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Aula 1: FERMENTACAO COMO PROCESSO UNITARIO

O sucesso de um dado processo fermentativo depende muito de uma correta
definicdo de quatro pontos basicos: o microrganismo, o meio de cultura, a forma de
conducao do processo fermentativo e as etapas de recuperagdo do produto.

Na verdade, esses quatro pilares interagem enormemente, sendo necessario
buscar defini-los de forma conjunta, levando em consideracao, aspectos bioldgicos e
econdmicos, 0 que torna bastante complexa esta adequada definicdo. Para tornar
clara essa ideia, pode-se mencionar que sempre se pretende empregar meios de
cultura baratos, mas deve-se lembrar que o micro-organismo deve encontrar neste
meio condi¢bes adequadas para realizar a conversédo desejada.

Em termos de formas de conducdo do processo fermentativo, seria dificil
imaginar a producdo presente de etanol no Brasil, caso ndo se operasse 0S
biorreatores em sistema descontinuo alimentado, ou mesmo continuo, porem com o
reciclo das células. Da mesma forma, o grande avanco alcancado pela digestao
anaerodbia no tratamento biolégico de efluentes, deveu-se muito ao surgimento dos
reatores continuos operados com fluxo ascendente e reciclo interno de células.

As operagbes finais para a recuperacdo do produto (operacoes de
"downstream"), sdo igualmente da mais alta importancia, Sabe-se que a melhor forma
presentemente para a recuperacao do etanol, apés uma fermentacéo alcodlica, é a
operacdo de destilacdo, mas ela incide significativamente no custo do produto final,
em virtude da energia necessaria para a sua execucao. No entanto, a importancia de
uma adequada definicdo das operacbes de recuperacdo do produto, fica mais clara
guando se aborda a producéo de produtos de alto valor agregado, como a producgéo
de antibiéticos, enzimas, ou outras proteinas (insulina, bacteriocina, horménios de
crescimento, vacinas, entre outros. Para esses casos, as operacfes de recuperagao
do produto podem ser responsaveis por 50 a 90% do custo do produto final.

Cabe, portanto, conforme salientado anteriormente, abordar alguma reflexdo
sobre microrganismos e meios de cultura que podem ser eventualmente empregados
em uma operacao industrial.

De fato, os micro-organismos que possam ter interesse industrial, podem ser
obtidos basicamente das seguintes formas: isolamento a partir de recursos naturais,

compra em colecbes de culturas, obtencdo de mutantes naturais, obtencdo de



mutantes induzidos por métodos convencionais e obtencdo de microrganismos
recombinantes por técnicas de engenharia genética. O isolamento de microrganismos
a partir de recursos naturais, tais como solo, agua, plantas etc., sempre foi uma
atividade de grande importancia para a obtencdo de novas linhagens de interesse
industrial. A compra em cole¢cbes de culturas é bastante viavel, tendo em vista a
existéncia de muitas cole¢bes de culturas em varies paises. O contato com essas
colecbes é atualmente muito facilitado, podendo-se utilizar os recursos da Internet
para tal tarefa. Alteracdes naturais ndo sdo, de forma alguma, interessantes do ponto
de vista de um processo fermentativo, mas eventualmente podem gerar novas
linhagens que apresentem interesse pratico,

Por outro lado, submeter suspensfes de células ou esporos a radiacbes
ultravioleta ou a substancias quimicas mutagénicas, pode ser interessante, desde que
se mutem para a dire¢do desejada. Finalmente, nas Ultimas décadas, as técnicas de
engenharia genética também designadas por técnicas ou tecnologia de DNA
recombinante, sem duvida trouxeram um imenso avanco nas possibilidades de se
obter células mais produtivas, ou células produtoras de substancias que normalmente

nao produzem.

Em suma, para uma aplicacdo industrial, espera-se que 0S micro-organismos
apresentem as seguintes caracteristicas gerais:

* apresentar elevada eficiéncia na converséo do substrato em produto;

* permitir o acimulo do produto no meio, de forma a se ter elevada concentracdo do
produto no caldo fermentado;

* ndo produzir substancia incompativeis com o produto;

* apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

* ndo ser patogénico:

* ndo exigir condi¢cdes de processo muito complexas;

* ndo exigir meios de cultura dispendiosos;

* permitir a rapida liberacdo do produto para o meio.

Em relacdo ao meio de cultivo espera-se:

* ser 0 mais barato possivel;

« atender as necessidades nutricionais do micro-organismo;

 auxiliar no controle do processo, como e o caso de ser ligeiramente tamponado,
evitando assim, variacdes drasticas de pH, ou evitar uma excessiva formacédo de
espuma;

* ndo provocar problemas na recuperacdo do produto;



* 0S componentes devem permitir algum tempo de armazenagem, a fim de estarem
disponiveis todo o tempo;
* ter composicao razoavelmente fixa;

* nao causar dificuldades no tratamento final do efluente.

Como se sabe, os micro-organismos utilizam como fonte de carbono, e
energia, diversos acucares, tais como glicose, sacarose, frutose, ou ainda
polissacarideos, como o amido, inulina e a celulose. Como fonte de nitrogénio sao
frequentemente utilizados sais, como o (NH4),S04 ou aminoacidos, ou a ureia. Como
fonte de fésforo utilizam-se os fosfatos solliveis, como o monoamdnio fosfato (MAP),
ou o diambnio fosfato (DAP), os quais passam a ser fontes de nitrogénio e fésforo
simultaneamente. Ainda, necessita-se adicionar outros elementos, como: Na, K, Ca,
Fe, Cu, Mg, Mn, Co etc., em concentracdes frequentemente muito reduzidas, na forma
de seus sais sollveis.

Em relacdo aos biorreatores ou fermentadores podemos dizer que s&o
concebidos em funcdo do tipo de processo e dos agentes biolégicos empregados.
Portanto, podem possuir caracteristicas bem distintas no que se refere a fenémenos
de transporte (calor, massa e quantidade de movimento).

Cerca de 90 % dos reatores utilizados industrialmente sdo do tipo reator de
mistura STR (agitados mecanicamente). Atualmente, ha um grande interesse por
outros tipos de reatores, mas a maioria dos processos ainda se encontra em escala de
bancada ou semi-piloto. A capacidade de um biorreator é bastante variavel, sendo
dependente do processo em questao:

» 1 a 2 m3 - cultivo de patogénico ou células animais ou vegetais.
Normalmente para a producao de substéncias ligadas a saude.

» 100 a 200 m3 — enzimas, antibiéticos e vitaminas.

» Acima de 1000 m3 — processos que exigem pouca assepsia, como

fermentacéo alcodlica e tratamento biolégico de residuos.

Um biorreator do tipo STR consiste em um vaso cilindrico sendo comuns
relacdes entre a altura (H) e o diametro (D) de 1:1, 2:1 ou 3:1. Normalmente, um
biorreator é equipado com Chicanas (com largura 0,1D), utilizadas para evitar a
formacéo de vortice. De fato, O agitador € montado no eixo central, podendo possuir
ao longo de sua altura uma série de turbinas, as quais podem ser de diferentes tipos.
Basicamente a funcdo da agitacdo e aeracdo no biorreator é simplesmente
homogeneizar o meio de cultivo e dispersar os gases no liquido, diminuindo, assim, o

tamanho das bolhas, melhorando a transferéncia de oxigénio.



Os reatores agitados pneumaticamente se caracterizam basicamente pela
auséncia de agitador mecanico, sendo o liquido agitado pelo borbulhamento de gas
(normalmente ar). Apresentam menor tensdo de cisalhamento, o que torna atraente
para o cultivo de células animais e vegetais. Portando, devemos partir de algumas

premissas para selecionar um biorreator ideal. Em particular devemos levar em conta:

1. Natureza do biocatalisador
» Estabilidade da cepa;
» Aerdbio ou anaerdbio;

» Tamanho e forma das células.

2. Propriedades do meio de fermentacgéo
» Propriedades fisicas do substrato (liquido ou so6lido);
» Componentes do meio sensiveis ao calor;
» Propriedades reoldgicas (densidade e viscosidade);
» Formacao de espuma.

3. Parametros bioquimicos do processo
» Taxa de transferéncia de oxigénio;

» Dependéncia da temperatura e pH.

Aula 2: Tipos de processos fermentativos

Processo descontinuo ou batelada (batch): Este processo vem sendo utilizado pelo

homem desde a Antiglidade, sendo o mais empregado para obtencado de varios
produtos fermentados, destacando-se a producdo de medicamentos, alimentos e
bebidas. O modo de operacéo é descrito da seguinte forma: Inicialmente adiciona-se o
indculo, e em seguida o meio de cultivo esterilizado no biorreator de modo a permitir
gue a fermentacdo ocorra sob condi¢cbes 6timas (pH, temperatura, agitacdo, aeracao
etc...). No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio (na
forma de ar), antiespumante, e acido ou base para controle do pH. Terminado o
cultivo, descarrega-se a dorna e o meio fermentado segue para os tratamentos finais.
Entdo, deve-se lavar a dorna, esteriliza-la e recarrega-la novamente com meio de
cultivo e in6culo. Este processo permite a recirculagdo de micro-organismos.
Caracteristicas:
e Sistema pode ser fechado

¢ Possibilita controle de assepsia



o Possibilidade de separar a producéo por lotes
¢ Rastreabilidade dos lotes

o Possibilidade de uso do reator para outros processos

O processo descontinuo apresenta a desvantagem de possuir tempo morto, isto &,
tempo em que o biorreator ndo estd sendo usado para o processo fermentativo
propriamente dito. O tempo morto consiste no tempo de carga e descarga da dorna e

periodo correspondente a lavagem e esterilizacdo do fermentador.

Processo descontinuo alimentado ou batelada alimentada (fed batch): é definido como

uma técnica em processos microbianos onde um ou mais nutrientes sdo adicionados
ao fermentador durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final da
fermentacdo. Em alguns casos, todos os nutrientes sdo gradualmente alimentados a
dorna. Adicionalmente, outros autores estendem esse conceito para 0 acréscimo de
aditivos, tais como precursores de produtos. A vazdo de alimentacdo pode ser
constante ou variar com o tempo e a adicdo do meio de cultivo pode ser de forma
continua ou intermitente. Mudanca de volume pode ou ndo ocorrer, dependendo da
concentracdo de substrato e da taxa de evaporacéo do sistema.
Caracteristicas:

e Controle do metabolismo celular

e Controle da sobrevivéncia do Microrganismo

e Controle da inibicdo pelo produto e pelo substrato

e Controle da inducéo

o Explora o efeito Crabtree em leveduras

¢ Viabiliza obtencéo de altas concentracdes celulares

e Cinética microbiana pode ser ajustada

Processo continuo: ndo sofre interrupcdes ao longo do tempo, sendo operado por

meio de alimentacdo continua de meio de cultura ao biorreator e por uma
correspondente retirada continua de caldo fermentado, de forma a se ter o volume de
reacdo constante, a fim de que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario
(“steady-state”).
Caracteristicas:

e Economia de dornas e menor area industrial

e Possibilidade de menor consumo de anti-espumantes

¢ Reducdo de méo-de-obra



e Automacado mais facil

e Maior produtividade (producéo por volume instalado)
¢ Uniformidade na producéo

e Menos pontos de amostragem

e Economia de insumos

e Maior dificuldade de manter assepsia

e Maior dificuldade para rastreabilidade

e Operacdo por longos periodos de tempo

e Auséncia de tempos mortos

e CondicBes constantes de cultivo

Aula 3: BIOMOLECULAS OBTIDAS POR FERMENTACAQ

Existem iniUmeras biomoléculas e produtos obtidas por processos fermentativos. Aqui

vao alguns exemplos:

e Substancias quimicas farmacéuticas - antibiéticos e esteroides

e Substancias quimicas de valor comercial - solventes, etanol e enzimas

e Suplementos alimentares - massa de leveduras, bactérias e algas (fonte de
proteinas)

e Bebidas alcodlicas - vinho e cerveja

e Agentes imunizantes - vacinas

e Bioinseticidas - microrganismos como inseticidas (espécies de Bacillus)

e AplicacBes na mineracao e industria de petréleo - recuperacdo de metais e de

6leo.

Producéo industrial de etanol

a) Producéo de levedura-mée:

e Microrganismo: Saccaromyces cerevisiae
Processo:
e Batelada: T =20°C, pH =4.0-4.5
e Fed-batch : T =30-35°C, pH = 4.0-4.5
e Fonte de C: Melago, Substancias amilaceas sacarificadas, So = 12%

e Qutros nutrientes: Fosfatos, Sais de amo6nio

b) Pré-sacarificacdo das substancias amilaceas:




Adicdo de a-amilase em pH 6.0-6.5
Liguefagéo: vapor a 150°C por 3 min (ou 60-80°C)

Sacarificacdo: adicdo de a-amilase e glicoamilase (50-60°C)

¢) Fermentacéo:

Condicdes: anaerdbicas garantidas pelo desenvolvimento de CO, e auséncia
de agitacéo

Processo:

Batelada com ou sem reciclagem: T = 28-30°C

Continuo com ou sem reciclagem : T = 35-38°C, pHo = 4.5-5.5,t=2d

Fonte de C: Melaco (15%), AcUcar de cana ou beterraba, Amido sacarificado,
Residuos de sucos de fruta, Soro de leite, SSL + Melaco

Outros nutrientes: Fosfatos, Sais de amodnio, K, Ca, Mg, vitaminas (caso

carecerem)

d) Destilacéo:
la fracéo (vinhos altos): 60-90%, re-destilacdo etanol 95%

2a fracdo = vinhos baixos

Producédo industrial de solventes

a) Isolamento e conservacgéo das cepas:

Tratamento térmico de amostras de terra ou estrume
Incubacgéo anaerdbica em tubo de ensaio

Tratamento térmico periédico a 90-100°C per 90 s

b) Preparacao do inéculo:

3 Propagac®es estéreis sucessivas

c) Preparacdo do mosto:

Diluicdo do amido ou do melaco até 6-7% em acglcares
Eventuais adi¢cdes da fonte de N e de vitaminas, pH = 6,6
Esterilizacéo

Arrefecimento a 35°C

d) Inéculo:

Inéculo rapido a T elevada em dorna fechada



e) Fermentacéo:

la Etapa (0-15 h):

Crescimento microbiano

Producéo de butirato e acetoacetato

2a Etapa (15-30 h):

Consumo de butirato e acetoacetato e producéo de acetona e butanol
Aumento do pH

3a Etapa (30-60 h):

Lento aumento da concentracdo dos solventes
Saponificacdo

Término da fermentacéo

Recuperacéo da biomassa rica em riboflavina como forragem

Producéo industrial de antibiéticos

Antibidtico:

Substancia de origem microbiana que a baixa concentracdo inibe o
crescimento de outros micro-organismos.

Metabdlito secundario:

Produto de via metabdlica secundaria, ativada na fase estacionaria do
crescimento celular.

Campo de aplicacio:

Clinico-médica
Veterinéario
Zootécnico

Alimentar

Vantagens:
Toxidez seletiva ao micro-organismo alvo

Importante economicamente

Desvantagem:
Resisténcia microbiana

Perda por mutagdo

Microrganismos produttores:




e Actinomicetos (70%): Streptomyces sp.
o Fungos (20%): Penicillium sp., Cephalosporium sp.

e Bactérias (10%): Bacillus sp.

Fermentador:
e Tipo classico, aerado, a pressao, agitado mecanicamente

e Forma variavel, que influencia no rendimento

Processo:
e Descontinuo sem controle
e Descontinuo com controle

e Fed-batch — descontinuo alimentado

Fermentacéo:
e Condic¢es iniciais favoraveis ao crescimento celular

e Condicbes finais favoraveis ao rendimento
e Controle da morfologia e concentracéo celular

e Duracdo: 4-10 dias.
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Fig. 1 Gréfico tipico representando parametros para a producéo de penicilina



Producéao de bioinseticidas

No contexto de bioinseticidas podemos utilizar insetos parasitoides, predadores, e
microrganismos para controlar o nivel populacional de pragas principalmente na
agricultura e também vetores de doencas. Nesse caso, se utiliza bactérias e fungos
porque séo facilmente obtidos por fermentacéo.

Fermentacao - Bioinseticidas

Bactérias Fungos
Fermentagéo Fermentagéo

Liquida Solida

-

Bacteriocinas

As bactérias acido-laticas (LABs) sao micro-organismos amplamente utilizados
na inddstria de alimentos e em diversos processos fermentativos, tais como no
desenvolvimento de produtos carneos, em vegetais e em muitos laticinios incluindo
leite fermentado, queijos, iogurte e manteiga. Entre uma ampla variedade de
beneficios relacionados as LABs, as propriedades antimicrobianas permitiram o
aumento da vida-de-prateleira de muitos alimentos através do processo de
fermentacdo. A acdo antagonista das bactérias laticas frente a micro-organismos
deteriorantes de alimentos pode estar associada a sua capacidade de produzir
substancias inibitorias, incluindo acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil,
antibioticos e bacteriocinas.

Algumas espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, utilizadas na fabricacao
de produtos lacteos fermentados, inibem o crescimento de outros micro-organismos,
incluindo os patogénicos intestinais e os deteriorantes, através da producdo de
compostos antibacterianos ou bacteriocinas. Além disso, essas espécies, citadas
anteriormente, podem ser consideradas probioticas. Para isso, tem sido sugerido que
umas das desejaveis propriedades das cepas probidticas seja a habilidade de produzir
substancias, como bacteriocinas, a qual oferece o potencial de fornecer vantagens na
colonizacdo e competicdo intestinal do trato gastrointestinal.



Por definicdo, as bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas antimicrobianas
sintetizadas nos ribossomos das células bacterianas e liberadas no meio extracelular.
Sao produzidas por ampla variedade de bactérias, incluindo LABs que apresentam
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, protozoarios, fungos e virus.
Bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, particularmente LABs,
apresentam amplo espectro como bioconservante de alimentos e como agente
terapéutico. Estruturalmente, esses peptideos sdo compostos de 20 a 60 aminoacidos
e podem ser responsaveis pelas principais propriedades das bacteriocinas, que
incluem a tolerancia acida, termo estabilidade e especificidade bactericida (Collins et
al., 2010). O mais conhecido exemplo é a nisina, a qual é bioproduzida por muitas
cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, sendo considerada o protétipo de
bacteriocina de bactérias &cido-laticas.

A nisina foi descoberta por Rogers & Whittier (1928), que observaram
metabdlitos inibitérios de LABs. Foi reconhecida como o primeiro peptideo natural a
ser aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), recebendo a denominacéo de
“Generally Recognized as Safe” (GRAS) para ser usada como um biopreservativo em
muitos alimentos processados. Mais de 50 paises ja fazem uso da nisina como aditivo
antagonista nas indastrias de alimentos. Como resultado, pesquisas nesse campo
comecaram a crescer dramaticamente, e isto levou a descoberta de um grande
namero de bacteriocinas produzidas por bactérias laticas.

Podemos utilizar como exemplo interessante de bactéria latica, o Lactobacillus
plantarum é um micro-organismo heterofermentativo facultativo. Esta espécie é versatil
e heterogénea, a qual pode ser encontrada em diversos nichos, incluindo produtos
lacteos, carnes, peixes e muitos produtos fermentados. Além do mais, as cepas de L.
plantarum tém capacidade de sobreviver ao transito gastrico e colonizar o trato
intestinal de humanos e outros mamiferos. O nimero relativamente elevado de genes
gue codificam as fungbes reguladoras indica a capacidade de adaptacdo do L.
plantarum a essas diversas condi¢Ges. Além disso, o L. plantarum é considerado um
micro-organismo probidtico, ja que varias propriedades terapéuticas e profilaticas
especiais tém sido atribuidas, tais como reducéo da incidéncia de diarreia em creches,
diminuicdo da dor e constipacdo associada a sindrome do intestino irritavel e exercer
efeito positivo sobe a imunidade em criancas portadoras de HIV. Ja tem sido
amplamente estudada a capacidade das bactérias laticas probiéticas em fermentar a
inulina em produtos lacteos simbidticos, os quais se referem a combinacdo de
prebidticos (fibras alimentares, como a inulina) e probidticos visando promover o
crescimento ou desempenho desses micro-organismos benéficos para a saude.
Portanto, torna-se cada vez mais importante estudar as interagdes entre as bactérias
laticas e estas fibras consideradas prebioticas durante o processo fermentativo, a fim
de aumentar a producédo de biomoléculas de alto valor agregado, como no caso das
bacteriocinas. Algumas das bacteriocinas produzidas por L. plantarum, tais como
plantaricina C11, plantaricina NA, plantaricina AMA-K, entre outras, mostraram
elevada capacidade de controle de micro-organismos como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., ou seja, importantes patégenos
alimentares. Recentemente, o uso da plantaricina no campo farmacéutico vem
tomando destaque, pois este tipo de bacteriocina afeta as células pituitarias
cancerosas de rato (células GH4), considerando que as células pituitarias normais sao



resistentes ao peptideo antimicrobiano. Portanto, torna-se cada vez mais importante
desenvolver métodos de purificacdo desse peptideo antimicrobiano, para que desta
forma, atenda tanto a industria de alimentos quanto farmacéutica.

Exopolissacarideos

Algumas bactérias acido-laticas como L. lactis produzem polissacarideos
extracelulares e, portanto sdo economicamente interessantes, porque podem conferir
gualidade aos alimentos e beneficios a salde. Os polissacarideos microbianos
produzidos comercialmente tém sido aceitos por varios motivos. Alguns sao
biologicamente similares aos polimeros de eucariotos, como, por exemplo, o acido
hialurénico, que pode, por exemplo, conferir resisténcia e flexibilidade as cartilagens e
tendbes e outros sdo excelentes agentes gelificantes ou suspensores com alta
estabilidade em amplo intervalo de pH e temperatura. Por exemplo, a goma xantana é
um excelente agente suspensor, enquanto a goma gelana produz géis resistentes e
puros, para os quais se tem encontrado uma série de aplicacbes biotecnoldgicas.
Outros polissacarideos, incluindo o homopolimero B- D-glucana, possuem atividade
bioldgica como estimulante imunoldgico ou agente supressor de tumores.

As bactérias acido-laticas, propionibactérias e bifidobactérias podem sintetizar
os exopolissacarideos, os quais sdo excretados a partir das células ou podem
permanecer ligados a parede celular. No caso dos exopolissacarideos ligados a
superficie celular, estes sdo denominados "polissacarideos capsulares". Os
exopolissacarideos podem contribuir para os parametros reoldgicos, conferindo maior
estabilidade e textura aos produtos lacteos fermentados com baixo teor de gordura.
Além das caracteristicas tecnoldgicas atribuidas aos produtos lacteos, os
exopolissacarideos exercem uma série de efeitos benéficos a saiude como, por
exemplo, como alimentos funcionais, prebioticos, estimulantes do sistema
imunoldgico, agentes supressores de tumores e na diminuicdo do colesterol no
sangue.

Biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas por uma parte
hidrofébica e uma parte hidrofilica. A parte apolar é geralmente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto que a polar pode apresentar natureza muito variada,
podendo ser uma substéncia iénica, anidnica ou anfotérica. Devido a presenca destes
grupos hidrofébicos e hidrofilicos na mesma molécula, os surfactantes se posicionam,
normalmente, nas interfaces de fluidos com diferentes graus de polaridade (agua /
6leo ou déleo / agua), formando uma pelicula e reduzir a tensdo superficial do meio,
devido as propriedades Unicas dos surfactantes. Estas propriedades fazem dos
surfactantes apropriados para um grande ndmero de aplica¢des industriais, entre as
quais se destacam a producdo de produtos farmacéuticos devido a capacidade
antimicrobiana e de formacdo de emulsdes ou a inibicdo da adesdo de organismos
patogénicos as superficies solidas, entre outras.

Muitos destes compostos surfactantes sdo sintetizados por organismos Vivos,
tais como plantas, micro-organismos, ou 0 préprio organismo humano, sendo



considerados como surfactantes naturais contra os surfactantes sintéticos obtidos por
via quimica, denominados assim, biossurfactantes. A maioria dos biossurfactantes tem
propriedades comuns que sdo mais eficazes do que surfactantes convencionais. Entre
as vantagens dos biossurfactantes obtidos de forma natural destacam-se:

. Menor concentracdo de biossurfactante necessario para reduzir
a tensdo superficial.

. Maior tolerancia as mudancas de pH, temperatura e forca ibnica,
podendo ser usados em uma ampla gama de condicdes.

. Sao biodegradaveis de modo que ndo causam problemas ao
meio ambiente.

. Apresentam toxicidade muito baixa e, portanto, podem ser
utilizados com seguranca em indlstrias farmacéuticas, cosméticas e
alimenticias.

A principal funcéo destes biossurfactantes no meio é facilitar que determinadas
substancias, que nao sdo misciveis no solvente no qual se encontram, formem uma
emulsdo e possam ser acessiveis principalmente aqueles micro-organismos que
produzem biossurfactantes.

Os compostos tenso-ativos produzidos por micro-organismos séo de dois tipos
principais, ou seja, os que reduzem a tensdo superficial na interface ar-agua
(biossurfactantes) e aqueles que reduzem a tensao interfacial entre os liquidos
imisciveis, ou na interface sdlido-liquido (bioemulsificantes). Biossurfactantes
geralmente apresentam capacidade emulsificante, mas os bioemulsificantes nao
necessariamente reduzem a tensdo superficial.

Consequentemente, biossurfactantes apresentam inumeras aplicacoes,
destacando-se seu emprego em:

7

. Aplicacbes terapéuticas. A industria farmacéutica € uma de suas
aplicacbes mais importantes. A surfactina, um dos melhores biossurfactantes
conhecidos, possui varias aplicagbes médico-farmacéuticas, como a inibicdo da
formacdo de coagulos, a formacdao de canais ibnicos em membrana, atividade
antibacteriana, antifingica, antiviral e antitumoral. Outros usos médicos relevantes dos
biossurfactantes incluem o seu papel como agentes anti-adesivos de micro-
organismos patogénicos, tornando-os Uteis para o tratamento de muitas doencgas .

Ja foi relatado que um biotensoativo produzido por uma cepa marinha,
denominada B. circulans tinha uma potente atividade antimicrobiana contra
patogénicos Gram-positivos e Gram-negativos e contra estirpes patogénicas semi-
microbianas. Outros pesquisadores ja investigaram a atividade antimicrobiana de
biossurfactantes de Bacillus subtilis R14 contra 29 estirpes de bactérias. Os
resultados demonstraram que os lipopeptidios tém um amplo espectro de acao,
incluindo atividade antimicrobiana contra  micro-organismos com  perfis
multirresistentes a farmacos.

Vale ressaltar também a inibicdo da adesdo de micro-organismos patogénicos
as superficies solidas. Assim se encontrou que os biossurfactantes inibem a adesao
de micro-organismos patogénicos as superficies solidas ou para sitios de infec¢do. A



aderéncia prévia de biossurfactantes as superficies sélidas pode constituir uma nova e
eficaz maneira de combater a colonizagdo por micro-organismos patogénicos. Assim,
o pré-revestimento de cateteres de vinil uretrais, executando a solugcédo surfactina
através deles antes da inoculagdo com o meio resultou numa reducéo na quantidade
de biopelicula formada por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, E. coli e
Proteus mirabilis. Além disso, ja foi demonstrado que os biossurfactantes reduzem os
nameros microbianos sobre proteses e também induzem um decréscimo na
resisténcia ao fluxo de ar, que ocorre em préteses vocais apos a formacao de biofilme.

Finalmente, a bioincrustacdo na cavidade oral frequentemente causa graves
problemas. A capacidade de Streptococcus mutans para sintetizar glucanos
extracelulares a partir da sacarose € vital para o inicio e progresséo da carie dentaria.
Recentemente, demonstrou-se que alguns compostos biolégicos, tais como
metabdlitos secundarios de bactérias probidticas, ttm um efeito anti-incrustacéo.

Aplicacbes:
. Produtos de higiene e cosméticos. Devido a sua compatibilidade com a

pele, os biossurfactantes podem ser empregados em todo tipo de produto de higiene e
cosmeéticos. A obtencdo de biossurfactantes por agcdo enzimatica (principalmente
lipases) em moléculas hidrofébicas promoveu uma nova abordagem destes
compostos, principalmente para seu uso em produtos deste tipo, isto é, de higiene e
de cosméticos.

. Industria alimenticia. Os biossurfactantes sao utilizados para melhorar a
reologia de produtos de padaria, ja que facilitam a formacdo de emulsGes. Também
podem ser empregados para os mesmos fins na industria de carne. Biossurfactantes
sdo considerados de origem natural de modo a sua utilizagdo na industria alimenticia é
mais bem vista frente aos surfactantes sintéticos. Outro campo, ainda incluido no setor
alimenticio, em que os biossurfactantes poderiam desempenhar um papel importante,
€ no desenvolvimento de embalagens ativas que impedissem a adesdo de micro-
organismos patogénicos em sua superficie, aumentando, assim, a vida util dos

alimentos.

. Biossurfactantes na agricultura. Os biossurfactantes sdo especialmente
empregados na agricultura em formulagdes de herbicidas e pesticidas. Os compostos
ativos destas formulacdes sdo geralmente hidrofébicos, sendo necessarios agentes
emulsionantes para dispersa-los em solugdes aquosas.

. Biorremediacdo. Os biossurfactantes permitem reduzir o impacto
ambiental causado por diversos residuos liberados no meio ambiente, como por
exemplo, os hidrocarbonetos. Existem varios micro-organismos capazes de degradar
hidrocarbonetos de cadeia longa como o petroleo, embora estes hidrocarbonetos
devam estar biodisponivel para eles. A maioria dos hidrocarbonetos causadores de
contaminacdo sdo altamente insollveis em agua, gerando muitas vezes ligacdes
hidrofébicas a determinadas superficies, como rochas, de modo que torna-se muito
dificil sua eliminagdo. Isto ocorre porque os micro-organismos que podem degrada-los
ndo sao capazes de acessa-los por ndo estarem biodisponiveis. Os biossurfactantes
atuam produzindo emulsdes ou solubilizando os hidrocarbonetos ou compostos
insolGveis em &gua, contribuindo assim para sua biodisponibilidade. E por este motivo



gue no campo da biorremediac&do procura-se encontrar micro-organismos produtores
de substancias biossurfactantes que favorecam a biodisponibilidade destes
hidrocarbonetos. Os biossurfactantes também s&o U(teis na biorremediacdo de
ambientes contaminados com metais pesados toxicos tais como uranio, cadmio e
chumbo. Também é importante ressaltar que os biossurfactantes podem ser obtidos a
partir de substratos renovaveis, tais como residuos agroindustriais, reduzindo
significativamente o custo de producéo dos mesmos.

Além disso, biossurfactantes podem ser utilizados na industria téxtil, na
industria do papel, de ceramica e de tinta, entre muitas outras aplicacdes.

A forma mais rapida de saber se um determinado micro-organismo produz
biossurfactante, consiste em medir a tensdo superficial do meio de fermentacgéo (caso
0 biossurfactante seja extracelular) ou fazer uma extracdo dos biossurfactantes
associados a membrana plasmatica com PBS (tampéo de fosfato e cloreto de sddio) e
medir a tenséo superficial. A tenséo superficial da agua destilada é cerca de 72 mN/m,
e a adicdo de biossurfactantes pode baixar a tensdo superficial para aproximadamente
26 mN/m. Pseudomonas aeruginosa € produtora de um rhamnolipido que reduz a
tenséo superficial da agua para valores de 29 mN/m e a Pseudomona fluorescens
diminui este valor para 26,5 mN/m, com a producédo de um lipopeptideo (viscosina).
Em geral, uma substancia é considerada biossurfactante quando é capaz de reduzir a
tenséo superficial do meio em que se encontra em mais de 8 mN/m.

Existe uma grande variedade de micro-organismos que podem produzir
biossurfactantes. Na bibliografia se faz referéncia tanto as leveduras, como as
bactérias e fungos. No entanto, as bactérias sdo as mais utilizadas para a obtencao
destes compostos, devido a sua maior produtividade. Diversos estudos mostram a
capacidade das bactérias laticas para a producdo de biossurfactantes. Neste sentido,
existem diversos trabalhos relacionados a producdo de biossurfactantes por bactérias
laticas focados tanto na caracterizacdo quanto no desenvolvimento de sistemas de
producéo alternativos que permitam diminuir o custo da producgéo de biossurfactantes
com bactérias laticas, mediante o emprego de residuos agroindustriais (avela e casca

de nozes, bagaco de uva e da videira, entre outros) como substratos de fermentacéo.

Dependendo do metabolismo do micro-organismo, o biossurfactante pode ser
obtido extracelularmente ou pode estar associado com a membrana plasmatica de
diferentes micro-organismos. Neste caso, € necessario realizar um processo de
extracdo, normalmente com PBS (tampdo fosfato e NaCl). Além disso, os
biossurfactantes podem ser produzidos em diferentes estagios do crescimento celular.
Assim, eles podem estar associados com a fase de crescimento exponencial ou na

fase estacionaria, uma vez que o crescimento das células tenha cessado.

Muitos fatores podem influenciar a produgcdo de biossurfactantes como
aeracdo, pH e a composicdo do meio de fermentacdo. Neste Ultimo enfatizam a
maioria dos trabalhos referindo-se tanto a fonte de carbono como a de minerais e fonte
de nitrogénio do mesmo. Atualmente, um dos principais problemas dos
biossurfactantes esta relacionado com custos de sua producdo. Uma alternativa para
melhorar a producdo biotecnolégica de biossurfactantes em nivel industrial pode ser
através do emprego de substratos renovaveis, ou seja, colocando os micro-



organismos produtores de biossurfactantes em contato com a fonte de carbono e
nutrientes adequados.
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