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RESUMO

Biossurfactantes sao substancias com propriedades emulsificantes e detergentes que
tém potencial de aplicacdo em diversas areas. Estas biomoléculas apresentam muitas
vantagens frente aos surfactantes quimicamente sintetizados. No entanto, o alto preco
de sua producao afeta o uso dessas substancias organicas. Uma possibilidade para a
reducdo do custo produtivo é a utilizacao de fontes alternativas de nutrientes, como
subprodutos agricolas sem destino. O soro de queijo € rico em nutrientes, e sua alta
carga organica lhe confere potencial uso como substrato. O presente trabalho teve por
objetivo utilizar o soro oriundo da fabricacao de queijo como substrato na produgao
de biossurfactante a partir de Bacillus amyloliguefaciens P5 e Bacillus megaterium
DSMZ 32. Estes micro-organismos foram cultivados no meio teste Caldo Soro de Queijo
(CSQ) e no meio controle comercial Brain Heart Infusion (BHI). Foram variadas a
temperatura de incubacdo do pré-indculo e indculo em trés condicdes diferentes (30
°Ce 30 °C; 30 °C e 42 °C; 37 °C e 42 °C, respectivamente), e o meio com células e o
sobrenadante livre de células obtidos ao fim de cada condigdo foram analisados. A
producdo de biossurfactante foi avaliada através de trés métodos: a) Indice de
Emulsificacdo (Ez4), que resultou em 67,3% de emulsificacdo no meio teste CSQ com
cultivo de Bacillus megaterium DSMZ 32 com Eter de Petrdleo, e 61,1% de
emulsificacdo com Bacillus amyloliquefaciens P5 em solugdo com Hexano; b) Analise
Tensiométrica com tensidmetro digital, que indicou redugdo discreta na tensao
superficial de 83% das amostras, demonstrando melhores resultados em porcentagem
de reducgao para Bacillus amyloliqguefaciens P5 em meio CSQ (39%) e em meio BHI
(19,5%) e c) Atividade Hemolitica, que apresentou hemdlise positiva para todas as
amostras de sobrenadantes e do meio contendo células. Os resultados permitiram
garantir a producao de biossurfactante pelos dois micro-organismos testados (Bacillus
amyloliquefaciens P5 e Bacillus megaterium DSMZ 32) a partir do meio Caldo Soro de
Queijo.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Residuos agroindustriais. Micro-organismos.



ABSTRACT

Biosurfactants are substances with emulsifying and detergent properties that have
potential of application in several areas. These biomolecules have many advantages
over chemically synthesized surfactants. However, the high price of its production
affects the use of these organic substances. One possibility for reducing the cost of
production is the use of alternative sources of nutrients, such as agricultural
byproducts with no destination. Cheese whey is rich in nutrients, and its high organic
load gives it potential use as a substrate. The purpose of this work was to use whey
derived from cheese production as a substrate in the production of biosurfactant from
Bacillus amyloliquefaciens P5 and Bacillus megaterium DSMZ 32. These
microorganisms were cultured in the test medium Cheese Serum Broth (CSB) and the
comercial control medium Brain Heart Infusion (BHI). The incubation temperature of
the pre-inoculum and inoculum were varied in three different conditions (30 °C and 30
°C, 30 °Cand 42 °C, 37 °C and 42 °C), and the medium with cells and the supernatant
free cells obtained at the end of each condition were analyzed. The biosurfactant
production was evaluated through three methods: a) Emulsification Index (E24), which
resulted in 67.3% emulsification in CSQ test medium with Bacillus megaterium DSMZ
32 culture with Petroleum Ether, and 61.1% emulsification with Bacillus
amyloliquefaciens P5 in solution with Hexane; b) Tensiometric Analysis with digital
tensiometer, which indicated a discrete reduction in surface tension of 83% of samples,
showing better results in percentage reduction for Bacillus amyloliquefaciens P5 in CSB
medium (39%) and in BHI medium (19.5%) and c) Hemolytic Activity, which showed
positive hemolysis for all samples of supernatants and medium containing cells. The
results allowed to guarantee the production of biosurfactant by the two
microorganisms tested (Bacillus amyloliquefaciens P5 and Bacillus megaterium DSMZ
32) from the Cheese Serum Broth medium.

Keywords: Biosurfactants. Agroindustrial waste. Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Em tempos em que nossa sociedade foca na sustentabilidade, em fontes
renovaveis e na diminuicao de impactos ambientais, os biossurfactantes apresentam
elevada relevancia. Estes compostos possuem em sua estrutura molecular
caracteristicas tanto hidrofilicas quanto hidrofdbicas, o que Ihes confere propriedades
emulsificantes e detergentes (FAKRUDDIN, 2012). Estas propriedades, capazes de
reduzir a tensao superficial e interfacial da agua, tém potencial de aplicacdo em
diversas areas de producdo, como industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica,
agricola e petrolifera, bem como na biorremediacdo de solos e aguas (NITSCHKE,
2002). Ademais, os biossurfactantes possuem a vantagem de serem produzidos por
micro-organismos, em contraste aos surfactantes quimicamente sintetizados, mais
agressivos ao meio ambiente. Entre as vantagens apresentadas pelos biossurfactantes,
ressalta-se sua biodegradabilidade, baixa toxicidade, atuacdo em amplo espectro de
temperatura, pH e salinidade, além de possuirem maior eficiéncia frente a mesma
concentracao de surfactante quimico (VIJAYAKUMAR, 2015).

Segundo Ehrhardt (2015), a producdo de biossurfactantes como insumo para
processos industriais € promissora, uma vez que a demanda por surfactantes
aumentou 300% dentro da industria quimica na América. Essa demanda crescente
abre espago para a potencial concorréncia entre os surfactantes quimicamente
sintetizados e os surfactantes microbioldgicos. O grande ponto negativo que aflige o
uso dessas substancias é o alto prego de producdo, que ainda se apresenta inviavel,
de tal modo que mais estudos sobre a otimizacao da producao de biossurfactantes faz-
se necessario.

Kronemberger (2007) salienta o potencial uso de cepas de micro-organismos
melhoradas geneticamente para o aumento do rendimento e producao de
biossurfactante, adequando e otimizando as condigcdes de cultivo. Nitschke (2002)
também avalia perspectivas futuras, ressaltando a possibilidade de alteracao das
estruturas quimicas dos biossurfactantes, bem como de suas propriedades fisicas a fim
de torna-los mais eficientes a partir de alteracdes génicas, bioldgicas ou até mesmo

quimicas.
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Uma possibilidade para a reducao do custo produtivo € a utilizacao de fontes
alternativas de nutrientes de baixo ou nenhum custo, de modo a aproveitar
componentes até entdo sem destino especifico. Neste contexto, a utilizacao de
subprodutos agricolas ou de processamento industrial se mostra vantajosa, uma vez
gue muitos desses subprodutos sao tratados como residuos, descartados em solo ou
corpos d'agua, demandando tratamento prévio para diminuicdo da carga organica
poluidora. Utilizando estes subprodutos, reduz-se simultaneamente o custo na
producdo de biossurfactante e o custo do tratamento do residuo. Dessa forma, o
impacto ambiental € minimizado, e é dada uma aplicacao para algo que até entdo era
descartado (COSTA, 2012; THAVASI, 2007).

O soro do queijo € um subproduto liquido obtido na etapa de coagulacao acida
ou enzimatica na fabricacdo de queijo. Sua composicao € rica em nutrientes, como
sais minerais, sacarideos, proteinas, lipidios e vitaminas do complexo B. Estima-se que,
a cada 1 kg de queijo produzido, sejam gerados 9 kg de soro, e que nele permanegam
aproximadamente 50% dos nutrientes do processamento do queijo (BRASIL, 2005;
KROLOW, 2013). A alta carga organica do soro gerado Ihe confere potencial uso como
substrato e rica fonte de carbono e nutrientes. Todavia, se descartado de forma
indevida, este é altamente poluente (REGHELIM, 2018).

Mesmo conhecendo-se os prejuizos causados pelo descarte indevido do soro
nao tratado e o grande potencial de uso na producao de alimentos funcionais, as
pesquisas e novas alternativas sobre futuras aplicagdes ainda sao iniciais e escassas.
Deste modo, o presente trabalho visa a uma nova abordagem de aplicacao para este
que é um efluente industrial de alto impacto ambiental, utilizando-se soro de queijo
oriundo de queijaria como meio base para producao e desenvolvimento de meio Caldo
Soro de Queijo (CSQ) que sera usado como substrato para o crescimento de duas
espécies selecionadas de Bacillus com fins de otimizar a producdo de biossurfactantes

comparando-se com um meio comercial Brain Heart Infusion (BHI).



2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho se dividem em objetivo geral e objetivos especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é utilizar o soro oriundo da fabricacao de queijo

como substrato para a producao de biossurfactante a partir de Bacilus

amyloliquefaciens P5 e Bacillus megaterium DSMZ 32 e comparar os resultados obtidos

com um meio comercial controle (BHI).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Desenvolver um meio de cultivo com base de soro de queijo e meio mineral
com adicao de uma solucao de micronutrientes, extrato de levedura 1,5% (v/v)
e glicose 1% (v/v);

Definir a composi¢ado 6tima do soro tratado, através de testes de acidificacao e
fervura para precipitacao proteica;

Utilizar o meio de cultivo desenvolvido com soro oriundo da fabricacao de queijo
(CSQ) como substrato para a producao de biossurfactante a partir de Bacillus
amyloliquefaciens P5 e Bacillus megaterium DSMZ 32;

Analisar os niveis de producdo de biossurfactante frente a variacbes de
temperatura de incubacdo do pré-indculo e indculo;

Avaliar a produgao de biossurfactantes por Bacillus amyloliguefaciens P5 e
Bacillus megaterium DSMZ 32 por meio do teste de atividade hemolitica, do
indice de emulsificagdo (E24) e da medida da tensdo superficial a partir do
crescimento nos dois meios de cultivo (BHI e CSQ) e comparar os resultados
obtidos.



3 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo, sera apresentada uma revisao da literatura abordando os

principais temas relativos ao trabalho proposto.

3.1 BACTERIAS DO GENERO Bacillus

Segundo Baron (1996), as espécies deste género sao gram-positivas, aerdbias
ou anaerdbias facultativas, possuem forma de bastonetes e formam esporos. Estdo
presentes em ambientes variados, e poucas espécies sao patdgenos ocasionais em
humanos, sendo em sua maioria espécies saproéfitas inofensivas. Atualmente,
conforme o site LPSN — List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, do
pesquisador J. P. Euzéby, ha citacao de 379 espécies e de 7 subespécies no género

Bacillus spp.

3.1.1 Bacillus megaterium

Bacillus megaterium ¢ um micro-organismo presente em muitos ambientes
diferentes, principalmente no solo. Seu tamanho pode chegar a 4 pm de comprimento
e 1,5 pm de didmetro. Estudos relativos a producdo de biossurfactantes por esta
bactéria apontam os glicolipideos ou glicolipopepitideos como sendo os
biossurfactantes produzidos (BUNK, 2010; THAVASI, 2007).

Segundo Vijayakumar (2015), glicolipideo é a classe de biossurfactantes mais
ampla. Estas moléculas sdo formadas, como o nome sugere, por cadeias de
carboidratos ligadas a uma longa cadeia de acidos alifaticos ou acidos hidroxialifaticos.
Dentro desta classe, os biossurfactantes glicolipidicos mais conhecidos s3ao os

rhamolipideos, trehaloselipideos e os soforolipideos.

3.1.2 Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliguefaciens ¢ uma bactéria normalmente presente no solo. Por

décadas, houve debate em relacdo a seu status como espécie, ou subespécie de
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Bacillus subtilis. Atualmente, este micro-organismo € considerado uma espécie.
Estudos indicam lipopepitideos como os biossurfactantes produzidos por esta bactéria.
Estas moléculas sdao estruturalmente formadas por peptideos ciclicos ligados a uma
cadeia de acidos graxos. Esta € uma classe de biossurfactante amplamente conhecida

pela sua atividade antimicrobiana (VERA, 2017).

3.2 FENOMENOS DE SUPERFICIE

Na superficie dos liquidos, as forcas atrativas sao diferentes das forgas em seu
interior, também conhecido como bulk. Isto ocorre em consequéncia de as moléculas
superficiais estarem interagindo tanto com as moléculas do liquido quanto com as
moléculas da camada limitante gasosa, geralmente ar atmosférico. Desta interagdo
distinta entre as moléculas superficiais e ambas as fases gasosa e liquida, destacam-
se duas forcas: forca coesiva (A), que envolve a mesma substancia, ou seja, € a forga
entre a molécula liquida superficial e as moléculas liquidas vizinhas; e forca adesiva
(B), gerada entre espécies diferentes, neste caso, entre a molécula liquida superficial
e as moléculas gasosas de sua redondeza. Na figura 1, fica evidente a atuacdo das
forcas citadas sobre duas moléculas e a predominancia da forca coesiva em relacao a
forca adesiva na molécula presente na superficie, gerando um vetor resultante para o
interior da fase, o que contrai a superficie espontaneamente, no objetivo de se reduzir
a razao superficie/volume (CHANG, 2010; DALTIN, 2011).

Figura 1 — Acdo de forcas em moléculas do bulk e superficiais

Fonte: Adaptado de Araudjo (2013)
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As moléculas no bulk estao mais estaveis, enquanto as moléculas da superficie,
devido a essa disparidade de forcas, se encontram mais energizadas. Em decorréncia
desta diferenca energética entre moléculas do bu/k e moléculas superficiais, é gerada
a tensdo dita superficial. Segundo Pirdllo et al. (2008), a tensao superficial, em termos
fisicos, pode ser definida como a energia necessaria para aumentar a superficie em
uma unidade de area. Esta tensdo pode variar de acordo com a adicdo de solutos,
podendo aumentar se o soluto for um sal inorganico ou diminuir até uma concentracao

limite de soluto adicionado, como é o caso dos surfactantes.
3.3 SURFACTANTES

Os surfactantes, também conhecidos como agentes tensoativos ou anfifilicos —
por possuirem interacao mediana com a agua — tendem a migrar até a superficie da
solucao ou interface de dois fluidos imisciveis e originar ali peliculas orientadas.
Nurfarahin (2018) aponta que, por muitos anos, os surfactantes foram classificados de
acordo com seu grau de dissociacao em agua, sendo eles divididos em anionicos,
catidnicos e nao-idnicos. Segundo Yalgin (2018), a reorientacao destas moléculas nas
zonas interfaciais ocorre porque sua estrutura possui uma porc¢ao hidrofilica, soltvel
em meio aquoso e uma regido hidrofdbica, que nao apresenta afinidade pela agua,

como ilustrado na figura 2 (A).

Figura 2 — Arranjos dos surfactantes em diferentes concentragoes

regg;iéo p?lar , ) ) ) \\ﬁ g{/JI )
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Fonte: Adaptado de Cartes (2016)

Mulligan (2009) retrata que, com o aumento da concentracdo, estas moléculas
tendem a tomar a mesma orientacdo e o objetivo deste rearranjo é minimizar a

repulsdo entre os grupos hidrofébicos e a dgua (ou qualquer que seja o solvente polar),
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deixando seus grupos apolares na interface solvente-ar e, assim, minimizando o
contato com a agua, de tal modo que a tensdo superficial da mesma diminui, pois
ocorre um desarranjo de sua superficie outrora estabilizada, como apresentado na
figura 2 (B).

No entanto, como dito anteriormente, os surfactantes reduzem a tensao
superficial de um liquido até um valor limite. Isto ocorre porque, apds uma
determinada concentracao de surfactante, a superficie do solvente torna-se saturada
e incapaz de suportar mais moléculas na regido limitante. Como essas moléculas ficam
impedidas de se deslocarem para a superficie, inicia-se a formacao de agregados
coloidais de diversas estruturas, como vesiculas esféricas, lamelas ou micelas,
estrutura exemplificada pela figura 2 (C), que compreende em seu interior pequenas
quantidades do soluto apolar (ATKINS, 2012).

A formacao da primeira micela indica a concentracao critica micelar (CMC). Apds
este ponto, a tensdo superficial e outras propriedades fisicas do solvente ndao sofrem
mais alteracdes, pois as micelas, diferentemente dos surfactantes em superficie, ndo
produzem efeitos na tensdo desta solugdo. Portanto, utilizar a CMC é a maneira mais
segura e simples de se analisar o comportamento coloidal e eficiéncia de um
surfactante, uma vez que pode ser determinada por qualquer variacao brusca de uma
propriedade fisica desta solucao, especialmente a descontinuidade da condutividade
molar (ATKINS, 2012; VERA, 2017).

3.3.1 Propriedades dos surfactantes

A atividade tensoativa presente nessas moléculas devido sua estrutura
anfipatica, como visto, permite a diminuicdo da tensdo superficial da agua quando
estas sao adicionadas em solugdo. Esta caracteristica concebe aos surfactantes
propriedades emulsificantes e detergentes (SCHWARTZ, 1985).
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3.3.1.1 Emulsificacao

Emuls3ao € uma mistura entre dois ou mais liquidos que normalmente seriam
imisciveis. O exemplo classico € a mistura de agua e 6leo formando uma emulsao de
oleo em agua, na qual o dleo é a fase dispersa e a agua é o meio de dispersao. O
contrario também pode ocorrer, desde que o dleo esteja presente em quantidade
consideravelmente maior que a agua. Neste caso, tem-se uma emulsao de agua em
0leo (SPEIGHT, 2017).

As emulsdes originam-se ap0Os a intensa agitacdo do sistema heterogéneo,
formando — no caso de um sistema com inferior quantidade de éleo — goticulas de dleo
dispersas em agua. No entanto, quando o sistema volta ao repouso, inicia-se a
coalescéncia destas goticulas oleosas que, por nao apresentarem afinidade pelo meio
aquoso, fusionam-se umas as outras quando préximas. Desse modo, ao diminuir a
area interfacial, se diminui também a interacdo repulsiva agua-oleo. Com o tempo, o
sistema agua e oleo retorna a heterogeneidade, com a fase mais densa no fundo e a
menos densa na parte superior (SALAGER, 1999).

A adicdao de surfactante acima da concentracao critica micelar nessa emulsao
possibilitara as moléculas surfactantes um sistema rico em areas interfaciais agua e
6leo, dado que cada goticula apresenta uma superficie Unica. As moléculas
surfactantes organizadas em micelas tendem a ocupar estas superficies de contato
agua-oleo, no objetivo de se estabilizarem. Segundo Atkins (2012), surfactantes
quimicos possuem a tendéncia de aglomeracdo em grupos de 100 ou menos para
formar as estruturas micelares devido sua caracteristica eletrostatica repulsiva entre
0s grupos polares. O nimero de micelas diminui a medida em que as mesmas se
desfazem para compor o entorno das goticulas de 6leo dispersas em agua. A fase
dispersa, agora em conjunto com o surfactante, encontra-se mais estabilizada,
retardando-se notavelmente sua coalescéncia.

Como descrito por Salager (1999), os surfactantes quimicos em geral sdo
ionicos, isto &, possuem carga verdadeira em sua regido polar e hidrofilica. Portanto,
ao se organizarem na superficie da goticula, cria-se uma dupla camada elétrica entre

a porcao hidrofilica negativa do surfactante e a molécula polar de dgua com sua regiao
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mais positiva préxima ao surfactante. Assim, as goticulas ndao coalescem pois
apresentam a mesma carga eletrostatica em suas superficies, repelindo-se quando
proximas, como indicado na figura 3 (A).

Biossurfactantes, representados pela figura 3 (B), em geral sao nao-idnicos e,
sem carga verdadeira, o impedimento da coalescéncia se da devido a geometria da
molécula, que normalmente apresenta regides apolares muito longas, dificultando

estericamente o contato entre duas goticulas.

Figura 3 — Interagdo de surfactantes idnicos e ndo idnicos

(A)
Fonte: Adaptado de Daltin (2012)

3.3.1.2 Detergéncia

A propriedade detergente dos surfactantes é descrita de forma semelhante as
emulsdes, ocorrendo 0 mesmo efeito de desarranjo da estrutura micelar para que suas
moléculas interajam com o substrato aderido de forma indesejada a superficie sdlida.
Desse modo, o surfactante orienta-se na superficie livre da sujidade até envolvé-la
completamente, como ilustrado na figura 4 (A). Todavia, as moléculas ainda se
encontram aderidas ao sélido. Neste ponto, ocorre o que Daltin (2012) caracteriza
como “efeito cunha” e esta representado na figura 4 (B), um rearranjo exercido pelo
surfactante para aumentar o tamanho da superficie da sujidade e permitir assim que
mais moléculas surfactantes possam se estabilizar. A sujidade vai aos poucos
perdendo sua adesao e deformando-se para formar goticulas envoltas de surfactante,
como representado na figura 4 (C).
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©

Fonte: Adaptado de Daltin (2012)

O efeito da detergéncia leva a formagdao de uma emulsdo posterior devido a
saida da sujidade em agua. A interagdo do surfactante com a superficie sélida garante
também que a sujidade nao retorne a superficie, uma vez que ha a repulsao das
micelas recém-formadas com as moléculas surfactantes agora estaveis na regido
(MILLER, 2002).

3.4 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sao moléculas com as mesmas propriedades anfipaticas que
os surfactantes quimicos, contudo, sao produzidas por micro-organismos. Apds sua
producdo, elas permanecem na superficie celular ou sdao excretadas (FAKRUDDIN,
2012). Sua estrutura molecular possui uma regido polarizada que pode ser idnica, nao-
ionica ou anfétera, e estes grupamentos sdo em geral ésteres, hidroxi, fosfato,
carboxila ou carboidratos. A porcao apolar dos biossurfactantes, por sua vez,
geralmente é formada por uma proteina ou peptideo, apresentando cadeias hidro
carbonadas de 10 a 18 carbonos (EHRHARDT, 2015). Estas moléculas sdao em geral
consideradas metabdlitos secundarios e podem ser produzidas por diferentes micro-
organismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, ainda que cada um
utilize diferentes fontes de carbono para a producao de seus respectivos agentes
bioldgicos tensoativos (YALCIN et al, 2018).

Enquanto os surfactantes quimicos sao classificados de acordo com sua
polaridade, essas substancias sao divididas conforme sua estrutura molecular, seu
micro-organismo de origem ou seu peso molecular, e nesta Ultima categoria, os

biossurfactantes sao divididos em baixo e alto peso molecular. Esta divisdo esta
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associada as fungdes que estas moléculas exercem na célula, sendo as de alto peso
molecular mais eficazes na estabilizagdo de emulsdes agua e dleo, enquanto os
biossurfactantes de baixo peso molecular reduzem mais a tensao superficial e
interfacial. A figura 5 ilustra a estrutura de alguns dos biossurfactante mais comuns.
As classes mais estudadas e conhecidas atualmente sdo os glicolipidios, fosfolipidios,
biopolimeros, acidos graxos, lipideos neutros e os lipopeptideos. A classe dos
biossurfactantes lipopeptidicos € a mais efetiva em relacdo as anteriores, sendo
produzida por bactérias do género Bacillus, em especial pela espécie Bacillus subtilis
(BARROS, 2008; NURFARAHIN, 2018).

Figura 5 — Estrutura do sophorolipideo, surfactina e emulsan
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Fonte: Adaptado de Fakruddin (2012)
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Esta gama de moléculas estruturalmente distintas possui diversos papéis
fisioldgicos para os micro-organismos que as produzem, estando presentes em
diversos processos bioldgicos do metabolismo, movimento e defesa celular. Os
biossurfactantes também apresentam fungdes imunomoduladoras, antimicrobiana e
de incremento na solubilidade de substratos através da membrana celular. Suas
propriedades singulares e vantajosas tém os tornado de grande interesse para a
pesquisa e a industria (VIJAYAKUMAR, 2015; BANAT, 2014).

Um bom surfactante, segundo Mulligan (2005), tem potencial para diminuir a
tensdo superficial da agua de 75 para 35 mN'm, sendo a surfactina — o biosurfactante
mais amplamente estudado — capaz de reduzir esta tensdo para 25 mN'm. Essa
eficiéncia é notdria também em comparacao com os surfactantes quimicamente

sintetizados, que, para atingir a mesma reducao de tensao superficial provocada pelas



20

moléculas biotensoativas, devem estar presentes na solucdo em concentracdao
consideravelmente maior.

Os biossurfactantes apresentam outras vantagens frente aos surfactantes
quimicos. Dentre suas caracteristicas benéficas, destacam-se a biodegradabilidade,
uma vez que estas moléculas sdo compostos organicos facilmente degradados por
micro-organismos; baixa ou nenhuma toxicidade frente aos surfactantes sintetizados
quimicamente, o que permite sua aplicacao direta nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética; podem ser produzidos por uma gama de substratos
renovaveis de baixo custo e disponiveis em grande quantidade, como residuos
agroindustriais; sao também moléculas altamente estaveis diante a variagdes de pH,
temperatura e salinidade, o que permite sua utilizacdo em processos industriais e
ambientais associados a condicdes extremas (FAKRUDDIN, 2012; KOSARIC, 2001;
KRISHNASWAMY, 2008; MCLNERNEY et al., 1990; BARRQOS, 2008).

3.4.1 Biossintese dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam estruturas moleculares diferentes entre si, de
modo que a caracteristica comum entre estas biomoléculas é sua anfipaticidade. Isto
significa que os micro-organismos podem produzir um ou mais biossurfactantes
diferentes, como apresentado por Santos et al. (2016) na tabela 1, na qual sao

elencados alguns dos biossurfactante existentes e seus micro-organismos produtores.

Tabela 1 — Tipos de biossurfactante e seus micro-organismos produtores

(continua)
Tipo de biossurfactantes Micro-organismos produtores
Glicolipideos Alcanivorax borkumensis, Arthrobacter sp.,
Corynebacyerium sp., Rhodococcus
erythropolis, Serratia marcescens,
Tsukamurelaa sp.
Rhamnolipideos Pseudomonas sp., Serratia rubidea
Soforolipideos Candida apicola, Candida bombicola,
Candlida lipolytica, Candida bogoriensis
Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus

Fosfolipideos Acinetobacter sp.
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Tabela 1 — Tipos de biossurfactante e seus micro-organismos produtores
(conclus3do)

Tipo de biossurfactantes Micro-organismos produtores

Acidos Graxos Penicillium spiculisporum, Corynebacterium
lepus

Lipopolissacarideos Acinobacter calcoaceticus, Pseudomonas

sp., Candida lipolytica
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2016)

Uma vez que os biossurfactantes existentes sao diferentes entre si, as rotas
metabdlicas para a producgdo destes também sdao. Em vias gerais, como descrito por
Nurfarahin et al. (2018), a biossintese dos biossurfactante é dividida entre a producao
da metade hidrofilica e a producdo da metade hidrofdbica por vias metabdlicas
diferentes. Como apresentado na figura 6, a sintese da porcao hidrofilica parte de um
substrato solivel em agua, como um carboidrato, enquanto a regido hidrofdbica é
produzida por gorduras e 6leos. Assim, a via lipogénica é responsavel pela produgdo
da parte hidrofébica do biossurfactante, tal como a via glicolitica se encarrega de

produzir a regido hidrofilica.



Figura 6 — Rotas Metabdlicas envolvidas na biossintese dos biossurfactante
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Como a Glicose-6-fosfato é o precursor da regiao hidrofilica, e o Oxaloacetato é

o precursor da producao de lipideos, pode-se utilizar um carboidrato como fonte de

carbono na producao de ambas regides estruturais do biossurfactante. No entanto,

conforme descrito por Salihu (2009), a composicao, a quantidade e a atividade

emulsificante das moléculas biossurfactantes nao dependem apenas da cepa ou do

substrato utilizado, mas também das condicOes quimicas e dos parametros fisicos do

meio de cultivo. E importante garantir as fontes de carbono adequadas, fonte de

nitrogénio bem como a correta relacdo carbono-nitrogénio. Limitacdes nutricionais

influirdo na rota metabdlica do micro-organismo podendo gerar estresse e diminuicao

na producdo e consumo de substrato. Parametros como temperatura, aeragdo,

velocidade de agitacao, e pH, também influenciam a quantidade de biossurfactante

produzido.
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3.4.2 Métodos de deteccao da producao de biossurfactantes

Ha muitos métodos descritos na literatura para a deteccao e avaliacao da
producdo destas biomoléculas. As secdes seguintes visam descrever os métodos

empregados neste trabalho.
3.4.2.1 Indice de Emulsificacio

O Indice de Emulsificacdo é um teste que analisa a habilidade do biossurfactante
em emulsificar uma variedade de compostos hidrofébicos, como também a
estabilidade desta emulsdo. O resultado é uma porcentagem representando a altura
da emulsdo relativa a altura total do sistema. Valores acima de 50% sao considerados
altos (COOPER; GOLDENBERGER, 1987).

3.4.2.2 Analise Tensiométrica

Este método leva em conta a capacidade tensoativa dos biossurfactantes em
reduzir a tensao superficial dos liquidos. Para esta medicdo, é utilizado um aparelho
denominado tensiébmetro, que, através do contato de uma laminula-sensor com a
superficie do liquido, mede a tensdao (mN'm) até o rompimento deste contato. O
maior valor mensurado é considerado como a tensao presente na superficie do liquido
testado. As tensOes superficiais do liquido puro, juntamente com as tensdes
superficiais do liquido contendo biossurfactante, sdo comparadas para verificacdo da

reducdo da tensao apods a adicdo do biossurfactante.
3.4.2.3 Atividade Hemolitica

Este teste utiliza o meio de cultura dgar sangue na andlise do potencial de
producao de biossurfactante a partir da bactéria pesquisada em questdo. O
procedimento consiste na repicagem das amostras em agar sangue e incubagao das

mesmas a 37 °C de 48 a 72 h. Apods este periodo, as colbnias sdo entdo observadas,
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de modo que as zonas claras que as envolvem indicam a ocorréncia de hemdlise, isto
é, lise de eritrdcitos, o que sugere a presenca de biossurfactantes (HIDAYATI et al.,
2011).

3.4.3 Aplicacoes dos biossurfactantes

Em virtude de suas caracteristicas anteriormente citadas, os biossurfactantes
sao amplamente empregados em uma vasta area. Na industria alimenticia, eles atuam
reduzindo a tensao superficial e interfacial, o que estabiliza as emulsdes formadas,
mantendo as propriedades reoldgicas, de consisténcia e textura dos produtos aerados
e com dispersado de fase. Essas mesmas caracteristicas de viscosidade e consisténcia
do produto também sdao importantes nos cosméticos, nos quais os biossurfactantes
substituem satisfatoriamente os surfactantes sintetizados quimicamente. Sao
utilizados também como agentes antiadesivos, de modo que a hidrofobicidade da
superficie de interesse é alterada, afetando a adesdo de micro-organismos nestes
locais e impedindo a formagdo de biofilmes indesejaveis (VIJAYAKUMAR, 2015;
BANAT, 2014).

A biorremediacdo € outra area que se beneficia da aplicagao destas moléculas,
uma vez que os biossurfactantes aumentam e estabilizam a interacao entre agua e
0leo devido seu alto poder de emulsificagdo, tornando possivel a remocao ou
diminuicdo dos poluentes a niveis de concentracdo aceitaveis tanto em solos
contaminados como em derramamentos de 6leo no oceano (MORAIS, 2012). No setor
de mineracgao, foram utilizados no processo de flotagao e separacao de dois minerais
incapazes de ser separados por substancias quimicas convencionais, conforme
relatado e descrito por Nitschke (2002).

Na area agricola, os biossurfactantes podem ser usados também como agentes
dispersante na formulacao de herbicidas em conjunto com a substancia ativa, que
geralmente é hidrofébica. Ainda neste ramo de aplicacdao, Fakruddin constatou em
2012 suas aplicagdes como eficientes biopesticidas, fazendo o controle de pragas com
biossurfactantes lipopeptidicos que sdo produzidos por uma gama de bactérias e que

possuem atividade inseticida contra certas espécies de moscas, mostrando-se com
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grande potencial de aplicagdo futura. Na area medicinal, o autor ressalta que a
toxicidade quase nula destas biomoléculas permite sua vasta aplicacao fazendo uso de
sua atividade antimicrobiana, antiadesiva e antiviral. Fernandes (2007) destaca ainda

suas propriedades antitumorais, imunomoduladoras e inibidoras de enzimas.
3.5 SORO DO QUEIIO

O soro do queijo € um subproduto liquido obtido na etapa de coagulacao acida
ou enzimatica na fabricacdo de queijo. Possui cor amarela-esverdeada e sabor entre
acido e adocicado (BRASIL, 2005). Sua composicdo €é rica em nutrientes, 8 a 10% de
sais minerais, dentre eles, os principais sao cloreto de sddio e o cloreto de potassio,
representando mais de 50% dos sais presentes. Ha ainda sais de calcio, importantes
na construcdo e manutencao ossea; 4,8% de lactose, um dissacarideo importante do
leite; 0,75% de proteinas sollveis, principalmente globulina e albumina; e 0,5% de
lipidios. E composto também, em quantidades inferiores, por acido lactico e acido
citrico, ureia e acido Urico, vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 piridoxina, B5 e B12),
além de 4cido pantoténico, acido flico e biotina (GONZALEZ, 1996; KROLOW, 2013).

As proteinas presentes no soro apresentam, em varias quantidades, todos os
aminoacidos essenciais, o que lhe confere valor bioldgico ainda maior, determinando
assim uma alta qualidade nutricional destas moléculas (SUICA, 2002). Na tabela 2,
apresentada abaixo, os aminoacidos essenciais sao relacionados com sua quantidade
respectiva no leite humano, nas proteinas do soro e na caseina, esta Ultima a principal

e mais abundante proteina do leite.

Tabela 2 — Contelido de aminoacidos essenciais (mg/g de proteina)

(continua)
Aminoacido Leite Humano Proteinas do soro Caseina
Isoleucina 45 76 54
Leucina 89 118 95
Lisina 66 113 81
Metionina + cisteina 33 52 32
Fenilalanina + tirosina 71 70 111

Treonina 44 84 47
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Tabela 2 — Conteldo de aminoacidos essenciais (mg/g de proteina)

(conclusao)
Aminoacido Leite Humano Proteinas dosoro Caseina
Triptofano - 24 16
Valina 49 72 75
Total - 609 511

Fonte: Pinto (2010)

Ainda que o soro possua vantajosas propriedades nutricionais, seu
processamento é dispendioso para pequenas € médias empresas de laticinios, que
ignoram seu alto valor agregado e, muitas vezes, optam por direciona-lo para a
alimentagao animal. Seu excedente acaba sendo descartado como efluente nos cursos
de agua, sem ser tratado da maneira correta, o que promoveria a reducao ou
eliminagdo total dos riscos ambientais que este residuo, de alta carga organica, pode
oferecer ao ecossistema local. Estas pequenas e médias empresas da industria lactea
nao disponibilizam dados de produgdo deste subproduto, portanto, € dificil mensurar
quanto residuo é de fato descartado como efluente e quanto é direcionado para a
alimentagdao pecuaria (SILVA et al.,, 2013). Contudo, é possivel mensurar,
moderadamente, o impacto, conhecendo-se sua composicdo genérica. Na tabela 3,
estao apresentados alguns dos componentes do processamento do queijo, tanto no

leite bruto como no soro residual.

Tabela 3 — Composicdo genérica do leite bovino e do soro

Componentes Concentracgao no leite Concentragao no soro
(% m/v) (% m/v)
Caseina 2,8 0,2
Proteinas 3,7 0,9
Gordura 3,7 0,4
Cinzas 0,7 0,7
Lactose 4,9 4,9
Solidos Totais 12,8 6,4
Umidade 87,2 93,5

Fonte: Smithers et al. (1996)

A carga organica do soro, bem como o volume gerado, depende diretamente

da escala de producao e do tipo de queijo produzido, ainda que a producao de 1 kg
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de queijo gere, em média, 9 kg de soro (BRASIL, 2005). Sabe-se que,
independentemente da qualidade e origem do soro, este possui caracteristicas
altamente poluentes, uma vez que possui 55% dos nutrientes do leite e, portanto,
elevada carga organica. Segundo Vera (2017 apud Yadav et al., 2015), a Demanda
Bioquimica de Oxigénio de um litro de soro apresenta valores entre 27 e 60 g/L,
enquanto a Demanda Quimica de Oxigénio esta entre 50 e 102 g/L, o que requer o
oxigénio equivalente a mais de 5.000 litros de agua para despolui-lo.

Em contraste com o fim dado ao soro por estas empresas de médio porte, o
setor alimenticio e de suplementos alimentares brasileiros importa soro de leite para
concentracao e secagem do soro de leite em pd ou entdao em sua forma liquida para
fabricacdo de bebidas lacteas. Um exemplo é o whey protein, atualmente um dos
produtos mais difundidos entre consumidores que praticam atividade fisica, que utiliza
soro do leite em sua produgdo e gera efeitos funcionais benéficos a saide (REGHELIM,
2018; SILVA et al., 2013).

Assim, este € um mercado em ascensao, e o Brasil possui a matéria-prima para
atender a demanda interna, mas ainda € preciso remanejar e integrar as empresas
produtoras de queijo com a area industrial que se beneficia deste soro como matéria-
prima. Este viés no mercado interno rebaixa tal subproduto a um residuo agroindustrial
de baixo valor comercial e, neste sentido, faz-se importante a busca por novas
alternativas de utilizacao e aplicacgao.

Pesquisas utilizando soro de queijo para elaborar meios de cultura
experimentais sao atualmente produzidas com resultados positivos para crescimento
de diferentes micro-organismos. Costa et al. (2012) avaliaram a eficiéncia do
crescimento de Staphylococcus aureus em diferentes meios liquidos e sdlidos utilizando
soro do queijo como substrato fermentativo suplementado com outros nutrientes.

Hassemer (2016) utilizou permeado de soro de leite como fonte de carbono
alternativa em meio mineral com adicao de alguns nutrientes para produzir o
biopolimero P(3HB) a partir de Bacillus megaterium. Vera (2017) avaliou a producao
de biossurfactante utilizando, entre outros residuos agroindustriais, o soro do leite

através da bactéria Lactococcus lactis.
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Os resultados obtidos nestes estudos indicam o soro do queijo como substrato
em potencial como fonte de carbono em meios adaptados para producao de diferentes

bioprodutos de interesse.



4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo, serdao apresentados os materiais utilizados e os métodos

empregados no desenvolvimento deste trabalho.

4.1 MICRO-ORGANISMOS

Dois micro-organismos foram incluidos neste estudo: Bacillus amyloliquefaciens
P5 isolado de puba de mandioca — um produto alimenticio obtido por meio da
fermentagdo espontanea de raizes de mandioca submersas em agua no estado do
Sergipe — e Bacillus megaterium DSMZ 32, que foi gentilmente cedida pelo Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). Esta ultima cepa foi mantida em placa com meio Luria Bertani (LB),
sob refrigeracgdo de 4 °C, até sua utilizacdo.

Ambas espécies de Bacillus foram mantidas também em caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Difco Lab. Inc., Detroit, EUA), todos acrescidos de glicerol 15% (v/v) a
temperatura de -20 °C. As culturas de trabalho foram obtidas por meio da reativagao
das amostras congeladas em caldo BHI, incubadas a 24 h por 37 °C, seguido de
plaqueamento em meio BHI sdlido. As placas foram mantidas em geladeira e
reativadas por meio de transferéncia para meios novos para a producdo dos pré-

inoculos e indculos.

4.2 DESENVOLVIMENTO DO MEIO DE CULTIVO CSQ

O meio de cultivo denominado Caldo Soro de Queijo (CSQ) foi produzido através
da adaptagao de duas metodologias propostas por Costa (2012) e Hassemer (2016).
Para isto, 3 litros de soro bruto foram obtidos de uma producao em pequena escala
no interior do municipio de Triunfo/RS, e 0 mesmo foi tratado apds 48 h de repouso
sob refrigeracdo a 4 °C. O inicio do tratamento se deu com o descarte do sobrenadante
e ajuste do pH de 6,50 para 4,56 utilizando HCI 1 M, com objetivo de tornar o liquido
mais limpido. Em seguida, foi efetuada fervura do soro por 14 min, o que possibilitou

a precipitacdo de proteinas como a caseina e outros sdlidos soluveis. O concentrado
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foi entdo filtrado a vacuo e denominado de soro tratado. Para a formulacao do meio

de cultivo utilizou-se o meio mineral que possui a composicao descrita na tabela 4

abaixo em conjunto com o soro tratado.

Tabela 4 — Composicao do meio mineral

Composto Concentracao
Na;HPO4 3,6 g/L
KH2PO4 1,5 g/L
FeS04'7H20 0,05 g/L
Acido Citrico 0,1g/L
CaCly'2H,0 0,01 g/L
MgS04'7H20 0,008 g/L
Solucao de micronutrientes 1 ml/L

Fonte: Hassemer, 2016

A solucao de micronutrientes possui uma composicao definida, como

apresentado na tabela 5:

Tabela 5 — Composicao da solucao de micronutrientes

Composto Concentracao
HsBO;3 300 mg/L
CoCl2*6H20 200 mg/L
ZnS04'7H20 30 mg/L
MnCl>*4H,0 30 mg/L
(NH4)6M07024'4H,0 30 mg/L
NiSO4'7H.0 30 mg/L
CuS04'5H,0 10 mg/L

Fonte: Hassemer, 2016

Apos a formulacao do meio mineral, adicionou-se, para cada litro deste, 25 ml

de soro tratado. Além disso, o meio mineral foi suplementado também com uma fonte

de nitrogénio, visto que o soro por si sO é pobre neste nutriente. A fonte de nitrogénio

escolhida foi o nitrogénio organico presente no extrato de levedura. Este composto foi

adicionado ao meio com a relagao de 1% (v/v). Da mesma forma, adicionou-se glicose

1,5% (v/v) (HASSEMER, 2016; PRAZERES et al., 2012).
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O soro tratado em conjunto com o meio mineral, extrato de levedura 1% e a
glicose 1,5% foi entao denominado Caldo Soro de Queijo (CSQ), o qual foi autoclavado

a 121 °C por 15 min. Sua composicao é mostrada a seguir:

Tabela 6 — Composicao do Caldo Soro de Queijo (CSQ)

Composto Quantidade
Meio Mineral 1L
Soro Tratado 25 ml
Extrato de Levedura 1% 10g
Glicose 1,5% 15¢g

Fonte: Autor (2019)

4.3 CONDICOES DOS CULTIVOS

Para os cultivos do pré-indculo de Bacillus amyloliquefaciens P5 e de Bacillus
megaterium DSMZ 32 foram utilizados 20 ml de meio teste CSQ em Erlenmeyer de
125 ml. Da mesma forma, 20 ml de cultivo-controle, para fins de comparacao ao CSQ,
foram adicionados em Erlenmeyer de 125 ml, tendo sido escolhido como controle o
meio comercial Brain Heart Infusion (BHI). No total, foram estabelecidos quatro
cultivos:

a) Cultivo 1: Caldo Soro de Queijo com cultivo de Bacillus amyloliquefaciens P5
(CSQ-P5);

b) Cultivo 2: Caldo Soro de Queijo com cultivo de Bacillus megaterium DSMZ 32
(CSQ-DSMz 32);

c) Cultivo 3: Caldo Brain Heart Infusion com cultivo de Bacillus
amyloliquefaciens P5 (BHI-P5);

d) Cultivo 4: Caldo Brain Heart Infusion com cultivo de Bacillus megaterium
DSMZ 32 (BHI-DSMZ 32).

Os ensaios dos quatro cultivos foram realizados em triplicata. Abaixo, esta

ilustrade na figura 7 uma amostra representante de cada cultivo.
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Figura 7 — Dois Cultivos com meio teste CSQ e dois Cultivos controle BHI

Fonte: Autor (2019)

4.3.1 Preparagao do Pré-inoculo

As colonias dos micro-organismos produtores foram reativadas em BHI sélido e
coletadas por raspagem, sendo transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 ml
contendo 20 ml de caldo BHI. A cultura com o pré-indculo foi incubada por 24 h em
diferentes condicOes de temperatura, conforme descrito abaixo, em estufa rotatdria
(Solar SL — 223) com rotacdo de 120 rpm. Apds este periodo, os subcultivos foram
padronizados por diluicdo em solucao salina 0,9%, e a concentracao de células foi
quantificada por densidade optica em espectrofotdmetro da marca PerkinElImer modelo
Lambda 265, com comprimento de onda ajustado em 600 nm, de modo que, as
diluicdes foram realizadas até valores de absorbancia aproximados de 0,1,
correspondendo a 108 UFC ml.

Apds a padronizagdo, aliquotas de 10 ml foram transferidas para Erlenmeyers
de 250 ml contendo 90 ml de meio de cultivo, obtendo-se assim, os indculos de 10%
(v/v) em relacdo ao pré-indculo. Estes indculos permaneceram em estufa rotatoria a
120 rpm por 24 h com temperaturas que variaram conforme tabela 7, em trés

condicOes estabelecidas para cultivo do pré-indculo e indculo.
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Tabela 7 — Temperatura dos cultivos dos pré-indculos e dos indculos

Condicao Pré-inoculos Indculos
1 30 °C 30 °C
2 30 °C 42 °C
3 37 °C 42 °C

Fonte: Adaptado de Perez (2014)

Apos, o meio foi centrifugado (Nova Técnica — NT 810) por 30 min a 3300 rpm
(2073g). Os sobrenadantes livres de células foram entdo divididos em dois grupos,
sendo um armazenado sob refrigeragao para analises posteriores, e o segundo grupo

foi filtrado com filtro 0,22 pm (Kasvi). Todos os testes foram executados em triplicata.
4.4 AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Nesta secdo, serdo abordadas as analises utilizadas para investigar a producao

de biossurfactantes pelas cepas utilizadas nos dois meios de cultivo definidos.
4.4.1 indice de Emulsificacdo (E24)

Uma amostra de 2 ml da cultura livre de células foi adicionada a um tubo de
ensaio de fundo chato contendo 3 ml de um hidrocarboneto especifico. Para este teste,
foram utilizados os solventes organicos Eter de Petrdleo PA ACS (Dindmica), Hexano
PA ACS (Anidrol) e Tolueno PA ACS (Anidrol). Os tubos contendo o sobrenadante livre
de células e solvente passaram por homogeneizacao em vortex (VX-38) por 2 min e
entdo foram deixados em repouso por 24 h & temperatura ambiente. O Indice de
Emulsificacdo E»4 foi entdo mensurado através da altura da camada emulsificada (mm)

dividida pela altura total da coluna liquida (mm), como demonstra a equacao abaixo:
Bl =2 o 100%
=—X
Ht °

Onde: He e Ht sao a altura de emulsificagao e a altura total, respectivamente.
As andlises foram executadas em triplicata para cada um dos diferentes

hidrocarbonetos utilizados.



34

Figura 8 — EmulsGes obtidas com sobrenadante de Bacillus megaterium DSMZ 32 em
meio CSQ, possuindo Hexano e Eter de Petroleo como as fases organicas

e

o

4.4.2 Analise Tensiométrica

A reducdo da tensdo superficial no meio de cultura foi medida através do
tensidometro (Gibertini — TSD), no laboratdrio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Como padrdes,
utilizou-se a agua destilada (71,6 mN'm1) e etanol (23 mN'm™1).

As medicOes foram efetuadas a temperatura ambiente apds aprofundar a
laminula-sensor do tensidmetro na solucao de sobrenadante da cultura por tempo
suficiente para serem alcancadas as condicOes de equilibrio. A tensdo superficial dos
meios de cultivo puro foi previamente mensurada e seus valores foram utilizados para
comparagao com os valores das amostras. A medicao da tensao nas amostras foi feita
em triplicata e o valor médio foi tomado para expressar cada tensdo superficial
(HIDAYATI, 2011).
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4.4.3 Atividade Hemolitica

Para a verificacdo da atividade hemolitica foi utilizado o método de Hsieh et al.
(2004) com modificacOes. Para este teste, inoculou-se células bacterianas crescidas
em meio CSQ e BHI e também os sobrenadantes centrifugados e filtrados a 0,22 um
sobre a superficie de placas de agar Mueller Hinton acrescidas de 5% de sangue de
carneiro e incubou-se a 37 °C, por até 48 h. A presenca de zona clara com 2 a 4 mm
em torno da colbnia indica hemdlise que, por sua vez, indica a producdo de um

biossurfactante, apesar de esta ser uma medida indireta.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, estao apresentados os resultados obtidos e as consideragoes

competentes.

5.1 DESENVOLVIMENTO DO MEIO DE CULTIVO CALDO SORO DE QUEIIO (CSQ)

Neste trabalho, foi desenvolvido o meio de cultivo CSQ a partir do soro de queijo
oriundo de uma pequena industria localizada no municipio de Triunfo, estado do Rio
Grande do Sul. Para o desenvolvimento do meio de cultivo teste, inicialmente foram
tratados 3 litros de soro bruto, que consistiu no descarte do sobrenadante e posterior
ajuste do pH para 4,5, o que gerou uma alteracao da coloragao de amarelo-esverdeada

para um tom mais esbranquicado do soro (figura 9 A).

Figura 9 — Tratamento do Soro de Queijo Bruto

Posteriormente, efetuou-se entdo a fervura do soro por 14 minutos, que
precipitou as proteinas como a caseina e outros sdlidos soluveis, tornando o soro mais
limpido (figura 9 B). O concentrado foi entao filtrado a vacuo e denominado de soro
tratado (figura 9 C). Para a formulagcao do meio de cultivo, utilizou-se o meio mineral
descrito anteriormente na metodologia em conjunto com o soro tratado. Foi
acrescentada a solugdo de micronutrientes, anteriormente testada e otimizada em
outros estudos. Como relatado por Hassemer (2016), ha para este meio a necessidade

de suplementacao com fonte de nitrogénio e micronutrientes. Extrato de levedura 1%
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¢ adicionado para prover esta deficiéncia, bem como a adicao de glicose 1% (figura 9
D). Este mesmo autor utilizou o permeado de soro que é oriundo da ultrafiltracdo do
soro de leite, em que as proteinas sollveis sao removidas do soro, dando origem ao
permeado rico em lactose para produzir P(3HB) pelo mesmo micro-organismo B.
megaterium DSMZ 32 utilizado no presente estudo — reduzindo os custos de
tratamento do permeado de soro bem como os impactos ambientais causados pelo
descarte do mesmo e ainda auxiliando na reducao do custo de obtencao do P(3HB)
pelo mesmo bacilo.

Outros trabalhos também utilizaram soro do queijo como meio de cultivo para
a obtencao de esporos de Bacillus atrophaeus e de biossurfactantes, de proteases por
Bacillus sp. SMIA-2 e como meio de cultura para o crescimento de Staphylococcus
aureus como forma de reaproveitamento deste subproduto da industria cujo
destinacao final seria o descarte (LOURENCINI, 2014; MANSUR, 2006; COSTA et al.,
2012).

5.2 INDICE DE EMULSIFICAGCAQ (E24)

Os resultados obtidos das emulsificagdes nas trés condicdes de cultivo

especificadas estdao apresentados nas tabelas 8, 9 e 10.

Tabela 8 — indices de Emulsificaciio médios da condicdo de cultivo 1

Cultivo Média E24 (%)  Média E24 (%)  Média E24 (%)
Hexano Tolueno Eter de Petrdleo
CSQ - P5 0 5,8 0
CSQ — DSMZ 32 51,8 30,4 67,3
BHI — P5 2,6 3,3 0
BHI — DSMZ 32 2,9 6,2 0

Fonte: Autor (2019)
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Tabela 9 — Indices de Emulsificacdo médios da condicdo de cultivo 2

Cultivo Média E24 (%) Média E24 (%) ,Média E24 (%)
Hexano Tolueno Eter de Petrdleo
CSQ - P5 42,4 9,5 55,9
CSQ — DSMZ 32 54,0 15,1 59,1
BHI — P5 0 0 0
BHI — DSMZ 32 33,1 10,9 40,0

Fonte: Autor (2019)

Tabela 10 — Indices de Emulsificacdo médios da condicdio de cultivo 3

Cultivo Média E24 (%) Média E24 (%) ,Média E24 (%)
Hexano Tolueno Eter de Petréleo
CSQ - P5 61,1 12,1 43,1
CSQ — DSMZ 32 53,3 31,4 52,8
BHI — P5 51,9 0 0
BHI — DSMZ 32 10,3 17,6 38,9

Fonte: Autor (2019)

Na condicdo 1, o pré-indculo e o indculo foram cultivados por 24 h a 30 °C. Os
indices de emulsificacdo obtidos foram satisfatérios apenas para o cultivo de B.
megaterium DSMZ 32 em meio teste CSQ, uma vez que estes apresentaram indices

acima de 15%, como apresentado no grafico 1.

Gréfico 1 — Melhores indices de Emulsificacdo médios na condicdo 1
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Na segunda condicdo (grafico 2), os pré-indculos foram submetidos a
temperatura de 30 °C, e os indculos a 42 °C, pois, de acordo com estudos anteriores
(Perez et al., 2017), foi observado um aumento na producao destes compostos quando
a temperatura era aumentada para o crescimento do indculo para 42 °C. Assim, neste
estudo, observou-se um aumento na emulsificagdo no meio teste CSQ livre de células
do micro-organismo B. amyloliquefaciens P5, bem como um aumento também
representativo da emulsificacdo no meio teste BHI de B. megaterium DSMZ 32. Os
resultados para a cepa P5 em meio BHI, no entanto, foram nulos. Este aumento na
emulsificacdo da maioria das condigdes pode ter sido resultado do incremento da
temperatura do inéculo, o que aumentou a producdo de biossurfactante e,

consequentemente, a emulsao.

Gréfico 2 — Melhores indices de Emulsificacdo médios na condicdo 2
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Na ultima condicao (grafico 3), os pré-indculos foram cultivados em
temperaturas mais elevadas de 37 °C, enquanto os indculos se desenvolveram por 24
h a 42 °C. Houve um maior indice de emulsificacdo nestas amostras, ainda que os
solventes Tolueno e Eter de Petréleo tenham mantido seu indice emulsificagdo zero

com a cepa B. amyloliquefaciens P5 em meio BHI.
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Grafico 3 — Melhores Indices de Emulsificacdo médios na condigao 3
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Considerando todas as condigdes de cultivo realizadas durante este trabalho, o
micro-organismo B. amyloliquefaciens P5 apresentou os menores indices de
emulsificacao, tanto em meio teste, quanto no meio controle — ndo tendo apresentado
nenhuma emulsificagao no meio BHI, independente da condigao de cultivo. Seu melhor
desempenho foi em meio CSQ na condicao de cultivo 3 (incubagdao em temperatura de
37 °C e 42 °C do pré-indculo e do indculo, respectivamente), utilizando-se o solvente
organico Hexano, o que gerou um indice de emulsificagdo médio de 61,1%. Com o
solvente Eter de Petréleo, a cepa B. amyloliguefaciens P5 também mostrou elevado
indice de emulsificacao (55,9%) na condicdo de cultivo 2. O mesmo desempenho nao
foi observado com o solvente Tolueno, apresentando indices de emulsificagdo de até
12% nas trés condicOes de cultivo.

O B. megaterium DSMZ 32 cultivado no meio teste CSQ apresentou resultados
satisfatdrios nos indices e estabilidade das emulsificagdbes com todos os
hidrocarbonetos testados, em todas as condicoes de cultivo. Apresentando 67,3% de
emulsificacdo com Eter de Petrdleo na condicdo 1 de cultivo, 54% de emulsificacdo
com Hexano na condicao 2, e 31,4% com Tolueno na condicdo 3. Estes indices
mantiveram-se proximos nas diferentes condicdes de cultivo, indicando pouca ou
nenhuma influéncia desta faixa de variagdo de temperatura na produgao de

biossurfactante por esta bactéria. Em relagdo aos cultivos em meio controle BHI, na
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condicdo 1, as emulsificacdes apresentaram os menores indices, representando que a
temperatura de 30 °C para o pré-indculo e para o indculo pode ser baixa para a
producao de biossurfactantes com esta cepa, resultados que reproduzem o ja
observado em estudos anteriores também para a cepa B. amyloliquefaciens P5
(PEREZ, 2014; PEREZ et al., 2017).

Outros parametros, no entanto, devem ser também considerados além da
temperatura. Segundo Yalcin (2018), o tamanho da cadeia hidrocarbonada do solvente
escolhida afeta o nivel de emulsificagdo, de modo que a formagao de emulsdo decresce
com a adicao do biossurfactante com hidrocarbonetos alifaticos de cadeias mais
longas. Esta afirmacdo condiz com os resultados de E»4 superiores com solvente Eter
de Petrdleo quando em comparacdao com os outros dois solventes. Assim, em vias
gerais, pode-se afirmar que os micro-organismos testados apresentaram uma melhor
eficiéncia em emulsionar as amostras que continham Eter de Petréleo primeiramente,
Hexano posteriormente e, por fim, as que continham Tolueno.

Para Cooper e Goldenberger (1987), indices de emulsificagdo acima de 50% sao
considerados altos. Desta forma, o meio testado CSQ que foi desenvolvido apresentou
otimos resultados com Bacillus megaterium DSMZ 32 em emulsao com os solventes
Hexano e Eter de Petréleo em todas as condices de cultivo testadas, e resultados
satisfatdrios com emulsdo em Tolueno nas condicoes 1 e 3 (30,4% e 31,4%,
respectivamente). O meio teste CSQ utilizado para crescimento de B
amyloliquefaciens P5, por sua vez, apresentou resultados insatisfatorios na condigao
de temperatura 1 (30 °C para pré-indculo e indculo). Seu desempenho foi melhorando
na condicao 2, resultando em indices de 42,4% para o Hexano e 55,9% para a
emulsificacdo de Eter de Petrdleo. J& na Ultima condicdo, o indice de emulsificacdo
com Hexano chegou a 61,1%, a emulsao com Tolueno melhorou levemente até indice
de 12,1%, e com Eter de Petrdleo reduziu para 43,1%.

Os indices de emulsificacdo médios obtidos apos as trés condicdes de cultivo
dos dois micro-organismos testados sao favoraveis e permitem afirmar que a producao
de biossurfactante por ambas as cepas foi consideravel, ainda que as condigbes de
cultivo devam ser aprimoradas para cada um dos micro-organismos com fins de

aumentar a producao de biossurfactante e melhorar reprodutibilidade dos ensaios.
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5.3 ANALISE TENSIOMETRICA

Os meios de cultivo-teste CSQ e meio controle BHI foram avaliados em sua
composicao pura (sem inoculagao de crescimento microbiano) para fins de
comparacao com 0s meios apos crescimento e producao de biossurfactante pelos dois
micro-organismos estudados. Estes apresentaram valores de tensao superficial de 49,7
mN'm1 e 50,3 mN'm, respectivamente. Os resultados da avaliagdo da tensdo

superficial das amostras sao mostrados nas tabelas 11, 12 e 13.

Tabela 11 — Analises Tensiométricas Médias da condicdo 1

Cultivo Tensao Superficial (MmN m1)
CSQ - P5 30,3
CSQ — DSMZ 32 42,7
BHI — P5 40,5
BHI — DSMZ 32 50,9

Fonte: Autor (2019)

Tabela 12 — Andlises Tensiométricas Médias da condicdo 2

Cultivo Tensao Superficial (mMN'm1)
CSQ - P5 46,1
CSQ — DSMZ 32 47,8
BHI — P5 46,2
BHI — DSMZ 32 46,4

Fonte: Autor (2019)

Tabela 13 — Analises Tensiométricas Médias da condicdo 3

Cultivo Tensao Superficial (MmN m1)
CSQ - P5 48,4
CSQ — DSMZ 32 52,9
BHI — P5 50,1
BHI — DSMZ 32 48,7

Fonte: Autor (2019)

As reducdes na tensao superficial das amostras foram discretas em relacao aos
meios de cultivo puro. De modo que os melhores resultados ocorreram para Bacillus
amyloliquefaciens P5 em meio CSQ (30,3 mN*m™) correspondendo a uma reducao de

39% da tensao superficial e para 0 mesmo micro-organismo em meio teste BHI,
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reduzindo a tensdo de 50,3 mN'm! para 40,47 mN'm-!, o que caracteriza uma reducao
de 19,5%. As maiores redugdes supracitadas ocorreram em meios cultivados na

condicdo 1, isto é, temperatura de 30 °C para o pré-indculo e para o indculo.

Grafico 4 — Analises Tensiométricas da condicdo 1
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As tensbes superficiais das condicoes de cultivo 2 e 3 (graficos 5 e 6,
respectivamente) nao demonstraram reducao efetiva para nenhum dos cultivos teste

ou controle, o que pode indicar que a producao de biossurfactante tensoativo ndo é
dependente deste parametro nesta faixa de variagao.

Grafico 5 — Analises Tensiométricas da condigao 2
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Na condicao de cultivo 3 (grafico 6), a amostra de B. megaterium DSMZ 32 em
meio CSQ demonstrou leve aumento na tensdao superficial, contrariando o

comportamento esperado.

Grafico 6 — Analises Tensiométricas da condicao 3
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Os dados mostram a redugao da tensao superficial no sobrenadante livre de
células para a maioria das amostras, exceto para B. amyloliguefaciens P5 em meio BHI
na condicao de cultivo 1 e B. megaterium DSMZ 32 em meio CSQ na condicao de
cultivo 3.

Para Ayed et al. (2014), um micro-organismo pode ser considerado promissor
na producao de biossurfactante se for possivel diminuir a tensdo superficial da agua
para valores menores que 40 mN'm, o que equivale a uma reducao de 44,5% da
tensdo superficial da agua pura (72 mN'm1). Nenhum dos meios de cultivo avaliados
reduziu de tal forma sua tensao superficial apos o cultivo, independente das condigoes
testadas ou dos micro-organismos utilizados.

Assim, estes resultados, ainda que insatisfatdrios do ponto de vista analitico,
consideraram apenas a capacidade tensoativa dos biossurfactantes e nao avaliam o
potencial emulsificante presente também nestas moléculas. Eles indicam que a
atividade superficial destas moléculas nao é eficaz ou nao houve rendimento suficiente
na producao das mesmas, possibilitando obter uma concentracao suficiente para haver
mudanca notavel neste parametro. Por este motivo, outras analises deverao ser feitas

em conjunto para a avaliacgdo mais ampla da produgao destes surfactantes
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microbioldgicos pelos micro-organismos em questdo. Logo, os resultados de reducao
da tensdo superficial, ainda que discretos apontam a presenca de biomoléculas
tensoativas, capazes de exercer tal efeito.

E preciso considerar todos os parametros, como relatado por Ayed et al. (2014).
A morfologia do biossurfactante é dependente do pH e pode ser alterada de lamelar
para vesicular e por fim para a configuracao micelar conforme o pH vai se tornando
alcalino. O pH mais acido pode resultar na precipitacdo do biossurfactante e,
consequente, diminuicao na sua eficiéncia. Medidas de pH nao foram efetuadas nas
amostras apds o cultivo, de modo que ndo é possivel afirmar que a neutralidade se
manteve.

Ainda que exista uma relagao entre a tensao superficial e a temperatura —
devido a diminuigdo das forcas coesivas com o aumento da atividade térmica molecular
— todas as amostras foram mantidas sob a mesma refrigeracdo até o dia da analise,
de modo que, se houve alteragdo da tensao por influéncia da temperatura, este seria
um parametro observado em todas as amostras e a porcentagem de reducao se
manteria inalterada (FLORIDA, 2019).

5.4 ATIVIDADE HEMOLITICA

Os resultados das analises em placas de agar sangue, para observacao da
presenca de atividade hemolitica foram positivos para todos os cultivos testados apds
48 h de incubagao. Os testes foram realizados com os dois meios de cultivo utilizados
livres de células e com os meios de cultivo ainda com células (sem centrifugacao).
Todas as placas apresentaram lise de eritrocitos do sangue como mostrado na figura
10, o que indica a presenca de biossurfactante. Os resultados deste teste para 5.
amyloliquefaciens P5 também foram condizentes com estudos anteriormente
realizados com este mesmo micro-organismo, demonstrando a presenca de hemolise
das hemacias em agar sangue (PEREZ, 2014; PEREZ et al., 2017).



Figura 10 — Atividade hemolitica positiva do indculo de
Bacillus amyloliquefaciens P5 cultivada em meio CSQ

Fonte: Autor (2019)
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi estudada a producao de biossurfactante por Bacillus
amyloliguefaciens P5 e Bacillus megaterium DSMZ 32 a partir da formulacao de um
meio de cultivo utilizando soro de queijo tratado como fonte de carbono, variando a
temperatura do pré-indculo e do indculo para avaliacado da melhor condicdo de
crescimento e producao do bioproduto de interesse.

O conjunto de andlises para avaliacdo da producdo de biossurfactante mostrou
resultados positivos para o crescimento dos micro-organismos e producao destas
moléculas no meio teste Caldo Soro de Queijo (CSQ), bem como no meio de cultivo
controle Brain Heart Infusion (BHI). Os maiores Indices de Emulsificacdo,
correspondentes a maior quantidade de biossurfactante, foram obtidos nos cultivos
com condigdes mais elevadas de temperatura do pré-indculo e do indculo (condigdes
2 e 3), o que sugere que temperaturas mais altas favorecem a producao desta
molécula. Dentre os melhores resultados, o0 meio CSQ com B. megaterium DSMZ 32,
produziu emulsificagio média de 67,3% com Eter de Petrdleo, enquanto que B.
amyloliquefaciens P5 neste mesmo meio apresentou 61,1% de emulsificacdo média
do Hexano.

As Analises Tensiométricas mostraram um padrao de reducdo discreto na
tensao superficial da maioria das amostras, o que é um indicativo da presenca de
biossurfactante, ainda que em pouca quantidade. As maiores reducbes da tensao
superficial foram obtidas com B. amyloliquefaciens P5 em meio CSQ, gerando uma
reducao de 39% da tensdao e em meio teste BHI, com 19,5% de reducao. Esse
resultado agrega valor e possibilidades de uso futuro deste substrato como meio de
cultivo para a producao destes compostos, uma vez que os resultados foram melhores
neste meio de cultivo quando comparados ao meio comercial BHI que é mais oneroso.

A Atividade Hemolitica dos sobrenadantes e do meio contendo células
apresentou resultados confirmativos de hemdlise para todas as amostras, o que
reforca a presencga de biossurfactante nos meios de cultivos utilizados.

Desta forma, é possivel concluir que houve produgdo de biossurfactante pelos
dois micro-organismos testados B. amyloliquefaciens P5 e B. megaterium DSMZ 32 a

partir do meio Caldo Soro de Queijo. Os melhores resultados foram obtidos com B.
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megaterium DSMZ 32, que apresentou elevado desempenho de emulsificacdo nas trés
condicOes de cultivo testadas e com os trés solventes organicos utilizados.

Como perspectivas do estudo, é possivel otimizar os parametros de temperatura
para aumento do rendimento de producdo destas biomoléculas, variando também
outros parametros como aeracao e agitacdo. Realizar outras analises para avaliacao
da producao de biossurfactante como atividade antiadesiva e antimicrobiana. E,

futuramente, purificar, isolar e caracterizar este composto quimicamente.
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