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RESUMO

O crescente comprometimento com questdes ambientais, juntamente com as novas
legislagdes vigentes fizeram com que o uso de surfactantes sintéticos se tornasse inviavel pela
industria. Assim, o desenvolvimento de novas tecnologias para producao de biossurfactantes
aumentou consideravelmente. Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos
por microrganismos através da biodegradacdo de matérias-primas renovaveis. A utilizacdo de
biossurfactantes tornou-se uma alternativa bastante interessante em substitui¢ao aos surfactantes
sintéticos, pois geram menor impacto ambiental devido a sua biodegrabilidade, diversidade
estrutural e baixa toxicidade. Entretanto, os altos custos de producdo sdo fatores limitantes para
sua aplicacdo industrial. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a produgdo de
biossurfactante, através da fermentacdo do residuo do processamento do abacaxi, por Bacillus
subtilis, a 37° C. O residuo do abacaxi como substrato de fonte renovavel garante o baixo custo
na producdo do surfactante microbioldgico, uma vez que este fruto ¢ extensivamente cultivado no
Brasil. Foram realizadas fermentagdes com trés diferentes concentra¢des de glicose (1%, 3%,
5%) e, posteriormente, enriquecendo o substrato com glicerol comercial (3%, 5% e 10%). Foram
realizados testes de tensao superficial e indice de emulsdo e observou-se melhores resultados com
5% de glicose e sem adiacao de glicerol, com reducdo da tensdo em 25% e indices de emulsdo de
67%, entretando nao foi observado estabilidade do bissurfactante produzido quando expostos a
condigdes extremas de temperatura (100°C e 121°C), variacao de pH de 4 a 8 e frente a forga

16nica com solucdes de NaCl em concentragdes de 2,5%, 5%, 10% e 20%.

Palavras chave: Biotecnologia, biossurfactantes, produ¢do de biossurfactantes, Bacillus

subtilis, surfactina, subtilisina.
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ABSTRACT

The growing commitment to environmental issues, with the new current legislation made
the use of synthetic surfactants become unviable in industry. Thus, the development of new
technologies for producing biossufactantes increased considerably. Biosurfactants are groups of
chemical compounds produced by microorganisms by biodegradation renewable raw materials.
The use of biosurfactants has become an interesting alternative to replace synthetic surfactants
because they generate less environmental impact due to their biodegradability, low toxicity and
structural diversity. However, the high production costs are limiting factors for their industrial
application. Therefore, this study aimed to produce biosurfactant by Bacillus subtilis at 37 °C,
usign the residue from processing of pinneaple as substrate. The pineapple residue as a
renewable source substrate ensures low cost production of microbial surfactant, since this fruit is
extensively cultivated in Brazil. Fermentations were performed at three different glucose
concentrations (1%, 3%, 5%) and then enriching the substrate with commercial glycerol (3%, 5%
and 10%). The surface tension and emulsion index analysis showed that the best results was with
5% glucose and without glycerol, with tension reduction of 25% and emulsion index of 67%.
However, was observed that the bissurfactant produced wasn't stable when exposed to extreme
conditions of temperature (100 °© C and 121 ° C), pH range 4 to 8 and ionic strength of NaCl

solutions with concentrations of 2.5%, 5%, 10% and 20%.

Key word: Biotechnology, biosurfactants, biosurfactants production, Bacillus subtilis, surfactin,

subtilisin.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, constituidas por duas duas por¢des sendo uma
hidrofébica e a outra hidrofilica, onde a porcao apolar ¢, frequentemente, uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a por¢ao polar pode ser iOnica, ndo-idnica ou anfotérica. Tal
caracteristica permite que essas moléculas atuem como agentes de superficie, reduzindo a tensao
superficial e interfacil de duas fases fluidas imisciveis (Nitschke e Pastore, 2002).

Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos por microrganismos
(bactérias, fungos ou leveduras), que também possuem caracteristica anfipatica, agindo como
emulsificadores de hidrocarbonetos. Assim como os surfactantes, sdo polimeros que formam
micelas que se acumulam na interface entre liquidos de diferentes graus de polaridade.

Outra propriedade importante apresentada pelos surfactantes e biossurfactantes ¢
capacidade de formar agregados denominados micelas. Essas micelas se formam em baixas
concentragdes de dgua e ha uma concentracdo minima necessaria para o inicio de sua formagao,
denominada Concentra¢ao Micelar Critica (CMC) (Barros et al., 2007)

Tais caracteristicas conferem aos biossurfactantes uma propriedades como detergéncia,
emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e
dispersao de fases (Kosaric, 1992).

Os surfactantes sdo amplamente utilizados em diversos ramos industriais e nas ltimas
décadas houve um grande aumento de sua demanda, principalmente dentro da industria quimica.

Os biossurfactantes passaram a ganhar maior atencdo e se tornaram uma alterntiva
interessante em substituicdo aos surfactantes sintéticos por apresentarem algumas vantagens em
relacdo aos surfactantes, tais como: biodegrabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade ecoldgica e
possibilidade de serem produzidos com a utilizacdo de matérias-primas renovaveis, de baixo
custo (Nitschke e Pastore, 2006). A vasta aplicagao destes compostos e suas propriedades sao
muito interessantes. Dentre os inimeros biossurfactantes existentes e estudados, destaque-se os
da classe dos lipopeptidios, usualmente produzidos por Bacillus (Ghodjavand et al., 2008).

Os biossurfactantes, de modo geral, podem ser classificados de acordo com sua origem
microbiana em: glicolipidios, lipossacaridios, lipopeptidios, fosfolipidios e acidos graxos/lipidio
neutro, além de surfactantes polimericos e articulados, sendo os lipopeptidios os biossurfactantes

mais efetivos (Barros et al., 2007).



Os surfactantes lipoproteicos sdo talvez os mais conhecidos por suas atividades
antibioticas, sendo mais bem caracterizados aqueles produzidos por Bacillus sp, incluindo a
surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina e bacilomicina (Barros et al., 2007). A
surfactina ¢ reconhecida como um dos biossurfactantes mais eficaz disponiveis, mas o alto custo
e o baixo rendimento envolvidos na produgdo limitaram seu uso e aplicagdes. Desta forma, o
desenvolvimento de estratégias de alto rendimento e baixo custo de producdo ¢ de demanda
urgente (Yeh et al., 2006).

As propriedades dos surfactantes naturais, aliadas as vantagens por eles apresentadas e a
capacidade de se produzir diferentes biossurfactantes a partir de diferentes microrganismos
permite que tais compostos tenham ampla aplicabilidade, das quais podemos citar: no processo
de biorremediagdo, na recuperagao melhorada do petroleo, na medicina como agentes antivirais,
antitumorais e antimicrobianos, na industria cosmética, farmacéutica e¢ de alimentos ¢ na
nanotecnologia, como agentes de superficie na dispersdo de nanotubos de carbono (Faria, 2010).

Atualmente, os altos custos de producdo anteriormente citados resultantes de uma
metodologia ineficiente do bioprocessamento, da baixa produtividade das cepas microbianas e da
necessidade do uso de substratos de custo elevado, fazem com que os biossurfactantes nao
consigam competir, do ponto de vista econdmico, no mercado com os surfactantes sintéticos
(Haba et al., 2000). Dentre estes fatores limitantes, estima-se que os substratos representem cerca
de 30% do custo total da maioria dos processos biotecnoldgicos (Muthusamy et al., 2008).

Desta forma, a utilizacdo de substratos de baixo valor econdomico ¢ uma forma de se
reduzir o custo final de producao de metabolitos microbianos. Uma alternativa que vem sendo
pesquisada extensivamente nos ultimos anos ¢ a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substratos para a producdo de diversos compostos de origem microbiana, como 0s
biossurfactantes. Residuos ricos em carboidratos ou lipidios, com adequada relagdo
carbono/nitrogénio e que apresentem altas concentragdes de micronutrientes importantes para o
metabolismo microbiano, como também para produ¢do de biossurfactantes (Barros et al., 2008).

A producgdo dos surfactantes bioldgicos ¢ influenciada por diversos fatores, como a
natureza das fontes de carbono e nitrogénio, a presenca de fosfofo, ferro, manganés e magnésio
no meio de producdo. Além disso, a quantidade e qualidade do biossurfactante produzido
também estdo diretamente relacionadas a fatores como pH, temperatura, agitacdo e forma de

condugdo do processo (Banat, 1995).



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Produzir biossurfactante através da fermentagao do residuo do processamento do abacaxi

pela bactéria Bacillus subtilis, avaliando a viabilidade de tal processo.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Analisar a influéncia do glicerol como fonte adicional de carbono para a produgao

de biossurfactante;

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante produzido quando exposto a altas

temperaturas, frente a variagdo do pH e a forga ionica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Surfactantes e Biossurfactantes

Os surfactantes fazem parte de uma importante classe de produtos quimicos amplamente
utilizados em diversos ramos industriais. Sao moléculas anfipaticas, constituidas por uma porgao
hidrofébica e outra hidrofilica, onde a por¢do apolar ¢ frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a porcdo polar pode ser idnica, nao-idnica ou anfotérica. Essa
caracteristica anfifilica permite que tais substancias possuam grande agao superficial, ou seja,
elas tendem a se distribuir nas interfaces de duas fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(Nitschke e Pastore, 2002).

Outra caracteristica dos surfactantes ¢ a tendéncia de formar agregados denominados
micelas que, geralmente, se formam em baixas concentracdes de dgua. H4 uma concentragao
minima, denominada Concentragdo Micelar Critica (CMC), na qual se inicia a formagao de
micelas, sendo esta uma importante propriedade dos surfactantes, tornando-os adequados para
uma ampla gama de aplicagdes industriais, dais quais podemos citar: emulsificacdo, detergéncia,
lubrificagdo, capacidades molhante e espumante, dispersdao de fases e solubilizacao (Barros et
al., 2007).

A grande maioria dos surfactantes comerciais ¢ sintetizada a partir de derivados de
petroleo e sdo largamente utilizados na industria petrolifera para a auxiliar a limpeza em casos de
derramamentos e para melhorar o processo de recuperacdo de Oleos em reservatorios
(Kronemberger, 2007).

Segundo Desai e Banat (1997), o mercado mundial de surfactantes atigiu, em 1997, cerca
de 9,4 milhdes de dolares, com uma tendéncia de crescimento de superior a 35% . Uma década
depois, a produ¢do mundial de surfactantes excedeu 3 milhdes de t/ ano, concentrando a
utilizacdo nas industrias de petroleo, de cosméticos, de produtos de higiene e de limpeza (Barros
et al., 2007). Contudo, houve um aumento na procura por surfactantes naturais devido ao
crescimento da preocupacdo ambiental e com as novas legislagdes de controle do meio ambiente
que entraram em vigor (Nitschke, 2002). Com isso a utilizacdo de biossurfactantes, tensoativos

de origem microbiana, tornou-se uma alternativa bastante viavel, em comparagdo aos surfactantes
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sintéticos. Os surfactantes naturais, além de apresentarem propriedades emulsificantes
equivalentes aos sintéticos, possuem maior diversidade e possibilidade de utilizagdo de substratos
renovaveis para sua producao em meio fermentativo (Kronemberger, 2007).

Atualmente, 70-75% dos surfactantes consumidos por paises industrializados sdo de
origem petroquimica, enquanto nos paises em desenvolvimento ha um predominio de compostos
de origem natural. Contudo, ha um tendéncia de substitui¢do dos surfactantes sintéticos pelos
naturais nos paises industrializados devido a necessidade de produtos mais brandos, a
necessidade de substituicdo de compostos ndao biodegradaveis e o aumento da especificidade dos
produtos (Nitschke, 2002).

Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos por bactérias, fungos ou
leveduras, que também possuem caracteristica anfipatica, agindo como emulsificadores de
hidrocarbonetos. Assim como os surfactantes, sdo polimeros que formam micelas que se

acumulam na interface entre liquidos de diferentes graus de polaridade, conforme Figura 1.

olee

Hidrofébico l
Hidrofilico

Figura 1. Estrutura dos biossurfactantes e producao de micelas (Montagnolli, 2011).

De maneira geral, os microorganismos sdo capazes de produzir varios produtos com
excelentes propriedades tensoativas. Ha uma tendéncia a se realizar trabalhos voltados a
identificacdo de potenciais surfactantes, na avaliacdo de suas propriedades e na otimizagao dos
processos fermentativos para sua produgdo, uma vez que o seu uso em determinadas aplicagdes

depende do custo de producdo e purificagdo para atividades especificas. (Kronemberger, 2007).
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Vérios sdo os fatores que afetam a producdo dos biossurfactantes, como natureza das
fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como a presenga de fosforo, ferro, manganés e
magnésio no meio de producdo. Além disso, outros fatores, como pH, temperatura, agitacdo e
forma de conducao do processo sdo extremamente importantes na quantidade e na qualidade do
biossurfactante produzido (Banat, 1995).

Em particular, o agente mais adequado para determinada aplicagdo pode ser adaptado
através da escolha do microrganismo produtor, bem como a composi¢ao do meio nutriente e as
condi¢gdes de cultivo (Fernandes et al., 2007). Tal aspecto, além de ampliar a variedade de
biossurfactantes existentes, permite ainda a possibilidade de adequar o biossurfactante para uma
atividade especifica.

Dentre os microrganismos produtores, as bactérias sdo as maiores responsaveis pela
producao de biossurfactantes. A presenca de espumas e emulsdes em areas de derramamento de
6leo em oceanos sdo evidéncias de que os surfactantes bioldgicos sdo produzidos, em alguns
casos, em grande quantidade nesses ambientes. Desta forma, inimeros sdo os estudos voltados
para o isolamento de bactérias presentes no solo, nas 4guas marinhas, nos sedimentos dos mares e
areas contaminadas com 6leos (Barros et al., 2007).

Nos ultimos anos muitos sdo os trabalhos com énfase na busca por modicagdes das
condicdes fisiologicas e da composicdo do meio de cultivo como alternativas para viabiliazar a
produgdo e uso de biossurfactantes (Castiglioni et al., 2009).

Os primeiros relatos envolvendo a utilizagdo de biossurfactantes datam de 1949, quando
Javis e Johnson detectaram as atividades antibidtica e hemolitica de um ramnolipidio.
Posteriormente a isso, em 1968, Arima et al. descobriram um novo composto biologicamente
ativo, com alta atividade superficial produzido por Bacillus subtilis, a qual deram o nome de
surfactina.

Mas foi s6 a partir da década de 80 (Barros et al., 2007) que os biossurfactantes ganharam
maior atengdo por apresentarem algumas vantagens em relagdo aos surfactantes, tais como:
biodegrabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade ecoldgica e possibilidade de serem produzidos
com a utilizagdo de matérias-primas renovaveis, de baixo custo (Nitschke, 2006). Ademais,
vantagens como estabilidade frente a temperatura, pH e forga i6nica, tornaram os biossurfactantes
atrativos para o uso industrial, além da possibilidade de modificacdo estrutural através da

engenharia genética ou métodos microbiologicos (Lima, 2012).
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Atualmente, os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir economicamente no
mercado com os compostos sintetizados quimicamente, devido aos altos custos de produgao. Isso
¢ resultado da metodologia ineficiente do bioprocessamento, da baixa produtividade das cepas
microbianas e da necessidade do uso de substratos de custo elevado. (Haba ef al ., 2000). Estima-
se que os substratos representem de 10 a 30% do custo total da maioria dos processos
biotecnoldgicos (Muthusamy et al., 2008).

A utilizacdao de substratos de baixo valor econdmico ¢ uma forma de se reduzir o custo
final de producdo de metabdlitos microbianos. Uma alternativa que vem sendo pesquisada
extensivamente nos ultimos anos ¢ a utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos para a
producdo de diversos compostos de origem microbiana, como os biossurfactantes. Residuos ricos
em carboidratos ou lipideos, com adequada relacao carbono/nitrogénio e que apresentem altas
concentragcdes de micronutrientes importantes para o metabolismo microbiano sdo os que se
caracterizam como melhores substratos para o crescimento microbiano, como também para a
produgdo de biossurfactantes (Barros et al., 2008).

Segundo Desai e Banat (1997) o desenvolvimento de novas condi¢des de fermentagao
podem resultar em um aumento da produtividade de biossurfactantes, o que inclui, além de
substratos alternativos, equipamentos ¢ métodos de extragao.

Muitos trabalhos estdo voltados, portanto, na otimizacdo das condi¢des de cultivo, que
consiste nas melhores combinagdes de fatores essenciais ao desenvolvimento do microrganismo,
como proporg¢ao e tempo de incubacao do indculo, temperatura, agitacdo ou a combinacgado desses

fatores (Mano, 2008).

2.1.1 Classificacao dos Biossurfactantes

A grande diversidade de biossurfactantes esta atribuida ao fato de que cada
microrganismo ¢ capaz de produzir um surfactante diferente com caracteristicas especificas.
Desta forma o tipo, quantidade e qualidade de biossurfactante varia de acordo com o
microrganismo produtor, com a natureza do substrato disponivel, com a concentracdo de ions
com nitrogénio, fosforo, magnésio, ferro e manganés no meio ¢ demais condigdes de cultura,

como pH, temperatura, agitagdo, oxigenagao e taxa de diluicao (Banat, 1995).



A ampla variedade de biossurfactantes conhecidos €, portanto, classificada de acordo com
sua origem microbiana e estrutura quimica (Faria, 2010), diferentemente dos surfactantes
sintéticos que sao classificados de acordo com a natureza de seus grupos polares (Kronemberger,
2007). Os biossurfactantes, de modo geral, podem ser classificados em: glicolipideos,
lipossacarideos, lipopeptideos, fosfolipideos e acidos graxos/lipideo neutro, além de surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (Barros et al., 2007).

A tabela 1 apresenta os principais biossurfactantes produzidos, sua origem microbiana e
classificagao.

Os lipopeptideos e lipoproteicos sdo considerados como os biossurfactantes mais efetivos
e talvez os mais conhecidos por suas atividades antibidticas, sendo mais bem caracterizados
aqueles produzidos por Bacillus sp, incluindo surfactina (Barros et al., 2007). Sao moléculas
formadas pela ligacao de um grupo proteico a uma cadeia de acidos graxos (Faria, 2010).

O lipopeptideo ciclico surfactina, produzido por Bacillus subtilis, possue uma potente
atividade como biossurfactante. Estudos apontam uma capacidade de redugdo de tensdo
superficial de 72 4 27,9 mN.m"' (Faria, 2010). Desta forma, a surfactina é reconhecida como um
dos biossurfactante mais eficaz disponiveis, mas o alto custo e o baixo rendimento envolvidos na
produgdo limitaram suas aplicagdes. Desta forma, o desenvolvimento de estratégias de alto
rendimento e baixo custo de producdo da surfactina ¢ de demanda urgente (Yeh et al., 2006).

Ha também uma categorizagdo de biossurfactantes de acordo com seu peso molecular.
Surfactantes naturais de baixo peso molecular sdao, geralmente, glicolipidios ou lipopeptidios. Os
biossurfactantes de alto peso molecular englobam os polissacarideos, proteinas,

lipopolissacarideos, lipoproteinas ou uma mistura complexa desses polimeros (Faria, 2010).



Tabela 1. Classificacdo dos biossurfactantes de acordo com o microrganismo produtor

TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICRORGANISMO
Glicolipidios
e ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
e soforolipidios Torulopsis bombicola, T. apicola
e trehalolipidios Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptidios e Lipoproteinas

e peptidio-lipidio Bacillus licheniformis

e viscosina Pseudomonas fluorescens
e serrawetina Serratia marcescens

e surfactina Bacillus subtilis

e subtilisina Bacillus subtilis

e gramicidina Bacillus brevis

e polimixina Bacillus polymyxa

Acidos Graxos, Lipidios Neutros e Fosfolipidios

e 4cidos graxos Corynebacterium lepus
¢ lipidios neutros Nocardia erythropolis
e fosfolipidios Thiobacillus tiooxidans

Surfactantes Poliméricos

e cmulsan Acinetobacter calcoaceticus
e biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
e liposan Candida lipolytica

e carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens

e manana-lipidio-proteina Candida tropicalis

Surfactantes Particulados
e vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

e células Varias bacterias

Fonte: Desai e Banat, 1997.



Algumas estruturas quimicas dos biossurfactantes descritos, podem ser observadas na

Figura 2. Tais estruturas comprovam o fato de que cada microrganismo produz um surfactante
com caracteristicas diferentes.
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Figura 2. Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes (Nitschke e Pastore, 2002).

2.1.2 Fungao Fisiolégica dos Biossurfactantes

Diversas fungdes t€ém sido atribuidas aos surfactantes bioldgicos ao longo dos ultimos
anos e muitos justificam que tais fungdes estdo baseadas nas propriedades fisico-quimicas que as

10



moléculas de biossurfactantes possuem. Sendo assim, hipdteses sdo levantadas a respeito dessas
propriedades (Faria, 2010).

A primeira hip6tese estuda que o crescimento de microrganismos ¢ facilitado através da
redu¢do da tensdo superficial (Mulligan e Gibbs, 1993), bem como pela capacidade de
emulsificagdo e solubilizagdo de hidrocarbonetos ou compostos insoluveis em agua, com
excessdo das cepas de Bacillus subtilis que produzem surfactantes em substratos hidrossoluveis
(Nitschke e Pastore, 2002).

Uma segunda hipdtese esta relacionada a capacidade de transporte de hidrocarbonetos e
adesdo de microrganismos a superficies, uma das mais importantes estratégias de sobrevivéncia
dos microrganismos (Nitschke e Pastore, 2002), na qual ocorre a formagao de um biolfime em
um nicho ecoldgico garantindo a possibilidade de multiplicagdo do microrganismo (Rosenberg e
Ron, 1999). As estruturas da superficie celular sdo as responsaveis por essa aderéncia e os
microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para regular as propriedades de
superficie celular, buscando aderir ou liberar-se de um determinado local, visando sua
necessidade de buscar ambientes com melhores condi¢des nutricionais para o seu
desenvolvimento, ou se livrar de ambientes desfavoraveis (Rosenberg e Ron, 1999).

Por fim, a Gltima hipotese esta vinculada a atividade antibidtica apresentada por diversos
biossurfactantes, principalmente lipopeptidios e glicolipidios. Tal atividade basea-se na
solubilizagdo dos principais componentes das membranas celulares microbianas, o que pode

estar diretamente combinado as suas propriedades anfipaticas (Lin, 1996).

2.1.3 Propriedades dos biossurfactantes

Ainda que os biossurfactantes apresentem intimeras propriedades e diferentes
composi¢des quimicas, algumas caractecteristicas, as quais proporcionam vantagens aos
surfactantes naturais quando comparados aos sintéticos, sdo comuns a grande parte deles
(Bognolo, 1999).

A alta capacidade dos biossurfactantes em reduzir a tensdo superficial e interfacial ¢
talvez a propriedade mais explorada e, apesar dos surfactantes sintéticos serem bastante efetivos
nesse aspecto, os Dbiologicos possuem a vantagem de reduzir a tensdo com menores

concentragdes de biossurfactantes (Bognolo, 1999).
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A alta atividade tensoativa atribui aos biossurfactantes importantes propriedades, como
emulsificacdo, detergéncia, lubrificacdo, solubilizagdo, capacidade espumante e molhante e
dispersdo de fases (Kosaric, 1992).

A tolerancia a temperatura, pH e forga idnica apresentada pelos biossurfactantes também
os coloca a frente dos surfactantes sintéticos. Alguns biossurfactantes possuem elevada
estabilidade quando expostos a altas temperaturas, solu¢des com diferentes valores de pH ou em
altas concentragdo salinas, permitindo a utilizagdo desses compostos em ambientes com
condigdes mais drasticas (Nitschke e Pastore, 2002).

A biodegrabilidade e a baixa toxicidade sdo propriedades comuns a maioria dos
surfactantes naturais que possuem grande destaque, devido ao aumento das preocupacdes
ecologicas e para atender as novas legislagdes sobre este aspecto.

Os biossurfactantes sdao facilmente degradaveis em agua e solo, propriedade nao
observada nos surfactantes sintéticos. Tal caracteristica, amplia sua aplicabilidade, sendo possivel
a utilizacdo destes compostos em processos como a biorremedia¢do e tratamento de residuos
(Mulligan e Gibbs, 1993).

Por fim, a baixa toxicidade apresentada pelos biossurfactantes torna-os adequados para

utiliza¢do nas industrias de alimentos, produtos cosméticos e farmacéuticos.

2.2 Producio de Biossurfactantes

A sintese dos biossurfactantes ocorre especialmente durante o crescimento microbiano em
substratos imisciveis em agua (Castiglioni et al., 2009). Embora exista uma maior numero de
estudos sobre essa sintese por microrganismos que degradam hidrocarbonetos, alguns
biossurfactantes podem ser obtidos através de compostos soliveis em agua (Kronemberger,
2007). A producdo dos surfactantes naturais esta associada a diversos fatores impostos no
processo produtivo, fatores esses determinantes na quantidade e qualidade de biossurfactante
produzido.

Modificacdes nas condigdes fisioldgicas e na composicdo do meio de cultivo sdo
alternativas promissoras para o aumento da produtividade dos biossurfactantes e vém sendo

estudadas com mais frequencia nos ultimos anos (Castiglioni et al., 2009).
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Sdo diversos os métodos envolvidos na producdo de biossurfactantes, a comecar pela
grande variedade de metodologia aplicada para selecionar microrganismos produtores de
biossurfactantes. Tais métodos podem ser quantitativos ou qualitativos, sendo a maioria baseado
nas propriedades fisico-quimicas dos surfactantes, principalmente em sua atividade de superficie
(Faria, 2010).

A producdo de agentes de superficie ocorre, geralmente, no meio de cultura apropriado ou
aderido as paredes celulares. A busca por microrganismos produtores estd relacionada com o
potencial dos mesmo em reduzir a tensao superficial, na sua capacidade de formar emulsao e
capacidade estabilizante, sendo esses os fatores avaliados pelas industrias na escolha do
microrganismo a ser utilzado (Pinto et al., 2009).

A qualidade e quantidade de biossurfactante produzido esta intimamente relacionada a
natureza das fontes de carbono e de nitrogénio oferecidas ao microrganismo produtor, condi¢des
do meio de producdo como pH, temperatura, agitagdo e oxigenagdo, bem como a presenca e
concentragdo de nutrientes como o fosforo, ferro, manganés e magnésio presentes no substrato
(Lin, 1996).

A produgdo ainda pode ser induzida por substratos imisciveis ou soliveis em agua,
dependendo do microrganismo produtor (Faria, 2010).

Uma producao de biossurfactantes com éxito ird depender da obten¢do de um substrato de
baixo custo com uma composi¢do quimica adequada que permita o crescimento celular e a
producao de metabdlitos secundarios de interesse (Antunes, 2013).

Hé ainda a possibilidade de aplicagao da engenharia genética com cepas produtoras para
melhorar o desempenho de produtividade e rendimento. Um maior conhecimento de rotas
metabolicas de produgdo possibilitam que os genes que codificam as enzimas envolvidas sejam
expressos em hospedeiros para permitir a utilizagdao de substratos mais baratos, além de substituir

produtores patonegicos (Kronemberger, 2007).

2.2.1 Avaliac¢ao da efetividade do biossurfactante produzido

A efetividade de produgao de biossurfactante pode ser avaliada, principalmente, por sua

capacidade de reducdo da tensdo superficial. Como anteriormente descrito, os biossurfactantes

13



sdo agentes ativos de superficie, com amplo espectro de propriedades fisico-quimicas, as quais
inclui, além da capacidade de reducdo da tensdo superficial e interfacial, baixos valores de
concentracdo micelar critica (CMC) e alta capacidade emulsificante (Faria, 2010).

A tensdao superficial pode ser medida facilmente atraves de um tensidmetro, porém
diferentes técnicas estdo sendo desenvolvidas e validadas para acompanhar a reducdo da tensdo
superficial durante a produgdo de biossurfactantes. A tensdo superficial da agua, por exemplo, ¢
de, aproximadamente, 72 mN/m, mas adi¢do de surfactantes pode reduzir esse valor para até 30
mN/m (Kronemnerg, 2007).

Mulligan (2005) descreve tensdo superficial como a medida da energia livre por unidade
de area requerida para trazer uma molécula da fase principal para a superficie. A presenca do
surfactante reduz a energia necessaria para trazer a molécula para a superficie e,
conseqiientemente, a tensao superficial ¢ reduzida também.

A concentracdo micelar critica (CMC), fator de avaliagdo da efetividade do
biossurfactante, ¢ definida como a concentragdo minima necessaria para a formacdo dos
agregados, denominados micelas. A partir do inicio do processo de formagdo das micelas, a
tensdo superficial se mantém constante, ou apresentara pequenas alteragdes (Faria, 2010).
Biossurfactantes eficientes sdo aqueles com baixos valores de CMC, ou seja, os que em baixas
concentragdes sdo capazes de reduzir a tensdo superficial (Mulligan e Gibbs, 1993).

A avaliacdo da eficacia do biossurfactante produzido também pode ser verificada pela sua
capacidade de emulsificar misturas de hidrocarbonetos em agua, através do aumento significativo
da degradagdao desses hidrocarbonetos (Castiglioni et al, 2009), bem como através de sua

atividade na estabilizacdo ou desestabiliza¢do de emulsdes (Kronemberger, 2007).

2.3 Aplicac¢oes dos Biossurfactantes

Como ja mencionado, em fungdo da presenca de por¢des hidrofobicas e hidrofilicas, os
biossurfactantes sdo capazes de se distribuir na interface de liquidos imisciveis. Ocorre, entao, a
forma¢do de um filme molecular, ordenado nas interfaces, que promove a redu¢do da tensdo
superficial e interfacial, garantindo as propriedades dos surfactantes. Tais propriedades tornam

essas moléculas aplicaveis em diferentes areas industriais (Nitschke e Pastore, 2002).
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Os biossurfactantes estdo se tornando cada vez mais importantes tanto na aplicagdo
industrial, quanto medicinal, devido seu modo de acdo especifico, facilidade de preparagdo,
aplicabilidade generalizada e vantagens em relacao aos sintéticos (Sen, 2010).

Pela sua ampla diversidade quimica com propriedades e aplicagdes especificas, podemos
destacar a utilizagdo dos biossurfactantes na biorremediagdo, recuperacao melhorada do petréleo,
aplicacdes na medicina como agentes antivirais, antitumorais e antimicrobianos, na indistria
cosmética, farmacéutica e de alimentos e na nanotecnologia, como agentes de superficie na
dispersdo de nanotubos de carbono (Faria, 2010). Eles também apresentam papéis fisiologicos
naturais com o aumento da biodisponibilidade de moléculas hidrofébicas e podem interagir com
metais pesados, contribuindo para uma melhora na degradagao de contaminantes quimicos (Sen,
2010).

O maior mercado para os biossurfactantes, contudo, ¢ a industria petrolifera, onde sao
utilizados na produgdo de petroleo ou também inseridos nas formulacdes de oleos lubrificantes
(Van Dyke et al., 1991).

A tabela 2 apresenta as principais aplicagdes comerciais dos biossurfactantes,

comprovando o vasto espectro de utilizacao desses compostos.
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Tabela 2. Fungdes dos biossurfactantes e seus respectivos campos de aplicagdo

FUNCOES

CAMPOS DE APLICACAO

Emulsionantes e dispersantes

Cosméticos, tintas, biorremediacgao,

Oleos e alimentos

Solubilizantes

Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes

Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes

Produtos de higiene, cosméticos e

flotagdo de minérios

Agentes espessantes

Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais

Mineragao

Formadores de vesiculas

Cosméticos ¢ sistemas de liberagao de

drogas

Fator de crescimento microbiano

Tratamento de residuos oleosos

Demulsificantes

Tratamento de residuos, recuperacao de

petroleo

Redutores de Viscosidade

Transporte de tubulagdes, oleodutos

Dispersantes

Mistruras carvao-agua, calcareo-agua

Fungicida

Controle biologico de fitopatogénicos

Agente de recuperacio

Recuperagao terciaria de petrdleo

2.3.1 Biorremediagao

A contaminacao do solo ou oceanos por 6leo € um problema comum, cujo os métodos de
tratamento fisico mais utilizados, ou técnicas de remediagdo, sdo muitas vezes dificeis ou
economicamente inviaveis (Sen, 2010).

O processo de biorremedia¢do ¢ uma nova tecnologia na qual, através do uso de agentes
bioldgicos capazes de modificar ou decompor poluentes, ¢ possivel o tratamento de locais

contaminados (Bento ef al., 2003). Uma alternativa viavel, do ponto de vista econdmico, que
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basea-se na destruicdo parcial ou completa da estrutura molecular dos diluentes ambientais,
através da utilizagdo de microrganismos (Sen, 2010).

O aumento da interacdo superficial agua/oleo gerado pelos biossurfactantes resulta em
uma aceleracdo na degradacao de diferentes 6leos e promovem a biorremediacdo de agua e solos
contaminados em acidentes com derramamento de 6leo, bastante numerosos nos ultimos anos e
preocupantes do ponto de vista ecologico e social (Nitschke e Pastore, 2002).

A biorremediagdo, portanto, consiste na realizagdo de tratamentos bioldgicos para reduzir
a concentra¢ao dos contaminantes derramados no ambiente a niveis ambientalmente aceitaveis
(Faria, 2010).

Nao apenas os acidentes com navios petroleiros sdo os responsaveis pelo derramamento
de o6leos nos oceanos e sua consequente poluicdo. Tais acidentes correspondem apenas a uma
pequena parcela dos hidrocarbonetos presentes na marinha, sendo as maiores fontes provenientes
de lavagens de navios, acidades na explora¢do do petrdleo, efluentes urbanos e industriais, além
de vazamentos naturais de 6leo no fundo dos oceanos (Marques, 2009).

A biodegradacdo ¢ um dos métodos mais eficientes para a remocao dos poluentes, € a
capacidades dos biossurfactantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em adgua aumenta a
degradacdo desses compostos no ambiente (Nitschke e Pastore, 2002).

Estudos feitos por Rahma ef al. (1990) apresentaram degradacdo de 83-98% de
hidrocarbonetos na biorremediacdo de n-alcanos em lodo de petroleo, através da adicdo de
biossurfactantes do tipo ramnoliipidios, indicando o efeito benéfico desses compostos em baixas
solubilidades.

Outro trabalho envolvendo a biorremediagdo foi apresentado por Urum et al. (2004) que
examinaram a remog¢ao do petrdleo em solo contaminado atraves da adiagdo de ramnolipidios em
comparacdo a remoc¢do com adi¢do de surfactante sintético. Ambos apresentaram resultados de
remog¢ao com niveis semelhantes, portanto os autores consideraram o uso do biossurfactante mais
adequado pois apresentou a mesma eficacia do surfactante quimico e ainda apresenta vantagens
referentes a baixa toxicidade e biodegrabilidade, favoraveis ao meio ambiente.

Outro estudo, bastante revelante, foi o apresentado por Mukherjee et al. (2006) que
demostraram a eficacia de biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis na biodegradacao de

6leo de petroleo em solo contaminado no Nordeste da India e ainda ressaltaram que, além de
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eficazes na solubilizacdo de hidrocarbonetos de petréleo, ha a vantagem de um fornecimento

continuo de surfactantes naturais, ndo toxicos, biodegradéaveis e de baixo custo.

2.3.2 Industrias de Alimentos

Nos ultimos anos aumentou-se a exigéncia dos consumidores por produtos alimenticios
produzidos com ingredientes e aditivos naturais, aumentando, assim, a demanda das industrias de
alimentos em busca de alternativas para reduzir o uso de aditivos sintéticos (Faria, 2010).

Nas industrias alimenticias, os biossurfactantes possuem grande aplicabilidade como
agentes emulsionantes no processamento de matéria-prima, conferindo a formacdo da
consisténcia e textura dos alimentos, bem como na dispersdo de fases (Banat et al., 2000).
Também influenciam as caracteristicas reologicas da farinha no processo de panificagdo e a
emulsificacdo de gorduras na producao de derivados de carne (Nitschke e Pastore, 2002).

Sao aplicavéis também no processo de controle de aglomeragdo de glébulos de gorduras,
além de serem utilizados para estabilizar sistemas gaseificados. Nas padarias e fabricas de
sorvetes atuam como controladores de consisténcia e solubilizantes de Oleos aromatizantes
(Nitschke e Costa, 2007).

Estudos feitos por Shepherd et al.(1995), confirmaram que bioemulsificadores produzidos
por Candida utilis apresentaram uma acdo emulsificante mais efetiva do que produtos sintéticos
comumente utilizados nas industrias de alimentos, como a carboximetilcelulose, por exemplo.

Além da aplicabilidade na producdo de alimentos, as industrias alimenticias podem
aproveitar seus subprodutos ou residuos como substratos para a propria producdo de

biossurfactantes, uma abordagem bastante interessante (Makkar e Cameotra, 2002).

2.3.3 Aplicacoes Terapéuticas

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, a boa compatibilidade com a pele,
juntamente com a aceitabilidade ecoldgica, tornaram os biossurfactantes bastante interessantes no
mercado farmacéutico, cosméstico e terapéutico.

A surfactina, um dos mais conhecidos surfactantes naturais produzido por Bacillus

subtilis, possui um vasto espectro de aplicagdo farmacéutica, das quais podemos citar a
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capacidade de inibicdo da formacdo de coagulos, formacdo de canais i6nicos em membranas
(Banat et al., 2000), além de atividade antibacteriana, atifungica, antitumoral e antiviral (Nitscke
e Pastore, 2002).

A potente aplicagdo dos biossurfactantes na area médica ¢ uma alternativa apropriada em
substitui¢do a agentes terapéuticos e medicamentos sintéticos. As moléculas de biossurfactantes
interagem com as moléculas de superficie celulares, desestruturando membranas através da
emulsificacdo de lipidios, lipoproteinas e fosfolipidios. Ou ainda, as moléculas de surfactantes
naturais podem interagir com superficies solidas e afetar a adesdo de células microbianas (Faria,
2010).

Surfactantes naturais apresentam também grande potencial como detergentes,
emulsificantes, solubilizantes, dispersantes e formadores de espumas, propriedades bastante uteis

para o desevolvimento de comésticos e medicamentos.

2.4 Utilizacao de Substratos Renovaveis

Embora os biossurfactantes possuam claras vantagens em relagdo aos surfactantes
sintéticos, associadas a equivalente atividade como agentes de superficie e emulsicantes, a
producao de surfactantes biologicos em escala industrial ainda ndo ¢ realizada devido aos altos
custos e baixos rendimentos (Mukherjee ef al., 2006).

Nos ultimos anos, diversos estudos sobre producdo de biossurfactantes com diferentes
microrganismos tém sido reportados e, atualmente, hd uma variedade de dados relacionados a
producao, tipo e propriedades dos biossurfactantes. Ademais, muitas propostas sao elucidadas
afim de se encontrar a solucao ideal para reducao do custo de produgdo e, consequemente, a
viabilidade do uso de biossurfactantes industrialmente.

Segundo Mukherjee et al. (2006), atualmente, trés vertentes tém sido adotadas para tornar
€SSes processos mais competitivos:

a. Uso de substratos renovaveis e de baixo custo;

b. Desenvolvimento de processos eficientes, incluindo a otimizacao de condigdes de
cultivo, adog@o de processos de separagdo e recuperagao de baixo custo;

c. Desenvolvimento e utilizacdo de linhagens mutantes ou recombinantes, visando
melhorar o rendimento da producao desses biossurfactantes.
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Do ponto de vista econdmico, a quantidade e o tipo de matéria-prima utilizada como
substrato para o desenvolvimento do microrganismo ¢ o fator mais preocupante no processo.
Estima-se que cerca de 30% do custo total de producdo estd vinculado a obtengdo de um
substrato adequado para a produgdo de biossurfactantes (Cameotra ¢ Makkar, 1998).

Desta maneira, o uso de substratos renovaveis torna-se interessante para viabilizar essa
produgdo. Uma possibilidade factivel é a utilizacdo de matérias-primas ou residuos organicos
provenientes das agroindustrias. Milhdes de toneladas de residuos sdo gerados a cada ano em
todo o mundo, e no Brasil esse amplo setor agroindustrial garante uma enorme quantidade e
variedade de rejeitos (Faria, 2010).

Dentre as matérias-primas renovaveis utilizadas para a producdo de biossurfactantes,
podemos citar o uso de 6leos vegetais, como reportado por Rahman et al. (2001) na produgdo de
ramnolipidios através da utilizacdo de 6leo de soja e de girassol. O aproveitamento de residuos
provenientes de refinarias de extracdo de 6leos vegetais também sdo bons substratos como
estudado por Benincasa et al. (2004) para a producdo de glicolipidios por Pseudomonas
aeruginosas.

Os residuos oleosos sao alternativas interessantes quando utilizados juntamente com
microrganismos adaptados a oleosidade do meio. Os compostos oleosos sdo degrados pelos
microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fontes de carbono para obtencdo de
energia . Estudos apontam que microrganismos ambientados a crescer em o6leo sdo bons
produtores de biossurfactantes ( Decesaro et al., 2013).

Diversos substratos renovaveis foram adotados como alternativa viavel para a produgao
de biossurfactantes por Bacillus subtilis. Residuos provenientes do processamento da mandioca,
residuos do processamento da batata, ambos ricos em carboidratos, € o melaco, residuo
agroindustrial, sdo alguns exemplos de eficazes fontes de nutrientes para o desenvolvimento do
bacillus e produgao de biossurfactantes em quantidade e qualidade aplicaveis as industrias (Faria,

2010).
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2.5 Bacillus subtilis

Diversas espécies de microrganismos tem sido estudadas e caracterizadas como
produtores de agentes de superficie (Kushida, 2000). A produgdo tais agentes varia de acordo
com o tipo de microrganismo, as leveduras e fungos filamentosos utilizam, preferencialemnte, n-
alcanos saturados, ndo ramificados. Ja algumas bactérias degradam isoalcanos e isociclanos,
assim como compostos insaturados e aromaticos (Kosaric et al., 1987).

A bactéria Bacillus subtilis ¢ um bacilo gram positivo de solo, ndo patogé€nico, nao
colonizador de tecidos, formador de esporos e naturalmente transformavel, ou seja, a capacidade
de capturar DNA exdgeno faz parte do seu ciclo de vida (Paccez, 2007).

Os Bacillus sdo muito utilizados para a produ¢@o industrial de proteinas recombinantes.
Tal fato se da devido ao fato de que a cultura dessas bactérias em sistema de produgdo de larga
escala a densidades elevadas ¢ facil e barato (Westers, 2004).

Considerada como uma das principais espécies de microrganismo para producgdo de
biossurfactantes, os Bacillus subtilis foram, por muito tempo, considerados bactérias estritamente
aerobias, porém, estudos conduzidos nos ultimos anos, mostraram que tal espécie pode também
crescer em ambientes anaerdbicos (Andrade, 2011).

Conhecido como produtor de lipopeotideos, o Bacillus subtilis, ganhou destaque pela sua
facilidade em producao da surfactina, melhor lipopeptideo caracterizado (Kushida, 2000).

A surfactina ¢ um lipopeptideo ciclico conhecido como um dos biossurfactantes mais
eficazes, podendo reduzir a tensao superficial de 72 para 27,9 mN/m e possuir uma CMC de
0,017g/l. (Sen, 2010). E formada por uma cadeia carbonica e um anel lactona composto de
heptapeptidio, interligados a uma cadeia carbonica (Andrade, 2011).

Estudos recentes mostraram a efetividade da surfactina como antiviral, antitumoral, como
anticoagulante e inibidora de enzima, porém, apesar de tais propriedades qualifica-la para
potenciais aplicagcdes na medicina ou biotecnologia, sdo poucos os estudos publicados até o
momento explorando sua a¢do (Sen, 2010).

As variagdes no comprimento e conformacdo de sua cadeia lipidica, associada as
substitui¢des de aminoacidos em sua parte proteica, fazem com a surfactina possa ser encontrada
em diferentes isoformas que se diferenciam em suas propriedades fisico-quimicas (Faria, 2010),

garantindo assim uma extensa variabilidade de uso e aplicacdes de tal surfactante natural.
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Quando compara a surfactantes sintéticos como o dodecilsulfato de sédio (SDS) e o
brometo de trimetil amonio (BTA) ¢ até mesmo com outros biossurfactantes, a surfactina
apresentar maior capacidade de reducdao da tensdo superficial e interfacial, além de possuir
valores de concentragdo micelar critica (CMC) inferiores. Além disso, a surfactina ¢ capaz de
formar emulsdes estaveis de 6leos comestiveis em dgua garantindo uma maior aplicabilidade

industrial (Barros et al., 2007).

2.6 Abacaxi

O abacaxi ¢ um pseudofruto da familia Bromeliaceae que, apesar de fazer parte desta
familia cujo nome esta intimamente associado a bromélias, sua espécie (Adnanas comosus) ¢ a
mais conhecida, sendo inclusive considerado como uma das frutas tropicais mais populares do
mundo, principalmente devido ao seu sabor e aroma marcantes (Coelho, 2012). O abacaxi ¢ o
unico representante da familia Bromeliaceae cultivado extensivamente como fonte de alimento
(Manetti el al., 2009).

Embora nativo da América do Sul ¢ atualmente cultivado em regides de clima tropical,
subtropical e suave em todo o mundo devido a sua capacidade de adaptacdo, resisténcia a seca e
facilidade de propagacdo. Cerca de 50% de sua producdo mundial esta concentrada no Brasil,
Tailandia, Filipinas, Costa Rica e China (Rodriguez et al., 2013).

Em 1997, a Tailandia foi considerado o pais com maior producao de abacaxi mundial,

seguindo pelo Brasil, como apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Principais paises produtores de abacaxi em 1997 (Souza et al., 1999)

Um estudo feito por Souza et al. (1999), comparou a produ¢do de abacaxi entre os anos de
1979 a 1981 nos nove paises considerados os maiores produtores mundiais do fruto. Tal
comparacdo pode constatar que o Brasil foi o pais com mais acréscimo de produgdo, cerca de
228,86%.

No Brasil, o abacaxi ¢ explorado em mais de 72 mil hectares. Ocupando o quarto lugar no
cultivo de frutas no pais, a produ¢do do abacaxizeiro possui grande importincia no aspecto
social, por gerar empregos e renda no meio rural. Além disso, sua importidncia econdmica
também ¢ destaque no pais, principalmente nos estados Para, Paraiba, Minas Gerais e Bahia. Ja
no estado de Tocantins, o fruto ¢ cultivado em todos os municipios, constituindo o terceiro PIB
agricola do estado (Matos et al., 2009).

Dentre os estados citados acima, Minas Gerais e Paraiba se destacam como os maiores
produtores de abacaxi no Brasil, sendo que as produgdes somadas representam mais da metade da
producao brasileira (Morgado et al., 2004).

Nao s6 utilizado como alimento, mas também comumente empregado na medicina
popular, o abacaxi apresenta reconhecidas propriedades medicinais, agindo como estomatico,
diurético e anti-inflamatorio, além de ser utilizado também em problemas das vias respiratdrias e

para neurastenia (Manetti ef al., 2009).
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Utilizado como matéria-prima em diversos ramos industrias, o abacaxi tem seu maior
destaque como suco. Diversos trabalhos publicados destacam o alto valor energético do suco do
abacaxi, uma vez que o fruto apresenta em sua composicdo uma elevada concentragdao de
acucares, diferentes sais minerais como o calcio, fésforo, magnésio,potassio, soédio e cobre, além
de vitaminas A, C, B1, B2 e a Niacina. Apesar de todos esses componentes energéticos, o teor
protéico e o teor de gordura, sao inferiores a 0.5% (Lima et al., 2010).

Nos processos industriais, os residuos do abacaxi (casca, talo, coroa e folhas) sao retirados
e descartados antes do processamento e contabilizam cerca de 50% do peso total do abacaxi.
Consequentemente, com o aumento da produ¢@o do abacaxi, aumenta-se também a quantidade de
residuo gerado.

Numericamente falando, um unico hortifruti de Campinas -SP vende, aproximadamente,
350 abacaxis descascados por dia, gerando assim residuo equivalente a 10.500 abacaxis em um
més. Tal residuo ¢ rico em carboidratos, caracterizando como um bom substrato para o
desenvolvimento de microrganismos e, portanto, produgdo de biossurfactantes.

A tabela 3 apresenta a produgdo de abacaxi das safras de 2003 a 2012 no Brasil,

evidenciando a grande quantidade do fruto produzida nos tltimos ano no pais.

Tabela 3. Produ¢ao Agricola no Brasil obtida no decénio 2003 - 2012 (IBGE, 2013)

PRODUCAO OBTIDA (t)
2003 2004 2005 2006 2007
1.440.013  1.447299 1528313  1.707.088  1.784.215
ABACAXI 2008 2009 2010 2011 2012

1.712.365 1.470.995 1.470.391 1.576.972 1.650.936

Segundo o IBGE 2013, os valores de producdao de abacaxi no ano de 2013 chegou a
1.580.795 toneladas, sendo as regides Nordeste e Sudeste com maiores indices de producao,

como pode ser observado na figura 4.
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Figura 4. Levantamento sistematico por regido da produg¢do agricola de abacaxi no Brasil (IBGE,
2013).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Foi utilizada cepa de Bacillus subtilis (CCT 2576), gentilmente cedidas pela Fundacao
André Tosello.

Os reagentes e equipamentos utilizados no presente trabalho estdo identificados na tabela
3, com suas respectivas procedéncias.

Tabela 4. Equipamentos e reagentes utilizados

Descricao Marca
Agitador Vortex IA - MS 3 IKA
Autoclave AB 25 PHOENIX
Balanga Analitica AUY220 Shimadzu

8 Banho Maria DubNoff (Shaker) Marconi

E Bico de Bulsen }

= Centrifiga Refrigerada Velocity 14R Dynamica

% Espectrofotometro AJX-1900 Micronal

E Estufa 515 FANEM

S Incubadora -
pHmetro Lutron
Pipetador Automatico BRAND
Processador FC-600 Fam
Descricao Marca
Acido Cloridrico P.A. Synth

N Agar Nutriente ONIX

E Cloreto de Sodio P.A. Synth

E D - Glicose Anidra Synth

Eﬂp Glicerina (Glicerol) P.A. Vetec

E Hidroxido de Sodio P.A. Synth
Peptona -
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3.2 Métodos

3.2.1 Cultivo do Microrganismo

Para cultivo e preserva¢do do Bacillus subtilis, foram realizados repiques mensais. A
conservagdo do microrganismo ¢ de grande valia pois previne contra contaminagdes, contra a

perda da viabilidade e contra possiveis mutagoes.

3.2.1.1 Processo de Repique

Foram realizados 10 tubos de repique do Bacillus subtilis. Os tubos contendo agar
nutriente foram autoclavados por 15 minutos e deixados em repouso até esfriar. O repique foi
entdo realizado com auxilio de alca de platina e bico de bulsen. Os tubos repicados foram
incubados por 24 horas e mantidos refrigerados.

A figura 5 representa o processo de repique realizado.

Figura 5. Demonstrativo do processo de repique do microrganismo (Diaz, 2013).
3.2.1.2 Meio de cultura para conservacao das cepas
Os Bacillus foram conservados por repiques mensais em tubos de ensaio contendo agar
nutriente sob refrigeracdo a 4 °C para diminuir o metabolismo celular e poderem ser utilizadas

nas andlises posteriores.

A figura 6 ilustra os tubos de conversacao do microrganismo em agar, pos repique.
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Figura 6. Tubos de repique contendo agar nutriente (Diaz, 2013).

3.2.2 Producio do Biossurfactante

O processo de fermentagdo para producdo de biossurfactante foi realizado com auxilio de

um shaker, com agitag¢do pré-fixada e mantendo a temperatura constante em 37°C.

3.2.2.1 Preparo do pré-inoculo

Para preparo do pré-inoculo, uma solucdo aquosa de 15 mL contendo peptona, cloreto de
sodio e glicose foi preparada em um erlenmeyer de 125 mL, autoclavada e apos resfriamento,
inoculou-se a cultura com auxilio de al¢a de platina e bico de bulsen, em ambiente previamente
esterilizado com alcool. O erlenmeyer foi colocado em shaker, com agitacdo constante e
temperatura de 37 °C, durante 6 horas. Tal processo garantiu o crescimento e adaptacdo do
Bacillus subtilis nas condi¢des impostas.

Concomitantemente, preparou-se o inéculo com mais 100 mL da mesma solugdo aquosa
contendo peptona, cloreto e glicose, em erlenmeyer de 250 mL e autoclavada. Apos o periodo de
6 horas descrito, uma por¢do de 10 mL do pré-indculo, ja adaptado ao meio de crescimento, foi
transferida para os 100 mL de solugdo e mantido em shaker, com agitacdo constante e
temperatura de 37 °C, durante 14 horas, garantindo o desenvolvimento do microrganismo no
meio.

A padronizacdo do indculo foi realizada utilizando 100 mL do mesmo meio nutriente
ajustado em espectrofotometro em uma faixa de absorbancia de 0,08 a 0,1, em comprimento de

onda de 625nm.
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As concentragdes de peptona e cloreto de sodio foram mantidas para todas as
fermentagdes em 0,76 % e 0,06 %, respectivamente. As concentragdes de glicose variaram a cada

fermentagdo, em 1%, 3% e 5%, para comparacao dos resultados de produ¢do de biossurfactante.

3.2.2.2 Preparo do Substrato

Em seis frascos de 250 mL foram adicionados 80 mL de caldo do abacaxi, previamente

esterilizados em autoclave a 120°C, por 10 minutos.

3.2.2.3 Processo Fermentativo

As fermentacdes para a produgdo foram realizadas com os seis erlenmeyers de 250 mL,
contendo o substrato anteriormente descrito. Em cada frasco foram acrescidos 8mL do inoculo
(10 %) e devidamente fechados com tampas de gaze e algoddo, revestidas por papel aliminio,
para evitar contaminagdo. Foram, entdo, mantidos sob agita¢ao constante , a 37 °C, por 24 horas.
Neste periodo, foram retiradas 7 amostras, uma inicial (tempo zero), uma segunda apos 1 hora de
fermentagdo, as 4 seguintes em intervalos de 2 horas cada e uma ultima amostra ap6s 24 horas de
fermentacdo. A amostra do ponto inicial de fermentagdo retirada para andlise foi utilizada como
controle, ou seja, como ponto de comparagao em relacdo as amostras retiradas durante o processo
fermentativo. Tais amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos e submetidas a
determinagdo de tensao superficial e indice de emulsificacao.

Importante ressaltar que cada amostra foi retirada de um frasco diferente (com excessao
da amostra tempo zero e da amostra apés uma hora de fermentagdo), para evitar possiveis

contaminagoes.

3.2.3 Enriquecimento com Glicerol

Apos realizagdo das trés fermentacdes com diferentes concentragdes de glicose, repetiu-se

0 mesmo processo fermentativo descrito anteriormente foi realizado, porém acrescentando

glicerol comercial ao caldo de abacaxi para enriquecimento do substrato e posterior determinagdo

29



da tensdo superficial e indice de emulsificagdo. Desta forma, foi possivel avaliar e comparar o
comportamento e producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis em diferentes condicdes.
As concentragdes de glicerol variaram a cada fermentagdo em 3%, 5% e 10%, desta vez

mantendo a concentracdo de glicose em 5%.

3.2.4 Medida da Tensao Superficial

3.2.4.1 Método do Peso da Gota

A tensdo superficial foi realizada seguindo a metodologia de Behring, 2004. Todas as

analises foram realizadas em duplicata.

3.2.5 Indice de Emulsio

A emulsificacdo foi medida através da propor¢do 6leo/biossurfactante, de acordo com a
metodologia proposta por Cooper e Goldenberg, 1987. Foram utilizados 3 diferentes tipos de
Oleos (6leo de soja, 6leo de motor e 6leo diesel) e a andlises feitas em duplicatas.

Em tubos graduados foram adicionados ImL de o6leo e, em seguida, ImL do
biossurfactante produzido. Os tubos foram agitados em vortéx por um minuto e deixados em
repouso por 24 horas. Apos 24 horas realizou-se a andlise do indice de emulsdo através da
medida da camada emulsificada e da camada total. O célculo do indice de emulsdo foi feito de

acordo com a equagao (1):

altura da emulsao X100
% = (1)

altura total

3.2.6 Testes de Estabilidade

Uma nova fermentacdo foi realizada com a melhor condigdo de producdo de

biossurfactante por Bacillus subtilis em caldo de residuo de abacaxi e submetida a testes de
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estabilidade a fim de verificar a capacidade do biossurfactante em se manter ativo frente a
alteracdes de temperatura, pH e concentragdes salinas.

Os testes de estabilidade foram realizados baseados em Barros, 2008.

3.2.6.1 Estudo de estabilidade térmica

Em 5 tubos de ensaio foram adicionados 10mL da solugdo de biossurfactante produzido,
previamente centrifugadas, ¢ mantidos em estufa a 100 °C por periodos de 20, 40, 60, 100 e 140
minutos. Mais 4 amostras da mesma solugdo foram aquecidas a 121 °C por periodos de 20, 40 e
60 minutos. Apds tratamento térmico, cada solugdo foi resfriada até temperatura ambiente para

medicao da tensdo superficial.

3.2.6.2 Estudo da estabilidade frente ao pH

Em tubos contendo o biossurfactante, previamente centrifugado, foi adicionado solucao
tampao fosfato com pH 4, 5, 6, 7 ¢ 8 , nas proporcdes de 1:1 e 1:2 (solucdo tampao: solugdo
biossurfactante), agitadas em vortex por 1 minuto e, posteriormente, determinada a tensdo

superficial de cada.
3.2.6.3 Estudo de estabilidade frente a forca ionica

Foram preparadas solugdes salinas em diferentes concentragdes, 2,5%, 5,0%, 10,0% e
20,0% de NaCl, e colocadas em tubos de ensaio contendo solu¢do centrifugada de

biossurfactante, nas propor¢des de 1:1 e 1:2 (solugao salina: solugdo biossurfactante), agitadas

em vortex por 1 minuto ¢ medida a tensao superficial em cada tubo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Fermentac¢oes com variacao da concentracio de glicose

4.1.1 Tensao superficial

A analise da tensao superficial ¢ um dos indicativos da produgdo de biossurfactantes. A
técnica utizada, do peso da gota, apresentou resultados bastante favoraveis. A diminuicdo da
tensdo superficial ao longo do tempo de fermentagcdo evidencia o aumento da producdo de
biossurfactante por Bacillus subtilis.

Na primeira andlise realizada, com 1% de glicose no preparo do indculo, obteve-se uma
redu¢do da tensdo superficial de 23,9 % logo na primeira hora fermentagdo. Tal indice de
reducdo, entretanto, manteve-se estavel durante as 8 horas seguintes em uma redugdo de
aproximadamente 19% e, devido a esta estabilidade, foram coletadas apenas 6 amostras
(incluindo a amostra inicial de tempo zero). A tabela 5 e figura 7 apresentam os valores da tensao

superficial ao longo do tempo, durante a fermentagcdo com 1% de glicose.

Tabela 5. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com 1% de glicose

Amostra Tempo (horas) Tensdo Superficial (mN/m)

Tempo Zero 62,27
1 47,39
3 51,34
5 51,76
7 50,34
9 50,33
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Figura 7. Analise da tensdo superficial ao longo do tempo, com 1% de glicose

A variagdo apresentada na segunda amostra , apds uma hora de fermentagdo, cuja reducao
de tensdo ¢ maior que nas amostras seguintes, pode estar relacionada ao fato de que cada amostra
foi coletada de um frasco diferente, podendo haver variagdes na quantidade de biossurfactante
produzido de um frasco para o outro.

A alta reducdao de tensdo logo na primeira hora de fermentagdo, juntamente com a
estabilidade de redugdo ao longo do tempo pode ser resultado de um consumo imediato de toda a
glicose disponivel para desenvolvimento do microrganismo. Nesta primeira fermentag¢do ndo foi
realizada a padronizacao de quantidade de microrganismos no inodculo. Sendo assim, uma maior
concentracdo de bactérias no indculo competiram pela fonte de carbono, resultando em seu
consumo ao inicio da fermentagdo. A falta de padroniza¢do gera uma alta concentragdo de
microrganismo, ndo havendo nutrientes suficientes para que ocorra um desenvolvimento e,

consequente produgdo de biossurfactante, gradual ao longo das horas de fermentagao.

Na segunda andlise, aumentou-se a concentracdo de glicose no preparo do indculo para
3%.

Observa-se uma reducdo de apenas 8,1% na primeira hora de fermentacdo, entretando
essa redugdo aumenta ao longo do tempo, chegando a 25,1% apds nove horas de fermentacao,

valor considerado bastante satisfatorio tratando-se de analises inciais em laboratério.
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A ultima amostra coletada, apds 24 horas de fermentacdo, apresentou um valor alto de
tensdo, sem reducdo significativa em relagdo a tensdo apresentada na amostra inicial de tempo
zero. Tal resultado pode ser explicado devido ao fato de que cada amostra foi coletada de um
frasco diferente, devido as condicdes de assepsia do laboratorio, para evitar resultados positivos
ou negativos provinientes de uma possivel contaminagdo das amostras. Em condi¢des assépticas
favoraveis, ou seja, em um ambiente com garantia de esterelidade, com capela de fluxo laminar,
por exemplo, os 6 pontos de amostra poderiam ser retirados do mesmo frasco e, provavelmente,
tal variacao nao seria obtida.

Um possivel erro de inoculagdo , por exemplo, pode ter sido o responsavel pela ndo
reducdo no sexto frasco.

A tabela 6 e figura 8 apresentam os valores de tensdo superficial ao longo do tempo,
indicando resultados bastante favoraveis para a analise. Estudos apontam que biossurfactantes

efetivos devem reduzir, pelo menos em 20% a tensao superficial.

Tabela 6. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com 3% de glicose

Amostra Tempo (horas) Tensdo Superficial (mN/m)
1 Tempo Zero 63,82
2 1 58,68
3 3 57,16
4 5 51,50
5 7 51,56
6 9 47,74
7 24 62,60
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Figura 8. Analise da tensdo superficial ao longo do tempo, com 3% de glicose

A terceira e ultima analise de viabilidade e eficicia na producao de biossurfactante por
Bacillus subtilis em residuo do abacaxi foi realizada com uma concentracdo de 5% de glicose no
preparo do indculo.

Essa fermentacdo mostrou-se mais efetiva no que diz respeito a redug¢do da tensdo
superficial e, consequentemente, na producao de biossurfactantes. Assim como observado com
3% de glicose, a reducao na primeira hora de fermentacdo foi baixa, de apenas 6,3%. Ha,
contudo, um aumento gradual dessa redugdo ao longo do tempo, chegando a uma redugdo de
21,6% ap6s 7 horas de fermentagdo e de 25,3% ap6s 24 horas. Além de uma maior reducdo de
tensao em relagdo as fermentagdes com 1% e 3% de glicose, a diminuigao da tensdo apresentou
mais gradual, com excessdao da amostra 6, com 9 horas de fermentacao, que possui um pequeno
desvio em relacdo a amostra anterior, podendo esse desvio ser atribuido a erros analiticos ou, até
mesmo, variagdo por se tratar de frascos diferentes, como ja explicado anteriormente.

A tabela 7 e figura 9 apresentam os resultados de tensdo superficial obtidos na analise

com 5% de glicose.

35



Tabela 7. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com 5% de glicose

Amostra Tempo (horas) Tensao Superficial (mN/m)
1 Tempo Zero 64,54
2 1 60,01
3 3 57,16
4 5 55,75
5 7 50,20
6 9 54,06
7 24 48,25
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Figura 9. Analise da tensdo superficial ao longo do tempo, com 5% de glicose

A produgdo de biossurfactantes foi mais eficaz quando se utilizando 5% de glicose para
preparo do inoculo. A glicose ¢ uma excelente fonte de carbono para o crescimento e
desenvolvimento do microrganismo. A quantidade e qualidade do biossurfactante produzido
depende, além das condi¢des impostas no processo de fermentacdo como temperatura e agitagao,
das condi¢des de cultivo do microrganismo, incluindo as fontes de carbono. Os resultados
melhores foram obtidos com concentragdes mais altas de glicose, o que indica a necessidade do
consumo dessa fonte de carbono pelo Bacillus para o seu desenvolvimento.

O aumento da quantidade de glicose possibilitou um consumo gradual da glicose pelo
microrganismo, ao longo do tempo de fermentacdo, favorecendo o aumento do percentual de

redu¢do da tensao superficial.
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Sabe-se que os biossurfactantes além de reduzirem a tensdo superficial, apresentam
propriedade emulsificantes e detergentes. Diversas analises quali e quantitaivas sdo realizadas e
reportadas afim de se comprovar a producdo dos biossurfactantes em condicdes especificas.
Entrentato, uma simples analise visual pode ser um indicativo inicial da atividade do
microrganismo na produ¢do, como observado na figura 10. A formagdo de uma camada de
espuma, apresentada nas amostras apos fermentagdo com 5% de glicose ¢ um indicio de que
realmente houve produgao de biossurfactante por Bacillus subtilis quando utizidado o residuo do
abacaxi como susbtrato.

Fernandes et al (2007), também avaliaram a producdo de biossurfactante por Bacillus
subtilis em shaker, por 52 horas, porém com um substrato industrial altamente enriquecido. Os
resultados por eles obtidos também foram bastante favoraveis e confirmaram uma estabilidade de
producao apos 20 horas de fermentacdo, ndo havendo necessidade de extender o processo
fermentativo. Em suas andlises, obtiveram uma redu¢do da tensdo inicial de 54 mN/m para
30mN/m ap6s 20 horas de produgdo, o que resulta em uma reducao de 44%.

E valido ressaltar que, apesar de uma maior reducdio apresentada por Fernandes et al.
(2007), a adiagdo de nutrientes comerciais ao substrato encarecem o processo € podem

inviabilizar a produg¢@o devido ao custo total.

Figura 10. Imagens das amostras apos producao de biossurfactantes com 5% de glicose

4.1.2 Indice de Emulsio

A andlise do indice de emulsdo foi realizada através da proporcdo 6leo/biossurfactante,

comparando o poder de emulfica¢do do biossurfactante produzido quando adicionado a trés tipos
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de 6leo, o 6leo de soja, 6leo de motor e dleo diesel. Entretanto, ndo houve formacao de emulsao
nos testes com 6leo diesel, provavelmente devido a baixa viscosidade do 6leo em questdo, sendo
as analises descartadas. A propriedade de emulsificagdo e apresentada pelos biossurfactantes ¢
bastante explorada, garantindo diversas aplica¢des para esses compostos.

Em frascos plasticos graduados contendo 1 mL de 6leo (cada frasco contendo um tipo de
6leo, separadamente) foi adicionado 1 mL do biossurfactante produzido, agitado em vortex por 1
minuto ¢ deixado em repouso por 24 horas. Apos o repouso, os indices foram calculados e os
valores obtidos avaliados.

A tabela 8 apresenta os valores obtidos ap6s fermentagdo com 1% de glicose.

Tabela 8. Indice de emulsdo de acordo com a proporgdo dleo/biossurfactante, com 1% de glicose

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor

1 1 47,0 % 37,5 %

2 3 47,0 % 40,0 %

3 5 60,0 % 35,7%

4 7 53,1 % 35,7 %

5 9 51,6 % 40,0 %

Observa-se que em todos as amostras houve a formacao da camada de emulsdo, sendo os
percentuais obtidos na andlise com 6leo de soja mais elevados do que os obtidos com oleo de
motor. Entretando ndo ha uma variagdo expressiva desse indice ao longo do tempo, fato esperado
uma vez que, na analise de tensdo superficial com 1% de glicose, observou-se uma estabilidade
na reducdo durante as 9 horas de analise. Apesar disso, o melhor indice alcangcado chegou em
60% com o 6Oleo de soja, apds 5 horas de fermentagdo, valor vidvel para o uso do biossurfactante
produzido como agente emulsificante.

Os valores da tabela 9 sdo resultados obtidos no teste de emulsdo realizado no processo
fermentativo com 3% de glicose, na qual também podemos observar presenga de emulsdo em

todas as amostras.

38



Tabela 9. indice de emulsdo de acordo com a proporgdo 6leo/biossurfactante, com 3% de

glicose

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor

1 1 43,3 % 51,8 %

2 3 33,3% 61,5 %

3 5 48,6 % 50,0 %

4 7 45,4 % 44,1 %

5 9 54,5 % 51,5%

6 24 32,26% 45,94%

Com o aumento da concentracdo de glicose, aumentaram-se os indices obtidos com as
analises realizadas com 6leo de motor, com valores superiores a 40%. Apesar disso, observa-se
uma maior varia¢do dos indices com o oleo de soja, sendo o méaximo (54,5%) obtido apds nove
horas de fermentacdo, tempo no qual se obteve a maior redugdo da tensdo superficial também.

Ademais, observa-se baixos indices de emulsdo, tanto com 6leo de soja, quanto com 6leo
de motor na amostra 6 (apds 24 horas de fermentagdo), resultado compativel com o obtido na
analise de tensdo superficial, a qual nao apresentou redugdo na ultima amostra.

Por fim, a tabela 10 apresenta os indices obtidos ap6s fermentacdo com 5% de glicose.

Tabela 10. Indice de emulsdo de acordo com a proporgio dleo/biossurfactante, com 5% de

glicose

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor

1 1 34,4 % 62,5 %

2 3 46,7 % 68,0 %

3 5 46,9 % 53,3 %

4 7 42,4 % 46,7 %

5 9 42,1 % 55,9 %

6 24 52,9 % 36,7 %

Observa-se um aumento gradual do indice obtido com o6leo de soja, com 52,9% de
emulsdo ao final da fermentacdo. Os indices apresentandos com o 6leo de motor, entretando,
apresentaram uma reducdo gradual ao longo da fermentacdo, atingindo valores de 68% no inicio

do processo fermentativo, mas caindo para 36,7% ao final da fermentacao.
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De maneira geral, em todas as condi¢des de fermentacdo impostas, observou-se formagao
de emulsdo, viabiliazando o uso do biossurfactante produzido como agente emulsificante.
Entrentando, observa-se que os indices apresentados com o 6leo de soja foram mais estaveis com
1% de glicose, variando entre eles em 13%, contra 18% na fermentagdo com 5% de glicose e
22% na fermentagdao com 3%.

Os testes realizados com 6leo de motor apresentaram resultados com menores variagdes
também na analise com 1% de glicose, apesar dos indices inferiores nessa condi¢do em relagao as

fermentagdes com 3% e 5%.

4.1.3 Analise do pH

Outro ponto verificado foi o pH das amostras antes e apos fermentacgao, para avaliar se a
produgdo de biossurfactantes resultou em alguma alteracdo de pH do meio durante adaptacio e
desenvolvimento do microrganismo.

As tabelas 11, 12 e 13 apresentam os valores de pH obtidos nas amostras retiradas ao
longo das fermentagdes com 1%, 3% e 5% de glicose. Observa-se que o pH manteve-se constante
em todos as condigdes, na faixa do pH 3. A variacdo decimal apresentada entre uma amostra e
outra dentro de um mesmo processo fermentativo ndo esta relacionada a produgdo do
biossurfactante e sim a margem de erro da propria leitura no pHmetro e diferencas entre as

proprias amostras.

Tabela 11. Leitura do pH das amostras de biossurfactantes, com 1% de glicose

Amostra Tempo pH
Tempo Zero 0 3,83
1 1 3,89

2 3 3,72

3 5 3,80

4 7 3,71

5 9 3,85
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Tabela 12. Leituras do pH das amostras de biossurfactantes, com 3% de glicose

Amostra Tempo (h) pH
Tempo Zero 0 3,91
1 1 3,89

2 3 3,86

3 5 3,78

4 7 3,75

5 9 3,91

6 24 3,87

Tabela 13. Leituras do pH das amostras de biossurfactantes, com 5% de glicose

Amostra Tempo (h) pH
Tempo Zero 0 3,52
1 1 3,66

2 3 3,81

3 5 3.72

4 7 3,67

5 9 3,01

6 24 3,71

4.2 Analise com Glicerol

Apos avaliagdo da melhor condi¢do de fermentagdo, dentre as realizadas com 1%, 3% e
5% de glicose, e concluindo que os melhores resultados foram os obtidos com 5% de glicose,
novas fermentagdes foram realizadas, fixando a concentracao de glicose em 5% e enriquecendo o
substrato com diferentes concentragdes de glicerol comercial.

A adig@o do glicerol ao caldo do residuo do abacaxi teve como objetivo fornecer uma
segunda fonte de carbono para consumo do microrganismo e avaliar o seu crescimento e
consequente produgdo de biossurfactante.

Foram realizadas, portanto, trés novas fermentacdes, variando as concentragdes de

glicerol em 3%, 5% e 10% e analisada tensdo superficial, indice de emulsdo e pH das amostras.
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4.2.1 Tensao Superficial

Os dados das analises de tensdao superficial realizadas ap6s fermentagdes com substrato
enriquecido com glicerol visaram avaliar se o aumento de uma fonte de carbono alternativa ao
microrganismo favorece ou ndo o desenvolvimento do mesmo e consequente producdo de
biossurfactante.

Para realizacdo dessas fermentacdes, manteve-se a concentracdo de glicose em 5%, por
ser a condicdo que apresentou maior redugdo da tensdo superficial, como evidenciado nos
resultados anteriormente descritos. A variagdo ocorreu portanto, no aumento da concentragao do
glicerol.

A tabela 14 e a figura 11 apresentam os resultados obtidos apos 24 de fermentagdo com

adicdo de 3% de glicerol ao substrato.

Tabela 14. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 3%

de glicerol

Amostra Tempo (horas) Tensdo Superficial (mN/m)
1 Tempo Zero 64,13
2 1 62,19
3 3 58,60
4 5 58,37
5 7 54,12
6 9 49,22
7 24 51,77
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Figura 11. Andlise da tensdo superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 3%

de glicerol

Observa-se uma boa reducdo na tensdo superficial, chegando a 23,2% apds 9 horas de
fermentagdo. Além disso, € possivel verificar uma reducdo gradual ao longo da fermentagdo, da
mesma forma como foi observado no processo sem adi¢do de glicerol, havendo um consumo

gradativo da glicose e do glicerol pelos microrganismos presentes no meio.

Entretanto, ndo houve aumento da reducao da tensdo em relagdo a fermentacdo sem o
enriquecimento de glicerol, sendo a porcentagem de reducdo inferior a observada em todas as
fermentagdes realizadas apenas com glicose, sem adicdo de glicerol, ndo compensando, neste
caso, realizar a adi¢cao de 3% do componente.

A tabela 15 e figura 12 apresentam os resultados obtidos com a adigdo de uma

concentracao maior de glicerol (5%).
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Tabela 15. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 5%

de glicerol

Amostra Tempo (horas) Tensao Superficial (mN/m)
1 Tempo Zero 64,94
2 1 61,27
3 3 58,42
4 5 52,73
5 7 50,74
6 9 53,82
7 24 51,05
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Figura 12. Andlise da tensdo superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 5%

de glicerol

O aumento da concentracdo ndo apresentou resultados favoraveis, uma vez que a
porcentagem de redugdo da tensdo superficial caiu para 21,9%, mais uma vez inviabilizando a

adicao de glicerol ao substrato.

Por fim, uma ultima fermentacdo foi realizada com adigdo de uma concentragdo de

glicerol de 10% ao substrato.

A tabela 16 e a figura 13 ilustram os resultados obtidos com tal condig¢ao
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Tabela 16. Valores de tensdo superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 10%

de glicerol

Amostra Tempo (horas) Tensdo Superficial (mN/m)
1 Tempo Zero 63,14
2 1 60,56
3 3 57,63
4 5 54,94
5 7 54,92
6 9 58,50
7 24 61,78
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Figura 13. Andlise da tensao superficial ao longo do tempo, com substrato enriquecido com 10%
de glicerol

A adicao de maiores quantidades de glicerol ndo foram favoraveis ao desenvolvimento do
microrganismo. A redu¢do da tensdo na fermentacdo com 10% de glicerol foi de apenas 13%,
valor considerado muito baixo, tornando inviavel a producao de biossurfantes nessa condicao.

O acréscimo de glicerol mostrou-se invidvel uma vez que, mesmo em pequenas
concentragdes nao favorece a producdo de biossurfactantes, € o aumento dessa quantidade torna a
produgdo ainda mais ineficaz.

O glicerol ¢ considerado uma boa fonte de carbono a microrganismos produtores de

biossurfantes, entrentanto, no caso em questdo, altas concentragdes de glicerol resultaram em
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uma maior dificuldade a adequacdo do Bacillus subtilis refletindo em uma menor reducdo da

tensdo superficial, ou seja, menor producdo de biossurfactante.

4.2.2 Indice de Emulsio

Para as fermentagdes com adicdo de glicerol também foi avaliada a capacidade de
emulsificagdo do biossurfactante produzido. Novamente, ndo houve formacdo de emulsdo nas
analises com 06leo diesel, sendo estas descartas.

As tabelas 17, 18 e 19 apresentam os indices de emulsdo resultantes do processo
fermentativo com 3%, 5% e 10% de glicerol, respectivamente.

Apesar dos resultados pouco favoraveis obtidos na analise de tensdo superficial, observa-

se que uma boa atividade de emulsificagdo em todas as fermentacdes.

Tabela 17. Indice de emulsdo de acordo com a proporgio 6leo/biossurfactante, com substrato

enriquecido com 3% de glicerol

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor

1 1 31,0 % 62,5 %

2 3 40,0 % 53,6 %

3 5 43,3 % 60,0 %

4 7 46,9 % 58,1 %

5 9 46,7 % 58,3 %

6 24 40,6 % 46,7 %

Quando comparados com os resultados obtidos na fermentacdo com 5% de glicose, sem
adicdo do glicerol, observa-se uma menor capacidade de emulsdo com 6leo de soja na andlise
realizada com o substrato enriquecido com 3% de glicerol, uma vez que os indices alcangaram
apenas 46,9% contra 52,9% apresentado na fermentacdo sem a segunda fonte de carbono.
Entretando, os resultados com 6leo de motor, sofreram menos variagdo, apesar de se manter a

queda do indice de emulsdo ao longo do tempo de fermentacao.
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Tabela 18. Indice de emulsdo de acordo com a proporgdo 6leo/biossurfactante, com substrato

enriquecido com 5% de glicerol

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor

1 1 58,1 % 48,3 %

2 3 53,1% 45,2 %

3 5 46,2 % 60,0 %

4 7 40,6 % 50,0 %

5 9 46,9 % 58,6 %

6 24 48,4 % 51,7 %

Na fermentagdo com substrato enriquecido com 5% de glicerol, apresentado na tabela 18
acima, os indices de emulsdo mantiveram-se na média dos 45% quando em o6leo de soja e 50%
quando em oleo de motor. Observa-se uma melhor estabilidade nos indices obtidos com 6leo de
motor, nao apresentando uma redugdo ao longo do processo fermentativo.

Enfim, os resultados de indice de emulsdo apresentados apds fermentacdo com substrato
enriquecido com 10% de glicerol apresentaram resultados com valores maximos semelhantes aos
das fermentagdes anteriores, porém uma estabilidade maior entre os indices durante o processo
fermentativo, além de nao decairem ao longo da fermentagao.

No que diz respeito a capacidade emulsificante do biossurfactante produzido, a adigdo de
glicerol ndo interferiu negativamente, como observado nas andlises de tensdo superficial.

Braga et al. (2009) produziram biossurfactantes por Chrmobacterium violaceum
comparando meios enriquecidos com glicose e glicerol. As analises de indice de emulsao e
biomassa ndo foram favoraveis em meios enriquecidos com glicerol. O indice de emulsdao foi
avaliado com querosene em 12, 24, 36 e 48 horas, e observou-se baixos indices com 10% de
glicerol, chegando a ndo produzir emulsdo em 36 horas. J4 com glicose e glicerol a 1%, os
indices foram proximos e favoraveis, variando de 25 a 30% em todos os tempos de retirada de

amostras.
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Tabela 19. Indice de emulsificagdo de acordo com a proporgdo dleo/biossurfactante, com

substrato enriquecido com 10% de glicerol

Amostras Tempo (horas) Indice Obtido ap6s 24 h de Repouso
Oleo de Soja Oleo de Motor
1 1 51,4 % 44,8 %
2 3 48,6 % 41,4 %
3 5 55,9 % 46,9 %
4 7 50,0 % 53,3 %
5 9 51,4 % 47,1 %
6 24 54,3 % 56,2 %
4.2.3 Analise do pH

Assim como observado nas fermentacdes realizadas sem adi¢do de glicerol, ndo
ocorreram variagdes do pH do meio ao longo do processo fermentativo, nem com o aumento da
concentracao de glicerol.

Além disso, também ndo se observa alteracdo de pH das fermentagdes com glicerol em
relacdo a fermentagdo apenas com glicose, sendo que os valores foram mantidos na faixa do pH
3, indicando que ndo ha interferéncia das fontes de carbono.

As tabelas 20, 21 e 22 apresentam os dados de leitura de pH das amostras durante as

fermentagdes com 3%, 5% e 10% de glicerol, respectivamente.

Tabela 20. Leituras do pH das amostras de biossurfactante, com substrato enriquecido com 3% de

glicerol

Amostra Tempo (h) pH
Tempo Zero 0 3,89
1 1 3,86

2 3 3,83

3 5 3,84

4 7 3,83

5 9 3,70

6 24 3,74
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Tabela 21. Leituras do pH das amostras de biossurfactante, com substrato enriquecido com 5%

de glicerol

Amostra Tempo (h) pH
Tempo Zero 0 3,97
1 1 3,88

2 3 3,82

3 5 3,94

4 7 3,74

5 9 3,89

6 24 3,86

Tabela 22. Leituras do pH das amostras de biossurfactante, com substrato enriquecido com 10 %

de glicerol

Amostra Tempo (h) pH
Tempo Zero 0 3,89
1 1 3,83

2 3 3,90

3 5 3,91

4 7 3,83

5 9 3,88

6 24 3,91

4.3 Testes de Estabilidade

Dentre as inimeras vantagens apresentadas pelos biossurfactantes, a estabilidade frente a
condicdes adversas extremas ¢ uma caracteristica apresentada por grande parte desses compostos
bioldgicos.

Entretanto, os diferentes microrganismos e suas diversas linhagens tendem a se comportar
de maneira distinta quando impostos a mudancas de condig¢des, seja de temperatura, pH ou
composic¢ao do meio.

E preciso, portanto, estudar o tipo de microrganismo adequado para a aplicabilidade de

interesse e verificar se 0 mesmo ¢ estavel nas condigdes em que serdo utilizados. A estabilidade
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sob condicdes adversas ¢ de grande importancia pois a maioria das dareas requer um
comportamento constante da eficiéncia do produto.

Foram realizados testes de estabilidade a partir do biossurfactante produzido dentro da
melhor condi¢do testada (com 5% de glicose e sem adicdo de glicerol) e os resultados reportados

a seguir.

4.3.1 Estabilidade frente a temperatura

Uma fermentagdo foi realizada e uma amostra, apos reducdo da tensdo superficial em
22,3% (Tabela 23), foi utilizada para testes de estabilidade frente a temperaturas de 100 °C e
121° C.

Tabela 23. Valores de tensao superficial da amostra inicial € da amostra pds fermentagao, para

testes de estabilidade frente a temperatura

Tensao Superficial Tempo Zero Tensao Superficial apos fermentacio
65,46 50,83

A figura 14 apresenta os resultados de tensdo superficial obtidos apos exposi¢ao da
amostra de biossurfactante a temperatura de 100 °C em tempos de 20, 40, 60, 100 e 140 minutos.
Observa-se que a linhagem de Bacillus estudada ndo apresentou estabilidade dentro dessas
condicdes, sendo que sua tensdo superficial voltou a incial logo nos primeiros 20 minutos de

exposicao.
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Figura 14. Anélise da tensao superficial apds exposi¢cdo das amostras a temperatura de 100 °C
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Figura 15. Andlise da tensdo superficial apos exposicao das amostras a temperatura de 121°C

Da mesma forma apresentada na estabilidade a 100°C, o biossurfactante ndo se mostrou
estavél quando exposto a temperatura de 121°C, perdendo sua capacidade de reducdo na tensdo
superficial também nos primeiros 20 minutos de exposicao.

A estabilidade frente a temperatura varia de uma linhagem de microrganismo para outra.
Estudos realizados por Kim et al. (1997) apontaram uma estabilidade frente a temperatura de
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100°C por até 1 hora. Entretanto, Costa (2005) observou, com uma linhagem diferente de

Bacillus subtilis uma estabilidade a 100 °C de até 2 horas e a 121 °C de 0,5 horas.

4.3.2 Estabilidade frente a forca ionica

Uma nova fermentacao foi realizada e uma amostra, apos redugdo da tensdo superficial

(Tabela 24), foi utilizada para testes de estabilidade frente a for¢a idnica.

Tabela 24. Valores de tensao superficial da amostra inicial e da amostra ap6s fermentacao, para

testes de estabilidade frente a forca ionica

Tensio Superficial Tempo Zero Tensdo Superficial apos fermentacio
59,82 50,68

Assim como nos testes de estabilidade a temperatura, o biossurfactante ndo se manteve
estavel com a adi¢@o de solugdo salina, nem mesmo nas concentragdoes mais baixas, tanto para as
analises na propor¢ao de 1:1 (solugdo salina:biossurfactante), quanto na proporcao de 1:2

(Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Andlise de tensao superficial apos adici¢do de solugdo de NaCl na propor¢ao de 1:1
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Figura 17. Anélise de tensao superficial apds adi¢ao de solugdo de NaCl na propor¢ao de

4.3.3 Estabilidade frente a alteracio de pH

Assim como os testes de estabilidade anteriormente apresentados, a alteracao do pH nao
favoreceu a estabilidade do biossurfante produzido.

Uma terceira fermentacdo foi realizada, nas melhores condi¢des encontradas (5% de
glicose, sem enriquecimento com glicerol) e uma amostra, apds reducdo da tensdo superficial

(Tabela 25), utilizada para testes de estabilidade.

Tabela 25. Valores de tensdo superficial com amostra inicial e amostra apos fermentagdo, para

testes de estabilidade frente a alteracdo do pH

Tensdo Superficial Tempo Zero (g) Tensao Superficial apo6s S h de fermentacio
61,38 48,7

As tabelas 26 e 27 apresentam os resultados de tensao superficial obtidos ap6s adigao de
solugdo com diferentes pHs em proporgdes de 1:1 e 1:2 (solugdo:biossurfactante),
respectivamente. Novamente, ndo observa-se estabilidade do biossurfactante produzido quando

exposto a tal condigao.
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Tabela 26. Andlise da tensao superficial ap6s a adi¢do de solu¢des com diferentes pHs, na

proporgao de 1:1

Proporc¢ao Solucio pH:

pH Biossurfactante Tensao Superficial
4.0 1:1 59,14
5.0 1:1 59,58
6.0 1:1 63,32
7.0 1:1 61,88
8.0 1:1 56,30

Tabela 27. Andlise da tensao superficial ap6s adicdo de solucdes com diferentes pHs, na
propor¢ao de 2:1

Proporc¢ao Solucio pH:

pH Biossurfactante Tensao Superficial
4.0 1:2 60,50
5.0 1:2 58,88
6.0 1:2 64,04
7.0 1:1 62.59
8.0 1:2 57,17

Hé, porém, uma tendéncia nos valores das tensdes superficiais apos exposicao, que sao
semelhantes para ambas propor¢des dentro de cada faixa de pH, como ilustrado na Figura 18. O
aumento da tensdo em pH acima de 6 também foi observado por Kim et al. (1997), Costa (2005)
e Barros et al. (2008). Uma possivel razdo para este fendmeno ¢ a precipitacdo do biossurfactante

em meio alcalino.
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Figura 18. Grafico comparativo das tensdes superficias obtidas nas duas proporcdes, em
diferentes valores de pH
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5. CONCLUSOES

Com os dados experimentais obtidos, observa-se que a produgdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis foi bastante efetiva, uma vez que os melhores resultados, obtidos com 5% de
Glicose e sem adigao de Glicerol, alcancaram uma reducao da tensdo superficial em 25,23% .

Os indices de emulsdo foram bastante favoraveis em todas as condi¢des, garantindo a boa
atividade emulsificante do biossurfactante produzido, havendo uma tendéncia de melhores
emulsodes quando utilizado

As andlises realizadas com o enriquecimento de glicerol apresentaram uma maior
efetividade com a menor concentragdo de glicerol (3%), reduzindo a tensdo superficial em 23%.
Observa-se, portanto, que a producao de biossurfactantes ndo foi favorecida com o aumento da
quantidade de glicerol no substrato. Isso pode estar relacionado a uma maior dificuldade a
adequacdo do Bacillus subtilis, refletindo em uma menor reducao da tensao superficial.

E valido ressaltar, que os estudos apresentados neste trabalho foram realizados apenas
com glicerol comercial, sendo necessario uma avaliagdo do comportamento do Bacillus na
producao de biossurfactantes quando expostos a substrato enriquecidos com glicerol provenientes
de fontes renovaveis ou residuais, para certificar que o enriquecimento com esta fonte de carbono
ndo ¢ realmente vidvel ao processo.

A utilizagdo de glicerol oriundo da produgdo de biodiesel, por exemplo, pode apresentar
vantagens por conter elementos nutricionais como o fosforo, magnésio, enxofre e nitrogénio, que
sdo factiveis de serem utilizados pelos microrganismos para a producao, podendo haver uma
melhora na redugdo da tensdo em relagdo a apresentada neste trabalho com o uso de glicerol PA.

Os testes de estabilidade ndo se apresentaram favoraveis, uma vez que a estabilidade
frente as condi¢cdes impostas nao foi verificada, porém estudos apontam diferencas nas
estabilidade de acordo com a linhagem do microrganismo, se fazendo necessaria novas analises
para verificacdo de tais parametros e condicdes.

As diversas vantagens apresentadas pelos biossurfactantes quando comparados aos
surfactantes sintéticos, aliadas ao uso de substratos renovaveis para a redu¢ao do custo de
producao dos mesmos, tornando sua utilizagao economicamente factivel, viabilizam a aplicagdo
dos biossurfactantes em diversos ramos industrias. O presente trabalho evidenciou a possibilidade

e viabilidade em se produzir biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando o residuo do
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processamento do abacaxi como substrato. H4, ainda, uma necessidade de aprimorar e ampliar o
processo de producdo de biossurfactantes utilizando o residuo do abacaxi como substrato,
desenvolvendo tecnologias mais avangadas e monitorando e adequando novas condigdes de

producao e estabilidade que permitam seu emprego em escala industrial.
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6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Aprimorar a produgdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis com o residuo do abacaxi
como substrato, para obtencao de maiores reducdes na tensao superficial.

Realizar testes de glicose para verificar o consumo do microrganismo para a produ¢do de
biossurfactante.

Testar a adicdo de diferentes ions para avaliar a quantidade e qualidade de biossurfactante
produzido.

Realizar testes comparativos com adicao de glicerol proveniente de residuos em relagdo a
adi¢do de glicerol P.A.

Realizar testes comparativos utilizando o talo do abacaxi como substrato juntamente com
a casca.

Realizar novos testes de estabilidade em diferentes condi¢des e com diferentes linhagens
de bacillus.

Realizar testes de caracterizagao do biossurfactante produzido.
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ANEXOS

ANEXO A. Dados experimentais obtidos nas analises realizadas apds fermentacdo com 1% de

Glicose
Tabela A 1. Dados de tensao superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2

Tempo Zero 0,6272 0,5964

1 0,4629 0,4682

2 0,5020 0,5068

3 0,5259 0,4914

4 0,4985 0,4906

5 0,5121 0,4769

Tabela A 2. Dados de indice de emulsao
Indice ap6s 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura
Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada
~ ~ Camada Total
Emulsao (cm) Total (cm) Emulsao (cm) (cm)

1 0,7 0,9 1,7 1,7 0,7 0,5 1,6 1,6
2 0,7 0,9 1,6 1,8 0,6 0,6 1,5 1,5
3 0,9 0,9 1,5 1,5 0,6 0,4 1,3 1,5
4 0,8 0,9 1,5 1,7 0,5 0,5 1,5 1,3
5 0,8 0,8 1,6 1,5 0,6 0,6 1,5 1,5
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ANEXO B. Dados experimentais obtidos nas andlises realizadas ap6s fermentagdo com 3% de

Glicose.
Tabela B 1. Padronizacao da quantidade de microrganismo no inoculo
Leitura incial (abs) Diluicao Leitura Final (abs)
1200 SmL de indculo para 70’m'L de solugdo de glicose, 0.103
cloreto de sodio e peptona.
Tabela B 2. Dados de tensdo superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2

Tempo Zero 0 0,6288 0,6254

1 1 0,5866 0,5667

2 3 0,5706 0,5525

3 5 0,4740 0,5380

4 7 0,5212 0,4921

5 9 0,4680 0,4703

6 24 0,6032 0,6270

Tabela B 3. Dados de indice de emulsao
Indice ap6s 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada Canjltll(tllzllr;‘o tal
Emulsio (cm) Total (cm) Emulsio (cm)

(cm)

0,6 0,7 1,5 1,5 0,7 0,7 1,3 1,4
0,4 0,6 1,5 1,5 0,7 0,9 1,3 1,3
0,9 0,8 1,8 1,7 0,8 1,0 1,8 1,8
0,7 0,8 1,7 1,6 0,9 0,7 1,6 1,8
1,0 0,7 1,8 1,5 0,9 0,8 1,7 1,6
0,5 0,5 1,5 1,6 0,8 0,9 1,8 1,9

AN AW -
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ANEXO C. Dados experimentais obtidos nas analises realizadas apos fermentagdo com 5% de

Glicose.
Tabela C 1. Padronizagao da quantidade de microrganismo no inoculo
Leitura incial (abs) Diluicao Leitura Final (abs)
0.620 8,4mL‘ de inoculo para 59 rpL de solugdo de 0,097
glicose, cloreto de sodio e peptona.
Tabela C 2. Analise de tensao superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2

Tempo Zero 0 0,6319 0,6363

1 1 0,5807 0,5986

2 3 0,5586 0,5371

3 5 0,4833 0,4916

4 7 0,4867 0,4997

5 9 0,5340 0,5283

6 24 0,4730 0,4751

Tabela C 3. Dados de indice de emulsdo
Indice ap6s 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada Altura
~ ~ Camada Total
Emulsao (cm) Total (cm) Emulsio (cm) (cm)

1 1 0,5 0,6 1,5 1,7 0,8 0,7 1,2 1,2
2 3 0,7 0,7 1,5 1,5 0,9 0,8 1,2 1,3
3 5 0,7 0,8 1,5 1,7 0,8 0,8 1,5 1,5
4 7 0,7 0,7 1,7 1,6 0,7 0,7 1,5 1,5
5 9 0,7 0,9 1,9 1,9 0,9 1,0 1,4 2,0
6 24 0,9 0,9 1,5 1,9 0,4 0,7 1,4 1,6
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ANEXO D. Dados experimentais obtidos nas analises realizadas apos fermentagdo com 5% de

Glicose, enriquecido com 3% de Glicerol.

Tabela D 1. Padronizagdo da quantidade de microrganismo no inéculo

Leitura incial

(abs) Diluicao Leitura Final (abs)
1239 SmL de in6culo para 80’m'L de solugdo de glicose, 0.115
cloreto de sodio e peptona.
Tabela D 2. Dados de tensdo superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2
Tempo Zero 0 0,6266 0,6337
1 1 0,6049 0,6173
2 3 0,5654 0,5862
3 5 0,5781 0,5690
4 7 0,5475 0,5160
5 ) 0,4694 0,4979
6 24 0,4918 0,5256
Tabela D 3. Dados indice de emulsao
Indice ap6s 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada Altura
~ ~ Camada Total
Emulsao (cm) Total (cm) Emulsio (cm) (cm)
1 1 0,4 0,5 1,4 1,5 0,8 0,7 1,2 1,2
2 3 0,7 0,5 1,5 1,5 0,8 0,7 1,5 1,3
3 5 0,6 0,7 1,5 1,5 0,8 0,7 1,2 1,3
4 7 0,7 0,8 1,6 1,6 0,9 0,9 1,5 1,6
5 9 0,7 0,7 1,5 1,5 0,7 0,7 1,2 1,2
6 24 0,7 0,6 1,6 1,6 0,7 0,7 1,4 1,6
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ANEXO E. Dados experimentais obtidos nas andlises realizadas ap6s fermentagdo com 5% de

Glicose, enriquecido com 5% de Glicerol.

Tabela E 1. Padronizacao da quantidade de microrganismo no indculo

Leitura incial (abs) Diluicao Leitura Final (abs)
0.824 7,5mL‘ de inoculo para 7§ rpL de solugdo de 0.105
glicose, cloreto de sodio e peptona.
Tabela E 2. Dados de tensdo superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2
Tempo Zero 0 0,6497 0,6265
1 1 0,6071 0,5969
2 3 0,5782 0,5699
3 5 0,5183 0,5179
4 7 0,5031 0,4939
5 9 0,5371 0,5205
6 24 0,4967 0,5066
Tabela E 3. Dados de indice de emulsao
Indice apos 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada Altura
~ ~ Camada Total
Emulsao (cm) Total (cm) Emulsio (cm) (cm)
1 1 0,9 0,9 1,5 1,6 0,7 0,7 1,4 1,5
2 3 0,8 0,9 1,7 1,5 0,6 0,8 1,5 1,6
3 5 0,7 0,7 1,5 1,6 1,0 0,8 1,5 1,5
4 7 0,6 0,7 1,6 1,6 0,8 0,7 1,5 1,5
5 9 0,7 0,8 1,6 1,6 0,8 0,9 1,4 1,5
6 24 0,9 0,6 1,5 1,6 0,7 0,8 1,4 1,5
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ANEXO F. Dados experimentais obtidos nas analises realizadas apds fermentagdo com 5% de

Glicose, enriquecido com 10% de Glicerol.

Tabela F 1. Padronizagao da quantidade de microrganismo no indculo

Leitura incial (abs) Diluicao Leitura Final (abs)

8mL de inoculo para 72 mL de solugado de

0,931 glicose, cloreto de sodio e peptona. 0,102
Tabela F 2. Dados de tensdo superficial
Amostra Tempo (horas) Peso de 10 gotas (g)
Analise 1 Analise 2
Tempo Zero 0 0,6064 0,6343
1 1 0,5915 0,5986
2 3 0,5739 0,5586
3 5 0,5378 0,5419
4 7 0,5519 0,5274
5 9 0,5785 0,5711
6 24 0,6161 0,5978
Tabela F 3. Dados de indice de emulsao
Indice apos 24 horas de repouso
Oléo de Soja Oléo de Motor
Amostra Tempo Altura Camada | Altura Camada | Altura Camada Altura
~ ~ Camada Total
Emulsao (cm) Total (cm) Emulsao (cm) (cm)
1 1 0,8 1,0 1,7 1,8 0,5 0,8 1,4 1,5
2 3 0,8 0,9 1,7 1,8 0,6 0,6 1,4 1,5
3 5 1,0 0,9 1,6 1,8 0,7 0,8 1,5 1,7
4 7 0,9 0,9 1,7 1,9 0,8 0,8 1,5 1,5
5 9 0,8 1,0 1,6 1,9 0,8 1,8 1,7 1,7
6 24 0,9 1,0 1,6 1,9 0,8 1,0 1,5 1,7
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