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RESUMO

Os Biossurfactantes sao compostos tensoativos produzidos por bactérias, leveduras e
fungos filamentosos, que apresentam na molécula uma porcdo hidrofébica e outra
hidrofilica, com potencial de reducdo da tensdo superficial da dgua e ou de emulsificar
liquidos com duas fases, 0s que apresentam essa Ultima caracteristica sdo denominados de
bioemulsificantes. Apresentam potenciais de aplicacdo em varias areas industriais como:
alimenticia, agricola, farmacéutica e petroquimica, devido a suas caracteristicas de
biodegradabilidade, ndo toxicidade e possibilidade de producdo a partir de substratos
renovaveis. Neste trabalho, estudos foram realizados com Bacillus subtilis UCP 0146,
investigando a producdo de bioemulsificante, empregando como substrato o efluente
agroindustrial (manipueira). O cultivo foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 250 ml
contendo 75 mL (100%) do meio de producdo (manipueira) de acordo com planejamento
fatorial completo 23, teve como variavel independente o volume do inéculo, temperatura e
agitacdo e como variavel resposta o indice de emulsificagéo (IE,s), com 5% de in6éculo com
concentracdo de 10® cel /mL, incubado a 30°C, sob agitagdo de 150 rpm por 72h. Foi
avaliado o bioemulsificante produzido no liquido metabdlico livre de células, a fins da
dosagem indice de emulsificacdo (IE,s). As caracteristicas do bioemulsificante avaliadas
foram tamanho das gotas de emulsao, estabilidade frente a varia¢cdes de pH, concentracao
de NaCl e temperatura. Os resultados mostraram que o bioemulsificante apresentou indice
de emulsificacdo de 95,2% para Oleo gueimado de motor na melhor condicdo do
planejamento (in6culo 9% (v/iv), 25°C e 100rpm), apresentando formacdo de emulsdo
estavel em relacdo ao IEy; em todas as temperaturas testadas, mas a melhor resposta foi
com a temperatura de 70°C (96.0%). Em relagéo ao pH, foi observado um IE,4, de 91,6% e
em relacdo a salinidade apresentou 92.0%. No teste de dispersdo do deslocamento obteve
o valor de 85,38 cm2. Quanto ao potencial de adsor¢éo do corante catidbnico azul de metileno
removeu 62,2% apo6s 12h, como também a remocao de 94,4% do 6leo queimado de motor
impregnado em solo arenoso. O Bacillus subtilis apresentou habilidade de produzir
bioemulsificante utilizando a conversdo metabdlica do residuo agroindustrial, tornando o
bioprocesso econdmico e com grande potencial na aplicagéo biotecnoldgica.

Palavras-Chave: Bioemulsificante, Bacillus subtilis, manipueira, efluente agroindustrial.
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ABSTRACT

Biosurfactants are tensioactive compounds produced by bacteria, yeasts and filamentous
fungi, which have come in the molecule a hydrophobic and other hydrophilic portion, with
potential to reduce water surface tension and liquid emulsion with two phases, called
Bioemulsifiers. The bioemulsifiers presented potential of application in several industrial
areas such as: food, agricultural, pharmaceutical and petrochemical, their characteristics of
biodegradability, non-toxic and possibility of production from renewable substrates. In this
sense, studies carried out with Bacillus subtilis UCP 0146, investigating a bioemulsifier
production, using as substrate the agroindustrial effluent (manipueira). Cultivation was
carried out in Erlenmeyer flasks containing 75 mL (100%) of the production medium
(manimetry) according to the 23 factorial scale, with 5% inoculum at a concentration of 10®
cells / mL, incubated at 30°C under agitation of 150 rpm for 72h, being evaluated the
bioemulsifier produced in the cell free metabolic liquid, the emulsification inde (IE,s). As the
good, the size of the emulsion droplets, stability to pH, NaCl and temperature. The results
showed that the emulsifier had a 95.2% emulsification index with the engine burned oil in the
best planning condition, showing a stable emulsion formation at all temperatures and a better
response at the temperature of 70°C (96.0%). Regarding pH was observed in assay 2, an
(IE24) of 91.6% relative to salinity or assay 4 represented 92.0%. In addition, no dispersion
test showed displacement of 85.3 cm of the oil and the discoloration of methylene blue in
aqueous solution, obtained the result of 62.2% removal. The Bacillus subtilis demonstrated
the ability to produce bioemulsifiers using a metabolic conversion of the agroindustrial
residue, making the bioprocessing economical and great potential in the biotechnological
application.

Key Words: Bioemulsifier, Bacillus subtilis, cassava flour wastewater, agroindustrial effluent.
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1.1 INTRODUCAO

Os bioemulsificantes sdo moléculas anfifilicas que apresentam capacidade de
formacdo de emulsdes estaveis, além de elevado peso molecular e baixo poder de
reducao da tensao superficial (SOUZA, 2016; SATPUTE, 2017).

Varios micro-organismos sdo capazes de produzir extracelularmente
bioemulsificantes, a partir do metabolismo, se necessario formando emulsfes estaveis em
agua/dleo ou oOleo/dgua, além de desemulsificar e solubilizar substancias hidrofébicas,
anticalcitrantes e hidrocarbonetos (SOUZA, 2016; PUNNIYAKOTTI, 2017; SATPUTE,
2017).

A producdo de emulsificantes naturais (bioemulsificantes) por via microbiana
apresenta diversas vantagens em relacdo aos seus sintéticos, tais como: elevada
biodegradabilidade, baixa toxidade, baixa irritabilidade e biocompatibilidade (DIAZ DE
RIENZO et al., 2016; ZHAO, 2016; BISWAS et al., 2017; PUNNIYAKOTTI, 2017).

Contudo, os estudos com a producdo de novas biomoléculas, estéo
condicionados a fatores limitantes como o uso de substratos convencionais pelo
elevado custo, ndo sendo ainda competitivos em relacdo aos emulsificantes sintéticos
(UZOIGWE et al. 2015; PUNNIYAKOTTI, 2017; RADZUAN, 2017).

Os avancos cientificos na era da globalizacdo industrial tém direcionado cada vez
mais, diversas indulstrias para a biotecnologia, visando a obtencdo de bioprodutos,
considerando a ampla aplicagdo em diversos setores industriais como: alimenticia,
agricola, farmacéutica, quimica e petroquimica, gerando assim, crescentes demandas
(SEKHON-RANDHAWA, 2014; UZOIGWE et al. 2015; PUNNIYAKOTTI, 2017).

Desta forma, a utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato permitem um
baixo-custo no processo de producdo, otimizando a purificacdo e o rendimento,
tornando a producdo menos onerosa e mais competitiva no mercado
(RANDHAWA, 2014; SHARMA et al., 2016; JOY et al., 2017).

A utilizacdo de substratos renovaveis para producdo de bioemulsificante é uma
importante contribuicdo para a reducdo dos custos de producdo em larga escala e no
processo de comercializacdo. Além disso, o0 uso desses residuos € uma fonte renovavel
gue contribui com a minimizag&o da poluicdo ambiental causada pelo descarte inadequado
dos residuos (COSMANN, 2017).
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Assim, a preocupacdo mundial com questdes econdmicas e ambientais geraram em
2015 na Unido Europeia (EU), uma comissdo que lancou bases para uma “Economia
Circular’, apresentando como estratégia a prevencédo na producao de residuos e quando
estes ocorrem pelo processo inerente da producdo, que possam ser utilizados para formas
bioecondmicas, ou seja, que o uso de residuo seja valorizado pela transformacdo em um
bioproduto de elevado valor agregado (SATPUTE, 2017).

Assim, a produgdo de bioemulsificante por Bacillus subtilis, é justificado como uma
alternativa promissora, de baixo custo e com perspectivas de sustentabilidade pelo
aproveitamento do residuo industrial (manipueira), como fonte renovavel, além de

possibilitar o desenvolvimento cientifico e atendimento as demandas do mercado mundial.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

e Investigar o potencial biotecnolégico do Bacillus subtilis UCP 0146, para producéo

de bioemulsificante, empregando efluente manipueira como substrato.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a producdo bioemulsificante por B. subtilis UCP 0146 empregando

manipueira;

e Realizar um planejamento fatorial completo 23, tendo como variaveis independentes
o volume do inéculo, a temperatura de incubagcdo e a agitacdo e como variavel

resposta o indice de emulsificacao;
e Selecionar a melhor condi¢céo de producéo do bioemulsificante por B.subtilis;

e Avaliar o crescimento do B. subtilis e a produgcdo do bioemulsificante na condi¢do

selecionada do planejamento que apresentar melhor resultado;

BN

e Avaliar a estabilidade do bioemulsificante frente a diferentes condi¢cdes de

temperaturas, pH e concentragdes de salinidade;

e Aplicar a biomolécula.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Compostos de superficie ativa

1.3.1.1 Surfactantes e Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos quimicos derivados do petréleo e estima-se que
cerca de 10 milhdes de toneladas por ano sdo produzidos. Entretanto, o interesse na
preservagcdo ambiental tem conduzido a utilizagdo dos surfactantes de origem biolégica por
apresentarem elevada aceitabilidade ecoldgica e baixa toxicidade (MAKKAR, et al., 2012;
PARTHIPAN , 2017). Dentre os surfactantes utilizados comercialmente destacam-se o0s
ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (anibnicos) e sais de amonio quaternario
(catibnicos) (SHARMA, SAHARAN, 2014).

As caracteristicas anfipaticas dos surfactantes ocorrem devido a presencga de uma
porcao hidrofébica (apolar hidrocarbonada) e outra hidrofilica (polar ibnica, ndo-idnica ou
anfotérica) na mesma molécula, possibilitando reduzir a tensdo superficial e interfacial,
além de proporcionar formacdo de emulsGes estaveis. Estas caracteristicas permitem
produzir detergentes, emulsificantes e dispersantes, o que possibilita aplicacdo industrial
(CORREA, 2015; SOUZA, 2016; PEREZ et al., 2017; SILVA, et al., 2017).

Os biossurfactantes sdo subprodutos naturais de origem microbiana (bactérias,
fungos e leveduras) com propriedades, iguais ou superiores aos surfactantes sintéticos
(NITSCHKE et al., 2007; PANJIAR,2017). As vantagens dos biossurfactantes em relacéo
aos surfactantes quimicos séo: elevada biodegrabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade
ecolégica e possibilidade de serem produzidos com a utilizagdo de matérias-primas
renovaveis e de baixo custo (NITSCHKE; PASTORE 2006; SANTOS, 2016).

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes séo naturais, podem
ser produzidos por micro-organismos, plantas e animais. A classificagdo é baseada na sua
estrutura quimica e pela espécie microbiana produtora e também pelo seu peso molecular,
embora o potencial de producdo seja determinado também pela genética dos micro-
organismos e a natureza do substrato. O tipo de biossurfactante é muito especifico
podendo variar de espécie para espécie (LUNA et al.,, 2013; JANEK et al., 2012; SAHA,
2017).
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As principais classes destes metabdlitos secundéarios incluem os glicolipideos,
lipopeptideos, acidos graxos, lipideos neutros fosfolipideos e biossurfactantes poliméricos e
particulados, sendo os lipopeptideos os biossurfactantes mais efetivos (SINGH, 2012;
AUDISIO, 2013). Dentre esses, os lipopeptideos e glicopeptideos sédo os biossurfactantes
gue possuem comprovada atividade antibidtica. Estudos indicam que o género Bacillus é
um dos maiores produtores de biossurfactantes do tipo lipopeptideo com elevado potencial
biotecnol6gico (HERCULANO et al., 2011; RUFINO, 2011; RAY, 2017).

O Bacillus subtilis é relatado como responsavel pela producdo de lipopeptideos
surfactantes, sendo o mais conhecido a surfactina. Além disso, o género também produz
lipopeptideos com propriedades antimicrobianas: fengicina, iturina, bacillomicinas e
micosubtilinas (DAS et al, 2008).

Estudos realizados confirmam a atividade antimicrobiana sobre 29 bactérias pelo
uso de dois lipopeptideos produzidos pelo B. subtilis. Lipopeptideos produzidos por B.
subtilis e por B. licheniformis foram testados contra micro-organismos patogénicos, sendo o
produto de B. subtilis efetivo contra bactérias Gram-positivas e ndo contra as Gram-
negativas; contudo ocorreu o0 inverso para o0 produto obtido de B. licheniformis
(KORENBLUM, 2012; KAVYANIFARD, 2016).

A surfactina age diretamente em membranas contendo fosfolipidios que possuem
cadeias mais curtas e/ou estdo em organizac¢dao fluida, consequentemente, interferindo com
as funcdes biologicas por meio da inser¢do nas bicamadas lipidicas, modificando a
permeabilidade da membrana, formando canais ibnicos ou por carrear cations mono ou
bivalentes, solubilizando assim, a membrana por acdo detergente (ARAUJO, 2012;
NITSCHKE; SILVA, 2016).

1.3.2 EMULSIFICANTES X BIOEMULSIFICANTES

1.3.2.1 DefinigOes e caracterizacao dos emulsificantes

Os agentes emulsificantes sdo moléculas que ao serem adicionadas as emulsdes
aumentam a sua estabilidade cinética tornando-as razoavelmente estaveis e homogéneas,
sendo a emulsdo um sistema coloidal disperso no qual as fases séo liquidos imisciveis ou
parcialmente misciveis (OLIVEIRA et al., 2004; FRANGE; GARCIA, 2009; CAMPOS et al.,
2013).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cin%C3%A9tica
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Em quase todas as emulsdes uma das fases € agua (fase continua) e a outra é um
liguido ndo miscivel chamado de Oleo (fase dispersa) e os glébulos do liquido disperso
apresentam, geralmente, diametros entre 0.1 pm e 10 um. Se o 6leo for a fase dispersa,
a emulsdo é chamada emulsao 6leo em agua (O/A); se o meio aquoso for a fase dispersa,
é chamado de emulsdo de agua em 6leo (AlO) (SHAW, 1975; KALE, 2017).

Por serem instaveis termodinamicamente as emulsdes ndo se formam
espontaneamente, sendo assim necessario fornecer energia para forma-las através de
processos fisico-quimicos como: agitacdo e a utilizacdo de substancias homogenizadoras.
A propriedade mais importante de uma emulsdo é a sua estabilidade, sendo esta
dependente de varios fatores como: diferenca de densidade entre as fases, viscosidade
do sistema, dimensfes do dispersoide, relagdo entre os volumes das fases, existéncia e
valor das cargas elétricas, presenca de substancias tensoativas e da tenséo superficial
(CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; JANEK et al.,, 2012; UZOIGWE et al., 2015; SOUZA,
2016).

Os emulsificantes sdo substancia ampifilicas, que apresentam em sua molécula
uma porcao apolar de natureza de hidrocarboneto, solivel em 6leo e uma extremidade
polar solivel em agua (figura 1). Estas substancias séo capazes de se solubilizar tanto em
agua quanto em Oleo. A sua solubilidade em o6leo é conferida pela cadeia carbbnica
enquanto que o grupo polar, por sua afinidade com a 4gua, é capaz de formar uma cadeia
carbonica e produzir uma solugdo aguosa. Quando estas substancias séo colocadas em
meio 6leo-dgua ou agua-ar elas se orientam de modo a manter os grupos hidrofilicos na
fase aquosa e as cadeias carbbnicas na fase oleosa, conforme a figura 2. Em funcéo
dessas caracteristicas, os emulsificantes reduzem a tensdo superficial na interface das
fases imisciveis, permitindo, portanto, que elas se misturem, formando a emulséo
(CIRIGLIANO & CARMAN,1985; INES- DHOUHA, 2015; UZOIGWE, 2015; SHARMA et al.,
2016).

Anélises internacionais do mercado indicam que a Europa, a area Asia-Pacifico e
os Estados Unidos detém a maior parte do mercado global de emulsificantes. Nos
proximos anos, é a regido Asia-Pacifico que devera apresentar a maior taxa de
crescimento anual, com Compound Annual Growth Rate (CAGR), de 8,0%. Além da
crescente demanda no setor de alimentos, bebidas e produtos para cuidados pessoais, 0s
emulsificantes estdo encontrando mercado também na forma de microemulsao no setor
farmacéutico e na biorremediacdo. O mercado de emulsificantes é um exemplo claro de
um mercado estavel, com crescimento revivido através da implementacdo de inovacdes
estratégicas e novas tecnologias (FOOD INGREDENT BRASIL, 2013).
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Figura 1. Caracteristica anfifilica do emulsificante

capaz de interagir
com a 4gua

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013.

A classificacdo é baseada de acordo com a distribuicdo de suas fases. Conforme a
figura 2.
Figura 2. Fases da emulséo

Emulsio Oleo/Agua Emulsio Agua/Oleo
Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013.

Também podem ser classificados pela carga, sendo os emulsificantes ibnicos
responsaveis por estabilizarem emulsGes do tipo 6leo/agua (Figura 3 A). Na interface, o
grupo alquila interage com as goticulas de 6leo, enquanto os grupos finais carregados se
projetam para a fase aquosa. A participagdo de ions com carga opostas propicia a
formacdo de uma camada dupla, essa previne a agregacao das goticulas do 6leo. Os nédo
ibnicos sdo orientados na superficie das goticulas do 6leo com a propor¢éo polar projetada
para a fase aquosa (Figura 3 B) (TADROS, 2013).

Figura 3. Atividade do emulsificante idnico 6leo em &gua (A) e atividade do emulsificante nao-idnico
agua em 0leo (B).

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013.
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A estrutura das emuls6es também é uma forma de classificar o sistema, segundo

Tadros et al, (2013), de acordo com:

1. O/A (6leo/agua) e A/O (4dgua/bleo)/ macro-emulsdes: normalmente possuem

uma faixa de tamanho de 0,1 - 5um, tendo como uma média de 1-2 um.

2. Nano-emulsBes: geralmente apresentam tamanhos variaveis de 20-100 nm.

Também como as macro-emulsdes, sdo apenas cineticamente estaveis.

3. Emulsdes ou micro-emulsdes micelares: estes geralmente possuem uma faixa

de tamanho de 5-50 nm e sdo termodinamicamente estaveis.
4. Duplas e multiplas emulsdes: sdo emulsdes-de-emulsbes, A/O/A.

5. Emulsdes mistas: sistema constituido por gotas de dispersantes diferentes que

nao se misturam de uma forma continua.

1.3.2.2 Estabilidade das emulsdes

A estabilidade de emuls6es de substancias ndo misciveis entre si permitem a
obtencdo de produtos estaveis cuja homogeneizacao possibilitard o processo industrial.
Quando ocorre a adicdo de um emulsificante a uma emulsdo contendo 4gua e Oleo é
formado na interface dos dois componentes um filme pelas moléculas do emulsificante
orientadas de acordo com a sua polaridade. Esta nova condi¢do ira reduzir a tenséo
interfacial entre os liquidos. Desta forma os liquidos imisciveis poderéo ser dispersos um

no outro, através da agitacao e formacao de micelas.

Segundo Wong (1995) a estabilidade coloidal da emulsdo considera que as

particulas dispersas estdo submetidas a a¢do de duas forcas independentes, sendo estas:

1- Atracdo de Van der Waals: esta forca atrativa se origina nas flutuacdes da
densidade eletrbnica em um atomo neutro. A distribuicdo desigual da densidade
eletrdnica cria momentaneamente um dipolo que pode induzir a formacdo de uma

estrutura similar em um atomo vizinho.

O potencial atrativo entre as particulas é igual a soma de todas as forcas sobre
todos os atomos, aumenta com o tamanho das particulas e diminui com a distancia entre

elas.

2- Repulsdo eletrostatica: uma particula com uma superficie carregada
uniformemente pode causar uma distribuicdo desigual dos ions da solucao,

formando uma dupla camada elétrica sobre sua superficie. Os ions com carga
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oposta a da particula se acumulam em torno da superficie, em uma concentracédo

gue decresce com a distancia.

Os mecanismos que favorecem o processo de instabilidade das emulsbes séo de

acordo com Ordériez (2005), como demonstra a Figura 4:

a)

b)

Separacdo das fases por sedimentacdo: As gotas dispersas tém densidade
diferente da fase dispersante, e, por isso, pode haver sedimentacdo e
separacdo das fases devido a forca da gravidade. A velocidade com que se
produz a emulsdo é diretamente proporcional ao tamanho das gotas da fase
dispersa e inversamente proporcional a viscosidade da fase continua ou

dispersante.

Floculagdo das gotas devido a supressdo das cargas elétricas, com a
consequente inibicdo das repulsdes eletrostaticas: As gotas se unem umas as
outras, ficando separadas por uma camada finissima da fase continua. Mediante
a floculagdo, aumenta-se o tamanho aparente das gotas e, portanto, a
velocidade de sedimentacdo. Os globulos movem-se como um conjunto, em vez
de individualmente. A floculacdo ndo implica na ruptura da pelicula interfacial
que envolve o globulo e, portanto, ndo se deve esperar mudanca no tamanho

dos globulos originais.

Coalescéncia das gotas: Aumenta-se se tamanho real, podendo-se chegar a
separacdo das duas fases em duas camadas por uma interface de superficie

minima. Implica, portanto, a ruptura da pelicula interfacial.

Figura 4. Esquema dos possiveis mecanismos de desestabilizagdo da emulsdo
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Fonte: ORDONEZ, 2005.
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Com o objetivo de diminuir o risco da desestabilizacdo rapida das emulsbes, €
frequente a utilizacdo de emulsificantes que possibilitam propiciar de forma significativa a

vida util das emuls6es. Podemos citar como exemplos:

a) Eletrélitos minerais, que proporcionam cargas eletrostaticas as gotas dispersas

para elevar a repulséo.

b) Moléculas tensoativas, como proteinas, que se orientam de tal forma que seus
extremos hidrofébicos e hidrofilicos se colocam nas superficies da interface
Oleo/agua, respectivamente. O acumulo dessas moléculas na interface reduz a

tensao superficial.

¢) Macromoléculas dissolvidas na fase continua, aumentando a viscosidade dessa
fase (polissacarideos espessantes) ou se adsorvendo na interface (proteinas
sollveis em agua), formando uma barreira na fase da coalescéncia (ORDONEZ,
2005).

1.3.2.3 Producao de bioemulsificante

Os termos biossurfactantes e bioemulsicantes sdo referidos como biomoléculas
tensoativas, porém os trabalhos recentes conseguiram identificar diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas dessas moléculas, passando assim a serem reconhecidas
como compostos diferentes, os biossurfactantes sdo representados por compostos de
baixo peso molecular, sendo classsificados por lipopeptideos, glicolipideos e entre outros
(CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; SMYTH et al. 2010; FRANZETTI et al. 2012; PEREZ et
al., 2017; SILVA, et al., 2017).

Os bioemulsificantes sdo capazes de estabilizar as emulsdes, sdo moléculas de
elevado peso molecular, como exopolissacarideos, podendo ser misturas complexas de
heteropolissacarideos e lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas. Apresentam uma
reducdo da tenséo superficial menos pronunciada quando comparado ao biossurfactante,
logo métodos como a medicao de superficie e tensado interfacial, colapso de gota e testes
de hemdlise muitas vezes nédo sdo suficientes para a identificacao e diferenciacdo entre o
bioemulsificante do biossurfactantes, ocasionando assim o descarte de bioemulsificante
por ndo apresentarem alteragbes significativas da tensdo superficial, em relagcdo ao
biossurfactante (CIRIGLIANO & CARMAN, 1985; JAGTAP et al., 2010).
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Desta forma, os métodos de indice e atividade de emulsificagdo sdo os mais
indicados para avaliar capacidade de emulsificacdo de biomoléculas empregando
substratos hidrofébicos (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; UZOIGWE et al. 2015).

No bioemulsificante 0 processo de solubilizacdo de substratos é elevado devido ao
seu acesso e disponibilidade para a biodegradacao, possibilitando a formacéo de emulsbes
estaveis, sendo considerada uma propriedade de grande interesse industrial (SEKHON-
RANDHAWA, 2014).

A demanda industrial de emulsificantes vem sendo crescente no mercado de
cosmético, alimento, farmacéutica e de petréleo, para atender a essas solicitacbes 0s
emulsificantes sintéticos sao usados gerando danos ao meio ambiente através da descarga
de residuos aquosos ou pela aplicacdo direta, causando toxicidade a microflora, peixes e
bactérias em concentracdes de 1mgn (SMYTH et al. 2010; NITSCHKE, 2016).

Assim, a producdo do bioemulsificante gerou o interesse industrial por apresentar
caracteristicas semelhantes aos sintéticos, no entanto com superioridade em relacdo a
baixa toxidade, biodegradabilidade, especificidade e um numero elevado de estruturas,
funcionalidade sob condi¢ces extremas de pH, salinidade e temperatura, estabilidade, entre
outros (CHANDANKERE et al., 2013, SEKHNON-RANDHAWA,2014), conforme Tabela 1.

A utilizacdo de hidrocarbonetos para a producédo do bioemulsificante eleva o custo
de producdo por serem compostos ndo misciveis com agua, havendo a necessidade da
utiizacdo de equipamentos especiais e gerando um baixo rendimento. O primeiro
bioemulsificante produzido comercialmente a partir de hidrocarbonetos foi o “Emulsan” pela
bactéria Acinetobacter cafcoaceticus RAG-1 (ATCC 31012). O ‘“emulsan” & um
heteropolissacarideo poliénico com peso molecular d 9,8 x10 ° D, os polissacarrideos que
0 constituem sédo trés amino-acucares: D-galactosamina, acido )-galactosamina urdnico e
um néo identificado (SOEMO, 2013; GUDINA et al., 2015).

Outro bioemulsificante com alto peso molecular € o “alasan”, um complexo anibnico,
composto por um polissacarideo e uma proteina, isolado da bactéria Acinetobacter
radioresistens (NAVON-VENEZIA et al., 1995). O género Streptomyces sp. produziu um
bioemulsificante composto de: proteina (82%), aclcar (1%) e polissacarideo (17%), que
apresenta alta atividade emulsificante e atividade superficial (KOKARE et al., 2007),

conforme a Tabela 2.
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Tabela 1. Classificacdo, exemplos e produgcdo mundial dos surfactantes/ bioemulsificantes.

Classificagéo Exemplos Produc¢do Mundial (%)
Anidnicos Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) ~50
Catidnicos Brometo de cetiltrimetilaménio (CTBA) ~5-6
N&o-ibnicos Polissorbato (Tween) ~40
Anfoéteros Betainas (aminoacidos de cadeia longa) ~1

Fonte: SOEMO, 2013

Tabela 2. Principais tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores

Grupo Subgrupo Classe Micro-organismo
Biossurfactantes Glicolipideos Rhamnolipideos =~ Pseudomonas aeruginosa
Baixo peso molecular Pseudomonas sp.
Sophorolipideos  Torulopsis bombicola, T.
apicola

Rhodococcus erythropolis
Trehalolipideo , Mycobacterium sp

Cellobiolipideos Ustilago zeae, U. maydis

Lipopeptidios e Surfactina Bacillus subtilis P.
lipoproteinas Viscosina fluorescens B.

Peptidio licheniformis
Acido-graxo, lipidio Acidos graxos Corynebacterium lepus

neutro e fosfolipideos

Lipidios neutros C. lepus

Fosfolipideos T. thiooxidans
Bioemulsificante Surfactantes Emulsan Acinetobacter
poliméricos calcoaceticus
Alto peso molecular Biodispersan A. calcoaceticus
Alasan A. radioresistens
Liposan Candida lipolytica
Surfactantes Vesiculas e A.calcoaceticus Varias
Particulados fimbrias Células bactérias
inteiras

Fonte: BENTO, CAMARGO, GAYLARDE (2008); SOURAV et al. (2015); UZOIGWE et al. (2015).
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1.3.2.4 Fatores que influenciam na producao de bioemulsificante

Os parametros do meio de cultivo irdo favorecer ou reprimir a sintese do
bioemulsificante. O efeito sobre a producao esta relacionado a fonte de carbono, nitrogénio,
sais, concentracdo de NaCl, pH, temperatura, agitacdo, aeracdo e o proprio micro-
organismo produtor (ROSERO et al., 2003; SYAHRIANSYAH; HAMZAH, 2016).

A fonte de carbono é considerada um dos fatores que mais influenciam na sintese,
uma vez que pode promover o crescimento do micro-organismo. A producdo de origem
microbiana exige uma combinacdo de fontes de carbono hidrofilica (glicose, lactose, n-
alcanos) e hidrofdbica (6leo de soja, 6leo de milho, dleo de linhaca, azeite de oliva e seus
efluentes obtidos da producédo industrial) (SAJNA et al., 2013; RUFINO et al., 2014).

Makkar, Cameotra (2002) observaram a producdo por Bacillus subtilis onde a
glicose, a sacarose e o piruvato de sédio foram favoraveis na producdo do bioproduto,
enquanto o n-hexadecano favoreceu apenas o0 crescimento da cultura durante a

fermentacéo.

Aparma et al. (2012) analisaram diferentes substratos de baixo custo, tais como
melago, glicerol, soro de leite e meio de fermentagcdo composto sem fonte de carbono, cujo
rendimento da producdo de raminolipideos (0,22 g/L) foi inferior se comparada as demais

fontes.

Utilizando fontes de carbono hidrofébico, Bhangale et al. (2014) relacionaram o0s
diferentes acidos graxos oriundos do 6leo de mamona e glicerol com a estrutura do

soforolipideo produzido.

As fontes orgénicas e inorganicas de nitrogénio sdo consideradas o segundo fator
que mais influéncia na producdo de surfactantes bioldgicos. O extrato de levedura
combinado aos sais de KH,PO, e/ou (NH,),SO, sdo as fontes mais utilizadas, pois as
variacdes das suas concentragdes influenciam diretamente na relacdo C/N (BAJAJ; TILAY;
ANNAPURE, 2012).

Essa razdo é avaliada em muitos estudos, pois esta diretamente relacionada ao
metabolismo microbiano, geralmente a producdo ocorre em concentracdes limitantes de
nitrogénio, na fase estacionaria de crescimento do microrganismo (DECESARO et al.,
2013).

Kiran et al., (2009) concluiram que a adi¢cdo de 10% (NaNO3) e 25% de extrato de
levedura produziu um pequeno aumento na producdo de biotensoativo por Aspergillus

ustus, sendo, portanto necessaria apenas adi¢cdo da fonte organica de nitrogénio ao meio.
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Os parametros fisico-quimicos temperatura, agitacédo, aeracao e pH sao fatores que
influenciam no rendimento da produgédo, assim como os fatores bioquimicos. A temperatura
pode favorecer o decréscimo ou aumento da sintese, pois 0 aumento da biomassa

favorece a liberacdo dos produtos metabdlitos da célula microbiana (SAHOO et al., 2011).

O pH do meio influencia o crescimento celular e a sintese de metabdlitos
secundarios. O rendimento da producao de lipopeptideos por Bacillus amyloliquefaciens foi
estavel sobre condicdes alcalinas e neutras (ZHAO et al.,2013). Khopade et al. (2012)
otimizaram a producédo do biossurfactante por Nocardiopsis sp. em pH 7,0 a temperatura
de 30°C, reduzindo a tensdo superficial para 30 mN/m. A producdo de raminolipideos por
Pseudomonas aeruginosa ocorreu 0 aumento do rendimento entre a faixa de pH 7,0 - 7,15
(AL-ARAJI et al., 2007) e a temperatura 6tima foi de 37°C (GEORGE; JAYACHANDRAN,
2013).

A agitacdo e a aeracdo possuem efeitos combinados, pois ambos facilitam a
transferéncia de oxigénio no meio de fermentacdo (AQUARONE, 2001). Estes fatores
também auxiliam a producdo de biossurfactantes, pois possibilitam a solubilizacdo de
substratos insollveis em agua e consequentemente o transporte de nutrientes no meio de
fermentacéo para o microrganismo (RAMKRISHNA et al.,2010). Willenbacher et al. (2015)
observaram um acréscimo do rendimento durante a producdo de surfactina aplicando o

processo fermentativo anaerébico para controlar a formacéo de espuma.

1.3.2.5 Bioemulsificantes produzidos por Bacillus subtilis

Os bioemulsificantes sé@o surfactantes naturais, diferenciados pela natureza quimica
da biomolécula e pela espécie microbiana produtora, enquanto os surfactantes sintéticos
sdo classificados pela natureza do seu grupo polar. Os surfactantes microbianos séo
moléculas complexas com grande diversidade de estruturas quimicas (BENTO,
CAMARGO, GAYLARDE, 2008), ainda para estes autores o tipo de biossurfactante, muitas

vezes é especifico do género, e as vezes da espécie.

Uma diversidade de micro-organismos, em sua maioria bactérias (Pseudomonas e
Bacillus), leveduras (Candida) e, em menor quantidade, os fungos filamentosos sao
responsaveis pela producdo dos bioemulsificantes (SAKTHIPRIYA et al., 2015; AL-
WAHAIBI et al., 2014).

Estes micro-organismos vem sendo isolados de diversos ambientes , tais como: de

terrestres (dguas e solos) contaminados com derivados de petréleo (BENTO et al., 2005;
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BATISTA et al.,, 2006; CHEN et al.,, 2012), marinhos, locais contaminados e néo
contaminados como aguas e sedimentos (DHAIL; JASUJA, 2012; HASSANSHAHIAN et al.,
2012a; 2012b; LIMA et al, 2017), com metais (VIJAYANAND; DIVYASHREE, 2015),
também em locais sob condicbes extremas de temperatura (MALAVENDA et al., 2015;
ELAZZAZY et al., 2015), pH (TAMBEKAR; DHUNDALE, 2012; TAMBEKAR et al., 2013), de
alta pressdo osmoética (BELGACEM et al., 2015), em ambientes salinos e hipersalinos
(SARAFIN et al., 2014; COUTO et al., 2015), reservatérios de petroleo (TABATABAEE;
ASSADI, 2005), e de 6rgdos de animais (JAGTAP et al.,, 2010; EBRAHIMI et al,. 2012;
SHARMA et al., 2016).

O interesse na identificacdo de micro-organismos capazes de produzir
bioemulsificantes isolados de ambientes extremos € uma area de elevado interesse para
aplicacdes industriais, uma vez que as adaptacdes especificas que estes metabdlitos
podem colaborem para sua estabilidade em habitantes adversos (COUTO et al., 2015;
BELGACEM et al., 2015).

Muitos micro-organismos tém capacidade para produzir uma vasta gama de
biossurfactantes, uma vez que a classificagao inicial foi dividida em duas; baseada em peso
molecular, propriedades e localizacdes celulares. Os biossurfactantes de baixo peso
molecular, por exemplo, os glicolipideos, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipideos e
acidos graxos, diminuem as tensbes superficial e interfacial nas interfaces ar/agua,
enquanto que o0s biossurfactantes de alto peso molecular sdo chamados de
bioemulsificantes; os biossurfactantes poliméricos e particulados (tais como emulsan,
alasan, lipossan, polissacaridos e complexos de proteinas) e sdo mais eficazes na
estabilizacdo de emulsdes 6leo-em-agua (NEU, 1996, FRANZETTI et al., 2009).

Estes sao bioemulsificantes eficientes que trabalham em baixas concentracdes e

nao exigem uma consideravel especificidade do substrato (DASTGHEIB et al., 2008).

Bactérias do género Bacillus sdo muito utilizadas para a producdo industrial de
proteinas recombinantes e biossurfactantes. Isso é devido ao fato de que a cultura dessas
bactérias em sistema de producdo em larga escala em densidades elevadas é de baixo
custo e complexidade (WESTERS, 2004), conforme a Tabela 3.
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Tabela 3. Principais tipos de biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis

26

Tipo de biossurfactante

Micro-organismo

Referéncias

Polimixina Bacillus polymyzxa SUZUKI et al., 1965
Surfactina B. subtilis ARIMA et al.,1968
Subtilisina B. subtilis BERNHEIMER et al., 1970
Cerexina B.cereus SHOJl et al., 1975
Gramicidina B.brevis MARAHIEL et al., 1979
Liguenisina B.licheniformis JAVAHERI et al., 1985
Fengicina B. subtilis VANITTANAKOM.,1986
Surfactina B.pumilus MORIKAWA et al., 1992
Surfactina B. coagulans HUSZCZA et al., 2003
Ramnolipideo B. subtiis CHRISTOVA et al.,2004

Surfactina B.atrophaeus NEVES et al., 2004
Bamilocina B. amyloliquefaciens LEE ET AL., 2007
Lipopeptideo B. circulans DAS et al., 2008
Glicolipideo B. megaterium THAVASI et al., 2008

Fonte: WESTERS, 2004.

Considerada como uma das principais espécies de micro-organismo para producao
de biossurfactantes, Bacillus subtilis foi, por muito tempo, considerada uma bactéria
estritamente aerobia, porém, estudos conduzidos nos Ultimos anos, mostraram que tal

espécie pode também crescer em ambientes anaerdbicos (ANDRADE, 2011).

O Bacillus subtilis € uma bactéria saprobia, gram positiva, proveniente do solo e
formadora de esporos (MELLONI et al.,1982). Apresenta o crescimento de forma individual
ou em pequenas cadeias. Sua classificacdo é demonstrada na Tabela 4. Possui mobilidade
através do flagelo pritriquio, € anerdbio facultativo e possui alta taxa de crescimento.
Diferente de outras espécies desenvolve-se em amplas variagfes de temperatura (15 a
70°C) e pH (2 a 9.3), reduz os nitratos e absorve o amido (KONEMAN & ALLEN, 2008;
BUITRAGO et al., 2011). A temperatura mais favoravel ao crescimento é entre 28°C e 35°C
e valores de atividade de agua entre 0.93 a 0.95.

Tabela 4. Classificacéo cientifica de Bacillus subtilis

Reino Bactéria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Espécie B. subtilis

Fonte: MELLONI,1982.
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Conhecida como produtora de lipopeptideos, a espécie Bacillus subtilis, ganhou
destaque pela sua facilidade na producgéo de surfactina, melhor lipopeptideo caracterizado
(KUSHIDA, 2000). Quando comparada a surfactantes sintéticos como o Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) e o brometo de trimetii aménio (BTA) e até mesmo com outros
biossurfactantes, a surfactina apresentou maior capacidade de reducdo da tensao
superficial e interfacial, além de possuir valores de concentracdo micelar critica (CMC)
inferiores. Além disso, a surfactina € capaz de formar emulsfes estaveis de O6leos

comestiveis em agua garantindo uma maior aplicabilidade industrial (BARROS et al., 2007).

1.3.2.4 Fontes renovaveis a producéo de bioemulsificante

Muitos micro-organismos sé@o capazes de utilizar diferentes substratos como fonte
nutricional, sendo extenso os substratos utilizados para producdo de bioemulsificantes,
podemos destacar os hidrocarbonetos de petréleo (MAHJOUBI et al., 2013), 6leo vegetal
residual (RUFINO et al., 2014), residuos agroindustriais (CASTIGLIONI et al., 2009;
FONTES et al., 2012), carboidratos (VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010), dentre outros. A
producdo de bioemulsificantes a partir de substratos renovaveis que apresentem uma
composicdo nutricional adequada na bioconversdo de produtos Uteis, conforme a
necessidade de aplicacdo pretendida pelas varias industrias vem promovendo um interesse
consideravel nos ultimos anos (MORAIS; ABUD, 2011; MARTI et al., 2015).

E frequente que os hidrocarbonetos induzam a sintese de bioemulsificante, porém a
presenca deste substrato ndo € um pré-requisito para todos 0s micro-organismos. Estes
podem crescer e produzir o bioproduto tanto em meio contendo substratos insolluveis
guanto soluveis e dependendo do substrato utilizado podemos observar alteragtes
estruturais (SHARMA et al., 2016).

Como estratégia para viabilizar a produgdo de metabdlitos microbianos utiliza-se
substratos alternativos. A utilizacdo do residuo minimiza os custos relacionados a producéo
como também permite a valorizagcdo econdmica de sua co-utilizacdo, e consequentemente
0 tratamento e os impactos ao meio ambiente, assim, 0 sucesso para uma producgao
econdmica ocorre pelo equilibrio do desperdicio permitindo o acimulo do produto. Além de
considerar o potencial enzimatico de varios micro-organismos de sintetizar biomoléculas
em diversos substratos imisciveis em agua, como 0s recursos renovaveis de efluentes da
producdo agricola, 6leos vegetais e residuos de destilarias e laticinios, entre outros
(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MORAIS; ABUD,
2011).
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Neste contexto, a mandioca é uma raiz com alto teor de amido cultivada na América
tropical anterior ao processo de colonizacdo. A espécie (Manihot esculenta Crantz) é
originaria do Brasil, regido amazénica com fronteira com a Venezuela e se constitui em
alimento energético amplamente consumido no mundo, especialmente nos paises em
desenvolvimento, o cultivo frequentemente é realizado por pequenos agricultores, em areas
e produtividade reduzidas (CANGNON, 2002; TIRONE et al., 2017).

Em relagdo a area cultivada, ocupa o 7° lugar no mundo e o 4° nos trépicos. Na
América do Sul, além do Brasil, o Paraguai, Colémbia, Peru e Bolivia representam quase
90% da producdo latino americana (FERREIRA, 2015; SEAB-PR, 2015).

A producdo de mandioca em Pernambuco é basicamente direcionada ao consumo
humano, na forma de farindceos, sendo insignificante a producéo de fécula de mandioca
para uso da industria no estado. Apesar de a producdo ser centralizada em pequenas
propriedades, o baixo uso de tecnologia, permite uma lavoura de subsisténcia, porém, pelo
potencial da cultura, essas areas poderiam ser melhores aproveitadas, para obter maior
produtividade da lavoura (IBGE, 2016).

No que se refere ao Estado de Pernambuco, seguem os dados obtidos de 2016 e a

expectativa para 2017 a partir de levantamento realizado pelo IBGE, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Perspectiva da area plantada, area colhida, producéo e rendimento da lavoura em
Pernambuco em 2017

Area plantada (ha) 0.968
Area colhida (ha) 43.914
Producéo (ton) 398.408
Rendimento médio (ton/ha) 9,072

Fonte: IBGE/LSPA (2016)

Segundo Gaspar (2014), a matéria prima para se fabricar a farinha de mandioca, é
uma planta da Familia Eufrobicea, um tubérculo, conhecido popularmente na regido como
macaxeira ou mandioca, sempre cultivada é utlizado na alimentacdo da populagéao
pernambucana, ocorrendo no estado a existiam varios tipos de mandioca, como:
branquinha, cruvela, caravela ou mamdao, engana-ladrdo, fria ou da mata, landim,

manipeba, vermelha, entre outras.

Um das caracteristicas da mandioca é a presenca de um glicosideo potencialmente

hidrolisavel liberando cianeto (HCN). A hidrélise ndo é evidente e s se realiza quando
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ocorre a trituracdo ou prensa do tubérculo, liberando uma enzima da propria planta res.
Caso a hidrélise ndo ocorra, o glicosideo, tecnicamente denominado de linamarina, é

estavel e ndo promove risco a salde e ao meio ambiente (CANGNON et al., 2002).

A liberacdo de HCN ocorre em uma velocidade significante somente apés o tecido
da planta a ser dilacerado (prensa ou trituracdo) e o glicosideo cianogénico entrar em
contato com enzimas catabdlicas. Em relagdo ao glicosideo linamarina, a primeira etapa é
catalisada por um [-glicosidase denominada linamarase. A clivagem produz glicose e
acetacianoidrina que se dissocia espontaneamente em pH maiores que 5,0 ou por acdo da
hidroxinitrila liase (HNL), formando HCN e acetona. No caso da mandioca, a linamarase e
HNL estdo localizadas nas paredes celulares das folhas e a linamarina e lotasustralina

encontram-se compartimentalizadas em vacuolos (CANGNON et al., 2002).

A manipueira é um efluente, com elevado potencial de agressdo ao meio ambiente.
A origem do termo vem do vocabulo indigena que foi incorporado a lingua portuguesa e
significa 0 suco ou agua de constituicdo das raizes, de aspecto leitoso, de cor amarelo-
clara que é extraida das raizes da mandioca (Manihot esculenta Crantz), em decorréncia
da prensagem das raizes frescas, picadas ou massa ralada da industria da farinha.
Frequentemente desprezado sem nenhum aproveitamento econémico e com elevado
riscos ambientais em decorréncia do processo de armazenamento e descarte (CORDEIRO,
2006).

A producdo desse efluente representa em torno de 267 a 419 litros por cada
tonelada de raiz prensada. Esse volume é elevado quando se considera o total gerado no
processamento em farinhas e féculas, 80% das 26,6 milhGes de toneladas produzidas no
Brasil (ROSSMANN, 2008).

A composicdo quimica da manipueira é basicamente constituida por carboidrato,
nitrogénio e diversos sais minerais possibilitando assim o aproveitamento como meio para
0 cultivo de micro-organismos (CORDEIRO, 2006; NITSCHKE, PASTORE, 2006). A tabela

6 apresenta a composicdo da manipueira em trabalhos apresentados.
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Tabela 6. Composi¢do quimica basica da manipueira

Variaveis Cereda Fernandes Barana Barana
(mg-L) (1994) (1995) (1996) (2000)

Cianeto Total 444,00 206.83,00 140,00 112,20
Nitrogénio 4.900,00 2.000,00 3.000,00 1.242,00
Carbono 37.000,00 35.000,00 35.000,00 12.330,00
Fésforo 160,00 250,00 300,00 325,00
Potassio 1.863,00 2.810,00 3.800,00 1.972,00
Calcio 227,00 200,00 400,00 838,00
Enxofre 195,00 78,00 200,00 60,00
Magnésio 405,00 290,00 600,00 326,00
Ferro 15,30 7,00 6,40 12,40
Zinco 4,00 3,00 5,00 32,50
Manganés 3,70 3,30 3,50 2,20

Fonte: MUTHUSAMY et. al.; 2008.

1.3.2.5 Potencial biotecnoldgico na aplicacdo do bioemulsificante

As propriedades funcionais que os biossurfactantes apresentam fazem com que
sejam compostos atrativos para sua utilizacgdo em uma variedade de processos e
operacgBes industriais e ambientais (THAVASI et al.,, 2011; FRACCHIA et al., 2014,
WAGHMODE et al., 2014).

1.3.2.5.1 Aplicacao nos processos ambientais

As propriedades dos bioemulsificantes de origem microbiana, como: emulsificacdo e
demulsificacdo, capacidade de dispersar hidrocarbonetos, capacidade umectante,
espumante e de detergéncia séo aplicadas em processos de biorremediacdo em ambientes
contaminados com compostos organicos e inorganicos (SOUZA et al., 2014; IVSHINA et
al., 2016). Outro fator importante é o fato dos bioemulsificantes serem ecologicamente
compativeis tornando-os biomoléculas com potencial para serem utilizados na remocéo de

agentes contaminantes em ambientes terrestres como também em aquaticos sem
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colaborarem com riscos de contaminagdo secundaria quando comparados aos
bioemulsificantes sintéticos (LAI et al., 2009; SINGH & CAMEOTRA, 2013).

Os corantes, em sua maioria, S&o agressivos ao meio ambiente, pois a poluicdo dos
corpos de agua com estes compostos provocam, além da poluicdo visual, alteracdes nos
ciclos bioldgicos afetando a vida aquatica, principalmente, nos processos de fotossintese
(MEDEIROS, 2011). Segundo Carreira (2006), os corantes sdo produtos quimicos
normalmente aplicados em solucdo, os quais se fixam de alguma forma em um substrato.
As principais caracteristicas desejaveis nos corantes sdo: serem estaveis a luz,
apresentarem uma distribuicdo uniforme, propiciarem um alto grau de fixacdo e resistirem
ao processo de lavagem. Os corantes téxteis apresentam dois componentes-chaves: o
grupo cromoforo, responséavel pela cor, e o grupo funcional, que se liga as fibras do tecido.
Existem centenas de corantes citados na literatura, e classificados por sua natureza

guimica ou em termos de sua aplicacao ao tipo de fibra (KUNZ et al., 2002).

Segundo a Ficha de Informag¢Bes de Seguranca de Produtos Quimicos (2009), a
decomposi¢do do azul de metileno pode gerar 6xido de enxofre e Oxido nitrico; além de
causar efeitos toxicolégicos em organismos aquéticos e na qualidade da agua. Esses
subprodutos sao toxicos a biota aquatica, diminuem a quantidade de oxigénio dissolvido, e
modificam as propriedades e caracteristicas dos cursos d’ agua (OLIVEIRA, 2006). Por
todas as caracteristicas apresentadas, o azul de metileno torna-se um residuo dificil de

tratar e, sendo catibnico, tem alta reatividade.

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), as tecnologias convencionais, como por
exemplo, os processos fisico-quimicos (adsorcdo, precipitagcdo, degradacdo quimica,
eletroquimica e fotoquimica) mostram-se com uma eficicia reduzida no tratamento desses
poluentes. Devido a essa condicdo, o estudo de novas metodologias se torna de elevada
importancia. Em relacdo as diversas alternativas para o tratamento dos efluentes
industriais, o tratamento bioldgico de degradacdo, especificamente, o processo aerobio
destaca-se por ser ambientalmente apropriado, pois possibilita uma completa
mineralizacdo do poluente organico com custo reduzido, apresentam elevada remocédo de
corantes sollveis (PANDEY et al., 2007).

1.3.2.5.2 Aplicacdo na industria de cosmético e terapéutica

A aplicacdo na formulacdo de produtos cosméticos foi reportada por Morita et al.,

(2013) como bom ingrediente na formulacdo de hidratantes para pele seca, para
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tratamentos de reparacdo capilar, dentre outros beneficios a partir de biossurfactante
MELs.

Para uso farmacéutico e cosmético por Paenibacillus macerans (LIANG et al.,
2014), os soforolipideo sédo utilizados comercialmente como umectantes e os ramnolipideos
sdo apontados como biocompativeis e ideais para uso cosmético (IRFAN-MAQSOOD;
SEDDIQ-SHAMS, 2014), assim como os lipopeptideos (VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).

Os bioemulsificantes e suas potenciais aplicacbes medicinais sao interesse de
estudo frequentemente, especialmente devido as propriedades bioativas (GHARAEI-
FATHABAD, 2011; RUFINO et al., 2012; SAMBANTHAMOORTHY et al., 2014; MEENA;
KANWAR, 2015).

1.3.2.5.3 Aplicacdo na industria de petréleo

Os bioemulsificantes apresentam um vasto potencial em relacdo a sua
aplicabilidade, podendo ser empregado na recuperagado aprimorada de petréleo, perfuragéo
de petréleo bruto (VARJANI, 2017).

A aplicagéo no campo de biorremediagdo mostra-se ser uma das mais promissoras,
diante dos resultados de estudos ja realizados, devido a capacidade de formacédo e
estabilidade de emulsGes entre hidrocarbonetos e misturas de agua, promovendo a
disponibilidade desses contaminantes no ambiente aquatico para 0s micro-organismos gue
metabolizam esses compostos hidrofobicos, além disso, sao eficientes pelo método de
lavagem na remocao de hidrocarbonetos em solos e sedimentos contaminados
(FRANZETTI et al., 2012, SOUZA et al., 2012; MONTAGNOLLI, 2015; INES, SAHNOUN,
GHRIBI. 2017).

Estudos demonstram respostas eficazes também na &area da biorremediacdo de
contaminacdo por metais pesados, que tendem a ser fortemente absorvido na matriz de
solos e sedimentos, limitando sua solubilidade e dificulta a sua remoc¢éo posterior. Logo, 0
método de lavagem com bioemulsificante aumenta a dessorcdo de metais em solos e
sedimentos, tornando esses compostos e outros poluentes para a captacdo microbiana,

gue sao degradados em produtos inécuos (COLIN et al. 2013).

Os altos custos das etapas de downstream dificultam a competicdo dos bioproduto
em relacdo aos sintéticos. Assim, a aplicacdo do bioemulsificante na inddstria petroquimica
e ambiental permite a obtencdo de um produto bruto, sem a necessidade de outras etapas

de purificacdo. Fato ndo observado na industria de alimentos, farmacéutica e de
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cosméticos que necessidade de um bioemulsificante com maior grau de pureza
(BARCELOS et al., 2014; RAHMAN, 2015).

1.3.3.5.4 Aplicacdo na industria de alimentos

Os bioemulsificantes apresentam multiplas possibilidades de aplicacdo na industria
alimenticia especialmente como agentes emulsificantes, solubilizantes, umectantes
(NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 2014), como também
no controle de crescimento, adesédo e formacéo de biofiimes de patdgenos microbianos
(CAMPOS et al., 2013). A emulsificagdo tem elevada importancia na consisténcia e textura
dos alimentos, dispersdo de fase e a solubilizacdo de aromas (CAMPOS et al., 2013;
SANTOS et al., 2016). A funcdo geral de um emulsificante € estabilizar a emulsao
controlando a agregacao de glébulos de gorduras e estabilizacdo de sistemas gaseificados
(SANTOS et al., 2016). Apesar de sua principal aplicacdo estar correlacionada a formacéo
e estabilizacdo de emulsbes, os bioemulsificantes também séo utilizados para melhorar a
textura e validade de produtos contendo amido, modificar as propriedades reolégicas de
massa para pao de trigo, melhorar a consisténcia e textura de produtos a base de gordura
(FRACCHIA et al., 2012).
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Resumo - Neste trabalho foi investigado o potencial de Bacillus subtilis UCP 0146 na
bioconversdo do meio contendo 75 ml (100%) de efluente de mandioca (Manipueira) para obter
bioemulsificante. A avaliagcdo da producéo foi realizada pela analise do indice de emulsdo (I1E,4)
e da tensdo superficial (TS). A carga i6nica, a estabilidade (térmica, ionica e pH medida pelo
IE;, e a viscosidade), a capacidade de remover e dispersar 6leo e tingimento téxtil foram
investigadas. B. subtilis produziu um bioemulsificador aniénico em meio contendo o efluentes de
mandioca na condicdo 4 do projeto fatorial ( 9% do inoculo, a 35 ° C e agitagdo de 100 rpm) com
TS de 39mN/m, IE,4 de 95.2 % e produz 2,69 gL-1. A estabilidade foi avaliada em diferentes
pH e concentracdes de NaCl (2-14) , como temperaturas (0-120°C), A dispersdo do 6leo (ODA)

foi de (85,83 cm?) , reduziu a viscosidade do 6leo queimado de motor (90,5 cP), como também a
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remocao de 94,4% de petroleo em solo arenoso e a capacidade de descoloracdo do azul de

metileno com resultado de 62,2%.

Palavras-chave: Bioemulsificante; manipueira; Bacillus subtilis; remocéo de poluente.

INTRODUCAO

Os bioemulsificantes sdo compostos com alto peso molecular, anfipaficos que
apresentam como uma das caracteristicas principais a atividade emulsificante. Possuem uma
porcao hidrofébica (aminoacidos, peptideos mono/dissacarideos, polissacarideos) e hidrofilica
(&cidos graxos saturados ou insaturados), possibilitando a interacdo com fluidos de diferentes
polaridades (6leo / agua e &gua / 6leo), formando microemulsBes, como também proporcionando
a aplicacdo para detergéncia, solubilizacdo e emulsificagcdo (Uzoigwe et al., 2015;Bardone et al.,

2016; Souza et al., 2016).

Ha uma diversidade de micro-organismos produtores de bioemulsificante, alguns
apresentam maior capacidade de produgdo como as bactérias, e leveduras e em menor propor¢ao
os fungos filamentosos. Em relacdo as bactérias, destaca-se as da espécie Bacillus, em especial
o Bacillus subtilis, que apresenta habilidade na producédo de lipopeptideo, degradacdo de cadeias
longas de alcanos e reducdo da viscosidade de misturas de hidrocarbonetos em condicGes de

anaerdbiose (Gudifa et al., 2013; Sakthipriya et al., 2015; Falode, 2017; Parthipan et al., 2017).

Os bioemulsificantes séo citados como biomoléculas de destaque no setor terapéutico e
biomédico, como também na agricultura, produtos farmacologicos, dermatologia, na industria
de alimentos, cosméticos e na biorremediacdo (Gudifia et al., 2013; Andrade et al., 2015;

Uzoigwe et al., 2015; Satpute et al., 2017).
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A utilizagdo na industria petroquimica ocorre devido aos bioemulsificantes serem
considerados melhores que os produtos quimicos sintéticos, devido as caracteristicas de
biodegradabilidade, baixa toxicidade e producdo a partir de fontes renovaveis, sendo aplicados
nos processos de dispersao de hidrocarbonetos, formacao de emulséo e redugédo da viscosidade
(Regina and Silva, 2014; Andrade et al., 2015; De Almeida et al., 2016;Varjani and Upasani,

2017; Vecino et al., 2017).

A utilizacdo dos residuos agroindustriais como matéria-prima de baixo custo para a
producdo microbiana de bioemulsificante € uma estratégia bastante explorada no campo da
biotecnologia, com o objetivo de reduzir os custos de producdo e praticar politicas ambientais

mais atuais (Jain et al., 2013; Selvam et al., 2016; Saha and Rao, 2017).

A manipueira € o efluente da mandioca resultante da producdo industrial de farinha. A
composicdo fisico quimica € basicamente constituida por carboidratos, nitrogénio e diversos sais
minerais caracterizando-se como suplemento com potencial significativo, possibilitando assim
processos de sintese microbiana de emulsificantes a partir de sua conversdao ( John and John,

2015; Elijah and Asamudo, 2016; Larissa et al., 2016).

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de um bioemulsificante por
Bacillus subtilis UCP 0146 aplicando metodologia “ecofriendly” usando como substrato a
manipueira, melhorando o conhecimento da estabilidade das propriedades na emulsdo e

aplicabilidade desta biomolécula.



MAIA, P.C.V.S. Producdo e aplicacdo de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146... 46

MATERIAIS E METODOS

Micro-organismo e Manutencao

O micro-organismo utilizado foi Bacillus subtilis UCP 0146 isolado de sedimentos de mangue m
(Rio Formoso- PE) e encontra-se depositado no Banco de Culturas UCP (Universidade Catdlica
de Pernambuco) o qual é registrado no World Federation for Culture Collection (WFCC). O
Bacillus é preservado no meio Agar nutriente (Peptona 5 g.L™*; Extrato de carne 3,0 g.L™" e Agar
18 g.L™"), a temperatura de 5°C, sendo transferido para o meio caldo nutriente (Peptona 5 g.L™;

Extrato de carne 3,0 g.L™).

Substrato
A manipueira, um subproduto da prensagem da mandioca (Manihot esculenta), foi gentilmente

cedida pela casa de farinha localizada no municipio de Pombos —PE, Brasil.

Producao do Bioemulsificante

O inoculo foi preparado transferindo-se células de B.subtillis do meio s6lido para o caldo
nutriente (Peptona 5 g.L™*; Extrato de carne 3,0 g.L™), incubado & temperatura de 30°C por 12h a
150rpm. Em seguida, 5% do inéculo contendo 10® UFC /mL, foram transferidos para o meio de
producéo do bioemulsificante. Em frascos de Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contento o
efluente manipueira 75ml (100%) como descrito por Nitschke e Pastore (2006). Os frascos foram
mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, incubados por 96 horas, a temperatura de 30°C. Apds
esse periodo as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm e filtradas para separacdo do liquido

metabolico livre de células. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Planejamento Fatorial Simples

Os efeitos e interacBes entre o volume do inéculo (mL), temperatura (°C) e velocidade de
agitacdo (rpm) para producdo do bioemulsificante foram investigados utilizando um
planejamento fatorial completo 2° como niveis e fatores especificados na Tabela 1. O software

STATISTICA versdo 6.0 da StatSoft® foi utilizado para analise estatistica dos resultados.

Tabela 1. Niveis do planejamento fatorial

Niveis
Fatores -1 0 1
In6culo (v/v) 1 5 9
Temperatura (°C) 25 30 35
Agitacao (rpm) 100 150 200

Determinacéao do pH

O pH do meio de producédo do bioemulsificante foi determinado no liquido metabdlico utilizando
potencidmetro modelo Orion potentiometer (Modelo 310), fabricado pela Orion Research Inc.,

(Cambridge, MA, USA).

Determinacéo da Tensdo Superficial (TS)

A tensdo superficial do liquido metabolico livre de células foi medida em tensidmetro modelo
Sigma 70 KSV Instruments Ltd., (Helsinki, Finlandia) pelo método do anel Du Nouy, a

temperatura ambiente (KUY UKINA et al., 2005).
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Determinagcao do indice de Emulsificacio (IE 24) e Avaliagdo da Estabilidade

A determinacio do Indice de emulsificagio do liquido metabdlico livre de células foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987). Os substratos
hidrofébicos utilizados foram 6leos de origem vegetal (milho, canola, soja, azeite e soja pos-
fritura) e derivados do petroleo (6leo diesel e 6leo de motor queimado), sendo os resultados
expressos em percentagem, apds 24h de observacdo. As amostras foram monitoradas a cada 30

dias, totalizando um periodo de 150 dias.

Analise Microscopica das Emulsdes

A analise microscopica das emulsdes foi realizada apds adicionar em tubos de ensaio 2mL de
substratos hidrofébicos (6leo de canola, soja, milho, éleo cozinha pés-fritura e 6leo queimado de
motor), ImL do liquido metabdlico livre de células coletado no intervalo de tempo de 24, 48, 72
e 96h , em seguida o liquido nos tubos foram homogeneizados em vortex durante 1 minuto. As
emulsdes foram observadas em microscopio 6ptico com aumento de 40x e as imagens

fotografadas em camera digital.

Avaliacéo do Efeito do Bioemulsificnte sobr a Viscosidade

O efeito do bioemulsificante na viscosidade de diferentes 6leos (6leo de motor queimado, 6leo
de milho, 6leo de soja, 6leo de pos-fritura de soja) foi investigado em tubos de ensaio contendo
6 mL dos respectivos 6leos e 2 mL de solucdo do bioemulsificante a 1% (p/v). Em seguida, 0s
tubos foram agitados em vortex durante 1 minuto e as viscosidades medidas a 25°C em
viscosimetro automatico (Brookfield (Middleboro, MA, USA; TC 500). O Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS) e detergente comercial foram utilizados como controle. Os resultados de

viscosidade foram expressos em cP e %.
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Avaliacéo da Estabilidade

A estabilidade do bioemulsificante foi avaliada no liquido metabdlico livre de células submetido
a diferentes pH (2, 4 ,6 , 8 ,10, 12 e 14), concentracdes de NaCl (0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%,
12% e 14%) e temperaturas (0°C, 5°C, 70°C, 100°C e 120°C), sendo avaliado pelo indice de
emulsificacdo apds 24 h e reavaliados a cada 30 dias totalizando um periodo de 150 dias ( perfil

cinético).

Extracédo e Rendimento do Bioemulsificante

O bioemulsificante de B.subtilis foi extraido a partir do liquido metabdlico livre de células
utilizando o método de precipitacdo com etanol de acordo com a metodologia de Nahato et al.,
(1996). Apos a extragdo, o bioemulsificante bruto foi lavado duas vezes com &gua destilada,

liofilizado e o rendimento expresso em g.L™.

Determinacdo da Carga l6nica

O caréter i6nico foi investigada utilizando 100mg do bioemulsificante solubilizado em 5 mL de
agua destilada. As determinacgdes de carga ibnica foram determinadas utilizando potenciémetro

Zeta modelo ZM3-D-G,Zeta Meter System 3.0+.

Identificacéo da Capacidade Dispersante

A capacidade do bioemulsificante em dispersar 6leo queimado de motor foi investigada seguindo
a metodologia descrita por Morikawa et al. (1993). O aparecimento de uma zona clara apos a

adicdo do liquido metabolico contendo o bioemulsificante indica a capacidade dispersante do
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bioemulsificante. O didmetro da zona clara foi medido como area de deslocamento de 6leo

(ODA) e os resultados expressos em cm™,

Aplicacédo do bioemulsificante em teste de dispersdo de 6leo e remoc&o de corante em agua

A habilidade do bioemulsificante em dispersar o 6leo do motor queimado foi investigada
utilizando 30mL de &gua destilada em placa de Petri (9 cm de didmetro), seguindo-se a adicéo
de 5mL do 6leo do motor queimado a superficie da agua e 1mL de caldo de cultura
Sobrenadante. Um halo claro era visivel sob a luz. A area deste circulo foi medida e calculada
para determinar a area de deslocamento de 6leo (ODA) usando a equacdo 1. O aparecimento de
uma zona clara ap6s a adicdo do liquido metabdlico indica a capacidade de dispersdo do

bioemulsificante (Techaoei et al. 2011).

ODA =227 (radius)® ¢ 1)

Outra aplicabilidade do bioemulsificante produzido por B. subtilis foi testada na remocéo do
corante azul de metileno (massa molecular - 333,6 g/mol) seguindo a metodologia proposta por
Asku et al. (2010) modificada pela substituicdo do surfactante quimico Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS) pelo bioemulsificante de B. subtilis. Os experimentos foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo solucdo de azul de metileno preparada a partir de uma solucéo
padrdo (1g.L™") e do bioemulsificante bruto (1g.L™), suspenso em &gua destilada. A solucéo de
corante sem bioemulsificante foi utilizada como controle negativo. Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os frascos contendo solugdo de azul de metileno e bioemulsificante
foram mantidos em agitacdo orbital de 150rpm durante 48 h com retirada de aliquotas de 5mL
para determinacdo da cinética da biossor¢do do azul de metileno pelo bioemulsificante. Todas as

amostras foram centrifugadas (4000rpm) durante 5 minutos e o sobrenadante analisado em
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espectofotometro em comprimento de onda 663 nm. A eficiéncia da biossorcédo foi calculada de

acordo com a seguinte equacao 2:
- A-E
U Descoloragido = ——x 100 2

Onde: A- Absorbancia inicial e B- Absorbancia da solugédo descolorizada

Aplicacéo de Petroleo no Solo

A capacidade do bioemulsificante remover petréleo em solo arenoso foi investigada utilizando
20 g de solo arenoso coletado da praia do Pina (Recife-PE), este solo foi impregnado com 5mL
de petroleo e transferido para frasco de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Em seguida,
30mL do liquido metabdlico livre de células, contendo o bioemulsificante, foi adicionado e os
frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm, durante 48 horas e temperatura de 28°C
de acordo com a metodologia de Nitschke e Pastore (2002). A remocdo do petroleo foi realizada

por lavagem do solo com hexano e os resultados expressos em porcentagem.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioemulsificante Produzido por Bacillus subtilis UCP 0146 em Meio Formulado com

Manipueira

O bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis, no meio formulado com manipueira
75 mL (100%), reduziu a tensdo superficial da agua de 72 (controle) para 39mN/m ( liquido
metabolico) e resultou em indice de emulsificacdo de 95% usando dleo queimado de motor
(Tabela 2). De acordo com Rahman, et al. (2015) os bioemulsificantes sdo caracterizados por
ndo provocarem alteracBes significativas na reducdo da tensdo superficial entre liquidos e
elevada atividade emulsificante (RAHMAN, et al. 2015). Portanto, os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que a biomolécula produzida por B. subtilis possui caracteristicas de um

bioemulsificante.

Tabela 2. Indice de emulsificacdo (E,,) para diferentes substratos hidrofébicos pelo
bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis em meio formulado com manipueira

Tenso superficial (MN/m) Indice de emulsificacio (Ey4)

Substratos hidrofébicos Percentual - %

38,2 Oleo de Soja 50
38,0 Oleo de Milho 65
38,2 Oleo de Canola 50
38,4 Azeite 90
38,7 Oleo soja pos-fritura 50
37,8 Querosene 40
37,2 Diesel -

39,0 Oleo queimado de motor 95

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados do planejamento fatorial completo 2 3,
realizado para avaliar o efeito da temperatura, agitacdo e volume do in6culo na producdo do
bioemulsificante apds 150 dias. Os resultados sugerem que o bioemulsificante produzido na

condicdo 4 do planejamento fatorial (temperatura 35°C, 100rpm e in6culo de 9%) manteve
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elevada capacidade emulsificante (95,2%) usando 6leo queimado de motor como substrato
hidrofébico apds 150 dias (IE 150) (Tabela 3). No entanto, o bioemulsificante produzido na
condicdo 6 do planejamento resultou em valores de IE,4s (95%) similares ao da condicéo 4,
porém ndo manteve estabilidade durante 150 dias (IE 150) com o 6leo queimado de motor, sendo
desta forma escolhida a condicdo 4 do planejamento para os estudos em diante.

Tabela 3. O indice de emulsificacéo El ,4 (%) e El 15 dias (%) em diferentes substratos hidréfobicos

do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis de acordo com o planejamento fatorial completo
23

Oleo queimado  Oleo de Soja  Oleo de Soja p6s  Oleo de Milho Oleo de
de motor fritura Canola

Condicéo

E|24 EIlSO E|24 EI150 E|24 EIlSO E|24 E|150 E|24 EI150

(%) (%) (%) (%) (%) (%) () () (%) (%)
1 85,0 65,0 20,0 4,0 10,0 5,0 15,0 11,0 15,0 10,0
2 95,0 75,0 1,0 45,0 25,0 5,0 10,0 10,0 30,0 10,0
3 75,0 25,0 10,0 10,0 45,0 10,0 10,0 10,0 15,0 8,0
4 95,2 95,0 10,0 5,0 15,0 10,0 10,0 25,0 20,0 15,0
5 95,0 80,0 50,0 5,0 50,0 10,0 25,0 15,0 35,0 15,0
6 95,0 65,0 50,0 5,0 50,0 5.,0 65,0 7,0 50,0 7,0
7 87,0 73,0 5,0 0,0 35,0 5,0 13,6 10,0 5,0 10,0
8 90,0 75,0 5,0 5,0 40,0 5,0 8,7 8,0 5,0 5,0
9 93,3 86,0 10,0 5,0 26,1 20,0 15,0 15,0 8.7 5,0
10 87,5 60,0 16,7 15,0 56,5 25,0 10,0 15,0 10,0 5,0
11 87,5 75,0 45,0 10,0 87,0 25,0 10,0 15,0 15,0 10,0
12 92,0 85,0 43,5 10,0 90,9 25,0 18,2 15,0 10,0 10,0

Niveis: Inoculo 10° CFU/mL (v/v): -1 (1), 0 (5), +1 (9);
Temperatura (°C): -1 (25), 0 (30), +1 (35);
Agitacdo (rpm): -1 (100) , 0 (150), +1 (200)
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Na condicdo 4 do planejamento fatorial (temperatura 35°C, 100rpm e in6culo de 9%) o

rendimento do bioemulsificante bruto foi de 2,69g.L™.

Determinacdo da influéncia da temperatura, agitacdo e volume do in6culo na producédo de

bioemulsificante por Bacillus subtilis

Os efeitos das variaveis independentes: volume do in6culo, temperatura e velocidade de
agitagdo sobre o indice de emulsificacdo (IEz), usando 6leo queimado de motor como substrato
hidrofdbico esta representado no Diagrama de Pareto (Figura 1) com nivel de confianga de 95%.
De acordo com este diagrama o aumento do volume do inoculo, exerceu um efeito positivo
significativo sobre o aumento do IE,4. Pode tambeém ser observado que a interacdo da variavel
volume do in6culo e da variavel agitacdo exerceu um efeito negativo significativo sobre o

aumento do 1E,.

Figura 1. Diagrama de Pareto para determinacdo da influéncia do indculo, temperatura e agitacdo na

producdo de bioemulsificante de Bacillus subtilis

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: indice de emulsificacéo
2*%(3-0) design; MS Residual=6,911189
DV: indice de emulsificacéo

(1)Inéculo (VIV) 4,475

1by3 -3,65731

(2)Temperatura (° C) -3,06702
(3)Agitacdo (rpm)
1by2 1,786192

2by3 -441327

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Caracterizacdo das Goticulas das Emulsdes Formadas Usando Oleo Queimado de Motor

As emulsdes formadas pelo bioemulsificante, utilizando o 6leo queimado de motor como
substrato hidrofdbico, foram analisadas por microscopia 6tica (Figura 2) e caracterizadas quanto
as principais propriedades e percentual de emulsificagdo, sendo importante para avaliacdo da
estabilidade das emulsBes (Tabela 4). Os resultados demonstraram a ocorréncia da formacéo de
emuls@es do tipo 4gua em 6leo, na condi¢do 4 do planejamento fatorial (tamanho do in6culo de
9% com cultivo a 35°C e agitagdo de100 rpm), em meio contendo manipueira a75 mL (100%). A
partir do liquido metabdlico livre de células cultivado a 24h (Figura 2A) foi observada a
formacdo de emulsdes com gotas grandes, instaveis termodinamicamente, com aspecto globoso,

heterogéneo e indice de emulsificacdo de 80%.

Figura 2. Caracteristicas microscopica das gotas formadas a partir do bioemulsificante: (A) Liquido
metabdlico a 24h; (B) Liquido metabdlico a 48h; (C) Liquido metabdlico a 72h;(D) Liquido metabolico a
96h.

Na Figura 2B usando o liquido metabdlico cultivado as 48h ndo ocorreram mudancas
significativas, porém foi observada floculacdo das gotas e maior espaco livre. Ja na Figura 2C,
usando o liquido metabdlico cultivado a 72 h, houve a formacdo de gotas com dimensdes
menores, em maior nimero, homogéneas, estaveis e com indice de emulsificacdo de 90%.

Entretanto, a formacdo de emulsbes com gotas de menor diametro (0,3 um), globosas,
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homogéneas, estaveis e com elevado indice de emulsificacdo (90%) ocorreu com o liquido
metabolico cultivado a 96h (Figura 2D). Caracteristicas similares de estabilidade, tamanho e tipo
das emulsbes formadas pelo surfactante quimico Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS) séo

mencionadas por Souza et al. (2016) e compativeis com as observadas neste estudo usando o

liquido metabdlico cultivado a 96h (Figura 2D).

Tabela 4 - Caracteristicas e propriedades do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis em
meio formulado com manipueira

Tempo de cultivo Descrl_gfao Diametro das Ind_lge de~ Estabilidade
(h) emulsificante gotas emulsificacao- termodinamica
(Hm) Eas (%)
Gotas grande,
24 globosas & 1-30 80 Instavel
heterogéneas
Gotas grande,
lob
48 globosas @ 1-30 84 Instével
heterogéneas
Gotas pequenas.
72 Compactas & 0,5-20 90 Estével
homogéneas
Gotas pequenas,
%6 compactas & 03-20 92 Estével
homogéneas
*SDS (controlg) OO Peduenasee 2,5-12 100 Estavel
homogéneas

Efeito do Bioemulsificante de B. subtilis na Viscosidade do Oleo Queimado de Motor

O liquido metabdlico livre de células contendo o bioemulsificante foi capaz de formar
um sistema estavel com o 6leo queimado de motor e reduzir a viscosidade deste éleo de 170cP
para 90,5cP ap6s 24h de repouso da amostra. Esta condi¢do foi acompanhada durante 150

dias para identificar a capacidade do bioemulsificante em manter estavel a viscosidade da
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emulsdo formada. Os resultados demonstraram significativas variacGes durante 150 dias como
de 68,8cP a 90,5cP. No entanto, ficou evidente que o bioemulsificante de B.subtilis manteve a

estabilidade da viscosidade em até 72h.

Estabilidade do Bioemulsificante Avaliada pela Viscosidade e Indice de Emulsificacio

Segundo Willumsen e Karlson (1997), a principal caracteristica dos agentes
emulsificantes é sua capacidade de manter a estabilidade de substancias com diferentes graus de
polaridade representados por valores de emulsificagdo (IE4) acima de 50% ap0s 24 horas. Neste
contexto, o bioemulsificante de Bacillus subtilis foi capaz de manter elevada capacidade
emulsificante com valores de IE, acima de 80% apés varia¢Oes bruscas de pH (exce¢do pH 14)
(Figura 3A). Santos et al., (2013), obtiveram resultados semelhantes, obtendo valores
significativos em toda faixa de pH testadas, exceto quando o biossurfactante foi exposto ao pH
12. Por outro lado, SARUBBO et al. (2007), relatam que valores de pH extremos ao
responsaveis pela desnaturagdo dos componentes protéicos pelo aumento da ionizacdo

aumentada.

A estabilidade avaliada apds exposicdo a elevadas concentracdes de NaCl (Figure 3B),
demonstra que as emulsdes com 6leo queimado de motor permaneceram estaveis em todas
concentragOes testadas, com valores em torno de 90%. Esses resultados foram semelhantes ao
estudo de Silva-Andrade et al., (2014), ao obterem bioemulsificante de Cunninghamella
echinulata com capacidade emulsificante de até 12 % de NaCl apds cultivo em meio formulado

com milhocina e 6leo residual de soja.

A estabilidade térmica do bioemulsificante (Figure 3C) foi investigada entre 0 e 120°C.

De acordo com os resultados, as emulsées com 6leo de motor queimado mantiveram-se estaveis
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em até 100°C. Estudos realizado por Souza et al., (2016) foram similares aos obtidos neste
trabalho pela obtencdo de emulsdes estaveis com valores de 65% e 80% a 100 °C utilizando 6leo

de motor como substrato hidrofébico.

Figura 3. Estabilidade do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis UCP 0146 em funcdo do
indice de emulsificacdo: (A) pH; (B) NaCl e (C) Temperatura
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Em adicdo, a estabilidade do bioemulsificante foi investigada pela determinacdo da
viscosidade. Os resultados demonstram que o pH foi o fator que mais influenciou na reducgéo da
viscosidade das emulsBes formadas com 6leo queimado de motor resultando em valores entre 10
a 20cP, com excecdo em pH 4 (Tabela 6). De modo diferencial, Jara et al., (2013) obtiveram
aumento significativo da viscosidade do 6leo de motor queimado, de 170 cP para 423,6 cP pelo
biossurfactante produzido pela bactéria Geobacillus stearothermophilus. Segundo Wei et al.,
(2005), biosurfactantes capazes de reduzir a viscosidade de 6leos e sdo adequados para uso na

industria de petroleo, pois a baixa viscosidade facilita a remoc¢éo consideravel do o6leo. Portanto,



MAIA, P.C.V.S. Producdo e aplicacdo de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146... 59

a significativa atividade emulsificante de B. subtilis e a estabilidade desta biomolécula em ampla
faixa de pH, temperaturas extremas e em altas concentracdes de NaCl sugere o possivel uso do

bioemulsificante de B. subtilis na industria de petrdleo.

Tabela 5. Estabilidade do bioemulsificante apds exposicao a diferentes pH, concentractes de NacCl

e temperaturas avaliado pela determinagéo da viscosidade

Ensaio Determinacéo de Viscosidade (cP) / Condigéo
pH 2 4 6 8 10 12 14
cP 8.20 11.00 17.00 8.30 13.50 10.30 5.40
NacCl (%) 2 4 6 8 10 12 14
cp 20.50 79.40 13.10 7.86 38.40 30.20 30.70
Temperature(°C) 0 5 70 100 120
cP 15.10 12.00 12.40 16.30 7.86

Eficiéncia do bioemulsificante na adsorcao de corante e na dispersdo e remocédo de 0Oleo

queimado de motor

O bioemulsificante de carater aniénico produzido por Bacillus subtilis no meio
selecionado do planejamento fatorial (condi¢do 4) foi investigado quanto ao potencial de
adsorcdo do corante catiénico azul de metileno. De acordo com os resultados, o biomulsificante
de B.subtilis conseguiu remover 62,2% do corante solubilizado em agua ap6s 12 horas (Figura
4) quando comparado com o emulsificante sintético comercial. Para Prévost et. al. (2010) a
remocao de corantes catibnicos por agentes anionicos € explicada por ser o bioemulsificante e o

azul de metileno compostos de cargas opostas que em solugdo aquosa entram em equilibrio
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formando os pares de ions hidrofébicos, ou complexos associados, ou ainda agregados entre o

corante catidnico e o surfactante aniénico em solugéo.

Figura 4. Decolarizacdo de corante azul de metileno pelo bioemulsificante produzido por Bacillus

subtilis
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Outra aplicabilidade do bioemulsificante de Bacillus subtilis, presente no liquido
metabolico livre de células, foi na dispersdo e remocdo de Oleo queimado de motor. Os
resultados demonstraram que o bioemulsificante apresentou excelente capacidade dispersante
com valores de 85,38 cm? ODA (Figura 5A) quando comparado com o controle (Figura 5B).
Além disso, o bioemulsificante de B. subtillis foi capaz de remover 94,4% do 6éleo queimado de

motor impregnado em solo arenoso.

Figura 5. Dispersdo do 6leo queimado de motor pelo bioemulsificante de Bacillus subtilis: (A)
Dispersdo pelo bioemulsificante e (B) Dispersdo com detergente comercial
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CONSIDERACOES FINAIS

Bacillus subtilis foi capaz de produzir um bioemulsificante de carater anibnico com
execelente estabilidade térmica, ibnica e do pH a partir da bioconversdo de manipueira como
Unico componente do meio de cultivo. Além disso, o bioemulsificante foi capaz de reduzir a
viscosidade de petroderivado, como também remover o 6leo e adsorver corante téxtil, o que

indica sua possivel aplicacdo em processos de biorremedia¢do em solo e &gua.

A utilizacdo da manipueira para a producdo de bioemulsificante por UCP 0146 é uma
metodologia ambientalmente adequada, uma vez que promove o0 aproveitamento de um residuo
regionalmente disponivel, gerado pela industria de alimentos. O bioemulsificante € uma
biomolécula que apresenta propriedades importantes com maior potencial biotecnolégico para
biorremediacdo na remocdo de poluentes e descoloracdo de corantes. Por outro lado, o
bioemulsificante foi capaz de formar emulsdes estaveis por até cinco meses, sugerindo grande
potencial para aplicacbes na industria farmacéutica e cosmética, bem como no processo de
bioremedicgdo. Além disso, o Bacillus subtilis UCP 0146 mostrou potencial de uso de residuos
recalcitrantes como uma fonte alternativa de carbono para a producdo do bioemulsificante,

proporcionando uma vantagem para a producao industrial.
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CONCLUSOES GERAIS

O Bacillus subtilis UCP 0146 foi capaz de produzir um bioemulsificante com

propriedades semelhantes aos emulsificantes quimicamente sintetizados;

A producéo do bioemulsificante foi beneficiada pelo uso da manipueira, como
estratégia biotecnoldgica e sustentavel, favorecendo a reducao dos custos de

producéao;

A manipueira pode ser utilizada como fonte alternativa para a formulacdo de

meio de producgédo de bioemulsificante;

O B.subtillis UCP 0146 produziu o bioemulsificante no meio constituido por

100% de manipueira.

O bioemulsificante produzido por B. subtilis possui estabilidade diante das

variagfes térmica, idnica e do pH;

O bioemulsificante possui importante propriedade na reducao da viscosidade

de 6leo queimado de motor;

O bioemulsificante possui potencial de uso na remoc¢éo e dispersédo de 6leo

gueimado de motor;

O bioemulsificante possui potencial de uso na adsorgéo de corante téxtil azul

de metileno.





