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RESUMO

A surfactina € um biossurfactante produzido a partir de meios de cultura adequados para
0 cultivo de cepas de Bacillus subtilis, que apresentam alta capacidade de producéo.
Atraveés desses cultivos, obtém-se caldos com significativa atividade surfactante, o que
permite diversas aplicacBes industriais. Sua producdo ocorre por meio de processos
aerobicos, nos quais sdo utilizados meios de cultivo de alta qualidade, com fontes
adequadas de carbono e nitrogénio, além de pardmetros otimizados, como a velocidade
de transferéncia de oxigénio, o pH e a quantidade de nutrientes adicionados ao longo do
processo. Uma estratégia para melhorar a transferéncia de oxigénio no caldo de cultivo,
sem a necessidade de aumentar a frequéncia de agitacdo ou a vazdo de ar, é a utilizacdo
de vetores de oxigénio. Esta abordagem pode contribuir significativamente para a
producdo do biossurfactante, uma molécula que facilita a formacdo de espumas. Este
estudo teve como objetivo investigar o processo de producdo da surfactina utilizando uma
linhagem bacteriana geneticamente modificada de Bacillus subtilis, visando a otimizacao
do meio de cultura e a validagdo da composicao otimizada por meio de um modelo. Além
disso, o trabalho incluiu a avaliacdo do uso de vetores de oxigénio na producdo de
surfactina. Na primeira fase da pesquisa, foram realizados testes para avaliar a
composicao do meio de cultivo, além de uma analise preliminar para otimizar o processo.
Na segunda fase, foram estudadas diferentes fontes de carbono e de nitrogénio, a fim de
identificar aquelas que mais influenciam a producdo. Além disso, foram conduzidos
experimentos planejados para testar diferentes concentra¢fes dos principais componentes
do meio de cultura PW. Dada a complexidade dos resultados, optou-se por otimizar o
processo utilizando modelos de redes neuronais. Finalmente, avaliou-se 0 uso de vetores
de oxigénio, como n-dodecano e n-hexano, na producdo de surfactina. Os resultados
indicaram que a glicose é a fonte de carbono que promove a maior producéo de surfactina.
Em relacdo a analise estatistica, nenhum modelo apresentou coeficiente de correlacdo
ajustado, o que impossibilitou a otimizacdo do processo por metodos estatisticos
tradicionais. Consequentemente, a otimizacéo foi realizada por meio de redes neuronais,
que geraram cinco composi¢Oes candidatas. Apenas uma dessas composi¢Oes foi
confirmada experimentalmente, resultando em um aumento de 2,4 vezes na produgéo de
surfactina. Por fim, observou-se que a adi¢do de n-hexano, em pequenas concentragdes,
contribuiu positivamente para a producao de surfactina.

Palavras-chave: surfactina; Bacillus subtilis; vetor de oxigénio; meio de cultura.



ABSTRACT

Surfactin is a biosurfactant produced from culture media suitable for the growth of
Bacillus subtilis strains, which demonstrate a high production capacity. Through these
cultures, broths with significant surfactant activity are obtained, enabling various
industrial applications. Its production occurs through aerobic processes using high-quality
culture media with appropriate carbon and nitrogen sources, as well as optimized
parameters such as oxygen transfer rate, pH, and the amount of nutrients added during
the process. An effective strategy to improve oxygen transfer in the culture broth, without
increasing agitation frequency or air flow rate, is the use of oxygen vectors. This approach
can significantly enhance the production of the biosurfactant, a molecule that facilitates
foam formation. This study aimed to investigate the production process of surfactin using
a genetically modified Bacillus subtilis strain, focusing on culture medium optimization
and the validation of the optimized composition through modeling. Additionally, the
study evaluated the use of oxygen vectors in surfactin production. In the first phase of the
research, tests were conducted to assess the composition of the culture medium, along
with a preliminary analysis to optimize the process. In the second phase, different carbon
and nitrogen sources were studied to identify those that most influence production.
Furthermore, planned experiments were performed to test various concentrations of the
main components of the PW culture medium. Given the complexity of the results, process
optimization was carried out using neural network models. Finally, the use of oxygen
vectors, such as n-dodecane and n-hexane, in surfactin production was evaluated.The
results indicated that glucose is the carbon source that promotes the highest surfactin
production. Regarding statistical analysis, none of the models presented an adjusted
correlation coefficient sufficient for process optimization using traditional statistical
methods. Consequently, optimization was performed using neural networks, which
generated five candidate compositions. Only one of these compositions was
experimentally validated, resulting in a 2.4-fold increase in surfactin production. Finally,
it was observed that the addition of n-hexane, in small concentrations, positively
contributed to surfactin production.

Keywords: surfactin; Bacillus subtilis; oxygen vector; culture media.
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1. INTRODUCAO

De modo geral, a maioria dos surfactantes comercializados atualmente sdo obtidos
principalmente por sintese quimica a partir de derivados de petroleo, produtos ndo
biodegradaveis e com alta toxicidade (Freitas et al., 2016). S&o utilizados em diversos
ramos como emulsificantes, detergentes, dispersantes e dentre outros exemplos, que sdo
descartados no meio ambiente, afetando negativamente a biota terrestre e aquatica
(Akbari et al., 2018; Turbekar et al., 2014; Kashif et al., 2022). No entanto, por uma
questdo de protecdo ambiental e salide humana, os surfactantes bioldgicos tém ganhado
visibilidade.

Para contornar esta problematica, os surfactantes sdo moléculas de origem microbiana,
assim denominados biossurfactantes, sdo promissores na utilizacdo da recuperacéo e
remoc¢do em derramamentos de petroleo, tratamento de &guas residuérias, e no emprego
dos mais diversos ramos industriais, como nas industrias farmacéuticas e de cosméticos
com seu 6timo desempenho emulsificante, bem como na agroindustria, devido sua acédo
bactericida e fungicida, além de contribuir efetivamente na remocéo de metais pesados
de solo e 4gua contaminada (Vieira et al., 2021).

Assim, considerando a alta demanda da producéo de surfactantes e estimativas futuras
de seu uso crescente, prevé-se alto grau de impacto ambiental se ndo optar pelos
biossurfactantes. Além do mais, a importancia de estudos voltados a engenharia genética,
especificamente o sistema de comunicagéo celular quorum sensing e a interacdo deste
sistema com a otimizacdo da producdo de bioprodutos tém crescido e se tornado
significativamente atrativa, visto que é de grande interesse obter produtos biotecnolédgicos
resistentes e termodinamicamente estaveis. Logo, se faz necessario o conhecimento das
caracteristicas principais do género Bacillus alterado geneticamente e suas aplicacdes
dentro da industria de bioprocessos que empregam novas descobertas e técnicas da
biotecnologia.

Outro ponto importante na execugdo é a avaliacdo dos vetores de oxigénio para a
transferéncia de oxigénio. Como o processo de producdo € um processo aerébio, ha a
necessidade de agitacdo e aeracdo continua do meio de cultivo para a transferéncia de
oxigénio. A introdugéo do oxigénio nos meios de fermentagéo se caracteriza como uma
das praticas mais importante para a cultura dos microrganismos aerobicos,
desempenhando um papel essencial no crescimento e economia dos sistemas de

fermentacdo em larga escala (Galaction et al., 2008).
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Como a surfactina favorece a formacdo de espuma, é importante buscar métodos
alternativos, como a introducéo de vetores de oxigénio, para aumentar a transferéncia de
oxigénio, a fim de atender a demanda do processo, especialmente em situagdes onde o
excesso de espuma possa prejudicar a producao.

Sendo assim, o presente projeto visa a avaliacdo e otimizacdo da composi¢do do meio
de cultura por Bacillus subtilis bem como as condi¢Oes operacionais para producdo do
biossurfactante baseado no sistema de comunicacdo celular quorum sensing que induz
esta producao. Além disso, a introducéo de vetores de oxigénio em processos aerdébios
com problemas relacionados ao excesso de espuma pode ser uma estratégia importante

para desenvolver métodos de producdo mais eficientes e econdmicos para a surfactina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Surfactantes

Os surfactantes s8o compostos de carater anfifilico, constituidos por grupos
hidrofilicos e hidrofobicos podendo ser de origem bioldgica ou quimica. Sua funcéo é
diminuir a tensdo superficial entre sistemas bifésicos, proporcionando efeitos de
detergéncia, emulsificacdo, dispersdo, umectacdo e até mesmo formacdo de espuma
(Chater; Bibb, 1997; Santos et al., 2016; Sarubbo et al., 2016).

Sua aplicagdo tem se estabelecido fortemente em véarios ramos industriais, como em
formulacBes cosmeéticas, farmacos, alimentos, bebidas, tintas, fertilizantes, produtos de
limpeza e sua importancia em processos de biorremediacdo de solos e aguas (Varjani;
Upasani, 2017).

O amplo uso dos surfactantes sintéticos, estes oriundos de derivados de petrdleo, gera
uma grande problematica desde a sua producao até o seu descarte, no qual seus residuos
sdo descartados em estacoes de tratamento de esgoto, em cursos d’agua, em sedimentO0s,
podendo ser dispersos para varios ambientes terrestres ou aquéticos, assim impactando-
0s e sendo um dos graves contaminantes para tratamento de aguas residuarias (Ying,
2006; Mungray; Kumar, 2009; Palmer; Hatley, 2018).

2.2. Biossurfactantes

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes sdo oriundos de
sistemas bioldgicos, sendo metabdlitos secundarios produzidos por diversos
microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) geralmente na fase estacionaria, sendo
isolados a partir de técnicas convencionais de cultivo, conferindo 6timas atividades que
sdo vantajosas aos surfactantes sintéticos, como alta biodegradabilidade (reduzindo os
niveis de poluicdo), baixa toxicidade, seletividade e biocompatibilidade com diversos
substratos, aplicabilidade em um amplo espectro de pH, temperatura e salinidade,
biodisponibilidade, além disso, podem apresentar atividade antimicrobiana, antibiofilme,
anti-adesiva e podem se ligar a metais potencialmente tdxicos, sendo consideradas
moléculas multifuncionais (Bezza; Chirwa, 2015; Almeida et al., 2016; Giri et al., 2019).

Séo classificados mediante as suas propriedades e origem, cujas classes séo:

lipopeptideos, glicolipidios, fosfolipidios, acidos graxos, lipoproteinas e surfactantes
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poliméricos (Desai; Banat, 1997). Todavia, a maioria da microbiota existente é ainda
inexplorada, e a abordagem metagendmica é capaz de permitir 0 acesso ao material
genético dessa microbiota presente em ambientes heterogéneos, sendo uma ferramenta
atil para investigar o potencial biossintético de uma populacao bacteriana (Jackson et al.,
2015; Sierra-Garcia et al., 2020).

Em razdo de sua multifuncionalidade, os biossurfactantes apresentam vérias
caracteristicas que os tornam aplicdveis em diversos ramos industriais, podendo
desempenhar as mais diversas funcdes. Segundo informacGes da pesquisa da Allied
Market Research (2019), o mercado global de surfactantes proporciona pouco mais de
US$ 43 bilhdes, e tende a evoluir com taxa de crescimento anual de 5 % a 9 %, prevista
para o periodo 2019-2025, sendo esperado alcangar US$ 66 bilhdes. Este cenario destaca
a importancia econdmica em escala mundial do emprego de surfactantes atualmente e nos
préximos anos (Santiago et al., 2019).

Ao citar um exemplo de biossurfactante tem-se a surfactina pertencente a classe dos
lipopeptideos ciclicos, a qual foi identificada em 1968 a partir do meio de cultura da
bactéria Bacillus subtilis, conferindo atividades surfactantes com alto poder emulsificante
e reducdo da tensdo superficial de sistemas bifasicos em concentra¢cdes muito baixas (Soo
et al., 2004; Arima; Kakinuma; Tamura,, 1968).

A surfactina é estruturalmente constituida por um anel peptidico hidrofilico de sete
aminoacidos e uma cadeia hidrofobica de acido graxo B-hidroxi com comprimento de 12
a 16 atomos de carbono (Binizars; Lukaszewicz; Janek, 2017).

Além de sua atividade surfactante, possui atividades bioldgicas como
antimicrobianas, antivirais e antitumorais, proporcionando diferentes aplicagbes como
recuperacdo de petréleo, biopesticidas, processamento de alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (Shaligram; Singhal, 2010).

As surfactinas podem ser obtidas mediante aos processos fermentativos com uso de
substratos renovaveis e de baixo custo, visando fornecer fonte de carbono e energia
(farelo de trigo, &guas residuais de mandioca, calda de maceragdo de milho, cascas de
batata, melago de cana de agUcar, de beterraba, 6leo de farelo de arroz e 6leo de girassol)
e outros residuos industriais e agricolas, ricos em fontes de nitrogénio (farelo de soja e
farinha de soja), vitaminas e minerais (levedura) (Acioly, 2009).

Para a producéo da surfactina por cultivo microbiano ha a necessita da avaliacdo de
inimeros parametros tais como tempo de cultivo, velocidade de agitagdo, pH e nutrientes

adicionados, com 0 objetivo de se obter compostos com estruturas e propriedades


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8230125/#B11-molecules-26-03488
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antineoplastic-activity
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distintas, tornando-0s comparaveis e superiores aos surfactantes sintéticos em quesito de

eficiéncia (Canet et al., 2001).

2.3. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis é uma bactéria gram-positiva capaz de formar enddsporos e ilustre
na diferenciacdo celular em razdo de sua capacidade de se diferenciar em diversas células
(Aguilar et al., 2007; Veening et al., 2008). O género Bacillus abrange mais de 200
especies isoladas dos mais diversos ambientes, como fontes de agua, associagdo com
plantas, e principalmente de solos (Claus; Berkeley, 1986; Ghafoor; Hasnain, 2008). A
condicdo de crescimento desta bactéria é preferencialmente aerdbia facultativa, podendo
crescer também em anaerobiose a partir de nitratos, mas com crescimento bem limitado
(Claus; Berkeley, 1986; Ghafoor; Hasnain, 2008; Ramos et al., 2000; Fritze, 2017).

Javaheri e colaboradores (1985) relataram diante de suas pesquisas que a cepa
Bacillus licheniformis JF-2 pdde produzir anaerobicamente biossurfactante em condicoes
nutricionais especiais, entretanto, houve dificuldade em sua replicacdo. Posteriormente,
cepas do tipo selvagem e cepas modificadas geneticamente foram analisadas em cultivo
em condi¢des aerobicas, e desta vez, relatou-se uma performance na producdo do
bioproduto (Javaheri et al., 1985)

A Bacillus subtilis € uma bactéria que se desenvolve em ampla faixa de temperatura,
entre 10 e 50°C, com temperatura 6tima instalada entre 30 e 40°C e em pH de 5,5 ¢ 8,5
com pH 6timo encontrado em torno da neutralidade, possuindo uma grande resisténcia a
altas variagdes de temperatura e pH (Ghafoor; Hasnain, 2008; Cook; Korsten, 1996;
Kloepper, 1997; Vasquez, 2016).

E considerado um microrganismo versétil no seu uso de nutrientes de crescimento,
possuindo alto nivel de producdo de enzimas e secrecdo de compostos antimicrobianos,
além de apresentar rapido crescimento, facil manipulagéo genética laboratorial e auséncia
de patogenicidade (Shoda, 2000), como também possibilita alto rendimento na producéo
de bioprodutos (Asari et al., 2016). Além disso, por possuir uma extensa descricdo na
literatura sobre grande parte do seu metabolismo e suas conversdes metabdlicas, é
considerada uma bactéria GRAS (Generally recognized as safe) e tornou-se um “chassis”
altamente relevante na biologia sintética (Park et al., 2021; Zhang et al., 2021).
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2.4. Sistema de Producao

Entretanto, um obstaculo quanto ao seu uso majoritario € o baixo rendimento de
producdo, culminando em custos elevados de producdo, o que os tornam ainda dificeis
para substituir os surfactantes sintéticos (Zanotto et al., 2019).

Para solucionar esta problemaética, pesquisadores tém investido na engenharia
genética com intuito de ampliar e otimizar a producdo de surfactina, uma vez
identificados os genes e suas interacdes associadas a producdo de biossurfactantes,
técnicas avancadas podem ser aplicadas como a insercdo de genes sob a regulacéo de
promotores fortes (Hu; Liu; Li, 2019; Allwood; Ellis; Goodacre, 2008; Dumas; Kinross;
Nicholson, 2014).

Complementar a engenharia genética, conceitos do campo cientifico da metabolémica
também devem ser considerados, o qual tende a caracterizar e analisar metabélitos
produzidos por um tecido ou uma célula em determinadas condi¢des de cultivo, mediante
a este campo € possivel a compreensdo de processos biotecnoldgicos envolvidos, como
no melhoramento genético, desenvolvimento de agentes de biocontrole, progressdo de
doencas e na resposta de um organismo a um tratamento, como também nos efeitos de
estimulos ambientais (Ku et al., 1997; Stachelhaus; Schneider; Marahiel, 1995).

De modo geral, certos microrganismos podem fornecer flexibilidade a manipulacdes
genéticas, uma abordagem que culmina na modificacdo das condicBes de cultivo e
crescimento do microrganismo com a presenca de novas reacdes metabdlicas
provenientes das manipulacdes, objetivando a otimizacdo da producdo de metabdlitos,
em virtude ao curto ciclo de vida e a facil adaptacdo no meio externo (Brex0; Sant’ana,
2017; Harrigan; Goodacre, 2003). As bactérias sdo exemplos de microrganismos habeis
em se diferenciar em subpopulacbes de células formando comunidades multicelulares
complexas, tais subpopulagdes podem ser fenotipicamente distintas, apesar de
geneticamente serem idénticas (Aguilar et al., 2007; Veening et al., 2008).

Estudos tém sido realizados para explicar o fenémeno molecular e singular das
bactérias em sistemas de cultura de células baseado nas fases de crescimento, como no
inicio da fase estacionaria, em que Bacillus subtilis consegue se diferenciar em produtores
de surfactina, podendo ou ndo ser células competentes e capazes de captar DNA do
ambiente extracelular (Dubnau, 1991; Dubnau; Provvedi, 2000), ou entdo adentrar na fase
de esporulagéo, considerada como fase resiliente aos impactos ambientais. Ainda,

bactérias podem realizar a diferenciacdo em células produtoras de matriz que produzem
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o biofilme (Piggot; Hilbert, 2004; Rudner; Losick, 2001; Vlamakis et al., 2008). Quanto
a fase exponencial, uma fracdo das células bacterianas podem desenvolver flagelos, se
diferenciando em células moveis e o resultado final dessas subpopulagdes esta associado
aexpressao génica refletida nas diferencas morfologicas ou na interagéo receptor-receptor
(Kearns, 2005).

Dado um cenario de estresse, devido a limitacdo de nutrientes (auséncia de glicose no
caldo de cultivo), a diferenciacdo celular em diversas subpopulagdes ird requerer
determinado nivel de comunicacéo célula-célula, que é dependente da densidade celular,
chamada de sistema de deteccao de quorum sensing (Lopez et al., 2009a).

Esta comunicacdo célula-célula normalmente se realiza com o auxilio de moléculas
sinalizadoras nomeadas como auto-indutoras, que sdo produzidas e secretadas pelas
células da comunidade bacteriana e, que por sua vez, podem induzir a uma diferenciacéo
em diferentes tipos de células para adaptar as mudancas ambientais, alteracdo na
expressdo génica e coordenacdo de mudancas comportamentais bacterianas (Camilli;
Bassler, 2006).

Mediante a investigacdo de mecanismos de moléculas auto-indutoras de Bacillus
subtilis, verifica-se que, apds a producdo da surfactina, ela age como uma molécula
sinalizadora e ajuda a regular genes que atuam na diferenciacdo celular via quorum
sensing mediante a necessidade de adaptacdo a condi¢Oes adversas, desempenhando
atividade significativa na diferenciacdo de diferentes subpopulacGes de células de
Bacillus subtilis (Lopez et al., 2009a; Magnuson; Solomon; Grossman, 1994; Weir et al.,
1991; Lopez et al., 2009b; Kréatzschmar; Krause; Marahiel, 1989).

2.5. Vetores de Oxigénio

O método de introducdo de oxigénio mediante a componentes definidos como vetores
de oxigénio é considerado econémico, simples e préatico. Vetores de oxigénio sdo liquidos
organicos que apresentam alta solubilidade de oxigénio (n-hexano, n-dodecano, hexanol,
n-heptano etc) e sdo usados para aumentar a velocidade de transferéncia de oxigénio,
suprindo a demanda de oxigénio decorrente a respiracdo celular (Clarke; Correia, 2008;
Cascaval et al., 2006).

Segundo estudos de Peng e colaboradores, ao aumentar a quantidade de oxigénio

dissolvido no meio, torna-se propicio o crescimento de Bacillus subtilis, isto é possivel



19

através de métodos como aumento da velocidade de agitacdo e insercdo de vetores de
oxigénios etc (Xu, P. et al., 2020).

Nesse contexto, investigar os parametros associados a producdo de surfactina bem
como compreender o sistema quorum sensing e adicdo de vetores de oxigénio a producao,
contribui na eficiéncia do bioproduto obtido, possibilitando o desenvolvimento de meios
de cultivo especificos e otimizados voltados para esse tipo de producdo, potencializando

a capacidade do surfactante biol6gico em comparagdo com o sintético.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é a producdo do biossurfactante, a surfactina, por uma
linhagem de Bacillus subtilis modificada geneticamente e cedida pelo grupo de pesquisa
da Profé. Dr2, Danielle Biscaro Pedrolli, avaliando a composic¢éo do meio de cultivo bem

como a utilizagdo de vetores de oxigénio.

3.1. Objetivos especificos

i Avaliar diferentes composi¢6es de meios de cultivo para a producéo de surfactina;

ii. Otimizar a composi¢do do meio de cultivo adequado para producdo do Bacillus
subtilis;

iii. Validagdo da composicdo otimizada pelo modelo;

iv. Avaliacdo do uso de vetores de oxigénio para a producéo de surfactina.
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4. METODOLOGIA

4.1. Microrganismos

Para realizar os ensaios, foram utilizadas cepas de Bacillus subtilis, cedida pelo grupo
de pesquisa da Profa. Dra. Danielle Biscaro Pedrolli do Departamento de Bioprocessos e
Biotecnologia. As cepas foram armazenadas/congeladas a -80°C em solucgéo crioprotetora
de glicerol 20% v/v. Antes dos experimentos, 0 microrganismo foi semeado em meio

Luria—Bertani (LB) sélido, crescendo a 30°C por 24 horas.

4.2. Preparo do inéculo e do meio de cultivo

Inicialmente, realizou a reativacdo do microrganismo em meio de cultura sélido LB
(composicdo: 10 g/L de triptona; 5 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de NaCl e 20,0 g/L
de &gar), cultivando-os em placas de Petri, mantidas em estufa de 30°C por 24h.

Apds a reativacdo, foi realizado o pré-indculo do microrganismo, transferindo as
cepas da placa com uma alca para dois frascos de 250 mL, contendo 50 mL de meio
liquido LB (composicédo: 10 g/L de triptona; 5 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de NaCl)
em cada um. Em seguida, os frascos foram mantidos em shaker sob uma agitacdo de 220
rpm a 37°C por 16h.

Ap0s o crescimento do indculo, iniciou-se a producdo utilizando o meio de producao
com adicdao de diferentes percentuais de concentracdo de inoculo 1%, 5% e 10% (v/v).

Foi preparado e avaliado o meio de cultura LB como previamente citado. Também, o
meio de cultivo sintético, denominado meio Fosfato (composicdo: em uma solucao
tampdo de fosfato a 100,0 mM e pH 7,0, foi adicionado 1,0 g/L de (NH4)2SO4, 0,25 g/L
de MgS0Q4.7H20, 7 g/L de fonte de carbono, 4 g/L de fonte de nitrogénio e 1,0 mL/L de
uma solucéo de estoque de sais (0,01 g/100mL de EDTA, 0,30 g/100mL de MnS0O4.H0,
0,01 g/100mL de FeS04.7H20, 0,01 g/100mL de CaClz, 0,01 g/100mL de CoCl..6H.0 e
0,01 g/100mL de ZnS0O4.7H20)). E também, 0 meio PW (composicdo: 70 g/L de fonte de
carbono, 1 g/L de extrato de levedura, 25 g/L de fonte de nitrogénio, 0,333 g/L KH2POg,
1 g/L NazHPO4.12H-0, 0,15 g/L MgS04.7H20, 7,5 mg/L CaCl2, 6 mg/L MnSO4.H20 e
6 mg/L FeS0O4.7H20) (Liu et al, 2021). Esses meios foram antecipadamente corrigidos
para pH 7,0 com solugdo de NaOH de sodio 2 M a temperatura ambiente, procedendo-se

a esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos (Valpuesta, 2008).


https://www.fcfar.unesp.br/passaporte/paginas/docente.php?pessoa_id=567
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Também foram avaliadas diferentes fontes de carbono e nitrogénio, previamente ja
definidos, e depois, realizou-se alguns experimentos de acordo com diferentes
planejamentos experimentais, em que se variava as concentracoes de alguns componentes
deste meio de cultura. Os frascos foram nomeados e incubados com agitacdo de 220 rpm
a 37°C em um periodo total de 48h, sendo retiradas amostras em 6h, 24h e 48h.

Foram coletadas aliquotas de 2 mL dos frascos dos meios de cultura inoculados bem
como a mesma quantidade de meio de cultura estéril para o branco, sendo parte destas
aliquotas utilizadas para determinacdo da concentracdo celular. A outra parte das
aliquotas foram transferidas para tubos de centrifugas de 2 mL e centrifugadas em uma
forca centrifuga de 17.000 g durante 10 minutos para a separacao completa de fases. Apos
esse periodo, apenas o sobrenadante foi utilizado para a determinacéo da concentragéo de

surfactina e o teste de indice de emulsificacao.

4.3. Métodos analiticos

4.3.1. Determinacao de surfactina

A determinacdo da surfactina foi realizada durante 3 periodos de analise de
producdo, iniciando as avaliacBes apds 6h, 24h e 48h, e posteriormente, prevalecendo
apenas em 24h e 48h de producdo. Para determinar a surfactina, foi utilizado o método
colorimétrico através do azul de bromotimol (BTB) como indicador de cor e o cloreto de
cetilpiridinio (CPC) como mediador, formando o complexo (CPC-BTB). Inicialmente,
cerca de 1,5 mL de amostra foi coletada e centrifugada e apos esse periodo, em uma placa
e 48 pocos, realizou-se uma dilui¢do de 1:4 ¢ foi adicionado 100 pL de meio estéril e 800
uL do reagente CPC- BTB em um poco para realizar o branco e nos trés pogos seguintes
adicionou-se 20 pL do sobrenadante, 80 uL de meio estéril e 800 pul do reagente,
seguindo a mesma condi¢do para cada meio que estava nos frascos. Essas amostras
geraram uma resposta cromatica instantaneamente visivel (Yang, H.; Yu, H.; Shen, Z.,
2015).

Posteriormente, foi realizada a medida de absorbancia em 600nm medida por um
leitor de microplacas, obtendo os resultados em uma planilha. A quantificacédo e analise
da concentracdo de surfactina produzida foi determinada mediante uma curva de
calibracdo previamente j& determinada. Além disso, esse método colorimétrico ja é

utilizado entre os demais pesquisadores do grupo, se mostrando um método eficiente.
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4.3.2. Determinacao da concentracéo celular

Determinou-se a concentracdo celular por densidade optica através de leitura
direta no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm. Para isso, realizou-se
uma diluicdo de 1:9, adicionando-se 1350 pL de meio estéril ¢ 150 puL. de meio inoculado
para amostras e 1500 puL de meio estéril para o branco, em tubos “Eppendorf” de 2 mL.
Posteriormente, transferiu-se para as cubetas para ser feita a leitura, realizando a analise

da densidade oOptica ap6s 24h e 48h de producéo.

4.3.3. Determinacao da atividade emulsificante e do indice de emulsificacéo

A determinacdo da atividade emulsificante foi realizada em tubos de ensaio com
tampa de rosca a partir de 2 mL do sobrenadante com adicdo de 2 mL de tolueno
misturando em agitador vortex durante 2 minutos, deixando-os em repouso por 24h
(Cooper; Goldenberg, 1997).

O indice de emulsificacdo foi realizado a partir da mesma mistura de sobrenadante
e tolueno, mantendo-se em repouso por 24h mediante ao método descrito por Bicca e
colaboradores (1999). O indice de emulsificagdo (E24) foi calculado conforme a Equacao
1, a porcentagem da altura da camada emulsificada (cm) dividida pela altura total da
coluna do liquido (cm) utilizando um paquimetro digital (Bicca; Colombo; Zachia,,
1999).

aliura da camada emulsionada (cm x 100

= altura total do liquido (cm)

)

4.3.4. Avaliacdo de fontes de carbono e fontes de nitrogénio

No decorrer do trabalho, foram avaliadas 3 diferentes fontes de carbono (glicose,
sacarose e glicerol) separadas no meio PW e 3 fontes de nitrogénio (peptona, ureia e

nitrato de amdnio) adicionadas a fonte ja existente no meio.

4.3.5. Testes com vetores de oxigénio

Para verificar a influéncia dos vetores de oxigénio no processo de producao de
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surfactina foram realizados testes com 2 vetores de oxigénio (n-dodecano e n-hexano),
pois ndo foi possivel a realizacdo da compra do reagente a ser utilizado (n-hexadodecano),
tornando inviavel a sua aplicagdo. Com isso, realizou-se o0s testes com 0s seguintes
vetores de oxigénio e suas respectivas concentracoes 1,5%, 6% e 10,5% para n-dodecano
e 0,8%, 5,5% e 10,2% para n-hexano (Xu, P. et al., 2020).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, foi proposto a utilizacdo de um modelo considerando o
método de planejamento experimental com os pontos axiais. Apos 0s testes, foi realizada
a analise através do software Excel atraves da ferramenta de regressdo maultipla. Apés
essa analise, foi determinado um modelo de segunda ordem considerando as variaveis
significativas (p<0,05). Com isso tornou-se possivel avaliar quais variaveis (nutrientes)
que influenciam na producdo de surfactina e determinar um modelo que descreva a
influéncia dessas varidveis na producdo do bioproduto através de um modelo de segunda
ordem. Com modelo determinado é possivel determinar a composi¢do Otima para a

producdo de surfactina.
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6. PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Tendo o meio de cultura e as condic6es de producdo ja definidas, como o meio PW e
as condi¢Oes de 10% de in6culo com 24h e 48h de produgdo, sendo a de 48h com maior
taxa de producdo, continuou-se o planejamento estatistico do meio de cultura, variando
as concentracdes das composicdes principais como a glicose, extrato de levedura, sulfato
de magnésio e nitrato de sddio para validagdo otimizada do meio. Nesta etapa, foi
realizada a mesma metodologia previamente citada.

Os resultados foram analisados pelo software Minitab 17 Statiscal e pela ferramenta

de regressdo multipla disponivel no Microsoft Excel 365.

6.1. Teste Inicial de Planejamentos Experimentais

Nesta etapa, iniciou-se a fase de otimizacdo de meio de cultura especificamente ao
planejamento experimental, correspondente ao meio PW nas condi¢Oes de 48h de
fermentacdo e 10% de inoculo. Portanto, este trabalho visou avaliar a concentracédo de
glicose, extrato de levedura e MgSOQs e, assim, analisar a influéncia desses parametros no
crescimento do Bacillus subtilis, e por sua vez, na producéo de surfactina.

Desse modo, optou-se por um planejamento completo 2*3 com triplicata do ponto
central, gerando um total de 11 experimentos trabalhados em erlenmeyers. Assim,
também se definiu a escolha do tipo de planejamento, sendo completo 273, definindo-se
0s niveis de variacdo codificados -1, 0 e +1, para cada um dos trés parametros. A Tabela

1 ilustra as variaveis e seus determinados niveis de variacao.

Tabela 1 — Teste inicial de planejamento experimental com seus respectivos niveis de variagao

. Variaveis ndo codificadas Varidaveis codificadas
Experimentos - -
Glic Ext. Lev Mg504 Glic Ext.Lev  MgSO4 |

1 40 0 0 -1 -1 -1
1.1 40 0 0.8 -1 -1 1
1.2 40 2 0 -1 1 -1
13 40 2 0.8 -1 1 1
2 20 0 0 1 -1 -1
2.1 20 0 0.8 1 -1 1
2.2 20 2 0 1 1 -1
23 20 2 0.8 1 1 1
3 e0 1 0.4 0 0 a
3.1 e0 1 0.4 0 0 a
3.2 a0 1 0.4 0 i) a

Fonte: Acervo pessoal, 2023.
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6.2. Planejamento Experimental 1

O primeiro planejamento experimental foi realizado com triplicata do ponto central,
gerando um total de 11 experimentos trabalhados em erlenmeyers. Assim, também se
definiu a escolha do tipo de planejamento, sendo completo 2”3, definindo-se os niveis de
variacdo codificados -1, 0 e +1, para cada um dos trés parametros. Variou-se a
concentracéo de glicose (g/L: 30, 60 e 90), extrato de levedura (g/L: 0, 2 e 4) e NaNOs3
(g/L: 10, 25 e 40). A Tabela 2 ilustra as variaveis e seus determinados niveis de variacao.

Tabela 2 - Planejamento experimental 1 com seus respectivos niveis de variagdes

. Variaveis ndo codificadas Varidveis codificadas
Experimentos - -
Glic Ext. Lev MaMO03 Glic Ext. Lev MaMO03

1 30 a 10 -1 -1 -1
2 30 4 10 -1 -1 1
3 30 a 40 -1 1 1
4 30 4 40 -1 1 1
5 90 a 10 1 -1 1
& 90 4 10 1 -1 1
7 90 a 40 1 1 1
8 90 4 40 1 1 1
o B0 2 25 a a a
10 &0 2 25 a a a
11 e0 2 25 a a a

Fonte: Acervo pessoal, 2024.

6.3. Planejamento Experimental 2

Realizou-se o segundo planejamento experimental com triplicata do ponto central,
gerando um total de 11 experimentos trabalhados em erlenmeyers. Assim, também se
definiu a escolha do tipo de planejamento, sendo completo 23, definindo-se os niveis de
variacdo codificados -1, 0 e +1, para cada um dos trés pardmetros. Variou-se a
concentracéo de glicose (g/L: 0, 15 e 30), extrato de levedura (g/L: 0, 2 e 4) e NaNOs3
(g/L: 0, 20 e 40). A Tabela 3 ilustra as variaveis e seus determinados niveis de variagéo.
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Tabela 3 - Planejamento experimental 2 com seus respectivos niveis de variagdes

) Variaveis ndo codificadas Variaveis codificadas
Experimentos - -
Glic Ext. Lev MaNOz Glic Ext. Lev MaNOz

1 a a a -1 -1 -1
2 a a 40 -1 -1 1
3 a 4 a -1 1 -1
4 a 4 40 -1 1 1
5 30 a a 1 -1 -1
-] 30 a 40 1 -1 1
7 30 4 a 1 1 -1
8 30 4 40 1 1 1
] 15 2 20 a a a
10 15 2 20 a a a
11 15 2 20 a a a

Fonte: Acervo pessoal, 2024

6.4. Planejamento Experimental 3

Neste planejamento experimental, houve a modificacdo do processo de reativacao
do microrganismo, em que as placas contendo Bacillus subtilis ficaram na estufa de 12 a
16h. Depois, coletou-se as cepas e transferiu-as para o meio LB e s6 transferiu para o
meio de producdo até que se atingissem uma D.O de 0,3 a 0,5 uUABS. Esta pequena
alteracdo da metodologia foi feita para verificar eficacia na quantidade da concentracéo
de surfactina e no crescimento celular. Os experimentos foram realizados com a
concentracdo padrdo do meio de cultura PW, sendo retirados pontos para analise 24h e
48h de producéo, determinando a concentragao de surfactina produzida e a concentragédo
celular (DO 600nm).

Assim, definiu a escolha do tipo de planejamento, sendo completo 273, definindo-se
os niveis de variacdo codificados -1, 0 e +1, para cada um dos trés parametros. Variou-se
a concentracdo de glicose (g/L: 30, 60 e 90) e extrato de levedura (g/L: O, 2 e 4),
realizando triplicata para cada parametro, totalizando 15 ensaios. A Tabela 4 ilustra as

variaveis e seus determinados niveis de variacao.

Tabela 4 - Planejamento experimental 3 com seus respectivos niveis de variagdes

) Variaveis ndo codificadas Variaveis Codificadas

Experimentos - . "
Glic. Extr.Lev Glic Ext.Lev  Glic*Extr. Lewv

1 30 0 -1 -1 1

2 30 4 -1 1 -1

3 o0 0 1 -1 -1

4 o0 4 1 1 1

5 60 2 Q 0 0

Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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6.5. Validacao do Treinamento da Rede Neuronal

Neste experimento, trata-se das propostas do treinamento da rede neuronal, no qual
buscou-se conseguir uma otimizacdo das concentracGes das composicOes anteriores
baseada ao total 12 redes neuronais, sendo 6 redes considerando com variéveis de saida
para o indice de emulsificacdo e 6 redes para a concentracdo de surfactina, assim em
ambos 0s casos variou-se de 1 a 6 0 numero de neurénios na camada oculta. Entre as
redes selecionadas e treinadas, selecionou-se aquelas que apresentasse coeficiente de
correlagéo de Pearson maior que 0,9.
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7. ANALISE POR REDE NEURONAL

Os resultados do altimo grupo de experimentos utilizado para a otimiza¢do do meio
de cultivo foram utilizados para o treinamento de redes neuronais. Sendo assim, foram
ajustadas redes neuronais, contendo 2 entradas (concentracdes de glicose e extrato de
levedura), de 1 a 6 neurdnios na camada intermediaria e 1 neurénio na camada de saida
(concentracéo de surfactina ou indice de emulsificagdo). Para o treinamento, foi utilizado
o0 software Matlab 2023 sendo considerado a soma dos quadrados dos erros como fungéo
objetivo e as fungdes “Tansig” e “Pureline” como funcdes de ativagdes nas camadas de
intermediaria e de saida, respectivamente. Para o treinamento, foi utilizado o algoritmo
de “Levenberg-Marquardt”. Para o treinamento, foram utilizados 70% dos resultados
experimentais e para teste e validagao da rede foi utilizado 15% cada um. A qualidade do
ajuste foi avaliado considerando o Coeficiente de Correlacdo de Pearson e a Soma dos
Quadrados do Erros de todos os valores experimentais.

Apbs o treinamento da rede, foi determinado o valor 6timo do processo utilizado na
funcdo “fmincon” do Matlab 2023, sendo obtido um valor 6timo para cada arquitetura de
rede avaliada. Sendo assim, foram selecionados 5 candidatos para avaliar a sua producao

experimentalmente.



31
8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1. Avaliacdo em meio Luria - Bertani (LB)

Para dar inicio as analises, fez-se necessario realizar o cultivo da bactéria Bacillus
subtilis. Para isso, foi utilizado o meio LB soélido nas placas e foi feito o repique. Na
Figura 1, é possivel observar a aparéncia da placa ap6s 24h de incubagéo.

Figura 1 - Placa de Petri ap6s 24h de incubagdo da bactéria Bacillus subtilis em meio LB sélido

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

ApOs a incubacdo, as cepas de Bacillus subtilis contidas na placa foram
transferidas para os frascos contendo meio LB liquido.

Entdo, posterior as 16 horas da etapa do pré-indculo, realizou a primeira tentativa
de producdo de surfactina em meio de cultura LB liquido. Na Figura 2, pode-se notar a
aparéncia do frasco fermentado apds 48h de producdo com 10% de in6culo, maior
percentual de indculo e maior tempo de produgéo.
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Figura 2 - Frasco fermentado com meio LB apés 48h de producéo e 10% de in6culo

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Mediante a cada tempo de producdo para andlise, determinou-se a densidade
Optica em 600nm. O gréfico da Figura 3 mostra os resultados obtidos da concentracdo

celular em relacdo as condi¢des de producao.

Figura 3- Concentracéo celular em relacéo as diferentes porcentagens de indculo e tempo de produgao
em meio LB

Densidade optica em 600nm em Meio LB

5% 10%

M 6h @ 24h 1 48h
Condigoes de cultivo

0.40 =
0.20 .
0.00

1%

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

O meio LB trata-se de um meio de cultura muito usual para o preparo de meios
solidos em placas de Petri, além disso também é utilizado para o cultivo e manutencéao de
cepas recombinantes (Tortora et al., 2017.).

Este meio é referido como um meio complexo, uma vez que é composto de extrato



33

de levedura que fornece compostos organicos 0s quais contribuem no crescimento
bacteriano. Dos componentes do meio, ha também o NaCl que proporciona os ions sodio
que sdo usados para o transporte e equilibrio osmatico e a triptona que fornece os
principais aminoacidos ao microrganismo, visando seu crescimento (Yang, H.; Yu, H.;
Shen, Z., 2015).

Dessa forma, observa-se que o meio nutricional favoreceu o crescimento do
microrganismo. Isso pode ser constatado ao analisar os valores de densidade Optica (D.O)
obtidos ao longo do tempo de producéo, correspondentes aos diferentes percentuais de
indculos. No meio de cultura testado, os valores de D.O aumentaram progressivamente,
variando de um minimo de 0,273 uABS a um méximo de 1,673 uABS.

Apobs a determinacdo da concentragdo celular, determinou a concentracdo de
surfactina através do método colorimétrico. Na Figura 4, mostra o resultado visual apds
a reacdo entre o reagente BTB- CPC e o meio de cultivo, nota-se que a producdo de

surfactina foi nula.

Figura 4 - Resultado visual da producéo de surfactina em meio LB apds 48 horas de produgio

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

O método colorimétrico BTB-CPC é comumente usado para quantificar a
producdo de surfactina em culturas de alto rendimento (concentragdo de surfactina em
torno de 100- 500mg/L) (Fox et al., 2000). Trata-se de um complexo verde, formado por
um mediador chamado de CPC (cloreto de cetilpiridinio) e um indicador de cor chamado
BTB (azul de bromotimol). Logo, na presenca de surfactina, o CPC é instantaneamente
removido do complexo CPC-BTB, criando uma mudanca cromatica de verde-claro para
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azul (Kim et al., 2020).

Ap0s a adicdo do complexo de reagentes, a placa é direcionada para a leitora de
placas para determinar a absorbancia da surfactina em 600nm. E com o resultado obtido,
determinou-se quantitativamente a concentragdo de surfactina, tomando-se como base a
curva de calibracdo que foi previamente realizada. Desse modo, a partir da curva, pode-
se calcular o quanto se produziu de surfactina no meio LB nas condicGes estudadas,
obtendo o resultado conforme representado na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo de surfactina em relacéo as diferentes porcentagens de indculo e tempo de
producdo em meio LB

Concentracdo de Surfactina (mg/L)
IoTIEETIIr &h 24h 48h
indculo (%)
1 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0
10 0,0 0,0 0,0

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

A partir da Tabela 5 e dos resultados apresentados, é possivel observar que ndo
houve nenhuma producao de surfactina através do meio LB. Isso pode ser explicado pois
um dos principais constituintes que contribuem na producdo deste biossurfactante esta
contida em fontes de carbono, como a glicose, fator essencial que reflete no crescimento
microbiano e por sua vez na producdo do bioproduto (Sonenshein et al., 1993). Assim,
em culturas de Bacillus subtilis que visam a producdo de surfactina, a glicose €
comumente escolhida como fonte de carbono justamente por se caracterizar um substrato
de répido consumo bem como por apresentar facilidade da determinacédo analitica (Davis
etal., 1999).

No entanto, embora 0 meio LB tenha favorecido o crescimento microbiano, sua
baixa concentracdo de fontes de carbono, especialmente glicose, ndo foi suficiente para
atender as demandas energéticas e nutricionais necessarias para um maior crescimento de
Bacillus subtilis e para sustentar uma producdo eficiente de surfactina. Outra
possibilidade é que o crescimento microbiano alcangado ndo tenha sido suficiente para
induzir a producéo de surfactina. Por este fato, torna-se um meio de cultura inviavel para

este tipo de producao.



35

8.2. Producédo em meio PW

Também foram realizados cultivos com 0 meio nomeado como PW, sendo este
considerado um meio sintético. Na Figura 5, pode-se notar a aparéncia dos frascos

fermentados apos 24h de producdo com os devidos percentuais de indculo.

Figura 5 - Frasco fermentado com meio PW ap6s 24h de producéo e diferentes porcentagens de indculo

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Mediante a cada tempo de producdo para anélise, determinou-se a densidade
Optica em 600nm. O grafico da Figura 6 mostra os resultados obtidos da concentracéo

celular em relagéo as condi¢des de producéo.

Figura 6 - Concentragdo celular em relacdo as diferentes porcentagens de in6culo e tempo de producéo

em meio PW
Densidade optica em 600nm em Meio PW
14.00
12.00
1000
=
§ 8.00
£ 6.00
8 400 :
o .
o_w e - s -
1% 5% 10%
™ 6h M 24h W 48h
Condigdes de cultivo

Fonte: Acervo pessoal, 2023.
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Nota-se que a densidade Optica obtida ao decorrer do tempo de producédo
respectivos aos diferentes percentuais de indculos para o microrganismo cultivado neste
meio de cultura foram maiores, atingindo uma D.O no valor maximo de 11,94 uABS e
minimo de 0,274 uABS. Essa maior concentracdo celular deve-se a presenca da fonte de
carbono, glicose, na concentracdo de 60 g/L que foi preparada junto com outros nutrientes
neste meio de cultura.

Como comentado anteriormente, a glicose, uma das principais fontes de carbono,
contribui no suprimento nutricional e energético do microrganismo, estimulando seu
crescimento. Além do mais 0 NaNOgz, como fonte de nitrogénio, promove um 6timo papel
no desenvolvimento do microrganismo em conjunto com incorporagdo do extrato de
levedura. De acordo com pesquisadores, foi demonstrado que a produgéo de surfactina
sofre forte influéncia do metabolismo de nitrogénio. Assim, esses autores sugerem que
h& uma correlacao entre o aumento da producéo de surfactina e o crescimento celular sob
a limitacdo de nitrato (Davis et al., 1999).

Dessa forma, segundo Agarry et al (2015) ha a indicacdo de que o meio contendo
glicose, extrato de levedura e nitrato de sodio nas concentracdes ideias induzem e
favorecem o crescimento celular e a producéo de surfactina.

Apos a determinagdo da concentracdo celular, determinou a concentracdo de
surfactina através do método colorimétrico. Na Figura 7 mostra o resultado visual apés a
reacao entre o reagente BTB- CPC no meio de cultivo PW (lado esquerdo) e meio Fosfato

(lado direito), nota-se que a produgéo aconteceu entre 24h e 48h, respectivamente.

Figuras 7 (A e B) - Resultado visual da producéo de surfactina em meio PW e meio Fosfato nos tempos
de 24h e 48h, respectivamente
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A placa foi direcionada para a leitora de placas para determinar a absorbancia da
surfactina em 600 nm. Determinou-se quantitativamente a concentracdo de surfactina,
tomando-se como base a curva de calibracdo que foi previamente realizada. Entéo
calculou-se o quanto se produziu de surfactina no meio PW nas condic¢des estudadas,

obtendo o resultado conforme ilustrado no grafico da Figura 8.

Figura 8 - Concentracdo de surfactina em relagdo as diferentes porcentagens de indculo e tempo de
producdo em meio PW

Concentracdo de surfactina (mg/L) em Meio PW
5 4500
B
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)
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M 6h @ 24h 1 48h
Condigoes de cultivo

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

A partir desses resultados, pode-se compreender que 0 meio PW devido a sua
composigdo nutricional contendo alta concentracdo de fonte de carbono e fonte de
nitrogénio, contribuiu significativamente na producdo de surfactina, obtendo
concentracdes de alto rendimento, principalmente em 48h de fermentacdo e com 10% de
inéculo, correspondendo a um valor de 4 g/L do bioproduto.

Isso pode ser explicado, pois devido a um maior percentual de indculo introduzido
no meio de cultura, isto é, maior quantidade de microrganismo bem como devido a um
maior tempo de fermentacao, induziu ao consumo elevado de glicose no meio reacional,
0 que tornou 0 meio PW essencial para suprir as demandas energéticas e nutricionais que
0 microrganismo deve consumir para que consiga produzir a surfactina com eficiéncia
(Davis et al., 1999).

8.3. Producéo em meio Fosfato

Novamente, apds 16 horas de incubacgdo, realizou o experimento da produgdo de
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surfactina em meio de cultura nomeado pelo grupo de pesquisa como Meio Fosfato
devido a sua composi¢do com tampdo Fosfato e solucdo de variaveis micro sais, sendo
este também considerado um meio sintético. Na Figura 9, pode-se notar a aparéncia dos

frascos fermentados apds 24h de producdo com os devidos percentuais de inoculo.

Figura 9 - Frascos fermentados com meio Fosfato ap6s 24h de producdo e diferentes
concentragdes de indculo

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Mediante a cada tempo de producdo para andlise, determinou-se a densidade

Optica em 600nm. O grafico da Figura 10 mostra os resultados obtidos da concentracdo

celular em relacdo as condi¢des de producao.

Figura 10 - Concentracdo celular em relacdo as diferentes porcentagens de indculo e tempo de producéo
em meio Fosfato
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Fonte: Acervo pessoal, 2023.

O meio fosfato é constituido de uma pequena concentracao de glicose de 7 g/L e
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fonte de nitrogénio de 4 g/L, menor do que em comparacdo ao meio PW, entretanto,
enriquecido por uma solugédo de micro sais. Apesar, de muitos microrganismos, como a
Bacillus subtilis, conseguir se desenvolver em altas concentracdes de sais, temperatura e
pH, a concentracdo de glicose e NaNOz constituidos na composicdo do meio foram
insuficientes para que o microrganismo pudesse atingir um maior crescimento.

Apobs a determinacdo da concentragdo celular, determinou a concentracdo de
surfactina através do método colorimétrico. No grafico da Figura 10, apresentada
anteriormente, nota-se que o crescimento celular aconteceu majoritariamente com 10%
de in6culo as 48h. Foi determinado o quanto se produziu de surfactina no meio Fosfato

nas condicdes estudadas, obtendo o resultado conforme ilustrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo de surfactina em relagdo as diferentes porcentagens de indculo e tempo de
producdo em meio Fosfato

Concentracdo de Surfactina (mg/L)
LRI 0Lz &h 24h 48h
indculo (%)
1 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0
10 a0 a0 a0

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Com os resultados baixissimos da DO, ndo era esperado uma producdo de
surfactina. Logo, pode-se compreender que o meio Fosfato assim como o meio LB devido
a sua composicao nutricional ser inferior comparado ao meio PW, tornou-se um meio
invidvel para suprir as demandas do microrganismo para que conseguisse produzir a
surfactina com eficiéncia.

Ao analisar os graficos e as tabelas anteriores, respectivas para cada meio de
cultura, evidencia-se o diferencial do efeito produtivo que o meio PW promove sob os
demais, o que o torna o melhor meio de cultura para ser definido e para dar continuidade

aos experimentos seguintes voltados a otimizagé&o.

8.4. Variagdes de fonte de carbono e nitrogénio

Foram avaliadas 3 fontes de carbono (glicose, sacarose e glicerol) e 3 fontes de
nitrogénio (uréia, peptona e nitrato de aménio) no meio de cultura PW a fim de verificar
qual fonte poderia estimular maior producdo de surfactina. Os experimentos foram

realizados com a concentracdo padrdo dos componentes do meio de cultura PW, sendo
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retiradas amostras nos tempos de 6h, 24h e 48h de producédo para a determinagédo da
concentragéo de surfactina da concentragéo celular.
Os graficos das Figuras 11 e 12 mostram, respectivamente, a concentragdo celular e

a concentracao da surfactina dos experimentos nos periodos de 24h e 48h de produgcéo.

Figura 11 - Concentrag&o celular em diferentes fontes de carbono e nitrogénio em 24h e 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 12 - Concentragéo de surfactina em diferentes fontes de carbono e nitrogénio em 24h e 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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Foi observado no gréafico da Figura 11, que dentre as fontes de carbono, a glicose
foi a fonte que mais teve destaque no periodo de 6h com uma densidade éptica (DO) de
4,8 UABS e em 48h com densidade Optica de 2,8 uABS. Ainda que no tempo de 24h a
sacarose sobressaiu, a diferenca foi minima, enfatizando a influéncia da glicose sobre o
crescimento celular.

No gréfico da Figura 12, quanto a concentracéo de surfactina, a glicose foi a fonte
que mais influenciou a producéo do bioproduto nos trés periodos analisados, dando énfase
no periodo de 48h com uma concentracdo de 4.261 mg/L. Isso pode ser explicado, pois
quando a célula realiza a oxidacdo de uma molécula de glicose (CeH1206) para CO2 e
H-O, acontece que a energia na molécula de glicose é entdo removida aos poucos, sendo
posteriormente captada no ATP, que pode colaborar como fonte de energia para reacoes
que requerem energia. Além do mais, a glicose possui muitos atomos de hidrogénio,
contendo uma grande quantidade de energia potencial, alem de ser uma fonte de carbono
mais facilmente assimilavel, e assim se tornando um nutriente valioso para 0s organismos,
promovendo maior crescimento (Tortora et al., 2017).

Quando se analisa as fontes de nitrogénio, observa-se que no grafico da Figura 11,
a peptona se destacou em relacdo as outras fontes, contribuindo na maior concentracdo
celular nos trés periodos analisados. A peptona é comumente utilizada para o crescimento
de bactérias em laboratério. Trata-se de um hidrolisado proteico que contém os nutrientes
essenciais e necessarios para a proliferacdo microbiana (SpLabor, 2024).

No entanto, quanto a concentracdo de surfactina, a adicdo de mais uma fonte de
nitrogénio junto ao nitrato de sodio ndo contribuiu para uma maior producdo do
bioproduto. Apenas em um periodo de 48h, a peptona péde produzir uma concentragdo
de surfactina de 2.882 mg/L, ndo havendo tanta diferenca quanto ao experimento controle
que tem apenas uma fonte de nitrogénio. Logo, notou-se que a peptona nédo surtiu efeito
sobre 0 processo de crescimento, e por sua vez, ndo corroborou para uma producédo de
surfactina almejada. 1sso pode estar relacionado com o excesso de fonte de nitrogénio que
pode ter atrapalhado no aumento da producdo da surfactina, uma vez que ja foi
demonstrado que a producdo do bioproduto sofre forte influéncia do metabolismo de
nitrogénio e que ha uma correlacdo entre 0 aumento desta producdo e o crescimento
celular sob a limitag&o de nitrato (Davis et al., 1999).

Sendo assim, a maior producdo foi obtida quando se utilizou o meio PW
(controle). Logo, ele foi utilizado como base para 0s experimentos visando a otimizagao

da composic¢ao do meio de cultivo.
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Demais analises também foram feitas, como a correlacdo entre o indice de
emulsificacdo e a concentracdo de surfactina. O grafico da Figura 13 mostra essa
correlacdo realizada no periodo de 48h.

Figura 13 - Correlacdo entre o indice de emulsificacdo (%) e a concentragdo de surfactina (mg/L)
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

A Figura 13, mostra um gréafico de dispersdo com uma linha de tendéncia linear,
a variavel no eixo x corresponde a concentracdo de surfactina (mg/L) e no eixo y esta o
indice de emulsificacdo (%), cujo coeficiente de deteminacdo (R?) é de 0,8979, indicando
que 89,79% da variacdo no IE pode ser explicada pela concentracdo de surfactina,
representando uma correlacdo forte e um bom ajuste, mas também evidencia que o tipo
de substancia pode influenciar significativamente a eficiéncia (IE), assim como mostra 0s
outliers.

Algumas substancias podem ter um desempenho melhor ao aumentar o IE, nota-
se que os pontos referentes a sacarose, glicose e peptona apresentaram altos indices de
emulsificacdo (IE%) superiores a 40% correspondendo aos componentes que mais
produziram surfactina, apresentando valores de 49,5% (sacarose), 47,1% (glicose) e
48,3% (peptona). Quanto ao glicerol, uréia e nitrato de amonio, apresentaram pontos com
IE inferior a 20%, o que se correlaciona com as baixas ou nulas producdo de surfactina
destas fontes, que se distanciam da linha de tendéncia. Segundo estudos, relata-se que

uma emulsificacdo eficaz, ocorre quando o seu indice de emulsificacdo (IE) é superior a
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40 %, certificando que o Bacillus subtilis € um bom produtor de biossurfactante (Maia,

2020).

8.5. Teste Inicial de Planejamentos Experimentais

Deu-se inicio aos experimentos seguindo as condi¢des ja estabelecidas de meio
conforme Tabela 1, realizando a andlise da surfactina e o tratamento de resultados
estatisticos. A Figura 14 ilustra o resultado visual da producao de surfactina e a Tabela 7
mostra os resultados para as concentra¢des obtidas do bioproduto.

- e

Figura 14 - Resultado visual da produgdo de surfactina no planejamento experimental

. Teresv-iiy

Fonte: Acervo pessoal, 2023.
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Tabela 7 - Concentracao de surfactina (mg/L) as diferentes condigdes de variagoes

Meio Power

Concentracao de

E i t
XPENMENTOS  Surfactina [mg/L)

1 0
1.1 4667,86
1.2 46,43
1.3 0

2 0
21 175
2.2 2775
2.3 6110,71

3 3460,72
3.1 3353,57
3.2 3732,14

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Através dos resultados obtidos, nota-se que a maior concentracdo de surfactina
sobressaiu no ponto 2, 8 e permaneceu significativo nos grupos controle. Para
compreender qual composto induziu maior influéncia sobre a produgéo, foi feito um
tratamento de dados estatisticos.

Assim como os resultados obtidos para a concentracao de surfactina, notou-se que
para maiores concentracdes de MgSO4 e extrato de levedura a uma concentragdo de 1 g/L
obteve-se bons resultados para o IE, da mesma forma, que quanto maior a concentragdo
de glicose e extrato de levedura, foi apresentado resultados significativos para o IE,
indicando correlacdo entre esses dois parametros. Essa correlacdo sera discutida a seguir

com dados estatisticos. O grafico da Figura 15 ilustra essa correlacgéo.
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Figura 15 - Correlacéo entre o indice de emulsificagéo e a concentracao de surfactina

CpxIE y = 0,0014x + 57,969
R# = 10,8531
B8
1+
64
__62
E
&0
w
58
56
54
52
0 1000 2000 3000 4000 5000 BO00 TO00
Concentragdo de Surfactina (mg/L)

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

O gréfico da Figura 15 mostrou um coeficiente de determinagdo no valor de
0,8531, ou seja, mostra que cerca de 85,31% da variacao no IE esta correlacionada com
a concentracdo de surfactina. De tal modo, existe um crescimento positivo do indice de
emulsificacdo a medida que a concentracdo de surfactina aumenta, ainda que haja uma
dispersdo nos pontos. Tal resultado, mostra que as duas metodologias utilizadas para
aferir a concentracdo de surfactina possuem tendéncia similares e por isso foram
utilizadas nas analises (Jonk et al., 2015).

Ressalta-se que em alguns casos, a concentracdo de surfactina pode ser
determinada indiretamente pelo indice de emulsificacdo e ja relatada em alguns artigos,
como ja ocorreu em pesquisas feitas em linhagens bacterianas isoladas de amostra
rochosa de reservatorio de petroleo para a producédo de biossurfactante em um periodo de
24h como descreve Argentin (2016).

Na Tabela 8, é retratado os valores obtidos para a concentracdo de surfactina, os

percentuais do indice de emulsificacdo e a concentracéo celular.
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Tabela 8 - Resultados da concentracdo de surfactina, indice de emulsificacéo e concentracéo celular

Cp (mg/L) IE (24) DO 600nm
0,0 53,9 0,73
4667 86 64,30 0,56
46,43 59,10 0,67
0,0 43,7 0,49
0,0 20,5 0,87
175,0 58,0 0,75
2775,0 60,3 1,05
§110,71 67,20 1,03
3460,72 64,50 0,73
3353,57 60,90 0,71
3732,14 63,40 0,67

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

A correlagdo entre o indice de emulsificacdo e a concentracdo de surfactina pode
ser consideravelmente aceitavel, uma vez que se avalia que conforme a concentracao de
surfactina aumenta, maior sera o indice de emulsificacdo. De acordo com Gong (2009),
em suas pesquisas foram relatadas que o indice de emulsificacdo da surfactina obtida a
partir da Bacillus subtilis E8 chegou proximo a 68%. Por outro lado, em um estudo feito
por Abdel - Mawgoud e colaboradores (2008b), foi analisado as propriedades
emulsificantes do biossurfactante produzido a partir de Bacillus subtilis BS5 em meio
contendo melaco e obteve indices de emulsificacdo entre 59% a 62%, 0 que torna
semelhante aos resultados obtidos neste trabalho (Abdel — Mawgoud; Aboulwafa;
Hassouna, 2008b; Youssef et al., 2004),

Ainda segundo a literatura, a emulsdo é considerada eficaz quando atinge indice
de emulsificagdo em um percentual maior de 40% (Argentin, 2016). Portanto, 0s
resultados obtidos podem ser considerados satisfatorios dentro das condi¢es trabalhadas.
No entanto, notou-se que ndo houve correlacdo entre a concentracdo celular e a
concentracdo de surfactina. As Tabelas 9 e 10 retratam as andlises estatisticas da

concentracdo de surfactina e do indice de emulsificacao, respectivamente.
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Tabela 9 - Andlise estatistica da concentragdo de surfactina (mg/L)

Coeficientes Erro podrio Staf t valor-F 5% inferiores | S5% superiores Inferior #5,0% Superior 95,0%
Intersecdo 211,039 453,684 4,768 0,018 735,391 3686, 687 735,391 3686,687
Gl 543,304 543,717 0,999 0,351 1187, 047 2273,655 1137,047 2273, 655
EL 911,161 #3717 0,340 0417 -1219,130 241,512 -1213,130 2241,512
Mgs04 1016,518 543,717 1,870 0,158 -713,833 746,868 -713,633 2745,B68
BL*EL 1666,518 543,717 3065 (OSSN 51 3396,B68 -63,E13 3396, 868
GLYMgS04 138,839 543,717 0,255 0,815 1869, 190 1591,512 1869,190 1591512
EL"Mg504 -1594,196 3,717 -,357 0,745 -1924,347 15336,135 -1524,547 1536,135
GL*EL*Mg504 984,375 543,717 1,510 1,168 -745,576 714,726 -745,576 2714,726

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

Tabela 10 - Analise estatistica do indice de emulsificacdo (IE%)

Ilfueﬁcfe.r.'tesI.Errc'_cru-':.'rﬁs'. Sttt valor-P 85% inferiores  35% superiores [nferior 35 0% Superior 35,0%
IntEFE-El;ﬁl:l 22,930 2,315 24,240 0,040 47,932 b3,541 4/,332 b3,341
GL -1,E13 2,949 -0,613 0,582 -11,19E8 7,973 -11,198 7,373
EL 4,138 2,949 1,403 0,255 5,248 13,523 5,248 13,523
Mgs04 4,863 2,949 1,649 0,193 -4,523 14,243 -4,523 14,248
GLYEL 8,112 2,549 2751 [ 1273 17,498 1,273 17,498
GL*Mgs0a &, 237 2,949 2,115 0,125 -3,148 153,623 -3,148 15,623
EL"Mg504 -7.113 2,949 -2412 _ -16,498 2,273 -16,498 2,273
GLYEL™Mgs0d -0,537 2,949 0,182 0,867 9,923 4,848 -8,923 &,848

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

As tabelas 9 e 10 refletem os coeficientes e estatisticas resultantes de uma anélise
de regressdo multipla, onde foram modeladas interacGes entre diferentes variaveis (GL,
EL, MgSO4 e suas combinagdes) para prever o comportamento de uma variavel
dependente como a concentracdo de surfactina (mg/L) e o IE (%). Em relacdo aos
modelos, somente os resultados em relacdo a concentracdo de surfactina apresentou um
valor de R? maior que 0,7, mostrando que o modelo ndo apresentou um bom ajuste. Em
relagdo ao IE, o ajuste foi ruim, apresentando um R? inferior a 0,5.

Através dos resultados estatisticos obtidos, é possivel notar para a Tabela 9, que
a interacdo GL*EL tem um coeficiente de 1666,518, sugerindo que, com um aumento
conjunto nos valores de GL e EL, ha um efeito positivo consideravel sobre a variavel
dependente, aumentando também a concentracao de surfactina (mg/L). Por outro lado, a
interacdo GL*MgSO4 é negativa (-138,839), o que implica que o efeito combinado de
GL e MgSO4 reduz a varidvel dependente. Para a Tabela 10, as interaces GL*EL com
um coeficiente de 8,112 e GL*MgSO4 com 6,237, sugerem um efeito positivo
consideravel sobre a variavel dependente, neste caso, o IE%. Ja as outras interagoes,
apresentam valores negativos, ndo indicando significancia.

Ademais, tanto para analise de Cp quanto para a IE, a glicose quando multiplicada
pelo extrato de levedura possui influéncia significativa na faixa estudada com 90% de

confianca. Entretanto, quando analisada com 95% de confianga, somente a intersegéo
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possui correlacdo acima de 95% (célula em amarelo) e os itens marcados em azul

possuem correlacdo acima de 90%, assim nota-se que nenhuma variavel foi significativa.

8.6. Planejamento Experimental 1

Deu-se inicio aos experimentos seguindo as condicdes ja estabelecidas de meio
conforme Tabela 2, tempo de fermentagdo, concentracdo de indculo, realizando assim a
andlise da surfactina, concentracdo celular e o tratamento de resultados estatisticos. Os
gréficos das Figuras 16 e 17 ilustram os resultados obtidos da concentracédo celular e da
concentracdo da surfactina, respectivamente, em diferentes experimentos do

planejamento experimental em 48h.

Figura 16 - Concentragéo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental 1 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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Figura 17 - Concentragdo de surfactina em diferentes experimentos do planejamento

experimental 1 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

No grafico da Figura 16, foi notado que o experimento E6, o qual tem a seguinte
concentracdo dos componentes, 90 g/L de glicose, 4 g/L de extrato de levedura e 10 g/L
de NaNOs apresentou 0 maior resultado para a concentracao celular, obtendo densidade
Optica em torno de 10,0 uUABS. O experimento E9 (triplicata) é a concentragédo controle
do meio PW, também apresentando concentracdo celular satisfatoria com densidade
Optica (DO) de 6,7 UABS, sendo proximo do resultado do experimento E5 com DO de
6,98 UABS que também possui concentracdo de glicose acima da concentracdo controle.

Os experimentos com concentracdo de glicose 30g/L (E1, E2, E3 e E4), ndo foram
capazes de favorecer melhores resultados para o crescimento do microrganismo quando
comparados com os demais experimentos. Ainda assim, 0s experimentos E3 e E4
apresentaram concentracao celular maior que os experimentos E1 e E2, isso pode estar
relacionado com a presenca da fonte de nitrogénio, que se encontra em uma concentracao
maior nos experimentos E3 e E4.

No grafico da Figura 17, refere-se & concentragédo de surfactina, o experimento
E8, que possui as maiores concentracdes dos componentes, foi 0 que maior produziu o
biossurfactante com concentragdo de surfactina de 7.735 mg/L, apesar de n&o ter
apresentado a maior concentracdo celular. O experimento E9 (triplicata) foi o segundo
experimento a apresentar maior concentracdo, com valor de 4.970 mg/L. Os experimentos

E5 e E6, que anteriormente obteve altos resultados para a concentracdo celular, agora
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apresentou baixas concentracdes do biossurfactante, como 612 mg/L e 131 mg/L,
respectivamente. Outro experimento que vale observar, é o experimento E2, que apesar
de ter apresentado baixa concentracdo celular, conseguiu obter uma concentragdo
intermediaria de surfactina com 3.680 mg/L.

Desse modo, vale ressaltar que os resultados de maiores concentracdes celulares
obtidos e descrito no gréafico da Figura 16 ndo tiveram relagdo direta com as maiores
concentragdes de surfactina. De toda maneira, estudos indicam que a menor producéo de
surfactina pode estar relacionada a perdas de biossurfactante na espuma, ocasionada tanto
pela producédo do produto tensoativo quanto pela agitacdo e aeracdo do meio (Debon et
al., 2015).

A Figura 18, retrata a correlacdo entre o indice de emsulsificacdo e a concentracdo

de surfactina.

Figura 18 - Correlacéo entre o indice de emulsificacdo e a concentracéo de surfactina referente ao
planejamento experimental 1
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

E possivel notar que neste grafico, existe uma tendéncia de que o aumento da
concentracdo de surfactina esta positivamente relacionado ao indice de emulsificacéo,
mas a relacdo ndo é forte, como indicado pelo R? apresentando coeficiente de
determinacéo de 0,4244, valor muito inferior para provar a qualidade do ajuste do modelo
de regressao linear.

Para contextualizar, Montgomery e colaboradores (2012) afirmam que um valor
de R2 préximo de 1,0 indica que o modelo explica a maior parte da variabilidade dos
dados, mas valores menores, como 0,4244, indicam que h& espaco para melhorias no
ajuste do modelo (Montgomery, D. C., Runger, G. C., & Hubele, N. F., 2012). Ainda
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assim, nos campos das engenharias, onde a precisdo é frequentemente critica, um R?
maior seria ideal para assegurar que a maior parte da variabilidade é explicada e para
reduzir o erro nas previsoes.

Com os resultados obtidos, pode-se realizar o tratamento estatistico por meio de
gréficos de Pareto que sdo apresentados por um grafico de barras, permitindo identificar
quais parametros mais exercem influéncia na resposta de interesse (Concentracédo de
surfactina e IE, respectivamente). Os graficos das Figuras 19 e 20, mostra esse tratamento

estatistico.

Figura 19 - Gréfico de Pareto para valores de concentracdo de surfactina (mg/L) obtidos pelo
planejamento experimental 1 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 20 - Grafico de Pareto para valores de indice de emulsificacdo (IE%) obtidos pelo planejamento
experimental 1 em 48h
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E interessante ressaltar que no grafico de Pareto, tem-se os valores absolutos de
tcalculado (coef. de efeito dividido pelo erro padrdo), assim denominados efeitos
padronizados, os quais fornecem as alturas das barras que s&o dispostas de maneira
decrescente. O valor tabelado (n, o) (tabela de valores da distribuigdo “t” de Student),
onde o n significa o grau de liberdade, representado pela linha vermelha pontilhada
indicando o nivel de significincia para um o = 0,05, integra o grafico de Pareto
proporcionando o valor a partir do qual os efeitos sdo significativos, qualquer barra que
ultrapasse essa linha € considerada estatisticamente significativa (Rodrigues; lemma,
2005).

Diante dessas analises gréaficas representadas pelas Figuras 19 e 20, observa-se
que nenhuma interacdo de componentes apresentou valor préximo da probabilidade de
significancia do teste (p=3,182), indicando que nenhuma interacdo teve um resultado
significativo no experimento.

Assim, notou-se que nenhum dos fatores ou interacbes teve um impacto
estatisticamente significativo sobre a resposta da surfactina e IE% no nivel de
significancia de 95%. Uma vez que, a analise de Pareto para a concentracdo de surfactina,
0 ajuste do modelo polinomial possui uma fraca correlacdo (R2 em torno de 0,72), sendo
assim, ndo foi possivel detectar diferenca estatistica entre as condi¢des avaliadas.
Considerando a analise de Pareto para o indice de emulsificacdo, 0 modelo polinomial
também ndo apresentou um bom ajuste, com uma fraca correlacdo (R2=0,19). Sendo

assim, optou-se por avaliar outra faixa da concentracdo dos componentes.

8.7 Planejamento Experimental 2

A partir desse planejamento deu-se inicio aos experimentos seguindo as condi¢Ges
ja estabelecidas de meio conforme Tabela 3, tempo de fermentacdo, concentracdo de
inéculo, realizando assim a analise da surfactina, concentracdo celular e o tratamento de

resultados estatisticos. Os graficos das Figuras 21 e 22 ilustram os resultados obtidos.
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Figura 21 - Concentragdo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental 2 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 22 - Concentragdo de surfactina em diferentes experimentos do planejamento experimental em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

No grafico da Figura 21, retratou-se que o experimento E6, o qual tem como a
seguinte concentracdo dos componentes, 30 g/L de glicose e 40 g/L de NaNOgz, sem
nenhuma adicéo de extrato de levedura, apresentou o maior resultado para a concentragao
celular, obtendo densidade dptica de 3,5 uABS. O experimento E7 composto por apenas
30g/L e 4g/L de extrato de levedura e o experimento E8 com as maiores concentragdes
dos componentes tambem apresentaram concentracdo celular maiores com densidade
Optica em torno de 2,5 UABS.
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Observa-se que os experimentos E1, E2, E3 e E4, 0s quais sdo isentos de glicose,
assim como ja esperado, ndo estimularam a concentracdo celular, visto que a glicose,
fonte de carbono, é um fato essencial no meio de cultura para promover o crescimento
celular (Yang, H.; Yu, H.; Shen, Z., 2015).

Os experimentos com 15 g/L de glicose (E9, E10 e E11) nao foram capazes de
favorecer resultados melhores para o crescimento do microrganismo quando comparado
com os demais experimentos com concentragao de 30 g/L de glicose.

No gréfico da Figura 22, trata-se da concentracdo de surfactina, o experimento E9
(triplicata) corresponde ao ponto central, péde produzir maior concentracdo de
biossurfactante com valor de 3.701 mg/L apesar de ndo ter apresentado a maior
concentragéo celular. O experimento E7 foi o segundo experimento a apresentar maior
concentracdo com 2.825 mg/L. Vale comparar os resultados do experimento E2, que
anteriormente ndo apresentou resultado para a concentracdo celular, mas produziu
surfactina obtendo concentracdo de 2.261 mg/L, e deste modo, ndo mostrando
confiabilidade nos resultados.

O experimento E6, embora apresentou bons resultados no crescimento celular,
ndo conseguiu produzir a surfactina. Isso pode estar relacionado com a caréncia de
nutrientes que este experimento apresenta, uma vez que conseguiu consumir um pouco
dos nutrientes para promover o crescimento celular, mas que nédo foi suficiente para
produzir o bioproduto (Agarry et al., 2015).

A Figura 23, retrata a correlacdo entre o indice de emsulsificacdo e a concentracao

de surfactina.

Figura 23 - Correlacéo entre o indice de emulsificacdo e a concentracao de surfactina referente ao
planejamento experimental 2
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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Diante desta correlacdo, nota-se um R2 com valor de 0,885, indicando que 88,5%
da variacdo do IE% esta correlacionada com a concentragdo de surfactina. No entanto,
em concentracdes baixas de surfactina, ha maior dispersdo dos pontos, sugerindo maior
incerteza ou influéncia de outros fatores. Além disso, hd uma possivel saturacdo em
concentragcdes mais altas, onde o IE parece ndo aumentar tanto.

Os graficos das Figuras 24 e 25 mostram essas analises estatisticas, para a

concentracdo de surfactina e para o indice de emulsificacdo.

Figura 24 - Gréfico de Pareto para valores de concentracdo de surfactina (mg/L) obtidos pelo
planejamento experimental 2 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 25 - Grafico de Pareto para valores de indice de emulsificacdo (IE%) obtidos pelo planejamento
experimental 2 em 48h
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Desse modo, pelos graficos de Pareto interpreta-se que novamente, nenhum dos
fatores ou intera¢des ultrapassou o valor critico de 3,182, o que significa que nenhum dos
fatores ou interagdes é estatisticamente significativo no nivel de 95%. Isso sugere que,
apesar de alguns fatores aparentarem ter algum impacto, ndo € possivel afirmar com
seguranca que esses efeitos sdo reais e ndo resultado do acaso.

Além disso, deve-se ressaltar que 0 modelo ndo se ajustou bem aos resultados
experimentais, indicado para a concentracdo de surfactina em que se obteve um R? igual
a 0,72 (esperava-se valores superiores a 0,9). Em relacdo ao indice de emulsificacéo,
obteve-se um R2 igual a 0,193. Sendo assim, foi realizada nova tentativa, visando obter

um melhor ajuste do modelo.

8.8 Planejamento Experimental 3

A partir desse planejamento deu-se inicio aos experimentos seguindo as condicdes
ja estabelecidas de meio conforme Tabela 4, tempo de fermentacdo e concentracdo de
inéculo, realizando a analise da surfactina, concentracdo celular e o tratamento de

resultados estatisticos. Os graficos das Figuras 26 e 27 ilustram os resultados obtidos.

Figura 26 - Concentragdo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental 3 em 24h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.




57

Figura 27 - Concentracdo de surfactina em diferentes experimentos do

planejamento experimental 3 em 24h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Concentragao de Surfactina (mg/L)

No grafico da Figura 26, foi verificado que no periodo de 24h, o experimento E5
0 qual tem a concentracdo controle, 60 g/L de glicose e 2 g/L de extrato de levedura,
apresentou o maior resultado para a concentracao celular, obtendo densidade dptica em
torno de 5,0 uABS. O experimento E3 também apresentou concentracdo celular
satisfatoria com densidade Optica de aproximadamente 4,0 uABS, sendo 0 experimento
que possui a concentracdo maxima de 90 g/L de glicose, mas isento de extrato de
levedura.

O experimento E4, embora com as concentragfes maximas de glicose e extrato de
levedura, apresentou concentracdo celular inferior quanto aos outros experimentos,
podendo estar relacionado com o nivel acima da concentracdo maxima que O
microrganismo consegue absorver para conseguir crescer, assim deixando componente
residual.

Os experimentos E1 e E2, conseguiram promover o crescimento celular, com
densidades oOpticas de 1,257 uABS e 1,568 uUABS, respectivamente. Logo, o experimento
E5 (controle), mostrou o melhor resultado de concentragéo celular no periodo de 24h.

No grafico da Figura 27, quanto a concentracdo de surfactina, o experimento E5
(controle) foi 0 que maior produziu o biossurfactante com concentracdo no valor de 1.466
mg/L. O experimento E3 apresentou um resultado intermedidrio com uma concentragdo
de 719 mg/L. E o experimento E1, portanto, apresentou baixa concentragao de surfactina

com 231 mg/L, enquanto os experimentos E2 e E4 embora demonstraram pequeno
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crescimento celular ndo apresentaram nenhum resultado para a producdo do
biossurfactante.

Dessa maneira, a concentragdo controle que possui concentracdo de 60 g/L de
glicose e 2g/L de extrato de levedura tém demonstrado uma concentracdo ideal para que
se produza o biossurfactante, ndo carecendo de nutrientes e nem saturando o meio de
cultura e os microrganismos pelo excesso dos mesmos.

Nos graficos das Figuras 28 e 29, observa-se o0s resultados para as analises de 48h.

Figura 28 - Concentracdo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental 3 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 29 - Concentracéo de surfactina em diferentes experimentos do
planejamento experimental 3 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.



59

No gréfico da Figura 28, verifica-se que no periodo de 48h, o experimento E5
assim como o experimento E3 apresentaram o mesmo resultado com DO de 3,6 UABS,
onde ambos experimentos tiveram uma morte celular de 24h para 48h mas permaneceram
com resultados superiores quando comparados aos outros experimentos que apresentaram
DO na faixa de 1,5 uABS para baixo. Assim, o experimento E5 (controle) tém conseguido
manter seus resultados de concentracdo celular superiores também no periodo de 48h.

No gréafico da Figura 29, no periodo de 48h, novamente o experimento E5 foi o
que mais produziu o biossurfactante com concentragdo de 1.441 mg/L, mantendo
aproximadamente quase 0 mesmo resultado do experimento de 24h. No entanto, para o0s
experimentos E1 e E3, as concentra¢gdes diminuiram nédo indicando bons resultados de
producdo neste periodo.

Os experimentos E2 e E4, assim como no periodo de 24h, embora demonstraram
pequeno crescimento celular em 48h, ndo apresentaram nenhum resultado para a
producdo do biossurfactante neste mesmo periodo, indicando ndo possuir concentracfes
favoraveis para a producao.

No gréfico da Figura 30 € ilustrado a correlacdo entre o indice de emulsificacéo e
a concentracdo de surfactina realizado no periodo de 48h.

Figura 30 - Correlacéo entre o indice de emulsificacdo e a concentracéo de surfactina referente ao
planejamento experimental 3
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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E possivel observar que os pontos referentes ao experimento E5 apresentam altos
indices de emulsificacdo (IE%) superiores a 37% correspondendo ao experimento que
mais produziu surfactina. Assim como 0s outros pontos 0s quais correspondem aos
restantes dos experimentos apresentaram baixos IE, inferiores a 15%, o que se
correlaciona com as baixas ou nulas producédo de surfactina dos experimentos. Os pontos
mais altos no gréafico, o experimento 5, estdo concentrados nas concentra¢fes mais
elevadas de surfactina, sugerindo que, para concentracfes superiores a 1000 mg/L, os
resultados se tornam mais consistentes e seguem melhor a linha de tendéncia. Isso indica
que, em concentraces mais altas, o efeito da surfactina no IE € mais previsivel. Por outro
lado, os experimentos 1 e 4 apresentam maior variabilidade em concentracdes baixas,
indicando que podem ser mais sensiveis a pequenas mudancas nas condi¢es
experimentais.

O gréfico da Figura 31 mostra a analise estatistica para a concentracdo de

surfactina para o periodo de 24h.

Figura 31 - Gréfico de Pareto para valores de concentracdo de surfactina (mg/L) obtidos pelo
planejamento experimental 3 em 24h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

Mediante os graficos de Pareto, novamente interpreta-se que nenhuma interacao
de componentes chegou préximo da probabilidade de significancia do teste (p=2,201),
indicando que nenhuma interacdo teve um resultado significativo no experimento neste
nivel de confianga (95%).

Além disso, deve-se ressaltar que 0 modelo néo se ajustou bem aos resultados
experimentais, indicando que para a concentracdo de surfactina, obteve-se um R2 igual a

0,22 (esperava-se valores superiores a 0,9).
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Os graficos das Figuras 32 e 33 mostram as analises estatisticas para a

concentracdo de surfactina e para o indice de emulsificagdo no periodo de 48h.

Figura 32 - Grafico de Pareto para valores de concentracdo de surfactina (mg/L) obtidos pelo
planejamento experimental 3 em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Figura 33 - Gréfico de Pareto para valores de indice de emulsificacdo (IE%) obtidos pelo planejamento
experimental 3 em 48h
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Do mesmo modo, interpretou-se que nenhuma interagdo de componentes de
ambas as analises estatisticas representadas pelas Figuras 32 e 33, se aproximou da
probabilidade de significancia do teste (p=2,201), indicando que nenhuma interagdo
apresentou resultado significativo no experimento no nivel de confianga (95%).

Além disso, deve-se ressaltar que 0 modelo néo se ajustou bem aos resultados

experimentais, indicando que para a concentracdo de surfactina, obteve-se um R? igual a
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0,0017 (esperava-se valores superiores a 0,9). Em relacdo ao indice de emulsificacao,
obteve-se um Rz igual a 0,1311. Sendo assim, foi realizada nova tentativa, visando obter

um melhor ajuste do modelo.

8.9 Validacdo do Treinamento de Redes Neuronais Artificias

A partir do planejamento anterior, aplicou-se o treinamento da rede neuronal para
que fosse dado a proposta dos experimentos deste item, deu-se inicio aos experimentos
seguindo as condices ja estabelecidas de meio, tempo de fermentacdo e concentracdo de
inéculo, realizando a analise da surfactina, concentracdo celular e o tratamento de

resultados estatisticos. A Tabela 11 retrata as novas concentragdes.

Tabela 11 - Planejamento experimental com seus respectivos niveis de variagfes utilizando redes
neuronais artificiais

Concentracdo de Concentracdo de

Experiment ;
perimentos glicose (g/L) Ext. Levedura (g/L)

1 65,0 1,20
2 30,0 151
3 60,15 2,38
4 55,1 2,07
5 779 2,66
B 60,0 2,00
7 £0,0 2,00
8 £0,0 2,00

Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Os gréficos das Figuras 34 e 35 ilustram os resultados obtidos.



63

Figura 34 - Concentracdo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental em 24h
utilizando redes neuronais artificiais
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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Figura 35 - Concentragdo de surfactina em diferentes experimentos do planejamento experimental em 24h
utilizando redes neuronais artificiais
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Pode-se notar que no grafico da Figura 34, no periodo de 24h, os experimentos

E3 e E6 (controle) foram os que mais apresentaram resultados altos para a concentracao

celular, apresentando densidade Optica de 4,4 uABS e 4,5 uABS, respectivamente, onde

ambos experimentos se correlacionam, uma vez que o experimento E3 se aproxima da

concentracdo do ponto central.

O experimento E1 apresentou concentracdo celular com densidade optica de
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aproximadamente 3,7 uABS, enquanto os outros experimentos E2, E4 e E5 apresentaram
resultados inferiores, uma vez que também se dispersam das concentragdes do ponto
central.

No gréafico da Figura 35, no periodo de 24h, o experimento E1, adaptacdo da rede
neural e uma extensdao do ponto central, possuindo concentracdo de 65¢/L de glicose e
1,3 g/L de extrato de levedura foi 0 que mais produziu o biossurfactante com concentragao
de 3.215 mg/L. Enquanto para 0s outros experimentos, ndo teve resultados ou teve
resultados insatisfatérios com producao muito baixa. O experimento E6 (controle), dessa
vez apresentou resultado inferior a 60 mg/L.

Nos graficos das Figuras 36 e 37, observa-se os resultados para as analises de 48h.

Figura 36 - Concentragéo celular em diferentes experimentos do planejamento experimental em 48h
utilizando redes neuronais artificiais
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.



65

Figura 37 - Concentragdo de surfactina em diferentes experimentos do planejamento experimental em 48h
utilizando redes neuronais artificiais
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Notou-se no grafico da Figura 36, que no periodo de 48h, o experimento E3 foi o
que mais apresentou resultado para a concentracao celular, apresentando densidade Gptica
de 3,5 UABS. Os experimentos E1 e E6 apresentaram resultados prdximos, tendo
densidade oOptica de 3,1 uABS. Novamente, 0s outros experimentos E2, E4 e E5
apresentaram resultados inferiores, uma vez que também se dispersam das concentracdes
do ponto central.

No gréfico da Figura 37, no periodo de 48h, novamente o experimento E1 foi o
que mais produziu o biossurfactante com concentracao de 2.854 mg/L. Enquanto para 0s
outros experimentos, ndo teve resultados ou teve resultados insatisfatorios com producéo
intermediaria, como o experimento E3 e E6, apresentando concentracdo de 839 mg/L e
1199 mg/L, respectivamente.

O grafico da Figura 38 retrata o teste do IE (%) e a andlise da producdo de
surfactina.
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Figura 38 - Correlacéo entre o indice de emulsificacdo (%) e a concentragdo de surfactina (mg/L)
referente ao planejamento experimental utilizando redes neuronais artificiais
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.
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Nota-se que nos experimentos 1 e 6, onde as concentracdes de surfactina sdo mais
elevadas (acima de 2000 mg/L), os pontos parecem seguir mais de perto a linha de
tendéncia, com IE mais alto e previsivel (na faixa de 60% a 70%). Isso indica que, em
concentracdes de surfactina mais elevadas, o impacto no IE é mais consistente. Em
concentracdes de surfactina mais baixas (inferiores a 1000 mg/L), ha uma dispersao maior
dos pontos, especialmente nos experimentos 3, 4 e 5. Nesses casos, 0 IE varia bastante,
sugerindo que em concentragdes de surfactina mais limitadas, o comportamento do IE é
menos previsivel e pode estar sujeito a outros fatores ndo considerados no modelo.

O gréafico apresentou Rz de 0,783, indicando que 78,3% da variacdo no IE (%)
pode ser explicada pela variagdo nas concentracdes de surfactina. 1sso indica uma forte
correlagdo entre as concentragdes de surfactina e o IE, mas com uma variabilidade
consideravel ainda presente nos dados

Reelembrando os resultados experimentais da se¢éo anterior, em que foi realizada
uma analise estatistica para avaliar o ajuste do modelo polinomial aos resultados
experimentais. Onde para a concentracdo de surfactina, obteve-se um R2 igual a 0,0017
(R=0,0412) e para o indice de emulsificacdo, obteve-se um RZigual a 0,1311 (R=0,362),
tal como observado, 0 modelo nédo se ajustou bem aos resultados experimentais e, com

isso, impossibilitou qualquer interpretacdo da analise estatistica. Visto isso, utilizou-se a
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Para isso, avaliou-se a utilizagdo de duas redes neuronais (uma para prever a

Concentragdo de Surfactina e outra para prever o Indice de Emulsificagio) variando o

ndamero de neurbnios na camada oculta de 1 a 6 neurénios. Com isso, obteve-se 0s

resultados descritos na tabela 12.

Tabela 12 - Valores do Somatério dos Erros ao Quadrado (SEQ) coeficiente de Pearson (R) obtido para

cada uma das redes treinadas considerando a saida para Concentracio de Surfactina e indice de

Emulsificacdo

Concentraciio de surfactina

Indice de Emulsificaciio

Nimero de

neurdinios SEQ R SEQ R

| neurdnio 4888963 0,039 2429 039 0,431
2 neurdnio 4236576 0,395 1642 518 0,707
3 neurdnio 0664988 0,795 33,00167 0,994
4 neurdnio 2226597 0,998 32,015 0,995
5 neurdnio 0436.61 0,999 31,77992 0,995
6 neurdnio 10167,73 0,999 31,36985 0,995

Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Com isso, otimizou-se as condi¢des considerando as redes neuronais com R maior

que 0,9. Apds essa otimizacao, foram consideradas 5 propostas considerando o ponto

6timo para as redes selecionadas, para a concentracao de surfactina escolheu-se acima de

3 neurdnios e para o indice de emulsificacdo acima de 2 neurdnios para a realizacdo dos

experimentos. Como houve uma grande variacdo dos resultados, optou-se por agrupar os

resultados otimizados pela rede em 5 grupos/propostas para a realizacdo dos

experimentos em triplicata. Sendo assim, os resultados obtidos estdo descritos na Tabela

13.
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Tabela 13 - Condic&o otimizada, valores previstos pela rede (Concentrag&o de surfactina ou indice de
Emulsificacdo) e resultados experimentais obtidos

Valores previsto pela rede Valores experimentais
Extrato d - .
Condigdo . ratoge Indice de Concentracdo de Indice de Concentragdo de
\ Glicose (g/L) levedura - . - .
avaliada (/L) emulsdo surfactina emulsdo surfactina
1 65,0 1.3 44 52 MC E£E,1 2.854
2 30,0 191 51,78 MC 0 0
3 60,15 2,38 MC 1479 45,7 2830
4 55,12 2,07 MC 1479 222 0
5 77,86 2,66 64,08 MC 0 0
Ponto Central 60,0 2,0 PC PC 52,4 1.199
Fonte: Acervo pessoal, 2024.
Onde:

NC: Néo calculado
PC: Experimento realizados para evitar flutuagdes experimentais

Sendo assim, foram realizados os testes das cinco propostas, sendo que a condi¢do
que obteve o melhor resultados experimental e que proporcionou o melhor resultado foi
a primeira condigdo (mostrada na Tabela 13), com concentragdo de surfactina de 2.854
mg/L e IE (%) de 68,1%. Tal resultado representou um aumento de 2,4 vezes em relacao
a condicao inicial (ponto central).

Dessa forma, optou-se por utilizar a otimizagdo da concentragdo de 65g/L de
glicose e 1,3 g/L de extrato de levedura e validar estas concentra¢cGes nos proximos

experimentos.

8.10 Adicéao de vetores de oxigénio

Tendo como base a andlise do tratamento de dados por redes neurais e 0S
resultados do dltimo planejamento experimental, escolheu-se continuar com a
concentracdo de 65 g/L para glicose e 1,3 g/L para o extrato de levedura. Neste
experimento, realizou-se a adi¢do de vetores de oxigénio, iniciando com o n-dodecano e
depois utilizando o n-hexano.

No gréfico da Figura 39 retrata a concentracao celular para 24h com o uso do vetor

de oxigénio.
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Figura 39 - Concentragdo celular da analise do uso de vetor de oxigénio em 24h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024,

Com base no gréfico da Figura 39, para o vetor n-dodecano, o experimento com
10% de adicdo do vetor foi 0 que apresentou maior concentracao celular, com densidade
Optica de 5,9 UABS. O experimento com 1,5% de adicdo do vetor, foi 0 segundo a
apresentar maior resultado, com densidade éptica de 4,9 UABS. O experimento com 6%
de vetor, apresentou densidade Optica de 4,6 UABS e 0 experimento sem vetor apresentou
densidade oOptica de 4,0 uUABS.

Nota-se que no caso do vetor n-dodecano, 0 experimento que maior teve
percentual de adi¢do foi o que mais estimulou o crescimento celular. Isso pode ser
explicado pois o vetor de oxigénio, n-dodecano, contribui no aumento da solubilidade do
oxigénio em solucdes aquosas, relativamente a dgua, o que causa 0 aumento de oxigénio
disponivel para as células influenciando fortemente o crescimento celular (Guerreiro,
2013).

Para o vetor n-hexano, o experimento com 5,5% de adi¢do do vetor apresentou
maior concentracdo celular em relagcdo aos outros experimentos do uso do vetor n-hexano
com densidade Optica de 5,1 UABS. Os demais experimentos como 0,8%, 10,2% de vetor
e 0 experimento sem vetor apresentaram resultados inferiores com densidade dptica de
4,3 UABS, 4,4 uABS e 3,8 UABS, respectivamente.

O gréafico da Figura 40 mostra os resultados para a concentracao de surfactina em
24h.
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Figura 40 - Concentragdo de surfactina da analise do uso de vetor de oxigénio em 24h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Quanto a concentracdo de surfactina, representada pelo grafico da Figura 40, os
experimentos com o uso de vetor n-dodecano, apenas o experimento sem vetor apresentou
concentracdo de 890 mg/L. Para os experimentos com o uso de vetor n-hexano, 0s
experimentos com percentual de adicdo do vetor apresentaram producdo do
biossurfactante, mas ainda assim o experimento sem vetor foi 0 que mais produziu a
surfactina, com concentracdo de 3.860 mg/L. Logo, verifica-se em ambos 0s casos, que
0s experimentos sem vetor foi 0 que mais estimulou a concentracdo de surfactina, o que
nos leva concluir que a presenca o vetor de oxigénio na condicdo avaliada prejudica a
producéo de surfactina no tempo de 24 horas.

Em relacdo ao periodo de 48 horas, os graficos das Figuras 41 e 42 mostram 0s
resultados obtidos em 48h de cultivo.
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Figura 41 - Concentragdo celular da analise do uso de vetor de oxigénio em 48h
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Fonte: Acervo pessoal, 2024.

Considerando o tempo de 48 horas, para o vetor n-dodecano, o0 experimento com
10% de adicdo do vetor novamente foi 0 que apresentou maior concentragéo celular com
densidade optica de 6,5 UABS. O experimento com 1,5% de adi¢do do vetor, foi o
segundo a apresentar maior resultado com densidade optica de 5,0 uABS. O experimento
com 6% de vetor, apresentou densidade Optica de 4,4 UABS e 0 experimento sem vetor
apresentou densidade dptica de 1,0 uABS. Nota-se que no caso do vetor n-dodecano, o
experimento que maior possuia percentual de adicdo foi o que obteve a maior
concentracdo de celular também neste periodo de 48h.

Para o vetor n-hexano, o experimento sem vetor apresentou maior concentragao
celular em relagdo aos outros experimentos do uso do vetor n-hexano com densidade
Optica de 3,7 UABS. Os demais experimentos com adicdo de vetor apresentaram

resultados inferiores abaixo de 2,5 uABS.
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Figura 42 - Concentragdo de surfactina da analise do uso de vetor de oxigénio em 48h
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Quanto a concentra¢do de surfactina neste periodo, os experimentos com o uso de
vetor n-dodecano, novamente apenas 0 experimento sem vetor apresentou concentragdo
de 1.411 mg/L. Para os experimentos com o uso de vetor n-hexano, os experimentos com
percentual de adicdo de 0,8% foi 0 que mais produziu a surfactina com concentracgao de
3.409 mg/L, aumentando a sua producdo em relacdo ao periodo de 24h. Os experimentos
com 55% e 10,2% de vetor também sofreram aumento na sua producdo, com
concentracdo de 3.017 mg/L e 2.225 mg/L, respectivamente. Em relacdo ao experimento
sem vetor, obteve uma concentracdo de 2.437 mg/L, havendo diminuicdo da producéo

comparado ao periodo de 24h.
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9. CONCLUSAO

A partir dos experimentos iniciais de testes de meio, verificou-se que o meio PW
foi 0 meio que proporcionou maior producdo de surfactina, uma vez que é enriquecido
por alta concentracdo de fonte de carbono e fonte de nitrogénio, parametros essenciais
para o consumo de energia e nutrientes do microrganismo. Além disso, nas condicGes de
48 horas de fermentac&o e adi¢do de 10% de indculo ao meio, obteve também os melhores
resultados para o meio PW, sendo, portanto, escolhida essas condigOes para dar
seguimento aos experimentos.

Ademais, pelo planejamento experimental analisou-se, que o fator de maior
influéncia sobre a concentragdo de surfactina por Bacillus subtilis € a glicose. E de acordo
com a literatura, os indices de emulsificacdo obtidos foram consideraveis para a producdo
realizada.

Quanto ao experimento realizado com as variacfes de fontes de carbono e
nitrogénio, verificou-se que a fonte de carbono, glicose, é a que suporta a maior producao
de surfactina quando comparado com a utilizagdo da sacarose e do glicerol. Ainda assim,
observou-se que a adicdo de peptona como fonte de nitrogénio, em combinagdo com o
NaNO3, apresentou um desempenho superior em compara¢do com as outras duas fontes
de nitrogénio testadas. Mesmo assim, observou-se que ndo houve muita diferenca do
resultado quando o meio PW tem apenas NaNOs, sendo assim ndo considerado nos
experimentos futuros.

Desse modo, os experimentos realizados a partir do planejamento experimental,
no qual ha as variagbes das concentracdes de glicose, extrato de levedura e NaNOs, 0
modelo polinomial se ajustou mal aos resultados experimentais e, por essa razdo, nao se
notou uma certa padronizacdo nos resultados. Esta discussdo tem como base as analises
realizadas a partir dos valores de R2 e dos resultados apresentados nos graficos de Pareto,
onde observa-se que nenhum componente ou a interacdo deles chegam proximos da
probabilidade de significancia do teste (p), indicando que nenhuma interacdo ou
componente isolado teve uma influéncia significativa no experimento diante das
condicBes estudadas. Visto isso, utilizou-se a técnica de redes neuronais artificiais para
obter propostas para aumentar a producédo de surfactina, sendo que somente a 0s meios
contendo a concentracdo de 65 g/L de glicose e 1,3 g/L de extrato de levedura obteve uma
producéo de produto que foi comprovado experimentalmente.

Sendo assim, como alternativa, utilizou-se o método de Redes Neuronais
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Artificiais para melhorar a producgéo de surfactina. Através desta estrateégia, houve varias
propostas, sendo que, em uma delas, foi possivel comprovar experimentalmente o
aumento de producdo de surfactina em 2,4 vezes em relagdo a composigéo original do
meio PW.

Em relacdo as metodologias utilizadas para a determinacdo da concentracdo de
surfactina, ndo foi possivel ajustar um modelo que correlaciona a concentracdo de
surfactina medida pelo método utilizado no presente trabalho com o indice de
emulsificacdo, sendo necessario avaliar outros modelos para esse fim.

Ademais, nas avaliacdes dos usos de vetores de oxigénio, verificou-se que nos
periodos de 24h e 48h, todos os experimentos foram capazes de estimular o crescimento
celular. No entanto, quanto a producdo do biossurfactante, no periodo de 24h o
experimento sem vetor conseguiu atingir a maior concentracdo de surfactina, seguido do
experimento com 0,8% (v/v) de n-hexano. No periodo de 48h, o experimento com
0,8%(Vv/v) conseguiu produzir a maior concentracdo de surfactina no valor de 3.408 mg/L.
Indicando que com pequenos percentuais de adigdo do vetor de oxigénio pode ser
benéfico para se produzir o biossurfactante, ndo se tornando téxico para célula dentro da
escala estudada. Sendo assim, a utilizacdo de vetores de oxigénio (n-hexano)
aparentemente ndo prejudica o processo, sendo uma proposta para estudos futuros de

desenvolvimento de processo em biorreator.
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