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RESUMO

Biossurfactantes sdo moléculas de origem microbiana que possuem importante
acdo na reducdo tensdo superficial. Dentre os biossurfactantes mais efetivos estdo os
lipopeptideos produzidos por bactérias do género Bacillus, especialmente a Surfactina.
Estes biocompostos apresentam uma série de vantagens que potencializam suas
aplicagdes, tais como: estabilidade frente a condigdes extremas (pH, temperatura),
diversidade de estruturas quimicas, excelentes propriedades superficiais e ecologicas,
acdo antibiotica frente a microrganismos patogenos, dentre outras. Diante deste
contexto, neste trabalho foi avaliada a produgdo de biossurfactantes totais e a Surfactina
por Bacillus amyloliquefaciens 1T45, quando variada a concentracdo dos reagentes
presentes no meio de cultivo. As fermentagdes submersas foram realizadas em mesa
agitadora industrial e em biorreator piloto de capacidade 40 litros. Para aperfeicoar a
concentragdo dos reagentes presentes no meio de cultura, um Planejamento Composto
Central foi desenvolvido com proposito de avaliar a influéncia de trés variaveis (xarope
de glicose, extrato de levedura e cloreto de célcio) na tensdo superficial, na produgio de
biossurfactantes totais e no agucar residual. Depois das analises estatisticas, quando as
variaveis estavam nas concentragdes (g.L'l) de 20 para xarope de glicose, 15 para
extrato de levedura e 4 para cloreto de calcio, a tensdo superficial (mN/m) foi reduzida
de valores acima de 50 para 30, o agucar residual foi minimo e igual a 31% e a
producdo de biossurfactantes totais foi mdxima e igual a 5,5 g.L'l, depois de um periodo
de cultivo de 48 horas. A caracterizacdo do biossurfactante sugeriu a presenca da
Surfactina e este composto foi quantificado no tempo de retengdo de 13,5 minutos. Com
intuito de saber a real producao de Surfactina e crescimento biomassa celular, foram
feitas fermentagdes em biorreator piloto de 40 litros e os resultados mostraram bastantes
favoraveis. O tratamento com maior destaque foi referente a receita sugerida pelo
Planejamento Composto Central em que o xarope de glicose, extrato de levedura e
cloreto de calcio estavam nas concentragdes (g.L') de 20, 15 e 4, respectivamente.
Neste cultivo o crescimento celular de 6,0 x 10° CFU.mL", producio de Surfactina de
0,63 gL' e agucar residual de 28%. Também foi realizado teste de atividade
antimicrobiana contra 5 fungos patogénicos de diferentes géneros. O caldo fermentado
livre de células mostrou-se promissor, pois causou inibi¢ao em 4 fungos dos 5 estudos.

Portanto, os resultados demonstram que o Bacillus amyloliquefaciens 1T45 tem
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potencial para producdo de biocompostos, uma vez que ndo necessita de altas

concentragdes de fonte de carbono e nitrogénio para seu desenvolvimento.

Palavras-chaves: Biossurfactante, Bacillus amyloliquefaciens, Surfactina, biorreator,

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Biosurfactants are molecules of microbial origin that have superficial action. Among the
most effective are the lipopeptide biosurfactants produced by Bacillus, especially
surfactin. These biological products have a number of advantages that potentiate their
applications, such as: stability to extreme conditions (pH, temperature), diversity of
chemical structures, excellent surface and ecological properties, antibiotic action against
pathogenic microorganisms, etc. In this context, the productions of total biosurfactants
and Surfactin by Bacillus amyloliquefaciens 1T45 were evaluated when the reagents
concentration present in the culture medium varied. The submerged fermentations were
carried out in an industrial shaker and in a pilot bioreactor of 40 liters capacity. In order
to improve the reactants concentration, a Central Composite Design was developed to
evaluate the influence of three variables (glucose syrup — Glucodry, yeast extract and
calcium chloride) on superficial tension, total biosurfactant production and residual
sugar. After statistical analyzes, when the variables were in the concentrations (g.L™") of
20 for Glucodry, 15 for yeast extract and 4 for calcium chloride, the superficial tension
(mN/m) reduces values above 50 to about 30, the residual sugar was minimal, around
31% and the total biosurfactant production was maximum, around 5.5 gL'l, after a
period of 48 hours. The characterization of the biosurfactant identified Surfactin
presence that was quantified in the retention time of 13.5 minutes. In order to know the
real production of Surfactin and cellular biomass growth, fermentations were made in a
40 liter pilot bioreactor and the results were quite favorable. The most important culture
medium suggested by the Central Composite Design, where glucose syrup, yeast extract
and calcium chloride were in the concentrations (g.L™") of 20, 15 and 4, respectively.
For this fermentation, the cellular growth was 6.0 x 10° CFU.mL", Surfactin production
was 0.63 g.L'1 and residual sugar was 28%. The results demonstrate that Bacillus
amyloliquefaciens 1T45 has potential to produce biosurfactants and does not require

high concentrations of carbon and nitrogen sources for its development.

Key- words: Biosurfactants, Bacillus amyloliquefaciens, Surfactin, bioreactor,

antimicrobial activity



1. INTRODUCAO

Na agricultura moderna hé a necessidade de se produzir cada vez maior volume
de alimentos, minimizar os custos operacionais ¢ reduzir a0 maximo os impactos no
meio ambiente. Como alternativa ao uso de agroquimicos, as bactérias promotoras de
crescimento das plantas junto a ag¢do de varios fungos contra patdgenos, tém se
mostrado uma ferramenta promissora e viavel.

Estes agentes sdo chamados microrganismos endofiticos, pois sao capazes de
habitar o interior da planta, ou em parte dela, em todo seu ciclo de vida sem causar
qualquer tipo de sintoma visivel de sua presenca SAIKKONEN (2007) e GUO et al.
(2008). O uso desses microrganismos, em sua maioria bactérias, tem gerado bons
resultados dentro do controle bioldgico de varias doengas. Com este intuito, pesquisas
que avaliam a utilizagdo de produtos bioldgicos como os biossurfactantes com agao
antimicrobiana tém crescido em todo o mundo.

Os biossurfactantes ou tensoativos constituem uma classe importante de
compostos naturais com potencial utilizagdo em diversos setores industriais. Sao
compostos ativos que possuem uma estrutura comum formada por uma porgao lipofilica
e outra hidrofilica. A primeira, usualmente composta por cadeia hidrocarbdnica de um
ou varios acidos graxos, os quais podem ser hidroxilados, ramificados, saturados ou
insaturados. A parte lipofilica ¢ ligada a hidrofilica que pode ser um éster, um grupo
hidroxi, fosfato, carboxilato, aminoacido ou carboidrato.

Diante das caracteristicas mais relevantes dos biossurfactantes se destacam a
tolerancia a temperatura, pH e forga ionica, além de serem facilmente biodegradados e
apresentarem baixa toxidade, consequentemente apresentam facil aceitabilidade
ecologica MULLIGAN (2005), YEH et al. (2006). O potencial de aplicagdo dos
surfactantes de origem microbiana ¢ baseado em suas propriedades funcionais que
incluem emulsificagdo, separacdo, solubilizagdo, demulsificagdo, reducdo de
viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Tais propriedades sao aplicadas
em diversos campos da industria alimenticia, de bebidas, papel, téxtil, farmacéutica,
industria de cosméticos e, principalmente, na agricultura BOGNOLO (1999),
MULLIGAN et al. (2001).

Algumas linhagens de Bacillus sdao capazes de produzir lipopeptideos ciclicos
com carater surfactante. Muitos desses lipopeptideos apresentam potente atividade

antibidtica, e tem sido objetivo de diversos estudos na descoberta de novos antibioticos,



destacando a Surfactina que corresponde a um dos biossurfactantes mais potentes, que
se tem conhecido até o presente momento. CAMEOTRA; MAKKAR (2004).

A literatura apresenta varios estudos, como, por exemplo, YU et al. (2002)
trabalhando com cepa GA1 de Bacillus amyloliquefaciens, detectaram agao antifungica
contra Rhizoctonia solanis. Esses pesquisadores também conseguiram isolar os
lipopeptideos antimicrobianos iturina Al, bacilomicina e mucosubtilina. No
DEPARTAMENTO DE ANTIBIOTICOS da UFPE, estudos realizados com B. subtilis
R14 demonstraram a producao de compostos lipopeptideos efetivos no controle de
Xantomonas campestris, agente causal da podriddo negra das cruciferas, em cultivos
realizados com meio a base de glucose MONTEIRO et al. (2005).

Fungos e oomicetos patogenos de plantas foram controlados devido a elevada
atividade inibitoria da cepa GA1 de Bacillus amyloliquefaciens. Além disso, reduziu-se
a infecgdo pos-colheita de macgas por Botrytis cinérea, agente causador da doenga do
mofo cinzento. Ainda, apresentou diminui¢do das doengas nas plantulas pela acdo de
antibiose direta contra patégenos oriundos do solo, quando foram utilizadas no
tratamento de sementes. Os dados sugerem que a cepa GA1 apresenta enorme potencial
como agente de biocontrole TOURE et al. (2004) E ARGUELLES-ARIAS et al. (2009).

Vale salientar que, apesar de todas as caracteristicas apresentadas pelos
surfactantes naturais, ainda ndo ¢ economicamente competitivo. O alto custo de sua
producdo associado a utilizagdo de substratos caros e métodos ineficientes de
recuperacdo de produtos, torna-o nao competitivo com surfactantes sintéticos FOX;
BALA (2000).

Para suprir as altas quantidades necessitadas pela industria ¢ fundamental reduzir
os custos de producdo para tais bioprodutos poderem ser competitivos no mercado. A
suplementag¢do do meio de cultivo para obtencdo dos biotensoativos ¢ um dos fatores a
ser pensado. O uso de substratos alternativos, ricos em carboidratos e/ou lipidios para
crescimento dos microrganismos € biossintese dos biossurfactantes, como, por exemplo,
aqueles provenientes da agroindistria MUKHERJEE; DAS (2005) e GALLERT;
WINTER (2002).

Neste contexto, este trabalho de pesquisa avaliou a produgdo de biossurfactantes
por Bacillus amyloliquefaciens 1T45, quando submetida a variagdo da concentracdo de

alguns reagentes do meio de cultivo economicamente viavel.



1.1

Objetivo Geral

O presente trabalho apresenta como objetivo geral a otimizacdo de meio de

cultura para producdo de biossurfactantes pela fermentagdo liquida do Bacillus

amyloliquefaciens (1T45).

2.1

Objetivos Especificos

Avaliar entre nutrientes pré-selecionados quais sdo importantes para o
crescimento da bactéria Bacillus amyloliquefaciens, ¢ para a producdo de
biossurfactantes.

Otimizar por meio de um Planejamento Composto Central as concentragdes
destes nutrientes.

Estudar condigdes selecionadas pelo PCC em Biorreator Piloto de 40L.

Avaliar a producdo da Surfactina entre os produtos formados por essa bactéria.
Analisar o comportamento antifingico do caldo fermentado e do bioproduto

extraido.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Controle Biologico

Tradicionalmente, o uso de pesticidas quimicos tem sido bastante eficiente no

controle de varias pragas que atingem plantagdes mundiais. Doencas como a bruzone

do arroz, causada por Pyricularia oryzae (Japao, Il Guerra Mundial), requeima do arroz,

causada por Phytophthora infestans (Irlanda, meados do século XIX), deixaram

milhares de pessoas famintas, por isso o controle quimico foi crucial OKU (1994).

Diante de toda preocupagado ecoldgica, o controle quimico tem sido repensado na

agricultura atual. Microrganismos antagonistas estdo sendo uma via alternativa no

controle de doencas de plantas HIRAOKA (1992). Desta forma, foi introduzido o termo

Controle Biologico, que pode ser descrito como a influéncia de um organismo

antagonista sobre o patdgeno, causando diminui¢cdo dos efeitos provocados por esse



ultimo, na planta hospedeira. O biocontrole ¢ composto por trés agentes: o patdégeno, a
planta hospedeira e o antagonista. O primeiro ¢ o agente que causa a doenca podendo
ser virus, fungo, bactéria, protozoario, entre outros. O antagonista ¢ o agente biologico
com capacidade de interferir nos processos vitais do fitopatdogeno Mariano et al. ( 2000).
Viarios géneros de bactérias como, por exemplo, Actinoplanes, Alcaligenes, Azobacter,
Pseudomonas, Streptomyces, Rhizobium, bacillus, entre outra WELLER (1988), podem
ser denominadas de antagonistas.

Dentre as bactérias de maior interesse no biocontrole, estdo aquelas chamadas de
Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCP). Este termo vem sendo usado
para descrever estes microrganismos que podem colonizar a superficie € ou interior de
plantas, estimulando o crescimento destas quando aplicado em sementes, raizes ou
tubérculos CHANWAY et al. (1991). Em geral, as BPCP exercem esse efeito de forma
direta quando, na auséncia de fitopatdgeno, elas proprias estimulam crescimento através
da produgdo de hormonios de crescimento, aumento da absor¢do de dgua e nutrientes,
fixagdo de nitrogénio, mineralizacdo de nutrientes, contribui de forma indireta pelo
controle bioldgico.

Viarios produtos a base de bactérias tém sido comercializados com efeitos de
bioprote¢do e aumento de crescimento de plantas. A Tabela 2.1 mostra os géneros mais

utilizados nestes produtos.

Tabela 2.1: Produtos comerciais a base de bactérias no mercado mundial (adaptado
LUZ (1996); MELO (1998)).

PRODUTO Bactérias
Galtrol-A, Agrocin, Diegall Agrobacterium radiobacter
Quantum-4000 Bacillus subtilis (GB 03)
YIB (BARs) Bacillus spp.
Nogall A. radiobacter (K 1026)
Dagger, Conquer Pseudomonas fluorescens
Blue Circle, Intercept P. cepacia
Kodiak B. subtilis (GB 03) melhorado
Kodiak Plus B. subtilis + apron' + terraclor®
Deny Burkholderia cepacia
Mycostop Streptomyces griseoviridis

RHIZOCELL C Bacilllus amyloliquefaciens 1T45




RIZOS Bacillus subtilis UFPEDA 764

ONIX Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20
STARFIX Rhizobium topici SEMIA 408

AZOS Azospirillum brasilense AbV-5
BtControl Bacillus thuringiensis

NemaControl Bacillus amyloliquefaciens

Simbiose Maiz Azospirillum brasilense

"apron = fungicida a base de metalaxil (p.a).
* terraclor = fungicida a base de quintozene (p.a).

Estes microrganismos abrangem um grande numero de géneros e espécies
Gram-positivas e Gram-negativas. A maioria das espécies documentadas pertence ao
género Pseudomonas (Gram-negativa) e Bacillus (Gram-positivas). Outros géneros
como: Serratia, Erwinia (Gram-negativas), Streptomyces, Arthrobacter (Gram-

positivas) Luz (1996).

2.2 Producao de compostos antimicrobianos por Bacillus amyloliquefaciens

Condigdes de estresse nutricional de bactérias do género Bacillus ativa como
resposta varios mecanismos de defesa, incluindo esporulagdo, sintese de enzimas
extracelulares degradativas e producdo de antibioticos. A atividade antimicrobiana de
Bacillus ¢ bastante interessante de ser investigada uma vez que espécies deste género
produzem um grande nimero de peptideos e lipopeptideos antimicrobianos com
diferentes estruturas quimicas DIECKMANN et al. (2001).

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens por se destacar na produgdo dos
compostos citados acima ¢ estudada por muitos pesquisadores. WELKER; CAMPBELL
(1967) estudando toxonomicamente cepas destes microrganismos classificou-o como
bastonetes gram-positivos, esporogénicos e que crescem bem em caldos suplementados
em 7% de NaCl. Apresenta perfil bioquimico caracterizado por provocar hidrélise do
amido, fermentar sacarose, glicose e lactose, produzir acetimilcarbinol e reduzir nitrito a
nitrato. Este microrganismo apresenta o perfil bioquimico bastante semelhante ao do
Bacillus subtilis, porém pode ser diferir por apresentar um maior percentual molecular

das bases Guanina + Citosina do seu DNA e por produzir mais a-amilase.



A literatura ¢ recheada com pesquisas que apontam cepas de B.
amyloliquefaciens com atividade antimicrobiana de amplo espectro. Fungos e
oomicetos patdégenos de plantas foram controlados devido a elevada atividade inibitéria
da cepa GA1 de B. amyloliquefaciens. Além disso, reduziu a infec¢do pos-colheita de
macas por Botrytis cinerea, agente causador da doenca do mofo cinzento. Também
apresentou diminuicdo das doengas nas plantulas pela agdo de antibiose direta contra
patogenos oriundos do solo, quando foram utilizadas no tratamento de sementes. Os
dados sugerem que a cepa GA1 apresenta enorme potencial como agente de biocontrole
TOURE et al. (2004); ARGUELLES-ARIAS et al. (2009).

A cepa RC-2 de B. amyloliquefaciens, isolada de folhas de amoreira, foi capaz
de exercer atividade antifingica contra o Colletotrichum dematium causador da
antracnose. Além deste fungo, o filtrado da cultura também inibiu crescimento de outras
bactérias e fungos como: Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestres e
Rosellinia necatrix. Foram isolados do cultivo sete tipos de compostos antimicrobianos
e o lipopeptideo iturina A2 foi identificado YOSHIDA et al. (2001).

Por fim, outro trabalho interessante foi realizado com a cepa B94 de Bacillus
amyloliquefaciens contra Rhizoctonia solani e outros fungos fitopatogénicos. Trés
compostos antifungicos foram isolados da cultura do microrganismo e identificados
como isdmeros da iturina A. As iturinas sdo um grupo de lipopeptideo ciclicos
geralmente produzidos por Bacillus subtilis com grande atividade contra fungos. O
grupo ¢ formado por iturina A-E, bacilomicina D, F e L e mucosubtilina YU et al.

(2002).

2.3 Surfactantes de origem microbiana

Os biossurfactantes sdo compostos ativos que possuem uma estrutura comum:
uma por¢ao lipofilica, usualmente composta por cadeia hidrocarbonica de um ou véarios
acidos graxos, podendo estes ser hidroxilados, ramificados, saturados ou insaturados.
Esta parte lipofilica ¢ ligada a hidrofilica que pode ser um éster, um grupo hidroxi,
fosfato, carboxilato, aminoacido ou carboidrato. Relatos revelam diversos tipos de
biossurfactantes por géneros de bactérias com base em sua composi¢ao quimica, tais
como lipopeptideos, lipopolissacarideos, glicolipideos, oligossacarideos BANAT et al.
(2000). Estas estruturas conferem uma grande variedade de propriedades, incluindo a

capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial de liquidos, a formagdo de



micelas e emulsdes entre duas fases distintas SHAHIDZADEH et al. (2000) ¢ RON;
ROSENBERG (2001).

Surfactantes de origem microbiana tem recebido uma atencdo consideravel
devido ao seu potencial para reparacao de danos ambientais, tais como lavagem de solo,
biorremediagdo, entre outros THAVASI, R.; JAYALASHMI, S; BANAT, IBRAHIM
M. (2010). Os mesmos s3o excelentes agentes de dispersdo, podem influenciar
positivamente varios processos, pois apresentam baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade MULLIGAN (2005), SIVAPATHASEKARAN et al. (2010),
SATPUTE et al. (2010). Apesar de serem potenciais agentes para todas as aplicacdes
supracitadas, o uso de tais bioprodutos ainda ndo acontece na pratica, necessitando mais
estudos para se alcangar uma producdo que gere custo beneficio podendo assim

despertar o interesse e a viabilidade de seu uso.

2.3.1 Tipos de biossurfactantes

Os principais tipos de surfactantes de origem microbiana estdo listados na
Tabela 2.2. Eles sdo classificados de acordo com sua natureza quimica € microrganismo
produtor. Segundo BANAT et al. (2000), a produgdo de biossurfactante ¢
aproximadamente 3 milhdes de toneladas por ano.

Como sao notorias na tabela acima, as maiores classes de biossurfactantes sio:
(1) glicolipideos; (2) lipopolissacarideos; (3) lipopeptideos e lipoproteinas; (4)
fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros; (5) surfactantes poliméricos DESAI;
BANAT, (1997), BUGAY (2012). Os lipopeptideos sdo sintetizados por uma ampla
gama de géneros de microrganismos, incluindo principalmente Pseudomonas e Bacillus
NISTSCHKE; PASTORE (2002). Devido a sua excelente capacidade de interagir com a
membrana celular, os lipopeptideos sdo bastante conhecidos como antimicrobianos,
embora na presenca de compostos hidrofobicos passem a agir como poderosos

surfactantes exibindo uma ampla gama de atividades.



Tabela 2.2: Principais tipos de biossurfactantes e seus receptivos microrganismos

produtores.
TIPOS DE BIOSSURFACTANTES MICRORGANISMOS
PRODUTORES
Glicolipideos
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosas
Soforolipidio Torulopsis bombicola e
T. apicola
Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis e

Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

Peptidio-lipidio Bacillus lincheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serrawetina Serratia marcescens
Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus subtilis

Iturina A Bacillus subtilis
Gamicidina Bacillus Brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios

Acidos graxos Corynebacterium lepus
Lipideos neutros Nocardia erythropolis
Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans
Flavolipidios Flavobacterium MTN1 1

Surfactantes poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispesan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
Manana-lipidio-proteina Candida tropicalis

Fonte: Adaptado de MULLICAN (2001), BODOUR et al.,(2004), NITSCHKE; PASTORE
(2002).




O género Bacillus em particular, sdo os mais conhecidos, pois produzem
lipopeptideos como iturina, fengicina, surfactina, subtilisina e gramicidina COOPER et
al. (1981), NITSCHKE; PASTORE (2002), PERFUMO et al. (2010). Esses surfactantes
de origem microbiana sdo produzidos por Bacillus subtilis através de sintese nao
ribossdmica de peptideos, que segue um mecanismo de linha de montagem, envolvendo
intermedidrios ativos acoplados em regides especificas de enzimas multifuncionais,
produzindo a partir do crescimento microbiano antibidtico e biossurfactantes
normalmente excretados para o meio de cultura ETCHEGARAY et al. (2004),
ETCHEGARAY et al. (2008).

2.3.2 Surfactina

Classificadas como lipopeptideos do tipo macrolideos, acidicos, ciclicos, com
peso molecular de 1050 kDa. As surfactinas contém um f-amino &cido graxo
(geralmente um 4cido B-hidroxidecandico, como o 4cido  3-hidroxi-13-
metiltetradecandico), ligado ao anel lactona através de uma ponte amida no residuo de
Glutamato ¢ de uma ligagdo éster no residuo de D-Leu. A por¢do hidrofébica ¢
composta de uma cadeia carbonica variando de C;3 a Cis e a por¢do hidrofilica ¢
composta de Glu — Leu — Leu — Val — Asp — Leu — Leu, disposto na forma de anel

peptidico tipo lactona LANG (2002), como pode ser visto na Figura 2.1.

L-Leuw ————» B-OH-Cj3.,5 —-—» L-Glu —m44 L-Leu
D-Len 4+—+—— L-Asp +«— L-Val «———— D-Leu
A

l-Asp— D-Leu—L-Leu—O

HC—(CH, )s— CH— (CHz )n— CHj
l-Val | I
CH, CH;

D-Leu—l-Leu—L~-Glu—C=0

Figura 2.1: Representa¢des molecular do lipopeptidio Surfactina A (Adaptado de
DELEU et al. (1999)).
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Conforme visto na Figura 2.1, a Surfactina-A apresenta L-leucina na posi¢ao do
aminoacido envolvida na formagdo do anel lactona com acido graxo de C13-Cl15.
Quando, ao invés de L-Leucina for L-valina ou L-isoleucina, tém-se outras duas novas
surfactinas  classificadas como Surfactina-B e Surfactina-C, respectivamente
CAMEOTRA; MAKKAR (2004).

Este lipopeptideo tem a capacidade de reduzir a tensdo superficial da 4agua a
valores inferiores a 30 mN/m, em baixas concentragdes, por exemplo 0,005% (m/v)
MULLIGAN (2005). Além disso, a surfactina apresenta propriedades tensoativas e
emulsificantes que permite o uso nas mais diversas aplicagdes em diferentes setores
industriais, tendo destaque como auxiliar na biorremedia¢ao de ambientes poluidos.

As atividades bioldgicas da surfactina podem ser explicadas por ela possuir
grupo de carboxila quelante, conformagdo flexivel do anel lactona e também possuir
uma cadeia de 4cidos graxos formadoras de micelas VASS et al. (2001). Este
lipopeptideo geralmente sintetizado por B. subtilis, possui grande valor comercial na
area farmacoldgica, tem sido descrito como metabdlico secundario extracelular
KOSARIC (1993), MIRELES et al. (2001). A seguir estdo apresentados alguns
exemplos vistos na literatura.

Estudos de producdo e atividade antimicrobiana de biossurfactantes produzidos
por B. subtilis C1 revelaram maior eficécia frente a diferentes bactérias Gram-positivas
em relacdo a Gram-negativas VALTER et al. (2002). B. coagulans, Streptococus
mutans, B. subtilis apresentaram maior atividade com halos médios de inibi¢do de 11
mm. Além das bactérias também foram analisadas espécies de leveduras que
apresentaram variacdo na atividade com halos de inibi¢do maiores que 11 mm para
Saccharomyces cerevisae e ndo houve inibi¢do para Candida albicans.

A atividade antimicoplasmatica pela surfactina foi provada por PAULI et al.
(1997). Utilizaram-se um método rapido e simples para a inativagdo completa e
permanente de micoplasma em culturas de células mamarias. Com o tratamento a partir
deste lipopeptideo, houve um aumento na taxa de proliferacdo celular e mudancas na
morfologia das células mamarias as quais tinham sido contaminadas com micoplasma.
Além disso, foi observado que a baixa toxicidade da surfactina para as células mamarias
permitiu a inativagdo especifica de micoplasma sem deteriorizagdo significativa no

efeito do metabolismo celular e na taxa de proliferacao das células mamarias.
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A surfactina inativa efetivamente o herpes virus, retrovirus e outros virus
encapsulados de DNA e RNA VOLLEMBROICH et al. (1997), KRACHT et al. (1999).
Estes lipopeptideos atuam diretamente no envoltorio lipidico viral, podendo inclusive
destruir os capsideos, evitando fases de replicacao viral de adsor¢do e penetracdo na

célula hospedeira BANAT et al. (2000).

2.3.3 Iturina

A descoberta da iturina foi em 1957, devido ao destaque de sua atividade contra
algumas bactérias e forte inibicdo de crescimento de alguns fungos e leveduras
DELCAMBE; DEVIGNAT (1957) e MAGET-DANA; PEYPOUX (1994). A iturina A,
um lipopeptideos muito estudado na literatura, assim como todos os membros deste
grupo contém uma mistura de até oito isomeros de 4acido graxo B-amino (4dcido
iturinico) que pode variar de 13 a 17 4&tomos de carbono dependendo da configuragdo n-
, 1s0- ou anteiso dando origem a iturina A1-AS, sendo que o isdmero predominante ¢ a
iturnia A2, que tem a configuracdo n-C14, conforme a Figura 2.2, BLAND (1996) e
BONMATIN; IAPREVOTE; PEYPOUX (2003).

# R lype
NHE OH 1 (1{1{“”;- n-(’n
0 2 (‘Hl(,iHl{-‘H:' n'ru
J\ s 3 (‘Htcu,(i:u- anteiso-Cys
0
R 'C”-"*ﬁﬂ H%NH CH,
OUNH O 01 0 N Spy, 4 (CH,),CHCH,- is0-Cys
HN 5 [H.(.HJ('H1CH_~ ﬂ'c;\
OH O 0 f (CH,),CHCH,CH,- i50-Cg
HO ﬁ‘{/”j\-' ”M”Hz 7 | CHyCH:CH,CH,CH. -Cye
= 0 5 5 8 CHyCH,;CHCH,CH,- anteiso-Cyy
|
o= CH,
NH,

Figura 2.2: Estrutura quimica e isdmera da ituria A (MORAN et al., (2009)).

A iturina A, com sua estrutura primaria, apresenta como caracteristica seu
carater anfifilico, uma vez que a parte polar ¢ formada pelo peptideo ciclico e a parte
hidrofébica pela cadeia alquilica do B-amino acido graxo MAGET-DANA; PEYPOUX

(1994). Ela desorganiza a membrana plasmatica pela formagao de pequenas vesiculas e
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pela agregagdo de particulas intramembrana e degradacdo dos fosfolipidios, liberando
eletrolitos e produtos de alto peso molecular. Além disso, aumenta a condutincia
elétrica da membrana, fato este que incentivou o estudo da capacidade de formacao de
poros membranares pelos lipopeptideos CAMEOTRA; MAKKAR (2004).

A eficacia da iturina A contra varios fungos fitopatdégenos e leveduras ¢
semelhante ao de pesticidas quimicos disponiveis MOYANE et al. (2001), YU et al.
(2002) e LIN et al. (2007). Este biocomposto também possui propriedades
antibacterianas contra a bactéria fitopatogena Xanthomonas campestris pv. campestris
ETCHEGARAY et al. (2008).

Propriedades surfactantes e hemoliticas também estdo presentes na
aplicabilidade da iturina. Potencial pesticida, pois apresenta alta biodegradabilidade,
baixa toxidade e baixo efeito alergénico em seres humanos e animais PHAE et al.
(1992) e LIN et al. (2007).

A surfactina pode atuar sinergicamente com a iturina A aumentando a absor¢ao
e estabilidade deste antifingico na membrana citoplasmatica do microrganismo alvo
RAZAFINDRALAMBO et al. (1993). O sinergismo desta mistura permite incrementar
a atividade hemolitica e antifingica em até 40% THIMON et al. (1992),
RAZAFINDRALAMBO et al. (1993).

2.3.4 Funcoes e propriedades dos biossurfactantes

Surfactantes sintetizados por microrganismos podem ser excretados para o meio
ambiente, ou podem estar presentes na parede celular do produtor. Véarios autores
consideram que a célula possuidora da capacidade emulsificante ¢ por si s6 um
biossurfactate, mas apenas os biossurfantes extracelulares tem o poder de reduzir a
tensdo superficial de uma fase aquosa.

A funcdo e producdo destes compostos estdo intimamente relacionadas com a
assimilacdo de hidrocarboneto pelos microrganismos. Entretanto a sintese destes
compostos ndo ¢ somente dependente da atividade do microrganismo e também do
processo e condi¢des de producdo. Embora fungdo fisioldgica exata desta classe de
produtos nao tenha sido completamente elucidada, algumas delas foram relatadas
abaixo LIN (1996), SINGH; CAMEOTRA (2004), VAN HAMME;, SINGH; WARD
(2006):
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e Atividade antibidtica: demonstrada por varios biossurfactantes, com destaque
para classe dos lipopeptideos e glicopeptideos. Um grande exemplo de destaque
desta seria a surfactina de B. subtilis. Através das excretas destes
biossurfactantes no meio de cultura, os microrganismos adquirem maior chance
de sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes NITSCHKE et
al. (2004);

o Emulsificagao e solubilizacdo de hidrocarbonetos: as micelas de biossurfactantes
sdo formadas abaixo da concentracdo micelar critica. Elas permitem que os
substratos hidrofobicos se aproximem das células microbianas, propiciando uma
interagdo mais rdpida com a membrana celular, resultando na entrega direta do
substrato VAN HAMME; SINGH; WARD (2006);

e Transporte de Hidrocarbonetos: funcdo atribuida aos biossurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis NITSCHKE; PASTORE (2002). Esta
funcdo foi descoberta quando o microrganismo crescia em alcanos e ocorria um
aumento significativo da porcao lipidica do polissacarideo de membrana. Isto
era um indicativo que o complexo polissacarideo-acido-graxo presente na
superficie celular seria responsavel pelo transporte celular.

e Promover a formagdo, manuten¢ao ¢ a maturagao do biofilme: pesquisadores
como DAVEY et al. (2003) apud VAN HAMME; SINGH; WARD (2006)
mostraram que células de P. aeruginosa mutantes no gene rhlA, desprovidas da
capacidade de producdo de ramnolipidios, geram um biofilme anormal,
formando um entrelagamento denso de células.

e Aderéncia e liberacdo da célula a superficie: os microrganismos podem utilizar
surfactantes ligados a parede para regular as propriedades da superficie celular.
Buscam aderir ou se desligar de um determinado local de acordo com sua
necessidade para encontrar novos habitats com maior disponibilidade de

nutriente RON; ROSENBERG (2001).

As vérias caracteristicas apresentadas pelos biossurfactantes, em especial as
vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos, tem despertado o interesse pela busca
de seu uso. Diante da diversidade de composicao quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sao comuns a maioria deles, tais como BOGNOLO (1999), NITSCHKE;
PASTORE (2002):
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Tolerancia a temperatura, pH e forca ionica: alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica, porém pode ser utilizado em condigdes drasticas
para esses parametros. A cepa JF-2 Bacillus lincheniformis libera um
lipopeptideo, estavel a temperatura de 75 °C por até 140 horas e pH entre 5,0 e
12,0 HOROWITZ et al. (1990). Outro diferencial ¢ o poder de suportar
concentragdes de 10% de NaCl, enquanto surfactantes sintéticos concentracdes
salinas de 2 a 3% ¢ capaz de inativa-los NITSCHKE; PASTORE (2006).

Atividade superficial e interfacial: estes compostos tem a capacidade de diminuir
a tensdo superficial da 4gua de 72 mN/m para valores em torno de 30 mN/m ou
até mais baixo e a tensdo superficial entre a 4gua e n-hexadecano, por exemplo,
de 40 mN/m para 1 mN/m DESAIL, BANAT (1997), SOBERON-CHAVEZ;
MAIER (2011). A atividade do biotensoativo depende da sua concentracdo em
solugdo até que a concentracdo micelar critica (CMC) seja obtida. Em
concentracdo acima da CMC, as moléculas de biossurfactantes associam para
formar micelas, bicamadas (lamelas) e vesiculas PIROLLO (2006). A Figura 2.3
mostra um esquema da relagdo entre concentracdo do biossurfactante, tensdo

superficial e formagao de micelas.

MONGOMEROS DO
BIOSSURFACTANTE ...‘1 f\’. .Jll 'IN’
L)) e =)
‘ o/ 0 o5 e
°® ¢°

TENSAO SUPERFICIAL

CMC  cConcentragio de Biossurfactante

Figura 2.3: : Relagdo entre a concentragdo de biossurfactante, tensdo superficial e

formacao de micelas (WHANG et al. (2008)).

Biodegradabilidade: os biossurfactantes sao facilmente degradaveis na agua e
no solo, diferentemente dos surfactantes quimicos. Tais fatos os tornam
adequados para aplicagdes como biorremediagdo e tratamento de residuos

MULLICAN (2004).
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e Baixa toxidade: devido a crescente preocupagao da populacdo com os efeitos
prejudiciais de produtos artificiais, os surfactantes tém recebido uma grande
atengdo CAMEOTRA; MAKKAR (2004), além disso, sua baixa toxidade
permite sua utilizagdo em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos

FLASZ et al. (1998) SINGH; CAMEOTRA (2004).

2.3.5 Metodologias para caracterizaciao e quantificacao de biossurfactantes

A caracterizagdo de surfactantes produzidos por microrganismos pode ser feita
por diversas técnicas. Dentre elas podem ser citadas cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), espectroscopia de massa (EM), espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infravermelho (IV). Também possuem
outras técnicas que determinam as estruturas dos biossurfactantes em tempos curtos e
utilizam pouca amostra, sdo elas: lonizagao/Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz com
tempo de Voo (MALDI-TOF) e espectroscopias melhoradas com Bombardeamento de
Atomos Rapidos (FAB-MS) BODOUR et al. (2004); FELIX (2012).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em inglés, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), apresenta capacidade de separar
espécies quimicas em misturas complexas. Devido esta grande vantagem, esta técnica
analitica de separagdo ¢ muito utilizada em induastrias quimicas, farmacéuticas,
laboratorios de andlises quimica e forense, além de vérios outros ramos da ciéncia e
pesquisa. A CLAE utiliza colunas fechadas composta de particulas muito finas que
proporcionam separagdes muito eficientes, € essencial para fins qualitativos e
quantitativos HARRIS (2005).

Outra técnica utilizada ¢ espectroscopia FTIR, uma varia¢do da espectroscopia
IR. Seu principio de funcionamento ¢ utilizacdo de um faixe infravermelho que
atravessa a amostra e detecta grupos funcionais expressos em vibragcdes moleculares.
Estes grupos refletem caracteristicas quimicas e bioquimicas da substancia analisada. A
FTIR apresenta vantagens como maior rapidez, alta reprodutibilidade e alta razdo
sinal/ruido. Desta forma, constitui-se uma analise nao destrutiva ZENG et al. (2007),
SKORNYAKOV et al. (2008).

A Espectrometria de Massa (EM), em inglés Mass Spectrometry (MS), tem
grande destaque por ser uma técnica micro analitica utilizada para receber informagdes

do peso molecular e de caracteristicas estruturais das amostras avaliadas. Na pratica a
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detec¢do por EM pode ser realizada em dois modos distintos: varrimento total, onde sao
monitorados todos os ions fragmentados formados e o modo de ions pré-selecionados.
Este ultimo pode ser reconhecido por Selected Ion Recording (SIR) ou Selected Ion
Monitoring (SIM), nele apenas sao monitorados os ions previamente considerados para
a caracterizagilo BORGES (2007). Ela ¢ considerada uma das mais importantes
ferramentas analiticas disponiveis para o meio cientifico. E capaz de fornecer diversas
informagdes sobre a composicdo elementar das amostras, estrutura molecular, a
composi¢ao qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura € composi¢ao
de superficies solidas, dentre outras (Espectrometria de Massas, 2013).

Na literatura podem-se encontrar varios trabalhos que utilizaram essas técnicas.
OLIVEIRA et al. (2013) caracterizou um biossurfactante produzido por cepas de
Bacillus utilizando técnicas de CLAE e FTIR. FELIX (2012) em estudo de
caracterizacdo do biossurfactante produzido pelo Bacillus subtilis utilizou técnicas de
FTIR, EM e Espectroscopia de Massas de Alta Resolugao (EMAR), para elucidagao do
biotensoativo produzido. PEREIRA et al. (2013) em estudo de otimizagdo de producao
destes bioprodutos utilizaram técnicas de FTIR, EM e RMN para caracterizacdo do

biossurfactante de interesse.

2.3.6 Exemplos de aplica¢des dos biossurfactantes

Conforme visto anteriormente, estes compostos apresentam agao especifica, por
1sso sdo preferencialmente indicados para uso em aplicagdes mais particulares ou nobres
SINGH; VAN HAMME; WARD (2007). Diante disso, amplia-se a possibilidade de uso
dos compostos tensoativos microbianos, destacando-se as 4areas agricola, médica,
industria farmacéutica e té€xtil BERTRAND et al. (1994). A Tabela 2.3 apresenta de
forma resumida algumas aplicacdes de biossurfactantes reportados da literatura.

MIRELEIS et al. (2001) estudando o uso da surfactina em cateteres,
conseguiram resultados importantes contra infec¢cdes causadas por espécie de
Salmonella. Estes pesquisadores fizeram um pré-revestimento do cateter com solucao
de surfactina antes da inoculacdo com meio, e verificaram que esta foi tdo eficiente
quanto adicionar surfactina no meio de crescimento. Este biossurfactante tem acdo de

reduzir o biofilme formado por estes patdogenos em cateteres uretrais de vinil.
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Tabela 2.3: Possiveis aplicagdes em diversos setores industriais.

Funcao do Biossurfactante

Campo de Aplicacio

Recupelagdo de oleo residual,
recuperagdo da viscosidade de 6leos

Bactericida, antifungico e antiviral

Limpeza

Solubilizagao

Emulsificante

Detergentes e formadores de espuma

Agente umectante
Lubrificante

Agentes permeabilizadores
Estabilizante

Agente dispersante

Sequestrante de metais

Petrolifera

Farmacéutica, agricola

Alimenticia, petrolifera,
cosmética e quimica em geral

Alimenticia, comética,
farmacéutica, papel, textil

Alimenticia, cosmética, téxtil,
curtumes, petrolifera, plasticos

Curtumes, produtos agricolas,
industria quimica e metalurgica

Téxtil, metalirgica e cosmética
Téxtil e metalirgica
Farmacéutica, téxtil e quimica
Téxtil

Papel e petrolifera

Biorremediacao e tratamento de
Residuo

Removedor de cera de furtas e vegetais Alimenticia

Ligac¢do do asfalto a areia e cascalho Construgao civil

Fonte: SINGH et al.,( 2007), NITSCHKE; PASTORE, (2002), KOSARIC et al.,
(1987).

Acidentes com derramamento de produtos de derivados do petroleo se tornaram
numerosos € 1sso causa problemas ecoldgicos e sociais. Devido a agdo dos
biossurfactantes aumentarem a interacio superficial Agua/Oleo, aceleram a degradacio
de varios 6leos por microrganismos e promovem a biorremediacdo de agua e solos

BANAT, (1995) e MULLICAN, (2004). Estes compostos podem ser usados
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diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofobicos
no solo.

Um processo alternativo € o seu uso na limpeza de reservatorios de oleos.
Residuos e fragdes de oOleos pesados sedimentam no fundo de reservatorios de
estocagem sdo altamente viscosos e podem tornar-se depdsito de sélidos que ndo
conseguem ser removidos pelo bombeamento convencional. O uso de surfactantes de
origem microbiana promove a diminui¢do na viscosidade e a formacao da emulsao dleo
/agua, facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperacdo do o6leo cru apos a
quebra da emulsdao BANAT et al. (1991); MULLIGAN (2004).

Na industria de alimentos a emulsificagdo tem um papel importante na formagao
da consisténcia e textura, bem como na dispersao de fase na solubilizacio de
aromatizantes BANAT et al. ( 2000). Os agentes tenso-ativos encontram aplicacdo em
panificagdo e produtos derivados de carne, influenciando as caracteristicas reoldgicas da

farinha e emulsificagdo de gorduras VATER, (1986); NITSCHKE; PASTORE, (2002).

Devido sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes tém aplicacdo em
produtos de higiene e cosméticos NITSCHKE; PASTORE (2002), destacando-se
também no setor farmacéutico. Um produto comercial que continha 1 mol de
soforolipidios e 12 moles de propilenoglicol, apresentou oOtima compatibilidade
dérmica, sendo utilizado em cremes faciais YAMANE (1987), NITSCHKE; PASTORE
(2002).

Os surfactantes microbianos podem ser usados na agricultura em formulagdes de
herbicidas e pesticidas. Estes produtos por possuem compostos ativos hidrofébicos em
suas formulagdes sdo necessarios o uso de agentes emulsificantes para dispersa-los

em solucdes aquosas LIN (1996). Surfactantes de Bacillus foram utilizados para
emulsificar formulagdes de pesticidas organofosforados imisciveis PATEL;
GOPINATHAN (1986) e NITSCHKE; PASTORE (2002).

Portanto, conforme pode ser visto nesta gama de aplicabilidades, espera-se que
em poucos anos o mercado dos biossurfactante detenha 10% do mercado dos
surfactantes sintéticos. Também ¢é esperado que a venda do bioproduto chega no

montante de 200 milhdes de dolares HESTER, (2001) e MULLICAN (2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Microrganismo

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado uma linhagem do Bacillus
amyloliquefaciens. Este microrganismo registrado pelo National Germplasm Repository
foi fornecido pelo Laboratorio de Biocontrole Farroupilha — Lallemand, localizado na
cidade de Patos de Minas — MG.

A identificagdo do microrganismo conforme a Figura 3.1 foi feita através de um
marcador molecular RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-PCR). A cepa
foi identificada como IT45 CNCM I-38000. A Figura 3.2 mostra identifica¢do do 1T45

realizada por microscopio de varredura.

Figura 3.1: Impressdo digital RAPD-PCR da cepa IT45.
(Fonte: Laboratério de Biocontrole Farroupilha - Lallemand)

Figura 3.2: Identificagcdo da cepa por microscopio de varredura.
(Fonte: Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - Lallemand)
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3.2  Preservaciao em solo estéril

Muitas bactérias podem ser preservadas por anos em solo estéril. A grande
vantagem deste método ¢ minimizar a probabilidade de variabilidade genética ja4 que
ndo ha crescimento significativo durante o periodo de armazenamento. E importante
ressaltar que o solo ¢ uma comunidade biologica extremamente diversificada e sua
esterilizacdo demanda cuidados especiais.

A metodologia consiste em pegar o solo, peneira-lo em peneira de malha 2 mm,
dispensar 8 gramas solo peneirado em frascos de vidros que suportam altas
temperaturas. Esterilizar os frascos por uma hora a 170 °C, repetir este passo no
segundo e terceiro dia com intervalos de 24 horas, a fim de garantir a esterilizagao.
Preparar a suspensdo bacteriana de interesse, transferir de 1,5 a 2,0 mL da suspensdo em
cada frasco contendo solo, resultando 15 a 20% de umidade, ter o cuidado de ndo
encharcar o mesmo. Homogeneizar o conteido do frasco com auxilio de um palito de
madeira estéril. Retirar uma amostra do frasco e repicar pelo método de estrias, para
observar se existe contaminacdo e incubar a 28-30°C. Apds 24 horas fazer um novo

teste para avaliar a contaminagdo e armazenar em freezer.

PRESepuRCRY

Figura 3.3: Material preservado.

3.3 Meios de cultivo

3.3.1 Maeio de reativacao
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Para reativacao do IT45, introduziu o solo preservado contendo o microrganismo
em placas ja preparadas anteriormente com meio de cultura LBC, meio adaptado a partir
do TSA (trypticase soy agar) pelo Laboratério de Biocontrole Farroupilha. Este
procedimento foi desenvolvido em Camaras de Fluxo previamente esterilizadas com
alcool 70% e luz germicida

A placa contendo o microrganismo foi levada para uma estufa a 28°C por 20
horas, tempo necessario para crescimento e formagao das células vegetativas. Apos este
periodo o IT45 era utilizado para inoculo.

Para reativa¢do dos fungos usados no ensaio de Atividade Antimicrobiana da

secdo 4.4, foi utilizado o meio de cultura BDA — Batata Dextrose Agar.

3.3.2 Meio para crescimento de Bacillus

Esta etapa teve o objetivo de definir o meio a ser otimizado. Foram testados dois
meios de culturas o BR0O8 e o FRO8. O primeiro, composto de sacarose, extrato de
levedura, fosfato de potassio entre outros reagentes e o segundo, meio selecionado para
otimizagdo, esta descrito na Tabela 3.1.

Primeiramente foi preparado o inoculo, seu procedimento consiste em espalhar
uma por¢des de solo contendo o microrganismo preservado em 6 placa de petri
(diametro 9 cm). Apos esta etapa as placas foram levadas para estufa a 29 + 1°C por 24
horas. Depois de incubadas, as placas foram “lavadas” e uma suspensdo bacteriana com
concentragio de 2.8 x 10° CFU.mL", foi formada. Inoculou-se 1 mL desta solucio
bacteriana concentrada em 500 mL de meio de cultura previamente esterilizados.
Posteriormente estes erlenmeyers de 1L foram levados para um shaker a temperatura de

30 + 1°C e agitacdo de 180 rpm por 48 horas.

Tabela 3.1: Composicao do meio de cultura para crescimento de Bacillus sp.

Reagentes Meio FR0S8 Concentracao (g.L'l)
Xarope de Glicose 30,00
Extrato de Levedura 20,00
Cloreto de Calcio 8,00

Sulfato de Cobre 0,004
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3.3.3 Definicdo das faixas de estudo para desenvolvimento do Planejamento

Composto Central

Na Tabela 3.2 estdo as concentragdes dos reagentes com o objetivo de definir
faixas de concentragdes para o desenvolvimento do Planejamento Composto Central.
Inicialmente todos os meio de cultura tiveram seus pH corrigidos para 6,80 e
esterilizados por 25 minutos a 121°C em autoclave. A concentragdo da suspensao
bacteriana foi 4,00 x 10® CFU.mL'l, na qual 2 mL desta foi inoculada em 500 mL de
meio de cultivo anteriormente preparado. As condigdes de trabalho do shaker foram

temperatura de 30 °C e agitacdo de 180 rpm.

Tabela 3.2: Avaliag@o das concentragdes de xarope de glicose, de extrato de
levedura e de cloreto de célcio para a defini¢do das faixas do Planejamento
Composto Central.

Xarope de Extrato de Cloreto de

Tratamentos glicose levedura calcio

(gL gL gL
Tr 1 30 20 8
Tr2 5 20 8
Tr3 30 10 8
Tr 4 5 10 8
Tr5 10 10 2

3.4  Sistema experimental utilizado

3.4.1 Ativacido do microrganismo

A ativagdo foi realizada através do repique da cultura, anteriormente preservada
e acondicionada em freezer, em placas de Petri contendo meio LBC. O procedimento
consiste em espalhar uma por¢do do solo contendo o microrganismo em placa de Petri
de diametro 9 cm, para que o crescimento seja homogéneo por toda regido. Apos esta

etapa as placas foram levadas para estufa a 29 + 1°C por 20 horas.



23

3.4.2 Fermenta¢io em mesa agitadora

Primeiramente foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar a influéncia do
recipiente e quantidade de meio de cultura, no crescimento de biomassa celular e a¢tcar
residual, visando uma maior disponibilidade de oxigénio para os microrganismos. Os
tratamentos foram realizados em 2 recipientes diferentes, erlenmeyers de 2L e em
garrafoes de SL. Para aumentar a coluna de oxigé€nio no interior dos frascos foi decido
usar 10% do seu volume util de cada recipiente, entdo nos erlenmeyers de 2L utilizou-se
200 mL e nos garrafoes de SL utilizou-se 500 mL de meio de cultura, a Tabela 3.3
ilustra as condi¢des testadas neste ensaio.

Todos os tratamentos foram feitos em duplicatas e os meio de cultura tiveram
seus pH corrigidos para 6,80 e esterilizados por 25 minutos a 121°C em autoclave.
Depois de inoculado a concentragdo inicial de células foi de 4,8 x 10° CFU.mL", em
cada recipiente. As condi¢des de trabalho do shaker foram temperatura de 30°C e

agitacdao de 200 rpm.

Tabela 3.3: Avaliagdo de tratamentos para estudo de recipiente fermentativo.

Tratamentos Recipiente Acesso de O :
Trl Garrafao (5L) Facilitado*
Tr2 Garrafao (5L) Restrito**
Tr3 Erlenmeyer (2L) Restrito
Tr4 Erlenmeyer (2L) Facilitado

Facilitado*: quando ndo lacrou o recipiente com papel filme.
Restrito**: quando lacrou o recipiente com papel filme.

Depois de definidas as faixas de concentragdo do xarope de glicose, extrato de
levedura e cloreto de calcio e também o recipiente fermentativo, foi desenvolvido o
Planejamento Composto Central mostrado na Tabela 3.4. Este planejamento foi
proposto em 3 niveis com 3 repeticoes no ponto central e 3 varidveis (extrato de
levedura marca Biorigin, xarope de glicose da marca Glucodry e cloreto de célcio),
foram estudadas. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata, totalizando 34
tratamentos. O o utilizado foi de rotabilidade e o seu valor absoluto foi 1,682. Os
valores reais e codificados das variaveis foram determinados apos os resultados obtidos
em testes preliminares. Os valores de xarope de glicose — Glucodry (X1) estavam em

g.L'I: 3,18 (-a), 10,00 (-1), 20,00 (0), 30,00 (+1), 36,82 (+a); os valores de extrato de
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levedura — Biorigin (X2) utilizados em g.L™' foram 6,60 (- o), 10,00 (-1), 15,00 (0),
20,00 (+1), 23,40 (+a) e cloreto de célcio (X3) em g.L'l 0,0 (-a), 2,0 (-1), 5,0 (0), 8,0
(+1), 10 (+a).

Tabela 3.4: Concentragdes dos reagentes proposta pelo Planejamento Composto

Central.

Tratamentos X1 (g/L) X2 (g/L) X3 (g/L)
1 10,00 10,00 2,00
2 10,00 10,00 8,00
3 10,00 20,00 2,00
4 10,00 20,00 8,00
5 30,00 10,00 2,00
6 30,00 10,00 8,00
7 30,00 20,00 2,00
8 30,00 20,00 8,00
9 3,18 15,00 5,00
10 36,82 15,00 5,00
11 20,00 6,60 5,00
12 20,00 23,40 5,00
13 20,00 15,00 0,00
14 20,00 15,00 10,00
15 20,00 15,00 5,00
16 20,00 15,00 5,00
17 20,00 15,00 5,00

As fermentacdes foram realizadas em mesa agitadora industrial com 36
reparticoes confeccionada exclusivamente para garrafdoes de capacidade de 5 litros,
conforme a Figura 3.4. Para a realizagdo dos ensaios, 500 mL de meio de cultivo foram
distribuidos nos garrafdes. Ajustou-se o pH do meio de cultivo a ser fermentado para
6,80 e esterilizou-se a 121,5°C por 25 minutos.

Testes preliminares foram realizados para verificar a eficacia da esterilizacdo,
obtendo-se resultados positivos para crescimento, entdo a citada condicdo de
esterilizacdo foi adotada. Adicionou-se aos meios de cultivo 1 mL de suspensdo
bacteriana referente a fase de ativa¢do, contendo concentragdo igual a 1,5 x 108
CFU.mL". Depois de preparado, os garrafes com concentracio inicial de 3,0 x 10°
CFU. mL™ foram incubados por 48 horas em uma sala com temperatura mantida a 30°C

e 200 rpm.
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Figura 3.4: Mesa agitadora industrial.

3.4.3 Fermentacao em biorreator

Os cultivos realizados em biorreatores iniciam-se com o preparo do inoculo.
Apos a etapa de reativacdo, lavou-se a placa contendo o microrganismo com 5 mL de
agua estéril, obtendo-se uma suspensdo bacteriana. Esta suspensdo foi introduzida em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura anteriormente autoclavados
a 121,5°C por 25 minutos. Os frascos foram mantidos em um agitador shaker com
movimento orbital (Ethik, modelo 190-2) a uma agitacdo de 180 rpm e temperatura
igual a 30 +1°C, por 20 horas.

O preparo do Fermentador se deu com a completa lavagem do seu vazo, filtros
de ar e agua. Posteriormente foi feito a esterilizagdo do biorreator somente com agua
para limpeza das correntes do processo e eliminagdo de possiveis residuos de
microrganismos provenientes de outras fermentacdes. Essa esterilizagdo inicial ocorreu
a 121.5°C por 15 minutos, depois a dgua de seu interior foi descartada e 24 litros do
meio de cultura com pH 7,5 £ 0,2 foi introduzido no biorreator para ser esterilizado. O
processo de esterilizagdo se repete, porém com tempo de esterilizagdo do meio de
cultivo de 25 minutos. E importante salientar que durante a esterilizagdo o pH reduz,
chegando a dar uma diferenca de até 1,2 do seu valor inicial, portanto o pH inicial da
fermentagao foi de 6,5 £ 0,2.

Apds a etapa de preparacdo do inoculo e esterilizagdo, 100 mL do caldo
fermentado, rico em células vegetativas, foi inoculado no biorreator (Mobile Pilot Plant
Fermentor, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) de capacidade 40 litros,
fabricado em 1988. A concentracao do inoculo variou de 5,0 x 10" 24,0 x 10 CFU/mL
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e as condigdes de processo foram temperatura igual 30 = 0,1 °C, agitagdo de 250 rpm e
aerag¢do variando na faixa de 0,5 a 1,5 vvm. Para o controle da espuma usou-se anti-
espumante siliconado da marca Silaex. A Figura 3.5 mostra a planta piloto descrita
anteriormente ¢ a Tabela 3.5 mostra as concentragdes do inoculo e dos reagentes

testados de cada tratamento.

Tabela 3.5: Concentragdes do meio de cultura e inoculo para fermentacao em biorreator.

Tratamentos Inoculo Xarope de Extrato de Cloreto de
(CFU.mL™) glicose (g.L'l) levedura (g.L'l) calcio (g.L'l)
Fermentacao 1 1,5x 10° 3,5 15 2
Fermentacio 2 a 50x 10’ 20 15 2
Fermentaciio 2 b 4,4x 10° 20 15 2
Fermentacao 3 1,2x 10 25 15 2
Fermentacio 4 a 1,62 x 10° 30 20 8
Fermentacio 4 b 2,9x 10° 30 20 8

Figura 3.5: Planta Piloto utilizada.
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3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Viabilidade celular

Procedimento também conhecido como contagem em placa, utilizado para
estimar o nimero de coldnia de células vidveis, isto €, capazes de se reproduzir em uma
amostra. A metodologia, fornecida pelo Laboratorio de Biocontrole Farroupilha —
Lallemand envolve a coleta de aliquotas de uma cultura microbiana em diferentes
tempos de crescimento, as quais sdo transferidas para o meio LBC soélido, de
composicdo especificada anteriormente. Apos a incubacdo a 28°C por 18 horas, tempo
ideal de crescimento do IT45, o nimero de coldnias é contado fornecendo o resultado
em unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC.mL™"). Como uma colénia
normalmente ¢ originada a partir de um organismo, o total de colonias que se
desenvolvem no meio corresponde ao numero de células viaveis presentes na aliquota
analisada. Esta técnica deve ser realizada empregando-se varias diluicdes (10" a 10"
células) das amostras. A contagem de células viaveis pode ser feita pela semeadura em
superficie ou em profundidade ("pour plate"). Neste trabalho foi realizado semeadura
em superficie, pelo fato do microrganismo ser aerdbio. Uma curva de calibragdo foi
criada para acompanhamento do crescimento celular em tempos intermediarios, ela se
encontra no Anexo.

Diante da realidade deste trabalho, para alguns ensaios houve a necessidade de
quantifica¢do apenas de esporos viaveis, para isto, € feito um procedimento térmico com
o caldo fermentado, a fim de inativar as células vegetativas. O procedimento consiste
em diluir 1 mL da amostra em 9 mL de dgua destilada estéril, depois ¢ feito o
aquecimento a 80°C por 12 minutos em um Banho Maria. Depois deste periodo faz-se o

procedimento descrito acima, porém agora sao quantificados apenas esporos viaveis.

3.5.2 Determinacio de glicose, maltose e acucar residual

A determinagdo da glicose e maltose foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Amostras foram retiradas de tempos em tempos, € 0 consumo
foi quantificado através de uma curva de calibragdo de um padrao de Glicose e Maltose

comprado da empresa Sigma-Aldrich. O processo cromatografico consiste na particao
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dos componentes de uma mistura entre a fase movel e a fase estacionaria. A amostra foi
diluida, filtrada e injetada no sistema cromatografico, marca Shimadzu, modelo LC-20*
Prominence, coluna SUPELCOGEL, na qual os componentes sdao separados e
detectados por refragdo de luz. A solucdo de arraste utilizada foi dgua deionizada, o
fluxo de bomba 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80°C e volume de injeg¢do de 20
microlitros.

Devido a fonte de carbono ser complexa (xarope de glicose ¢ constituido de
glicose, maltose, maltotriose e polissacarideos totais), também foi realizado a analise de
acucares residuais totais. O aglcar residual total foi fornecido percentualmente
baseando no somatodrio das areas dos picos cromatograficos que reduziam ao longo da

fermentagdo pela Equacao 3.2:

AR(%) = 1 — 222 4100 (3.2)

Y, Pio

Sendo:

AR(%) = Percentual de acucar residual total;
1 P i =Somatorio das areas dos picos referente ao ponto final da fermentagao;

1 Pi0 = Somatorio das areas dos picos referente ao ponto inicial da fermentagao.
3.5.3 Tensao superficial

Para andlise da tensdo superficial, utilizou-se 10 mL da amostra da solucdo
aquosa livre de células do caldo fermentativo. O método utilizado foi o descrito por Du
Noiiy (1925), com o tensidmetro modelo K6 (Kriiss GmbH, Humburgo, Alemanha), a
temperatura ambiente. A calibragdo foi executada com dalcool etilico, realizando
posteriormente uma divisdo do valor padrdo pelo valor real. Este fator de corre¢do foi

multiplicado com o valor da tensdo obtida da amostra.
3.5.4 Biossurfactantes totais

A concentragdo de biossurfatante foi calculada usando caldo fermentado livre de

células pelo método gravimétrico descrito por ZHI et al., (2017). Primeiramente 20 mL
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do caldo fermentado foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O pH destas
amostra livre de células foi ajustado para 2,0 utilizando HCI na concentragdo de 6 M.

Esta solugdo resultante foi mantida “overnight” na geladeira por 15 horas para completa
precipitacao e depois centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos. O biossurfactante total
foi calculado depois de remover o sobrenadante e secar o decantado em estufa a 40°C
até a massa permanecer constante. A concentragio (g.L™) foi calculada subtraindo a
massas do tubo de Falcon depois da secagem, com massa do tudo de Falcon inicial e

dividido por 20 mL, volume da amostra coletada inicialmente.

3.5.5 Atividade antimicrobiana

A atividade do antagonismo contra fungos foi determinada pelo método de
difusdo em meio so6lido. Em placa de Petri de 90 mm de didmetro com trés reparti¢cdes
foram adicionados 20 mL de meio de cultura BDA para o crescimento do
microrganismo teste. Depois da placa vertida, discos contendo o fungo patogénico
foram introduzidos em uma das extremidades e as placas foram incubadas em Camara
Incubadora BOD a 25°C por 48 horas. Depois deste periodo, em uma das repartigoes da
placa, discos de papel de porosidade definida e previamente autoclavados foram
saturados com 20 pL do caldo fermentado livre de células de concentragdo 2,5 x 10°
CFU.mL™. A outra reparti¢io da placa, o disco de papel também foi saturado com 20
uL com o produto de extragio de concentragdo 5,5 g.L™', visto no item 3.5.4. As placas
foram levadas novamente a camara incubadora a 25°C por 96 horas. A atividade foi
expressa como o didmetro do halo de inibi¢do em torno do disco, expresso em

milimetros (mm).
3.6  Caracterizacio e quantificacido da Surfactina
3.6.1 Precipitacio e extracio

Para a extragdo do biossurfactante, centrifugou-se o caldo fermentado por 20
minutos a uma rotagdo de 10.000 rpm para separacdo da biomassa. Antes da remogao
das células ajustou-se o pH do caldo fermentado para 7,0 com o objetivo de evitar
possiveis perdas do bioproduto juntamente com as células microbianas na

centrifugacdo, uma vez que o surfactante precipita em pH 4cido. Para a extragdo e
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posteriormente quantificagdo do biossurfactante produzido, ajustou-se o pH de 20 mL
do sobrenadante livre de células para 2,0 com HCI 3M. O meio acidificado foi deixado
em repouso por 15 horas na geladeira a 4°C para formagao do precipitado. Apos esse
periodo, centrifugou-se as amostras por 20 minutos a 10.000 rpm para recuperagdo do
biossurfactante. Suspendeu-se o precipitado rico no bioproduto em 8,0 mL de agua
deionizada e ajustou-se o pH para 8,0 + 0.2, por ser a melhor condi¢do encontrada para
completa diluicdo do precipitado. Posteriormente adicionou-se o mesmo volume de
cloreto de metileno para realizar a extragao liquido-liquido. Agitou-se a solugdo por 5
minutos, deixou-se em repouso por 2 horas para separacdo do produto recolhendo em
seguida em um Becker de 100 mL. Este procedimento foi repetido mais 2 vezes para
melhor recuperacdo do produto. O solvente foi evaporado em capela quimica e o
bioproduto foi posteriormente suspendido em 20 mL de metanol para quantificagdo em

CLAE.
3.6.2 Analise cromatografica para Surfactina

Determinou-se a concentracdo de Surfactina por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com sistema cromatografico marca Shimadzu, modelo LC-20*
Prominence, acoplado com detector UV e equipado com coluna de fase reversa
Symmetry C18 (150 x 4.6 mm, Spm, Waters, Irlanda). Utilizou-se faze movel composta
por 20% de solucao de acido trifluoracético (3,8 mM) e 80% de acetonitrila na vazao de
1,0 mL.min™ a 30 °C. O volume de inje¢do foi de 20 pL e o tempo de analise de 20
minutos conforme descrito por WEIL; CHU (1998). A Surfactina foi identificada usando

detector UV, com comprimento de onda de 205 nm.

3.6.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformadas de Fourier (FTIR) do

biossurfactante produzido pelo Bacillus amyloliquefaciens 1'T45

Com objetivo de caracterizacao, os espectros vibracionais na regido do vermelho
foram obtidos a partir de amostras do caldo fermentado bruto livre de células e também
com o produto depois da precipitacdo 4cida, utilizando a técnica FT-IR Spectrometer
modelo Spectrum TWO marca PerkinElmer. Foi usado o padrdo de Surfactina

comprado da empresa Sigma Aldrich com 98% de pureza, como referéncia.
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A andlise de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho do
surfactante produzido pelo B. amyloliquefaciens 1T45 foi realizada em um equipamento
PerkinElmer — Spectrum TWO, Acumulacdo: 100 scans; Resolugdo: 2 cm'l; Janela

espectral: 600 a 4000 cm™'; Detector: TGS (triglycine sulfato).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes preliminares

Os testes preliminares tiveram papel importante nos resultados adquiridos, pois
com eles pode-se conhecer melhor o microrganismo, bem como o melhor ambiente e

condi¢des para seu desenvolvimento.

4.1.1 Selecio de meio de cultura para producido do Bacillus amyloliquefaciens

IT45

Os resultados referentes ao crescimento celular e producdo de biossurfactante
total depois de 48 horas de fermentagdo, sdo mostrados na Tabela 4.1. Para cada meio
testado foram realizadas trés fermentagdes (triplicatas) e as condigdes de processo

foram reportadas na sec¢ao 3.3.2.

Tabela 4.1: Resultados dos Testes Preliminares 1 — Escolha do Meio de Cultivo.

Tratamentos Biossurfactantes (g.L']) Concentracao celular (CFU.L'I)

T1 BROS* 5,40 8,80 x 10’
T2 BRO8* 4,20 7,70 x 107
T3 BRO&* 3,90 9,60 x 10’
T4 FRO8** 445 1,87 x 108
T5 FRO8** 432 1,53 x 10®
T6 FRO8** 5,12 1,48 x 10®

(*) Tratamentos referentes as fermentagdes do meio BROS.
(**) Tratamentos referentes as fermenta¢des do meio FROS
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O meio de cultivo definido para ser aperfeicoado foi o FROS8, pois apresentou
crescimento celular de aproximadamente 46% superior, na média. As concentragdes de
biossurfactante apresentaram valores proximos na média, sendo 4,50 + 0,79 g.L”! para o
meio BROS e 4,63+0,43 gL' para o meio FRO8. Outro fator decisivo foi as altas
porcentagens do agtcar residual para o meio FRO8, apresentando valores superiores a

70%, indicando a possibilidade de algum dos reagentes estarem em excesso.

4.1.2 Estudo de condi¢oes para desenvolvimento do Planejamento Composto

Central

Esta etapa teve o objetivo de definir faixas de concentragdes para trés variaveis,
xarope de glicose, extrato de levedura e cloreto de cdlcio, para desenvolvimento do
Planejamento Composto Central. Como resposta, foi avaliado o agucar residual e
crescimento celular utilizando o meio de cultura FROS.

Todos os tratamentos foram realizados em duplicatas, as condi¢gdes de processo
estdo citadas na se¢do 3.3.3. A Figura 4.1 mostra o perfil cinético de crescimento
celular, onde se fez uma média das repeticdes para cada tratamento. Analisando os
graficos, com excecao do tratamento numero 5 (Tr 5), o crescimento atingiu a ordem de
grandeza 10° CFU.mL". Porém tanto para baixas quanto para altas concentragdes de
xarope de glicose e extrato de levedura o numero de células final chegou a valores

muito proximos e baixos, se comparado com a literatura.
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Figura 4.1: Perfil cinético do crescimento celular.
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A Figura 4.2 mostra o baixo consumo da fonte de carbono. Os altos valores de
acucar residual e baixo para o crescimento celular pode ser explicado pela falta de
oxigénio, por exemplo.
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Figura 4.2: Acgucar residual. Barra azul referente ao Ensaio 1 e barra vermelha referente
ao Ensaio 2.

YAN et al. (2017) estudando atividade de hidrélise de algumas cepas de Bacillus
para produgdo de Surfactina, conseguiram niimero de célula de 1,16 x 10° CFU.mL"
para uma co-cultura das cepas MT45 e X27 de Bacillus amyloliquefciens. As condigdes
de trabalho do shaker foram temperatura de 30°C e agitagdo de 160 rpm, porém
utilizaram erlenmeyers de 500 mL onde uma suspensdo bacteriana de concentragao 5,0
x 10° UFC.mL" foi inoculada em 100 mL de meio de cultura. No presente trabalho
foram utilizados erlenmeyes de plastico com volume 1til de 1L e 500 mL de meio de
cultura, a coluna de ar interna pode nao ser satisfatoria para este parametro. O oxigénio
¢ muito importante para o desenvolvimento de Bacillus porque sdo microrganismos
extremamente aerdbios. O proximo passo, estudado no item 4.1.3, ¢ descobrir qual o
melhor volume de meio de cultura e recipiente fermentativo, visando uma maior coluna

de ar.
4.1.3 Estudo de recipiente fermentativo para fermentacio em mesa agitadora

Esta etapa teve o objetivo de avaliar a influéncia do recipiente e quantidade de
meio de cultura a se fermentar, visando uma maior disponibilidade de oxigénio para os
microrganismos. Os tratamentos foram realizados em 2 recipientes diferentes,

erlenmeyers de 2L e em garrafoes de SL. Para aumentar a coluna de oxigénio no interior
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dos frascos foi decidido usar 10% do seu volume ttil de cada recipiente, entdo nos
erlenmeyers de 2L utilizou-se 200 mL e nos garrafdes de 5L utilizou-se 500 mL de
meio de cultura.

Todos os tratamentos foram realizados em duplicatas, a Figura 4.3 mostra o
perfil cinético de crescimento celular, onde se fez uma média das repeticdes para cada
tratamento. Analisando os graficos, o crescimento aumentou significativamente se
comparado com os resultados da secao 4.1.2. O tratamento 4 (Tr4) teve o maior
crescimento celular sendo 1,4 x 10° CFU.mL" em seguida veio o tratamento 1 (Trl)
com 9,6 x 10® CFU.mL" e o tratamento que teve menor desempenho foi o de numero 2
(Tr2) com 3,1 x 10 CFU.mL". Entdo, é notério que a coluna de oxigénio no interior do
recipiente, bem como o acesso de oxigénio externo contribuiu para o aumento do

crescimento celular.

1,00E+10
S
2 ’d‘(
s 1,00E+09 /F\‘
g4
2 'E 100E+08 —Trl
§ E Tr2
£ G 1,00E+07
g~ —a—=Tr 3
S 1,00E+06 —Tr 4
1,00E+05 |
0 20 40 60
Tempo (h)

Figura 4.3: Perfil cinético de crescimento para ensaio de defini¢do de recipiente
fermentativo.

A Figura 4.4 mostra o acucar residual de cada repeticdo dos tratamentos, em
relacdo as andlises da secdo 4.1.2 o aglcar residual reduziu, era de se esperar, pois
tivemos um crescimento celular maior para todos os tratamentos. Estes valores
percentuais continuam altos, por isso sera proposto um Planejamento Composto Central
para aperfeigoar a concentracdo dos reagentes presentes no meio de cultura com o
objetivo de reduzi-los. Portanto foi definido que para a realizacdo das fermentagdes do
Planejamento Composto Central serd utilizado os garrafoes de SL com 500 mL de meio
de cultura, sem a presenca de papel filme para facilitar a entrada de oxigénio, pois a

mesa agitadora industrial foi desenvolvida para esses recipientes € o volume interno de
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500 mL ¢ suficiente para fazer as amostragens necessarias para as andlises, mantendo

70% do volume inicial da fermentagao.
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Figura 4.4: Acucar residual do ensaio de definicao de recipiente fermentativo. Barra
azul referente ao Ensaio 1 e barra vermelha referente ao Ensaio 2.

4.2  Producao de biossurfactante por Bacillus amyloliquefaciens 1'T45 em mesa

agitadora

Os tratamentos foram realizados em uma mesa agitadora industrial com 36
divisdes feitas exclusivamente para as garrafas de 5 litros, procedimento descrito na
secdo 3.4.2. Um Planejamento Composto Central (PCC) foi elaborado com intuito de
maximizar a producdo de biossurfactante pela cepa IT45. Este planejamento foi
proposto em 3 niveis com 3 repeticoes no ponto central e 3 variaveis foram estudadas:
extrato de levedura, xarope de glicose da marca Glucodry e cloreto de célcio. Todos os
tratamentos foram realizados em duplicatas, totalizando 34 tratamentos.

As respostas analisadas foram biossurfactantes totais (BST), tensdo superficial
(TS) e agucar residual (AR) e todos os dados estatisticos foram calculados utilizando o

StatSoft Software Statistica 7.1. A Tabela 4.2 mostra todos os resultados.
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Tabela 4.2: Concentragdes das varidveis proposta pelo Planejamento Composto Central
e resultados das respostas.

Tratamentos X1 (g/L) X2 (g/L) X3(gL) TS(mN/m) AR (%) BST (g/L)
1 (-1)10.00 (-1)10.00 (-1)2.00 37.03 30.02 2.62
2 (-1)10.00  (-1)10.00 (+1)8.00 43.28 38.66 1.18
3 (-1)10.00  (+1)20.00 (-1)2.00 28.37 34.52 2.76
4 (-1)10.00  (+1)20.00 (+1) 8.00 37.98 48.39 1.34
5 (+1)30.00 (-1) 10.00 (-1)2.00 34.60 45.94 3.68
6 (+1)30.00 (-1)10.00  (+1) 8.00 44.24 53.02 0.46
7 (+1)30.00 (+1)20.00 (-1)2.00 26.90 48.00 4.30
8 (+1)30.00 (+1)20.00 (+1) 8.00 34.10 67.12 3.14
9 (-0)3,18  (0)15.00 (0)5.00 34.60 51.43 1.38
10 (+0) 36,82 (0) 15.00  (0)5.00 28.90 67.45 4.44
11 (0)20,00 (-0) 6.60  (0)5.00 38.94 40.80 0.51
12 (0)20,00  (+a) 23.40 (0) 5.00 33.70 51.76 0.73
13 (0)20,00  (0)15.00  (-ax) 0.00 29.30 32.22 4.83
14 (0)20,00  (0)15.00 (+0) 10.00  40.40 50.34 2.07
15 (0)20,00  (0) 15.00  (0)5.00 29.00 32.08 5.90
16 (0)20,00  (0) 15.00  (0)5.00 28.00 31.03 5.44
17 (0)20,00  (0)15.00  (0)5.00 26.00 30.09 5.52

4.2.1 Avaliacao da Tensao Superficial frente a suplementa¢io do meio de cultivo

A resposta tensao superficial (TS) foi analisada pelos dados da Tabela 4.2 e pelo

diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.5. Apos andlise estatistica dos resultados

experimentais tem-se a Equacao Codificada 4.1, com 90% de confianca:

TS(%N) = 27.59 — 1.20X, + 1,67X% — 2,98X, + 3,30X% + 3,78X5 + 2,83X2 (4.1)

O valor do coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,93, o que indica que cerca

de 93% dos dados experimentais foram conformes ao modelo. Os valores negativos de

X1 e X2 mostram que maiores concentracdes de xarope de glicose e extrato de levedura

diminuem a resposta de tensdo superficial, podendo ser observado na Tabela 4.2 com os

tratamentos 1 e 7, por exemplo. A variavel X3 (cloreto de célcio) possui o maior efeito
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na equacdo pelo fato de possuir maior coeficiente, para menores concentragdes de X3
tem-se uma menor tensdo superficial, também pode ser exemplificado comparando os

tratamentos 1 e 2 ou pelos tratamentos 7 e 8, por exemplo, na Tabela 4.2.

(3)Cloreto de calcio (g/L)(L) // %EAAL'ZZA-
Extrato levedura (g/LyQ) /// %4,8923?
(2)Extrato levedura (g/L}L} /// -4,8541

Cloreto de calcio (g/L)(Q)

Xarope glicose (g/L}(Q)

(1)Xarope glicose (g/L)L)

7
7
7
vz, 000 e
1LbyaL %,15&3?3
2Lbyal %,1435&&5

Figura 4.5: Diagrama de Pareto em relagdo as varidveis estudadas para tensao
superficial.

A Figura 4.6 mostra a distribui¢do dos residuos em relagdo aos valores preditos
pelo modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero e sem tendéncias o

que indica variancia constante para todos os valores da resposta.

Residuos
=

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
Valores Preditos

Figura 4.6: Distribui¢do dos residuos relativos a tensao superficial.
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A Figura 4.7 mostra a distribuicdo dos valores preditos em funcdo aos valores
observados, nela ¢ possivel notar a proximidade dos valores observados com os valores

preditos. Tal fato indica que o modelo ¢ apropriado para anélise dos dados.

Valores Preditos

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Valores Observados

Figura 4.7: Valores preditos em funcdo dos valores observados relativos a tensao
superficial.

Os melhores resultados observados em relacdo a minimizar a tensdo superficial
foram para a concentracdo de xarope de glicose na faixa de 20 a 27 g.L”', extrato de
levedura na faixa de 15,5 a 18,5 g.L'le cloreto de calcio na faixade 2 a 4 g.L'l, como

pode ser observado nas Figuras 4.8 a 4.13.
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Figura 4.8: Curva de contorno para concentragdes de extrato de levedura e xarope de
glicose na reducgdo da tensdo superficial.
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Figura 4.9: Superficie de resposta para tensao superficial em relacdo ao extrato de
levedura e xarope de glicose.
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Figura 4.10: Curva de contorno para concentragdes de cloreto de calcio e xarope de
glicose na reducdo da tensdo superficial.
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Figura 4.11: Superficie de resposta para tensdo superficial em relag@o ao cloreto de
célcio e xarope de glicose.
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Figura 4.12: Curva de contorno para concentragdes de cloreto de calcio e extrato de
levedura na redug@o da tensao superficial.

S00

pow o8 B B B,

B 70
= Bl c0
== DSD
I 40
Bl 20

Figura 4.13: Superficie de resposta para tensao superficial em relagao ao cloreto de
calcio e extrato de levedura.
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Quando estes parametros estdo nestes intervalos, a tensdo superficial do meio de
cultura ¢ reduzida de valores acima de 50 mN/m para 30 mN/m apo6s um periodo de 48
horas. Esta significativa reducao da tensao superficial evidencia a produgao de agentes
superficiais durante a fermentagdo. A diminui¢do pode ser explicada pela producao de
metabolitos secundarios, como biossurfactantes, por exemplo.

RADHIKA et al. (2014) utilizando B. amyloliquefaciens USTBb com meio de
sal mineral (MSM) proposto por CHANDANKERE et al. (2013) e condigdes do
processo de 180 rpm e temperatura de 37° C foi capaz de reduzir a tensdo superficial de
62 para 28 mN/m, depois de 48 horas de processo. A minima tensdo superficial foi
observada no meio da fase exponencial de crescimento celular (24 horas), depois deste
periodo ndo houve mudancas significantes em tal valor.

FERNANDES (2006) no seu estudo de producdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis cepa R14 observou uma reducao de 54 mN/m no inicio do crescimento
para 30 mN/m ap6s 20 horas de cultivo. Este mesmo biossurfactante, apos 52 horas de
cultivo, foi capaz de reduzir a tensdo superficial da d4gua de 72 mN/m para 29.89 mN/m.
MULLIGAN (2004) descreveu que um bom surfactante deve ser capaz de reduzir a
tensdo superficial da 4gua de 72 mN/m para 35 mN/m. Portanto pode-se concluir que o

surfactante produzido esta dentro dos padroes sugeridos por este autor.

4.2.2 Avaliacio do consumo de substrato frente a suplementacio do meio de

cultivo

Devido a fonte de carbono ser um produto complexo (Xarope de glicose)
composto de glicose, maltose, maltotriose e polissacarideos totais, foi realizado a
analise de acucar residual (AR) para avaliar o consumo de substrato. O AR foi
fornecido percentualmente baseando no somatério dos picos cromatograficos que
reduziam ao longo da fermentacao utilizando a equacao descrita no item 3.5.3.

A resposta do (AR) foi analisada pelos dados da Tabela 4.2 e pelo diagrama de
Pareto mostrado na Figura 4.14. Apds andlise estatistica dos resultados experimentais

tem-se a Equacdo Codificada 4.2, com 90% de significancia:

AR (%) = 31.65 + 6,55X, + 8,95X2 + 3,58X, + 4,30X2 + 5,82X; + 2,58X2  (4.2)
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7.,88439]

,3422825

Xarope glicose (g/L){Q)

(1)Xarope glicose (g/L)(L) 6,341658

(3)Cloreto de calcio (g/L){L) 5,61661

Extrato levedura (g/L)(Q) 3,784627

(2)Extrato lewvedura (g/L){L) 3,462679

Cloreto de calcio (g/L)(Q) 2,219799

2Lby3L 1,699456
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1Lby2L 1785385 |
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Figura 4.14: Diagrama de Pareto em relagdo as variaveis estudadas para acticar residual.
ndicando
O valor do coeficiente de determinagdo (R?) foi de aproximadamente 0,94, o que
indica que cerca de 94% dos dados experimentais estdo de acordo com o modelo. A
Figura 4.15 mostra a distribuicdo dos residuos em relacdo aos valores preditos pelo
modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero e sem tendéncias o que

indica variancia constante para todos os valores da resposta.
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Figura 4.15: Distribuicao dos residuos relativos ao actcar residual.
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A Figura 4.16 mostra a distribuicao dos valores preditos em funcdo aos valores

observados, nela ¢ possivel notar a proximidade dos valores observados com os valores

preditos. Indicativo que o modelo ¢ apropriado para analise dos dados.

Valores Preditos

Figura 4.16: Valores preditos em fun¢do dos valores observados relativos ao agucar
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Os valores positivos de X1, X2 e X3 mostram que maiores concentragdoes de

xarope de glicose, extrato de levedura e cloreto de célcio aumentam a resposta de aglicar

residual, ou seja, ficam mais aglicares no meio de cultura sem ser consumido pelo

microrganismo, tal fato pode ser visto através dos tratamentos 1 e 8, na Tabela 4.2. A

variavel de maior influéncia ¢ o X1 (xarope de glicose), pois ela possui o maior

coeficiente em moddulo. Para exemplificar tal influéncia tem-se os tratamentos 2 € 6, em

que o extrato de levedura e cloreto de célcio sdo mantidos constantes € o xarope de

glicose aumenta de 10 g.L'1 no tratamento 2 para 30 g.L'1 no tratamento 6, a resposta ao

acucar residual aumenta de 38,66% para 53,02%, conforme visto na Tabela 4.2.

Os melhores resultados observados foram para as faixas de concentracao: 14-20

(g.L™") de xarope de glicose, 12-15 (g.L") de extrato de levedura e 1-3 (g.L™) de cloreto

de calcio. As Figuras 4.17 a 4.22 ilustram estes valores.
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Figura 4.17: Curva de contorno para concentracdes de extrato de levedura e
xarope de glicose objetivando a redugdo do agucar residual.
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Figura 4.18: Superficie de resposta para agucar residual em relacdo ao extrato de
levedura e xarope de glicose.
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Figura 4. 19: Curva de contorno para concentragdes de cloreto de célcio e xarope de
glicose objetivando a reducdo do actcar residual.
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Figura 4.20: Superficie de resposta para agucar residual em relagdo ao cloreto de célcio
e xarope de glicose.
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Figura 4.21: Curva de contorno para concentragdes de cloreto de calcio e extrato de
levedura objetivando a reducdo do agucar residual.
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Figura 4.22: Superficie de resposta para agucar residual em relagdo ao cloreto de célcio
e extrato de levedura.

Quando as varidveis estdo nestas faixas de concentragdes o agucar residual que

ndo foi consumido pelo microrganismo ¢ de aproximadamente 30% da quantidade de
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carboidratos inicial. Este valor considerado alto pode ser explicado porque o xarope de
glicose apresenta polissacarideos com estruturas complexas cujo microrganismo nao
consegue consumir. Outro fator consideravel ¢ a falta de oxigénio, haja vista que estes
ensaios foram conduzidos em mesa agitadora. A cepa IT45 ¢ um microrganismo
extremamente aerdbio, seu crescimento ¢ limitado na falta de oxigénio, com isso o
consumo de carboidrato ¢ reduzido.

Neste trabalho também foi quantificado o consumo de glicose e maltose,
conforme as Figuras 4.23 e 4.24. A Glicose ¢ considerada uma molécula de facil
absorcdo, foi evidente nas analises cromatograficas que o seu consumo ¢ bem rapido,

acontecendo para varios tratamentos em menos de 24 horas.

B Glicose (0h)
i B Glicose (24h)
J Glicose (48h)

Concentragio glicose (g/L)
o = N w I [0} (o)) ~ (o]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tratamentos

Figura 4.23: Consumo da glicose.

O mesmo ndo acontece para a maltose, em varios tratamentos como, por
exemplo, o de niimero 5, 6, 8, 10 o consumo ¢ bem baixo, ndo atingindo nem 50% se
comparado com as condigdes iniciais. A maltose ¢ formada por duas moléculas de
glicose, por i1sso a absor¢do pelo microrganismo estudado torna-se mais dificil, uma vez
que ele precisa quebrar essa molécula para absorvé-la. Este raciocinio também pode ser
seguido para maltotriose (molécula formada por 3 glicoses) e polissacarideos. A
quantificagdo destes ndo foi realizada pela falta de padrdo da maltotriose e nao

identificacao dos polissacarideos pelo fabricante do xarope de glicose.



49

H Maltose (Oh)
m Maltose (24h)
Maltose (48h)

Concentracdo maltose (g/L)
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Figura 4.24: Consumo da maltose.

SOARES (2014) estudando produ¢do de biossurfactante por cepas de Bacillus
sp, observou-se que em meio de cultura suplementado com glicose, o consumo do
substrato era muito rapido, dando-se nas primeiras 20 horas de ensaio. No seu trabalho
ndo houve adicdo de outra fonte de carbono combinada com glicose. No entanto,
acredita-se que o extrato de levedura teve papel importante na manutencdo dos
microrganismos para continuar excretando o biossurfactante até o final do ensaio que se
deu em 72 horas.

ACCORSINI (2010) reporta que a glicose ¢ uma fonte de carboidrato facilmente
assimilavel, responsavel pelo rapido crescimento celular sendo consumida rapidamente.
Ele retrata também que em ensaios de biossintese, geralmente a glicose ¢ combinada
com outras fontes de carboidratos para obten¢ao de melhores resultados. Neste trabalho
utilizou-se esta estratégia, haja vista que o meio de cultura possui diversas fontes de

carboidratos.

4.2.3 Avaliacdo da producao de Biossurfactantes Totais frente a suplementacio

do meio de cultivo

A resposta do surfactante de origem microbiana total (BST) foi analisada pelos
dados da Tabela 4.2 e pelo diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.25. Apos analise
estatistica dos resultados experimentais ¢ descrita a Equacdo Codificada 4.3, que

apresenta 90% de significancia.
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Figura 4.25: Diagrama de Pareto em relacdo as variaveis estudadas para agticar residual.

O valor do coeficiente de determinagdo (R?) foi de aproximadamente 0,95, o que

indica que cerca de 95% dos dados experimentais estdo de acordo com o modelo. A

Figura 4.26 mostra a distribuicdo dos residuos em relagdo aos valores preditos pelo

modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero e sem tendéncias o que

indica variancia constante para todos os valores da resposta.
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Figura 4. 26: Distribuicdo dos residuos relativos aos biossurfactantes totais.
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A Figura 4.27 mostra a distribuicao dos valores preditos em funcdo aos valores
observados. Nela € possivel notar a proximidade dos valores observados com os valores
preditos, indicativo que o modelo ¢ apropriado para analise dos dados.

Os valores positivos de X1 e X2 mostram que maiores concentragdes de xarope
de glicose e extrato de levedura aumentam a resposta de biossurfactante total, ou seja,
sua concentracao (g.L'l) aumenta, podendo ser visto nos tratamentos 2 ¢ 8, na Tabela
4.2, por exemplo. A variavel de maior efeito na equagdo 4.3 ¢ X3 (cloreto de célcio),
pois apresenta o maior coeficiente. Esta varidvel possui um efeito negativo, uma vez

que o objetivo ¢ aumentar a producdo de biossurfactantes totais.

Valores Preditos
(9%

-1 0 1 2 3 4 ) 5] 7
Valores Observados

Figura 4.27: Valores preditos em fungdo dos valores observados relativos aos
biossurfactantes totais.

Utilizando os niveis vistos nas Figuras 4.28 a 4.33 os melhores resultados foram
para a concentragdo de xarope de glicose na faixa de 15 a 33 g.L™', extrato de levedura
na faixa de 12 a 19 g.L"! e cloreto de calcio na faixa de 0 a 6 g.L"". Como se pode notar,
a maior producdo do surfactante de origem bacteriana estd associada a altas
concentragdes de fonte de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. O
cloreto de calcio para este fim pode ser desprezado, porém ele nao deve ser descartado
da formulagao do meio de cultura devido sua excelente contribuicao na esporulagdo do
Bacillus amyloliquefaciens 1T45.

Quando as variaveis estdo nas faixas descritas anteriormente a producdo de

. . - , g -1 , . ~
biossurfactante atinge concentragdes média de 4,0 g.L", sendo a méxima concentracao



52

de 5,9 gL'. Esta metodologia de extragdo ndo & especifica para um grupo de
biossurfactantes, por isso 0 nome biossurfactantes totais, isto explica os altos valores de
sua concentracdo. A quantificagdo ¢ baseada no peso da amostra seca depois do
processo de extragdo, com certeza ha presenca de outros surfactantes de origem

microbiana como, por exemplo, iturina, bacilomicina, surfactina, entre outros.

Extrato levedura (g/L)
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Figura 4.28: Curva de contorno para concentragdes de extrato de levedura e xarope de

glicose objetivando a maxima producdo de biossurfactante.
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Figura 4.29: Superficie de resposta para biossurfactantes totais em relagdo ao extrato de
levedura e xarope de glicose.
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Figura 4.30: Curva de contorno para concentracdes de cloreto de célico e xarope de
glicose objetivando a maxima producao de biossurfactante
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Figura 4.31: Superficie de resposta para biossurfactantes totais em relacdo ao cloreto de
calcio e xarope de glicose.
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Figura 4.32: Curva de contorno para concentragdes de cloreto de calcio e extrato de
levedura objetivando a méaxima produg¢do de biossurfactante.
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Figura 4.33: Superficie de resposta para biossurfactantes totais em relag¢do ao cloreto de
calcio e extrato de levedura.

RADHIKA et al., (2014) estudando a producdo de biossurfactantes por Bacillus

amyloliquefaciens USTBb, validaram um modelo proposto no International Journal of
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Current Microbiology and Applied Science. Esses pesquisadores utilizando um método
de extragao baseado em precipitacdo acida e liofilizagdo deste precipitado, conseguiram
aumentar mais de 3 vezes (2,2 para 6,85 g.L™") a producio do biossurfactante quando
comparado com outras condigdes de processo.

Portanto, para este trabalho, conclui-se que a melhor receita de meio de cultura,
visando a maxima producdo de biossurfactantes totais, maior reducdo da tensdo
superficial e também menor percentual de agucar residual ¢ para o xarope de glicose,
extrato de levedura e cloreto de calcio nas concentragdes (g.L') de 20, 15 e 4,
respectivamente. Estes valores foram obtidos da intersecdo entre as faixas de melhores
resultados apresentados nas segdes 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3. O meio de cultivo (FROS)
original apresentava concentragdes (g.L'l) de xarope de glicose, extrato de levedura e

cloreto de calcio de 30, 20 e 8, respectivamente.
4.2.4 Acompanhamento do crescimento celular e pH

O crescimento celular foi acompanhado mediante amostragem nos tempos 0, 12,
24, 48 horas. No Anexo encontra-se a curva de calibracao referente a quantificacdo de
numero de células viaveis (Nv) e as Equagdes 4.4 fornecem o valor concentracao em

(CFU.mL™), apresentando coeficiente de correlagio (R*) de 0.990.

Nv (CFU.mL™Y) = 1,0.108. Absgsonm — 3,0.107 (4.4)

Todos os tratamentos partiram de uma concentracio celular de 3,00 x 10°
CFU.mL™" e chegaram em valores reportados na Figura 4.16, depois de 48 horas de
fermentacdo. O crescimento celular com maior destaque foi para o tratamento numero
10, chegando a concentracio de 1,4 x 10° CFU.mL™'. Tal concentracdo pode ser
explicada porque este tratamento apresenta maior concentracao de fonte de carbono.

Os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 6,80 inicialmente. Conforme a
Figura 4.16, o pH final ficou proximo a neutralidade variando de 6,2 a 7,5. O menor € o

maior valor de pH foi 6,2 e 7,54 para os tratamentos 11 e 9, respectivamente.
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Figura 4.34: Concentracao celular e pH para amostragem 48 horas.

YAN et al. (2017) estudando a producdo de Surfactina por duas cepas de
Bacillus amyloliquefaciens a partir de residuos de grao de destilagdo (DGS) como
substrato, tiveram bons rendimentos da biomassa. Avaliando o efeito da razdo de
inoculacdo das cepas MT45 e X82 eles observaram que a concentragdo celular final
aumentou com aumento da quantidade de X82 no inoculo, variando de 5,1 x 10® para
12,6 x 10° CFU.mL™". A maxima concentragio foi obtida para a propor¢io de MT45 ¢
X82 sendo 1:5. O pH teve comportamento descendente até o final da fase exponencial e
ascendente na fase estaciondria, para a maioria dos tratamentos.

FERNANDES (2006) observou crescimento celular em até 40 horas de
processo, onde se obteve 7,8 g.L'1 de biomassa e a maior concentracdo de
biossurfactante 2 g.L"'. Esta relacio direta entre biossurfactante e crescimento celular
também foi observada nos trabalhos de CARVALHO (2005) e OLIVEIRA (2006). Tais
autores desconfiam que o maior rendimento na produgdo destes compostos esteja

associado a restri¢do de oxigénio.

4.3  Analise de condicdes operacionais em biorreator piloto, visando a producio

de Surfactina

Nesta etapa foram realizadas 6 fermentagdes em um biorreator semi automatico

(Mobile Pilot Plant Fermentor, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) com
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capacidade total de 40 litros. Na se¢do 3.4.3 estd o detalhamento do procedimento
experimental.

A purificacdo do biossurfactante Surfactina foi por meio de uma precipitagdo
acida com HCIl em uma concentragao de 3M até o pH 2, seguida de uma extragao
liquido-liquido utilizando cloreto de metileno. Todos os procedimentos experimentais
de purificagdo, caracterizacdo e quantificagdo estdo descrito na se¢do 3.6. Para
caracterizacdo do bioproduto, um padrao de surfactina extraido de Bacillus subtilis com
98% de pureza foi comprado da empresa Sigma Aldrich. O padrao forneceu varios picos
em diferentes tempos de retencdo e o tempo de 13,5 minutos, presente em todas as
fermentagdes, foi definido pelos autores como resposta a produ¢do de surfactina. A
curva de calibracao para quantificar a surfactina neste tempo de retengdo se encontra no
Anexo e também o espectrograma completo com todos os picos.

Foi estudada a influéncia da fonte de carbono (xarope de glicose — Glucodry),
fonte de nitrogénio (extrato de levedura — Biorigin) e cloreto de calcio na produgdo de
biomassa celular e biossurfactante surfactina. O consumo de glicose e maltose
juntamente com o percentual de aglicar residual presente no meio de cultivo também
foram calculados, afinal deseja-se um meio de cultura que maximize a produgdo de
células e surfactina e que apresente menor residuo possivel. A concentracdo do meio de
cultura e inoculo para cada bateladada est4 na Tabela 3.5 da se¢do 3.4.3.

Para cada tratamento foram amostrados 4 pontos sendo eles nos tempos 0, 12,
24 e 48 horas, com excec¢ao da Fermentacdo 1. As Figuras 4.35, 4.36 ¢ 4.37 mostram a
cinética de crescimento celular, cinética de producdo da surfactina e também o actcar

residual para todas as fermentagoes.
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Figura 4.35: Cinética de crescimento celular para fermentagdes em biorreator.
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Figura 4.36: Cinética de producdo da Surfactina.
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Figura 4.37: Acgtcar residual em 48 horas de processo fermentativo.

Pode-se observar que a Fermentagdo 1 teve o menor desempenho, uma vez que
apresentou o menor crescimento celular de 3,8 x 10 CFU.mL™", maior agtcar residual
em torno de 69% e a menor produgdo biossurfactantes de 0,1 g.L”'. Um dos fatores
decisivos para este mau desempenho foi a limitacdo da quantidade de xarope de glicose
para3,5 gL

O microrganismo consume rapidamente a glicose € maltose nas primeiras 20
horas de processo, conforme visto nas Figuras 4.38 e 4.39. Neste periodo, analisou o
caldo fermentado em microscopio e identificou a presenca de muitos esporo e células
vegetativas. Depois de 26 horas o caldo fermentado estava aproximadamente 100%
esporulado e a fermentagao foi finalizada.

Acredita-se que baixa produc¢do do bioproduto pode estar associada a este baixo

crescimento celular devido a baixa concentragdo do xarope de glicose. Esta relagdo
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direta entre biossurfactante e crescimento celular também foi observada nos trabalhos
de CARVALHO (2005) e OLIVEIRA (2006). Tais autores desconfiaram que o maior
rendimento na producdo destes compostos esta associado a restricdo de oxigénio. O alto
valor do acucar residual pode ser explicado pela falta de produgcdo de enzimas
responsaveis pela quebra dos polissacarideos, ou seja, o microrganismo para este
tratamento consumiu somente parte da glicose, maltose e maltotriose presente no xarope

de glicose.
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Figura 4.38: Cinética de consumo da Glicose.
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Figura 4.39: Cinética de consumo da Maltose.

O restante das fermentagdes tiveram resultados satisfatdrios, na qual se destaca a
Fermentacdo 2a como sendo a que apresentou melhores resultados. Este tratamento foi a

receita proposta pelo Planejamento Composto Central do item anterior, apresentou
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crescimento de biomassa celular final de 6,0 x 10° CFU.mL'l, acucar residual de
aproximadamente 28% e produgio de surfactina de 0,63 g.L™.

Quando repetiu as condigdes da Fermentagdao 2a, porém com concentracao de
inoculo quase 10 vezes maior, o resultado nao foi o mesmo, sendo crescimento celular
de 3,5 x 10° CFU.mL", acucar residual de 37% e producao de surfactina de 0,48 g.L'l.
Verificou-se que quando a fermentacdo no biorreator comegou com a ordem de
grandeza 10° CFU.mL" o processo fermentativo liberou muita espuma no comego,
entdo para controle utilizou-se muito antiespumante nas primeiras 12 horas. Portanto,
acredita-se que teve certa inibi¢do no crescimento celular resultando em uma
diminui¢ao da biomassa final, consequentemente maior agucar residual.

YEH; WEI; CHANG (2006) estudaram a produg¢do de surfactina em um
biorreator mecanicamente agitado, para tentar resolver o problema da espuma os autores
propuseram um recipiente coletor de espuma e um recirculador de células, nesse caso a
espuma formada foi utilizada para a separagdo de surfactina. Com esse sistema
conseguiram manter mais de 90 % do meio de cultura no biorreator no final do
processo, obtendo assim, bons rendimentos ¢ um elevado consumo da fonte de carbono.
Esse estudo apresenta grande importancia, pois para o controle de espuma em cultivos
aerados normalmente utiliza-se antiespumantes, que além do elevado custo, ainda
podem ser prejudiciais para o crescimento celular KIERAN; MACLOUGHLIN;
MALNE (1997).

Dando continuidade ao raciocinio de aumentar a fonte de carboidrato, tem-se a
Fermentacdo 3, na qual foi utilizado 25 g.L"' de xarope de glicose ¢ manteve as mesmas
concentragdes para extrato de levedura 15 g.L" e cloreto de calcio 2 g.L™". Os resultados
revelam valores de crescimento da biomassa celular satisfatorio de 3,2 x 10° CFU.mL'l,
acucar residual de 27,5% e produgdo de surfactina de 0,55 g.L'l.

As Fermentagdes 4a e 4b apresentam as mesmas condi¢des de concentracao da
fonte de carbono e nitrogénio, porém aumentados se comparados com os tratamentos
anteriores. Os resultados ficaram proximos sendo 4,7 x 10° CFU.mL" ¢ 4,6 x 10°
CFU.mL" e nestes tratamentos também foram avaliado a viabilidade dos esporos.

Quando realiza o procedimento descrito no item 3.5.2 sdo quantificados esporos
e células vegetativas viaveis, porém ¢ interessante também saber somente a quantidade
de esporos vivos, pois sdo eles e componentes da formulagdo, responsaveis pela vida de
prateleira. Para isto foi realizado um tratamento térmico também explicado no item

3.5.2 e os resultados da concentra¢dao de esporos vivos foram 4,5 x 10° CFU.mL™ para
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Fermentagdo 4a ¢ 4,3 x 10° CFU.mL" para Fermentagdo 4b. Como aumentou a
concentragdo de xarope de glicose e extrato de levedura o agucar residual percentual foi
o maior de todos os tratamentos, sendo 43% para Fermentacdo 4a e 45,5% para
Fermentacao 4b. A producdo de biossurfactantes foi intermediaria, sendo 0,345 ¢ 0,39
g.L"! para Fermentagdo 4a e 4b, respectivamente.

Fazendo uma andlise referente ao tempo de fermentagdo nas Figuras 4.35 e 4.36,
¢ possivel notar que depois de decorridas 30 horas de processo tanto a producao de
surfactina quanto a producdo de biomassa celular fica praticamente constante para
maioria dos tratamentos. O processo nao pode ser finalizado, pois no caldo fermentado
possui muitas células vegetativas e “esporos ligados” que reduzem o tempo de vida de
prateleira do caldo fermentado.

Conforme a Figura 4.40, foi monitorado o pH para todos os tratamentos. De
acordo com estes pontos amostrados, observa-se um comportamento crescente,
estabilizando no final do processo em valores préximos a 8. O valor de pH igual a 8 ¢
um indicativo de finalizar o processo, pois este foi verificado no final de todas
bateladas, até mesmo na Fermentacdo 1 que foi um processo rapido devido a fonte de
carboidrato ter concentragdo baixa. YEH; WEIL;, CHANG (2006) também observaram
que com o crescimento celular e produgdo de surfactina, o pH tendeu a diminuir
acentuadamente no inicio do cultivo, em compensacdo no final do cultivo, o pH
aumentou gradualmente, essa queda pode ser devido a formagdo de metabolitos acidos

durante a fermentacao.

—&— Fermentacgdo 1
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Fermentacdo 2b
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Figura 4.40: Acompanhamento do pH das fermentagdes.
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4.4  Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR) para

Bacillus amyloliquefaciens 1T45

A caracterizagdo dos  biossurfactantes  excretados pelo  Bacillus
amyloliquefaciens 1T45 foi realizada mediante Espectroscopia Vibracional na Regido do
Infravermelho (FTIR). As configuracdes para a andlise estdo descrito na se¢do 3.6.3. A
Figura 4.41 mostra os espectrogramas para o padrao surfactina extraida de Bacillus
subtilis comprado da empresa Sigma Aldrich, representado pela letra A, o caldo bruto
fermentado livre de células representado pela letra B e a letra C representando a
surfactina extraida utilizando o método descrito na se¢do 3.6.

Os resultados estdo apresentados na faixa de frequéncia de 4000 a 600 cm™, pois
para valores menores ocorreu interferéncia. Analisando-se os espectros vibracionais do
padrdo surfactina (A) e a surfactina purificada neste trabalho (C), verificaram-se bandas
caracteristicas de peptideos, indicando as seguintes ligacdes: frequéncia de
aproximadamente 1655 cm™ indicando o estiramento CO, faixa de frequéncia de 3000-
2800 cm’! indicando canais alifaticos CH,; e CH3s, regido de estiramento axial entre 3200
e 3400 cm-1 devido as ligacdes N-H. Houve diferenca significativa entre os
espectrogramas, tal fato pode ser explicado pelo padrio ser extraido de Bacillus subtilis
enquanto que a surfactina produzida neste trabalho foi de Bacillus amyloliquefaciens.
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Figura 4.41: FTIR — Espectrogramas vibracionais na regido do infravermelho para A
(Surfactina padrao Sigma Aldrich), B (caldo fermentado livre de células) e C
(Surfactina purificada).
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4.5  Acao antimicrobiana frente fungos patogénicos de diferentes géneros

A Tabela 4.3 mostra o espectro de atividade antimicrobiana dos lipopeptideos
presente no caldo fermentado produzidos pelo Bacillus amyloliquefaciens 1T45 frente 5
fungos patogénicos de diferentes géneros, dentre eles Sclerotinia GF521, Fusarium
GF531, Colletotrichum GF520, Botritys GF519 e Macrophomina GF522 . Os testes
foram realizados com o sobrenadante, ou seja, caldo fermentado livre de células e
também com lipopeptideo Surfactina extraido.

A Figura 4.42 ilustra a inibicdo depois de um periodo de 96 horas de encubagao
a 25 °C. Foram realizadas duplicatas para cada tratamento e as regides identificadas
pelas letras “A”, “B” e “C” sdo o controle, aplicacdo da Surfactina e aplicagdo do
sobrenadante, respectivamente.

Os biocompostos presentes no caldo fermentado livre de células mostraram ser
mais eficientes quando comparados a agao da Surfactina extraida, uma vez que esta nao
conseguiu inibicdo para nenhum patéogeno. Este fato pode ser explicado pela baixa
quantidade de produgao deste lipopeptideo, enquanto que no caldo fermentado pode ter
outros biossurfactantes como iturina, fengycina, bacilomicina. Outro fator a se
considerar ¢ o efeito sinérgico entre a surfactina e a iturina A que aumenta a absor¢ao e
estabilidade deste antifingico na membrana citoplasmatica do microrganismo alvo
RAZAFINDRALAMBO et al. (1993). O sinergismo desta mistura permite incrementar
a atividade hemolitica e antifungica em at¢ 40% THIMON et al. (1992),
RAZAFINDRALAMBO et al. (1993).

Tabela 4.3: Atividade antimicrobiana dos metabolitos excretados pelo Bacillus
amyloliquefaciens 1T45 fungos de diferentes géneros.

Halo C* (mm) Halo B** (mm)
Fungos X8 X8
1) Sclerotinia — GF 521 11,50 £ 0,70 0,00 + 0,00
2) Fusarium — GF 531 10,75 £ 1,06 0,00 + 0,00
3) Colletotrichum — GF 520 11,75 £ 0,35 0,00 £ 0,00
4) Botritys — GF 519 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
5) Macrophomina — GF 522 9,75 £ 0,35 0,00+ 0,00

Halo C*: Halo (mm) de inibic¢do frente ao sobrenadante.
Halo B**: Halo (mm) de inibi¢ao frente a Surfactina.
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O fungo que apresentou maior inibi¢do foi o Colletotrichum GF520 cuja média
do halo de inibicdo em torno do disco saturado com o sobrenadante do caldo
fermentado, foi de 11,75 mm. Outro destaque foi para o Botritys GF519, que ndo
apresentou inibi¢do pelo sobrenadante nem pela Surfactina.

A literatura apresenta varios estudos da acdo antifingica do Bacillus
amyliquefaciens. YOSHIDA et al., (2001) trabalhando com cepa RC-2 deste
microrganismo constatou a agdo antifungica contra o Colletotrichum dematium
responsavel pela doenca chamada antracnose. Além deste fungo, o filtrado da cultura
também inibiu crescimento de outras bactérias e fungos como: Agrobacterium
tumefaciens, Xanthomonas campestres e Rosellinia necatrix. Foram isolados do cultivo
sete tipos de compostos antimicrobianos e o lipopeptideo iturina A2 foi identificado.

Fungos e oomicetos patogenos de plantas foram controlados devido a elevada
atividade inibitoria da cepa GA1 de B. amyloliquefaciens. Mostrou enorme potencial de
diminui¢do das doengas nas plantulas pela agdo de antibiose direta contra patégenos
oriundos do solo, quando foram utilizadas no tratamento de sementes. Este
microrganismo também reduziu a infeccdo pos-colheita de macas por Botrytis cinerea,
agente causador da doen¢a do mofo cinzento. Os dados sugerem que a cepa GAl
apresenta enorme potencial como agente de biocontrole TOURE et al. (2004);
ARGUELLES-ARIAS et al. (2009).

FERNANDES (2006) estudando a atividade antimicrobiana frente a bactérias
patogénicas constatou que os lipopeptideos biossurfactantes produzidos pelo B. subtilis
R14 mostraram ser mais ativos para bactérias gram-positivas. Destaque para a bactéria

Enterococcus faecalis, cuja média dos halos de inibi¢do foi de 14,6 mm.

Figura 4. 42: Atividade antifingica contra 4 fungos de diferentes géneros.
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CONCLUSOES E SUGESTOES

Conclusoes

Os resultados obtidos permitiram a obtencdo das seguintes conclusdes:

Os testes preliminares foram fundamentais para determinar as condi¢des do
Planejamento Composto Central. Nesta etapa definiram as faixas de
concentragoes (g.L'l) para as trés variaveis estudadas como sendo: 5 — 30 para
xarope de glicose; 10 — 20 para extrato de levedura, 2 — 8 para cloreto de calcio.
Também foi estabelecido o garrafdo de 5 litros com 500 mL de meio de cultivo

como sendo o melhor ambiente e a se fermentar.

Com Planejamento Composto Central foi possivel desenvolver equagdes para
tensao superficial, acgtcar residual e biossurfactantes totais quando se variam
concentracdes (g.L™") do xarope de glicose na faixa de 3,18 — 36,82; extrato de

levedura na faixa de 6,6 — 23,40 e cloreto de calcio na faixa de 0 — 10.

A tensdo superficial foi reduzida de valores acima de 50 para 30 mN/m quando
os reagentes estavam nas faixas de concentragio (g.L™") de: xarope de glicose 20

—27; extrato de levedura 15,0 — 18.5; cloreto de calcio 2 — 4.

O menor percentual de agucar residual foi de 31%. Valor encontrado quando as
concentracdes (g.L™") das variaveis estiverem nas faixas de: xarope de glicose 14

—20; extrato de levedura 12 — 15 e cloreto de calcio de 1 — 3.

Foi observado que o consumo de glicose ocorreu primeiro que a maltose para a
maioria dos tratamentos do planejamento, chegando a valores proximo de zero

antes das primeiras 24 horas.

A maxima produgdo de biossurfactantes totais foi em média de 5,5 g.L”' em

faixas de concentracdes (g.L™") de xarope de glicose de 15 — 33 ¢ extrato de
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levedura de 12 — 19. A concentragdo de cloreto de célcio para esta resposta pode

ser desconsiderada.

A melhor meio de cultura visando a maxima produ¢ao de biossurfactantes totais,
menor redugdo da tensdo superficial e também menor agucar residual ¢ para
xarope de glicose, extrato de levedura e cloreto de calcio nas concentragdes (g.L”

1) de 20, 15 e 4, respectivamente.

O crescimento biomassa celular ndo foi otimizado pelo Planejamento Composto
Central, porém foi acompanhado para todos os tratamentos assim como o pH. E
possivel afirmar que este crescimento celular foi maior para maiores
concentragdes de xarope de glicose. O pH final dos tratamentos do planejamento

variaram de valores de 6,2 a 7,5.

A baixa produgdo do bioproduto pode estar associada ao baixo crescimento
celular, em condigdes limitadas de xarope de glicose como foi visto na

Fermentacao 1, feita em biorreator.

O melhor resultado das fermentacdes feitas em biorreator foi a receita proposta
pelo Planejamento Composto Central, apresentou crescimento de biomassa
celular final de 6,0 x 10° CFU.mL", agucar residual de aproximadamente 28% e

produgdo de Surfactina de 0,63 g.L™.

Verificou-se que quando a fermentacdo no biorreator comegou na ordem de
grandeza 10° CFU.mL" o processo fermentativo liberou muita espuma nas

primeiras 12 horas.

O caldo fermentado livre de células mostrou-se eficiente, causando inibigdo em

4 fungos patogenos dos 5 testados.

Sugestoes para trabalhos futuros

Algumas sugestdes para futuros trabalhos sdo apresentadas a seguir.
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Estudar diferentes metodologias para recuperagdo de biossurfactantes;

Fazer estudo prévio do inoculo, se possivel aperfeicoar a concentracdo dos
reagentes do meio de cultura visando a maior produgdo de células
vegetativas. Afinal, inoculo concentrado favorece o processo fermentativo

posterior;

Verificar a produgao de acidos organicos, pois o Bacillus amyloliquefaciens
IT45 ¢ registrado como solubilizador de fosforo. Portanto, ¢ bem provavel

ele excrete alguns acidos orgénicos responsaveis por essa solubilizagio;

Fazer caracterizacdo de outros metabolitos secundarios como a iturina e
fengycina. Sdo biossurfactantes muito explorados na literatura, que apresenta

acao antimicrobiana;

Avaliar a influéncia do antiespumante no crescimento celular e producao dos

metabolitos secundarios;

Realizar o cultivo do Bacillus amyloliquefaciens 1T45 e avaliar a producdo
do biossurfactante e crescimento de biomassa celular em sistema
descontinuo alimentado com vazdo controlada e também em sistema de

cultivo continuo;

Estudar meio de cultura alternativos, compostos de residuos da industria
como o melaco de soja, melago de cana-de-actcar, por exemplo. Sdo
residuos com alto teor de carboidratos e que possuem baixo valor

econdmico;

Verificar a presenga de enzimas que ajudam na quebra do substrato, como a
a-amilase e P-amilase. Isso facilitara o entendimento de qual fonte de

carboidrato ¢ ideal para o Bacillus amyloliquefaciens 1T45;
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ANEXO

Curva de calibracdo para quantificagdio do nuimero de células vidveis. A
absorbancia foi medida no comprimento de onda de 650nm.
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Cromatograma referente ao padrao Surfactina extraido de Bacillus subtilis, da

empresa Sigma Aldrich.
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