio contendo melaco de
soja com 2% aclcares totais apresentou o melhor rendimento, 136 + 9,28 mg.L™" de
surfactina e fator de conversao de substrato em produto (Ypss) de 8,53 no tempo de
36 h.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, surfactina, composicao centesimal, melago de
soja.



ABSTRACT

Surfactants are compounds used worldwide in the cosmetic, pharmaceutical, food,
oil, toiletries and cleaning industries. The production of surfactants is more than three
million tons per year, being 70% to 75% petroleum derivatives. However, with the
environmental concerns and the increasingly stringent legislation, there is a necessity
to develop alternatives. One possible solution is to use surfactants from biological
origin. These can be obtained by cultivation employing industrial wastes as soy
molasses, whose production of soybean reached 75 million tons in Brazil in 2011.
The surfactin is the biosurfactant chosen in this study. It has advantages over the
synthetic surfactants, like: higher surface and interfacial activity than the others
surfactants, better stability (temperature, pH and ionic strength), good
biodegradability and low toxicity. The objective of this work is to produce surfactin by
Bacillus subtilis ATCC 6633 in different culture media. The micro-organism was
grown on mineral medium, mineral modified medium, culture medium containing soy
molasses and medium formulated based on the centesimal composition of the micro-
organism and product. The culture medium containing soy molasses was evaluated
with different concentrations of total sugar, 2%, 4% and 6%. All cultivations were
performed at 30 °C, initial pH 6.8 + 0.2 and with agitation of 150 rpm. The surfactin
concentration was evaluated by high-performance liquid chromatography and the cell
concentration was determined by gravimetric method. Concentrations of surfactin
were 135 +4.92 mg.L™" and 131 + 1.87 mg.L™" when cultivations were carried on in
mineral medium and mineral modified medium, respectively, at 36 h. In the medium
formulated, the surfactin concentration reached 66 + 1.07 mg.L™" after 96 h. The
medium containing soy molasses with 2% of total sugar presented the best yield,
136 + 9.28 mg.L™" of surfactin and the substrate product yield (Yps) of 8.53 after 36 h.

Key-words: Bacillus subtilis, surfactin, centesimal composition and soy molasses.
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1 INTRODUGAO

Os surfactantes s&o substancias utilizadas mundialmente com ampla
aplicagdo industrial. A producdo de surfactantes ultrapassa trés milhdes de
toneladas por ano, sendo que os setores que mais aplicam essas substancias sao
os de petréleo, de cosméticos, farmacéuticos, de produtos de higiene e de limpeza
(BARROS et al., 2007).

Nos paises industrializados, 70 a 75% dos surfactantes utilizados sé&o
derivados do petréleo, o que indica a predominancia de surfactante sintético.
Contudo, com a preocupagdo com o meio ambiente e legislacdes cada vez mais
rigorosas ha a necessidade do desenvolvimento de alternativas para obtengédo de
biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Com esse compromisso de
encontrar um substituto dos surfactantes sintéticos, os de origem natural sdo cada
vez mais estudados, pois além de n&o fornecer riscos a natureza, devido a
biodegradabilidade, oferecem outras vantagens (BARROS et al., 2007).

Os biossurfactantes sdo moléculas produzidas a partir de micro-organismos.
Podem ser produzidos extracelularmente ou intracelularmente durante um processo
fermentativo. Sendo de origem bioldgica, os biossurfactantes possuem propriedades
unicas as quais se diferenciam dos surfactantes de origem quimica. Sua baixa
toxicidade, biodegradabilidade e atividade biolégica sao vantajosas quando
comparadas a utilizagdo de compostos sintéticos (WEI et al., 2003; MULLIGAN,
2009). Esse foi o motivo que impulsionou as aplicagdes desse tipo de substancia,
como exemplo, na limpeza e recuperagao de petréleo, emulsificante e dispersante, e
como agente umectante (HOLMBERG, 2001; PALANISAMY, 2008; LIAO, Z. et al.,
2010).

O biossurfactante surfactina é produzido por micro-organismos do género
Bacillus sp. (LIU, J.; ZOU; MU, 2010). Este possui a mesma aplicabilidade que os
demais surfactantes, e relatam-se ainda outras aplicagcbes como: na biorremediacao
de solos e agua contaminada por derivados do petroleo (WHANG et al., 2008, 2009)
e metais pesados (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001), aplicagdo em nanotecnologia
(LIAO, H.-T., 2008; REDDY et al., 2009), apresenta atividade antiviral e antibidtica
(VOLLENBROICH et al., 1997a, 1997b; HWANG et al., 2007), atividade hemolitica
(DUFOUR et al., 2005), atividade antitumoral (CAO et al., 2010) e imunossupressor
(PARK; KIM, 2009).



Devido a producéao dos biossurfactantes ser dispendiosa, ha necessidade de
viabilizar a sua obtengdo, visando a busca de micro-organismos produtores, a
utilizacdo de residuos em potencial e a otimizacdo das condicbes de cultivo
(MAKKAR, RANDHIR S.; CAMEOTRA; BANAT, 2011). O Brasil € um dos maiores
produtores de soja do planeta, além de ser uma das matérias-primas mais
abundantes do pais (IBGE, 2012). Proveniente da soja, o melago de soja € uma
matéria-prima de baixo custo, uma alternativa para viabilidade do processo (ABDEL-
MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008). Portanto, o melago de soja pode
ser um residuo em potencial para producdo de surfactante, oferecendo inuUmeras
vantagens de ser utilizado, devido ao seu custo, abundancia, potencial para
producao de biossurfactantes e contribuicdo com o meio ambiente.

Desta forma, processos biotecnoldgicos utilizando o micro-organismo
Bacillus subtilis ATCC 6633 foram conduzidos em meios descritos na literatura, meio
com residuo de soja (melago) em diferentes concentragdes de agucares totais e
meio formulado com base na composicdo centesimal do produto e do micro-

organismo a fim de se obter a surfactina.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencdo de surfactina a partir do micro-organismo Bacillus subtilis ATCC
6633.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a formacdo de biomassa e surfactina em meios descritos na
literatura empregando o micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633;

- Avaliar a formagao de biomassa e surfactina em meio formulado com base
na composigao centesimal do produto e do micro-organismo empregando o0 micro-
organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 em cultivos descontinuo e descontinuo
alimentado;

- Avaliar a formacao de biomassa e surfactina em meios contendo o residuo
industrial melaco de soja em diferentes concentragdes de acucares totais
empregando o micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633;

- Determinar os fatores de converséo de substrato em biomassa e substrato
em surfactina;

- Determinar os valores em produtividade de surfactina e produtividade em

biomassa.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOSSURFACTANTES E SURFACTINA

A caracteristica fundamental dos surfactantes € a formagado de micelas em
solucédo, devidos as caracteristicas anfifilicas da molécula. Isso permite a formacao
de micelas em solugéo pelo surfactante o que gera as propriedades de solubilizagao
e detergéncia (YING, 2006). Em 2007, estima-se que foram produzidos 10 milhdes
de toneladas de surfactantes, sendo que a maioria de origem do petréleo e
quimicamente sintetizados (MAKKAR, RANDHIR S.; CAMEOTRA; BANAT, 2011).

Biossurfactantes enquadram-se no termo surfactante os quais possuem
propriedades tensoativas e origem biolégica. Sdo moléculas com caracteristicas
anfifilicas, possuindo em sua estrutura dominios hidrofébios e hidrofilicos que
permitem suas propriedades fisico-quimicas e de aplicagdo (BANAT, . M,;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

As principais vantagens dos biossurfactantes — surfactantes naturais —
obtidos utilizando micro-organismos s&o: maior atividade superficial e interfacial que
os demais surfactantes, maior estabilidade (temperatura, pH e forgca i6nica),
biodegradabilidade e baixa toxicidade. Ademais, sao substancias que podem ser
produzidas a partir de substratos renovaveis, ndo dependem do custo do petréleo no
mercado como os surfactantes sintéticos e é possivel a mudanga na estrutura
dessas substancias de acordo com a necessidade especifica por meio de
manipulagdo genética, bioldogicas e quimicas dos organismos produtores
(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Por meio de sua caracteristica anfifilica, as por¢gdes hidrofébica e hidrofilica
da estrutura do surfactante promovem reducao da tensao superficial e formacao de
micelas no sistema pela diminui¢gdo da energia livre e substituicdo das moléculas de
alta energia da interface (MULLIGAN, 2009). Estas faciltam a entrada de
substancias insoluveis em agua por difusao celular para o interior da célula devido a
sua estrutura quimica possuir carater hidrofilico e hidrofébico (WEI et al., 2003).
Devido a esta alteracao fisico-quimica, se fornece as propriedades de detergéncia,
emulsificagao, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade umectante,
solubilizacdo e dispersdo de fases, o que justifica o amplo uso dos surfactantes
pelas industrias (SEYDLOVA; CABALA; SVOBODOVA; BANAT, IBRAHIM M., 2000).



Essas moléculas anfifilicas sado classificadas de acordo com a composi¢ao
quimica e a origem microbiana, apresentam estrutura complexa constituida por uma
variedade de compostos quimicos incluindo peptideos, glicolipideos, acidos graxos,

fosfolipidios e antibidticos (AL-ARAJ et al., 2007). O Quadro 1 mostra as principais

classes de surfactantes com seus respectivos micro-organismos produtores.

Classe de biossurfactante

Micro-organismo

Glicolipidios

- ramnolipidios

- sorofosfolipidios
- trehalolipidios

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

Lipopeptidios e lipoproteinas
- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios
- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina
- manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfactantes particulados
- vesiculas
- células

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

QUADRO 1 - Principais classes de biossurfactantes e produtores.

FONTE: Nitschke; Pastore (2002).

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com a massa
molecular. Sendo assim, sdo divididos em dois grupos: biossurfactantes de baixa
massa molecular, como exemplo o0s (glicolipidios, lipopeptidios, acidos
corinomicolicos e fosfolipidios, e biossurfactantes de alta massa molecular como
emulsan, liposan, polissacarideos e proteinas complexas (LEE, S. et al., 2008). Na

Figura 1 estao representados alguns exemplos de biossurfactantes.
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FIGURA 1 - Biossurfactantes produzidos por micro-organismos.

Nota: monoraminolipidio (1) e diramunolipidio (2) sintetizados por Pseudomonas aeruginosa,
soforolipidio lacténico (3) classico sintetizado por Candida bombicola e surfactina (4) sintetizado por
Bacillus subtilis. ADAPTADQO: Lang (2002).

Os lipopeptideos sado substdncias de baixo peso molecular e sao
classificados em quatro diferentes familias: inturinas, fengicinas, curstaquinas e
surfactinas. Os lipopeptideos sédo estruturas quimicas anfifilicas que possuem duas
regides, um anel de aminoacidos o qual se liga por uma ligagao lactbnica a uma
cadeia graxa. Devido a essa estrutura, as familias sao diferenciadas pelo numero e
arranjo dos carbonos da cadeia graxa, e pelo numero e tipos de aminoacidos que
formam o anel de peptideo (SOBERON-CHAVEZ, 2011). A Figura 2 apresenta

exemplos de lipopeptideos.
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A surfactina € um biossurfactante produzido principalmente por micro-
organismos do género Bacillus. O Bacillus subtilis foi a primeira espécie mencionada
e sendo a mais estudada para producdo. Kakinuma et al., (1969), elucidaram a
primeira estrutura da familia das surfactinas a partir do sobrenadante da cultura
desse micro-organismo conforme demonstrado na Figura 3 (KAKINUMA; et al.,
1969).

EFI:CH (CHQ}QC;HCHQCO-L“GIU"L“LCU—D—LCU*L-V&I—L—ASP"“D Leu-L-Leu

| o |

FIGURA 3 - Primeira estrutura elucidada do lipopeptidio da familia das surfactinas.
FONTE: Kakinuma, Hori, Sugino, Yoshida et al. (1969).

Na literatura encontram-se relatos de outros micro-organismos produtores da
familia das surfactinas, como Bacillus pumilus produtor de pumilacidina
(MORIKAWA,; HIRATA; IMANAKA, 2000), Bacillus amyloliquefaciens produtor de
surfactina (KOUMOUTSI et al., 2004), Bacillus licheniformis produtor da lichenisina
(YAKIMOQYV et al., 1995) e Klebsiela sp. Y6-1 produtor de surfactina (LEE, S. et al.,
2008).

A estrutura quimica das surfactinas €& definida por um lipopepitidio,
constituida de um acido graxo unido por uma ligagao lacténica a um heptapeptidio
ciclico. Esta substancia € encontrada como um complexo de isoformas variavel,
apresentando uma estrutura comum com extensao de cadeia do acido graxo de 12 a
17 carbonos, anel heptapeptidico com sequéncia quiral (LLDLLDL) de diferentes
aminoacidos, sendo na posi¢cao 3 e 6 do anel apresentar sempre o D-leucina e na
posicdo 4 L-acido aspartico (KAKINUMA; HORI; ISONO; et al., 1969; KAKINUMA,;
HORI; SUGINO; ISONO; et al., 1969; KAKINUMA; HORI; SUGINO; YOSHIDA; et al.,
1969; BOETTCHER et al., 2010; SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Toda essa variagao de estrutura mostra a diversidade de lipopeptideos da
familia das surfactinas. Estima-se que sdo em torno de 20 lipopeptideos ja
elucidados, classificados em: bamylocina A; esperina, lichesina, pumilacidina e
surfactina, diferenciando entre si pelos aminoacidos e a cadeia graxa (SOBERON-
CHAVEZ, 2011).
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3.2 APLICACAO DOS BIOSSURFACTANTES E SURFACTINA

Devido a estrutura singular dos biossurfactantes, ha potencial de aplicagéo
em diversas areas. O solo e aguas contaminados sdo uma grande preocupagao
para a saude da populacdo e o meio ambiente, resultando no aumento da pesquisa
e desenvolvimento na area de biorremediacdo. Os biossurfactantes apresentam a
capacidade de emulsionar derivados de petroleo os quais apresentam potencial de
contaminacgao. Por exemplo, o diesel, que por meio da diminuicdo da concentracao
micelar critica produzida por ramnolipidios e surfactina promovem reducio da tensao
superficial, favorecendo a biodegradabilidade daquele em sistemas de aguas
contaminadas (WHANG et al., 2008, 2009).

Os metais pesados presentes no ambiente é outra preocupacgado. O zinco,
cadmio, cobre, mercurio e chumbo sdo considerados importantes poluentes para o
meio ambiente (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1992). A remoc¢ao de
metais pesados ocorre pela sor¢do do biossurfactante na superficie do solo e a
complexagdo do metal, deslocando o metal para a solugdo que contém o
surfactante, ocorrendo assim a associagcao do metal com as micelas formadas. No
caso da surfactina, os metais associados a fases organicas podem ser removidos
por solugdes basicas com surfactina (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001).

Os agroquimicos, prejudiciais ao meio ambiente e aos seres humanos, sao
utilizados nos solos contra doengas causadas por fungos fitopatogénicos,
conhecidas como antracnoses. No ambiente, os micro-organismos fixadores de
nitrogénio e os insetos favoraveis ao solo ndo sobrevivem a esses agroquimicos.
Além disso, provocam resisténcia dos patégenos, fixam no alimento e acumulam no
corpo humano como residuos indesejaveis. Os biossurfactantes sao ativos em uma
variedade de fitopatégenos, como bactérias e fungos, promovendo antagonismo de
crescimento destes, indutor de resisténcia do vegetal contra o patdégeno e agente
benéfico para o crescimento de micro-organismos fixadores de nitrogénio (ONGENA,;
JACQUES, 2008; KIM et al., 2009).

Além das aplicagdes ambientais, a surfactina possui emprego na area
bioldgica e terapéutica. Os biossurfactantes sdo empregados como anticoagulantes,
antibidticos, terapia do cancer e terapia génica. Por exemplo, o glicolipidio
manosileritrol lipidio A € uma molécula estudada na terapia génica, pois apresenta

um potencial na transferéncia de genes por meio de formacdo de lipossomas
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catidnicos, mostrando que & um vetor promissor na terapia génica (IGARASH]I,
HATTORI; MAITANI, 2006; UENO et al., 2007). A surfactina possui atividade
antifungica e antibacteriana moderadas;
micoplasmas (SINGH; CAMEOTRA, 2004). Em humanos, é anticoagulante por
mecanismo de inibigdo da fibrina, logo da formagdo do coagulo (KIKUCHI; HASUMI,
2002; SINGH; CAMEOTRA, 2004). Além disso, induz a formag¢ao de canais de ions
na bicamada lipidica de membranas celulares, inibe o AMPc e a fosfolipase A2 e
demonstra atividade antiviral e antitumoral (SINGH; CAMEOTRA, 2004; CAO et al.,
2010; CAO et al., 2011; LEE, J. H. et al., 2012). A surfactina também ¢é relatada
como agente anti-inflamatorio por reducao da sintese das interleucinas (PARK et al.,
2010).

A ampla utilizacdo dos biossurfactantes na area comercial e suas fungoes

relata-se também atividade contra

estdo resumidas no Quadro 2.

Funcao do biossurfactante

Campos de aplicacao

Emulsionantes e dispersantes
Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperagao

Cosmeéticos, tintas, biorremediagao, dleos, alimentos
Produtos farmacéuticos e de higiene

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

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

Mineragao

Cosmeéticos e sistemas de liberagdo de drogas
Tratamento de residuos oleosos

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

Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Controle biolégico de fitopatégenos

Recuperacgao terciaria de petroleo

QUADRO 2 - Funcgdes e aplicagdes de biossurfactantes.
ADAPTADA: Banat, Makkar Cameotra (2000) e Nitschke, Pastore (2002).

3.3 MEIOS DE CULTURA PARA PRODUGCAO DE SURFACTINA

O primeiro meio relatado na literatura a fim de melhor producao de surfactina
foi o meio mineral descrito por Cooper et al., (1981). Com o decorrer das décadas
outros autores, em estudos de otimizagdo, buscaram a mudanga desse meio nas
fontes de carbono, nitrogénio e concentracdo de minerais visando a producao de
surfactina (WEI; CHU, 1998; WEI; LAI; CHANG, 2007; ABDEL-MAWGOUD;
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ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008; LIU, X. et al., 2012). Este meio também ¢é
empregado em estudos de extragdo e recuperagao de surfactina (DAVIS; LYNCH,;
VARLEY, 2001; ISA et al., 2007) e em estudos que visam otimizar a producao de
surfactina em biorreatores (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 1999; YEH; WEI; CHANG,
2006).

Em estudo por Cooper et al., 1981, varios nutrientes foram adicionados ao
meio mineral, tais como: meio liquido nutriente, hexadecano 2% e 4%, extrato de
levedura 0,1% e aminoacidos presentes na estrutura da molécula de surfactina,
visando maior produgao de surfactina empregando o Bacillus subtilis ATCC 21332.
Entretanto, todos estes nutrientes ndao contribuiram na melhora da obtencdo do
biossurfactante para esse micro-organismo, prevalecendo o meio a 4% de glucose e
minerais.

Posteriormente, houve estudos de otimizagcdo visando melhorar o meio
mineral, tanto em mudancga de fontes de carbono e nitrogénio, e, principalmente, a
concentracdo de cada mineral presente no meio. A utilizagao de efluentes de batata,
melago de soja, hexadecano e diversos monossacarideos demonstraram-se
promissores na producao de surfactina (COOPER et al., 1981; THOMPSON; FOX;
BALA, 2000; ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008).

Quanto a fonte de nitrogénio, as inorganicas apresentaram melhores
resultados na produgcao de surfactina quando empregadas em concentragdes de
550 mg.L”", em média, contra 250 mg.L”" de nitrogénio organico (MAKKAR, R.S.;
CAMEOTRA, 2002; ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008).

Cooper et al. (1981) relataram que a adigdo de aminoacidos nao promoveu
maior obtencéo de surfactina, entretanto outros autores demonstraram que a adigao
pode aumentar e induzir a producado de diferentes surfactinas (JACQUES et al.,
1999; MAKKAR, R.S.; CAMEOTRA, 2002; ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA;
HASSOUNA, 2008).

Em outros estudos de otimizagdo a concentragdao de nitrato de aménio que
gerou maior obtengdo de concentragdo de surfactina foi de 4,0 g.L”' (ABDEL-
MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008; LIU, X. et al., 2012).

Valores de agucares totais para maior obtengcdo de surfactantes variam de
2% a 4% na literatura (MAKKAR, RANDHIR S.; CAMEOTRA, 2001; REIS;
SERVULO; FRANCA, 2004; CHEN; BAKER; DARTON, 2006).
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Os minerais ferro, manganés, potassio e magnésio influenciam a produgéo
de surfactantes (COOPER et al., 1981; WEI; CHU, 1998; WEI; LAI; CHANG, 2007).
O ferro, por sua vez, em concentracdes de 2-4 mM multiplicou de 2 a 3 vezes a
producdo em concentragdo de surfactina em Bacillus subtilis ATCC 21332 (WEI,
CHU, 1998). Wei et al., (2007) em estudo de otimizagdo da concentracdo de
elementos traco em meio de cultura com objetivo de obter maior concentracédo de
surfactante definiram a concentragdo ideal destes ions para Bacillus subtilis
ATCC 21332, 2,4 mM de Mg*; 0,01 mM de Mn?*; 0,008 mM de Fe?* os quais em
forma de sais estdo em concentracdes de MgSO4.7H,0 0,592 g.L™; FeS04.7H,0
0,00222 g.L™"; MnSO,.H,0 0,00169 g.L™.

Os meios mineral segundo Cooper et al., 1981 e mineral modificado
segundo Wei et al., 2007 foram escolhidos como meios de cultivo para o Bacillus
subtilis ATCC 6633 com intuito de comparar com os outros meios testados no

presente estudo.

3.3.1 Melago de soja

O alto custo de producéo dos biossurfactantes ocorre principalmente porque
a extracdo e a purificacdo do produto sao dispendiosas. Por exemplo, no ano de
2012 o prego de mercado de 1000 mg de surfactina era de 15.300,00 délares, em
torno de 300 reais. Com isso, os objetivos para tornar viavel a produgdo dos
biossurfactantes sao: utilizar o micro-organismo apropriado e matéria-prima ou
residuo financeiramente acessivel, preferencialmente, para conversao de substrato
em produto; otimizagdo das condigbes de cultura e do processo de extragdo do
biossurfactante e utilizagdo de micro-organismos super-produtores ou recombinados
para aumento do rendimento (MAKKAR, RANDHIR S.; CAMEOTRA; BANAT, 2011).

O Brasil € um dos maiores produtores de soja do planeta, além de ser uma
das matérias-primas mais abundantes do pais, ficando apenas atras da cana de
acgucar, chegando a uma producao proxima de 75 milhdes de toneladas (IBGE,
2012). A utilizacdo de matérias-primas de baixo custo € uma alternativa a qual
favorecera a viabilidade do processo, pois o0 substrato pode representar de 10-30%
do custo total de produgdo (ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA,
2008).
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O residuo originado na producédo de leite de soja, chamado de okara pelos
japoneses, demonstrou em micro-organismos do género Bacillus ser promissor para
producdo tanto de surfactina quanto a iturina A em fermentacdo de estado sélido
(O'TOOLE, 1999). Em estudos de otimizagédo para melhor rendimento de surfactina
para Bacillus subtilis isolados do mar HuangBo, China, as fontes de carbono que
favoreceram maior rendimento foi a sacarose e glicose; sendo a sacarose em maior
abundancia no melago de soja (LIU, X. et al., 2012).

A utilizacdo de fontes de carbono insoluveis pode induzir ou reprimir a
producédo de surfactantes, no caso pode ser observado nos meios contendo soja
uma inducao da produgao de biossurfactantes quando comparado a meios mineral e
mineral modificado (MAKKAR, R.S.; CAMEOTRA, 2002).

Portanto, o melago de soja oferece inumeras vantagens quando utilizado,
devido principalmente ao seu custo, abundancia e facil acesso. Logo matéria-prima
em potencial para producdo de biossurfactantes, contribuindo ainda com o meio

ambiente em se utilizar um residuo industrial em processo biotecnolégico.

3.4 EXTRAGAO E DETERMINACAO DA SURFACTINA

Ha diversas classes de biossurfactantes originadas de diferentes micro-
organismos possibilitando o desenvolvimento de diferentes técnicas de extracéo e
purificacdo destes em meios de cultura, por exemplo, precipitagdo por solventes,
acidos ou bases; adsorgao-desorcao; cromatografia; centrifugacao; cristalizacao;
filtracdo e precipitacédo; fracionamento da espuma; extragdo por meio de solvente;
ultrafiltracao; liofilizacdo (SATPUTE et al., 2010). A precipitagdo acida e, em seguida,
extragdo por solvente para estudo da surfactina € um dos mais viaveis, pois essa
técnica é barata e de facil execugao (COOPER et al., 1981; MUKHERJEE; DAS;
SEN, 2006; DAS; MUKHERJEE; SEN, 2008; WANG et al., 2010). Quanto a
determinacdo de biossurfactantes, geralmente as técnicas aplicadas sao a
cromatografia a liquido ou cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de
massas (WEI; CHU, 1998; LIU, T. et al., 2007; SATPUTE et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 empregado nos

experimentos foi adquirido da colegdo American Type Culture Collection.

4.2 REAGENTES

Os reagentes analiticos utilizados foram das marcas Merck, Sigma

Chemicals, Chimex, Difco, Carlo Erba.

4.3 MEIOS DE CULTIVO

O meio liquido nutriente (peptona 5,0 g.L"; extrato de carne 3,0 g.L™;
pH 6,8 + 0,2) adicionado de agente crioprotetor (glicerol 15% v/v) foi utilizado para
manutengdo do micro-organismo. O meio liquido nutriente foi empregado para o
estudo de cinética de crescimento.

A fim de satisfazer os objetivos do trabalho foram empregados diferentes

meios de cultivo para o micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633:

- Meio mineral: glicose 40,0 g.L™"; NHsNO3 4,00 g.L™"; Na;HPO4 5,68 g.L™'; KH.PO,
4,08 g.L"; MgS04.7H,0 0,197 g .L™"; EDTA.Na,0,00150 g .L™"; FeS04.7H,0 0,00111
g.L™"; CaCl,0,00078 g.L”' (COOPER et al., 1981);

- Meio mineral modificado: glicose 40,0 g.L”"; NH4NO3 4,00 g.L™"; Na,HPO, 5,68 g.L";
KH.PO4 1,36 g.L"; MgS04.7H,0 0,592 g.L"; FeS04.7H,0 0,00222 g.L™"; MnS0O4.H,0
0,00169 g.L™'; EDTA.Na, 0,00150 g.L™"; CaCl, 0,000777 g.L™' (WEI; LAI; CHANG,
2007);

Os meios formulados nesse trabalho foram elaborados de acordo com a
composi¢ao centesimal do micro-organismo e obtencado de produto (STANBURY;
WHITAKER; HALL, 2003).
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- Meio formulado: glicose 16,28 g.L"; extrato de levedura 16,90 g.L™
KH,PO4 0,55 g.L"; KoHPO, 0,55g.L™" MgS0,.7H,0 0,25 g.L ™
CaS04.2H,0 0,24 g.L"; NaCl 0,13 g.L"; FeS0,.7H,0 0,054 g.L™";

- Meio formulado com melaco de soja 2% (corresponde a 20 g.L”' de acgucares
totais): 71g.L" de melaco de soja; FeSO,7H,O 0,5g.L"; KH.,PO48,8 g.L™
NaCl 0,8 g.L”"; MgS0,4.7H,0 3,45 g.L™"; Na,HPO40,5 g.L™"; ureia 10,4 g.L™";

- Meio formulado com melaco de soja 4% (corresponde a 40 g.L" de acucares
totais): 142 g.L"' de melagco de soja; FeS047H,O 0,5g.L"; KH.,PO48,8 g.L™;
NaCl 0,8 g.L™"; MgS04.7H,0 3,45 g.L™"; Na;HPO40,5 g.L™"; ureia 10,4 g.L™;

- Meio formulado com melaco de soja 6% (corresponde a 40 g.L" de agucares
totais): 213 g.L"' de melagco de soja; FeS0O47H,O 0,5g.L"; KH.,PO48,8 g.L™;
NaCl 0,8 g.L™"; MgS04.7H,0 3,45 g.L™"; Na;HPO40,5 g.L"; ureia 10,4 g.L™;

Todos os meios de cultivos foram corrigidos para pH 6,8 + 0,2 com solugdes
de hidroxido de sodio a 2 mol.L™ ou solugdo de acido sulfurico a 2 mol.L” a
temperatura ambiente.

A esterilizagao foi realizada por calor umido e sob pressao a 121 °C e 1 atm
em autoclave vertical Phoenix. O tempo de esterilizacdo variou de acordo com o
volume de meio de cultivo, sendo 40 minutos e 30 minutos necessarios para
esterilizagdo de volumes de até 1,0 e 0,5 litros, respectivamente (STANBURY;
WHITAKER; HALL, 2003). Os meios mineral e mineral modificado foram preparados
separando os micronutrientes e macronutrientes. A glicose e nitrato de aménio foram
esterilizados separadamente, assim com os fosfatos. Os demais minerais foram
esterilizados juntos. Para os meios de cultivo formulado e com melago de soja, a
fonte de carbono, nitrogénio e minerais foram esterilizadas separadamente.

Os meios utilizados para alimentagao durante os cultivos foram preparados
com concentracdes de fontes de carbono, nitrogénio e minerais equivalente a dez

vezes do meio utilizado para produgao de surfactina.
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4.4 CONSERVAGAO DO MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo liofilizado obtido da colegdo American Type Culture
Collection foi ativado utilizando meio liquido nutriente com pH6,80+0,2, a
temperatura 30 °C e agitagdo 150 rpm durante 12 horas. Este foi cultivado em trés
etapas de 12h com mesmas condigbes de temperatura e agitagdo a fim de
aumentar a concentragao celular. A primeira etapa foi em Erlenmeyer de 50 mL de
capacidade contendo 10 mL de meio liquido nutriente. Posteriormente, as células
recém-crescidas foram transferidas para um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade
contendo 25 mL de meio liquido nutriente. Depois de 12 h, foi realizada a terceira
etapa, os 25 mL de cultura foram transferidos para um Erlenmeyer de 1L de
capacidade contendo 175 mL de meio liquido nutriente. Apés 12 h, 1 mL do cultivo
foi transferido para tubos de polipropileno e centrifugado a 5000 g por 3 minutos, e
depois descartado o sobrenadante. Isso foi realizado até atingir densidade 6tica 1,40
em 650 nm (Shimadzu, modelo UV1601PC) a fim de obter a maior quantidade de
células por tubo de polipropileno. Para finalizar, para cada tubo polipropileno foi
adicionado meio liquido nutriente com agente crioprotetor. Em seguida, os tubos
contendo as células foram conservados por congelamento em freezer a temperatura

de -18 °C. Repiques anuais foram realizados.

4.5 PREPARO DA SUSPENSAO DO MICRO-ORGANISMO

Nos cultivos em frascos, a partir das células congeladas, o micro-organismo
Bacillus subtilis ATCC 6633 foi reativado de acordo com o item 4.4 e em trés etapas
foi cultivado a fim de obter uma concentragdo de 10° células. A primeira etapa foi
realizada a partir de um tubo de polipropileno cultivado em 10 mL de meio nutriente
em frasco Erlenmeyer de 50 mL. Apds 12 h, a segunda etapa para o aumento da
concentragao celular foi a partir de 10 mL de cultivo recém-crescidos em 25 mL de
meio nutriente em frasco Erlenmeyer de 125 mL. A terceira etapa foi realizada com
15 mL de células e em 145 mL de meio liquido nutriente em frasco Erlenmeyer de
1L.

As condigdes de agitacao e temperatura foram, respectivamente, 150 rpm e
30 °C em agitador-incubador TECNAL TE-421 durante o periodo de 12 horas, no fim
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de cada etapa. Ao fim da ultima etapa, foram inoculadas as células em frascos
contendo o meio mineral (COOPER et al., 1981), mineral modificado (LIU, T. et al.,
2007) e os meios formulados baseados na composi¢do centesimal do micro-

organismo e produgao de surfactina.

4.6 CULTIVO EM FRASCOS

Os meios de cultivos testados para verificar a formacao de surfactina foram
o meio mineral (COOPER et al., 1981), meio mineral modificado (LIU, T. et al.,
2007), meio formulado com melago de soja e o meio formulado. Foram utilizados
frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 100 mL de meio de
cultivo, respeitando a propor¢ao 1:5 de volume de meio para volume de frasco.

Cada frasco contendo meio foi inoculado com 10 mL de uma suspenséao de
10° células do Bacillus subtilis recém-crescidas em meio liquido nutriente. Em
seguida, os frascos foram colocados em agitador-incubador TECNAL TE-421 a
30 °C, 150 rpm. A cada 12 horas foram retiradas amostras dos cultivos em meio
mineral e mineral modificado, e a cada 12 ou 24 horas, dos meios formulados. Cada
frasco de amostra forneceu dados de pH, concentracdo de biomassa, concentragao

de acucares e de surfactina.

4.7 METODOS ANALITICOS

Cada amostra de cultivo foi centrifugada a 5000 g em centrifuga da marca
Janetzki T23 durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para determinagcao da
concentragdo de acgucares totais e surfactina, e nas células precipitadas, a

concentragao de biomassa.

4.7.1 Analise do pH

Para todas as amostras coletadas, o pH foi mensurado a temperatura

ambiente em potenciémetro WTW, modelo 300i.
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4.7.2 Analise de agucares totais

A determinacdo de acgucares totais foi realizada pela técnica do fenol
sulfurico em aparelho Shimadzu, modelo UV1601PC (DUBOIS et al., 1956).

4.7.3 Analise da concentracao celular

A analise da concentragédo celular foi realizada pelo método gravimétrico.
Foram centrifugados 10 mL cultivo a 5000 g por 20 minutos. O pellet formado foi
lavado até a remocdo completa do meio de cultura e foi submetido a liofilizacado até
massa constante em liofilizador de bancada marca Lodan. A biomassa seca foi
pesada em balanca analitica Bioprecisa modelo FA2104N. A determinacido da

concentragéo celular foi calculada segundo a equacéo (HISS, 2001).
X; = XV (1)

Onde: X; = concentracdo de biomassa seca (g.L') no tempo t de cultivo,

X = biomassa seca (g) e V = volume de amostra (L).

4.7.4 Extracao e quantificagao da surfactina

A extracdo da surfactina foi realizada a partir do sobrenadante o qual foi
submetido & precipitagdo com acido cloridrico a 6,0 mol.L™, reduzindo até pH 2. Este
acidificado foi mantido a 4 °C por 12 horas ou até observacdo de auséncia de
turbidez. O acidificado foi centrifugado a 10000 g por 20 minutos para a formagao de
um pellet de biossurfactante bruto. Este foi dissolvido em agua com pH 7,5 e foi
liofilizado. Posteriormente, houve a solubilizagcdo em metanol absoluto e filtragdo a
0,22 ym (DAS; MUKHERJEE; SEN, 2008).

A quantificacdo foi realizada por meio da cromatografia a liquido de alta
eficiéncia em cromatégrafo da marca Varian® Pro Star, bomba ternaria Prostar 210
acoplada em coluna de fase reversa da marca Kromasil® 100 C-18 de dimensdes

4,6 mm x 2,0 mm x 50 mm com particulas de 5 um e software Workstation Star 6.0.
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O volume de injecdo foi de 20 pL de amostra e a corrida ocorreu com eluigéo
isocratica, com fase movel 80% acetonitrila, 20% agua e 0,1% acido trifluoracético
(vIvIv) e com fluxo 1 mL.min™", A detecgéo foi realizada a 212 nm em detector UV-Vis
DAD da marca Varian Pro Star (WEI; CHU, 1998; LIU, T. et al., 2007).

4.8 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

A comparagao quantitativa entre as diferentes condicbes de cultivo foi
possivel por intermédio de variaveis como as velocidades de transformacao e os
fatores de conversao. Uma definicao especial de velocidade é a produtividade em
biomassa ou a concentracdo do produto, denominada produtividade de surfactina,
cujo interesse pratico esta na avaliagcado do desempenho de um processo. Os fatores
de conversao relacionam em um determinado tempo de cultivo os correspondentes
valores de biomassa, substrato e produto entre si (HISS, 2001). Os parametros
cinéticos de produtividade em biomassa e surfactina e os fatores de conversao de
substrato em biomassa e em surfactina foram calculados para os cultivos em

frascos.

4 .8.1 Produtividade em biomassa

A produtividade em biomassa representa a velocidade média de crescimento

referente ao tempo de cultivo, e pode ser calculada pela equacgao 2 (HISS, 2001).
Px = (X — Xo) .t (2)
Onde: Px = produtividade em biomassa (g.L™".h™"), X; = concentracdo de biomassa

seca (g.L") no tempo t de cultivo, Xo = concentracdo de biomassa seca (g.L™) no

inicio do cultivo e t; = tempo de cultivo (h).
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4.8.2 Produtividade em produto

A produtividade em produto representa a velocidade média de formacao de
surfactina em relacdo ao tempo de cultivo, e pode ser calculada pela equacéo 3
(HISS, 2001).

Py= (Pi— Po).t;” (3)
Onde: Pp = produtividade em produto (mg.L".h"), P; = concentracdo
volumétrica de surfactina (mg.L™") no tempo t de cultivo, P, = concentracdo

volumétrica de surfactina (mg.L™") no inicio do cultivo e t; = tempo de cultivo (h).

4 .8.3 Fator de conversao de substrato em biomassa

O fator de conversao de substrato em biomassa possibilita a avaliagao do
cultivo a partir da biomassa formada em relacdo a quantidade de agucares totais

consumida pelo micro-organismo, segundo equacéao 4 (HISS, 2001).

Yxs = (Xi = Xo).(So = S) (4)

Onde: Yxs = fator de conversdo de substrato em biomassa (grama de
biomassa seca obtida por grama de agucar total consumido), X; = concentracédo de
biomassa seca (g.L™") no tempo t de cultivo, Xo = concentracdo de biomassa seca
(9.L™") no inicio do cultivo Sg = concentragdo do substrato (g.L-1) no inicio do cultivo

e S = concentragdo do substrato (g.L™") no tempo t de cultivo.
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4.8.4 Fator de conversao de substrato em produto

O fator de conversdo de substrato em produto possibilita a avaliacdo do
cultivo a partir da quantidade de surfactina formada em relagdo a quantidade de

acucares totais utilizado pelo micro-organismo, segundo equacéo (5) (HISS, 2001).
Yeis = (P Po). (So— S)” (5)

Onde: Yp;s = fator de converséo de substrato em surfactina (miligrama de surfactina
obtida por grama de acgucar total consumido), P: = concentragdo de
surfactina (mg.L™") no tempo t de cultivo, Py = concentracdo de surfactin (mg.L™") no
inicio do cultivo, Sg= concentracdo do substrato (g.L™") no inicio do cultivo e S =
concentracdo do substrato (g.L'1) no tempo t de cultivo. A concentracdo do produto

no inicio do cultivo (Po) é geralmente desprezivel.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os cultivos foram realizados em frascos, em duplicata, e como
experimentos independentes. O desvio padrao (OriginPro 8.0.63.988 SR6 v8.0988)
foi calculado para cada parametro: concentragdo de surfactina, formacédo de
biomassa, acucares totais e pH. A produtividade (Px e Pp) e fatores de conversao
(Yws € Yps) foram calculados com software Microsoft Office Professional Plus 2010,

versao 14.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar a formac&o de surfactina foram realizados cultivos
em frascos de Bacillus subtilis ATCC 6633 nos meios mineral (COOPER, 1985) e
mineral modificado (WEI; LAI; CHANG, 2007), meio com melago de soja € meio
formulado, sendo este ultimo, com e sem alimentacdo de substrato. Em cada cultivo,
foi retirado o micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 da conservagéao e este foi
reativado conforme as etapas descritas no item 4.5. Nos referidos cultivos, foram
determinados: concentracao de surfactina, de células secas e de acucares totais, e

valores de pH em funcéo do tempo.

5.1 DOSEAMENTO DE SURFACTINA

A concentragdo de surfactina foi determinada por meio da cromatografia a
liquido. A curva de calibragdo encontra-se na Figura 4, esta foi realizada a partir da
soma das areas dos 5 picos cromatograficos (R?> = 0,9975) obtidos a partir de

diferentes concentragdes dos padrbes, o padrdao e uma das amostras encontram-se

na Figura 5.
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FIGURA 4 - Curva de calibragao e equacgao da reta para a quantificagdo de surfactina .
FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 5 - Cromatograma do padrao de surfactina (vermelho) e do cultivo em meio mineral
concentrado em 15 vezes em 60 horas (preto).
FONTE: O autor (2012).

5.2 CULTIVO DE Bacillus subtilis ATCC 6633 EM MEIO MINERAL E MINERAL
MODIFICADO

O meio mineral foi desenvolvido e melhorado por Cooper et al., 1981, a fim
de obter melhor producao de surfactina por Bacillus subtilis. Os autores buscaram
avaliar substratos e concentragdes de ions no meio de cultura para a otimizagao da
producédo de surfactina. Nao houve incremento com a adicdo de aminoacidos no
meio de cultura nem com adi¢do do hexadecano 2% e 4% o qual deveria melhorar o
rendimento; pelo contrario, inibiu a biossintese de surfactina e promoveu o
crescimento de biomassa. Sendo assim, o melhor resultado demonstrado foi o meio
com 4% glicose e sais minerais, como descrito no item 4.3 de Material e Métodos
(COOPER et al., 1981; ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008).

No presente estudo o cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio
mineral no tempo de 12 horas, foi priorizada a formacdo de biomassa a qual foi
demonstrada pelo maior fator de conversao de substrato em biomassa (Y s), 0,44
quando comparado com os outros tempos, Tabela 1. A producao de surfactina foi de

0,77 £ 0,2 mg.L'1 em 12 horas, conforme demonstrado na Figura 4.
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Entre os tempos de 24 horas e 36 horas, conforme observado na Figura 6, a
producdo surfactina acompanhou o crescimento exponencial do micro-organismo,
comportando-se como metabdlito primario, fato encontrado em estudo de otimizacao
em cultivos de Bacillus subtilis BS5 em meio mineral (ABDEL-MAWGOUD;
ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008), e também em estudo sobre a sintese de
surfactina (KRAAS et al., 2010). No entanto, em estudo em biorreator de Davis et
al.,1999 | a surfactina se comportou como metabdlito secundario. Em 36 horas, foi
obtida a concentragdo maxima de surfactina de 135 + 4,9 mg.L™, resultado préximo
ao estudo envolvendo recuperacéo de surfactina que se obteve 122 mg.L™" a qual foi
produzida pelo micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 21332 em cultivo com meio
mineral (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 2001). Em relacdo a produtividade em surfactina
(Pp), os tempos de 24 e 36 horas apresentaram os maiores valores,
respectivamente, 4,12 e 3,75; sendo que no tempo de 36 horas obteve-se o melhor
fator de converséo de substrato em produto (Yys), 10,28.

No tempo de 48 horas, observou-se uma queda na concentracdo de
surfactina a qual se estabilizou em cerca de 120 mg.L™ até o término do processo
(96 h), isso pode ser comparado ao estudo de otimizagao de Liu, X. et al. (2012) que
atingiu o maximo de 129 mg.L™" no tempo de 48 h de cultivo.

No tempo de 72 horas, a maxima concentragdo celular foi de 5,81 g.L” de
células secas. Os minerais presentes no meio de cultura podem influenciar o
crescimento e metabolismo microbiano. Manganés, ferro e zinco sao os mais criticos
no metabolismo secundario. Além disso, esses minerais tragos podem influenciar o
rendimento de produtos de metabdlitos primarios e secundarios (COOPER et al.,
1981; WEI; CHU, 2002).

A otimizagdo do meio de cultura € uma das ferramentas mais comuns e
efetivas para promover a produgdo de um produto de fermentagdo, tal como a
surfactina. A concentragdo de elementos tracos € critica para uma producgéo
eficiente de biossurfactantes (WEI; LAI; CHANG, 2007).
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FIGURA 6 - Variagédo de concentracao de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
fungao do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio mineral.
FONTE: O autor (2012).

TABELA 1 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 96 horas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 em meio mineral.

Tempo (h) Py (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yys Yeis

12 0,20 0,06 0,44 0,14
24 0,12 4,12 0,29 9,86
36 0,11 3,75 029 10,28
48 0,10 2,55 0,30 7,39
60 0,09 2,00 0,24 5,09
72 0,08 1,63 0,20 4,11

84 0,06 1,39 0,16 3,72
96 0,05 1,25 0,14 3,70

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: Py: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de conversédo de substrato em biomassa; Y,s: fator de converséo de substrato
em surfactina.
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Desde a descoberta da surfactina, pesquisas sao realizadas envolvendo a
otimizagdo da produgao variando a concentragdo de minerais, como ferro, magnésio,
manganés e potassio (WEI et al., 2003; WEI; LAl; CHANG, 2007) e macronutrientes
como fonte de carbono, como monossacarideos, melago e glicerol (ABDEL-
MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008) e nitrogénio - ureia, peptonas e
extrato de levedura (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 1999). Outro foco de estudo é a
otimizacao da recuperacao e da purificacdo de surfactina, a qual pode ser por meio
da coleta de espuma (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 2001; YEH; WEI; CHANG, 2006),
precipitagdo acida (WANG et al., 2010), coluna de adsorc¢édo (LIU, T. et al., 2007) ou
por processo de ultrafiltragédo (ISA et al., 2007) em meio mineral.

Em estudo de WEI et al., 2007, foi modificada a concentracdo dos elementos
tragos (Mg*?, K*, Mn*? e Fe*?) visando otimizar a producéo de surfactina em meio de
cultura mineral (COOPER, 1981). Os autores observaram que os ions Mg*? e K* séo
fundamentais para a producdo de biossurfactantes, e que para um melhor
rendimento devem estar em concentracées de 2,4 mM e 10 mM, respectivamente.
Foi demonstrado que os fons Fe*? e Mn?* aumentam a produtividade, tanto em
produto quanto em biomassa, quando em concentragcdes de 0,008 mM e 0,01 mM
(WEIL; LAI; CHANG, 2007).

A Figura 7 e Tabela 2 mostram os resultados dos cultivos com o Bacillus

subtilis ATCC 6633 em meio mineral modificado.
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FIGURA 7 - Variagdo de concentragdo de surfactina, células secas, acucares totais e de pH em
funcao do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio mineral modificado.
Fonte: O autor (2012).
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TABELA 2 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 96 horas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 em meio mineral modificado.

Tempo (h) Px (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yxs Yeis
12 0,14 0,00 0,24 0,00
24 0,38 3,58 0,46 4,28
36 0,22 3,64 0,30 5,04
48 0,14 2,43 0,23 3,90
60 0,11 1,97 0,19 3,39
72 0,08 1,68 0,16 3,47
84 0,06 1,37 0,15 3,31
96 0,05 1,17 0,15 3,21

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: P,: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de converséo de substrato em biomassa; Y,s: fator de converséo de substrato
em surfactina.

No cultivo em meio mineral modificado, nas primeiras 12 horas, ocorreu
formacao exclusiva de biomassa. Posteriormente, houve o inicio da formacédo do
produto o qual acompanhou o crescimento exponencial do Bacillus subtilis, se
estendendo até o tempo de 36 horas, se comportando como metabdlito primario.
Neste momento observou-se a maior producdo e maior fator de conversdo de
substrato em produto (Y,s) com valores, respectivamente, 131 + 1,9 mg.L" e 5,04.
Este perfil de crescimento e produgao foi encontrado em cultivos de Bacillus subtilis
BBKO006, quando as células entram na fase exponencial de crescimento e a
producdo de surfactina se inicia, atingindo uma concentracdo de 24 mg.L™" apds
24 horas de processo (CHEN; BAKER; DARTON, 2006).

Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e Hassouna, 2008, encontraram um perfil
bifasico na concentragédo do produto, onde ocorreu em duas etapas de producao de
biossurfactante nos tempos de 72 e 120 horas em cultivo de Bacillus subtilis BS5 em
meio mineral. Entre os tempos de 36 horas e 48 horas, a Figura 7 mostra que a
concentracdo de surfactina sofre uma queda de 131+1,9mgl’ para
116 + 1,2 mg.L'1, seguida de um aumento em 72 horas para 120 + 0,3 mg.L'1, esse
perfil se assemelha ao perfil bifasico. Entretanto, a diferenca no presente trabalho
esta na segunda etapa de produgdo, havendo apenas a estabilizacdo em
111 £ 3,1 mg.L'1, e posteriormente, queda de sua concentracdo. Comportamento

semelhante foi encontrado no meio mineral, Figura 6, onde ocorreu 0 aumento de
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surfactina até as 36 primeiras horas atingindo 165 + 3,5 mg.L™", seguido de queda e
estabilizacdo da concentracdo de surfactina em 117 £5,3 mg.L'1. O perfil de
alteracdo de concentracao da surfactina observado no presente estudo, em ambos
0s meios mineral e mineral modificado, € encontrado em estudo com Bacillus subtilis
S499 onde ocorre aumento de concentragdo seguido de uma queda e estabilizagao.
Este foi um estudo que objetivou otimizagdo do meio de cultura e condi¢gdes de
crescimento para aumentar o rendimento de biossurfactantes (JACQUES et al.,
1999).

Uma das diferengas do meio mineral para o mineral modificado € a presenga
do ion manganés que, segundo Wei e Chu, (2002), promoveu o melhor rendimento
de biossurfactante quando presente em meio de cultura em concentracdes
adequadas. Entretanto, a producdo em meio mineral modificado para o micro-
organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 nao apresentou melhora nas condigbes de
crescimento utilizadas no presente trabalho. A concentragao de ferro também é outro
fator para um melhor rendimento de produto (WEI; CHU, 1998; WEI et al., 2003). Em
comparacao dos dois meios analisados, a concentragao de ferro no meio mineral
favoreceu maior conversao do substrato em produto obtendo-se 10,28 contra 5,04
do meio mineral modificado no tempo de 36 h. Outro motivo que pode ter acarretado
a diminuicdo da producgao de surfactina no meio mineral modificado foi o excesso de
ferro. Wei et al., (2003). Observaram que a presencga de ferro em excesso € capaz
de estimular o crescimento celular no meio mineral modificado, a custas de menor
producéao de surfactina.

O meio mineral e meio mineral modificado apresentaram semelhangas como
o consumo de glicose. Quanto ao crescimento microbiano, meio mineral modificado
favoreceu maior crescimento chegando a 9,34 g.L™' de concentracdo de células
secas com fator de conversao de substrato em biomassa de 0,46; sendo que pode
ter sido favorecido esse crescimento devido a presenga de ion manganés e
concentragdes diferentes de ferro e magnésio que podem ter favorecido a producéo
de biomassa. Quanto a surfactina, tanto o meio mineral, 135 + 4,92 mg.L'1, quanto o
mineral modificado, 131+ 1,87 mg.L™"', atingiram maiores valores de produgao
proximos. Entretanto, quando é considerado o fator de conversao substrato em
produto, o meio mineral apresenta o dobro do valor do meio mineral modificado,
10,28 e 5,04, respectivamente, no tempo de 36 horas onde ocorre o pico maximo de

producdo de surfactante. Pode-se inferir que o meio mineral mostrou melhor
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aproveitamento de glicose para producdo de biossurfactante, enquanto no meio
mineral modificado obteve-se um consumo mais rapido de acucar o qual foi

transformado em maior parte em biomassa e o restante em surfactina.

5.3 CULTIVO DE Bacillus subtilis ATCC 6633 EM MEIO FORMULADO

O meio formulado foi elaborado acordo com a composicdo centesimal do
micro-organismo e de surfactina, como um meio sintético alternativo aos descritos na
literatura para obtencao deste surfactante. Este foi elaborado de acordo com a
composi¢ao centesimal de cada atomo presente no micro-organismo e surfactina
(STANBURY; WHITAKER; HALL, 2003). Este meio possui como diferengas dos
meios minerais da literatura a presenga de nitrogénio organico, o extrato de
levedura, e a menor concentragao de glicose. Esse meio apresenta concentragao de
1,6% de acgucares totais que, segundo a literatura, apresenta vantagens ja que
meios com concentragdes de agucares totais menores ou iguais a 2% foram
observados por favorecerem a produgdo de biossurfactantes (CHEN; BAKER;
DARTON, 2006). No meio formulado o ion manganés néao foi adicionado em virtude
de, em estudos preliminares com o meio mineral modificado, n&o ter sido observado
maior fator de conversdo de substrato em produto quando comparado ao meio
mineral. A utilizagdo de nitrogénio organico, além de possuir vitaminas e minerais,
visa fornecer maior variedade de aminoacidos ao meio de cultivo, o que pode
contribuir com a produgdo do biossurfactante (STANBURY; WHITAKER; HALL,
2003).
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Na Figura 8 e na Tabela 3 encontram-se os resultados obtidos com o meio

formulado.
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FIGURA 8 - Variagdo de concentragdo de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
funcao do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado.

FONTE: O autor (2012).

TABELA 3 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 120 horas de

Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado.

Tempo (h) Py (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yys Yeis
24 0,11 1,15 0,16 1,64
48 0,03 0,60 0,08 1,73
72 0,03 0,72 0,13 3,00
96 0,03 0,70 0,18 3,92
120 0,02 0,55 0,17 3,85

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: Py: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de converséo de substrato em biomassa; Y,: fator de conversdo de substrato

em surfactina.

No meio formulado, do tempo zero até 24 horas, foi observada a formacéao

de surfactina, chegando a uma concentragdo de 28 + 1,0 mg.L™" a qual acompanha o

crescimento exponencial do Bacillus subtilis. Entre o periodo de 24 a 48 h, houve

uma queda de biomassa, de 3,49 g.L™ para 2,06 g.L”", sendo que a concentracédo do
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biossurfactante permanece praticamente constante. Apds 48 horas de cultivo, as
células recomegcam a se multiplicar, e paralelamente, a concentragao de surfactina
tornou a aumentar atingindo o valor maximo de Yps em 96 horas, 3,92, o que
mostrou novamente uma relagao de crescimento microbiano e producao de produto.

Apds 96 horas, o micro-organismo inicia a fase estacionaria e a producao
permaneceu constante com um valor de surfactina cerca de 66 mg.L™" até o fim das
120 horas para o meio elaborado com concentracio inicial de 1,6% de agucares
totais, valor que pode ser comparado em cultivo em frascos de Bacillus subtilis em
meio mineral com 1% de agucares, que foi obtido 31,2 mg.L™" de surfactina (CHEN;
BAKER; DARTON, 2006).

A concentracao de surfactina no meio formulado quando comparado aos
meios mineral e mineral modificado, apresentou um perfil de producdo semelhante,
aumento até 96 h seguido de queda, perfil também encontrado em cultivo com meio
mineral como fonte de carbono o glicerol (FARIA et al.,, 2011). Nesse meio, os
valores de Y sdo proximos aos meios descritos na literatura e no presente trabalho
no fim das 96 h (COOPER et al., 1981; LIU, T. et al., 2007), entretanto ndo superou
os maiores fatores de conversao de substrato em produto nos demais tempos de
cultivo desses meios. Isso pode ter ocorrido pelo fato da fonte de nitrogénio
estimular o crescimento celular em detrimento da producdo de biossurfactante
(REIS; SERVULO; FRANCA, 2004).

5.3.1 Cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado em processo

descontinuo alimentado

Com objetivo de maior obtengdo de produto, foi conduzido um processo
descontinuo alimentado com o meio formulado (STANBURY; WHITAKER; HALL,
2003). Os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 4 e Figura 9 na qual as
flechas em destaque demonstram os tempos da alimentagao (24, 48 e 72 horas) dos
cultivos.

Nas primeiras 24 horas de cultivo, em meio formulado em processo
descontinuo alimentado, a obtengao de produto acompanhou o crescimento em fase
exponencial do micro-organismo, sendo que nesse momento atinge o maior valor de

fator de conversao e produtividade em surfactina os quais, respectivamente, foram
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de 1,22 e 0,92 mg.L".h"'. Apés a primeira alimentagdo, entre os tempos de 24 e
48 horas, notou-se um favorecimento para produgdo do produto, enquanto a
concentragdo de biomassa sofre queda 3,54 + 0,04 g.L” para 2,86 + 0,08 g.L™". Em
48 horas, apds a alimentacdo, o crescimento microbiano se reestabeleceu e, em
72 horas, o pico de concentragdo de surfactina € atingido com a concentragao de
40+£1,0 mg.L'1. Posteriormente a ultima alimentagdo, a concentracdo do produto
entra em queda até 120 horas, 22+0,5mg.L"; nesse periodo somente o
crescimento foi favorecido o qual se estabiliza no tempo de 96 horas com

concentragdo de células secas de 5,3 g.L™.
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FIGURA 9 - Variagdo de concentragdo de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
funcdo do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado em processo
descontinuo alimentado.

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As flechas em destaque representam momentos onde houve alimentacdo com o meio descrito
no item 4.3.
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TABELA 4 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 120 horas de
Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado em processo descontinuo alimentado.

Tempo (h) Px (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yxs Yeis
24 0,11 0,92 0,15 1,22
48 0,04 0,75 -0,04 1,01
72 0,05 0,55 0,13 0,50
96 0,05 0,23 0,16  -1,86
120 0,04 0,18 0,05  -0,15

Fonte: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela s&o: P,: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de converséo de substrato em biomassa; Y,s: fator de converséo de substrato
em surfactina.

O processo descontinuo alimentado no meio formulado e com as condicbes
de crescimento utilizadas nédo favoreceu uma melhor producdo de surfactina, pois
tanto os valores de fator de conversdo de substrato em produto quanto de
concentragdo em surfactina do cultivo descontinuo, 3,85 e 66 mg.L”" em 120 h,
respectivamente, foram superiores ao processo descontinuo alimentado. A
alimentagdo manteve 1,5% de acgucares totais o que favoreceu o crescimento do
Bacillus subtilis no meio formulado chegando a 5,48 + 0,02 g.L™" de células secas no
fim das 96 horas de cultivo, enquanto o processo descontinuo apresentou
3,84 +0,04 g.L " de células secas ao fim do mesmo tempo. Nessas condi¢cdes de
crescimento e concentragdo de nutrientes, resultaram uma queda na producao de
surfactina, diferente dos autores que afirmam entre 1% e 2% de acgucares totais
favorece a producdo de biossurfactante (REIS; SERVULO; FRANCA, 2004; CHEN;
BAKER; DARTON, 2006). Mas também, essa queda pode ser justificada pela
auséncia de nitrato o que acarretou menor formacdo de surfactina quando
comparado aos meios minerais (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 1999).
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5.4 CULTIVOS DE Bacillus subtilis ATCC 6633 EM MEIO FORMULADO COM
MELACO DE SOJA

Em biotecnologia, buscam-se processos cada vez mais econémicos e
viaveis, buscando a utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, como melaco,
efluentes de processos, agua de batata ou de lavagem de milho e hidrolisados. Em
estudos de otimizacdo, o melaco foi residuo de escolha que se apresentou
promissor para producdo de surfactina (ABDEL-MAWGOUD; ABOULWAFA,
HASSOUNA, 2008), além de possuir a vantagem de ser um residuo de baixo custo
originado de uma matéria-prima abundante no pais, que em 2011 atingiu a produg¢ao
préxima de 75 milhdes de toneladas (IBGE, 2012). O melago também apresenta em
maior porcentagem a sacarose, que segundo estudo envolvendo substratos como
fonte de carbono para produgao de surfactina, foi umas das fontes de carbono que
apresentou o melhor rendimento de biossurfactante (LIU, X. et al., 2012).

No presente estudo utilizando o melago de soja como fonte de carbono,
foram utilizadas diferentes concentragcbes de acucares totais: 2, 4 e 6% com
finalidade de avaliar produtividade e concentracdo de surfactina nos cultivos com
micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633. Os resultados obtidos foram descritos
nas Figuras 10,11 e 12 e Tabelas 5,6 e 7.

Nos cultivos com soja preparados a fim de fornecer 2% acucares totais, a
producao de biossurfactante inicia-se na fase logaritmica do crescimento microbiano
se estendendo até o tempo de 36 horas, momento onde ocorreu a maxima
concentracdo de surfactina 136 +9,28 mg.L”". Neste mesmo tempo, foram
observados os maiores valores de produtividade em produto (P, = 3,79) e fator de
conversao de substrato em produto (Yps=8,53), Figura 10 e Tabela 5. Apos
36 horas de processo, a biomassa continuou em fase logaritmica até 48 horas,
quando entra em decadéncia. Em paralelo, a concentracdo de surfactina sofreu

queda até o fim do processo alcangando um valor de 44 + 3,59 mg.L™".
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FIGURA 10 - Variagdo de concentragdo de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
fungéo do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja
(2% de acgucares totais).
FONTE: O autor (2012).

TABELA 5 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 72 horas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja (2% de agUcares totais).

Tempo (h) Py (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yys Yeis
12 0,04 0,23 0,07 0,42
24 0,06 1,64 0,16 4,50
36 0,06 3,79 0,13 8,53
48 0,10 2,58 0,22 6,02
60 0,07 2,03 0,17 5,13
72 0,05 0,61 0,15 1,86

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: Py: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de conversédo de substrato em biomassa; Y,: fator de conversdo de substrato
em surfactina.

Conforme demonstrado na Tabela 6 e Figura 11, no meio contendo 4% de
acgucares totais, a produgao de surfactina se iniciou nas primeiras horas do processo
atingindo, em 12 horas, 22 +2,64 mg.L'1 de produto. Nesse momento, foram
observados os maiores valores de produtividade, 1,83 e de fator de conversao de
substrato em produto 6,67.

A producao de surfactina acompanhou o crescimento do micro-organismo.

Nos tempos de 24 e 36 horas, mostraram-se valores préximos de Yps comparando-



39

se as 12 horas, 5,56 e 5,44, respectivamente. No tempo de 60 horas, atingiu a

concentragdo maxima de surfactina com o valor de 86 +3,69mg.L” a qual,

posteriormente, sofreu queda até o fim do processo.
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FIGURA 11 - Variagdo de concentracdo de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
fungao do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja

(4% de acucares totais).

FONTE: O autor (2012).

TABELA 6 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 72 horas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja (4% de acgUcares totais).

Tempo (h) Py (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yys Yeis
12 0,01 1,83 0,02 6,67
24 0,06 1,35 0,27 5,56
36 0,09 2,11 0,24 5,44
48 0,09 1,78 0,17 3,51
60 0,07 1,52 0,10 2,20
72 0,05 1,15 0,09 2,00

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: Py: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de converséo de substrato em biomassa; Y,: fator de conversdo de substrato

em surfactina.
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A Figura 12 e a Tabela 7 apresentaram os resultados dos cultivos com meio
formulado com soja (6% de agucares totais). O aparecimento de surfactina iniciou no
tempo de 12 horas acompanhando a fase logaritmica de crescimento até 48 horas.

No periodo de 36 a 48 h ocorreu a maior produgao de produto, demonstrada
pelos valores de produtividade em surfactina (mg.L™".h”") e fator de conversdo, os
quais foram, respectivamente, 2,02 em 48 h e 6,23 em 36 h. Apdés o tempo de
60 horas, a surfactina sofreu queda (995,82 mg.L™" para 43+ 1,06 mg.L") e,
paralelamente, observou-se uma menor concentragao de células secas, concluindo

que apos esse periodo as células entraram em fase de declinio metabdlico.
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FIGURA 12 - Variagdo de concentracdo de surfactina, células secas, agucares totais e de pH em
funcao do tempo de cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja
(6% de acucares totais).
FONTE: O autor (2012).
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TABELA 7 - Valores de produtividade de surfactina e em biomassa e fatores de conversdo de
substrato em biomassa e de substrato em surfactina obtidos durante o cultivo de 72 horas de Bacillus

subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja (6% de agUcares totais).

Tempo (h) Px (g.L".h") P, (mg.L".h™) Yxs Yeis
12 0,01 0,02 0,01 0,04
24 0,06 1,01 0,18 3,13
36 0,13 1,87 0,45 6,23
48 0,15 2,02 0,25 3,38
60 0,12 1,66 0,11 1,59
72 0,09 0,60 0,10 0,69

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As legendas utilizadas na tabela sdo: P,: produtividade em biomassa; P,: produtividade em
surfactina; Yys: fator de converséo de substrato em biomassa; Ys: fator de converséo de substrato
em surfactina.
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FIGURA 13 - Variacdo de concentracdo de surfactina em funcdo do tempo de cultivo de Bacillus
subtilis ATCC 6633 em meio formulado adicionado de soja (2%, 4% e 6% de agucares totais).
FONTE: O autor (2012).

Notou-se a queda brusca nos trés meios de cultura contendo soja, sugerindo
um possivel consumo ou degradacdo de surfactina pelo micro-organismo,
FIGURA 13. Tal fato foi observado em estudo com Bacillus subtilis (AL-AJLANI et al.,
2007). Autores demonstraram quedas de surfactina em seus trabalhos (ABDEL-

MAWGOUD; ABOULWAFA; HASSOUNA, 2008; FARIA et al., 2011), uma
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justificativa para essa situagcdo foi a acidificagdo do meio (WEI; CHU, 1998).
Entretanto ndo ocorreu queda de pH nos cultivos. Isso pode ser explicado pelo
consumo ou degradacéo da surfactina pelo micro-organismo, pois este € capaz de
produzir proteases e hidrolisar a molécula para suprir o metabolismo microbiano
(NITSCHKE; PASTORE, 2004; SHALIGRAM; SINGHAL, 2010). Ainda, a redugao da
concentracdo pode estar associada com a formagao e acumulo de produtos téxicos
produzidos pelo metabolismo do micro-organismo (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 1999).

Dentre as trés concentracdes de acucares totais iniciais, a concentragao de
2% foi a mais promissora, apresentando um maximo de concentracdo 137 mg.L™" de
surfactina em 36 h contra 91 mg.L™”" e 100 mg.L™”" em 60 h nos meios com 4% e 6%
de acucares totais, respectivamente, fato encontrado em estudo com diferentes
matérias-primas de baixo custo para producao de surfactina o qual valores entre 1%
e 2% de acgucares totais apresentaram maior concentracdo de biossurfactante
produzido (REIS; SERVULO; FRANCA, 2004). Altas concentracdes de aclcar no
meio de cultivo séo relatadas por possivelmente causarem a diminuigao ou a inibicao
da producao de surfactina (COOPER et al., 1981; PARKINSON, 1985; SULLIVAN,
1998). Quanto ao fator de conversdo de substrato em produto, novamente o meio
contendo 2% apresentou o melhor valor, 853, em menor espaco de tempo. De
acordo com os presentes resultados e visto que menores concentragcdes de
agucares podem promover maiores concentragdes de surfactina (CHEN; BAKER;
DARTON, 2006), pode-se deduzir que a concentracdo de agucares totais a 2% com
melago de soja pode criar condicbes que favoregam uma maior concentragao de

surfactina produzida em meio de cultura.



43

6 CONSIDERAGOES FINAIS

O meio mineral demonstrou melhor aproveitamento da glicose pelo
Bacillus subtilis ATCC 6633 para producdo de surfactina. A presenga do ion
manganés no meio mineral modificado favoreceu o crescimento do micro-organismo
Bacillus subtilis ATCC 6633 nas condi¢des de cultivo utilizadas no presente trabalho,
atingindo 9,34 g.L" de células secas com fator de conversdo de substrato em
biomassa de 0,46. No entanto, as concentracdes de surfactina foram préximas de
135+ 4,92 mg.L'e 131 £ 1,87 mg.L”", no meio mineral e no meio mineral modificado,
respectivamente, em 36 h.

Quando o meio formulado foi empregado para a producdo de surfactina a
concentracdo obtida foi de 66 mg.L”' em 96 h e concentracdo de biomassa de
3,84 g.L" de células secas em processo descontinuo. O processo descontinuo
alimentado utilizando esse meio apresentou um incremento na formagao de
biomassa, a qual foi de 5,48 g.L™" de células secas.

A utilizagdo dos meios de cultivo contendo o residuo de melago de soja
apresentaram producdo acima de 90 mg.L'1 de surfactina em todas as
concentragbes de agucares totais utilizadas. Comparando-se as concentragoes 2%,
4% e 6% de agucares totais, o meio contendo melago de soja a 2% foi 0 que mais
favoreceu a producéo de surfactina atingindo 136 + 9,28 mg.L™" em 36 h.

No presente estudo, os dois meios de cultura propostos — meio formulado e
meio com melago de soja — mostraram-se promissores para obtencao do produto de
interesse, com resultados de concentragdo de surfactina préoximos aos cultivos
realizados com meios descritos na literatura.

Considerando a preocupacdo com o meio ambiente e com a geragao de
residuos industriais, 0 meio formulado empregando o melago de soja mostra-se
promissor para a producado de surfactina em estudos futuros, no que se refere a
otimizagdo da sua composigao, condi¢des de cultivo e produ¢do em maior escala

empregando biorreatores.
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