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RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos sintetizados por microrganismos
quando cultivados em diferentes fontes de carbono e suas aplicagdes sdo em
biorremediacao, biodegradacao, limpeza de reservatérios de 6leos, recuperagdo terciaria
do petroleo, entre outras. Caracteristicas do biossurfactante como, quantidade
produzida, poder de a¢do emulsificadora, desempenho sob condi¢des extremas foram
avaliadas com a realizacdo de experimentos em escala laboratorial simulando
contaminagdo de aguas utilizando benzeno, tolueno, querosene, 6leo diesel e petrdleo
em diferentes concentracoes, em ensaios independentes. A cepa bacteriana
Pseudomonas aeruginosa LBI, isolada de solo contaminado com hidrocarbonetos, foi
inoculada visando promover a degradagdo dos hidrocarbonetos através da capacidade de
producdo de biossurfactantes. Como matéria prima alternativa de baixo custo para
producdo de biossurfactantes utilizou-se a borra oleosa proveniente do fundo de tanques
de estocagem da REPLAN-PETROBRAS. Os ensaios foram realizados em triplicatas a
30°C, 200 rpm, durante 168 horas e o acompanhamento foi realizado por amostras a
cada 24 horas para quantificar o biossurfactante e o crescimento celular. A tensdo
superficial, pH e os estudos de estabilidade e emulsificagdo foram realizados com o
sobrenadante do cultivo de 168 horas. A cepa bacteriana mostrou-se capaz de se
desenvolver e produzir biossurfactante em querosene, 6leo diesel, petrdleo e borra
oleosa. Apenas benzeno e tolueno ndo apresentaram resultados positivos. Na presenca
de oleo diesel a 30%, produziu a maior quantidade de biossurfactante observada.
Através do estudo de emulsificagdo, foi possivel comprovar a capacidade do
biotensoativo de emulsificar diferentes hidrocarbonetos. Os estudos de estabilidade em
condi¢des de temperatura, pH, pressdo e salinidade demonstraram que o composto
tensoativo produzido ndo sofre alteragdes. Conclui-se que a cepa bacteriana
Pseudomonas aeruginosa LBl e o biossurfactante produzido possuem potencial de
utilizagdo em biorremediagdo de areas impactadas com hidrocarbonetos e possivel

aplicagdo para recuperagao terciaria do petrdleo.

Palavras-chave: Biossurfactante, hidrocarbonetos, borra oleosa, Pseudomonas

aeruginosa.



ABSTRACT

Biosurfactants are compounds surface-active produced microbially. The ability
of the biosurfactant producers to reduce interfacial surface tension has important tertiary
oil recovery and bioremediation consequences. The biosurfactant synthesis,
emulsification power, stability in extreme conditions from laboratory experiments
simulating water contamination with benzene, toluene, kerosene, diesel oil and oil crude
at different concentration was studied in this work. Pseudomonas aeruginosa LBI
isolated from hydrocarbon contaminated soil and potential producer of biosurfactant
was used for hydrocarbon biodegradation. The petroleum waste from REPLAN —
PETROBRAS, alternative source of low cost to biosurfactant synthesis was utilized on
medium culture. These studies were done at 30°C with shaking at 200 rpm, during 168
hours, in triplicate. The samples were withdrawn daily for growth studies and
biosurfactant production. The surface tension, pH and stability studies were done with
the cell-free broth after 168 hours of incubation. The strain was able to produce
biosurfactants and to grow on the analyzed carbon sources, except benzene and toluene.
When cultivated on diesel oil 30%, the strain produced higher quantities of
biosurfactant. The biosurfactant was able to emulsifier all analyzed hydrocarbons.
Stability studies of the product on the culture broth indicate that the biosurfactant is
stable in extreme conditions. Therefore the strain Pseudomonas aeruginosa LBI and the
biosurfactant produced have potential applications in bioremediation of site

hydrocarbon contaminated, and possible application in enhanced oil recuperation.

Key words: Biossurfactant, hydrocarbon, petroleum waste, Pseudomonas aeruginosa.



1. INTRODUCAO

O petroleo ¢ uma mistura complexa de compostos nao-aquosos e hidrofobicos
como n-alcanos, aromaticos, resinas ¢ asfaltenos (RAHMAN et al., 2003) utilizado
desde 5.000 anos a.C. pelas antigas civilizagdes do Egito, Fenicia, Mesopotamia, Pérsia,
China e nas Américas pelos Incas ¢ Astecas.

Da historia antiga chega-se a historia moderna. A "era da propulsdo mecanica",
iniciada em 1887 com a invengdo dos motores a explosdo, passou a utilizar a gasolina e
o diesel como combustivel. A industria petroquimica surgiu em 1930, possibilitando a
utilizagdo de derivados do petréleo como componentes de explosivos (glicerina e
tolueno), matéria sintética para roupas, solventes, medicamentos, entre outros, que
tiveram muita utilidade na Segunda Guerra Mundial (1939-1945) e que sdo utilizados
at¢ hoje. Da década de trinta até os dias atuais, a industria do petroleo cresce
progressivamente, consequentemente, sdo liberados cada vez mais petrdleo, seus
derivados e residuos oleosos ao meio ambiente, provenientes dos motores e das
lavagens de tanques de navios cargueiros, petroleiros e pesqueiros, da descarga de agua
de lastro, e os vazamentos provenientes das operacdes de carga e descarga nos portos e
terminais (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL —
CETESB, 2005).

A poluicdo ambiental causada pela liberagdao de hidrocarbonetos, decorrente das
atividades industriais e dos derramamentos acidentais de petrdleo e seus derivados,

apresenta grande risco aos ecossistemas marinho e terrestre. Os tratamentos tradicionais,



tais como contengdo e recolhimento através de barreiras flutuantes, adsor¢do por
materiais naturais ou sintéticos, entre outros, ndo visam a degradacao do petrdleo.

A biodegradacao apresenta-se como um método efetivo, uma vez que, o petroleo
¢ usado como fonte de carbono através dos processos microbianos, resultando na quebra
das moléculas em compostos de baixa massa molecular (ZHANG et al., 2005). Porém,
geralmente a biodisponibilidade de compostos hidrofobicos para a conversdao
microbiana ¢ baixa, limitando assim, a taxa de biodegradacdo no meio aquoso. A
dispersdao e/ou a solubilizagdo de compostos organicos que apresentam baixa
solubilidade em agua ¢ um passo importante para a biorremediacao (IQBAL et al.,
1995), e o uso de compostos tensoativos, tal como biossurfactantes, apresenta uma
melhora na biodegradacgdo dos hidrocarbonetos (URUM et al., 2004).

Muitas bactérias sdo capazes de emulsificar hidrocarbonetos em solucdo através
da producdo de biossurfactantes (KOCH et al.,1991) aumentando a adesao de células ao
substrato (BALDI et al., 1999).

Os biossurfactantes sdo compostos formados por moléculas com porgdes
hidrofobicas e hidrofilicas que através de seu acimulo nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/dagua e &agua/dleo) reduzem as tensodes
superficial e interfacial aumentando a area superficial de compostos insoluveis,
permitindo o aumento da mobilidade, biodisponibilidade e subseqiiente biodegradagao.
Sao compostos com baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (BANAT, MAKKAR e
CAMEOTRA, 2000), com possibilidade de produgdo in situ e a partir de fontes
renovaveis. Apresentam as mesmas propriedades dos surfactantes quimicos, tais como
emulsificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante, lubrificagcdo, detergéncia,
dispersao e solubilizacdo de fases (DESAI e BANAT, 1997), sendo sua aceitabilidade
ecoldgica a vantagem mais importante sobre os surfactantes quimicos (HABA et al.,
2000).

As aplicagdes dos biossurfactantes estdo voltadas atualmente para a industria
petrolifera, na recuperacdo terciaria do petréleo e biorremediagdo de hidrocarbonetos.
Também sdo relatadas a solubiliza¢dao e emulsificagdo de compostos quimicos toxicos.
Os biossurfactantes também apresentam aplicagdes nas industrias de cosméticos,

farmacéutica, tintas, alimenticias, produtos de limpeza, na agricultura entre outras

(BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2000).



A economia ¢ frequentemente o gargalo dos processos biotecnologicos,
especialmente para a produgdo de biossurfactantes. O sucesso da produgdo depende do
desenvolvimento de processos mais baratos e do uso de materiais renovaveis e de baixo
custo, que resultam numa reducdo de 10-30% do custo total (CAMEOTRA e
MAKKAR, 1998). H4 estudos envolvendo a utilizagdo de substratos alternativos,
principalmente os soluveis em 4gua, como melago, 4gua de maceragdo de milho, soro de
leite e etanol para a producdo de biossurfactante (PATEL e DESAI, 1997; DANIEL et
al., 1999; MATSUFUII et al., 1997). Entretanto, a utilizagdo de residuos hidrofébicos
como matéria prima de baixo custo ¢ observada em apenas alguns estudos (HABA et
al., 2000; BENINCASA, 2002; MERCADE et al., 1993).

A hipdtese deste estudo situa-se no fato de que a cepa Pseudomonas aeruginosa
LBI, isolada de solo contaminado por hidrocarbonetos, pode ser um microrganismo
eficiente para a biodegradagao de petroleo e seus derivados, e também para a produgao
de biossurfactantes a partir de residuo oleoso proveniente de refinaria de petroleo. Caso
a hipotese esteja correta, a utilizagdo do microrganismo em locais impactados por
hidrocarbonetos contribuird para uma maior eficacia no processo de biorremediagdo ¢ a
producdo a partir de residuos de petrdleo acarretara uma redugdo consideravel no custo

de produgdo dos biossurfactantes.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar a produg¢ao de
biossurfactantes pela cepa Pseudomonas aeruginosa LBI a partir de hidrocarbonetos
como fonte de carbono.

Os objetivos especificos foram:

» Verificar previamente a capacidade da cepa Pseudomonas aeruginosa LBI em
biodegradar benzeno, tolueno, querosene, dleo diesel, petrdleo e borra oleosa;

» Verificar a influéncia da concentragdo dos hidrocarbonetos sobre o
desenvolvimento bacteriano e no processo de produ¢ao de biossurfactantes;

» Verificar a possibilidade da utilizagdo de borra oleosa proveniente de fundo de
tanques de estocagem, como matéria prima alternativa de baixo custo para a
produgdo de biossurfactantes;

» Avaliar o poder de emulsificagdo do biossurfactante frente a uma série de
hidrocarbonetos;

» Avaliar a estabilidade do biossurfactante produzido frente a condigdes de pH,

temperatura, pressao e salinidade marinha.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Principais acidentes envolvendo hidrocarbonetos

Nos ultimos anos, vérios acidentes com derramamento de petroleo e derivados
tém resultado na contaminacdo de ambientes terrestres e aquaticos.

Os pequenos vazamentos provenientes do transporte maritimo correspondem a
98% das perdas totais de petrdleo e derivados. As perdas acidentais correspondem aos
2% restantes, que contribuem com o lancamento de aproximadamente 400 mil ton/ano
de 6leo no meio ambiente. Sdo esses grandes vazamentos que mais chamam ateng¢do. O
primeiro caso conhecido foi em 1967, envolvendo o encalhe do navio Torrey Canyon
derramando 123 mil toneladas de petréleo na zona costeira da Inglaterra e Franga,
causando mortandade de aves e prejuizos a pesca e ao turismo. Em 1978 ocorreu o
encalhe do navio Amoco Cadiz, também na costa da Inglaterra, liberando 230 mil
toneladas de petroleo ao mar, que provocaram um grande desastre ambiental. Em 1983,
ocorreu o vazamento de 260 mil toneladas de petréleo do navio Castillo de Belver, na
Africa do Sul, e em 1989, 40 mil toneladas de 6leo vazaram do navio Exxon Valdez, no
Alasca (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL —
CETESB, 2005).

No Brasil, o primeiro grande episddio conhecido ocorreu em 1974, quando o
petroleiro Takimyia Maru colidiu-se com uma rocha no Canal de S3o Sebastido,
causando o vazamento aproximado de 6 mil toneladas de petrdleo. No ano seguinte,

ocorreu o acidente com o navio Tarik Ibn Zviad, e essa mesma quantidade de 6leo foi



derramada na Baia de Guanabara—RJ. Até os dias atuais, muitos outros acidentes
aconteceram causando maiores vazamentos de petroleo, tais como 3 milhdes de litros
em Bertioga—SP em 1983, 2,8 milhdes de litros nos manguezais da Baia de Guanabara
em 1997, 1,3 milhoes de litros novamente na Baia de Guanabara em 2000, 4 milhdes de
litros nos rio Barigui e Iguagu, no Parana em 2000 (CETESB, 2005).

Diante de tantos acidentes envolvendo petroleo e das legislagdes de caréter
ambiental que, cada vez mais, exigem a substituicdo e adequacdo de tecnologias com
vistas a preservagao ambiental, surgem caminhos onde a biotecnologia assume um papel

fundamental.

3.2 Biodegradacao de hidrocarbonetos do petréleo

Os hidrocarbonetos incluem compostos formados por carbono e hidrogénio com
propriedades quimicas e fisicas definidas pelo niumero de atomos e arranjo das
moléculas. O petréleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos que podem ser
divididos em quatro fracdes: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos. A fracdo dos
compostos saturados inclui os n-alcanos, alcanos ramificados (isoalcanos) e
cicloalcanos. A fragdo aromatica contém hidrocarbonetos monoaromaticos volateis
como benzeno, tolueno e xileno; os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs); os
nafteno-aromaticos; e compostos de enxoftre, tais como tiofenos e dibenzotiofenos. As
resinas ¢ a fragdo asfalteno consistem de moléculas polares contendo nitrogénio,
enxofre e oxigénio. As resinas caracterizam-se por serem solidos amorfos dissolvidos
no Oleo, enquanto os asfaltenos apresentam-se como grandes moléculas coloidais,
dispersas no 6leo. A propor¢ao destas fracdes no petréleo depende de fatores tais como
fonte, histdria geologica, idade, migracao ou alteracdo do mesmo (BALBA et al., 1998).

Muitos microrganismos possuem a capacidade enzimatica para degradar
hidrocarbonetos do petréleo. Alguns microrganismos degradam alcanos (normal,
ramificado, ciclico), outros aromaticos, e ainda outros degradam tanto hidrocarbonetos
aromaticos quanto alcanos. Frequentemente, os n-alcanos com numero de carbonos
variando entre Cjo a Cy¢ sdo prontamente degradados, assim como os compostos toxicos
monoaromaticos benzeno, tolueno e xileno. A biodegradagdo de petroleo no ambiente
marinho ¢ realizada por uma grande diversidade de populagdes bacterianas, incluindo

varias espécies de Pseudomonas (ATLAS, 1995).



O petroleo nunca ¢ completamente degrado e sempre deixa algum residuo
complexo, que frequentemente apresenta-se como um piche preto contendo uma alta
propor¢do de compostos asfilticos. Entretanto possui baixa toxicidade e
biodisponibilidade, tornando-se contaminantes inertes no meio ambiente (ATLAS,
1995). Os produtos parcialmente oxidados podem ser mais toxicos € mutagénicos que o
hidrocarboneto original, e portanto existe a preocupagdo de que ocorra um aumento
temporario na toxicidade e mutagenicidade durante o processo de biodegradacdo
(ROSATO, 1997).

A principal via metabolica de biodegradacdo de hidrocarbonetos ja foi
esclarecida. O passo inicial para a biodegradacdo de hidrocarbonetos por bactérias e
fungos envolve a oxidagdo do substrato por oxigenases com a utilizagdo de oxigénio
molecular. Os alcanos geralmente sdo convertidos a dacidos carboxilicos que
posteriormente sao biodegradados pelo processo de B-oxidagdo. A biodegradagdo de
compostos aromaticos requer uma reacdo de diidroxilagdo com a formagdo de diols,
seguida da clivagem do anel e a formagdo de catecol que posteriormente ¢ degradado
em intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico. Os fungos formam trans-diols, e
muitos deles sdo potentes carcinogénicos, enquanto que bactérias quase sempre formam
cis-diols que ndo sdo biologicamente ativas (ATLAS, 1995).

O destino dos hidrocarbonetos, além da producdo de CO; na degradacao total,
pode também oferecer caminhos alternativos. Eles podem ser armazenados como
globulos e alguns alcanos podem ser incorporados como biomassa, ou convertidos para
a produgado de diferentes lipideos aplicaveis na industria oleoquimica (ROSATO, 1997).

Compostos como o tolueno e o fenol encontrados no petroleo, sdo usados como
desinfetantes. A acdo dos componentes pode ser bacteriostatica ou bactericida para os
microrganismos, dependendo da concentragdo. O tolueno, por exemplo, pode estimular
o crescimento de microrganismos em baixa concentragdo, mas mostra agao
bacteriostatica em alta concentracdo. Os produtos da oxidag¢do dos hidrocarbonetos
aromaticos podem ser mais toxicos que os compostos originais (ROSATO, 1997).

As refinarias de petroleo geram uma grande quantidade de derivados
indesejaveis, que poluem o ambiente e sdo os principais poluidores do solo e
mananciais de agua. As fontes desses produtos sdo provenientes principalmente do

fundo de tanques-reservatorios e das unidades de tratamento (ROSATO, 1997).



3.3 Tensao superficial

Os liquidos tendem a adotar uma forma que minimize sua area de superficie,
numa tentativa de manter as moléculas com um maior nimero possivel de vizinhos
semelhantes. As gotas de liquidos tendem a assumir a forma esférica, pois a esfera ¢ a
forma com a menor razao superficie/volume. As forcas coesivas entre as moléculas no
interior de um liquido s3o compartilhadas com os 4tomos vizinhos. Aquelas da
superficie ndo t€ém atomos vizinhos acima delas, e exibem uma forca atrativa mais forte
sobre suas vizinhas mais proximas na superficie. Este aumento das forgas atrativas

intermoleculares na superficie ¢ chamado tensao superficial (Figura 1).

Tensao

/’ Superficial
O
O O O
O
O
O

O O A

Figura 1- Esquema ilustrando as for¢as intermoleculares no interior e na superficie de

um liquido.

A tensdo superficial entre as interfaces ar/agua e 6leo/agua podem ser medidas
facilmente utilizando-se um tensidometro. A tensdo superficial da agua destilada é 72
mN/m, e a adi¢ao de surfactante reduz este valor para 30 mN/m. Quando um surfactante
¢ adicionado a sistemas ar/dgua ou 6leo/dgua em concentragdes crescentes, observa-se
uma redug¢do na tensdo superficial até um valor critico, a partir do qual as moléculas de
surfactante se associam formando estruturas supramoleculares como micelas, bicamadas
e vesiculas. Este valor ¢ conhecido como concentragdao micelar critica (CMC) e ¢ usado

comumente para medir a eficiéncia do surfactante (DESAI e BANAT, 1997).

3.4 Surfactantes
Os surfactantes sao compostos formados por moléculas que possuem uma parte

hidrofobica e uma hidrofilica, que tendem a separagdo preferencialmente na interface



entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade e ligagdes de hidrogénio, tais
como interfaces Oleo/dgua ou ar/dgua. Atuam nas tensdes superficial e interfacial e
formam microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em agua e vice
versa. A eficicia dos surfactantes ¢ determinada através da capacidade de reduzir a
tensao superficial, que ¢ a medida de energia livre da superficie por unidade de area,
necessaria para trazer uma molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN,
1978 apud MULLIGAN, 2005). Devido a presenga de surfactantes, menor energia ¢
requerida para trazer uma molécula até a superficie e a tensdo superficial é reduzida. Por
exemplo, um bom surfactante pode reduzir a tensao superficial da agua de 72 para 35
mN/m e a tensdo interfacial entre 4gua e n-hexadecano de 40 para 1 mN/m. A tensdo
superficial correlaciona-se com a concentracdo dos compostos tensoativos até o
momento em que a concentracao micelar critica (CMC) ¢ alcangada (Figura 2). A CMC
¢ definida como a solubilidade de um tensoativo na fase aquosa, ou seja, a concentragao
minima de tensoativo necessdria para atingir os valores mais baixos de tensdo
superficial e interfacial, a partir da qual se inicia a formacdo de micelas. Surfactantes
eficientes apresentam baixa concentracdo micelar critica, ou seja, menos surfactante ¢

necessario para reduzir a tensao superficial (BECHER, 1965 apud MULLIGAN, 2005).

_.- Solubilidade

Prop. fisicas
i
5
5

-- T. interfacial

[ ] biossurfactante

Figura 2 - Tensdo superficial, interfacial e solubilizacdo em fun¢do da concentragdo de

surfactantes (MULLIGAN, 2005).

Com estas caracteristicas os surfactantes sdo considerados um dos produtos

quimicos mais versateis e utilizados nos diversos setores industriais (DESAI e BANAT,
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1997). Entretanto, estes compostos quimicos sdo prejudiciais ao meio ambiente, pois

sdo toxicos e ndo apresentam biodegradabilidade.

3.5 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao produzidos principalmente pelo crescimento aerobio de
microrganismos em meios aquosos a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e
gorduras ou uma mistura destes. Quando sdo excretados no meio de cultivo durante o
crescimento microbiano, auxiliam o transporte e translocacdo de substratos insoluveis
através da membrana celular (BOGNOLO, 1999). Porém, alguns microrganismos
mantém os biossurfactantes associados a parede celular, facilitando a penetra¢do dos
hidrocarbonetos no espago periplasmatico (KOCH et al., 1991).

Apresentam as mesmas caracteristicas dos surfactantes quimicos, reduzem as
tensdes interfacial e superficial, tanto em solugdes aquosas quanto em misturas de
hidrocarbonetos. Possuem uma estrutura comum, onde a por¢do hidrofilica pode ser
composta de aminodcidos ou peptideos, mono, di ou polissacarideos, enquanto a por¢ao
hidrofobica é constituida de uma cadeia hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos,
saturados ou insaturados (DESAI e BANAT, 1997).

Sdo muitas as vantagens apresentadas pelo biossurfactante quando comparado
aos de origem sintética, tais como (KOSARIC, 2001):

» alta biodegradabilidade;

» baixa toxicidade;

» biocompatibilidade e biodigestibilidade, que permitem suas aplicagdes em
cosméticos, produtos farmacéuticos e como aditivos em alimentos;

» possibilidade de producdo a partir de fontes de baixo custo e residuos
industriais;

» especificidade de aplicacgdes, ja que sdo moléculas organicas complexas, com
grupos funcionais especificos;

» uso em biorremediacdo de locais impactados por 6leo e biodegradagdo e
detoxificacdo de efluentes industriais;

» eficacia em condigOes extremas de temperatura, pH e salinidade.
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3.5.1 Principais classes e microrganismos produtores

Enquanto os surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com a natureza
de seu grupo polar, os biossurfactantes sdo classificados com base em sua natureza
bioquimica. As principais classes incluem: glicolipideos, fosfolipideos, lipopeptideos ou
lipoproteinas (DESAI e DESAI 1993).

De acordo com Rosenberg e Ron (1999), os biossurfactantes também podem ser
classificados a partir de sua massa molar:

» Baixa massa molar: os glicolipideos, que sdo os mais conhecidos, sdo formados
por carboidratos e acidos graxos alifaticos de cadeia longa (ex: ramnolipideos,
trealolipideos, soforolipideos) e os lipopeptideos (ex: surfactina, gramicidina S e
polimixina).

» Alta massa molar: polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos (emulsans),

lipoproteinas ou misturas complexas desses biopolimeros.

As classes de biossurfactantes ¢ microrganismos produtores estdo distribuidos

entre uma extensa variedade de géneros, apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos (DESAI e

BANAT, 1997).

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

GLICOLIPIDEOS

» Ramnolipideos
» soforolipideos
» trealolipideos

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

LIPOPEPTIDEOS E LIPOPROTEINAS

» peptideo-lipideo
viscosina
serrawetina
surfactina
subtilisina
gramicidina
polimixina

vvyyVvyVvyyvwyy

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

ACIDOS GRAXOS, LIPIDEOS
NEUTROS E FOSFOLIPIDEOS

» 4acidos graxos
» lipideos neutros
» fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

SURFACTANTES POLIMERICOS

» emulsan

biodispersan

liposan
carboidrato-lipideo-proteina

>
>
>
» manana-lipideo-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

SURFACTANTES PARTICULADOS

» vesiculas
» células

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas spp. sao extensamente

estudados. Consistem de uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas

cadeias de acido graxo, com 8-12 atomos de carbono, que podem ser saturados ou

insaturados (SIM et al., 1997). Reduzem a tensdo superficial a valores entre 25-30

mN/m e a interfacial a | mN/m contra hexadecano (PARRA et al., 1989).
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Figura 3 — Estruturas dos ramnolipideos 1-4 (TUMMLER, EFFENBERGER e
SYLDATK, 2003).

3.5.2 Fatores que influenciam a produc¢ao

A quantidade e qualidade dos biossurfactantes produzidos pelas diversas
espécies de microrganismos sao influenciadas tanto pela fonte de carbono quanto pelas
concentragdes de nitrogénio, fosforo, manganés e ferro no meio, além das condigdes de
cultivo, como pH, temperatura e agitacio (BANAT, 1995). Os parametros utilizados
para medir a eficiéncia dos biossurfactantes sdo: reducdo da tensdo superficial, reducao
da tensdo interfacial, emulsificagdo e concentracdo micelar critica (DESAI ¢ BANAT,
1997). Zhang e Miller, 1992, apud Benincasa et al., 2004, relatam que a concentragao
necessaria de biossurfactante para se atingir a CMC estd tipicamente entre 1 a 200
mg/L. Estudos sao realizados para definir a melhor relagdo entre carbono, nitrogénio,
fosforo e ferro para se obter alta producao de ramnolipideos.

Apos o total consumo de nitrogénio do meio de cultivo, o microrganismo dirige
seu metabolismo celular para a produgdo de biossurfactantes, que aumenta apos a fase
exponencial de crescimento (BENINCASA et al., 2002).

A produgdo de ramnolipideos por P. aeruginosa PA1 foi avaliada usando como
substrato n-hexadecano, petroleo, 6leo de babacu e glicerol por Santa Anna et al., 2002,

e obteve-se respectivamente 130, 260, 200 e 690 mg/L de ramnose. O alto valor obtido
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com glicerol era esperado, j4 que esta fonte de carbono ¢ soluvel, sendo assim,
facilmente degradada pelo microrganismo quando comparada com as demais. Quanto a
fonte de nitrogénio, o nitrato de soédio apresentou melhores resultados quando
comparado com uréia e sulfato de amonio. Este microrganismo mostrou habilidade em
utilizar também frutose, glicose, manitol, manose, glicerol e acido latico, que sdao boas
fontes de carbono para a produ¢do de ramnolipideos.

Embora a producdo de ramnolipideos a partir de substratos puros seja bem
estudada, pouquissimos trabalhos a partir de substratos renovaveis e de baixo custo sdo
disponiveis. A utilizagdo de melaco como fonte de carbono e 4gua de maceragao de
milho como fonte de nitrogénio, por Pseudomonas aeruginosa GS3 foi avaliada por
Patel e Desai (1997). A linhagem mostrou-se perfeitamente capaz de utilizar essas
fontes renovaveis e relativamente de baixo custo, para a produgdo de biossurfactante,
sem adi¢do de nutrientes. Utilizando-se 7% (v/v) de melaco e 0,5% (v/v) de agua de
macera¢do de milho, obteve-se 0,24 g/L de ramnose apds 96 horas de incubagdo. A
tensdo interfacial contra petrdleo foi reduzida de 21 para 0,47 mN/m, e o teste de
emulsificagdo apresentou emulsdes estaveis para n-alcanos, aromaticos, petroleo e oleos
vegetais.

Os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir com os surfactantes
sintéticos devido ao seu alto custo de producdo e, para que possam competir
significativamente no mercado, devem ser seguidos dois pré-requisitos: 1) aumentar o
conhecimento e a habilidade em manipular o metabolismo de microrganismos
produtores, de forma que substratos de baixo custo possam ser usados; 2) otimizagdo de

tecnologias de processo para facilitar a recuperagdo do produto (FIECHTER, 1992).

3.5.3 Funcdes fisiologicas

Considerando-se a grande diversidade de microrganismos produtores e de
substratos utilizados, espera-se que as classes de biossurfactantes apresentem
propriedades e funcdes fisioldgicas diferentes. As principais fungdes fisioldgicas
incluem a emulsificagdo e solubilizagdo dos substratos imisciveis em agua, tornando-o
rapidamente disponivel para o metabolismo microbiano. Outra fun¢do destes agentes € o

efeito antibidtico sobre varios microrganismos que competem por alimento. Através da
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producdo destes compostos, o crescimento do microrganismo produtor ¢ privilegiado
(FIECHTER, 1992).

A natureza insoliivel de substratos como os n-alcanos e outros hidrocarbonetos
em meio aquoso, requer a existéncia de mecanismos que facilitem seu consumo. Estes
substratos devem ser transportados de alguma forma para atingir o contato com a célula.
Trés formas de transporte de hidrocarbonetos até as células sdo consideradas
(GOSWAMI et al., 1990):

» Interacdo das células com hidrocarbonetos dissolvidos na fase aquosa: aplica-se

quase que exclusivamente a hidrocarbonetos de cadeia curta, pois a dissolugcdo de
alcanos de cadeia longa em meio aquoso, através de processos fisicos, ¢ muito lenta e
estas condigdes nao favoreceriam o desenvolvimento celular.

» Contato direto das células com grandes gotas de hidrocarbonetos: ocorre quando

as c€lulas microbianas aderem a superficie das gotas de hidrocarbonetos maiores que as
proprias células, sendo o substrato consumido por difusdo. A area superficial para a
adesdo das células seria o fator limitante para o consumo de substrato neste caso. A
emulsificagdo dos hidrocarbonetos através da producdo de agentes biossurfactantes
aumentaria a superficie entre estas duas fases.

> Interacdo das células com gotas de hidrocarbonetos pseudosolubilizadas: as

células interagem com particulas de hidrocarbonetos pseudosolubilizadas, bem menores
que as células.

Ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa LBI inibem o
crescimento de algumas bactérias, como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Proteus vulgaris, Streptococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa e alguns fungos
fitopatogénicos como Penicillium, Alternaria, Gliocadium virens e Chaetonium

globosum (BENINCASA et al., 2004).

3.5.4 Aplicagoes

O maior mercado para os biossurfactantes ¢ a industria petrolifera, onde sdo
utilizados na producdo de petroleo ou incorporados em formulagdes de Oleos
lubrificantes. Outras aplicagdes na area petrolifera incluem biorremediagdo e dispersao
no derramamento de 6leos, remoc¢do e mobilizacdo de residuos de dleo em tanques de

estocagens e a recuperacdo terciaria do petroleo. Grande parte do biossurfactante
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produzido (400-500 toneladas/ano) ¢ usada nas aplicagdes relacionadas ao petroleo
(BOGNOLO, 1999). Porém, atualmente, as aplicagdes se distribuem entre os mais

diversos setores industriais.

e Biorremediacao

Os varios componentes do petroleo sdo alcanos, cicloalcanos, aromaticos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH), asfaltenos e resinas, sendo os alcanos
de baixa massa molar os mais facilmente degradados pelos microrganismos
(MULLIGAN, 2005). O petroleo contém compostos inibitorios do crescimento,
mutagénico e carcinogénico que causam sérios danos ao ambiente aquatico e terrestre.
Estima-se que 0,08-0,46% do total de petroleo produzido ¢ langado no meio ambiente,
eventualmente causando polui¢ao de dguas e praias (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes aumentam a interagdo superficial agua/dleo, e dessa forma,
aceleram a degradacdo de vdarios Oleos por microrganismos € promovem a
biorremediacdo de dguas e solos (BANAT, 1995). A biodegradagao de hidrocarbonetos
do petréleo ¢ um processo complexo que depende da natureza e quantidade de 6leo ou
hidrocarbonetos presentes. Além disso, o crescimento de microrganismos sobre
hidrocarbonetos apresenta problemas particulares, pois estes s3o imisciveis em agua.
Porém, muitas bactérias sao capazes de produzir agentes biossurfactantes (KOCH et al.,
1991; BENINCASA et al., 2002), como as espécies de Pseudomonas, (BENINCASA et
al., 2002) que aumentam a adesdo de células ao substrato (BALDI et al., 1999)
permitindo a degradag@o. A biorremediagdo pode ser feita utilizando os biossurfactantes
diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos
no solo. Alternativamente, podem ser adicionados diretamente os microrganismos
produtores ou fontes de nutrientes para promover o crescimento de microrganismos
selvagens capazes de produzir estes compostos (LANG e WAGNER, 1993).

Goswami et al., 1990, estudaram a forma de degradacdo de n-hexadecano
durante o crescimento de duas espécies de Pseudomonas. Ao aplicarem ao meio de
cultivo o EDTA, um conhecido inibidor de pseudosolubilizagdo de hidrocarbonetos, o
crescimento de Pseudomonas M1 ndo foi inibido. Este fato demonstra que o consumo
do substrato por este microrganismo nao esta envolvido com a pseudosolubilizagdo do

hidrocarboneto nem os mediadores extracelulares. Neste caso, o consumo do substrato



17

ocorreu através da adesao das células a interface hidrocarboneto/agua promovida pela
agitacdo do sistema. Resultados opostos foram obtidos quando aplicaram EDTA ao
meio de cultivo de Pseudomonas N1. Neste caso o crescimento foi fortemente inibido
pela adicdo de 5 mM do agente quelante, indicando que o desenvolvimento deste
microrganismo esta associado com a producao extracelular de biossurfactantes, e que a
pseudosolubilizacdo do hidrocarboneto ¢ o fator dominante no consumo do substrato.

Viérios estudos examinaram o efeito de ramnolipideos na biodegradagdo de
contaminantes organicos, enfocando principalmente varios hidrocarbonetos de baixa
solubilidade.

Itoh et al. (1971) observaram muitas linhagens de Pseudomonas aeruginosa
crescendo sobre n-parafina, produzindo dois tipos de ramnolipideos (R1 e R2). Entre as
19 linhagens analisadas, K'Y-4025 foi escolhida como a melhor linhagem produtora de
biossurfactantes a partir do consumo vigoroso de n-parafina. No ano seguinte, Itoh e
Suzuki (1972) visando encontrar evidéncias para uma possivel func¢do daqueles
ramnolipideos na utilizagdo de n-parafina, utilizaram a linhagem Pseudomonas
aeruginosa KY-4025 e mutantes produzidas a partir do tratamento quimico destas
células. As células expostas a este tratamento foram plaqueadas em agar-nutriente,
obtendo-se aproximadamente 300 colonias, que foram avaliadas em meio liquido
contendo 4% de n-parafina. Entre as possiveis mutantes assim avaliadas, apenas duas
linhagens exibiram crescimento insignificante, e foram denominadas PU-1 e PU-2. Os
crescimentos celulares de PU-1 e KY-4025 foram comparados em meio minimo
contendo n-parafina como unica fonte de carbono, com ou sem a adicdo de
ramnolipideos. A linhagem KY-4025 apresentou um crescimento relativamente alto (3,0
x 10° UFC/mL) utilizando n-parafina, sem nenhum suplemento, provavelmente por que
ela produziu consideravel quantidade de ramnolipideos durante o crescimento. A adigdo
de 25-30pg/mL de ramnolipideos ao meio de cultivo, estimulou o crescimento da KY-
4025 (3,5 x 10° UFC/mL), mas ndo se mostrou essencial. Entretanto, o estimulo do
crescimento foi mais notavel quando a linhagem PU-1 (mutante deficiente em utilizar n-
parafina) foi incubada com os ramnolipideos, fato que levou este mutante a apresentar
um crescimento (2,3 x 10° UFC/mL) semelhante a linhagem KY-4025. Isto sugere que
o mutante ¢ deficiente na atividade sintética de ramnolipideos e conseqiientemente

perdeu a capacidade original de utilizar n-parafina. Entretanto, pode-se supor que a
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atividade enzimadtica responsavel pela oxida¢ao de n-parafina ndo foi afetada, ja que o
mutante foi capaz de crescer normalmente quando suplementado com ramnolipideos.
Deste modo, observou-se que os ramnolipideos sdo fatores importantes requeridos para
a degradacdo de n-parafina por Pseudomonas aeruginosa.

Shim e Yang (1999) analisaram a degradagao de benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno (BTEX) presentes em grande quantidade no petrdleo. Utilizaram uma cultura
mista de P. putida e P. fluorescens e observaram que tal cultura utilizou os compostos
para o crescimento celular, durante o qual promoveram a degradacdo. Porém, o
crescimento celular cessou antes do consumo total das fontes de carbono, fato este que
pode ser explicado devido a condicao de hipdxia durante o experimento.

Barathi e Vasudevan (2001) utilizaram Pseudomonas fluorescens, isolada de
solo contaminado por petrdleo, para verificarem a habilidade deste microrganismo em
utilizar diversos compostos de hidrocarbonetos. Observaram que hexadecano foi
utilizado como a principal fonte de carbono, seguido por hexano, decano, querosene e
6leo cru. O biossurfactante produzido por este microrganismo emulsificou tolueno,
hexano, 6leo de girassol e querosene, assim como também compostos poliaromaticos,

tais como naftaleno e fenantreno.

e Limpeza de reservatorios de petroleo

Residuos e fragdes pesadas de petroleo que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sdo altamente viscosos e podem se tornar depdsitos sélidos que ndo sdo
removidos através de bombeamento convencional. A remog¢do geralmente requer
lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e de alto custo.
Além disso, geram grandes volumes de solidos contaminados por petrdleo que devem
ser descartados em local adequado. Um processo alternativo de limpeza ¢ o uso de
biossurfactantes que promovem a reducdo da viscosidade e a formagdo de emulsdes
0leo/agua, facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperacao do petréleo apds a
quebra da emulsdo. Os solidos resultantes carregam uma quantidade limitada de 6leo
residual devido a acdo detergente do biossurfactante, tornando o descarte destes

residuos menos problematicos (BOGNOLO, 1999).
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¢ Recuperacio terciaria do petréleo

Apenas um ter¢o do petroleo presente no poco pode ser recuperado através das
producdes primaria e secundaria. As forgas capilares prendem o petréleo nos poros das
rochas-mde, impedindo sua retirada. As estratégias existentes para retirar esse 6leo
aprisionado, incluem a recuperacdo secunddria a qual ¢ realizada a partir de processos
térmicos ou quimicos, € a recuperagdo terciaria, que envolve a utilizacdo de
microrganismos. As aplicagdes microbianas representam o mais recente progresso, ja
que os microrganismos produzem uma variedade de compostos Uteis para a recuperagao
de petréleo, tal como biossurfactantes, polimeros e gases, que podem ser produzidos por
microrganismos aerébios em fermentadores convencionais, usando matéria prima de
baixo valor, visando substituir os surfactantes quimicos que sdo derivados do proprio
petrdleo e possuem alto preco. Estes produtos quimicos sdo eficazes apenas em uma
estreita faixa de temperatura e forca idnica, ao contrario dos biossurfactantes, que
apresentam uma enorme vantagem por manterem estdveis suas propriedades
surfactantes em altas temperaturas e salinidade. H4 sugestdes de que microrganismos
anaerobios possam ser injetados conjuntamente ou na auséncia de nutrientes em pogos
para producdo in situ de biossurfactantes, entretanto, apenas pouquissimos
microrganismos anaerobios produzem compostos com propriedades tensoativas
(BOGNOLO, 1999).

Sabe-se que a geragdo de gas e a redugdo da tensdo superficial induzida pelos
biossurfactantes permitem significante recuperacdo de petrdleo a custos
economicamente vidveis, porém, em geral ha pouquissimos dados a respeito, nao

permitindo uma interpretacao precisa dos resultados (BOGNOLO, 1999).

e Outras aplicacoes
Outros campos de utilizagdo dos biossurfactantes incluem produtos de higiene e
cosméticos, mineracgdo, agricultura e as industrias de papel, téxtil, cerdmica, alimentos e

farmacéutica (Tabela 2).
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Tabela 2: Fungdes e aplicacdes industriais dos biossurfactantes.

Funcdes

Campos de aplicagdo

Emulsionantes e dispersantes

Cosméticos, tintas, biorremediacdo, Oleos e

alimentos

Solubilizantes

Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes

Produtos de limpeza e agricultura

Agentes espumantes

Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de

minérios

Agentes espessantes

Tintas e alimentos

Seqliestrantes de metais

Mineracgao

Formadores de vesiculas

Cosméticos e sistemas de liberacdo de drogas

Demulsificantes

Tratamento de residuos e recuperagdo de petroleo

Redutores de viscosidade

Transporte em tubulagdes e oleodutos

Dispersantes

Misturas carvao-agua e calcareo-agua

Fungicidas

Controle biologico de fitopatdogenos

Fonte: Banat et al., 2000.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo e fontes de carbono

O microrganismo Pseudomonas aeruginosa LBI utilizado nos ensaios realizados
foi isolado e identificado no Laboratorio de Bioquimica Industrial, no Instituto de
Quimica da UNESP de Araraquara (BENINCASA et al., 2002) a partir de solo
contaminado com derivados de petréleo.

Os hidrocarbonetos avaliados foram: benzeno (Baker), tolueno (Reagen),
querosene (marca comercial Jacaré), oleo diesel (marca comercial BR), petroleo e borra

oleosa provenientes da REPLAN-PETROBRAS.

4.2 Meio de manuten¢ao
A cepa P. aeruginosa LBI utilizada nas fermentagdes foi mantida a -20°C em
tubos criogénicos contendo glicerol a 10% (v/v) e caldo nutriente composto de extrato

de carne e peptona.

4.3 Preparo do microrganismo para os ensaios

A partir dos tubos criogénicos de estoque, o microrganismo foi estriado em
placas de Petri contendo agar nutriente e incubado durante 24 horas a 30°C. Para
recuperagao das células, a placa foi lavada com agua destilada estéril. Realizaram-se

leituras de absorbancia a A = 610 nm (Espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1601PC) do
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caldo assim obtido, e diluigdes foram feitas para padronizacdo da densidade Optica

(D.0.)=0,65+0,01.

4.4 Avaliacao do potencial de degradacao de hidrocarbonetos

A avaliacdo da capacidade da cepa P. aeruginosa LBl em degradar
hidrocarbonetos foi realizada em ensaio preliminar, utilizando-se o indicador redox 2,6-
diclorofenol indofenol (HANSON et al., 1993). Modificou-se a metodologia original, a
qual utilizava placas multipogos e cultivo estatico. O estudo foi realizado em tubos de
ensaio contendo 7,5 mL de meio de cultivo BH contendo 7,5 pg/mL do indicador redox
2,6-diclorofenol indofenol, 50 pL. de hidrocarbonetos e 125 pL de in6culo padronizado
em D.Og;90=0,65. Para benzeno e tolueno utilizou-se 50 ppm devido a toxicidade destes
compostos. Os tubos de ensaio foram mantidos a 30°C e 200 rpm e observados com

freqii€ncia até o desaparecimento da coloragdo azul.

4.5 Meio e condicoes de cultivo para producio de biossurfactantes

Utilizou-se como meio liquido para avaliagao da produgdo de biossurfactantes, o
meio mineral descrito por Robert et al., 1989, composto por (g/L): NaNOs: 4,0; KCI:
0,1; KH,PO4: 0,5; KoHPO4: 1,0; CaCly: 0,01; MgS04.7H,0:0,5; FeSO4.7H,0; extrato
de levedura: 0,1; e 0,05 mL/L da seguinte solu¢do de elementos tragos: boro (0,026%),
cobre (0,05%), manganés (0,05%), molibdénio (0,006%) e zinco (0,07%). Como fontes
de carbono utilizaram-se isoladamente derivados de hidrocarbonetos (benzeno, tolueno,
querosene e 6leo diesel) e petréleo bruto simulando contaminag¢do de dguas por estes.
Em estudos posteriores, utilizou-se a borra oleosa proveniente do fundo de tanques de
estocagem, da REPLAN-PETROBRAS, visando sua biodegradacdo e producdo de
biossurfactantes a partir de matéria prima de baixo custo.

ApO6s ajuste de pH para 6,8 com NaOH ou HCI 1IN, quando necessario, o meio
de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm por 20 minutos, sem a fonte de
carbono para os casos de benzeno, tolueno, querosene e Oleo diesel, sendo estes
acrescentados ao meio de cultivo apos esterilizados através de membrana filtrante 0,25
pm.

Quando se utilizou benzeno e tolueno, foram aplicadas baixas concentragdes

destes compostos, variando entre 10 a 500 ppm. Nos ensaios com querosene e 6leo
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diesel, utilizou-se 0,4; 1,0; 2,0; 5,0; 10; 20 e 30% destes compostos. Nos ensaios
empregando petroleo bruto e residuo oleoso, as concentragdes foram de 2; 5 e 10%.
Todos os experimentos foram incubados em mesa agitadora, a 30°C + 1 ¢ 200 rpm.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, contendo um volume
final de 100 mL de meio de cultivo. Os frascos foram inoculados com 5% da suspensdo
celular de P. aeruginosa padronizada, obtida do cultivo em placas de 4gar nutriente e
mantidos durante 168 horas a 200 rpm e 30°C. As amostras foram retiradas a cada 24
horas para analise de crescimento celular e produgdo de ramnose. As medidas de tensdo
superficial e pH foram realizadas no meio de cultivo inicial (tempo zero) e ao final de

cada ensaio (apds 168 horas).

4.6 Determinacao do crescimento celular

O crescimento microbiano, no primeiro momento, foi realizado mediante
contagem de células vidveis (UFC/mL), onde 1 mL do caldo de cultivo foi retirado e
diluido com 4gua destilada estéril em dez concentragdes diferentes (1:10, 1:107, 1:10°...
1:10'"). Foram realizados plaqueamentos utilizando-se microgotas de 20 uL de cada
dilui¢do em triplicatas, seguindo-se de incubagdo em estufa bacterioldgica a 30°C por
aproximadamente 20 horas. A contagem foi realizada na diluicdo onde se observava um
numero de colonias entre 5 ¢ 35, estando bem visiveis e individuais. Realizaram-se os
calculos para que a unidade de expressao fosse UFC/mL.

A partir dos ensaios com as concentragdes 10, 20 e 30%, optou-se pelo método
de andlise de proteina realizado a partir de uma aliquota retirada diretamente do caldo
de cultivo, em substituicdo a contagem de unidades formadoras de col6nias. A
quantifica¢do de proteina celular ¢ mais rapida e pratica.

Para determinar a proteina celular das amostras foi utilizado o método de
Hartree-Lowry (1972), como descrito a seguir.

Solucdo A:

2 g de tartarato de sddio e potassio tetra-hidratado (7 mM final)
100 g de Na,COs (0,8 M final)

500 mL NaOH 1IN (0,5 M final)

vV V VYV V

completar até 1 L com 4agua destilada
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*a solugdo pode ser estocada por 2 a 3 meses em temperatura ambiente em frasco

plastico.

Solucdo B:

2 g de tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado (0,07 M final)
1 g CuS04.5H,0 (0,04 M final)

90 mL de 4gua destilada

» 10 mL de NaOH IN

Y V V

*a solugdo pode ser estocada por 2 a 3 meses em temperatura ambiente em frasco

plastico.

Solu¢do C:

Diluir 1 mL de Folim-Ciocalteu em 15 mL de 4gua destilada.

Procedimento:

Em tubo de ensaio:

Adicionar 1 mL da amostra contendo a proteina;
Adicionar 0,9 mL da solugdo A;

Incubar por 10 min a 50°C;

Esfriar em temperatura ambiente;

Adicionar 0,1 mL da solu¢ao B;

Incubar por 10 min em temperatura ambiente;
Adicionar 3 mL da solugdo C;

Incubar por 10 min a 50°C;

Esfriar em temperatura ambiente;

YV V.V V V V V V V VY

Realizar leitura de absorbancia a A = 650 nm..

Primeiramente foi preparada uma curva padrdo de soroalbumina bovina, a partir
de uma solucdo estoque de 300 mg/L. Esta solugdo foi diluida em 6 tubos diferentes,
com concentracdes de 0, 30, 60, 90, 120 e150 mg/L. Aplicou-se o procedimento citado

acima para cada uma das dilui¢des e foi realizada a leitura de absorbancia (A = 650nm)
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das mesmas. A Figura 4 apresenta a curva padrao de soroalbumina, a partir da qual se

obteve a expressao:

[ ] de proteina= [(Valor da absorbancia x 0,34141) — 0,00375] x Fator de dilui¢ao

0,16+
0,14 -
0,12+
0,10+
0,08 -
0,06 -
0,04+
0,02 -

0,00 T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia 650 nm

A -0,00375
B 0,34141
R 0,99846

Concentragao de proteina (g/L)

Figura 4- Curva padrdo de concentragdo de soroalbumina bovina x absorbancia.

Para a determinagdo de proteina celular de cada amostra, o mesmo procedimento
citado anteriormente foi seguido e a equagao acima foi utilizada para a conversao dos

dados de absorbancia a concentracdo equivalente.

4.7 Determinacao da concentracao de ramnose

A produgdo do ramnolipideo foi quantificada colorimetricamentre em termos de
concentragdo de ramnose produzida no meio de cultivo, através da andlise de 6-
deoxihexose (CHANDRASEKARAM e BEMILLER, 1980).

Preparo dos reagentes:

Solucdo A:
> 90 mL de H,SOq4

» 15 mL de agua destilada

* pode ser preparada anteriormente e estocada em frasco ambar.

Solucao B:
» 0,2 mL de acido tioglicolico
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» 5,8 mL de agua destilada

* deve ser preparada apenas no momento de uso.

Procedimento:

Em tubo de ensaio:

Adicionar 1 mL de amostra contendo ramnose;
Adicionar 4,5 mL da solugdo A;

Incubar por 10 min a 100°C;

Resfriar a temperatura ambiente;

Adicionar 0,1 mL da solu¢do B;
Homogeneizar os tubos

Guardar em local com auséncia de luz por 3 horas;

vV V.V V V V VYV V

Realizar leitura de absorbancia a A =400 nm e A = 430 nm.

Primeiramente foi preparada uma curva padrao de ramnose, a partir de uma
solugdo inicial de ramnose comercial 50 mg/L. Esta solugdo foi diluida em
concentragdes de 0; 0,2; 0,4; 0,5; 8,8 e 1,0 mg/L. Aplicou-se o procedimento citado
acima para cada uma das dilui¢des e foi realizada a leitura de absorbancia (A = 400nm e
A = 430nm) das mesmas. A leitura realizada em A = 430nm indica interferéncia de
outros aglicares. Subtraiu-se o valor de D.O. obtido na leitura a A = 430nm, daquele
obtido na leitura a A = 400nm, para se obter o valor de absorbancia final. A Figura 5

apresenta a curva padrdo de ramnose, a partir da qual se obteve a seguinte expressao:

[ ] de ramnose = | Absorbancia final — 0,00692 |x fator de diluigao
0,00885
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Figura 5- Curva padrdo de concentracdo de ramnose x absorbancia.

Para a determinacdo da concentracao de ramnose das amostras retiradas a cada
24 horas, 2 mL de cada amostra foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm,
separou-se o sobrenadante e a partir deste realizou-se o mesmo procedimento citado
anteriormente. A equacdo acima foi utilizada para a conversao dos dados de absorbancia

a concentracao equivalente.

4.8 Determinacio da tensao superficial e pH

A determinagdo de produgdo de biossurfactante foi realizada medindo-se as
tensOes iniciais e finais do caldo de cultivo livre de células, utilizando-se o tensidmetro
Kriiss K 6, segundo o método do anel de De Nouy. O pH foi analisado utilizando-se um

pHmetro Digimed.

4.9 Determinacio do indice de Emulsificacio (E24)

Neste estudo avaliou-se a estabilidade de emulsdes formadas pelo
biossurfactante contra diferentes fontes hidrofobicas. As andlises foram realizadas em
temperatura ambiente. O Indice de emulsificagio foi determinado, segundo IQBAL et.
al., 1995, através da adi¢cao do hidrocarboneto a ser avaliado ao caldo de cultivo livre de
células (2mL de cada), em tubos de ensaio seguidos por agitacdo em alta velocidade em
vortex durante 2 minutos. Os tubos foram deixados em repouso por 24 horas ¢ o indice

de emulsificacao foi calculado através da formula:
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E24= (altura da camada de emulsao/altura total) x 100

4.10 Avaliacao da estabilidade do biossurfactante produzido

Os estudos de estabilidade foram realizados usando o caldo livre de células do
ensaio realizado com 30% de 6leo diesel, apds 168 horas de incubacdo. O efeito da
temperatura foi avaliado aquecendo-se amostras em banho-maria (100°C) por diferentes
intervalos de tempo e resfriados a temperatura ambiente. A estabilidade ao pH foi
analisada ajustando-se o caldo a diferentes valores de pH. Para estudar o efeito da
adi¢ao de sal sobre o biossurfactante, acrescentou-se ao caldo 3,5% de NaCl, valor
correspondente a salinidade marinha, e misturou-se até completa dissolu¢do. Para
analise sob pressio, colocou-se o caldo em autoclave, durante 15 minutos a 121°C ¢ 1

atm. Analisaram-se possiveis alteragdes na tensao superficial para cada tratamento.

4.11 Analise dos elementos inorganicos da borra oleosa
A andlise dos elementos inorganicos da borra oleosa foi realizada no Instituto

Campineiro de Analises de Solo e Adubo (ICASA), Campinas, SP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio preliminar em tubos de ensaios

Utilizou-se o indicador redox-2,6-diclorofenol indofenol em meio de cultivo BH
para detec¢do do potencial bacteriano em degradar hidrocarbonetos (HANSON et al.,
1993) nas condigdes descritas anteriormente. A linhagem Pseudomonas aeruginosa LBI
apresentou resultados positivos, obtidos a partir de observagdo visual da descoloragao
do meio, para 6leo diesel e petrdleo apds 23h, querosene apos 68h e descoloragdo

parcial para borra oleosa apds 72h (Figura 6).

Figura 6- Ensaios com o indicador redox- 2,6 diclorofenol indofenol. a-) Controles b-)

Benzeno c-) Tolueno d-) Oleo diesel e-) Petréleo f-) Querosene g-) Borra oleosa.
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Os resultados para 6leo diesel, querosene, petrdleo e borra oleosa indicaram que
o microrganismo foi capaz de degradar estas fontes de carbono, e que possivelmente
consigam produzir biossurfactantes nestas condig¢des. Entretanto, nos meios de cultivo
contendo benzeno e tolueno, mesmo apds 7 dias de observacdo, ndo houve alteragdo na
coloragdo dos meios, indicando que ndao ocorreu oxidacdo destes compostos pelo
microrganismo. Os resultados obtidos por esta técnica simples e rapida foram
comprovados posteriormente em escala maior, onde se avaliou o crescimento celular e a
producdo de biossurfactantes, utilizando-se 100 mL de meio de cultivo em frascos de
250 mL, mantidos nas mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo do ensaio

preliminar.

5.2 Influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento celular e producio
de biossurfactantes nos ensaios em mesa agitadora

Os hidrocarbonetos incluem compostos formados por carbono e hidrogénio com
propriedades quimicas e fisicas definidas pelo niimero de &4tomos e arranjo das
moléculas (BALBA et al., 1998). Muitos microrganismos possuem a capacidade
enzimatica para degradar hidrocarbonetos do petroleo. Alguns microrganismos
degradam alcanos (normal, ramificado, ciclico), outros aromaticos, e ainda outros
degradam tanto hidrocarbonetos aromaticos quanto alcanos. Frequentemente, os n-
alcanos com numero de carbonos variando entre C;y a Cy¢ sdo prontamente degradados,
assim como os compostos toxicos monoaromaticos benzeno, tolueno e xileno. A
biodegradacdo de petréleo no ambiente marinho ¢ realizada por uma grande diversidade
de populagdes bacterianas, incluindo varias espécies de Pseudomonas (ATLAS, 1995).
A seguir estdo os resultados obtidos nos ensaios com benzeno, tolueno, querosene, 6leo

diesel, petroleo e borra oleosa.

5.2.1 Ensaios com benzeno e tolueno

Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos conhecidos coletivamente como BTEX
sdo os principais componentes aromaticos em muitos derivados do petréleo, e sdo
muitas vezes encontrados em aguas subterraneas, como resultado de vazamentos de

tanques de estocagem subterraneos e dutos (SHIM e YANG, 1999). Tanto benzeno
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quanto o tolueno foram escolhidos para este estudo por serem contaminantes comuns de
aqiiiferos.

Os ensaios com benzeno e tolueno foram realizados numa primeira etapa a 200
rpm e 30°C e numa segunda etapa optou-se por 100 rpm e 25°C, na tentativa de
diminuir a evaporacdo destes compostos aromaticos. Iniciou-se com concentragdes
minimas e sequencialmente concentragdes maiores, a fim de avaliar-se o possivel efeito
toxico destes compostos sobre o desenvolvimento celular. Variagdes entre 10 e 500 ppm
ndo proporcionaram nenhum tipo de desenvolvimento celular. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos no ensaio preliminar, onde ndo se observou oxidacdo destes
compostos.

Compostos como o tolueno e o fenol encontrados no petroleo, sdo usados como
desinfetantes. A a¢do dos componentes pode ser bacteriostatica ou bactericida para os
microrganismos, dependendo da concentragdo. O tolueno, por exemplo, pode estimular
o crescimento de microrganismos em baixa concentracdo, mas mostra agao
bacteriostatica em alta concentragdo. Os produtos da oxidagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos podem ser mais toxicos que os compostos originais (ROSATO, 1997).
Benzeno ¢ o hidrocarboneto mais téxico entre os componentes do BTEX.

Segundo Rosato, 1997, compostos com um, dois ou trés anéis aromaticos sao
degradados facilmente e ha linhagens capazes de degradar compostos com até cinco
anéis aromaticos. Os compostos aromaticos mais leves sdo sujeitos a evaporagdo ¢ a
degradacdao microbiana no estado dissolvido. Entretanto, observamos que a cepa P.
aeruginosa LBI utilizada em nossos estudos ndo mostrou desenvolvimento nestas fontes
de carbono.

Su e Kafkewitz (1996) examinaram a degradacdo de benzeno, tolueno e dois
isomeros de xileno (utilizados isoladamente) por Xanthomonas maltophilia, em frascos
fechados com rolhas de borrachas, mantidos a 30°C. A agitacdo do meio de cultivo foi
promovida por meio de agitacdo magnética. A cepa foi capaz de crescer em meio
mineral contendo tolueno ou os isomeros de xileno como unica fonte de carbono e
energia, entretanto, nenhum crescimento foi observado em benzeno.

Shim e Yang (1999) estudaram a cinética de degradagao de BTEX em bioreator
com células imobilizadas de P. putida e P. fluorescens e células livres crescendo em

0 . . . o
frascos, a 25°C. Observaram que a taxa de biodegradagdo, assim como, a tolerancia a
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altas concentragdes de benzeno e tolueno (>1000 mg/L) foi muito maior nas células
imobilizadas do que nas células livres (500 mg/L), mostrando que a insensibilidade a

toxicidade destes compostos foi atribuida a adaptacdo das células no bioreator.

5.2.2 Ensaios com querosene

Foram utilizadas concentracdes crescentes de querosene em cada experimento
visando descobrir a tolerancia da cepa bacteriana a este composto e a cinética do
crescimento celular. Realizou-se a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)
nos ensaios onde a concentracao de querosene no meio de cultivo foi igual a 0,4; 1; 2; e
5% (Figura 7a). Nos ensaios onde se utilizou as concentragdes de 10, 20 e 30% de
querosene, optou-se por realizar a dosagem de proteina celular em substitui¢do ao

método de contagem de coldnias viaveis (Figura 7b).

10,4

10,0 E

A 4
9,6
. - /v
2 v ‘
2 g8 / e e S
2 o/ g —R—0a—" Tm
— - &
844 —m—0,4%
v ——1%
8,0 / 2%
y —v¥— 5%

716 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)




33

w
o
I

N
o
1

N
o
I

i
R s #
‘:ii/./ —=— 10%

/ —e—20%
/ 30%

T T T
0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)

-
(&)
1

N
o
1

Proteina celular (g/L)

o
[
1

o
o

Figura 7- Efeito das concentracdes de querosene sobre o crescimento celular durante
cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8. a-) Contagem de colonias. b-) Determinacao de
proteina celular.

A utilizagdo do querosene como substrato para P. aeruginosa LBI ¢ mostrado
pelo aumento do nimero de células e proteina celular (Figuras 7a e 7b). A partir da
Figura 7a, observou-se que baixas concentragdes, como 0,4 e 1% de querosene
proporcionaram um desenvolvimento celular maximo (10° UFC/mL) nas primeiras 24
horas de cultivo, entrando em seguida na fase estaciondria de crescimento,
provavelmente devido ao consumo de grande parte da fonte de carbono neste primeiro
momento. O aumento na concentracdo de querosene para 2% também apresentou um
primeiro pico de crescimento nas 24 horas iniciais, seguido por um segundo pico no
final das 144 horas de cultivo. Pode-se inferir que este segundo pico de crescimento
tenha ocorrido pelo consumo do proprio ramnolipideo, que anteriormente foi produzido
para emulsificar o querosene. Quando se utilizou 5% da fonte de carbono, observou-se
uma fase Lag de adaptagdo nas primeiras horas, seguida pela fase logaritmica de
crescimento que atingiu o seu maximo em 48 horas (10° UFC/mL), posteriormente
entrando em declinio.

Optou-se pelo método de quantificagdo de proteina celular nos ensaios com
concentragdes mais altas, como 10, 20 e 30% de querosene (Figura 7b), pelo fato de ser
uma metodologia rapida e simples para deteccao de crescimento celular através da

producdo de proteinas celulares. Utilizando-se um indculo contendo 0,02 g/L de
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proteina celular, ndo se observou nenhum tipo de inibi¢do do crescimento celular nestas
concentragdes de querosene, mostrando que a cepa P. aeruginosa LBI ¢ completamente
apta a degradar querosene mesmo em altas concentragdes. O ensaio contendo 30% de
querosene foi o que mais favoreceu o desenvolvimento celular, produzindo 2,83 g/L de
proteina celular ao final de 168 horas de incubagdo. Os caldos de cultivos tornaram-se

turvos evidenciando a formagao de biomassa (Figura 8).

Figura 8- Meios de cultivos com querosene: a-) controle; b-) meio de cultivo com 5% de
querosene inoculado com P. aeruginosa LBI (168h de incubagdo); c-) meio de cultivo
com 20% de querosene inoculado com P. aeruginosa LBI (168h de incubagao).

Barathi ¢ Vasudevan (2001) utilizando 10* UFC/mL de P. fluorescens em meio
salino contendo 0,4% de hidrocarbonetos, observaram que esta espécie de bactéria
utiliza preferencialmente hexadecano como principal fonte de carbono, seguido por
hexano, decano, querosene e 6leo cru. No cultivo com querosene, a fase de crescimento
ocorreu nas primeiras 24 horas e nenhum dado sobre producdo de biossurfactante foi
relatado. Entretanto, no cultivo com hexadecano, observaram reducao da tensao
superficial do meio de 60 para 35 mN/m nas primeiras 24 horas. Analises de
cromatografia gasosa revelaram a utilizacdo de 95% deste composto pelo

microrganismo em 48 horas.
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Figura 9- Produgdo de biossurfactantes em termos de ramnose durante cultivo a 30°C,
200 rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentracdes de querosene.

Analisando a producdo de biossurfactantes durante o crescimento em querosene,
nas diversas concentragdes utilizadas, observa-se que em condigdes de baixa
concentracdo da fonte de carbono, uma quantidade minima (entre 2 ¢ 6,4 mg/L) de
biossurfactante, medido em termo de ramnose, ¢ produzida (Figura 9). A agitacdo de
200 rpm favoreceu a formagdo de pequenas gotas de querosene, que facilitaram o
contato entre as células e pouco biossurfactante foi necessario para promover a
degradacao.

Estudos mostram que uma baixa concentracdo de biossurfactantes ¢ suficiente
para reduzir ao méximo as tensdes superficial (dgua/ar) e interfacial (dgua/6leo). Zhang
e Miller, 1992, apud Benincasa et al., 2004, relatam que a concentragdo necessaria de
biossurfactante para se atingir a CMC esta tipicamente entre 1 a 200 mg/L, fato que foi
observado em nossos experimentos.

Quando se utilizou 10, 20 e 30% de querosene, uma camada espessa de
hidrocarboneto se formou na superficie do meio de cultivo. A agitagdo de 200 rpm
pouco alterou a area de contato entre a interface de hidrocarboneto e bactérias. Apos
algumas horas de incubagdo, ja era possivel notar a formacdo de gotas menores de
querosene, devido a producdo de biossurfactantes no meio de cultivo, e a formagdo de
um biofilme fino de bactérias entre a interface querosene/meio de cultivo. A P.

aeruginosa LBI foi capaz de emulsificar totalmente apenas até o experimento realizado
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com 10% de querosene. Neste experimento, observa-se pela Figura 9 que a quantidade
de biossurfactante medido como ramnose, destaca-se dos experimentos com 20 e 30% a
partir das 48 horas, e a produ¢do de biossurfactantes manteve-se crescente até completar
168 horas. Nos experimentos com 20 ¢ 30%, a fase superior contendo uma porcao de
querosene residual e emulsdo, manteve-se isolada do restante do meio de cultivo até o
final das 168 horas. A divisdo entre as duas fases pode ter interferido na quantificagdo
do biossurfactante, ja que este se acumula nas espumas e emulsdes formadas. Mais dias
de incubag¢do seriam necessarios para que todo hidrocarboneto disponivel fosse
consumido.

A correlagdo entre producdo de biossurfactantes e crescimento celular sobre
substratos insoluveis em agua foi realmente mostrada por Itoh e Suzuki (1972). Eles
demonstraram o efeito estimulante dos ramnolipideos no crescimento da linhagem
mutante de P. aeruginosa PU-1 deficiente na utilizacao de n-parafinas.

Na fase logaritmica de crescimento, a observacdo de pequenas quantidades de
biossurfactantes acima da CMC pode ser atribuida a extragdo destes compostos da
parede celular pelo hidrocarboneto (HOMMEL e RATLEDGE, 1993).

Visando confirmar a producdo de biossurfactantes nos meios de cultivo, foram
feitas medidas da tensdo superficial no meio de cultivo sem indculo e ap6s 168 horas de
incubagdo com P. aeruginosa LBI. A partir da analise da Figura 10 e da Tabela 3,
observa-se que nos meios de cultivo onde houve a producdo minima de
biossurfactantes, a tensdo superficial também apresentou pequena variagdo, ficando em
torno de 50-40 mN/m, e promovendo uma redu¢do na tensdo superficial em torno de
17,7 a 26,4%, confirmando os dados obtidos com a analise de producdo de ramnose.
Variagdes mais notaveis sdo observadas a partir do experimento com 5% de querosene,
onde os valores de tensdo superficial estdo proximos a 35 mN/m, e a porcentagem de
reducdo foi de 38,8%. A maior porcentagem de reducdo da tensdo superficial observou-
se no cultivo com 20% de querosene como fonte de carbono.

Haba et al., 2000, consideram bons produtores de biossurfactantes aqueles

microrganismos que reduzem a atividade superficial a 40 mN/m ou menos.
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Figura 10- Varia¢es da tensdo superficial inicial e final durante os ensaios a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentracdes de querosene.

Tabela 3- Porcentagem de reducdo da tensdo superficial nos experimentos com

querosene.

Concentracdo de % de reducdo da
querosene no cultivo (%) tensdo superficial

0,4 17,7

1,0 26,3

2,0 26,4

5,0 38,8

10,0 38,1

20,0 45
30,0 41,7

O pH dos meios de cultivos também foi monitorado e este se apresentou
ligeiramente alcalino em todos os experimentos, atingindo o valor maximo no ensaio
com 10% de querosene, onde se obteve também a maior quantificagdo de ramnose
(Figura 11). Valores de pH para meio neutro a ligeiramente alcalinos favorecem o
crescimento celular de bactérias. Esse aumento no pH pode ter ocorrido devido a

autolise celular.



38

pH inicial B pH final

pH

.
_

1010110

0,4 1 2 5 10 20 30
% de querosene no meio de cultivo

Figura 11- Varia¢des de pH durante cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8 em
diferentes concentragdes de querosene.

5.2.3 Ensaios com dleo diesel

Os ensaios com Oleo diesel foram realizados nas mesmas concentragdoes do
experimento anterior.

A utilizacao do 6leo diesel como substrato para P. aeruginosa LBI ¢ mostrada
pelo aumento de biomassa durante os experimentos. Em todas as concentragdes
avaliadas, observou-se que o aumento na quantidade de carbono no meio de cultivo
favoreceu o crescimento celular, demonstrando a capacidade deste microrganismo em

degradar este hidrocarboneto (Figuras 12a e 12b).
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Figura 12- Efeito das concentragdes de 6leo diesel sobre o crescimento celular durante o
cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8. a-) Contagem de colonias b-) Determinagao de
proteina celular.

Nos ensaios onde se utilizou concentragdes de oleo diesel a 0,4; 1; 2 e 5%,
realizou-se a contagem de unidades formadoras de colonias para avaliar o crescimento
celular. Observou-se que este atingiu o seu maximo nas primeiras 48 horas, entrando em
seguida na fase estacionario de crescimento (Figura 12a). Provavelmente o
microrganismo tenha utilizado grande parte da fonte de carbono nestas 48 horas iniciais.

Em concentragdes maiores de 6leo diesel, realizou-se a dosagem de proteina no

caldo de cultivo em substitui¢do ao método de contagem de coldnias. O aumento da
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concentragdo desta fonte de carbono até o valor 30% nao prejudicou o desenvolvimento
celular (Figura 12b).
A formacdo de biomassa durante os experimentos foi visivelmente percebida

através das mudangas de coloragdo e turvagdo dos meios de cultivo (Figura 13).

Figura 13- Meios de cultivos contendo 6leo diesel: a-) controle; b-) meio de
cultivo contendo 2% de 6leo diesel e indculo de P. aeruginosa LBI (apos 168 h
de incubag¢do); c-) meio de cultivo contendo 30% de 6leo diesel e indculo de P.
aeruginosa LBI (ap6s 168 h de incubagdo).

A producdo de biossurfactantes foi avaliada através da quantidade de ramnose

excretada no meio de cultivo (Figura 14).
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Figura 14- Producio de biossurfactante em termos de ramnose durante cultivo a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentragdes de 6leo diesel.
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Nos experimentos com 0,4 — 5% de oleo diesel, pouca quantidade de
biossurfactante (em termos de ramnose) foi detectada. A agitacdo de 200 rpm favoreceu
a dispersdo do hidrocarboneto em gotas menores, facilitando assim, o acesso dos
microrganismos a esta fonte de carbono. Acredita-se que um excesso de fonte de
carbono estimule a producao de biossurfactantes na fase estaciondria de crescimento,
onde o microrganismo altera seu metabolismo anteriormente voltado para a producgdo de
biomassa (proteina) e passa a sintetizar moléculas tensoativas. A maior produgdo de
biossurfactantes medida pela produgdo de ramnose (2,9 g/L) em o6leo diesel foi
observada no cultivo com 30% desta fonte de carbono, ap6s 168h de incubagao.

Lang e Wagner, 1993, relataram que alteragdes das condi¢des nutricionais, de
temperatura e pH inibem o crescimento celular e entdo, as enzimas para a sintese de
biossurfactantes sdo acionadas. A produgdo destas moléculas acontece até quando as
fontes de carbono e oxigénio forem suficientes e a energia celular permitir.

Observaram-se mudangas significativas da tensdo superficial a partir do aumento
da concentracdo de 6leo diesel no meio de cultivo, indicando que nestas condigdes mais
biotensoativos foram produzidos (Figura 15 e Tabela 4). O valor mais baixo de tensao
superficial foi obtido no experimento com 30%, aonde a tensdo superficial chegou a

33,0 mN/m e a porcentagem de reducdo foi de 36,5%.
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Figura 15- Variagdes da tensdo superficial inicial e final durante cultivo a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentragdes de 6leo diesel.
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Tabela 4- Porcentagem de redugdo da tensdo superficial nos experimentos com 6leo

diesel.

Concentracao de 6leo % de reducao da
diesel no cultivo (%) tensdo superficial

0,4 20,2

1,0 14,3

2,0 17,0

5,0 31,1

10,0 27,4

20,0 31

30,0 36,5

Avaliagdes dos valores de pH ao final de cada experimento revelaram que este

se tornou levemente alcalino em todos os ensaios, provavelmente devido a autdlise

celular (Figura 16).

pH inicial M pH final |

% de 6leo diesel no meio de cultivo

Figura 16- Variagdes de pH durante cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8 em
diferentes concentragdes de oleo diesel.
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5.2.4 Ensaios com petrodleo
Os resultados dos ensaios avaliando-se o crescimento celular e a produgdo de

biossurfactante em petroleo proveniente da REPLAN-PETROBRAS estdo expressos

nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17- Efeito da concentracdo do petrdleo sobre o crescimento celular durante
cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8.
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Figura 18- Produgio de biossurfactantes em termos de ramnose durante cultivo a 30°C,
200 rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentracdes de petroleo.
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Utilizando-se 2% de petroleo, o desenvolvimento celular atingiu a fase
estacionaria apds 72 horas de incubagdo (Figura 17). A partir deste momento, observou-
se a crescente producdo de biossurfactantes (Figura 18). Altas concentragdes de petroleo
(5 e 10%) ndo inibiram o crescimento celular. No cultivo com 10% de petroleo, obteve-
se 2 g/L de proteina celular e a produgdo de biossurfactantes quantificada em termos de
ramnose foi 0,4 g/L apos 168 horas.

A producdo de biossurfactantes no meio de cultivo promoveu a redugdo da

tensdo superficial em todos os experimentos, como apresentam a Figura 19 e a Tabela 5.

Tensdo inicial M Tensdo final ‘

Tensao superficial

% de petréleo no meio de cultivo

Figura 19- Variagdes na tensdo superficial inicial e final durante cultivo a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentragdes de petroleo.

Tabela 5- Porcentagem de reducdo da tensao superficial nos experimentos com petréleo.

Concentracao de petréleo % de reducdo da
no cultivo (%) tensdo superficial

2,0 30,7

5,0 36,0

10,0 37,7

Zhang et al., 2005, verificaram a habilidade de uma cepa de P. aeruginosa em
produzir biossurfactantes em cultivo com 3% de glicerol e obtiveram 15,4 g/L de
ramnolipideos. Entretanto, quando realizaram experimentos com essa linhagem em
meio contendo petroleo como Unica fonte de carbono, nenhum crescimento e nem

producdo de biossurfactantes foram observados apds 10 dias de incubagdo. Esta
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linhagem de P. aeruginosa necessita de uma fonte de carbono adicional ou inoculagao
de ramnolipideos juntamente com o petroleo para que consiga promover a
biodegradacao deste.

Avaliagdes dos valores de pH ao final de cada experimento revelaram que este
se tornou levemente alcalino, assim como ocorreu nos ensaios anteriores com querosene

e 6leo diesel (Figura 20).

pH inicial B pH final
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% de petroleo no meio de cultivo

0

Figura 20- Varia¢des de pH durante cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8 em
diferentes concentracdes de petroleo.

5.2.5 Ensaios com borra oleosa

Buscando uma fonte alternativa de baixo custo para a producdo de
biossurfactantes, optou-se pela utilizagdo da borra oleosa proveniente de fundos de
tanques de estocagem (REPLAN-PETROBRAS) ja que a linhagem P. aeruginosa LBI
mostrou-se habil em degradar derivados de petroleo.

A borra oleosa proveniente dos tanques de estocagem da REPLAN-
PETROBRAS apresentou 1,03 g/L de densidade, pH 7,2 e 63,85% de matéria organica.
As Tabelas 6 e 7 apresentam os resultados obtidos pela andlise dos elementos

inorganicos presentes na borra oleosa.
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Tabela 6- Analise de elementos inorganicos na borra oleosa, apresentados em

porcentagem.

Elementos inorganicos %
N 0,53
Ca 0,29
Mg 0,11
S 0,32
Fe 0,69
Na 0,13
Al 0,71
C/N 66,93

Tabela 7- Analise de elementos inorganicos da borra oleosa, apresentados em ppm.

Elementos inorganicos ppm
P total 908
Mn 138
Cu 27,5
Zn 683
B 50
Co 2,5
Ba 52,11
Cd 0,28
Cr 57,81
Ni 14,14
Pb 13,23

O residuo oleoso em questdo apresenta muitos componentes que fazem parte do
Anexo C (substancias que conferem periculosidade aos residuos) da norma NBR 10004

— “Residuos Solidos: classificagdo” (ABNT — Associagdao Brasileira de Normas
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Técnicas, 2004) o que o torna perigoso e portanto, classificado como Residuo Classe 1
— Perigosos.
Os resultados obtidos em relagio a produgdo de proteina celular nos

experimentos com borra oleosa estdo expressos na Figura 21.
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Figura 21- Crescimento celular em cultivo a 300C, 200 rpm, pH inicial 6,8 em diferentes
concentragdes de borra oleosa.

Observou-se um longo periodo de aclimatagdo do microrganismo em todas as
concentragdes analisadas durante as 96 horas iniciais de incubacao. Apds este periodo,
houve um crescimento notavel no intervalo entre 96 e 120 horas, seguido de declinio e
estabilidade do crescimento celular. Entre as concentracdes analisadas, o maior
crescimento celular (~4 g/L) foi obtido com 5% de borra oleosa. Quando se utilizou
10% desta fonte de carbono, ocorreu uma menor taxa de crescimento, que pode ser
devido as caracteristicas do residuo, que contém concentracdes de metais pesados em
sua composicao.

Resultados da produgdo de ramnose durante o cultivo em petroleo estido

expressos na Figura 22.



48

350
—=—2%

300+ i

—~ 10%

< 250 °

(@]

S

= 200-

O

3

S 150

S

© 100 /§\./§

@
50-/'§'/- — " "
O' T T T T T T T
0 24 48 72 9 120 144 168
Tempo (h)

Figura 22- Producio de biossurfactantes em termos de ramnose em cultivo a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentracdes de borra oleosa.

A produgdo de biossurfactantes foi maior quando a maior quantidade de residuo
esteve presente, chegando ao valor de 0,35 g/L de ramnose no meio de cultivo apos 144
horas. A alta concentragdo do residuo pode ter levado a condigdo de estresse, € com isso
o microrganismo direcionou o seu metabolismo para a producao de biossurfactantes,
visando conseguir uma maior biodisponibilidade da fonte de carbono. A Figura 23
apresenta as modificagcdes da tensdo superficial inicial e final durante os ensaios com
borra oleosa. A Tabela 8 apresenta as reducdes de tensdo superficial obtidas pelas

medidas de tensao superficial.

Tensdo inicial @ Tensao final ‘

Tensdo superficial

% de borra oleosa no meio de cultivo

Figura 23- Varia¢des na tensdo superficial inicial e final durante o cultivo a 30°C, 200
rpm, pH inicial 6,8 em diferentes concentra¢des de borra oleosa.
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Tabela 8- Porcentagem de reducdo da tensdo superficial nos experimentos com petréleo.

Concentragao de borra % de reducao da
oleosa no cultivo (%) tensdo superficial
2,0 19,6
5,0 23,5
10,0 27,4

O pH final dos cultivos manteve-se levemente alcalino (Figura 24).

pH inicial B pH final ‘
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Figura 24- Varia¢des de pH durante o cultivo a 30°C, 200 rpm, pH inicial 6,8 em
diferentes concentra¢des de borra oleosa.

Bednarski et al., 2004, utilizaram Candida antarctica e Candida apicola em
meio de cultivo suplementado com residuo de refinaria e observaram que ocorreu
producao de glicolipideos. A maior reducgdo da tensdo superficial do caldo de cultivo em
relacdo 4 tensdo superficial da dgua (72,25 mN/m em 20,15°C) foi observada no ensaio
contendo 10% de residuo. A tensdo superficial do caldo de cultivo ap6s incubagao foi
de 35,7 mN/m, correspondendo a 50,5% de redu¢do da tensdo superficial. A corre¢do do

pH para 5,5 no meio de cultivo favoreceu a produ¢ao de glicolipideos.

5.3 Analise comparativa entre os ensaios

Os resultados a seguir relacionam os melhores dados obtidos em relagdo ao
crescimento celular, produ¢do de ramnose e tensdo superficial para cada fonte de

hidrocarboneto.
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Tabela 9- Comparagdo entre os valores maximos de produ¢do de proteina celular nos

diferentes ensaios.

Proteina celular
Fonte de carbono
(g/L)
30% querosene 2,83
20% oleo diesel 5,56
10% petroleo 1,94
5% borra oleosa 3,8

A Tabela 9 apresenta os valores maximos de produgdo de proteina alcancados
em cada experimento envolvendo hidrocarbonetos diferentes e em concentragcdes
diferentes. ~ Observa-se que o ensaio contendo 20% de 6leo diesel se destaca entre os
demais hidrocarbonetos estudados (5,56 g/L de proteina celular), demonstrando que
nestas condi¢des o microrganismo teve seu desenvolvimento celular favorecido. O

crescimento celular mais baixo ocorreu no ensaio com petréleo (1,94 g/L).

Tabela 10- Comparacdo entre os valores maximos de producdo de ramnose nos

diferentes ensaios.

Fonte de carbono | Ramnose (mg/L)
10% querosene 572,1
30% Oleo diesel 2875,4
10% petroleo 4252
10% borra oleosa 319,3

Analisando os melhores resultados em relagao a producdo de biossurfactantes,
observa-se que este ndo ocorre na mesma concentracdo de carbono onde maior
crescimento celular ¢ observado, exceto no ensaio com petroleo. Nos ensaios com
querosene, valores acima de 10% reduziram a produgdo de biossurfactantes, fato
contrario ocorreu com a produgdo de proteina celular, como se observa na Tabela 9,

onde a concentracdo igual a 30% de querosene estimulou o crescimento celular.
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Entretanto, o valor 30% de 6leo diesel estimulou a producdo de biossurfactante e
reduziu o crescimento celular. Pode-se inferir que o caminho metabolico foi direcionado
para a producdo de ramnolipideos enquanto o desenvolvimento celular manteve-se
estavel. Durante os ensaios com petroleo, observou-se que tanto a maior produciao de
proteina celular quanto a maior producao de biossurfactantes ocorreram durante o
cultivo com 10% desta fonte de carbono. Havendo assim, uma relagdo entre a produgao
de proteina celular e biossurfactante. A utilizagdo de borra oleosa na concentragcdo 5%
favoreceu o crescimento celular, sendo este reduzido quando o residuo foi utilizado em
concentragdo superior, provavelmente devido a composicao deste residuo. Entretanto, a
producdo de biossurfactantes foi maior quando se utilizou 10% de borra oleosa. Pode-se
inferir que a maior concentragdo do residuo tenha causado uma condi¢@o de estresse e
as células direcionaram seu metabolismo para a produ¢do de biossurfactantes visando a
disponibiliza¢do do residuo como fonte de carbono e energia para a sobrevivéncia das

células microbianas.

Tabela 11- Comparagdo entre os valores finais e porcentagem de reducdo da tensdo

superficial nos diferentes ensaios.

Tensao Tensdo % de reducdo da
Fonte de carbono L ) )
superficial inicial | superficial final | tensdo superficial

20% querosene 60 33 45
30% oleo diesel 51 33 36,5
10% petroleo 57 35,5 37,7
10% borra oleosa 51 37 27,4

Os valores mais baixos de tensdo superficial foram observados nos ensaios com
20% de querosene e em 30% de oleo diesel. H4 uma discordancia entre os dados
obtidos para ramnose e a reducdo de tensdo superficial no ensaio com querosene.
Obteve-se uma maior quantidade de ramnose no ensaio com 10% de querosene,
entretanto observou-se uma maior taxa de redugdo da tensdo superficial no ensaio com
20% de querosene. A formag¢do de emulsdo separando em duas fases o meio de cultivo
durante o ensaio com 20% de querosene pode ter interferido nas andlises de ramnose,

ficando esta subestimada por estar retida na emulsdo. Ao final das 168 horas de
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incubagdo, quando o caldo de cultivo foi submetido a centrifugagdao, a emulsao
provavelmente liberou o biossurfactante antes retido por ela e este se tornou soluvel no
sobrenadante do caldo de cultivo, fato que levou a esta diferenca entre os valores de
ramnose ¢ tensdo superficial final entre os ensaios.

Os valores encontrados para o ensaio com 30% de 6leo diesel estdo condizentes,
pois nessa concentracdo se observou a maior producdo de ramnose e também a maior
reducdo na tensdo superficial, tendo assim uma relacdo entre a quantidade de

biossurfactante produzido e a reducdo de tensdo superficial.

5.4 Determinacio do indice de emulsificaciao (E24)

O estudo de emulsificagao foi realizado utilizando o sobrenadante livre de
células do cultivo em 30% de 6leo diesel, onde se obteve a maior quantidade de
biossurfactante produzido, quantificado em termos de ramnose. Benzeno, querosene,
oleo diesel e petroleo foram os hidrocarbonetos adicionados ao sobrenadante contendo o
biossurfactante no intuito de avaliar o poder de emulsificagdo sobre estes compostos. Os
procedimentos adotados estdo descritos anteriormente. Verificou-se que todos os

hidrocarbonetos avaliados foram emulsificados pelo biossurfactante, como se observa

nas Figuras 25 e 26 e na Tabela 12.

Figura 25- Controles a-) benzeno b-) Figura 26- Apds emulsificagdo a-)
querosene c-) 6leo diesel d-) petroleo. benzeno b-) querosene c-) 6leo diesel
d-) petroleo.
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Tabela 12- Porcentagem de emulsificagao.

Hidrocarbonetos avaliados | % de emulsificacgao
Benzeno 100
Querosene 66,7
Oleo diesel 70,6
Petroleo 68,7

5.5 Avaliacao da estabilidade do biossurfactante produzido

Foram realizados ensaios em condi¢des de temperatura (100°C), temperatura e
pressio (1 atm, 121°C, 15 min), salinidade (3,5% de NaCl) e variagdes de pH (3 a 10)
com o sobrenadante livre de células obtido no ensaio com 30% diesel, para verificar a
estabilidade das propriedades tensoativas nestas condi¢cdes. Medidas da tensdo
superficial, revelaram que o biossurfactante manteve-se estavel mesmo ap6s 90 minutos
de aquecimento a 100°C (Figura 27). Em relagdo ao pH, entre os valores 5 a 10, ndo
ocorreu mudancas das propriedades tensoativas (Figura 28). Entretanto, abaixo do pH 5,
observou-se inicio de precipitacdo do biossurfactante, fato este que elevou a tensdo
superficial. A condi¢do salina e de pressdo ndo alteraram a estrutura do biossurfactante,

e este se manteve estavel (Figura 29).

Tensdo superficial ‘

Tensdo superficial

0 15 30 60 90
Tempo de aquecimento (min)

Figura 27- Aquecimento do caldo de cultivo contendo biossurfactante a 100°C em
diferentes intervalos de tempo.



Figura 28- Caldo
de pH.
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de cultivo contendo o biossurfactante submetido a valores diferentes

Tensdo superficial ‘
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Figura 29- Condig¢ao salina e pressdo sobre o caldo de cultivo contendo biossurfactante.

Makkar e Cameotra (1997) analisaram a estabilidade do biossurfactante

produzido por Bacillus subtilis cultivado durante 72 horas em meio de cultivo contendo

2% de sacarose como fonte de carbono. O sobrenadante deste ensaio foi submetido ao

aquecimento a 100°C em diferentes intervalos de tempo, ¢ o pH foi ajustado em

diferentes valores. Observaram que mesmo ap6s 2 horas de aquecimento, o caldo

contendo o biossurfactante ainda manteve a atividade superficial (28-29 mN/m). Em

relagdo ao pH,

o caldo contendo o biossurfactante manteve suas propriedades

tensoativas para os valores compreendidos entre 4,5 — 10.
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6. CONCLUSOES

A andlise dos resultados permite concluir que:

» A bactéria P. aeruginosa LBl foi capaz de degradar os hidrocarbonetos
utilizados neste estudo, com excecdo de benzeno e tolueno.

» O ensaio contendo 20% de 6leo diesel apresentou o maior valor de producao de
proteina celular (5,56 g/L). O valor mais baixo de producdo de proteina celular
foi obtido no ensaio com 10% de petroleo (1,94 g/L).

» A producdo de biossurfactantes em termos de ramnose durante o cultivo em
30% de oleo diesel foi de 2875,4 mg/L, sendo este o valor maximo obtido entre
todos os ensaios. O menor valor obtido em termos de ramnose foi de 319,3 mg/L
para o ensaio com 10% de borra oleosa.

» Observou-se que o aumento da concentracdo de biossurfactante produzido e
excretado no meio de cultivo promoveu a redugdo da tensdo superficial.

» Observou-se que a utilizacdo da borra oleosa como substrato de baixo custo para
a produgdo de biossurfactantes ¢ vidvel, entretanto recomendam-se mais estudos
utilizando esta matéria prima, para que haja uma otimizac¢do da produgao.

» O biossurfactante produzido apresentou capacidade de emulsificacdo para os
diversos hidrocarbonetos analisados. Deste modo, outras pesquisas empregando
o biossurfactante em 4reas contaminadas, podem verificar a aplicabilidade deste

produto para biorremediagao.
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> As propriedades tensoativas foram mantidas a 100°C, pressio, salinidade e pH,
podendo ser um biossurfactante promissor para aplicacdo em biorremediacdo e

pocos de petréleo.
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