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RESUMO

Os biossurfactantes sao compostos ativos, produzidos por microrganismos, com capacidade de
reduzir a tensdo superficial. Estes compostos possuem as seguintes vantagens sobre 0s
surfactantes derivados de petroleo: baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e producéo a partir
de fontes renovaveis, porém, tem, em geral, alto custo de fabricagdo. A reducdo destes custos
na producéo de biossurfactantes esta diretamente ligada ao custo do substrato. Por outro lado,
na industrializacdo de 6leos vegetais é gerada a borra oleosa, sendo que este subproduto alcanca
baixo preco de mercado e é potencial substrato para bactérias fermentativas. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de reaproveitamento desta borra oleosa como
substrato para a producdo do biossurfactante surfactina. A metodologia consistiu na
caracterizacdo da borra através de analises fisico-quimica e cromatograficas, seguida da etapa
de inoculacdo e fermentacao dos microrganismos Bacillus subtilis em meio de cultivo contendo
diferentes concentracGes de borra e glicose no substrato, mantendo as outras variaveis
constantes, para avaliar a composi¢do do substrato que resultaria na maior concentracao final
do produto. Foi elaborado um planejamento experimental estrela envolvendo 11 ensaios de
fermentacdo. Em seguida, foi realizada a purificacdo do produto por meio de centrifugacéo e
rota evaporagdo. Apds estas etapas, foram feitas anélises qualitativas do biossurfactante gerado,
ou seja, a surfactina, por meio de teste de colapso da gota, indice de emulsificacdo,
espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e andlise quantitativa
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A amostra com maior concentragdo
de surfactina foi a que continha maior percentual de borra que de glicose: 6% de borra e 3% de
glicose, sendo obtido 129 mg/I de surfactina. Com base neste experimento foi uma simulagéo
escalonando para uma planta industrial para ser feita a analise de viabilidade econémica. Os
indicadores mostraram que a producdo pode ser vidvel economicamente, pois apresentou um
indice de lucratividade de $1,42 para cada $1,00 investido, com taxa de retorno de 49,77%.
Estes resultados demonstraram que a borra originada do residuo do refino da mistura de éleo
vegetal de soja e algodao pode ser um substrato adequado para producdo de surfactina pelo
Bacillus subtilis.

Palavras-chave: Surfactina; borra oleosa - soja; borra oleosa - algodédo; Bacillus subtilis;
CLAE.



ABSTRACT

PRODUCTION OF SURFACTIN FOR BACILLUS SUBITILIS, USING SLUDGE
ORIGINATED IN SOY AND COTTON VEGETABLE OIL REFINING AS A
UBSTRATE

Biosurfactants are active compounds, produced by microorganisms, with the ability to reduce
surface tension. These compounds have the following advantages over petroleum-based
surfactants: low toxicity, high biodegradability, and production from renewable sources, but
they generally have a higher production cost. This cost is directly related to the cost of the
substrate. On the other hand, in the industrialization of vegetable oils an oily sludge is produced.
This byproduct has a low market price and is a potential substrate for fermentative bacteria. In
this context, the objective of this study was to evaluate the reuse potential of this oily sludge as
a substrate to produce biosurfactant surfactin. The methodology consisted of characterizing the
sludge through physicochemical and chromatographic analyses, followed by inoculation and
fermentation of Bacillus subtilis microorganisms in a culture medium containing different
concentrations of sludge and glucose in the substrate, keeping the other variables constant, to
evaluate the composition of the substrate that would result in the highest final concentration of
the product. A star experimental design involving 11 fermentation trials was elaborated Then,
the product was purified by centrifugation and rotary evaporation. After these steps, qualitative
analyzes of the generated biosurfactant, surfactin, were carried out using droplet collapsed test,
emulsification index, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and quantitative analysis
using high performance liquid chromatography (HPLC). The sample with the highest
concentration of surfactin was the one that contained a highest percentage of sludge than
glucose: 6% and 3% of glucose, resulting in 129 mg/L of surfactin. Based on this experiment,
it was a scaling simulation was carried out for industrial plant to carry out the economic viability
analysis. The showed that the production can be economically viable, as it presented a
profitability index of $1.42 for every $1.00 invested, with a rate of return of 49.77%. These
results demonstrated that the sludge originating from the refining residue of the vegetable oil
mixture of soybean and cotton can be a suitable substrate to produce surfactin by Bacillus
subtilis.

Keywords: Surfactin; soybean oily sludge; cotton oily sludge, Bacillus subtilis; HPLC.
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos presentes, normalmente, em detergentes. Essas
moléculas tém um caréater anfipatico, contendo uma parte hidrofilica e outra hidrofdbica e sdo
derivados da cadeia petrolifera (MOHAMADD et. al., 2010). Os biossurfactantes tém
caracteristicas semelhantes aos surfactantes, sendo de origem bioldgica, sintetizado por
microrganismos e tém grande capacidade de reduzir a tensdo superficial de liquidos. Suas
moléculas sdo complexas e, semelhante aos surfactantes, possuem uma porc¢éo hidrofébica com
pequena afinidade ao meio aquoso e um grupo hidrofilico, fortemente atraido pelo meio aquoso
(ANTUNES, at. al 2013).

Os biossurfactantes possuem baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, com producao
a partir de fontes renovaveis (NITSCHKE et. al., 2010), com amplo espectro de propriedades
fisico-quimicas, incluindo também, redugdo da tensdo interfacial, baixos valores de
Concentracdo Micelar Critica (CMC) e capacidade de formar e estabilizar emulsdes de 6leos
em agua (VOLKMANN; JENSKE; KREMER, 2017). Devido a vantagem de serem mais
biodegradaveis quando comparados com os surfactantes de origem quimica, os biossurfactantes
sd0 mais apropriados para serem empregados em varios tipos de industrias como: de higiene
oral que utiliza este produto associados a quitosana fungica para promover a saide bucal; na
indGstria alimenticia como emulsificante e nas de cosméticos e farmacéutica (MORAIS;
ANGELLIS, 2012; AUGUSTYN; POTT; TADIE 2021).

A surfactina é um biossurfactante produzido por uma bactéria do género Bacillus e tem
alta capacidade de reduzir a tenséo superficial da agua de 72 mN m* para 27 mN m, em baixas
concentracdes (MARIM; LIMA; BONA, 2015). Por ter alta capacidade de quebrar a tensédo
superficial da agua, a surfactina tem um amplo leque de aplicac@es, tanto na biorremediacédo
com a dispersdo no derramamento de Oleos e remocdo de residuos de dleo em tanques de
estocagem, como na recuperacdo terciaria do petréleo e nas formulages de herbicidas e
pesticidas (AUGUSTYN; POTT; TADIE 2021).

Entretanto, a producdo de biossurfactantes ainda € limitada devido ao seu alto custo,
agregada a uma baixa produtividade e uso de substratos (meios de cultivo) com altos valores
comerciais. Somente os substratos equivalem a 30% dos custos totais de producgédo e 50% do
custo do processo de fermentacdo (FRANCA et. al., 2014; UMAR et. al., 2021). Contudo os
metabolitos produzidos a partir de substratos mais baratos, renovaveis e através de processos

economicamente viéveis tém potencial de diminuir os custos de produgéo, sendo vantajoso a
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producdo de biossurfactantes por residuos agroindustriais, possibilitando a diminuigcdo de
custos associados (MOHAMADD et. al., 2010).

Desta forma, a viabilidade econémica da producdo de biossurfactantes, em nivel
industrial, esta diretamente ligada ao custo do meio de cultura (substrato). Neste sentido, a
utilizacdo de residuos ou subprodutos industriais representam uma excelente forma para a
reducdo de custos na producdo, além de ser ambientalmente recomendado, principalmente,
quando o residuo possui cadeias longas de carbono, tornando seu descarte dificil e oneroso
tratamento (BRUMANO; SOLER; SILVA, 2016). Por possuir longas cadeias de carbono os
residuos agroindustrais sdo um excelente substrato para o crescimento de microrganismos.
(NITSCHKE et. al., 2005).

Os residuos agroindustriais com alto teor de lipidios e carboidratos atendem aos
requisitos como substratos para producdo de biossurfactante, adicionados a estes, macro e
micronutrientes (BRUMANO; SOLER; SILVA, 2016). A literatura apresenta o uso de varios
substratos de origem agroindustrial, dentre eles, Nitschke (et. al., 2005) pesquisaram isolados
de Bacillus cultivados em diferentes residuos da industria de alimentos, tais como o melaco,
manipueira, soro de leite e meio sintético, apresentaram capacidade de produzir
biossurfactantes, sendo a manipueira 0 substrato com maior potencial de produgdo. Banat
(2014) cita estudos de producéo de biossurfactante utilizando como substrato: cascas de batata
e soja; palha de trigo. Também é relevante os estudos com uso do licor de maceracao de milho,
agua residual do processamento de cereais (JIMOH; LIN, 2019), casca e farelo de arroz
(CAMERINI, 2019), soro de leite e vinhaca (VERA, 2018), agua residual da producao de café
e bagaco de cana de acucar (MARCELINO et. al., 2019). Sena (et. al., 2018) compararam
outras fontes de carbono para produzir biossurfactantes: carboidratos, hidrocarbonetos, éleo de
fritura residual e 6leos vegetais. Porém estudos com uso de 6leo de soja obtiveram os melhores
resultados.

A producdo de biossurfactantes empregando o residuo da borra oleosa, oriunda do
processo de refino de dleo vegetal, apresenta uma grande oportunidade de reducédo de custos da
producdo visto que o valor deste substrato € baixo. Varios autores citam a utilizacéo de residuo
oleoso, de origem agroindustrial, como substrato para produgéo de bissourfactante. Rodrigues,
(2016) utilizou melaco de soja, que € um coproduto gerado durante o processamento da soja,
que tem alta producdo e baixo valor comercial. Este autor utilizou as cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 para produzir ramnolipideos.
Lotfabad (et. al., 2016) citam a utilizacdo de residuo de dleo de soja, utilizando Pseudomonas

aeruginosa MRO1, para producdo de raminolipideos.
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O biossurfactante raminolipideo também foi produzido por Pseudomonas aeruginosa,
utilizando como substrato 6éleo de soja residual (NITSCHKE et. al., 2010). Em outro artigo,
Nitschke (et. al., 2005) informaram a producdo de biossurfactante raminolipideo através da
Pseudomonas aeruginosa utilizando como substrato o sab&o de 6leo de soja, que é o residuo do
refino do 6leo de soja, sendo que os autores concluiram que o substrato com sabonete de soja é
mais eficiente que outros substratos estudados. Este sab&o ou sabonete de soja, denominado de
borra, contém acidos graxos que sdo removidos do 6leo neutro por centrifugacdo continua.
Além dos éacidos graxos a borra contém: sais de sodio, &gua, trigliceridios, material
saponificavel e produtos da degradacéo do 6leo.

Conforme informado nos parégrafos anteriores: Nitschke et. al. (2005); Lotfabad et. al.,
(2016) e Rodrigues (2016) demonstraram o potencial do uso dos residuos de 6leo de soja como
um substrato para producdo de biosurfactantes. Devido a alta capacidade de reduzir a tensao
superficial da &gua e sua ampla aplicabilidade, além da disponibilidade do Bacillus subtilis, foi
escolhida a surfactina como biosurfactante a ser produzido neste experimento.

Estudos relatam a producdo de surfactina pelo Bacillus subtilis, utilizando seguintes
substratos: amido (FOX; BALA, 2000), 6leo residual (NITSCHKE et. al., 2010), farelo de trigo
(BUENO, 2014), glicerina residual (FARIA, 2010). No entanto, nenhum autor relatou o uso do
residuo do refino do éleo de algodado ou mistura dos residuos de refino de 6leo de algodao e
soja como substrato para produgéo da surfactina.

Neste sentido um potencial residuo para servir como substrato com este fim é a borra
gerada na etapa de neutralizacdo do refino quimico da mistura de 6leos de soja e algodao, por
esta conter uma proporcao de mistura de &cidos graxos mais favoravel a producéo da surfactina.
A utilizacdo de substratos agroindustriais como matéria prima tornou-se uma alternativa
bastante interessante e pode se tornar uma solucédo para as industrias de surfactantes no alcance
de produtos que nao tenham origem na cadeia do petroleo.

No caso desta pesquisa, 0 biossurfactante vem como alternativa ao surfactante sintético
ndo biodegradavel, e/ou produzido a partir da cadeia do petrdleo, com producéo a partir de
subproduto de processamento de 6leo vegetal, o qual é uma fonte renovavel, pois se materializa
na: minimizacao da extracdo de recursos; maximizacao da utilizacdo de residuos com aumento

da eficiéncia e desenvolvimento de novos modelos de negdcios.
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1.1 Defini¢ao do problema

A producao de biossurfactantes empregando o residuo da borra oleosa apresenta uma
grande oportunidade de reducdo de custos desta producdo que esta diretamente ligada ao custo
do substrato.

Desta forma, tem-se o questionamento: a producdo de biossurfactante surfactina a partir

de substrato de baixo custo (borra oleosa), é viavel técnica e economicamente?

1.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de reaproveitamento da borra originada
no refino da mistura de 6leo vegetal de soja e algoddo para uso como substrato na producéo da

surfactina, utilizando o B. subtilis.

1.3 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo do trabalho, foi proposto como objetivos especificos:

e Caracterizar a borra oleosa através de analises fisico-quimicas e cromatogréaficas;

e Avaliar a producdo da surfactina, utilizando o B. subtilis como inéculo;

e Realizar analises qualitativas e quantitativas das caracteristicas fisico-quimicas da
surfactina produzida;

e Acompanhar a cinética da fermentacdo para a producdo da surfactina, com célculo
do rendimento;

e Realizar andlise de viabilidade técnica e econémica, simulando, em escala industrial,

uma planta a batelada (processo descontinuo) de producéo da surfactina.
1.4 Organizagdo do documento
Os capitulos seguintes se referem a estrutura do trabalho.
O capitulo 2 apresenta a revisdo da literatura onde sera abordado o conceito de

biossurfactante, as principais caracteristicas, os tipos, a aplicabilidade, os microrganismos e 0s

substratos utilizados para producgéo de biossurfactantes e da surfactina.
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No capitulo 3 esta descrita toda a metodologia, materiais e equipamentos utilizados nos
experimentos. E detalhado a caracterizagdo da borra oleosa utilizada como substrato deste
experimento; a producdo da surfactina pelo processo fermentativo, descrevendo a proporc¢éo de
borra oleosa e glicose utilizada para os 11 experimentos fermentativos; a cinética da
fermentacdo; a purificacdo da surfactina e as analises qualitativas e quantitativas da surfactina
produzida, bem como o estudo de viabilidade econdmica de uma planta industrial de surfactina,
com base nos processos de fermentacéo e purificacdo descritos na metodologia.

No capitulo 4 estdo os resultados e a discussao das analises qualitativas e quantitativas.

E, por fim, o capitulo 5 fecha com a concluséo do trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Na revisdo de literatura foram abordados os seguintes pontos: os biossurfactantes, sua
classificacdo e aplicacOes, incluindo um tdpico especifico sobre a surfactina, bem como os
principais microrganismos produtores, incluindo o B. subtilis, tipos de substratos e a borra
oleosa. Além destes, inclui um topico de andlises especiais e analise de viabilidade de uma

planta industrial.

2.1 Biossurfactantes

O fendmeno da tensdo superficial esta presente em toda natureza e € responsavel pela
forma esférica de pequenas gotas de liquido. Esta forma adotada é em funcdo da menor razédo
entre superficie e volume. As forcas coesivas no interior do liquido sdo compartilhadas com as
moléculas vizinhas. As moléculas na superficie do liquido ndo possuem moléculas vizinhas
acima delas e exibem uma forca mais forte sobre suas vizinhas mais proximas na superficie.
Este aumento de forcas atrativas intermoleculares na superficie é chamado de tensdo superficial
(BEZERRA, 2012).

Os biossurfactantes sdo compostos de natureza anfipatica, excretados principalmente,
por microrganismos, que reduzem a tensd@o superficial do meio onde sdo produzidos. Esses
compostos de superficie ativa encontram aplicacdo na induastria, agricultura, mineracéo,
recuperacdo de petroleo e como emulsificadores em produtos farmacéuticos e cosméticos
(ARAUJO, 2018). As moléculas dos biossurfactantes sd0 complexas e possuem uma porgao
hidrofébica com pequena afinidade ao meio aquoso e um grupo hidrofilico, fortemente atraido
pelo meio aquoso (ANTUNES et. al.,, 2013). Os biossurfactantes sdo agentes ativos de
superficie com amplo espectro de propriedades fisico-quimicas, incluindo reducdo da tensdo
superficial e interfacial, baixos valores de Concentracdo Micelar Critica (CMC) e capacidade
de formar e estabilizar emulsdes de 6leos em agua (FARIA, 2010).

A capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial € uma funcdo fundamental para
as estruturas quimicas que possuem moléculas anfifilicas, e € um requisito indispensavel para
formacéo de emulsdes cineticamente estabilizadas. As moléculas de biossurfactantes adsorvem
nas interfaces ar-liquido, liquido-liquido e solido-liquido devido a sua natureza hidrofdbica-
hidrofilica. Os surfactantes adsorvidos reduzem a energia livre da superficie por unidade de
area. Esta energia esta diretamente associada a tensdo superficial e interfacial (JAHAN et. al.,
2020).
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De acordo com a publicagdo da Allied Market Research (2019), o mercado global de
surfactantes equivale a pouco mais de US$ 43 bilhGes, com taxa de crescimento anual de 5 %
com previsdo de alcangar em 2025 US$ 66 bilhdes. Os biossurfactatntes ja representaram 13%
deste mercado de surfactantes em 2019 (US$ 5,6 bilhdes), com projecdo de crescimento de
5,6%, ampliando sua representatividade para 15% do mercado total, em 2025, chegando a US$
9,9 bilhdes, ou seja, praticamente duplicard o faturamento em 6 anos (MARKETS AND
MARKETS, 2022). A variedade dos principais tipos de biossurfactantes e sua classificacao sera

vista no subtopico a seguir.

2.1.1 Tipos de Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a composicdo quimica e origem
microbiana. As principais classes abrangem os: glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas,
fosfolipidios e &cidos graxos, surfactantes poliméricos, conforme o quadro 1 (BUENO, 2014).

Quadro 1- Principais classes de biossurfactantes e microrganismos

Tipo de Biossurfactante Microrganismo

Glicolipidios
-ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

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

Lipopeptidios e Lipoproteinas
- Peptidio-Lipidio

Bacillus licheniformisPseudomonas fluorescens

- Viscosina Serratia marcescens
- Serrawetina Bacillus subtilis

- Surfactina Bacillus subtilis

- Subtilisina

Fonte: adaptado de Bueno (2014).

Os glicolipideos pertencem ao grupo de biossurfactantes mais estudados, geralmente
formados por carboidratos (glicose, manose, galactose ou raminose), associados a uma longa
cadeia carbdnica de &cidos alifaticos ou hidroxi. Dentre 0s mais importantes estdo 0s
ramnolipideos e os soforolipideos (ROCHA, 2017).

Os lipopepetideos e lipoproteinas sdo compostos ciclicos resultantes da condensacéo
entre um acido graxo e um oligopeptideo. Tem altas atividades superficiais, com excelente
eficiéncia tensoativa e potencial antibidtico. Entre estes compostos estdo as surfactinas,
gramicidinas e polimixinas. A surfactina, que serd detalhada nesta tese, € o principal

representante dos lipopepetideos. (ROCHA, 2017).
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Do ponto de vista econdmico, 0s biossurfactantes ainda estdo sendo avaliados em
relacdo aos sintéticos. Estratégias como a escolha de matérias primas de baixo custo, otimizagdo
dos processos fermentativos, reducdo dos custos de recuperacdo do produto e manipulagéo
genética de linhagens produtoras tém sido avaliadas visando aumentar a competicdo dos
biossurfactantes frente aos surfactantes sintéticos (MARIM; LIMA; BONA, 2015).

2.1.2 Aplicacgdes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes ou substancias tensoativas dividem, preferencialmente, a interface
entre fluidos com diferentes graus de polaridade e ligagfes de hidrogénio tais como 6leo/agua
ou ar/agua interfacial. Estas propriedades rendem a estes a capacidade de reduzir a tensdo
superficial e interfacial e formam micro emulsdes nas quais os hidrocarbonetos podem
solubilizar-se em agua ou a agua solubilizar-se em hidrocarbonetos (BUENO, 2010).

Portanto, estes podem ser utilizados em varias atividades industriais que envolvam o
uso de surfactantes sintetizados quimicamente como: a industria de petroleo, farmacéutica,
médica, de cosméticos, na agricultura para a formulacéo de herbicidas e pesticidas, ha producéo
de produtos de higiene pessoal, detergentes, processamento de alimentos (textura), tratamento
e processamento de metais, vestuario, processamento de polpas de papel, industria de tinta,
emulsdes e floculagdo (SOUZA et. al., 2021). Devido as suas propriedades fisico-quimicas, o
uso dos biossurfactantes na inddstria petroquimica parece ser mais adequado que a maioria dos
surfactantes sintéticos, o que explica porque a maior parte da producdo de biossurfactante é
utilizada em processos relacionados a industria petroquimica (PEREIRA et. al., 2013).

Aradjo (2021) trabalhou na aplicacdo de consorcios bacterianos, isolados de outros
locais, como capazes tanto de degradar o 6leo pesado quanto de produzir moléculas surfactantes
durante a limpeza de ambientes contaminados por residuos da inddstria do petréleo.

As lamas ou lodos formados pelas fracdes de 6leo pesado que se acumulam como
depdsitos solidos no fundo dos tanques de armazenagem de Oleo sdo altamente viscosas, ndo
sendo possivel a retirada pelo método convencional de bombeamento. Normalmente este tipo
de limpeza requer lavagem com solvente ou limpeza manual, sendo ambos perigosos e caros.
Uma alternativa para este processo de limpeza é a formacdo de uma emulséo 6leo/agua pelo
uso de surfactante, promovendo a remocdo da lama pelo processo de bombeamento e
recuperacdo do residuo apds a quebra da emulsdo. A aplicagdo de biossurfactantes neste

processo foi iniciada na década de 70 e, nos anos 80 foram relatados os primeiros estudos em
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pequena escala do uso do emulsan (produzido pelo Acinetobacter calcoaceticus) na limpeza de
vasos contaminados por 6leo (RICHTER et. al., 1998).

Neste contexto, Alexandre (et. al., 2015) demonstraram em seu estudo a viabilidade da
aplicacdo de um ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa PAL no tratamento de
efluentes residuais das refinarias de petrdleo, por meio da adi¢do do biossurfactante em sistemas
de lodo ativado. O autor obteve como resultado a reducdo de 52% de descarte de lodo residual
rico em compostos organicos toxicos, sem que a demanda quimica do oxigénio (DQO) fosse
alterada. Isso indica uma Otima aplicabilidade dos biotensoativos como ferramenta no
tratamento e minimizacédo de residuos e efluentes da industria petroquimica.

Uma outra possibilidade de mercado para os biossurfactantes seria na industria de
petr6leo para biorremediacdo/dispersdo, tanto no solo quanto no mar, durante oS
derramamentos de 6leo; remocao/mobilizacédo de dleos incrustados em tanques de estocagem,
rochas e areia do mar, aumentando assim a sua recuperacdo (BARATHI; VASUDEVAN 2001).
Para Mulligan (2021), os biossurfactantes apresentam potencial no uso para remediagéo por
causa de sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e eficacia.

Os ramnolipideos, a surfactina e os soforolipideos estdo se mostrando eficazes em
métodos que dependem de solubilizacdo e por isso sdo adequados em processos de recuperacdo
microbioldgica para ambientes contaminados por petroleo, processos de biodesulfurizagao, na
agricultura, na lavagem de solo e em técnicas de anélise de mistura de 4gua em 6leo (FENIBO
et. al., 2019).

Outra aplicacdo é a biorremediacdo de areias contaminadas com hidrocarbonetos por
meio da aplicacdo de dois biossurfactantes, um de origem bacteriana e outro produzido por
leveduras. O estudo de Chaprao (2015) comprovou que os bioprodutos tiveram uma eficécia de
70 a 90% na remediacdo da contaminacdo, indice superior ao dos surfactantes industriais
aplicados para comparacdo. Ndo ha necessidade de purificar os compostos tensoativos
produzidos pelos microrganismos para a sua aplicagdo como agentes de remediagéo, 0 que
tornaria a producdo mais econémica. O biotensoativo de origem bacteriana (Bacillus sp.) atua
melhor na biodegradacdo de derivados de petréleo, enquanto o produzido por Candida
sphaerica é mais efetivo em operacOes avancadas de recuperacdo de dleos em geral
(CHAPRAO, 2015).

No trabalho de Gidudu e Chirwa (2020) verificou que os biossurfactantes podem ser
utilizados para melhorar a separacéo de fases na recuperagéo de solo contaminado. Eles séo
capazes de aumentar a taxa de remocdo dos contaminantes por meio do aumento da

biodisponibilidade e da reducéo da tens&o superficial e da formac&o de micelas (BULCAO et.
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al., 2021). Outra aplicacdo para os biossurfactantes é na formagdo de emulsdes que utilizam
polimeros nas industrias de pinturas, revestimento, asfalto, cimento, téxtil e de fibras, Além do
emprego na remocdo de metais pesados, no tratamento de 4gua, na mineragdo, em carvoarias e
na protecdo de madeira (ARAUJO, 2018).

Em processos de remediacao in situ ndo é necessario o uso de biossurfactante purificado,
uma vez que os nutrientes do meio de cultura e as bactérias produtoras de surfactante auxiliam
a promover a biodegradacéo. Por razdes 6bvias, se a fonte de carbono for um hidrocarboneto é
recomendavel que seja feita a remocao dos hidrocarbonetos do meio de cultura para que a
solucdo possa ser utilizada na recuperacdo de solo e/ou lencgol freatico contaminado. Os
componentes hidrofébicos dos poluentes organicos sdo dificeis de remover, sendo um problema
particular para processos de remediacdo do solo. Sua disponibilidade para biodegradacédo é
extremamente pequena. A aplicacdo de biossurfactantes para a remocdo de poluentes
hidrofébicos tem como objetivo aumentar a biodisponibilidade e a biodegradabilidade destes
compostos (KUYUKINA et. al., 2001).

As industrias de cosméticos e farmacéuticos utilizam grandes quantidades de
surfactantes numa variedade de produtos, tais como: repelentes de insetos, antiacidos, pomadas
para acne, produtos anti-caspa, solucOes para lentes de contato, tintura para cabelos,
desodorantes, esmaltes para unhas, batom, sombra, mascaras, pasta de dentes, produtos de
limpeza de dentaduras, anti-transpirantes, lubrificantes de preservativos, produtos para bebé,
cremes para o0s pés, produtos de depilacdo e hidratantes (BARROS et. al.., 2007).

Visando a diminuicdo do uso do lauril sulfato, um composto utilizado em cremes
dentais, que possui propriedades espumante e antimicrobiana com um grande potencial
alérgeno, foi estudado o desenvolvimento de um produto de higiene oral que utiliza
biossurfactantes associados a quitosana fungica para promover a satde bucal. Os biotensoativos
produzidos pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 e Bacillus cereus UCP1615, e
pela levedura Candida bombicola URM 3718, podem ser utilizados como substituintes dos
surfactantes quimicos, agindo como espumantes e antimicrobianos sem produzir efeitos
adversos (FARIAS, 2019).

Na industria alimenticia, a emulsificacdo tem papel importante na dispersdo de fases e
na formagdo da consisténcia e textura, bem como e na solubilizagdo de aromas. Os
biossurfactantes sdo utilizados como emulsificantes no processamento de materias-primas, na
panificacdo e em produtos derivados de carne, onde influenciam as caracteristicas reoldgicas
da farinha e a emulsificacdo de gorduras. Alguns produzidos por microrganismos estdo sendo

utilizados comercialmente, como por exemplo, o bioemulsificante produzido por Candida utilis
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que tem sido utilizado em molhos prontos para saladas (EHRHARDT, 2019). A seguir

encontra-se um detalhamento a respeito da surfactina.

2.1.3 A surfactina

A surfactina é o principal representante dos lipopepetideos, possui sete aminoécidos
dispostos na seguinte sequéncia: (L-acido glutdmico, L-leucina, D-leucina, L-valina, L-acido

aspartico, D-leucina e L-leucina), conforme a figura 1 (BUENO, 2010).

Figura 1 - Molécula da surfactina
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Fonte: (BUENO, 2008).

Kakinuma (et. al., 1969) determinaram a estrutura primaria da surfactina, composta por
um peptideo de sete a-aminoacidos ligados a uma cadeia de acido graxo B-hidroxi com 12 a 16
atomos de carbono, formando um lipopeptideo ciclico. As surfactinas possuem isoformas A, B,
C e seus homdlogos, conforme a sequéncia de aminoacidos e o nimero de atomos de carbono
do acido graxo formam os isémeros.

A isomeria quimica é um fenémeno observado quando duas ou mais substancias
organicas tém a mesma formula molecular, mas estrutura molecular e propriedades diferentes.
Os isdmeros sdo divididos em dois grandes grupos: isomeria constitucional — onde os
compostos apresentam seus atomos conectados em ordens diferentes (fato observado na
nomenclatura relacionada a formula estrutural) e estereoisomeria com estruturas onde 0s
atomos estdo conectados na mesma ordem, mas possuem arranjo diferente no espaco
(geométrica) e com estruturas onde ha a presenca de um carbono tetraédrico capaz de desviar
o plano da luz polarizada (6ptica) (COSTA; DANTAS FILHO; MOITA, 2017).
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A isoforma é a designacdo atribuida a cada uma das distintas formas de uma mesma
macromolécula, que apenas diferem parcialmente na sua estrutura.

A surfactina “A”, , é a principal isoforma e apresenta a sequéncia de residuos de
aminoacidos N-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu-C em sua porcdo
peptidica. Os acidos graxos presentes sdo: B-hidrdoxi iso Cip, is0 Ci3, anteiso Cis, is0
Cus, is0 Cis, anteiso Cis, n Cis, anteiso Cis € anteiso C. H& outras moléculas de
surfactina, como o lipopeptideo Ci2 que possui uma cadeia de acido graxo menor e 0
Cis-surfactina-O-metil éster, ambos produzidos pelo B. subtilis HSO 121.10. As
isoformas B e C se diferem no sétimo aminoéacido, sendo Val e lle para as isoformas

respectivas (LIU; YANG; UM, 2008, p. 867).
Na analise do biotensoativo esterificado, as por¢des de acido graxos foram
identificadas como B-hidrdxi iso Cis e anteiso Cise 0 anel peptidico possuia a
sequéncia N-Glu(OMe)-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu-C. A composi¢cdo da
por¢do peptidica e de acidos graxos B-hidroxi da molécula dependem das
linhagens bacterianas produtoras e das condices de cultivo. (SEYDLOVA,
SVOBODOVA, 2007, p. 124).

Héa a necessidade de mais estudos sobre a sintese e moléculas produzidas por diferentes

linhagens bacterianas, visando possuir um conhecimento aprofundado nas propriedades fisico-
guimicas em séries homdlogas e isoformas desses compostos, pois diferencas estruturais podem
afetar a aplicacéo e efetividade dessas biomoléculas (LARINI et. al., 2017).

A biossintese € baseada no conceito de transporte multiplo onde os multiplos cofatores
4’-fosfopantetoinil atuam como aceptor da cadeia de peptideo em formacéo e também doam
peptideos para o proximo aminoacido ligado ao NPRS. Uma adenilacdo dependente de ATP,
usada para ativar todos os sete aminoacidos que formam o heptapeptideo na surfactina, antes
de amarrar a cadeia peptidica a complexos enzimaticos distintos por meio de ligacGes de
carboxitioéster (WU et. al., 2017).

As surfactinas naturais sdo misturas das isoformas com diferentes propriedades
fisiologicas. As moléculas possuem no minimo oito depsipeptideos com o nimero de carbono
entre 13 e 16 no sistema dos anéis. A biossintese da surfactina é realizada por mecanismos nao-
ribossomais e catalisada por diversas enzimas do complexo NPRS, formando o complexo
Surfactin Syntethase. “Este complexo ¢ formado por quatro subunidades enzimaticas, as
enzimas SrfA (E1A, 402 kDa), SrfB (E1B, 401 kDa), SrfC (E2, 144 kDa) e a SrfD (E3, 40 kDa)
que desempenham um papel importante no inicio da producdo do lipopeptideo”
(SHALIGRAM; SINGHAL, 2010, p.120).

A surfactina esta presente na area da saude, pois a molécula apresenta fungoes
antibacterianas, antifangica, antiviral, antimicoplasma, inibidora do coagulo da fibrina,
antimicoplasmatico, veiculo para a administracdo de drogas via pulmonar e € capaz de inibir a
formacdo de biofilmes de outras bactérias, incluindo a patégena Salmonella. Por conta da sua

propriedade citotoxica que causa a apoptose das células cancerigenas, inibe o avango de
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metastases. Essa toxidade a células é causada por conta da capacidade do biossurfactante de
inativar as vias de sinalizagdo quimica que garantem a sobrevivéncia celular. A surfactina
produzida a partir de B. subtilis possui atividade antibiotica potente. Além disso, o biotensoativo
tem um grande controle sob as proteinas que regulam o ciclo celular e que sdo fundamentais
para o blogueio do crescimento das células cancerigenas. (WU et. al., 2017).

A surfactina possui atividade bactericida e é capaz de inibir a formacao de biofilmes de
outras bactérias, incluindo a patogena Salmonella. Também apresentam aplicacdes
terapéuticas, como antitumoral e de biocontrole (LARINI et.al., 2017).

Como outros biossurfactanates, na area de meio ambiente, a surfactina tem um grande
poder de promover a biodegradacao de diversos compostos, principalmente de hidrocarbonetos.
Neste contexto, Gonzaga (2013) apresenta a aplicacdo da surfactina como agente promotor da
biorremediacdo de solos contaminados por petroleo, obtendo uma remocdo de até 73% dos
hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP’S) do solo. Pode ser utilizada também para a remocéo
de metais pesados contaminantes de corpos d’agua. A surfactina aplicada para a remediagdo de
mercurio por conta capacidade de se ligar e formar complexos com os ions do contaminante,
permitindo que 36.4% do mesmo fosse recuperado (CHEN et. al., 2011).

A viabilidade de utilizacdo do lipopeptideo como um agente de biocontrole da bactéria
Acidovorax citrulli, causadora da mancha-aquosa em plantas da familia cucurbitaceae (meldo).
“A surfactina apresentou uma efetividade de 61,7% no controle de crescimento bacteriano apds
4 dias de inoculacdo em brotos de meldo” (FAN et. al., 2017, pg.13).

As surfactinas apresentam atividade de superficie e emulsificacdo que favorecem sua
aplicacdo ambiental. Como exemplo, o melhoramento da recuperacdao microbiolégica avancada
de petréleo (MEOR), que usa microrganismos e seus metabdlitos para mobilizar o petrdleo
residual, ou seja, aquele que esta preso nos poros das rochas por forca capilar, além do uso em
processos de biorremediacdo. O uso de surfactina em MEOR é promissor, pois esse
biossurfactante apresenta vantagens eficazes, incluindo baixa toxicidade, maior
biodegradabilidade e efetividade em temperaturas, salinidade e condi¢6es de pH extremas, bem
como alta atividade interfacial aliada a baixa Concentracdo Micelar Critica (CMC), (CHEN:
CHEN; JUANG, 2008). Conforme Phulpoto (et. al., 2020), a surfactina € um dos tipos de
biossurfactante mais eficiente devido a sua alta capacidade emulsificante.

A atividade de biocontrole exercida pela surfactina compreende outra aplicagdo
ambiental desse biossurfactante, a qual apresenta atividade bactericida e age de modo a
desestabilizar a membrana fosfolipidica do fitopatégeno-alvo, resultando em lise da célula

(DEBOIS et. al., 2015). As caracteristicas estruturais anfipaticas da surfactina possibilitam a
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sua interacdo em macromoléculas de membranas celulares, como enzimas e lipopolissacarideos
(SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008).

A atividade bactericida da surfactina encontra aplicabilidade na inddstria de alimentos,
onde a propriedade antimicrobiana pode reduzir em 62% a contaminagdo por microrganismos
como bactérias, leveduras e fungos. Este resultado demonstra como esse biotensoativo pode ser
aplicado nos produtos, aumentando a durabilidade e seguranca alimentar (PEREZ, 2014).

Em relacdo ao processo produtivo da surfactina, 0 mesmo ainda néo esta bem elucidado
para aplicacdo em escala industrial, sendo a viabilidade econdmica a principal barreira devido
aos custos envolvidos, principalmente com substratos. A utilizacdo de substratos néo
convencionais é uma alternativa para producado deste biossurfactante, bem como de outros para

producdo industrial em larga escala e de custo compativel (BARROS et. al.., 2007).

2.2 Microrganismos produtores de biossurfactantes

Conforme o quadro 2, os principais microrganismos produtores de biossurfactantes
apontados na literatura sdo: Pseudomonas aeruginosa, B. subtilis, Bacillus licheniformis,
Pseudomonas fluorescens e Acinetobacter calcoaceticus (PIROLLO, 2006; COSTA;
NITSCHKE; CONTIERO, 2008; FARIA, 2010; LIMA, 2010; ANTUNES et. al., 2013).
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Quadro 2 - Microrganismos utilizados na producédo de biossufactantes

REFERENCIA MICRORGANISMO SUBSTRATO BIOSSURFACTANTE
COSTA; NITSCHKE, . Oleo, gordura e -
CONTIERO, 2008 Pseudomonas aeruginosa borra vegetal Ramnolipideo
PORTO; SANTOS; Streptomvees Oleos vegetal .
SARUBBO, 2014 ptomy residual
ANTUNES et al 2013 Chromobacterlum Olep de_mllho -
violaceum pos fritura
CORREA et al, 2014 Pseudomonas aeruginosa Mllljocma borra Ramnose
de 6leo vegetal
COSTA, 2010 Pseudomonas aeruginosa | Manlpue_lra Ramnolipideo
oOleo de fritura
FARIA, 2010 Bacillus subtilis Glicerina lipopeptideo
residual Surfactina
LIMA, 2010 Pseudomonas aeruginosa Oleo _de soja Raminose
residual
PIROLLO, 2006 Pseudomonas Borra de petrdleo *
RODRIGUES, 2016 Pseudomonas aeruginosa | Melago de soja Ramnolipideo
EHRHARDT, 2019 Bacillus subtilis Residuo de Surfactina
abacaxi
MARIM; LIMA; BONA, Bacillus subtilis Melaco d’e cana- Surfactina
2015 de-agUcar
ROVINA; EHRHARDT; . - . .
TAMBOURGI, 2018 Bacillus subtilis Casca da laranja Surfactina
ARAUJO, 2018 Pseudomonas aeruginosa Glicose Ramnolipideo

* ndo-identificado o biossurfactante predominante
Fonte: adaptado de Colla e Costa (2007).

2.2.1 Bacillus subtilis como microrganismo produtor da surfactina

O B. subtilis é uma das 40 espécies de bacillus mais estudadas na area de biotecnologia.
Sua alta capacidade produtora de biossurfactantes torna-o uma bactéria de grande aplicabilidade
na biotecnologia industrial e ambiental. (JONK, et. al., 2014). Sdo bactérias autoctones do solo,
do tipo gram-positivas, aerdbias facultativas, ndo fotossintetizantes e com maior atividade em
temperaturas médias de 25 a 35 °C, mas com alta capacidade de produzir esporos quando em
condigdes adversas (PORTER; LEEUWENHOEK, 1976).

Os esporos do Bacillus ttm uma morfologia elipsoide (FRITZE, 2004), com uma
composicdo enzimatica e quimica que possibilitam que esses microrganismos suportem

extremos de pH e temperatura, dessecacdo, baixa disponibilidade de agua, radiacdo UV e
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produtos quimicos como fertilizantes e pesticidas (DRIKS, 2004; PIGGOT; HILBER, 2004).
Apesar de hoje serem considerados aerdbios facultativos, por muito tempo, foi afirmado que os
B. subtilis eram estritamente aerdbios. Mas com diversos estudos e pesquisas, mostrou-se a
capacidade dessas especies de crescerem em anaerobiose, utilizando nitrito ou nitrato como
aceptores finais de elétrons ou, na auséncia destes, por fermentacdo em meio contendo glicose
e piruvato ou glicerol como fonte de carbono (MARIM; LIMA; BONA, 2015).

O B. subtilis cresce em uma faixa de temperatura razoavel (25 a 38 °C) e também é
capaz de sobreviver em condicGes extremas por conta da sua capacidade de desenvolver
estratégias de sobrevivéncias em situacGes como o estresse ambiental e a falta de nutrientes. A
faixa de temperatura que a surfactina € secretada fica entre 25 e 37 °C, sendo 37,4 °C a
temperatura étima para o Bacillus subtilis DSM 3256. A presenca de oxigénio é também um
fator muito importante e, em um meio saturado com 30% de oxigénio dissolvido é onde ocorre
uma maior producdo. No ambito nutricional, a presenca de fontes cadeias carbonicas de 16 e
18 &tomos, presentes nos acidos graxos e de nitrogénio organico e/ou inorganico sdo
importantes. Os elementos traco como Mg?*, K*, Mn?* e Fe?* possuem um papel essencial na
producdo da biossurfactina por B. subtilis pois sdo cofatores principais nos sistemas multe
enzimaticos de biossintese (LARINI et. al., 2017).

Apresentam crescimento de forma individual ou em pequenas cadeias. Possui
mobilidade através do flagelo, alta taxa de crescimento, desenvolve-se em amplas variacGes de
temperatura (15 a 70 °C) e pH (2 a 9,3) (KONEMAN, 2008; BUITRAGO et. al., 2011). No

quadro 3 é informada a classificacdo do B. subtilis.

Quadro 3 - Classificacdo cientifica do Bacillus subtilis

REINO BACTERIA
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Espécie B. subtilis

Fonte: (KONEMAN, 2008).

Outra vantagem importante do género Bacillus se deve ao seu rapido crescimento em
meio liquido e a auséncia de patogenicidade da maioria das espécies (SHODA, 2000). Lima
(et. al., 2020) fizeram uma comparacéo de diversos microrganismos gque se comportam como

degradadores de hidrocarbonetos. No estudo realizado pelos autores foram isoladas 23 bactérias
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que atuaram na presenca de agua contaminada por hidrocarbonetos, sendo que dentre as cepas
as que melhores se comportaram na degradacdo de hidrocarbonetos foram as cepas de B.
subtilis, apresentando-se potencialmente favoraveis ao seu uso em biorremediacdo (SANTOS
et. al., 2021).

Em razdo de suas caracteristicas, ha uma grande contribuicdo para a utilizacéo
comercial deste microrganismo no controle biolégico de diversas doencas de plantas causadas
por fungos (BACKMAN; SPEKER; KROEMER, 2012; DORIGHELLO, 2017). As coldnias
de B. subtillis apresentam caracteristicas morfolégicas muito variadas, principalmente por
causa da composi¢éo do meio de cultura de crescimento. Normalmente, as colonias apresentam
coloragdo creme ou marrom, sdo opacas, de forma redonda ou irregular (JACOBSEN;
LARROW 2004). O tipo de biossurfactante mais comumente observado em diferentes cepas de
B. subtilis, tanto das cepas produzidas em laboratério quanto das cepas selvagens, séo
lipopetideos ciclicos denominados de surfactinas, inturinas e fengicinas (KASPAR;
NEUBAUER; GIMPEL 2019).

Esse género especifico de bactéria, B. subtilis, destaca-se por possuir capacidade
natural para secretar antibiotico (bacitracina) e biossurfactante (surfactina) que sdo compostos
de alto valor biotecnologico agregado (JOSHI; BHARUCHA; DESAI, 2008). Esses
microrganismos podem metabolizar diferentes substratos organicos, inclusive macromoléculas
como amido, pectina e caseina, face a capacidade de sintetizar e secretar hidrolases
(SANTIAGO, 2019). A escolha do B. subtilis para este estudo foi pela boa adaptacdo a uma
ampla faixa de temperatura razoavel (25 a 38 °C) e pH (2 a 9,3) (LARINI et. al., 2017), o que
facilitou a adaptacdo ao meio, bem como a disponibilidade da cepa ofertada, gentilmente, pela
UFBa.

Segundo Tortora, Funke e Case (2012), todos os microrganismos requerem uma fonte
de carbono; os quimio-heterotréficos, como o B. subtilis, utilizam uma molécula organica
advindo a exemplo da glicose ou de cadeias mais longas de &cidos graxos. Substratos que
contenham fontes de carbono (glicose, manitol e sacarose) sdo recomendados para producéo de
surfactina por B. subtilis. O nitrogénio organico contido na ureia ou em extrato de carne e
extrato de levedura ou inorganico (NHsCl, NaNOsz e (NH4)2SO4) compbe outros

micronutrientes que serdo adicionados ao substrato (LARINI et. al., 2017).
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2.3 Substratos para producéo de biossurfactantes

O tipo de substrato e a sua concentragdo sdo determinantes na sintese de
biossurfactantes podendo tanto alterar as quantidades produzidas quanto modifica-los
estruturalmente. As fontes de carbono e nitrogénio podem ser de origem hidrofilicas (como a
glicose, lactose, entre outros) ou hidrofébicas (como 6leo de soja, hexadecano, entre outros).
Fontes de nitrogénio podem ser advindas de nitrato de aménia, nitrato de sodio ou cloreto de
amonia (DANGE et. al., 2020; PURWASENA; ASTUTI; UTAMI, 2020; SHATILA et. al.,
2020). O quadro 4 elenca os estudos para producéo de biossurfactantes, relacionando: o autor,

0 microrganismo utilizado, o meio de cultura (substrato) e o tipo de biossurfactante produzido.

Quadro 4 - Estudo da producéo de biossurfactantes por microrganismos em diferentes substratos

REFERENCIA MICRORGANISMO SUBSTRATO BIOSSURFACTANTE
HWANG; CUTRIGH | Pseudomonas Pireno e fenantreno Raminolipidio
2002 aeruginosa
1JAH, 1988 Acinaobacter sp Oleo Cru(C20-C28) Glicolipideo
WU; JU, 1998 Pseudomonas Hxadecano (limitacdo Raminolipidio
aeruginosa de nitrogénio)
DAVIS; LYNCH; | Bacillus subtilis Limitacdo de N2 Surfactina
VARLEY, 1999

FOX; BALA, 2000 Bacillus subtilis Amido Surfactina

KIM, et. al.. 2000 Bacillus subtilis Oleo residual Surfactina

BARATHI, Pseudomonas Oleo cru, querosene, *

VASUDEVAN, 2001 fluorescens hexadecano ou hexano

HUY, et. al.. 1999 Pseudomonas sp. Oleo cru, alcanos, Glicolipidio
Acinetobacter sp. alcenos polissacaridio

KIM, et. al.. 2000 Nocardia sp L-417 Hexadecano *

BICCA, FLECK; Rhodococcus ruber e R. Diesel 1% *

AYUB, 1999 erythropolis

COSTA; NITSCHKE, Pseudomonas Oleo, gordura e borra Raminolipideo

CONTIERO, 2008. aeruginosa vegetal

BUENO, 2014 Bacillus subtilis Farelo de trigo Surfactina

PORTO; SANTOS; Streptomyces sp. Oleos vegetais *

SARUBBO, 2013 residual

ALMEIDA, 2011 Pseudomonas sp. Oleo de linhaga, Raminolipideo

canola e glicose

ANTUNES et. al., 2013

Chromobacterium

Oleo de milho (p6s

*

violaceum fritura)

BEZERRA, 2012 Pseudomonas Manipueira Raminose
aeruginosa

CORREA, et. al., 2014 Pseudomonas Milhocina e borra de | *
aeruginosa 6leo vegetal

COSTA, 2010 Pseudomonas Manipueira e éleo de Raminolipideos
aeruginosa fritura

FARIA, 2010 Bacillus subtilis Glicerina residual Lipopeptideo Surfactina

LUNA, et. al. 2011 Pseudomonas Oleo de soja residual Raminose
aeruginosa

PIROLLO, 2006 Pseudomonas Borra de petrdleo Raminolipideos
aeruginosa

SOARES, 2014

Bacillus subtilis

Suco de caju

Lipopeptideo Surfactina

* ndo-identificado

Fonte: adaptado de (Colla e Costa, 2007)
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Conforme mostrado no quadro 4 ha diversos residuos agroindustriais que podem ser
aproveitados como substrato no processo fermentativo para producédo de biossurfactantes. Uma
das vantagens dos biossurfactantes frente aos surfactantes sintéticos € justamente a
possibilidade de producdo utilizando substratos alternativos. Neste caso, 0s residuos
agroindustriais permitem a diminuicdo dos custos associados a producdo, tornando 0s
biossurfactantes, potencialmente, mais viaveis em termos econdmicos. A utilizagdo de residuos
agroindustriais ¢ ambientalmente correta, visto que auxilia na solugcdo de entraves associados a
destinacao e tratamento desses residuos (BRUMANO; SOLER; SILVA, 2016).

O Brasil tem buscado oportunidades na utilizacdo de substratos, originados em residuos
agroindustriais, mais acessiveis para o desenvolvimento de biossurfactantes. Aqui sera
elencado os principais e com maior disponibilidade no pais. A manipueira é o liquido extraido
da mandioca quando ela é prensada no processo de fabricacdo da farinha. Tanto a mandioca
quanto esse liquido contém &cido cianidrico, venenoso e nocivo a alimentacdo humana e
animal. Para que a manipueira deixe de ser potencialmente toxica e se transforme em um
complemento alimentar seguro, é necessario submeté-la a fermentacdo anaerdbica, ou seja,
deixar o liquido repousar durante 15 dias em um tanque. O &cido cianidrico, considerado toxico,
evapora e resta a manipueira pronta para servir de complemento alimentar para o gado. A
manipueira ndo € s6 um Gtimo complemento alimentar para o gado.

Ela serve também para combater pragas e doencas, controlar formigas e insetos e até
fabricar vinagre e sabdo. Misturada com 06leo de mamona, ela pode ser usada também no
controle de carrapatos. Como adubo organico, a diluicdo da manipueira depende da cultura e
da forma a ser aplicada, que tanto pode ser no solo quanto na folhagem (BEZERRA, 2012). A
manipueira apresenta-se como potencial fonte de carbono devido conter agucares.

Outro importante e abundante residuo agroindustrial no Brasil € o bagaco de cana-de
acucar (BCA), devido a cultura extensiva da cana-de-acUcar para a producao de agucar e etanol
como combustivel (MARCELINO et. al., 2019). Para uso do bagaco de cana-de-agucar em um
processo fermentativo € necessario fazer alguns tratamentos iniciais. O primeiro passo € a
secagem para reduzir a umidade média de 50% para abaixo de 5%, circulando ar a 60 °C durante
72 h. Em seguida o0 bagago € processado em moinho de facas e peneirado até passar por peneiras
com malhas de 1,1 e 2,5 mm, onde sdo feitas separacGes granulométricas (MORAIS, 2010).
Finalizando esta etapa com uma pré-lavagem e filtragem para remover residuos de terra, cinzas
e principalmente agucar residual e outros glicidios hidrossoltveis de baixa massa molar
(PITARELO, 2007).
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Antes da fermentacdo semissolida é necessario fazer as etapas de moagem deste residuo
para aumentar superficie de contato e de pré tratamentos para liberacdo da celulose e hidrolise
da mesma, encarecendo a etapa da fermentacdo (SILVA, 2015).A presenca de hemicelulose e
lignina forma uma estrutura que envolve as cadeias de celulose do BCA, dificultando o acesso
de reagentes e catalisadores, sendo necessario um pré tratamento para a remocdo destes
componentes, facilitando o acesso das enzimas a celulose (SILVA, 2015).

Para liberacdo da celulose inserida nas fibras recalcitrantes do BCA, é necessario um
pré-tratamento, que pode ser acido ou com vapor saturado. No pré-tratamento acido utiliza-se
acido sulfarico (H2SO4) a 7,0 e 9,0%, submetidos a 1 atmosfera e 121 °C. No pré-tratamento a
vapor, chamado de explosdo a vapor, ha atuacdo tanto quimica como fisicamente na estrutura
do material lignocelulésico por estar baseado no contato direto da biomassa com vapor saturado
a alta pressdo por um determinado tempo de exposi¢cdo no reator, seguido de descompressao
rapida a condigdo atmosférica (explosdo). Ao longo deste processo, as ligacbes da lignina e da
hemicelulose, que asseguram a coesdo da biomassa, séo fragilizadas e em parte quebradas, de
forma que, no momento da descompressdo, o material € desfibrado com facilidade e assim
reduzido a particulas menores, aumentando a area superficial de contato e diminuindo a
resisténcia da parede celular a sacarificagdo (SILVA, 2015).

Em geral, no tratamento de explosdo a vapor, a biomassa é aquecida por alguns minutos,
através do contato com vapor saturado, com pressdo entre 0,69 a 4,83 MPa e temperatura entre
160 a 260 °C (ZHENG et. al., 2014), fazendo que o vapor saturado penetre no material. Este
sistema pressurizado sofre, posteriormente, uma descompressdo subita, causando a ruptura da
estrutura rigida das fibras da biomassa (STELTE, 2013).

Importante destacar que o baga¢o de cana-de-aguUcar, apesar de ser um residuo
agroindustrial com potencial para servir de substrato, além da limitacdo informada
anteriormente, este residuo, atualmente, tem um uso bem especifico nas usinas de alcool e
acucar, sendo utilizado nas caldeiras para queima e consequente geracdo de vapor e energia
elétrica (SILVA, 2015). Neste caso é um residuo que ja apresenta uma finalidade especifica e
um valor de mercado o que pode inviabilizar seu uso como substrato de baixo custo para
producdo de biossurfactante.

O melaco de cana-de-agucar € um xarope produzido a partir da evaporagdo do caldo
de cana ou durante a producdo de rapadura, e tem forte poder adogante. Assim como o bagaco
de cana-de-agucar, o uso do melago como substrato também requer pré-tratamento. O pré-
tratamento mais adequado para clarificacdo do melaco é o realizado com 8% de carvéo ativo

por 1 hora sob agitacdo a 90 °C, seguido de centrifugacdes, filtragio em membrana de acetato

34



de celulose de 0,8 a 0,2 um. Em seguida, a solu¢do de melago com o carvéo é resfriada e filtrada
a vécuo, com filtro de 120 mm. Finalmente, para retirar totalmente os residuos de carvéo utiliza-
se 0 método de ultrafiltracdo por membrana (MARIM, 2014).

O melaco tem alto valor comercial e utilizacdo especifica. O melago de cana é um
adocante natural que pode ser utilizado para substituir o agucar, trazendo mais vantagens,
especialmente por conter mais nutrientes como magnésio e ferro. Também utilizado na
agricultura como poderoso fertilizante e adubo natural. Isso porque o produto é fonte de
diversos elementos quimicos essenciais para a fertilidade do solo, como calcio, fésforo,
potéssio, magnésio e proteinas (MARIM, 2014).

Oleos vegetais sdo produtos naturais formados principalmente por triglicerideos e séo
utilizados principalmente na culinaria e na producdo de biocombustiveis. H4 uma grande
utilizacdo dos oOleos vegetais na fritura de alimentos por imersdo, sendo gerado
consequentemente um grande volume de 6leo residual. O Brasil produz, aproximadamente,
quatro bilhdes de litros de 6leo de fritura por ano (ABIOVE, 2020). O éleo residual de fritura
pode ser utilizado para produzir diferentes compostos, como: sabdo, cola, tinta, massa de
vidraceiro e biodiesel (SILVEIRA; VIEIRA, 2015). No entanto, no processo de fritura as
propriedades térmicas e fisico-quimicas do 6leo vegetal sdo alteradas afetando a perda de &cidos
graxos poli-insaturados. Estes &cidos graxos sdo a fonte de carbono necessaria para a
fermentacdo para a producédo do biossurfactantes (CARVALHO, 2013).

2.3.1 A borra oleosa

Segundo o boletim estatistico da ABIOVE (2020), o Brasil produziu na safra de 2020
127.989 MM de toneladas de soja em grao, e cerca de 9,6 MM de toneladas de éleo de soja,
que € o 6leo mais produzido no Brasil e representa 80% total da producdo de 6leo vegetal,
seguido pelo de algodao, com representatividade de 10% do total (CONAB, 2020). A borra
oleosa originada no residuo do refino do 6leo vegetal é cerca de 8% em peso do 6leo produzido,
ou seja, foi gerada cerca de 768 mil toneladas desta borra, referente a producéo de 6leo de soja
em 2020 (ABIOVE, 2020).

Em Nitschke (et. al., 2005) foram utilizados como substrato o sab&o de 0leo de soja,
que € o residuo do refino do 6leo de soja, gerando 11,7 g L™ de ramnolipideos com tens&o
superficial de 26,9 mN m™. Em Correa (et. al., 2014), utilizando mesmo substrato, resultou em
uma tenséo superficial de 25,8 mN m™ e uma extragdo de 20,9 g L™ de biossurfactante. Este

sabdo ou sabonete de soja e formado por acidos graxos, que sdo removidos por centrifugagédo
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continua, na fase de refino do dleo vegetal, € denominado de borra (RAMALHO; SUAREZ,
2012).

A combinacao da borra do 6leo de soja e algodao deriva um substrato rico em acidos
graxos de cadeias longas de carbono, que propiciam um bom meio de cultura para
microrganismos. Oitenta porcento destes acidos graxos sdo compostos de cadeias de 16 e 18
carbonos, conforme a Tabela 1 (RAMALHO; SUAREZ, 2012).

Tabela 1 - Faixa de composicdo de acidos graxos do dleo de algodao e soja

) OLEO DE ALGODAO: OLEO DE SOJA:
ACIDOS GRAXOS |[ESTRUTURA VALQRES DE VALORES DE
REFERENCIA (%) REFERENCIA (%)

Acido Palmitico C16:0 17,0-31,0 7,0-14,0
Acido Palmitoleico C16:1 0,5-2,0 <05

Acido Esteérico C18:0 1,0-4,0 14-55

Acido Oleico Cc18:1 13,0 - 44,0 19,0 - 30,0
Acido Linoleico C18:2 33,0-59,0 44,0 - 62,0
Acido Linolénico C18:3 0,1-21 4,0-11,0

Fonte: adaptado de Ramalho e Suarez (2012).

2.4 Tipos de anélises para deteccao de biossurfactantes

As analises se dividem em qualitativas e quantitativas. Nas analises qualitativas se
detectam a presenca do biossurfactante, sem, no entanto, quantifica-los. Neste caso temos: o
teste de colapso da gota; o teste de indice de Emulsificacio 24 horas (IE24) e a Espectroscopia
do InfraVermelho com Transformada de Fourier (EIVTF). O teste qualitativo do colapso da
gota para deteccdo da producdo de um biossurfactante foi adaptado da metodologia de Youssef
(et. al., 2014).

O teste de Indice de Emulsificacdo 24 horas (IE24), chamado desta forma, pois faz-se
uma emulsdo com agitacdo vigorosa do biossurfactante com um solvente e aguarda, em
repouso, por 24 horas para fazer a leitura (ROCHA, 2017). Quando comparado com o resultado
de outras amostras deste teste, pode indicar uma forma preliminar, quantitativa, sem preciséo.

Outra analise qualitativa é a Espectroscopia do InfraVermelho com Transformada de
Fourier (EIVTF). Maroldi (2015) compara os espectros de uma amostra padrdo de surfactina
com a amostra produzida pelo B. subtilis cultivado em meio mineral a 30 °C. Os espectros de
EIVTF obtidos para o biossurfactante produzido pelo B. subtilis e padrdo de surfactina séo
mostrados paralelamente. Segundo Maroldi (2015), baseado em Soares, (2014), os

grupamentos base para a identificacdo da surfactina, através da analise de espectro obtido por
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EIVTF sdo os seguintes, com respectivos comprimentos de onda em cm™: componentes
peptidicos NH 3310; CO 1655; CN 1534 e carbonil éster 1730.

A titulo de exemplo a figura 2 mostra a leitura do EIVTF do trabalho de Soares, (2014)
onde os picos sob a frequéncia 1534 cm™ e 1655 cm™ (grupos CO e CN) ficam evidenciados.
Ja o pico de frequéncia de onda de 1730 cm™ (grupo carbonil éster) ndo pode ser observado
como o apresentado pelo padrdo de surfactina, mas apresenta-se na forma de um pequeno
“ombro”. Ambos 0s espectros mostraram a formacao tipica, bem visualizada de componentes
peptidicos em 3310 cm (grupo N-H modo alongado), (SEO et. al., 2017). A semelhanca entre
0s dois espectros confirma que o biossurfactante produzido por B. subtilis tem uma estrutura e
grupos funcionais semelhantes ao padrdo surfactina da Sigma Aldrich.

Figura 2 - Espectogramas vibracionais obtidos por EIVTF Sigma Padrdo e amostra dialisada e
liofilizada, excretada por B. subtilis.
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Fonte: (SOARES, 2014)

Para analise quantitativa da concentracdo da surfactina a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) é um método de separacdo eficaz de componentes quimicos em solucdo.
Algumas caracteristicas da cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo: emprega uma fase
movel liquida; emprega uma fase estacionaria finamente dividida; opera em pressoes elevadas

obtendo um bom fluxo da fase mdvel, garantindo um alto desempenho (SOUSA et. al., 2014).
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2.5 Analise da viabilidade econdmica da unidade industrial de surfactina

A discussdo da viabilidade econémica é feita antes da implantacdo de uma planta
quimica industrial. O entendimento do processo quimico para o desenvolvimento de uma planta
industrial passa pela simulacdo dos fendmenos associados e pela escolha dos equipamentos.
No entanto as rotas podem ndo se mostrar atrativas para investimento, uma vez que o custo de
implantacdo e operacdo pode exceder o retorno financeiro dentro de um prazo estipulado
(SANTOS; PESSOA; CALIXTOS, 2022). Além disso, existem inumeros fatores que
influenciam neste aspecto, e a andlise preliminar de equipamentos custos, matérias-primas,
valor do produto, entre outros, torna-se fundamental para tomada de decisdo. Como resultado,
€ necessario estar atento ao comportamento dos parametros financeiros como valor presente,
taxa interna de retorno e periodo de retorno e o fluxo de caixa de uma planta, todos baseados
sobre o investimento total (PERLINGEIRO, 2018).

Em se tratando de um processo fermentativo, a producéo de surfactina através do B.
subtilis, pode ser simulada atraves de uma planta a batelada ou a fluxo continuo. Esta decisdo
sera baseada na disponibilidade de matéria prima, potencial demanda do mercado e tecnologia
a ser implementada. Com o auxilio dos indicadores de investimentos permite-se determinar
qual a rota tecnoldgica, entre varias, € a mais indicada, economicamente, na sintese de um
produto. As premissas envolvidas giram diretamente em torno dos equipamentos necessarios
para a planta ja que o investimento total tem sua maior porcentagem oriunda da obtencédo dos
equipamentos, que sdo as despesas de capital, 0 CAPEX (SANTANA; BISPO; PESSOA,
2021). Dessa maneira, sdo obtidos os indices de rentabilidade do processo quimico em estudo
a partir do desenvolvimento de software com banco de dados de equipamentos para calculo de
indices de rentabilidade para viabilidade econémica (SANTOS; PESSOA; CALIXTQS, 2022).
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3MATERIAIS E METODOS

A Metodologia foi dividida em quatro etapas: a primeira envolveu a caracterizacao da
borra oleosa. A segunda etapa trata da inoculacdo do B. subtilis, para produzir surfactina,
utilizando como substrato uma mistura de glicose e borra caracterizada na 12 etapa, acrescida
de micronutrientes e avaliagdo do potencial de producdo de biosurfactante em diferentes
concentracdes da borra oleosa e glicose. A terceira etapa envolveu a analise do biossurfactante
produzido e a quarta etapa a simulacdo dos custos para producao da surfactina.

Na segunda etapa da metodologia, a qual envolveu a inoculagdo do B. subtilis no
substrato e posterior fermentacdo foram fixas as seguintes variaveis no processo fermentativo:
pH, entre 6,5 e 6,8; temperatura ajustada para 37,4 °C; velocidade de agitacdo de 250 rpm e
razdo de aeracdo em 0,4. Estes fatores foram baseados nos experimentos de Rocha (2017), que
conseguiu uma otimizagdo produzindo a surfactina, em nivel laboratorial, na concentragdo de
200 mgL™.

Na composicdo de borra e glicose do substrato, foi utilizado o planejamento
experimental estrela, sendo elaborado 6 experimentos em duplicata, até alcancar o grupo do
planejamento estrela mais otimizado, detectado através de testes de indice de Emulsificacio em
24 horas (IE24), o qual o par de composi¢do com maior resultado do teste 1E24 foi analisado
via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Todos os resultados dos 6 experimentos
estdo planilhados no apéndice 1. A descricdo da industria e do residuo deste estudo foi detalhado
na metodologia, nos itens 3.1 e 3.2.

A figura 3 retrata um fluxograma de blocos informando as etapas da metodologia,
incluindo: anélise da borra oleosa; fermentacdo e purificacdo da surfactina; analise da surfactina

e da viabilidade econbmica.
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3.1 Descricdo da empresa geradora do residuo borra oleosa

A empresa que forneceu a borra oleosa esta situada na cidade de Feira de Santana-BA
e, atualmente, faz o refino do 6leo bruto de soja e algoddo. S&o produzidas cerca de 120
toneladas de 6leo, diariamente, gerando 8% de borra em massa, aproximadamente, 10 toneladas
por dia. Em visita a empresa foi explicado o processo produtivo do refino da mistura do 6leo
bruto de algodao e soja, na proporc¢édo de 1:1, em massa.

A borra tem a origem no residuo do refino de uma mistura, na propor¢do em massa de
1:1 de dleo de soja e de algoddo. Este processo consiste no aquecimento do 6leo bruto da
temperatura ambiente (27 °C), até 50 °C, em trocador de calor tipo casco tubo, de 1 passe, sendo
que o vapor passa pelo casco e o 6leo bruto pelos tubos. Apos o aquecimento foi feito uma
mistura com a soda caustica diluida, em concentracdo previamente preparada, que varia entre
10 a 20%, dependendo da acidez do dleo. O 6leo bruto aquecido e a soda caustica foram
misturados em um misturador de linha e seguem para a torre de contato (figura 4), onde ocorre
a reacdo de neutralizacdo dos acidos graxos livres. Apds esta torre de contato, o Oleo
neutralizado e os residuos foram aquecidos a 75 °C e seguiram para primeira centrifugacéo.

Nesta centrifuga a borra, sai pela parte superior (figura 5).

Figura 4 - Torre de contato utilizada na neutralizacéo do dleo

Fonte: autoria propria (2018).
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Figura 5 - Saida da borra da centrifuga
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Fonte: autoria propria (2018).

A borra sai da centrifuga a uma temperatura de 70 °C, variando de uma cor castanho
claro a castanho escuro, dependendo da acidez inicial do 6leo bruto, que varia entre 1% a 3%.
Espera-se que esta borra seja composta por triglicerideos, material saponificavel, sais de &cidos
graxos, fosfatideos néo hidrataveis, agua e sais de sodio (FRE; RECH 2013; JUN, 2016). Em
analises feitas pela empresa, a média de acido graxo total desta borra foi de 39% e umidade de
37,5%. A mesma apresentou forma pastosa na temperatura ambiente, com odor ativo e na cor
escura. Néo foi realizada nenhuma outra analise adicional desta borra pela empresa.

Na visita foram fornecidos dados da producdo do més de maio de 2018, da anélise do
percentual de &cidos graxos total e o percentual de umidade da borra, coletada na parte superior
da centrifuga (figura 6). Ao final da visita ao setor de producao foram coletadas duas amostras
do mesmo local da coleta acima e enviada para analises quimicas no Laboratério Integrado de
Pesquisa Aplicada em Quimica (LIPAQ) do Centro Universitario SENAI CIMATEC.
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Figura 6 - Ponto de coleta da borra para analise

Fonte: autoria propria (2018).

Em temperatura ambiente (26 a 28 °C), a borra apresenta aspecto pastoso, conforme

figura 7.
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Figura 7 - Aspecto da borra coletada para nalise quimicas a temperatura ambiente
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Fonte: autoria propria (2018).

3.2 Andlises quimicas para caracteriza¢do da borra

Para as analises fisico-quimicas da borra oleosa, de forma a caracteriza-la com a
possibilidade de ser utilizada como meio de cultivo para bactérias para producdo de
biossurfactantes, foi utilizado o trabalho de Santos (2012) como referéncia, conforme métodos
descritos na American Oil Chemists’ Society (2019).

Com base nesta referéncia foram feitas seguintes analises: determinacéo de 6leo neutro;

determinacdo do pH; determinacdo do teor de residuos saponificiveis; umidade. Para
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determinacéo do &cido graxo total foi utilizada a cromatografia a gas, empregando método
adaptado de Volkmann, Jenske e Kremer (2017).

3.2.1 Determinacéo do 6leo neutro

A borra de 6leo foi homogeneizada com 60 mL de solucéo de etanol 50% e 25 mL de
éter de petroleo em agitador com barra magnética. Em seguida, foram adicionados 60 mL de
agua destilada e, posteriormente, 50 mL de éter etilico. Apds ocorrer a separacao de fases, a
fase superior (éter de petrdleo e 6leo) foi mantida e a fase inferior (aquosa) foi transferida para
outro funil de separacdo e feito nova extracdo desta fase aquosa, conforme método descrito
neste paragrafo, de forma a garantir toda extracdo do 6leo desta fase aquosa.

As fases superiores foram acondicionadas em um mesmo funil e lavadas com 50 mL de
agua destilada até obtencdo do pH neutro. Em seguida, foi feita a filtracdo com papel de filtro
e sulfato de sodio anidro. O filtrado foi recolhido em baldo de fundo chato previamente pesado.
O baldo foi levado ao rotoevaporador a 25 °C até evaporar todo o solvente (figura 8). Um
mililitro de acetona foi adicionado ao 6leo no baldo e a secagem foi feita a temperatura
ambiente. Em seguida, o baldo contendo somente dleo foi pesado.

O calculo para determinacédo do 6leo neutro foi realizado segundo a Equagéo a seguir:

Oleo neutro (%) = massa do 6leo (g) /massa da amostra (g)X100

Onde: massa do 6leo = valor obtido pela diferenca da massa do baldo, contendo o 6leo,

e a massa do baldo vazio; e massa da amostra = massa inicial da amostra de borra.

Figura 8 - Determinagao do 6leo neutro

4

Fonte: autoria propria (2019).
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3.2.2 Determinacgéo do pH

Nesta andlise foi determinada a alcalinidade das borras através da medida do pH da fase
aquosa. Aproximadamente 20 g de borra foi pesada e homogeneizada com 20 mL de agua

destilada, em seguida mediu-se o pH utilizando-se pHmetro da marca Bel Engineering W3B.

3.2.3 Determinacéo do teor de residuos saponificaveis

A anélise do teor de residuos de saponificaveis foi determinada pesando uma aliquota
de 0,4 g de borra, que foi homogeneizada com 60 mL de agua destilada e 1 mL de azul de
bromotimol. A amostra foi titulada com HCI 0,1 N, previamente padronizado, até viragem de

azul para amarelo. O calculo foi realizado segundo a Equacéo:

Residuos saponificaveis (ppm) = V* N*304*1000/m

Onde: V= volume (mL) de acido titulado, N= normalidade do HCI 0,1 N,

304 = peso molecular médio do &cido oleico e outros acidos graxos e

m = massa da amostra (g).
3.2.4 Anélise de umidade

A andlise de umidade foi realizada segundo o método de Karl Fisher, utilizando o
aparelho Karl Fisher. Aproximadamente 0,1 g de amostra foi dissolvida em solvente (30 mL da
solucdo metanol: cloroférmio, na proporc¢éo 2:1).

Umidade % = (massa inicial (g) - massa final (g)) x 100 / massa inicial
3.2.5 Andlise de acidos graxos

Como os acidos graxos sdo 0s mais importantes constituintes do substrato, fez-se
necessario a utilizacdo da cromatografia a gas para identificar e quantificar os acidos graxos na

borra analisada. Seguindo o método adaptado de Volkmann, Jenske e Kremer (2017), os ésteres

de 4cidos graxos foram analisados em um cromatdgrafo a gas com detector espectrométrico de
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massas do laboratério do LIPAQ, modelo GCMS — QP2010SE, GC-2010 Plus, fabricante:
Shimadzu, utilizando uma coluna capilar HP — 05 MS (NST) CB (30m x 0,25mm x 0,25um).

O fluxo do gas de arraste (hélio 5.0) utilizado foi de 1,2 mL.min. A rampa de
aquecimento da coluna foi programada para iniciar a 60 °C durante 1 minuto. Em seguida, a
temperatura foi elevada para 210 °C a uma taxa de 10 °C min*, permanecendo nesta temperatura
por 1 minuto. Por fim, a temperatura foi elevada até 300 °C a uma taxa de 5 °C min™t. As
temperaturas do injetor e detector foram de 260 °C e 280 °C, respectivamente. Foram injetados
1uL das amostras esterificadas.

O método de deteccdo utilizado foi o SIM (monitoramento de ions selecionado), que
permite que o espectrdbmetro de massa detecte compostos com sensibilidade muito alta. A
quantificacéo foi realizada por normalizacéo das areas dos picos. Por estar diluido a 1 ppm, as
areas encontradas foram pequenas. A identificacdo dos analitos foi realizada por comparacgéo
dos tempos de retencdo dos picos cromatograficos presentes nas amostras com os de padrdes
de ésteres metilicos de &cidos graxos FAME CRM 18.918, da marca Supelco Analytical
Products - Sigma Aldrich, EUA.

3.3 Producéo da surfactina por Bacillus Subtilis

A cepa que foi testada para crescimento e producdo de biosurfactante em substrato
oleaginoso foi a do B. Subtilis CCT 0089, com nimero de registro na ATCC 6633, (NIH, 2022),

gentilmente cedida pela UFBa.

3.3.1 Preparo do inéculo

A fonte de nitrogénio, presente na peptona animal e nos extratos de carne e levedura sdo
essenciais para composicao do substrato. A formulagdo do meio de crescimento esta baseada
em Santiago (2019). A cepa do B. subtilis CCT 0089 estava armazenada em 60 crio tubos,
conservados a temperatura abaixo de 0 °C.

Os reagentes utilizados foram: peptona animal; extrato de carne; extrato de levedura;
cloreto de sodio; agua destilada; 4 crio tubos com B. subtilis CCT 0089. Foram usados 0s
seguintes equipamentos e utensilios em condi¢des de meio estéril: balanca digital; cabine de
fluxo laminar; incubadora da marca Tecnal com range de temperatura de 10 °C a 80 °C e com
ajuste de agitacdo de 0 a 300 rpm; espétulas; vidradrias e filtros. Inicialmente pesou-se 0s

materiais em maior quantidade (peptona e cloreto), segundo o quadro 5:
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Quadro 5 - Peso dos reagentes para preparo do meio de crescimento

REAGENTE PESO (g)
Peptona Animal 50,07
Extrato de Carne 15,06
Extrato de Levedura 15,12
Cloreto de Sodio 50,37

Fonte: adaptado de Fernandes (et. al., 2007)

Todos os reagentes foram transferidos para o Erlenmeyer de 1000 mL e dissolvidos em
de 4gua destilada, avolumados para 1000 mL e a solucédo foi levada para a autoclave junto com
0s materiais que iriam ser utilizados na inoculacao. Apos ser feita a assepsia da cabine de fluxo
laminar, os materiais autoclavados foram transferidos para a mesma e ficaram expostos a luz
UV por 15 minutos. Para a inoculacédo, foi transferido 125 mL de meio de crescimento para
cada um dos 8 Erlenmeyers de 250 mL, e entdo o contetido dos criotubos foram distribuidos
com proporg¢des visualmente iguais em cada um (1/2 criotubo para cada Erlenmeyer). Todos
foram levados para a incubadora com temperatura de 37 °C + 1 ° C, e rotacdo de 200 rpm, por
24 horas.

3.3.2 Enriquecimento do substrato e crescimento do B. subtilis no meio borra / glicose

Para o enriquecimento do substrato, que fez parte do meio de cultivo, juntamente com
0 inoculo, foram adicionados macros, micronutrientes e indutores, de forma que tenha uma
melhor eficiéncia de producéo do biossurfactante. Os elementos-traco Mg K*, Mn?* e Fe?*
sdo particularmente importantes na biossintese de surfactina por B. subtilis por atuarem como
cofatores principais em sistemas multienzimaticos envolvidos nesse processo (CHEN; JUANG,;
WEI 2015).

Para este processo foram preparadas as solugdes: meio basal e a solucdo estoque,
detalhadas na tabela 2, utilizando seguintes reagentes: fosfato de potéssio; sulfato de amonio;
sulfato de magnésio heptahidratado; EDTA,; sulfato de manganés hidratado; sulfato de ferro
heptahidratado; cloreto de célcio; cloreto de cobalto hexahidratado; sulfato de zinco
heptahidratado; hidréxido de sodio; solucdo tampéo pH 4.0; solugdo tampdo pH 7 e agua
destilada.

Os reagentes para 0 meio basal e a solucdo estoque foram pesados e diluidos em

diferentes quantidades, como mostra a tabela 2:
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Tabela 2 - Quantidades dos reagentes utilizados para preparo domeio basal e solugéo estoque

e e
Fosfato de Potassio 1,00 400 Meio basal
Sulfato de Amonio 0,40 400 Meio basal
Sulfato de Magnésio Heptahidratado | 0,20 400 Meio basal
EDTA 0,01 100 Soluc¢do Estoque
Sulfato de Mangénes Hidratado 0,30 100 Soluc¢do Estoque
Sulfato de Ferro Heptahidratado 0,01 100 Solugéo Estoque
Cloreto de Célcio 0,01 100 Soluc¢do Estoque
Cloreto de Cobalto Hexahidratado 0,01 100 Soluc¢do Estoque
Sulfato de Zinco Heptahidratado 0,01 100 Solugéo Estoque

Fonte: (ROCHA, 2017; FARIA, 2010).

Apos o preparo das duas soluces, foi feita a correcdo do pH da solugdo estoque com
cerca de 1 ml de solucéo de hidréxido de sédio (2M) (8% p/v), estabilizando o pH em 7.0.
Alguns fatores basicos sdo importantes para otimizacdo da producdo da surfactina. Em Rocha
(2017) o experimento que obteve a maior concentragdo de surfactina 200 mg/L, foi utilizando
0s seguintes fatores: pH, entre 6,5 e 6,8; temperatura ajustada para 37,4 °C; velocidade de
agitacdo de 250 rpm e razdo de aeracdo em 0,4. Estes fatores foram fixados e repetidos nos

experimentos a seguir.

3.3.3 Combinacéo das Fontes de Carbono

Os triglicérides, contidos na borra oleosa, sdo um natural indutor do B. subtilis para
producéo da surfactina (SENA et. al., 2018). Porem, o Bacillus subtilis, requer uma fonte de
energia de mais facil absorcdo, como a glicose, para promover sua multiplicagdo inicial. O B.
subtilis cataboliza a glicose através da via glicolitica, responsavel por quebrar as moléculas de
glicose, liberando energia para promover a sua multiplicacdo (CHEN; JUANG; WEI, 2015). A
fonte de carbono contido nos acidos graxos da borra oleosa, é consumida em seguida a glicose.

Deste modo, este estudo desenvolveu condi¢do otimizada de percentual de borra e

glicose, que produzisse a maior concentracdo de surfactina, mantendo inalterado as outras
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variaveis no experimento, tais como: pH, temperatura e aeracdo. Para obter condicdo mais
otimizada de percentual de borra e glicose, foi utilizado o planejamento experimental estrela
composto central, (figura 9) que balizam 8 pontos de experimento, formando a estrela e trés
repeticdes do ponto central, chamado de pontos neutros.

Foram elaborados 6 experimentos em duplicata, até alcancar o grupo do planejamento
estrela mais otimizado, (experimento 6), detectado através de testes de Indice de Emulsificacéo
em 24 horas (IE24). O par de composi¢do borra glicose com maior resultado do teste 1E24 foi
analisado via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Todos os resultados dos 6

experimentos estéo planilhados no Apéndice 1.

Figura 9 - Planejamento experimental estrela
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Fonte: (PEREIRA, POPPI, ARRUDA, 2002).

Conforme metodologia aplicada em Santos, Simdes e Silva (2011) foi aplicado o
planejamento experimental estrela, que resultou, neste trabalho, na combinagéo otimizada das
fontes de carbono em diferentes proporgdes, em massa, de glicose (0,17%, 1%, 3%, 5% e
5,83%) e de borra oleosa na proporgdo em massa de 1:1 de 6leo de soja e de algodao (0,34%,
2%, 6%, 10% e 11,65%), (Tabela 3).
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Tabela 3 - Relacdo dos parametros codificados de glicose e borra (%massa)

X V2 (D) 0) (1)  (+\2) Equacio
Glicose(f1) 017% 1% 3% 5% 5,83% (f1)=2*X+3
Borra (f2) 0,34% 2% 6% 10%  11,65% (f2)=4*X+6

Fonte: Autoria prépria (2022)

Com os dados da Tabela 3 e as informacdes apresentadas no grafico 1, foi tracado os 11
pontos do ensaio do planejamento estrela mostrado na Tabela 4, convertido os percentuais
respectivos de glicose e borra, em peso. Nesta mesma tabela, foi acrescentado um ponto de
controle em branco, ou seja, sem a presenca de borra e apenas com 5 % de glicose, (ensaio 12),
independente dos pontos do planejamento estrela, para obter o resultado de producdo da

surfactina na auséncia da borra.

Tabela 4 - Matriz do planejamento composto central das variadveis borra e glicose com valor ()

Ensaio Glicose (g) Borra (g)
1 -1 (0,77) -1(1,54)
2 1(3,85) -1 (1,54)
3 -1(0,77) 1 (7,70)
4 1(3,85) 1 (7,70)
5 0 (2,31) 0 (4,62)
6 0 (2,31) 0 (4,62)
7 0 (2,31) 0 (4,62)
8 -\2 (0,15) 0 (4,62)
9 0 (2,31) -\2 (0,30)
10 +\2 (4,49) 0 (4,62
11 0 (2,31) +V2 (8,93)
12 (3,85) (0,0)

Fonte: Autoria prépria (2022)

As diferentes quantidades de borra e de glicose, conforme as duas ultimas colunas da
tabela 5, foram pesados, diretamente, nos Erlenmeyers. Apos todos os Erlenmeyers estarem
com as suas devidas aliquotas de borra e glicose, foi adicionado em cada um a seguinte
quantidade de cada solucgéo preparada anteriormente: 20 mL de meio basal e 5 mL da solugéo
estoque. Apos a adicao das solugdes foi medido o pH de cada Erlenmeyer e corrigido para 7,0

quando necessario. Todos os materiais foram levados para a esterilizacdo em autoclave, e
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transferidos para a cabine de fluxo laminar, para a transferéncia dos in6culos incubados no meio
de crescimento para o substrato meio/borra enriquecido.

Inicialmente todo o meio de crescimento, preparado no item 3.3.1, foi realocado no
béquer de 1000 mL para um melhor manuseio. Com auxilio de uma proveta o meio de
crescimento foi distribuido, equitativamente, 80 mL em cada um dos erlenmeyers, previamente
esterilizados, contendo quantidades diferentes de borra e glicose, somados a solucao basal.

Em seguida, os Erlenmeyers foram levados para a incubadora, para 0 processo de
fermentacdo. As condicGes para a fermentacao dos 12 ensaios foram: periodo de incubacdo de
24 horas, temperatura de 37,4 °C, pH 6,8 e rotacdo de 200 rpm com razdo de aeracdo 0,4
definida como a razéo do volume do meio de cultivo e volume do frasco (ROCHA, 2017). Estas
condi¢cdes foram mantidas inalteradas por serem condicdes ideais para fermentacdo do B.
subtilis, conforme Shaligram e Singhal (2010).

Ap0s o processo fermentativo, o produto foi recolhido em frascos shots devidamente

numerados e armazenados na geladeira.

3.3.4 Cinética de crescimento

Ao longo do processo fermentativo foi necessario monitorar trés principais fatores:
consumo do substrato; crescimento da biomassa e producdo do fermentado (surfactina). O
método para quantificar a biomassa seca e determinacdo da concentracdo do substrato esta
descrito em Bezerra (2012). Para monitorar a cinética de crescimento, adaptado de Rocha,
(2017), foram coletadas amostras nos tempos de: O, 4, 8, 12 16 e 24 horas para analise
quantitativa da biomassa seca, substrato e surfactina.

Apds os tempos indicados, foram retiradas as aliquotas do fermentado e centrifugado,
sendo analisadas: a absorbancia da suspensdo para o calculo do substrato e pesado o
sedimentado para calculo da biomassa seca. Este peso da biomassa seca foi obtido transferindo
0 sedimentado com agua destilada, para placas de Petri pré-pesadas e secas em estufa a vacuo
a 45°C até peso constante (BEZERRA, 2012). Para o produto surfactina foi feito uma medicao
indireta dos pontos intermediarios, entre 4 e 20h, utilizando o teste de indice de emulsificacdo
(IE24). Para o tempo de 24h, além do teste de indice de emulsificacdo (IE24), foi utilizado
analise cromatografica por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As velocidades instantaneas de transformagdo “r” foram definidas pelas seguintes
velocidades: de crescimento de micro-organismos (rx)=dx/t, de consumo de substrato (rs)=-ds/t,

de formacdo de produto (rp)=dy/t (HISS, 2001). A produtividade em produto P € representada
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pela concentracdo volumeétrica do produto (Pt) no tempo de cultivo t, menos a concentragdo do
produto no inicio do cultivo (Po) (HISS, 2001). A produtividade da biomassa Py é representada
pela concentragdo da biomassa seca (Xt) no tempo de cultivo t, menos a concentracdo da
biomassa seca no inicio do cultivo (Xo).

O fator de conversdo de biomassa em produto é determinado pela seguinte equacéo:

Ypix=(Pt-Po)/(X-Xo)  (HISS, 2001)

Onde:

Pt = concentracdo do produto em tempo de cultivo t

Po = concentracdo do produto no inicio do cultivo

Xt = concentracdo da biomassa seca no tempo de cultivo t

Xo= concentragdo da biomassa seca no inicio do cultivo

Foram calculados os fatores de conversdo, conforme equac@es, que possibilitam medir

o rendimento da fermentacdo conforme Hiss, (2001).

e Fator de conversao de substrato em biomassa:

Yxis = (Xt'xo)/ (SO'St)

Onde Yyxs = fator de converséo de substrato em biomassa (g de biomassa seca obtida
por g de substrato consumido), X = concentracgdo de biomassa seca (g I't) no tempo t de cultivo,
Xo = concentracdo de biomassa seca (g I™*) no inicio do cultivo, Sp = concentragio de substrato

(g I'Y) no inicio do cultivo e S = concentragéo do substrato (g I'*) no tempo t de cultivo.

e Fator de conversdo de biomassa em produto:

Y pix = (Pt-Po)/ (Xt-Xo)

Onde Y = fator de conversao de biomassa em produto (g de biomassa seca por mg de
produto obtido), P = concentragéo de produto (mgl™) no tempo t de cultivo, Po = concentragio
de produto (mg 1Y) no inicio do cultivo, Xo = concentracio de biomassa seca (g I'*) no tempo t

de cultivo e Xo = concentracgo de biomassa seca (g 1) no inicio do cultivo.
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e Fator de conversdo de substrato em produto:

Y pis = (Pt-P0)/(So-St)

Onde Yps = fator de conversdo de substrato em produto (g de substrato por mg de
produto obtido), P = concentragio de produto (mg L) no tempo t de cultivo, Po = concentragio
de produto (mg L™) no inicio do cultivo, So = concentracdo de substrato (g L™) no inicio do
cultivo e S = concentragdo do substrato (g L) no tempo t de cultivo.

Para o célculo da produtividade em produto, que representa a velocidade média de

formacéo de produto pelo tempo de cultivo.

Py=(Pt-Po)/ts

Onde P, = produtividade do produto (mg L*h™). P. = concentragdo volumétrica de
produto (mg L) no tempo t de cultivo, Po = concentra¢do volumétrica de produto (mg L™) no
inicio do cultivo e tr= tempo de cultivo (h). O rendimento do produto é expresso pela quantidade
de surfactina produzida (mg) pelo volume total do meio de crescimento e solucdo basal (L)
(GHRIBI; ELLOUZE-CHAABOUNI, 2011).

3.4 Purificagéo e caracterizagdo do biossurfactante

As etapas a seguir detalham todo o processo de purificacdo feito para purificacdo do
surfactante. Conforme o fluxograma da Figura 3, a recuperacao do biossurfactante, (extracao
da surfactina) foi desenvolvida em 4 etapas:

1. Primeira centrifugacdo com recolhimento do sobrenadante;

2. Segunda centrifugacéo;

3. Extracdo liquido-liquido com terceira centrifugacéo;

4. Rotaevaporacdo e Ressuspensdo (BUENO, 2010; ROCHA, 2017).
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3.4.1 Primeira centrifugacdo com recolhimento do sobrenadante

Para a primeira centrifugacdo, com recolhimento do sobrenadante, foram utilizados
seguintes reagentes: caldos fermentados; acido cloridrico 3M (HCI) e agua destilada. A
centrifugacdo foi feita na centrifuga refrigerada Sigma 3-18KS com rota¢do méxima de 30.000
rpm e forga G de 30.000 g.

Para centrifugacdo dos caldos fermentados foram dispostos em tubos Falcon cerca de
40 mL de cada um dos meios borra/glicose enriquecidos, que em seguida foram pesados e
avolumados para possuirem pesos semelhantes, favorecendo assim o balanceamento da
centrifuga. Ap6s a pesagem, os tubos foram separados e centrifugados em grupos, numa
centrifuga refrigerada a 4° C, com velocidade de 5500 rpm por 15 minutos.

Apbs a centrifugacado, o precipitado que continha Bacillus sp. e outros residuos foram
descartados, sendo recolhido em tubos Falcon de 50 mL, a maior quantidade possivel (cerca de
30 ml) do sobrenadante, livre de células. Em seguida o pH foi corrigido para 2,0, utilizando
diferentes aliquotas de HCI 3M.

Para o teste de indice de emulsificacdo em 24h (IE24), foram utilizados 3,5 ml de cada
tubo, deste sobrenadante, apés acidificado, e separado a parte para este teste, que esta descrito
no item 3.4.2.2. Apoés a corregdo do pH, as amostras foram deixadas em repouso “overnight”
no refrigerador a 4 °C.

Foi observado que, apés a fermentacdo, houve um decréscimo do pHdos meios que
continham mais glicose do que borra. A borra apresentou um pH de 9,3, o que decorre que 0s
meios com maior quantidade de borra o pH estava préximo de 7,0, enquanto 0s meios com

maior quantidade de glicose o pH estava acido.

3.4.2 Segunda Centrifugacéo

Para a realizacdo da segunda centrifugagdo, os sobrenadantes acidificados, apos a
primeira centrifugacdo, foram pesados e separados em grupos para um melhor balanceamento
da centrifuga no processo de centrifugacdo na mesma centrifuga Sigma 3-18KS refrigerada a 4

°C, a 2500 rpm? por 15 minutos.

! Utilizando a velocidade de 2500 rpm, o precipitado ficou suspenso no sobrenadante, entdo uma terceira
centrifugacdo foi feita, com um aumento na velocidade para 5500 rpm, onde houve resultados mais satisfatorios.
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Posteriormente a centrifugacao, foi feita a ressuspensao dos precipitados em 5 ml de
agua destilada, e a corre¢do do pH com a solugdo de NaOH 1M. Apos a corregdo do pH, as

amostras foram armazenadas na geladeira até a realizacdo dos testes seguintes.

3.4.3 Extragdo Liquido-Liquido e Terceira Centrifugacdo

Para a realizacdo da extracdo liquido-liquido e terceira centrifugacao foi, inicialmente,
preparada a solucdo cloroférmio-metanol (2:1 v/v) na capela de exaustdo onde foi medido 40
ml de cloroférmio e 20 ml de metanol. Em seguida, os dois volumes foram transferidos para o
Erlenmeyer de 250 ml.

Para a extracdo liquido-liquido, apds o preparo da solucdo cloroformio-metanol (2:1
v/v), foram adicionados 5 ml desta solucdo em cada um dos tubos contento o precipitado

neutralizado. A solucdo de cada tubo foi levada para o agitador de vértex por 1 minuto.

Terceira centrifugacao

Em seguida, os tubos foram pesados e separados em grupos para manter o
balanceamento da centrifuga. Durante o processo de centrifugacdo a 2.500 rpm a 4 °C por 10
minutos houve separacdo de fases: orgénica na fase inferior e aquosa na fase superior, que foi
descartada (ROCHA, 2017).

3.4.4 Rotaevaporacédo e Ressuspenséo

Apbs a terceira centrifugacdo, a fase organica (fase inferior), foi retirada, totalmente,
com uma seringa de 10 ml e transferida para tubos de vidro com tampa, e armazenadas na
geladeira (ROCHA, 2017).

A fase organica contendo surfactina foi levado ao rotaevaporador Buchi V-850 para ser
concentrado a temperatura de 40 °C. Apds esta etapa, o produto foi ressuspendido com 5,0 ml
de acrilonitrila-metanol (1:1, v/v) para andlise qualitativa por infravermelho e analise

quantitativa utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, (CLAE).
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3.5 Andlises qualitativas para deteccéo do biossurfactante

Foram feitos trés tipos de andlises qualitativas para identificar a presenca do
biossurfactante surfactina: teste de colapso da gota; indice de Emulsificagio em 24 horas (1E24)
e Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (EIVTF).

As aliquotas para o teste de colapso da gota e para o indice de Emulsificacio em 24
horas (IE24), foram retiradas do sobrenadante do caldo fermentado acidificado, livres de
células, apos a 12 centrifugacdo. Para a analise qualitativa da Espectroscopia do Infravermelho
com Transformada de Fourier (EIVTF), foram retiradas as aliquotas das amostras do produto
final purificado.

3.5.1 Teste de colapso da gota

O teste qualitativo do colapso da gota para deteccdo da producdo da surfactina foi
realizado em tampas de microplacas de 96 poc¢os. Os pogos das tampas foram untados com 2
ml de 6leo de motor 10 W-40 e deixados em repouso por 24 h. Apds este periodo, 0,5 ml dos
sobrenadantes das culturas foram colocados em cada um dos pogos e o colapso da gota avaliado
apos 2 minutos. O resultado seria considerado positivo quando fosse observado, visualmente, a
gota colapsada (YOUSSEF et. al., 2004). Contudo, este resultado visual qualitativo ndo foi
percebido. Deste modo foi feito uma adaptacdo para este teste utilizando placas de Petri.

Os materiais e equipamentos utilizados nesta etapa foram: 6leo de motor; surfactante
industrial; sobrenadante da primeira centrifugacdo, acidificado, além das 11 placas de Petri
pequenas e utensilios: pipetadores e ponteiras.

Cada placa foi untada com cerca de 2 ml de 6leo de motor, e posteriormente com ajuda
do pipetador, foi adicionado 3 ml do sobrenadante de cada tubo nas placas de Petri, observando,

visualmente, se houve a quebra da tenséo superficial do dleo.

3.5.2 Indice de Emulsificacdo em 24 horas (IE24)

Este ensaio é considerado uma andlise qualitativa, porém o indice de emulsificacdo em

24 horas (IE24) indica um resultado comparativo. Foi realizado em tubos de ensaio com tampa
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de rosca pela adicéo de 2,0 ml de tolueno a 3,5 ml do sobrenadante, misturando em agitador de
tubo por 2 min. e deixado em repouso por 24 horas (ROCHA, 2017). O indice foi calculado
como porcentagem da altura da camada emulsificada (cm) dividida pela altura total da coluna
do liquido (cm) (BUENO (2010); WEI; WANG; CHANG, (2004)). Foram usados o
sobrenadante da primeira centrifugacgéo e tolueno, além dos tubos Falcon e agitador de tubo.
Este teste foi feito apds a acidificacdo do sobrenadante da primeira centrifugacdo: na
capela de exaustdo, foi pipetado 3,5 mL do sobrenadante centrifugado e acidificado, em tubos
de vidro, e adicionado mais 1,0 mL de tolueno. Cada tubo foi agitado em um agitador de tubos
por 2 minutos e deixado em repouso por 24 horas, para a leitura do 1E24. Foram feitos os testes
para 0s 11 pares de borra e glicose, o teste em branco, sem presenca da borra e o teste da
surfactina industrial para os 6 grupos de experimentos rodados em duplicata. Todos o0s

resultados estdo no Apéndice 1 desta Tese.

3.6 Analise por infravermelho das amostras de surfactina

A Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (EIVTF) foi baseado
em Janek (et. al. 2021), onde comparou-se 0s espectros de uma amostra padréo de surfactina
com as amostras produzidas pelo B. subtilis. Esta analise demonstra, de forma qualitativa, as
ligacBes quimicas, caracteristicas, presentes na surfactina, como o grupo carbonila.

A presente analise foi feita em Portugal, no espectrémetro modelo FTIR DW-FTIR-530
da marca Drawell, na Universidade de Evora. Para efeito comparativo da anélise foram
escolhidas as 3 amostras de maior concentracdo de surfactina, a 3, 5 e 6, a de menor
concentracdo (amostra 1) e uma de concentracdo intermedidria, a amostra 10. Estas amostras
foram previamente analisadas, no Laboratorio de Analises Quimicas do Centro Universitario

SENAI CIMATEC, via cromatografia liquida de alta eficiéncia, para obter suas concentracdes.

3.6.1 Analise Quantitativa para determinacgéo da surfactina utilizando CLAE-DAD.

Posteriormente a ressuspensao do extrato com 5,0 mL de acrilonitrila:metanol (1:1, v/v),
as amostras foram colocadas em vials, previamente filtrada com filtro PTFE, 0,2 p, 13mm e,
disponibilizadas para a analise cromatogréafica. A andlise para identificacdo e quantificacdo da
surfactina nas amostras foi feita por meio da adaptacdo do método descrito por Wei, (2004). A

concentracdo da surfactina foi determinada utilizando um cromatografo liquido de alta
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eficiéncia (Shimadzu Co. 20A, Japéo), equipado com detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
operando a 190nm.

A separacéo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa Restek
Roc C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm). A composicdo da fase movel foi de 20% de acido féormico
(0,2%) e 80% de acetonitrila de forma isocrética. O fluxo da fase moével foi de 1 mL.min, a
temperatura do forno da coluna setada para 28°C e o volume de injecdo das amostras foi de 20
uL. O tempo total das corridas foi de 22 minutos.

A identificacdo da surfactina nas amostras analisadas foi realizada por meio da
comparacédo entre os tempos de retengéo obtidos pela injecdo de solugdo-padrdo de surfactina
diluida em acrilonitrila:metanol (1:1, v/v) e os tempos de retencdo dos picos das isoformas da
surfactina obtidos nas amostras. Foram obtidos cinco picos cromatograficos com a solugéo-
padrdo de surfactina, os quais corresponderam as cinco isoformas desta substancia. Os tempos

de retencdo dos picos das isoformas, referentes a solucdo-padrdo foram de 9,502; 10,548;
12,019; 12,437 e 13,462 minutos, (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, da solugéo padréo de surfactina (125 mg I%),
contendo a identificagdo dos picos cromatograficos das cinco isoformas do analito
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Fonte: autoria propria (2022).

Para a quantificacdo foi utilizado um padréo analitico da surfactina (Sigma-Aldrich),
com pureza de 95%. Uma curva analitica foi construida, como mostra o grafico 2, por meio de
diluicdes sucessivas da solucdo-padrédo de surfactina, em metanol, sendo consideradas as
seguintes concentragdes: 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mg I"X. A construgdo da curva analitica
foi realizada pela soma das médias das areas dos picos das cinco isoformas presentes na

solugdo-padréo. O limite de deteccéo (LD), calculado para esta curva, foi de 11 mg I e o limite
de quantificacio (LQ) de 36 mg I
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Gréfico 2 - Curva analitica obtida para a quantificacdo da surfactina presente nas amostras 1 a 12 do
experimento 6.
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Fonte: autoria propria (2022).

3.7 Andlise viabilidade econ6mica

Para esta analise de viabilidade econdmica foi considerado os seguintes parametros:

e Planta de fermentacao tipo: batelada (processo descontinuo);

e Volume total do reator: 50 m?;

o Capacidade de fermentacdo (52% do volume do reator): 26 m*/dia com taxa de
aeracdo de 48%;

e Massa de borra utilizada: 1.386 kg /dia o que corresponde a 14% da borra gerada,
diariamente, pela empresa localizada em Feira de Santana-BA, conforme descrito no
item 3.1 desta tese;

Com base nestes parametros foi escalonado, do nivel laboratorial para industrial, no
valor de 300.000 vezes. Este escalonamento da quantidade de matéria prima e reagentes esta
representado na planilha no Apéndice 2 deste trabalho, juntamente com os valores, respectivos,
de cada matéria prima e reagentes, obtidos por valor de mercado em sites de compras,
resultando no valor total de reagentes e matérias primas utilizados neste processo, que formam
as despesas operacionais, OPEX.

Com o resultado de quantidade de matérias primas, substratos e reagentes calculados no
escalonamento foi projetado os equipamentos que compde a escala industrial, conforme o

fluxograma da figura 10 e planilha do Apéndice 2 desta tese, sendo:
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01 tanque de 4 m® para mistura e preparacdo das solucdes: primeira solugdo, fosfato
dibasico de potéssio; segunda solucdo, sulfato de aménio com sulfato de magnésio
heptahidratado e terceira solugdo, chamada de solucéo estoque.

01 reator, fermentador, de 50 m?, encamisado, com taxa de ocupagio de 52% onde se
processard a fermentacdo por 24 horas, com aeracdo, medicao de pH e temperatura a ser mantida
a 37,4 °C.

01 tanque de 50 m® para recebimento de todo o material apds a fermentacdo; uma
centrifuga multiuso de 5 m3, onde serfo feitas as 3 centrifugagdes do processo;

01 tanque de acidificagio de 6 m3; tanque para armazenamento de 4cido cloridrico;

01 tanque para armazenamento de soda caustica;

01 tanque para armazenamento e dosagem de metanol e cloroférmio; bombas;

01 evaporador com capacidade de 6 m®,

Figura 10 - Fluxograma de produgdo de surfactina

PRODUCAO DE SURFACTINA (A BATELADA) Gases
Equipamentos Multiuso ou Multipropadsito (

1.a Solugdo Meio de Coifa
(micronutrientes) Cultura T-05
2.a Snlugﬁo Borra/Glicose MeOH ST?fmbt‘_’r
(macronutrientes) Clorof. urfactina
3.a Solugdo T eor sélida
(Estoque — EDTA) i -
6m?
H20
2.a centrifugacdo / 3.a centrifugacdo
m R-01 ;)01': m
3 m
50m : T-03 T-04
o1 6 m? 15 m?
am? c-01 T-02 A
5m? 6m? HCl NaOH
3im im
r A

B-02
B-01 . 1 B-04 B-05
50 m¥h

7 m¥h B-03 Descarteou 9 m¥h 15 m%h
B-01B 12 m¥h Regeneragéo
12 m¥h do Bacilus subtilis

Fonte: Autoria prdpria (2022)

Com base nas dimensdes destes equipamentos e materiais de constru¢cdo dos mesmos
foram calculados, utilizando os Softwares: Super Pro Designer e de Analise Econémica de
Processos Quimicos, este ultimo, desenvolvido por Santos, Pessoa e Calixtos (2022) onde
obteve-se 0s valores das despesas de capital, ou seja, 0o CAPEX dos equipamentos. A produgéo

foi baseada no fator de conversao de substrato em produto, calculado no item 4.4 desta tese:
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Yois = (129-0)/(40,8-18,0)
Ypis = 5,66 (mg de produto obtido por g de substrato).

Ou seja: foram produzidos 5,66 mg de surfactina para cada grama de borra utilizada. Por
dia foi utilizado 1.386 kg de borra, gerando 7,84 kg de surfactina. O preco da surfactina
produzida foi pesquisado em uma empresa produtora de surfactina na india: preco cotacao,
FOB, em Mumbai, da empresa Altinbio PV LTDA. Valor U$$ 3.800 / kg, base Julho 2022. A
conversdo utilizada da moeda foi: 1U$$ = R$ 5,50. Com base na receita gerada, custos de
producdo (OPEX) e valor investido em equipamentos, (CAPEX), foi calculado a analise de
investimentos, utilizando o software Analise Econdmica de Processos Quimicos, (AEPQ), e 0s

resultados serdo mostrados no capitulo 4 de resultados e discussdes.
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4 RESULTADOS

Os resultados apresentados abragem desde as analises fisico-quimica e cromatografica
da borra, as analises qualitativas e quantitativa da surfactina, bem como resultados da

viabilidade econbémica.

4.1 Andlise da Borra

A média dos resultados de analises, realizadas pela empresa, de &cidos graxos totais e
percentual de umidade em oito datas distintas, em maio de 2018, foram, respectivamente:
38,02% de &cidos graxos e 38,06% de umidade.

A seguir os resultados das analises fisico-quimicas da borra oleosa utilizada no
experimento. Todas as analises foram feitas em triplicata. Foram analisados o percentual de
6leo neutro, pH, teor de residuos saponificaveis e % de umidade. Os resultados apresentados

na Tabela 5:
Tabela 5 — Resultados das andlises fisico-quimica da borra oleosa

. DESVIO

~ AMOSTRA 1| AMOSTRA 2| AMOSTRA 3 | MEDIA x
PARAMETROS PADRAO

% de Oleo Neutro 6,44 6,81 8,13 7,13 0,89

pH 9,29 9,36 9,35 9,33 0,10

Teor de Res?;c;sl_??pomflcavels 33,56 3150 3185 32.30 1.10

% Umidade 53,04 52,50 52,19 52,57 3,81

Fonte: autoria propria (2019).

O principal componente para utilizacdo desta borra oleosa como substrato no processo
fermentativo para producéo da surfactina sdo os acidos graxos, (residuos saponificaveis). Como
ndo foi encontrado na literatura dados comparativos com esta mesma borra, composta de um
mix 1:1 em 50% em peso de 6leo de algodao e soja, foi comparado ao resultado do trabalho de
Fré e Rech (2013) no qual foi analisada uma borra oleosa de soja, sendo encontrado 27,66% de
acidos graxos. Nota-se que a borra analisada para esta tese apresentou um percentual maior, na
média de 32,30% de &cidos graxos. Este valor superior apresenta uma vantagem competitiva
desta borra oleosa em comparacdo a borra formada apenas por 6leo de soja, ja que os acidos
graxos sao as fontes de carbono que serdo consumidas pelos B. subitilis.

Devido a importancia destes acidos graxos no estudo foi feita uma andlise via

cromatografia gasosa desta borra, onde os resultados para os ésteres dos acidos graxos
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correspondentes analisados estdo tabulados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados da analise cromatografica gasosa para os ésteres dos acidos graxos presentes na

borra oleosa.

MEDIA

< DESVIO
Mz COMPOSTO TR AI(?(yEO,)AS PADRAO
158 Octanoato de Metila 5,827 ND 0,00
186 Decanoato de Metila 6,523 0,43 0,06
214 Laurato de Metila 7,759 1,88 0,19
242 Tetradecanoato de Metila 9,499 0,84 0,02
268 Palmitoleato de Metila 12,260 0,44 0,17
270 Palmitato de Metila 12,589 35,21 0,06
294 Linoleato de Metila 15,864 45,08 0,02
292 Linolenato de Metila 15,950 1,06 0,01
296 Acido cis-9-octadecenoico 15,980 5,90 0,08
298 Octadecanoato de Metila 16,447 6,67 0,02
326 Araquidato de Metila 20,256 0,86 0,32
352 Erucato de Metila 23,330 ND 0,00
354 Docosanoato de Metila 23,783 0,76 0,01
382 Lignocerato de Metila 27,009 0,30 0,01

Mz = matriz TR =tempo de retencdo ND = ndo detectado
Fonte: autoria propria (2019).

A Tabela 7 mostra um comparativo dos dados de literatura, obtidos de Ramalho e Suarez

(2012), nas duas primeiras colunas, respectivamente, 6leo de algodéo e soja, com os dados da

terceira coluna, que foram obtidos, neste trabalho, por cromatografia a gas. Na cromatografia a

gas foram obtidos resultados para os ésteres de acidos graxos, dentro da faixa dos valores de

referéncia dos graxos dos 6leos de algodao e soja em Ramalho e Suarez (2012), principalmente

para: o &cido palmitico (cadeia Cis, Saturada), com maior percentual no dleo de algodéo e o

acido oleico (cadeia C1gsimples insaturacdo) e o acido linoleico (cadeia Cis, dupla insaturacao),

presente em ambos o0s 6leos.

Os resultados das analises fisico-quimicas e cromatografica mostram que a borra é um

adequado substrato para fermentacdo pelo B. subitilis, principalmente por apresentar cadeias

carbdnicas de 16 e 18 4&tomos, presentes nos acidos graxos (LARINI et. al., 2017).
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Tabela 7 —Comparativo com resultado da analise cromatografica da borra e dados da literatura

Oleo de algodo: | Oleo de soja: Borra:
ACIDOS GRAXOS [ESTRUTURA ;Q/QII:_SAQEEI\?C?;E ;Q/QII:_SF?I;I\?C?E\ RESULTADOS
’ %) %) DA GC (%)
Acido Palmitico C16:0 17,0-31,0 7,0-140 35,2
Acido Palmitoleico C16:1 0,5-2,0 <0,5
Acido Esteérico C18:0 1,0-4,0 14-55
Acido Oleico Ci18:1 13,0-44,0 19,0-30,0 59
Acido Linoleico C18:2 33,0-59,0 44,0 - 62,0 45,1
Acido Linolénico C18:3 01-21 40-11,0 11

Fonte: adaptado de Ramalho e Suarez (2012).

4.2 Anélises qualitativas da producao de surfactina

Foram feitos trés tipos de analises qualitativas para deteccdo da surfactina, detalhadas a

sequir:

4.2.1 Teste de colapso da gota

O teste de colapso da gota é percebido, visualmente: com agua e 6éleo, mantém a

imiscibilidade e a tensdo superficial, conforme tubo a esquerda da figura 11. Com surfactante

industrial e 6leo hé o colapso da gota, conforme visto no tubo a direita da mesma figura.

Figura 2 - A esquerda 6leo e agua; a direita dleo e surfactante

Fonte: autoria prépria (2018).
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Nas gotas de 6leo espalhadas nas 4 placas de Petri da figura 12, observou-se a quebra
da tenséo superficial na placa contendo surfactatnte comercial e da amostra 11 (quarta placa).
N&o houve quebra da tensdo superficial na primeira placa, contendo agua e da amostra 9
(segunda placa). Quando comparado a amostra 9 e 11, observou-se que a amostra 11 teve uma
concentracdo de surfactina maior que a amostra 9, quando analisada pela Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia.

Figura 12 - Teste de colapso da gota

Fonte: autoria propria (2018).

4.2.2 indice de emulsificacio 24 horas (IE24)

O indice de Emulsificaco 24 horas (IE24) é uma anélise qualitativa comparativa para
avaliar a presenca de surfactante. No entanto, quando comparado com outras amostras do
mesmo experimento, pode indicar a presenca comparativa quantitativa entre as mesmas,
conforme a tabela 8.

O resultado apresentado na Tabela 8 refere-se a média dos resultados do experimento
de namero 6, rodado em duplicata. Conforme informado na metodologia todos os resultados
dos outros 5 experimentos, rodados em duplicata, estdo no Apéndice 1 desta Tese.
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Tabela 8 - indice de Emulsificacio 24 horas: média do experimento 6, feito em duplicata

AMOSTRAS ALTURA CAMA ALTURA TOTAL %
EMULSIFICADA (cm)
(cm)

1 11 3,6 31

2 14 3,5 39

3 1,3 3,4 37

4 1,3 3,56 37

5 15 3,8 40

6 15 3,4 43

7 15 3,56 42

8 15 3,5 41

9 1,2 3,8 30

10 1,3 3,3 38

11 1,2 3,7 32

Branco — sem glicose 1,1 3,5 30
Surfactante industrial 1,8 3,6 49

Fonte: autoria prépria (2021).

O maior indice de emulsificacdo de amostra contendo glicose (3%) e borra (6%) ocorreu
na amostra 6 (43%), comparado ao surfactatnte industrial, que atingiu 49% de indice de
emulsificacdo, indicando a maior producdo de surfactina na amostra 6.

As duas seguintes amostras com maiores indices de emulsificacdo foram amostras: 7
(42%) e 8 (41%), contendo, respectivamente: glicose (3%) e borra (6%) e glicose (0,17%) e
borra (6%). Os resultados de menores indices de emulsificacdo foram as amostras: 9 (30%),
contendo glicose (3%) e borra (0,34%) e amostra em branco, contendo apenas glicose, 5% e
0% de borra. Estes resultados indicam que maior quantidade de borra que glicose resultam um

maior percentual da camada emulsificada, indicando que ha maior quantidade de surfactante.

4.2.3 Resultados da Analise da Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier
(EIVTF)

Para efeito comparativo da analise foram escolhidas as 3 amostras com maior
concentracdo de surfactina, a 3, 5 e 6, a de menor concentragdo, amostra 1, e uma de
concentracdo intermedidria, a amostra 10. Estas amostras foram previamente analisadas, via
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Como a amostra esta solubilizada em metanol e acrilonitrila, na analise do grafico 3
tem-se de descontar a interferéncia na frequéncia 1534 cm™ da ligagdo O-H, presente no

metanol e frequéncia 1655 cm™ da ligagdo C-N, presente na acrilonitrila.
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Gréfico 3 - Leitura ampliada do EIVTF das 5 amostras analisadas, frequéncia: 500 a 4500 cm-1
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Fonte: autoria prépria (2022).

As bandas observadas na frequéncia entre 1650-1700 cm™ correspondem as bandas
caracteristicas ao modo da ligagdo CO—N, evidenciado no Gréfico 4, com a leitura ampliada do
espectro. O espectro na forma de “ombro” observado na frequéncia entre 1735-1750 cm™ é
devido a um grupo carbonila, (C=0), caracteristica presente na surfactina (KUMAR et. al.,
2018). A presenca de uma cadeia alifatica indicada pelos modos C-H em 2840-3000 cm™
também foi observada. Os espectros mostraram componentes peptidicos em 3300-3400 cm™
(N-H modo alongado).

A amostra 6 mostrou um espectro mais evidente, confirmando que o biossurfactante
produzido por B. subtilis cepa CCT 0089 tem uma estrutura e grupos funcionais semelhantes
ao padréo surfactina apresentado na figura 2. Os espectros de EIVTF séo semelhantes a outros
relatados na literatura, conforme citado em Soares (2014); Maroldi (2015) e Janek (et. al.,
2021.)

A regido corresponde ao —C—-CH2 e vibrac¢des do grupo —C—CH3 em cadeias alifaticas
indica que a surfactina da amostra 6 produzida por B. subtilis cepa CCT 0089, provavelmente,
contém algumas impurezas de diferentes estruturas quimicas, principalmente, de origem do
residuo de borra oleosa presente na surfactina. Diante da andlise realizada, pode-se dizer que
ha indicios de que o biosurfactante obtido pode ser a surfactina, porém sao necessarias mais
analises para se afirmar a veracidade deste fato, visto que pode haver a presenca de interferentes

como compostos aromaticos que também apresentam absorbancias proximos a faixa de 3000
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cmt, por exemplo, monossacarideos residuais que foram arrastados nas etapas de purificacéo

ou ainda a existéncia de outros metabdlitos possivelmente formados.

4.3 Analise quantitativa da surfactina usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia

Conforme relatado no item 3.3.3 da metodologia, evidenciado na tabela 4, os resultados
de concentragéo de surfactina, das 11 amostras do experimento 6, analisadas, em duplicata, via

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados das Amostras analisadas via CLAE

GLICOSE | BORRA | CONC. X
# AMOSTRA (%) (%) (mg.I) DESVIO PADRAO

1 1,00 2,00 49,15 0,00
2 5,00 2,00 74,21 1,88
3 1,00 10,00 128,15 1,81
4 5,00 10,00 110,77 *

5 3,00 6,00 125,08 0,99
6 3,00 6,00 128,52 0,77
7 0,17 6,00 83,23 0,60
8 3,00 0,34 41,58 4,72
9 5,83 6,00 82,76 0,75
10 3,00 11,65 107,48 *

11 5,00 0,00 37,69 0,28

*amostras 4 e 10 ndo teve desvio padrédo, pois ndo foi rodado em duplicata
Fonte: autoria propria (2022).

Destaca-se que nos substratos contendo 3% de glicose e 6% de borra oleosa, ponto
central do planejamento estrela, foi obtido a maior producéo de surfactina (126,80 mg L), em
média. Observou-se ainda que as amostras que resultaram menor concentracdo de surfactina
foram dos substratos que tinham menor concentragéo de borra oleosa em relagéo a glicose.

A amostra 6 apresentou 5 picos nos tempos de retencdo mostrados no grafico 4,
resultando em uma concentracéo de 128,52 mg I,

As outras trés amostras com melhores resultados foram, na seguinte ordem decrescente:
3, 5, 4, com seguintes concentragdes, respectivamente: 128,15; 125,08; 110,77 mg.L™, todas

apresentando maior percentual de borra que glicose.
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Gréfico 4 - Cromatograma da amostra 6 apresentando os picos
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Fonte: autoria prépria (2022).

O grafico 5 mostra a concentracdo de surfactina, das 11 amostras, combinado com o

percentual de borra e glicose, de cada amostra, informado na legenda.
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4.4 Fatores de conversao e rendimento da surfactina

Com os resultados de concentracdo de surfactina analisados, via CLAE, em que a
amostra 6 apresentou o maior resultado de concentracdo de surfactina, foram simuladas as
mesmas condi¢bes de fermentacdo desta amostra, para o calculo dos fatores de conversao e
rendimento, conforme o gréfico 6.

Ao final de um processo fermentativo foi esperado a reducdo da concentracdo de
biomassa devido a queda de massa de substrato, sinalizando o final do processo devido a

escassez do substrato.

Gréfico 6 - Curvas de crescimento da biomassa, consumo de substrato e producdo de surfactina,
simulada da amostra 6
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Fonte: autoria propria(2022).
Fator de conversao de substrato em biomassa:

Yo = (0,80 — 0,33)/(40,8 — 18,0)

Yxs= 0,02 (g biomassa seca obtida por g de substrato consumido)
Fator de conversdo de biomassa em produto:

Ypix = (129-0)/(0,80-0,33)
Ypix = 276,43 (mg de produto obtido por g de biomassa seca).
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Fator de converséo de substrato em produto:
Yois = (129-0)/(40,8-18,0)
Ypis = 5,66 (mg de produto obtido por g de substrato).

A produtividade em produto:
Pp=(129-0)/ 24
Pp=5,37 (mg It hY).

O maior valor de concentragdo de surfactina obtido foi na amostra 6 foi de
128,52 mgl™. Nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho de producdo de surfactina
através de B. subtilis que utilizasse um substrato combinado da borra oleosa de soja e algodéo.
Deste modo, a comparacdo de resultados foi feita com trabalhos utilizando outros substratos,
como: melaco de cana-de-aglUcar, melaco de soja, suco de caju, que tiveram condicBes
semelhantes de fermentacéo, ou seja: temperatura de 37,4 °C, pH 6,8, com rotagéo de 200 rpm
e razdo de aeracdo variando entre 0,4 a 0,6.

No experimento de Rocha (2017), utilizou melago de cana-de-aclcar e obteve como
maior concentragao de surfactina o valor 199 mg.L™; sendo produtividade de produto, Pp= 8,18
mg.L1.h? e fator de converséo de substrato em produto de Yps= 0,046 g.g™*. Em Lima (2010),
utilizou melago de soja, obteve-se 91 ppm de concentracdo de surfactina e produtividade de
produto, Pp = 3,79 mg.L%.h"t. Em Wei (2007) utilizou meio formulado com glicose, obteve 250
mg.L? de surfactina. Oliveira (2013), utilizaram substrato de suco de caju, obtiveram
concentragdo de 215 mg.L™* de surfactina. Makkar e Cameotra (2002), utilizou como substrato
meio mineral suplementado com melago obteve surfactina na concentragdo de 200 mg.L™

Quanto ao uso dos micronutrientes, estudos de Wei, Lai e Chang (2007), mostraram que
Mg?*, K*, Fe?* e Mn?* foram efetivos na producéo de surfactina por B. subtilis ATCC 21332,
com rendimento de 1,6 g.L%. Na auséncia de Mg?* ou K* e Mn?* e Fe?* o rendimento diminuiu
para0,4g.L e 0,6 g.L 7, respectivamente. Quando Fe?* ou Mn?* estavam ausentes, o B. subtilis
ATCC 21332 produziu 80% da surfactina inicial. Os resultados indicaram que a interacéo de
Mg?* e K* promoveu um aumento na producio de surfactina para 3,34 g.L™, aproximadamente
0 dobro do rendimento inicial.

O fator de conversdo de substrato em produto foi utilizado na simulagédo da anélise da

viabilidade econdmica proposta para a planta industrial de surfactina.
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4.5 Andlise de viabilidade econdmica

Conforme metodologia descrita no item 3.7 deste trabalho: o calculo OPEX da operacao
de 1 dia, foi de U$$ 20.783,00. O célculo do valor gerado de receita diaria foi de 7,84 kg
surfactina X 3.800 U$$/kg = U$$ 29.810,00.

O CAPEX, informado na tabela 10, foi calculado, baseado no preco FOB, ano 2019,
conforme descrito em Santos, Pessoa e Calixtos (2022) utilizando o software Super Pro
Designer.

Tabela 10 - Célculo do CAPEX utilizando os softwares: Super Pro Designer e de Analise Econémica
de Processos Quimicos

Equipamentos TAG Unidade Custo
Tanque de preparacdo das solucdes T-01 4m? $ 210.000,00
Reator R-01 50 m? $1.428.000,00
Centrifuga C-01 5m? $52.728,68
Tanque de reepcdo do fermentado T-01b 50 m? $92.782,19
Tanquede acidificacio T-02 6 m? $ 208.000,00
Tanque de HCI T-03 6 md $ 26.000,00
Tanque de NaOH T-04 15 m® $6.000,00
Tanque de cloroférmio e metanol T-05 2md $ 26.000,00
Bomba de preparo da solucdo B-01 7 m3/h $3.224,11
Bomba do reator B-02 50 m%/h $ 5.565,98
Bomba de NaOH B-05 15 m¥h $3.511,46
Bomba da centrifuga B-03 12 m3h $7.737,87
Bomba de HCI B-04 9 mé/h $6.931,38
Evaporador E-01 204 ft? $142.715,28
TOTAL.: $2.239.196,95

Fonte: autoria prépria (2022).

Considerado uma Taxa Minima de Atratividade (TMA) de 20%; um tempo de carreira
da planta de 20 anos, com prazo de retorno dos investimentos a partir do 3° ano, tiveram os
seguintes dados de saida do software de Analise Econdmica de Processos Quimicos, disposto
no quadro 6.

O célculo deste software leva em consideragdo: a taxa de depreciacdo, custo de
utilidades, o imposto de renda e custo de méo de obra.
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Quadro 6 - Calculo dos indices econémicos da planta de surfactina projetada

Item Indices econémicos Valores
. Valor Presente Liquido (VPL) $18.914.846,84
2 indice de Lucratividade (IL) $1,42
3 Taxa Interna de Retorno (TIR) 49,71%
4 Ponto de nivelamento capac. min. op. da planta: 25%
. Tempo de "Pay back" 3 anos

Fonte: autoria prdpria (2022).

A descricdo dos indices econémicos presentes neste quadro sao:

e Valor presente liquido (VPL): define a viabilidade econdmica do processo baseado
no fluxo de caixa de um certo periodo descontando-se uma taxa de juros até o final do
empreendimento;

e Indice de lucratividade (IL): indice que se refere o quanto é retornado para cada
unidade de moeda investida;

e Taxa interna de retorno (TIR): é a taxa de resultados que serdo capitalizados e que
a empresa conseguira obter ao investir no projeto;

e Ponto de nivelamento: representando o percentual de capacidade de producédo que o
processo comega a pagar os custos fixos e variaveis;

e “Pay-back”: 0 tempo necessario de operacdo da planta para que o investimento inicial
seja retornado.

Pelos resultados apresentados nos indicadores da tabela 15 a planta projetada de
surfactina apresentou viabilidade econdmica com indice de lucratividade de $1,42 para cada
$1,00 investido, com taxa de retorno de 49,77%, com 3 anos de opera¢do para que se retorne o
investimento, com ponto de nivelamento de 25% de producédo para pagamento dos custos fixos

e variaveis.
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5 CONCLUSOES

Com base nos experimentos realizados em escala laboratorial, verificou-se que ha
potencial de emprego do residuo borra oleosa originada do refino de 6leo vegetal como
substrato alternativo para producdo da surfactina, tendo em vista que, mantendo-se a
temperatura, agitacdo e pH fixos no processo fermentativo, foi observado os experimentos que
empregaram maiores concentragoes da borra que glicose, houve maior producéo de surfactina.

A analise realizada por espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier
mostrou que o surfactante produzido pelo B. subtilis € um lipopeptideo ciclico comparavel a
estrutura da molécula de surfactina. Destaca-se que no substrato contendo 3% de glicose e 6%
de borra oleosa, foi obtida maior producédo de surfactina (126,80 mg/l, em média). Observou-
se ainda que as amostras que resultaram menor concentracdo de surfactina foram dos substratos
que tinham menor concentracdo de borra oleosa em relacdo a glicose.

Com relacéo ao fator de conversao de substrato em produto obteve-se um resultado de
5,66 (g de substrato por mg de produto obtido) e uma produtividade em produto de 5,37
(mg/l.h). Pelos resultados apresentados nos indicadores de viabilidade econdémica, a planta
projetada de surfactina apresentou um indice de lucratividade de $1,42 para cada $1,00
investido, com taxa de retorno de 49,77%, sendo viavel, economicamente.

Estes resultados demonstraram que a borra originada do residuo do refino da mistura de
6leo vegetal de soja e algoddo é um substrato adequado para producdo de surfactina pelo B.

subtilis.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Como sugestdo de trabalhos futuros, de forma a continuar o aprimoramento desta linha de
pesquisa, indica-se:
e O aprofundamento de técnicas para purificacdo da surfactina para ampliar a
aplicabilidade deste produto nas areas alimenticia e farmacéutica;
e Fazer o estudo pratico para escala piloto, de forma escalonar a produgdo do
biossurfactante para uma possivel escala industrial;
e Aprofundar a viabilidade econdmica do projeto, juntamente com um estudo de
avaliacdo da real disponibilidade de substrato e potencial mercado da surfactina.
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e Realizar andlises da performance ambiental da producdo da surfactina, comparada a

producdo do surfactante sintético.
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APENDICE 4: PRODUCAO TECNICA E CIENTIFICA

Producdo de biosurfactantes utilizando como substrato residuos do refino do
processamento de oleaginosas — uma revisao.
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VI PTI 2018 — Work Shop de Pesquisa, Tecnologia e Inovacao.

Novembro, 2018 - ISSN 2447-4215

SENAI CIMATEC, Salvador - BA

Preliminary evaluation use of lees generated in the refining vegetable oil mixture as a
substrate for the production of biosurfactant.

5t Latin American Congress on Biorefineries

January, 2019, Concepcion, Chile

Avaliacéo da borra oriunda do residuo do refino do processamento de oleaginosas para
utilizacdo como substrato para producéo de biossurfactantes.

IV SAPCT — Seminario de Avaliacdo de Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica.

Maio, 2019.

SENAI CIMATEC, Salvador — BA

Producdo de biosurfactantes utilizando como substrato residuos do refino do
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Atena Editora, 2019. Cap 1, p. 1-8. DOI 10.22533/at.ed.0131929071
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Study Biosurfactant Production, by Bacillus subtillis, from the Combination of Vegetable
Oil Refining Lees and Glucose.

Journal of Bioengineering and Technology Applied to Health
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Estudo da producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis, a partir da combinacdo da
borra de refino de dleo vegetal e glicose.
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Agro-industrial waste with potential use as a substrate in the production of biosurfactant.
VI International Symposium on Innovation and Technology (VI SIINTEC)

Outubro, 2020  ISSN: 2357-7592
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Production of biosurfactants by fermentation process using waste as substrate — a patent
review.
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