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RESUMO

Surfactantes s3o moléculas que por apresentarem por¢des hidrofilicas e
hidrofébicas sdo capazes de reduzir a tensdo superficial de um meio fluido. Esta
caracteristica ¢ importante para aplicagdes industriais fazendo destes tenso-ativos
compostos de alto interesse. Compostos de origem microbiana que apresentam
caracteristicas surfactantes sdo denominados biossurfactantes e apresentam vantagens de
serem produzidos a partir de substratos renovaveis, serem biodegradaveis, apresentarem
baixa toxicidade e especificidade quimica. O objetivo desse trabalho foi verificar a
producdo de biossurfactante pela bactéria Bacillus pumilus utilizando glicose, sacarose,
vinhaca, oleo residual de fritura e melago como substrato e avaliar o potencial para
aplicagdo na biorremediacdo envolvendo 6leo residual de fritura. O microrganismo foi
mantido em meio agar nutriente, para a producdo de biossurfactante foi utilizado um meio
minimo basal composto por sais e 6leo diesel acrescido de concentragdes de 1 a 5% de
glicose, sacarose, vinhaca, 6leo residual de fritura ¢ melago, o pH foi ajustado a 7,0. A
fermentag@o ocorreu em agitador orbital rotatorio a 200 rpm em 30 °C, e foi verificada a
producdo de biossurfactante apds 24, 48, 72 ¢ 96h de fermentagdo. Foi verificada a
variagdo do pH apods cada periodo de fermentacdo. O caldo fermentado foi centrifugado a
7077 x g a 4 °C por 15 minutos. O crescimento celular foi determinado pela massa celular
seca. A presenca de biossurfactante foi verificada no caldo livre de células através da
medi¢do da tensdo superficial, indice de emulsificagdo e concentracdo micelar critica
(CMC). O biossurfactante foi precipitado com etanol absoluto. A partir do melhor
parametro de producdo foi verificada a atividade emulsificante, atividade antimicrobiana e
potencial para remocao do dleo residual de fritura da 4gua e areia. A sacarose foi o melhor
substrato, pois apresentou a maior produgdo de biossurfactante (26,83g/L) e maior redugdo
da tensdo superficial (32 mN/m) na concentracdo de 4% em 96 horas. Em todos os
substratos testados foi verificado produgdo de biossurfactante capaz de reduzir a tensdo
superficial e apresentar baixos valores de concentracdo micelar critica (CMC). Somente o
biossurfactante produzido utilizando sacarose e melagco foi capaz de formar emulsdes
estaveis. Ndo foi verificada atividade antimicrobiana nas condigdes testadas. O
biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus pumilus demonstrou ser potente para
aplicacdo em desastres ecologicos envolvendo areia contaminada com oleo residual de
fritura.

Palavras chave: biossurfactante, Bacillus pumilus, substratos renovaveis, biorremediagao.
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ABSTRACT

Surfactants are molecules that make portions of hydrophilic and hydrophobic are able to
reduce the surface tension of a fluid medium. This feature is very important for industrial
applications by making these surface-active compounds of high interest. Compounds of
microbial origin that has characteristics surfactants are called biosurfactants and have
advantages to be produced from renewable substrates, are biodegradable, they exhibit low
toxicity and chemical specificity. The aim of the present study was to evaluate the
biosurfactant production by Bacillus pumilus using glucose, sucrose, vinassa, waste frying
oil and molasses as substrate and evaluate the potential for application in bioremediation
involving residual oil frying. The bacterium organism was maintained on nutrient agar for
biosurfactant production, it was used a minimal medium composed of salts and diesel oil
increased by concentrations of 1 to 5% glucose, sucrose, vinassa, waste frying oil and
molasses, pH was adjusted to 7,0. Fermentation occurred in an orbital shaker rotating at
200 rpm at 30 ° C, and was evaluated the production of biosurfactant after 24, 48, 72 and
96 hours of fermentation. The change in pH was observed after each period of
fermentation. The fermented broth was centrifuged at 7077 x g at 4 © C for 15 minutes. The
cell growth was determined by dry mass. The presence of biosurfactant was found in the
cell-free broth by measuring the surface tension, emulsification index and critical micelle
concentration (CMC). The biosurfactant was precipitated with absolute ethanol. From the
best measure of production was checked emulsifying activity, antimicrobial activity and
potential for removal of residual oil from frying the water and sand. Sucrose was the best
substrate, it showed the highest biosurfactant production (26.83 g / L) and greater
reduction of surface tension (32 mN / m) at a concentration of 4% in 96 hours. In all
substrates was found biosurfactant production can reduce the surface tension and have low
values of critical micelle concentration (CMC). Only the biosurfactant produced using
molasses and sucrose and was able to form stable emulsions. There was no antimicrobial
activity under the conditions tested. The biosurfactant produced by Bacillus pumilus was
shown to be powerful for use in ecological disasters involving sand contaminated with

residual oil frying.

Key-words: biosurfactant, Bacillus pumilus, renewable substrates, bioremediation.



1-INTRODUCAO

Os surfactantes constituiem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. Sdo moléculas que apresentam
por¢des hidrofobicas e hidrofilicas, ou seja, sdo moléculas anfipaticas. Em funcdo da
presenga destes grupos na mesma molécula, tendem a se distribuir nas interfaces entre as
fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo).

A formacdo de um filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensdo
interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades tinicas dos surfactantes,
como detergéncia, emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizacdo, dispersdo de fases e baixa toxicidade. Estas propriedades fazem os
surfactantes adequados para uma ampla gama de aplicagdes industriais. A maior utilizagdo
se concentra na industria de produtos de limpeza (sabdes e detergentes), na industria de
petréleo e na industria de cosméticos e produtos de higiene.

Alguns compostos de origem microbiana exibem propriedades surfactantes e sao
denominados biossurfactantes, os quais sdo subprodutos do metabolismo de bactérias,
fungos e leveduras. Sdo classificados de acordo com sua composi¢cdo quimica e origem
microbiana em glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos.

Uma grande variedade de biossurfactantes é produzida por microrganismos sendo
que o tipo e a quantidade dependem do substrato utilizado como fonte de carbono e
energia, e das condi¢des de cultivo. Apresentam a vantagem de serem sintetizados a partir
de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando
aplicagdes especificas para cada caso particular. Além disso, possuem caracteristicas
estruturais e propriedades fisicas distintas, o que os torna comparaveis ou superiores aos
surfactantes sintéticos em termos de eficiéncia, apresentando alta seletividade, baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade e maior compatibilidade com o ambiente. Estas
vantagens fazem desses produtos bioldgicos moléculas alvo no que se refere a questdes de

gerenciamento ambiental e aplica¢des industriais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SURFACTANTES

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas por possuirem uma por¢ao hidrofobica e
uma por¢ao hidrofilica. Os surfactantes sintéticos sao classificados de acordo com a carga
ionica que reside na parte polar da molécula, podendo ser anidnica ou cationica, ndo idnica
ou anfotérica, e a por¢do apolar é freqiientemente uma cadeia hidrocarbonada. Alguns
exemplos de surfactantes i6nicos utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou
sulfatos de acidos graxos (anidnicos) e sais de amonio quaternario (catidnico)
(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Surfactantes catidnicos, anionicos e ndo idnicos sdo usados principalmente para
produtos de limpeza. Destes, os anidnicos e ndo i6nicos sdo pouco absorvidos pelo solo.
Os tenso-ativos catidnicos sdo utilizados para diminuir a permeabilidade de materiais em
aqiiiferos por sor¢ao (CZAPLICKA; CHMIELARZ, 2009).

Estas moléculas tenso-ativas apresentam a capacidade de reduzir a tensdo
superficial e interfacial; aumentar a solubilidade e mobilidade de compostos hidrofobicos
ou compostos organicos insoluveis. Esta atividade de superficie faz dos surfactantes uma
das mais importantes e versateis classes de produtos quimicos usados em uma variedade de
aplicagdes (DELEU; PAQUOT, 2004). Apresentam propriedades tais como, detergéncia,
emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante, solubilizacdo e dispersdo de fases.
Essas caracteristicas fazem desses compostos quimicos produtos de grande utilidade em
processos industriais, ocorrendo uma crescente demanda por surfactantes em industrias
farmacéuticas, de cosméticos, alimentos e na utilizacdo em desastres ecologicos que
contaminam o meio ambiente (BEDNARSKI et al., 2004).

A maior utilizacdo dos surfactantes se concentra na industria de produtos de
limpeza (sabdes e detergentes), industria de petréleo e na industria de cosméticos e
produtos de higiene. Segundo Banat no ano 2000, a producdo mundial de surfactantes
excedeu trés milhdes de toneladas por ano, sendo a maioria utilizada como matéria-prima
para fabricagdo de detergentes de uso doméstico (BANAT, 2000).

A eficacia dos surfactantes ¢ determinada pela capacidade de reduzir a tensdo
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. Devido a presenca de



surfactantes, menor energia ¢ requerida para trazer uma molécula até a superficie
reduzindo, assim, a tens@o superficial. Outra determina¢do importante € a concentragdo
micelar critica (CMC) que ¢ um dos indices mais utilizados para avaliar a atividade
surfactante. Esta ¢ definida como a solubilidade de um tenso-ativo na fase aquosa, ou seja,
a concentracdo minima de tenso-ativo necessaria para atingir os valores mais baixos de
tensdo superficial e interfacial, a partir da qual se inicia a formagdo de agregados chamados
de micelas (Figura 1). A tensdo superficial entre a fase aquosa/oleosa muda muito pouco
acima da concentragdo micelar critica porque todas a moléculas de surfactantes
adicionadas formam micelas (LIN, 1996).

A micelizagdo é um processo comum a todos os surfactantes e ¢ uma propriedade
intrinseca e caracteristica. A principal razdo para a formacgdo desses agregados ¢ a
diminuicdo da area de contato entre as cadeias hidrocarbonicas do surfactante e da agua.

A formacao de micelas pode resultar na solubilizagdo de 6leo e 4gua, dando origem
a uma emulsdo. As propriedades unicas de micelas estdo sendo exploradas em aplicagdes
como a extragdo de proteinas do caldo de fermentacdo, remocdo de ions metalicos e
organicos a partir de solugdo aquosa e para aplicagdo ambiental. Apds a CMC as micelas,
ao contrario dos mondmeros, ficam dispersas em toda a solugdo, ndo apresentando efeito
sobre a tensdo superficial da agua.

Outro parametro freqiientemente utilizado para a avaliacdo do surfactante ¢ o valor
do balango hidrofilico e lipofilico (HLB), pois essa relacdo afeta as propriedades fisico-
quimicas das moléculas. O valor de HLB ¢ uma indicacdo de solubilidade no 6leo ou na
agua da solucdo, quanto menor for esse valor mais soluvel serd o 6leo presente na solugao.
Geralmente, tenso-ativos com valores de HLB inferiores a seis sdo mais soliveis na fase

oleosa, HLB com valores entre 10 ¢ 18 tém a caracteristica oposta (PARKINSON, 1985).



Figura 1. Esquema do comportamento do tensoativo entre as fases liquida e superficial, em
funcdo da tens@o superficial, indicando a Concentracdo Micelar Critica (CMC)

(SANTOS, 2007).

O grande leque de aplicagdo dos surfactantes aumenta a sua demanda mundial
crescendo também o interesse em uma produg@o mais barata, uma vez que, os surfactantes
sdo produzidos a partir do petroleo e requerem sintese e varias etapas de purificacdo o que
torna o processo de alto custo. Entretanto, varios compostos com propriedades tenso-ativas
sdo sintetizados por organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos
(glicolipidios), sendo considerados surfactantes naturais.

Surfactante natural é considerado um tenso-ativo proveniente diretamente de uma
fonte natural. A fonte pode ser de origem animal ou vegetal onde se encontram em
abundéncia, o produto deve ser obtido por algum tipo de separagdo como procedimentos de
extragdo, precipitacdo ou destilagdo. Atualmente ndo existem muitos tenso-ativos em uso
que preencham esses requisitos. A Lecitina, obtida a partir de soja ou da gema de ovo, ¢
provavelmente o melhor exemplo de um verdadeiro surfactante natural. Nos sistemas
bioldgicos estas moléculas sdo usadas da mesma forma que sdo empregadas em sistemas

técnicos, ou seja, para melhorar a solubilidade e como agentes emulsificantes e



dispersantes. Porém, o alto custo de produgdo em escala industrial, e o fato delas estarem
presentes normalmente em pequenas quantidades aumentariam o custo de producdo.
(HOMBERG, 2001).

Nos paises industrializados 70-75% dos surfactantes consumidos sdo de origem
petroquimica, enquanto que nos paises em desenvolvimento os compostos de origem
natural predominam. Nos paises industrializados existe uma tendéncia desde 1999 para a
substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos naturais (BOGNOLO, 1999). Essa tendéncia
¢ movida pela busca, cada vez mais crescente, de se obter um produto o mais compativel
possivel com o meio ambiente, ¢ pela necessidade de substituicio de moléculas ndo
biodegradaveis que sdo poluentes a natureza. Desse ponto de vista ambiental € importante
que todas as substincias liberadas no meio ambiente sejam biodegradaveis para a

preservacdo da flora e da fauna.

2.2 BIOSSURFACTANTES

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto €,
diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sio denominados
biossurfactantes (YAKIMOV et al., 1998), e consistem em subprodutos metabolicos de
bactérias, fungos e leveduras.

A maioria dos biossurfactantes ¢ produzida por bactérias, leveduras e fungos
durante o crescimento em varias fontes de carbono (FIECHTER, 1992), porém, a razdo
exata destes microrganismos produzirem biossurfactantes ndo € sempre tdo Obvia. Em
microrganismos degradantes de petroleo os biossurfactantes sdo produzidos
extracelularmente (BOUCHEZ et al., 1999; YAKIMOV et al., 1998). Neste caso,
biossurfactantes tem a funcdo de facilitar a capta¢do do substrato pela célula microbiana e
de degradacdo e emulsificacdo de hidrocarbonetos (KOCH et al., 1991). Outra possivel
explicagdo para a producdo de biossurfactantes ¢ que sdo produzidos como antibidticos
para protecdo das células contra ataques de outros microrganismos.

Estes  compostos  biotecnoldgicos  (biossurfactantes) sdo  produzidos
extracelularmente ou pela membrana celular de bactérias ou leveduras cultivadas em meio
contendo uma fracdo de uma fonte de carbono hidrofébico (HOMMEL, 1990). Sao
produzidos principalmente pelo crescimento aerdébio de microrganismos em meios aquosos

a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou misturas destes.



Entretanto, a composi¢do quimica e atividade emulsificante dos biossurfactantes
dependem do microrganismo produtor e das condi¢des de cultivo. Assim, na natureza a
fonte de carbono e nitrogénio sdo limitagdes nutricionais e, parametros fisicos como
temperatura, aeracdo e pH influenciam no tipo de polimero produzido (CALVO et al.,
2008). Essa caracteristica ¢ extremamente importante porque abre caminhos para futuras
descobertas de novos compostos e para potencializar a produgao destes.

Na natureza os biossurfactantes desempenham um papel fisioldgico no aumento da
disponibilidade de moléculas hidrofobicas, estdo envolvidos fornecendo substratos para o
crescimento de outras bactérias, participam em processos fisiologicos de sinalizacdo e
diferenciagdo celular (KEAMS; LOSICK, 2003). Desempenham outras fungdes
fisiolégicas como emulsificacdo, solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos
insoluveis em agua, facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos. Os
microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para regular as propriedades
da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um determinado local de acordo com
sua necessidade para encontrar novos locais com maior disponibilidade de nutrientes ou se
livrar de ambientes desfavoraveis, (ROSENBERG; RON, 1999).

As pesquisas com biossurfactantes sdo direcionadas para estudar as propriedades e
comportamento da molécula em fase aquosa (HELVACI et al, 2004; OZDEMIR;
MALAYOUGLU, 2004; OZDEMIR et al., 2004a). Comumente apresentam as vantagens
de biodegradabilidade, baixo indice de toxicidade, resisténcia ao pH e mudangas de
temperatura e biocompatibilidade em comparagdo com surfactantes produzidos
sinteticamente (ROSENBERG; RON , 1999). Outra vantagem reside no fato de serem
compostos ndo derivados de petroleo, fator importante 4 medida que os precos do petroleo
ndo sdo estaveis. A possibilidade de modificacdo da estrutura quimica e das propriedades
fisicas dos biossurfactantes através de manipulacdes genéticas, biologicas ou quimicas
permite o desenvolvimento de produtos para necessidades especificas. (NITSCHKE;
PASTORE, 2002). Além destas vantagens estas moléculas podem ser sintetizadas a partir
de substratos renovaveis o que reduziria um dos fatores limitantes, o custo de producdo. E
possuem grande diversidade quimica, possibilitando aplicagdes especificas para cada caso
particular.

Como desvantagem os biossurfactantes apresentam a dificuldade na sele¢do de um
residuo com composicdo adequada de nutrientes que permita o crescimento celular e o

acimulo do produto de interesse, sendo necessaria a padronizacdo do processo



biotecnoldgico. Além disso, alguns fatores interferem na produgdo: apresentam baixos
rendimentos, necessidade de grande investimento de capital, necessidade de um sistema
estéril, alguns problemas no controle do processo, na recuperagdo e purificacdo do produto
e analise quimica devido a sua complexidade (CALVO et al., 2008).

Estas moléculas incluem uma grande variedade de compostos, glicolipidios,
lipoproteinas, polipeptidios complexos, fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros
(NITSCHKE; PASTORE, 2002), que sdo classificados de acordo com a composi¢ao
quimica e origem microbiana (ROSENBERG; RON 1999). A maioria dos biossurfactantes
sdo neutros ou anidnicos variando desde pequenos acidos graxos até grandes polimeros. A
parte hidrofobica ¢ caracterizada por acidos graxos de cadeia longa. Esta por¢ao pode ser
saturada, insaturada ou de acidos graxos hidroxilados (NGUYEN et al., 2008), enquanto
que a por¢ao hidrofilica pode ser um carboidrato, um aminoacido, um peptideo ciclico, um
fosfato, um acido carboxilico ou um alcool.

Glicolipidios sdo geralmente acidos graxos hidroxilados ligados com acucar via
ligacdo glicosidica, soforolipidios e ramnolipidios sdo exemplos bem conhecidos que sdo
produzidos por Pseudomonas e Candida (WEBER et al., 1990). A Figura 2 mostra um
soforolipidio ciclico e um aciclico. Ramnolipidios podem ser eficientemente produzidos
durante o crescimento em hidrocarbonetos ou carboidratos como uma tUnica fonte de
carbono, (HOLMBERG 2001).

A produgdo de ramnolipidios foi verificada por Golveia e colaboradores (2003),
utilizando bactérias isoladas de pocos de petroleo que demonstraram a capacidade de
degradacdo deste, sendo de grande importancia para a biorremediacdo em areas afetadas

por derramamento de petroleo.

Figura. 2. Um soforolipidio ciclico e um aciclico (HOLMBERG 2001).

Os lipopeptideos geralmente sdo ciclicos e estdo compostos por um &cido
hidroxilado e uma cadeia peptidica curta. Um exemplo extensivamente estudado ¢ a

surfactina (Figura 3) que ¢ produzida pela bactéria Bacillus subtilis, com propriedades



altamente eficientes para aplicacdes industriais. Esta ¢ usada para uma variedade de

aplicagdes farmacologicas (VOLLENBROICH 1997).
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Figura 3. Surfactina produzida por Bacillus subtilis (HOLMBERG, 2001).

Os biossurfactantes poliméricos sdo constituidos por diversos grupos quimicos
diferentes como, por exemplo, o emulsan, no qual acidos graxos estdo ligados a um
esqueleto de heteropolissacarideos (Figura 4) ou o liposan de Candida Ilipolytica,
constituido por carboidratos e proteinas. Os biossurfactantes poliméricos sdo promissores
para a produgdo de farmacos, cosméticos e alimentos, porque sdo capazes de formar

emulsdes estaveis que sdo dificeis de romper.
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Figura 4. Emulsan, biossurfactante polimérico. (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

2.2.1 Aplicacdes dos biossurfactantes

Atualmente existe uma grande preocupagdo e maior conscientizagdo da sociedade
em relacdo ao meio ambiente e a qualidade deste, além de uma crescente demanda no
gerenciamento das questdes ambientais. Dessa forma avangos significativos sdo

observados nos estudos que visam a recuperacdo ambiental. Os biossurfactantes, pelo fato



de ter uma origem bioldégica e apresentarem melhor biocompatibilidade e
biodegradabilidade, tém um grande numero de aplicacdes potenciais para este tipo de
tenso-ativos.

As propriedades fisico-quimicas, caracteristicas dos biossurfactantes, fazem que a
industria petrolifera seja o maior mercado pois seriam utilizados na producdo de petroleo
ou incorporados em formulagdes de 6leos lubrificantes (VAN DIKI et al., 1991). Outras
aplicagdes incluem biorremediacdo e dispersdo no derramamento de o6leos, remogdo e
mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem e a recuperagdo melhorada de
petroleo.

O uso de atividade biologica para eliminagdo de poluentes ambientais ¢ descrito
como biorremediacdo, e envolve o melhoramento do processo de biodegradagdo dos
contaminantes (SINGH et al., 2007). A biorremediagdo pode ser considerada como uma
nova tecnologia para tratar locais contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos
capazes de modificar ou decompor poluentes alvos. Essa tecnologia ¢ baseada em
processos nos quais ocorrem reacdes bioquimicas mediadas por microrganismos.

As estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizacdo de microrganismos
autoctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de
remediacdo (biorremediagdo intrinseca ou natural), isto evita custo e distirbios ambientais
associados com movimentos de solos e 4guas para outros locais destinados ao tratamento;
a adicdo de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes
(bioestimulagdo) ¢ a inoculagdo de consorcios microbianos (BENTO et al., 2003). O
beneficio desses processos € a mineralizagdo do poluente, isto ¢, a transformag@o em gas
carbonico, agua e biomassa. O mecanismo de agdo e a eficiéncia do surfactante na
biodegradacao do poluente mudardo dependendo da espécie de microrganismo presente.

Existem algumas limita¢cdes naturais comuns a biodegradag¢do de poluentes, como
altos niveis de concentragdo de agentes poluidores, falta de oxigénio, pH, temperatura e
baixa umidade desfavoravel e falta de nutrientes minerais. Uma vez que, estas condic¢des
sdo corrigidas, a distribuicdo natural de microrganismos permite um crescimento
espontaneo apropriado favorecendo, assim, uma melhora na remediacdo do contaminante.

O principio basico de métodos para remogdo consiste na mobilizacdo
e / ou a solubilizacdo de hidrocarbonetos através da reducdo da tensdo superficial nas
interfaces das fases orgénica - solo e organica - agua (CHU; CHAN, 2003). Em geral, a

remediacdo por surfactantes no solo ¢ feita removendo moléculas organicas adsorvidas e
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aprisionadas nos poros, seguida pelo encapsulamento dentro de micelas formadas em
concentragcdo maior que a concentracdo micelar critica (CMC).

No trabalho realizado por Bicca e colaboradores, (1999), foi avaliada a producdo de
biossurfactantes por cinco cepas de Rhodococcus isoladas de sitios de prospecgdo de 6leo.
A medicao da tensdo superficial e o indice de emulsificacdo foram usados para quantificar
a producdo de biossurfactante. Investigou-se também a influéncia de condigdes ambientais:
pH, temperatura, composicdo do meio, e o tipo de fonte de carbono no crescimento celular
e na producdo. Este trabalho indicou a possibilidade do uso de uma das cepas diretamente
em derrames de 6leo no ambiente ou na producdo biotecnoldgica de biossurfactantes
(BICCA et al., 1999).

A estrutura quimica dos poluentes orginicos tem uma profunda influéncia na
capacidade dos microrganismos metabolizarem determinadas moléculas especialmente
com respeito as taxas e extensdo da biodegradagdo. A solubilidade de hidrocarbonetos
depende de muitos fatores: o tipo e a quantidade de surfactante e a taxa de contaminagao.

Estudos sobre a remocao de hidrocarbonetos por surfactantes indicam o efeito de
varios fatores, como por exemplo, precipitacdo e adsor¢do do surfactante no terreno,
solubilizacdo do contaminante e condutividade hidraulica do solo (DWARAKANATH et
al., 1999), influéncia da textura e qualidade do solo sobre a remocdo de contaminantes
organicos (LEE et al., 2002). Indicam também influéncia do pH e concentracdes de amonia
na atividade de biossurfactantes na biorremediagdo (WHANG et al., 2009).

A estrutura do solo determina a capacidade de transferéncia da agua e nutrientes
para as areas bioativas, conseqiientemente, a presenca de biossurfactantes no solo pode
produzir um efeito positivo na forma de estimular a dissolucdo, solubilizacdo, ou mesmo
de emulsificagdo dos hidrocarbonetos (CALVO et al., 2008).

Khalladi e colaboradores (2009) estudaram a remocao de 6leo diesel de solo em
coluna de vidro por um processo de lavagem continuo, com os objetivos de remover o 6leo
contaminante usando uma solu¢do de dgua com surfactante anionico para determinar o
modelo cinético do diesel no solo. Os resultados demonstraram que a presenca de minerais
no solo melhorou a atividade do surfactante na superficie, demonstrando, assim, o efeito da
composi¢ao do solo sobre a eficiéncia do surfactante durante a reabilitacdo deste.

A 4gua disponivel para o crescimento microbiano e o metabolismo também ¢ fator
limitante no processo da biodegradacdo do hidrocarboneto. A diminuicdo no teor de

umidade resulta em uma diminuicdo na atividade microbiana, (AYOTAMUNO et al.,
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2006). Geralmente, ocorre otima atividade quando a umidade do solo ¢ de 50-80% de
saturagdo (CALVO et al., 2008).

Entre as aplicagdes industriais, uma que se destaca ¢ a recuperacdo melhorada do
petréleo (MEOR), que consiste em uma tecnologia de recuperagdo terciaria do petrdleo
que utiliza microrganismos ou produtos do seu metabolismo para a recuperagdo do 6leo
residual. Os microrganismos produzem polimeros e surfactantes que reduzem a tensdo
superficial 6leo—rocha, reduzindo as forcas capilares que impedem a movimenta¢do do
6leo através dos poros da rocha. Os biossurfactantes também auxiliam na emulsificacdo e
na quebra dos filmes de 6leo nas rochas (NEVES et al., 2004).

A utilizagdo de biossurfactantes em MEOR envolve varias estratégias, como a
injecdo de microrganismos produtores no reservatorio e subseqiiente propagagao in situ, ou
a inje¢do de nutrientes no reservatorio, estimulando o crescimento dos microrganismos
produtores de biossurfactantes (NEVES et al., 2004).

Na industria alimenticia, a emulsificagcdo tem papel importante na formacdo da
consisténcia e textura, bem como, na dispersdo de fases e na solubilizacdo de aromas. Nos
alimentos, além do seu papel 6bvio, como agentes que diminuem a tensdo superficial e
interfacial, os surfactantes promovem a formacdo e estabilizacdo de emulsdes. Porém
podem ter outras fungdes: para controlar a aglomeracdo de gordura, estabilizar sistemas
gasosos, melhorar a textura e o periodo de vida 1til de produtos contendo amido, modificar
as propriedades reoldgicas da farinha de trigo e das massas, melhorar a textura de produtos
a base de gordura, neste contexto se enquadram em processos de panificacdo e produtos
derivados de carne (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Outra aplicacdo para biossurfactantes ¢ na industria de laticinios onde retardam a
colonizagdo de Streptococcus thermophilus responsavel pelo cheiro ou gosto ruim durante
a pasteurizacdo (BANAT et al., 2000). Alguns biossurfactantes ja estdo sendo utilizados
comercialmente, por exemplo, o bioemulsificante produzido por Candida utilis que tem
sido usado em molhos industriais para saladas (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Uma abordagem interessante para a industria alimentar ¢ o uso de seus subprodutos
ou residuos como substratos para a producdo de biossurfactantes. Uma vez que, esses
residuos geralmente contém altos niveis de carboidratos ou lipidios, necessarios para
apoiar o crescimento microbiano e a sintese dessas moléculas. Além disso, os altos custos
de tratamento e eliminacdo desses residuos sdo significativos as induastrias que

freqlientemente estdo buscando alternativas para reduzir, reutilizar, reciclar e valorizar os
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seus residuos. Na literatura, apenas alguns tipos de surfactantes produzidos a partir de
residuos t€m sido publicados. As principais fontes sdo oleosas, residuos de industrias
lacticas e residuos ricos em carboidratos. Em 2009, Daverey e Pakshirajan,
potencializaram a producdo de soforolipidio pela levedura Candida bombicola utilizando
meios de baixo custo.

Muitos biossurfactantes sdo descritos na literatura como agentes antimicrobianos
como, por exemplo, surfactina que ¢ produzida pela bactéria Bacillus subtilis,
(FERNANDES et al., 2007), esta também possui varias aplica¢des terapéuticas como a
inibigdo da formacdo de codgulos; formagdo de canais i6nicos em membranas, atividade
antitumoral (ARIMA et al., 1968; PEYPOUX et al., 1999).

Os biossurfactantes soforolipideos (SLPs) apresentam atividade anticancerigena. A
surfactina possui atividade bactericida, fungicida, antiviral, agente antitumoral, atua como
inibidor da formacdo de coagulos fibrinosos, antimicoplasmatico, veiculo para
administracdo de drogas via pulmonar e € capaz de inibir a formagdo de biofilmes de
algumas bactérias (BARROS et al., 2007). A utilizagdo de biossurfactantes no controle de
biofilmes, reduzindo a aderéncia em combinacdo com antibidticos pode representar uma
estratégia antimicrobiana, uma vez que os antibidticos sdo em geral menos eficazes contra
os biofilmes (IRIE et al., 2005).

Na agricultura os biossurfactantes sdo usados especialmente em formulacdes de
herbicidas e pesticidas, devido aos compostos ativos serem geralmente hidrofobicos
fazendo-se necessario o uso de agentes emulsificantes para dispersa-los em solugdes
aquosas. Também sdo usados no controle bioldgico. Além destes, tem sido realizados
estudos a fim de avaliar o potencial de remo¢do de metais pesados do solo usando
biossurfactantes (ASFCE et al., 2008; CZAPLICKA; CHMIELARZ, 2009).

Em um trabalho realizado por Zouboulis e colaboradores (2003), foi avaliado o
potencial de remogao de ions de zinco e cromo de solu¢des aquosas por biossurfactante em
comparagdo com outro tenso-ativo quimicamente similar, verificou-se que melhor
flotabilidade dos metais foi obtida quando foi usado biossurfactante.

Em 2007, Asha e colaboradores realizaram um estudo que demonstrou que a
tecnologia do uso de biossurfactante pode ser um método ndo destrutivo e eficaz para

biorremedia¢do de solo contaminado com cadmio e chumbo.
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Devido a compatibilidade com a pele os biossurfactantes podem ser usados na
industria de cosméticos e produtos de higiene, onde a maioria tem agdo umectante, agdo
espumante, solubilizadores e mediadores de agdo enzimatica.

Outros campos de utilizacdo dos biossurfactantes incluem a industria de papel,

téxtil, ceramica e na fabricacdo de extintores de incéndio (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

2.2.2 Microrganismos produtores de biossurfactantes

Os microrganismos produzem uma extensa variedade de materiais tenso-ativos com
diferentes estruturas moleculares (Tabela 1). Dentre os fatores que interferem na produgao
e no nivel de expressdo estdo, além da genética do microrganismo, as condi¢des ambientais
e a natureza do substrato (RAHMAM et al., 2002).

Segundo Georgiou e colaboradores (1992), uma grande variedade de
microrganismos produz biossurfactantes, sendo que o tipo, a quantidade e a qualidade sdo
influenciados pela natureza do substrato, concentracdo dos ions no meio de cultura, além
das condigdes de cultivo.

Em varios casos, foi demonstrado que a produgdo de emulsificantes ¢ induzida por
moléculas envolvidas em sinais de “quorum sensing”. Esta regulacdo caracteristica parece
ser geral, e provavelmente aplica-se a producdo de emulsificantes de altos e baixos pesos
moleculares. Como todos os casos a producao é concomitante com o aumento da densidade
celular e do surgimento da fase estacionaria de crescimento (ROSEMBERG; RON, 1999;
BRINT; OHMAN, 1995; VAN DELDEN et al., 1998).
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TABELA 1. Tipo e origem microbiana dos biossurfactantes (MULLIGAN, 2005).

Tipo de biossurfactante

Lipidios trealose

Ramnolipidios
Soforolipidios

Glicolipidios

Lipidios celobiose
Lipidios poliol

Diglicosil digliceridios
Lipopolissacaridios

Artrofactina
Liquenisina A e B
Surfactina

Viscosina

Ornitina, peptidiolisina

Fosfolipidios
Sulfonilipidios

Acidos graxos

(acidos corinomicolicos, acidos

espiculisporico, etc.

Alasana
Estreptofactina

Surfactante particulado (PM)

Biosur PM

Microrganismos
Arthrobacter paraffineus,
Corynebacterium spp.,
Mycobacterium spp.,
Rhodococus erythropolis, Nocardia sp.
Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas SP., Serratia rubidea
Candida apicola, Candida bombicola,
Candida lipolytica, Candida bogoriensis
Alcanivorax borkumensis,
Arthrobacter sp., Corynebacterium sp.,
R. erythropolis, Serratia marcescens,
Tsukamurella sp.

Ustilago maydis
Rhodotorula glutinus,
Rhodotorula graminus
Lactobacillus fermentii
Acinetobacter calcoaceticus (RAG1)
Pseudomonas sp., Candida lipolytica
Arthrobacter sp.

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
Pseudomonas fluorescens
Thiobacillus thiooxidans,
Streptomyces sioyaensis,
Gluconobacter cerinus
Acinetobacter sp.

T. thiooxidans, Corynebacterium
alkanolyticum
Capnocytophaga sp.,
Penicillium spiculisporum,
Corynebacterium lepus,
Arthrobacter paraffineus,
Talaramyces trachyspermus,
Nocardia erythropolis
Acinetobacter radioresistens
Streptomyces tendae
Pseudomonas marginalis
Pseudomonas maltophilla
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Pseudomonas aeruginosa e P. putida isoladas do meio ambiente (em geral aguas de
esgoto), comprovaram em laboratério a produgdo de enzimas lipoliticas (lipases) e
substancias biossurfactantes. Um dos glicolipidios mais estudados ¢ o ramnolipidio,
produzido por varias espécies de Pseudomonas. Este ramnolipidio tem sido aplicado em
varias industrias e processos de biorremediacao devido a sua alta atividade emulsificante e
sua atuacdo na reducdo da tensdo superficial (até 30 mN/m) (WEI et al., 2005).

Chakrabarty (1985) mostrou que um emulsificante produzido por Pseudomonas
aeruginosa SB30 pode dispersar petroleo em finas goticulas o que facilita a biodegradagao.

Em 2009, Pomsunthorntawee e colaboradores avaliaram a capacidade de produgdo
de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa SP4, que foi isolada a partir de solo
contaminado com petroleo na Tailandia. Os resultados demonstraram potencial para
producgdo em grande escala.

Desde 1998, uma nova classe de glicolipidios produzidos pelo microrganismo
Alcanivorax borkumensis foi descrita (ABRAHAM, 1998). Estes consistem de um
glicolipidio anidnico com uma oxiacila tetramérica na cadeia lateral.

O género Rhodococcus ¢é capaz de transformar, biodegradar ou utilizar como fontes
de carbono varios compostos hidrofobicos (hidrocarbonetos, esterdides, lignina, etc.),
produzindo glicolipidios contendo trealose como carboidrato. Seu biossurfactante tem a
capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial a niveis observados nos surfactantes
sintéticos, além de possuir baixa CMC. Cepas de Rhodococcus ruber € Rodhococcus
erythropolis sao capazes de produzir essa biomolécula em escala comercial para a
utilizagdo no controle da poluigdo (BICCA et al., 1999).

Um exemplo de biossurfactante lipoproteico ¢ a surfactina, um biossurfactante
produzido por Bacillus subtillis ¢ ¢ um dos produtos mais conhecidos entre os tipos de
biossurfactantes produzidos por microrganismos com aplicagdo comercial (YEH et al.,
2005). Na india em 2007, Joshi e colaboradores realizaram a produgio de biossurfactantes
com Bacillus subtilis 20B isolado de alimentos fermentados e foi verificada e discutida
uma possivel aplicacdo do biossurfactante em recuperacao de oleos.

Em 2003, Queiroga e colaboradores observaram a reducdo da tens@o superficial de
53 mN/m para 25,7 mN/m em funcdo da produgdo de biossurfactantes produzido por
Bacillus subtilis na presenca de petréleo como substrato. Esta bactéria também apresenta
grande producdo de surfactina utilizando agua residuaria de mandioca como substrato, o

biopolimero produzido mantém emulsdes estaveis com varios hidrocarbonetos. Este
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substrato provou ser eficiente para a biossintese e acimulo do tenso-ativo (NITSCHKE;
PASTORE, 2006).

Em 2008, Lee e colaboradores isolaram Klebsiella spp. produtora de um
lipopeptidio a partir de residuos de oleo de soja. Este biossurfactante apresenta melhor
estabilidade e melhor emulsificagdo quando comparado a um surfactante sintético.

Chromobacterium violaceum pertence ao grupo das bactérias Gram-negativas,
facultativa anaerdbica, esta bactéria destaca-se por apresentar grande potencial para
diversas aplicagdes biotecnologicas, entre elas a produg@o de biossurfactante utilizando
substratos alternativos como 6leo de pequi (BARBOSA; PAZ, 2007).

A bactéria Thiobacillus thiooxidans produz biossurfactantes fosfolipidios, enquanto
as espécies Acinetobacter sintetizam complexos lipopolissacarideos.

Dentre as leveduras, as espécies do género Candida tém sido largamente utilizadas
com sucesso para a producdo de biossurfactantes desse tipo, dentre elas a Candida
bombicola tem-se destacado como produtora. Em um estudo realizado por Daverey e
Pakshirajan (2009), utilizando residuos de baixo custo como melaco e 6leos, foi obtido um
biossurfactante soforolipidio por esta espécie.

Bednarski e colaboradores, (2004) induziram a producdo de glicolipidios por
Candida antarctica e Candida apicola a partir de residuos do refino de o6leo e o
biossurfactante produzido foi capaz de reduzir consideravelmente a tensdo superficial do
meio.

Candida catenulata é um microrganismo potencial para biorremediacdo de solos
contaminados com o6leo e residuos alimentares através de processos de compostagem,
sugerindo que esse microrganismo ¢ produtor de algum agente tenso-ativo (JOO et al.,
2008).

O biossurfactante produzido por Candida antarctica utilizando n- alcanos como
substratos demonstrou ser eficiente porque influenciou positivamente a emulsificagdo e
biodegradacdo destes compostos (HUA et al., 2003).

O biossurfactante (glicolipidio anidnico) produzido por Candida sphaerica
UCP0995, foi capaz de reduzir a tensdo superficial, manter estabilidade em rela¢do a pH e
apresentar alta atividade emulsificante (SOBRINHO et al., 2008).

Aragdo e colaboradores (2007) estudaram duas espécies de leveduras, Pichia

membranaefaciens e Pichia anomala, que foram cultivadas em meio mineral contendo 2%
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de glicerol e obtiveram a producdo de biossurfactantes, ocorrendo o mesmo quando
gasolina e querosene foram adicionados como substratos.

A espécie Pseudozyma fusiformata produz um biossurfactante termoestavel de
baixo peso molecular com propriedade fungicida (LANG, 2002). Em um trabalho
realizado por Fukuoka e colaboradores (2008) uma levedura do género Pseudozyma
apresentou potencial para produzir um glicolipidio.

Biossurfactantes produzidos por microrganismos marinhos tém recebido atencao
especial para a biorremediagdo do oceano. Em 2005 Maneerat descreveu que os
biossurfactantes provenientes desses microrganismos s3o agentes promissores na
biorremediacdo de hidrocarbonetos, principalmente petroleo.

Recentemente foi observada a producdo de um biossurfactante caracterizado como
glicoproteina de um fungo marinho Aspergillus ustus isolado da costa da India, este tenso-
ativo apresentou amplo espectro de atividade antimicrobiana, assim como alto potencial
para aplicacdo ambiental. (KIRAN et al., 2009). Logo em 2010 Kiran e colaboradores
caracterizaram um novo biossurfactante lipopeptidico produzido por uma actinobactéria
marinha chamada Brevibacterium aureum em estado soélido utilizando residuos
agroindustriais, este biossurfactante também foi sugerido por estes autores para

recuperacdo de ambientes marinhos.

2.3 Bacillus pumilus

Bacillus pumilus é uma bactéria Gram-positiva aerobia, formadora de esporos. A
ocorréncia desse microrganismo se di em solo, dgua, ar ¢ em decomposicdo de tecidos
vegetais, sdo freqlientemente encontrados em simbiose no desenvolvimento radicular de
plantas. Esta bactéria ¢ produtora de varias moléculas, como biossurfactantes, proteases,
lignocelulases e uma variedade de toxinas e antibioticos.

De acordo com Peypoux e colaboradores (1999), B. pumilus produz um
lipopeptideo da familia da surfactina, chamado de pumilacidina. Em 2000, Banat e
colaboradores reportaram somente B. subtilis ¢ B. pumilus como produtores de surfactina.

Bueno (2008) isolou varios microrganismos de amostras de solo contaminado com
hidrocarbonetos para avaliar a producdo de biossurfactantes. Nesta pesquisa o

microrganismo que melhor produziu foi a bactéria identificada como Bacillus pumilus
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utilizando como fonte de carbono baixas concentragdes de sacarose, adicionado de o6leo
diesel como indutor.

Em um trabalho realizado por Bento e colaboradores (2003), foram caracterizados
biossurfactantes produzidos por populagdes microbianas de solos dos Estados Unidos e da
China contaminados com oleo diesel. Dentre as bactérias produtoras B. pumilus foi a
bactéria que reduziu significativamente a tensdo superficial, e aumentou a emulsificagdo
em 59%.

Biossurfactantes produzidos por Bacillus pumilus em amostra isolada a partir de
residuos de o6leo, (CALVO et al., 2008), demonstraram ser esta bactéria um agente
promissor para aplica¢cdo ambiental.

B. pumilus, apresentou efeito fungicida impedindo a germinagdo dos esporos de
certos fungos, constituindo uma barreira fisica entre a planta e os esporos fungicos. Neste
contexto, esse microrganismo ¢ estudado para o biocontrole de doencas de plantas, os
lipopeptideos produzidos por Bacillus apresentam uma vasta gama de potenciais
fitopatogenos, incluindo bactérias, fungos e oomycetes. Estudos também apontam que
essas moléculas apresentam um papel fundamental no processo de interacdo entre as
espécies de Bacillus e a planta hospedeira estimulando mecanismos de defesa (ORGENA;
JACQUES, 2007). Esse microrganismo ¢ potencialmente grande produtor de
lignocelulases, (POORNA; PREMA, 2006). E uma das espécies mais utilizadas na
industria para a producdo de proteases que sdo utilizadas na coagulacdo do leite de soja
(AOYAMA et al., 2000) e na limpeza de membrana de filtragem.

Bacillus pumilus também ¢ uma bactéria relatada como produtora de toxinas,
experimentalmente associadas a clindomicina (BROPHY; KNOOP, 1982). Hoult e
Tuxford (1991) realizaram estudos da produ¢@o de toxinas de duas amostras de Bacillus
pumilus (M11, M38) em comparacdo com outras bactérias, avaliaram efeito citopatico em
células “Vero” e atividade hemolitica.

Em um trabalho realizado por Cho e colaboradores (2009) Bacillus pumilus
apresentou atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus.
O antibiotico produzido foi designado bacitracina. Este estudo revelou que B. pumilus pode
ser proposto como uma boa linhagem para a produgdo deste composto que ¢€
exclusivamente ativo contra bactérias Gram-positivas. Esta bactéria também apresenta

atividade antifungica contra Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, dois
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contaminantes comuns de alimentos a base de soja, o composto que foi antifungico foi
semelhante ao lipopeptidio iturina.

Em um trabalho realizado por Aly e colaboradores (2008) o microrganismo B.
pumilus demonstrou ser um agente promissor no controle probidtico de Aeromonas
hydrophila. Os resultados deste trabalho demonstraram que a utilizagdo de probidticos €

uma abordagem util no reforco da resisténcia contra infecgdes.

2.4 SUBSTRATOS

A biotecnologia facilita a sintese de determinados produtos em favor da natureza, ¢
um ramo muito amplo da tecnologia que se ocupa da transformagdo ou tratamento de
materiais de origem biologica. A tendéncia atual ¢ de incluir no termo biotecnologia, em
seu aspecto mais essencial, a microbiologia industrial, que trata do aproveitamento dos
microrganismos como agentes de degradacdo e sintese. As novas técnicas passam a
estimular as células para que usem substratos alternativos (MULLIGAN, 2005).

Os biossurfactantes sdo com freqiiéncia produzidos por bactérias capazes de
crescerem em hidrocarbonetos que estimulam o crescimento e aceleram a biorremediacao.
Esses microrganismos sdo ubiquos na natureza e sdo capazes de degradar os diversos tipos
de hidrocarbonetos de cadeia curta, cadeia longa e numerosos compostos aromaticos,
incluindo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. (ROSENBERG, 1993).

O uso de substratos baratos ou subtilizados pode diminuir drasticamente o custo da
producdo de biossurfactantes. Uma variedade de subprodutos incluindo derivados de 6leos
vegetais, residuos de amido, residuos de destilaria de 6leos e substancias lacteas tém sido
utilizado na produgdo de uma variedade de metabdlitos microbianos.

A selecdo do substrato depende da escolha de um residuo com um determinado
balango de nutrientes para o crescimento do microrganismo e produgdo do biossurfactante.
Os residuos industriais com elevado teor de carboidratos ou lipidios sdo elementos
necessarios para serem usados como substratos para sua producdo. Uma das estratégias
usadas para estimular a producdo de biossurfactantes ¢ a modificagdo do meio nutricional.
(CALVO et al., 2008).

Residuos orgénicos e industriais tém sido apontados como possiveis substratos para
a producdo de biossurfactantes (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997). Microrganismos que

degradam hidrocarbonetos estdo amplamente distribuidos no solo e em ambientes
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aquaticos. Populagdes desses microrganismos normalmente constituem menos que 1% da
comunidade microbiana total, mas quando hidrocarbonetos estdo presentes, essas

populagdes aumentam até em 10% da comunidade (ATLAS, 1995).

2.4.1 — Glicose e sacarose

A glicose, glucose ou dextrose, ¢ o carboidrato fundamental de carboidratos
maiores como maltose e sacarose, as células a usa como fonte de energia e intermediario
metabolico, sendo o carboidrato biologicamente mais importante.

A sacarose ¢ um glicidio formado por uma molécula de glicose e uma de frutose, é
0 acucar comercial comum e estd amplamente distribuido entre as plantas superiores,
encontra-se na cana de agucar de 15 a 20 % e na beterraba de 14 a 18 %. Sacarose ¢ glicose
sdo substratos utilizados como padrdo para a producdo de biossurfactantes. Dados da
literatura relatam alta produtividade quando na presenca de glicose e sacarose no meio de
cultura. Batista e colaboradores (2006) isolaram e caracterizaram bactérias produtoras de
surfactantes/bioemulssificantes, coletadas de ambientes marinhos e terrestres contaminados
com oOleos residuais ou seus subprodutos, estas amostras foram avaliadas quanto a fonte de
carbono (glicose, frutose, sacarose e querosene), sendo a glicose a fonte que se apresentou

mais eficiente na producao de biossurfactante.

2.4.2 — Oleos

A producdo mundial de 6leos e gorduras ¢ de cerca de 2,5 milhdes de toneladas por
ano, dos quais 75% sdo derivados de plantas. A maioria ¢ utilizada na industria alimentar
para fabricar diversos produtos, ou diretamente em saladas. Em conseqiiéncia, grandes
quantidades de residuos sdo geradas pelas industrias de 6leo e gorduras: 6leos residuais,
sebo, 6Oleos marinhos, 6leos provenientes de fritura. Sabe-se que a eliminacdo destes
residuos ¢ um problema cada vez mais grave e, portanto novas alternativas para o uso e
descarte devem ser estudadas (HABA et al., 2000).

Oleos utilizados para fritura, devido a sua composi¢do, tém um grande potencial
como fonte de carbono para o crescimento e transformag¢do microbiana. Durante o
aquecimento do 6leo no processo de fritura uma série complexa de reagdes produz

numerosos compostos de degradagdo. Em alguns paises existem normas estabelecidas para
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o descarte destes 0leos, mas no Brasil ndo existem leis e regulamentagdes que estabelecam
limites para determinar alteragcdes desses 0leos (FIRESTONE et al., 1991). Sendo assim, e
dada a inexisténcia de uma regulamentacdo prévia, aliada a desinformagdo por parte das
industrias e dos estabelecimentos comerciais, ¢ de suma importancia dispor de métodos
praticos que permitam a utilizagdo desses residuos poluentes a fim de promover
descontaminac¢do ou evitar contaminac¢do ambiental.

Em um trabalho realizado por Haba e colaboradores (2000) verificou-se a
producgdo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 40044 (National
Center for Biotechnology Information) utilizando como fonte de carbono 6leos residuais de
fritura (6leo de oliva e oleo de girassol). Os resultados demonstraram que ambos os
substratos induziram a produ¢@o de biossurfactantes, no entanto, 6leo de girassol ndo foi
bem sucedido quanto o substrato azeite, quer para o crescimento celular ou para a
producdo de bissurfactante. Outras pesquisas relacionadas com a otimizagdo da produgdo
de biossurfactantes a partir de substratos oleosos regionais demonstraram a produgdo
desses compostos por espécies de Candida (MARCAL, 1991; SARUBBO et al., 1999).

Em 2004, Bednarski e colaboradores, determinaram a eficiéncia de producgdo de
biossurfactantes (glicolipidios) por leveduras a partir de residuos de refinaria de 6leo.

Vega e colaboradores em 2007 verificaram a producdo de biossurfactantes por
Candida ingens e observaram que a composi¢do do meio de cultivo afeta a produgdo de
biossurfactantes e também a tensdo superficial. Ainda neste ano Morita e colaboradores
verificaram o potencial de conversdo do glicerol em biossurfactantes por leveduras.

Barbosa e Paz (2007) utilizaram 6leo de pequi para produzir biossurfactante por
Chromobacterium violaceum. E Sarubbo e colaboradores também em 2007 utilizaram 6leo
de canola por Candida lipolytica para producdo de um biossurfactante. Em ambas as
pesquisas foi observada produgdo de biossurfactante mostrando que estes microrganismos

sdo capazes de se desenvolverem em um meio de cultivo contendo substratos oleosos.

2.4.3 - Vinhaca

A vinhaca ¢ um subproduto do processo de destilacdo do alcool e representa um
problema ambiental importante, principalmente devido ao grande volume gerado e sua
disposi¢do no meio ambiente, uma vez que necessita uma alta demanda biologica de

oxigénio (DBO) para ser biotransformada. Em média, para produzir um litro de alcool sdo
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produzidos 10 a 15 litros de vinhaca dependendo da qualidade da cana e do processo
industrial (CORTEZ et al., 1992), o que corresponde a aproximadamente 170 bilhdes de
litros por ano desse residuo no Brasil (AGRIANUAL, 2004). Considerando que cada 2
litros de vinhaca sdo equivalentes ao esgoto doméstico gerado por uma pessoa por dia
(GONCALVES; SILVA, 2000), a produgdo anual de vinhaca corresponde a uma
quantidade de esgoto doméstico produzido por uma populagdo estimada de 232 milhdes de
pessoas durante um ano.

Este residuo ¢ um liquido ambar claro consistindo basicamente de agua (93%),
solidos orgénicos e minerais (7%). Sua composi¢cdo quimica é variavel, dependendo, entre
outros fatores, da disponibilidade de agua, caracteristicas da cana de acucar e dos
processos de fermentagdo e destilacdo empregados (FERRAZ et al., 1986). A vinhaga
apresenta alta turbidez e pH baixo, com altos niveis de matéria organica (principalmente
glicerol, uma fonte de carbono soluvel), potéssio, calcio e quantidades moderadas de
nitrogénio e fosforo.

No Brasil ¢ freqiiente o uso da vinhaca nos campos agricolas como um processo
chamado ferti-irrigacdo, o qual é um substituto parcial ou total de fertilizantes minerais,
principalmente potdssio. A adicdo de vinhaca em taxas adequadas tem demonstrado
aumentar o rendimento na producdo da cana de agucar, contudo, em longo prazo, a
aplicagdo intensiva da vinhaga pode aumentar a salinidade do solo (CORAZZA, 1999),
afetar a qualidade da cana e contaminar a 4gua subterranea (GONCALVES; SILVA,
2000). Alguns trabalhos mostram que a vinhaca pode modificar temporariamente algumas
caracteristicas quimicas e biologicas do solo, como pH, carbono organico, acidez
(CAMARGO et al., 1987), a atividade microbiana ¢ a biomassa (MINHONI; CERRI,
1987).

Tendo em vista o problema ambiental causado pela vinhaca e que a produgdo de
etanol no Brasil estd em expansdo, a busca por alternativas para tratar ou reutilizar esse
subproduto ¢ de extrema importancia, para a avaliacdo do seu potencial para produgdo de

biossurfactantes.

2.4.4 — Melaco

O melago ¢ resultante da etapa de centrifugagdo ou de decantagdo no processo de

fabricacdo de actcar, tanto de cana-de-acicar como de beterraba. Contém agcucares
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redutores e parte de sacarose ndo cristalizada e outros agtlicares de cadeias orgdnicas mais
complexas de dificil degradagao, tais acticares s@o assimilaveis (fermentaveis). O melaco ¢
utilizado na fermentacdo para producdo de alcool, em especial o etanol, como matéria
prima pra fabricar cachaca, rum e fermentos bioldgicos. Portanto ¢ uma alternativa
interessante para a producdo de biossurfactantes, devido ao seu baixo custo comparado
com outras fontes de agucar, e ao fato de que apresenta muitos outros compostos ricos em
carbono, além da sacarose. Compostos minerais, compostos organicos e vitaminas que sao
valiosos para o processo de fermentacio (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; PATEL;
DESALI; 1997).

Patel e Desai (1997) usaram melaco como fonte de carbono e nitrogénio para
produzir um biossurfactante raminolipidico por Pseudomonas aeruginosa GS3, e
obtiveram uma 6tima producdo desta molécula.

Bacillus subtilis MTCC (Microbial Type Culture Collection) 2423 e Bacillus
subtilis MTCC 1427 foram cultivados utilizando melaco (2% de acgucares totais) como
fonte de carbono. Como resultado da acumulacdo de biossurfactante, a tensdo superficial
do meio foi reduzida. Além disso, a recuperagdo de um solo contaminado com o6leo foi de
34% para MTCC 1427 e 38,46% para MTCC 2423, indicando o potencial de utilizagao
desses biossurfactantes na recuperacgao de solos contaminados (MAKKAR; CAMEOTRA,
1997).

Em 2006, Rodrigues e colaboradores, avaliaram o potencial de uso de um meio
fermentavel alternativo para a produgdo de biossurfactantes por Lactococcus lactis 53 e
Streptococcus thermophilus. Os resultados obtidos demonstraram que um meio
complementado com soro de queijo e melaco pode ser usado como uma alternativa barata e
econdmica para produgdo de biossurfactantes por bactérias probidticas. Em 2008, Joshi e
colaboradores também comprovaram o potencial do melaco como substrato para produgdo
de tenso-ativos naturais por bactérias do género Bacillus.

Nitschke e Pastore (2004), selecionaram microrganismos para a producdo destes
biopolimeros utilizando residuos agroindustriais, dentre eles o melaco. O melago tem sido
utilizado também, além de produgdo de biossurfactante, como a principal matéria prima
para a producdo de pululana (LAZARIDOU et al., 2002), e goma xantana
(KALOGIANNIS et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Produzir biossurfactante com a bactéria Bacillus pumilus utilizando glicose,

sacarose, vinhaca, melaco e 6leo residual de fritura como substratos;

Analisar o potencial de aplicagdo do biossurfactante produzido na biorremediagao

de amostras de solo e 4gua contaminados com 6leo.

Objetivos especificos

Avaliar a influéncia dos substratos na producao de biossurfactante e no crescimento

da bactéria;

Determinar os pardmetros de producdo de biossurfactante;

Selecionar a melhor condi¢do de cultivo para a producdo de biossurfactante;
Aplicar o biossurfactante produzido em amostras de solo e agua contaminados com

oleo residual de fritura;

Avaliar o potencial de aplicacdo do biossurfactante nessas amostras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

Para a realizacdo do trabalho foi utilizado a bactéria Bacillus pumilus da Colegdo de
Cultura Tropical (CCT) 2487, obtida da Fundacdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia
“André Tosello”- Campinas, SP.

4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio de manutencio do microrganismo

O meio de manutengdo da bactéria Bacillus pumilus foi agar nutriente previamente
autoclavado a 121 °C por 15 minutos cuja formula é: extrato de carne 3,0 g/L, peptona de

carne 5,0 g/L e agar 15 g/L. Os tubos foram mantidos sob refrigeragdo a 4 °C.

4.2.2 Meio minimo ou basal

O meio empregado para a fermentacdo foi o meio minimo ou basal proposto por
Bicca e colaboradores (1999). Este consta de: NaNO; 7,0 g/L; K,HPO4 1,0 g/L; KH,PO4
0,50 g/L; KC1 0,10 g/L; MgS0,4.7H,0O 0,50 g/L; CaCl, 0,01 g/L; FeSO4.7H,O 0,01 g/L;
extrato de levedura 0,10 g/L; 6leo diesel 1% (v/v). O pH foi ajustado a 7,0 e o meio foi

esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

4.2.3 Meio de producio

Para a producdo do biossurfactante, foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 250
mL contendo 5 mL do substrato a ser testado (previamente esterilizado): glicose, sacarose,
melago, vinhaga e 6leo residual de fritura em concentragdes de 1 a 5% acrescido de 45 mL
do meio minimo (item 4.2.2). As concentragdes das fontes ndo convencionais foram
ajustadas utilizando um refratometro para leitura da concentragcdo de solidos soluveis.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.



26

4.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

A producdo de biossurfactante foi realizada em duas etapas:

4.3.1 Pré - fermentacao

A bactéria Bacillus pumilus foi inoculada por estrias em esgotamento em tubos
inclinados de agar nutriente (previamente esterilizados) e incubada por 24 horas a 30 °C
em estufa bacteriologica (Marconi, modelo MA 032). Posteriormente, foi realizada uma
suspensao bacteriana de cada tubo utilizando o meio de producdo previamente estéril. A
seguir, esta suspensao foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 250 mL totalizando 50
mL. Estes foram incubados a 30 °C em agitador orbital rotatério (Marconi, modelo MA

830) por 24 horas a de 200 rpm.

4.3.2 Fermentacio

Para a producdo do biossurfactante nas diferentes concentracdes do substrato foi
realizada uma padronizacdo da quantidade de in6culo a partir da massa celular seca. Em
uma cubeta de espectrofotdometro (Bel photonics, modelo SP 1105), foram colocados 3 mL
do meio minimo e adicionado um volume do pré-fermentado (item 4.3.1) até atingir um
valor de densidade dtica de 0,5 no comprimento de onda de 620 nm. Por meio de uma
regra de trés foi calculado o volume necessario do pré-fermentado a ser adicionado em
cada frasco de Erlenmeyer contendo 50 mL do meio de produgdo. Foi realizada a
contagem de células viaveis em placas de petri contento agar nutriente o que representou
3,9 x 10’ UFC.mL™".

Os frascos foram incubados a 30 °C e submetidos a agitagdo de 200 rpm em
agitador orbital rotatério (Marconi, modelo MA 830) (Figura 5). A producdo de

biossurfactante foi avaliada nos intervalos de fermentacao de 24, 48, 72 e 96 horas.
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Figura 5. Frascos de Erlenmeyer incubados sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C durante 24,

48, 72 € 96 horas em meio de producdo contendo a bactéria Bacillus pumilus.

4.3.3 Determinacio do pH

Foi verificado o pH apds cada periodo de fermentacdo sendo determinado
diretamente no caldo fermentado por potenciometria, utilizando pH-metro (Marconi,

modelo DM20), devidamente calibrado.

4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacao da presenca de biossurfactante

Ap6s cada tempo de fermentacdo (24, 48, 72 e 96 horas) os caldos fermentados
foram centrifugados (centrifuga - Jouan, modelo GR 2022) a 7077g por 15 minutos a 4 °C
para separacdo de células do sobrenadante (Figura 6). A determinagdo da presenca de
biossurfactante foi realizada pelas seguintes analises no sobrenadante: tensdo superficial,

indice de emulsificagdo, concentragdo micelar critica (CMC).
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() (b)
Figura 6. (a) Foto da centrifuga com tubos contendo 50 mL do caldo de fermentagdo; (b)

foto da separagdo da célula do sobrenadante.

4.4.2 Determinacio da tensio superficial

A determinacdo da tensdo superficial foi realizada medindo-se diretamente um
volume de 10 mL do caldo de fermentacdo livre de células em um tensiometro de Leconde

Du Nouy, na temperatura de 25 °C.

4.4.3 Indice de emulsificacio

O indice de emulsificac¢@o foi determinado por meio da adi¢do de 2 mL de tolueno
em tubos de ensaio 100 x 15 mm com 3,5 mL do caldo de cultivo livre de células obtido
apos a centrifugacdo. Os tubos foram submetidos a agitacdo por meio de vortex durante 2
minutos. Em seguida foi realizada a leitura nos tempos de 10 minutos (tp), 24, 48, 72 ¢ 96
horas (t, tz, t3 € t4). O indice de emulsificacdo foi calculado segundo Igbal e colaboradores
(1995):

IE= (altura da camada de emulsdo (mm) / altura total da coluna (mm)) x100.



29

4.4.4 Determinacio da atividade emulsificante

A atividade de emulsificag@o foi determinada pela mistura de 2 mL de tolueno com
3,5 mL do caldo de cultivo livre de células, submetidos a agitacdo maxima em agitador de
tubos por 2 minutos. Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotometro (Bel
photonics, modelo SP 1105), no comprimento de onda de 620 nm, (o branco consistiu da
substitui¢do do caldo fermentado por dgua).
A atividade emulsificante ¢ dada pela formula:

AE = (absorbancia da amostra — absorbancia do branco) x dilui¢do

4.4.5 Determinac¢ao da concentracio micelar critica (CMC)

Foram realizadas diluicdes do caldo de fermentacdo livre de células em agua
destilada até alcancar a concentracdo micelar critica (CMC), na qual o biossurfactante
comeca a se agregar € ndo ¢ mais observada a reducdo significativa da tensao superficial.

A determinagdo da CMC esta representada por um grafico da tensdo superficial

versus concentragdo do biossurfactante no ponto de inflexdo da curva.

4.4.6 Atividade antimicrobiana do biossurfactante

A atividade antimicrobiana foi avaliada usando o método de disco difusdo de
acordo com o manual do NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards).
Bactérias e leveduras crescidas por 24 horas a 30 °C em caldo nutriente e caldo sabouraud,
respectivamente, foram diluidas em salina 0,85% para ajustar a turbidez de acordo com a
escala de McFarland 0,5 (resultando numa suspensdo de 1,5 x 10°® UFC.mL" para
bactérias e 1,5 x 10®° UFC.mL" para leveduras). Em seguida com um swab de algoddo
estéril a suspensdo foi plaqueada em placas de Petri de agar nutriente € meio PDA (potato
dextrose agar).

Discos estéreis contendo 100, 50 ¢ 25 ug de biossurfactante foram colocados em
cada placa e apos 24 horas foi mensurado o halo de inibigdo. Os ensaios foram realizados
em triplicata. Foram usadas como padrdo os antibidticos anfotericina B e fluconazol, e as

séries da Difco para bactérias Gram positivas e Gram negativas.
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Foi analisada a atividade antimicrobiana frente as bactérias: Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus thuringiensis, Salmonella enteritidis,
Zymomonas mobilis, Azotobacter vinelandi, Escherichia coli; e contra as leveduras:

Rhodotorula rubra, Candida tropicalis, Sporobolomyces roseus.

4.4.7 Separacao do biossurfactante

O sobrenadante livre de células foi colocado em frascos previamente pesados, o
biossurfactante foi separado por precipitagdo com etanol absoluto (1:3 v/v) e em seguida
mantido em repouso por um dia em uma temperatura de 4 °C. Apos esse procedimento foi

seco em estufa a 45 °C até peso constante. O biossurfactante obtido foi expresso em g/L.

4.4.8 Construcao da curva de calibragio para determinacao da massa celular seca

Um volume de 50 mL obtido ap6s o processo de pré-fermentacao foi centrifugado a
7077 g a 4 °C durante 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida as células
foram lavadas com a mesma quantidade de agua destilada (50mL) e novamente foi
realizado a centrifugacdo nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi descartado
novamente e a massa celular imida foi suspensa em 50 mL de agua destilada e em seguida
foram realizadas diferentes diluicdes, para medi¢cdo da densidade Otica destas em
espectrofotometro (Bel photonics, modelo SP 1105) no comprimento de onda de 620nm.

Volumes de 10 mL de cada dilui¢ao foram adicionados em cadinhos de porcelana,
previamente secos em mufla a 550 °C, por 2 horas e pesados em balanga analitica, e em
seguida, foram colocados para secagem em estufa a 55 °C até peso constante.

A massa celular seca foi determinada por meio da subtracdo do peso dos cadinhos
com células e do peso destes limpos e secos, dividido pelo volume adicionado (10 mL). A
massa celular seca foi expressa em g/L. Construiu-se uma curva de calibracdo (Figura 7)

relacionando a absorbancia com a massa celular em g/L.
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Figura 7. Curva de calibragdo para determinagdo da biomassa.

4.4.9 Determinacio do crescimento microbiano

As células separadas no processo de centrifugacdo apds cada periodo de
fermentag@o foram suspensas em 50 mL de 4dgua destilada e o crescimento microbiano foi
determinado pela leitura em espectrofotometro a 620 nm (Bel photonics, modelo SP 1105).
Os valores da absorbancia foram correlacionados com a biomassa celular por meio da
curva de calibragdo da absorbancia versus massa celular (4.4.8). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.4.10 Potencial para biorremediacio

A capacidade de remocédo do dleo de fritura de solos contaminados foi determinada
saturando 60g de areia com 5 mL de 6leo. Por¢des de 20g desta areia contaminada foram
colocadas em placas de petri contendo solugdes aquosas de 10 mL do sobrenadante
contendo biossurfactante, este sobrenadante foi avaliado em diferentes diluicdes. Estas
placas permaneceram em repouso por 24 horas e submetidas a andlise macroscopica.

Porgdes de 20g de areia contaminada com 6leo foram colocadas com 10 mL de
diferentes solugdes do inodculo, incubadas a 30 °C por 24 horas. E submetidas a analise

macroscopica.
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Para a verificagdo de remocao do 6leo da dgua, foram colocados em tubos de ensaio
2 mL com diferentes solu¢des do inoculo juntamente com 2 mL de agua contaminada com
o 0leo de fritura e incubados a 30 °C por 24 horas. Por¢des de 2 mL do sobrenadante em
diferentes concentragdes do biossurfactante foram colocadas também, em tubos de ensaio
com 2 mL de 4gua contaminada com o6leo, agitadas em agitador de tubos em velocidade
maxima por 10 min e mantidas em repouso por 24 horas para andlise macroscopica em

temperatura ambiente. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variacao do pH

Foram realizadas fermentagdes em periodos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas para cada
concentragdo do substrato testado (1 a 5%) e analisada a variagdo do pH para cada
fermentacao.

Os resultados demonstraram que ocorreu uma variagdo do pH ao longo da
fermentagdo em relagdo ao pH inicial de 7,0 sendo esta mudanca diferente entre os
substratos e entre as concentragoes destes (Tabelas 2, 3, 4, 5 ¢ 6).

O declinio do pH em algumas concentracdes de substratos pode estar associado ao
catabolismo dos carboidratos que resulta na produgdo de acidos (FERREIRA 2007) que,
por sua vez, esta diretamente associada com o crescimento celular.

Foi observado para o substrato vinhaga e para algumas concentragdes dos demais
substratos um aumento do pH que pode ser explicado devido a secre¢do de substancias no

meio ou mesmo pela liberagdo de substancias em decorréncia a lise celular (Tabela 4).

Tabela 2: Variagdo do pH para as diferentes concentragdes de glicose utilizada pela
bactéria Bacillus pumilus durante a producao de biossurfactante nos periodos de

24,48, 72 e 96 horas de incubac¢do a 30 °C e 200 rpm.

Tempo de fermentacio

Variacio de pH para glicose

1% 2% 3% 4% 5%
24 h 6,33+0,03 6,2+0,07 6,03£0,03 597+0,01 6,01=+0,05
48 h 6,58 +£0,27 599+0,03 5,49+0,01 5,89+0,00 5,88+0,01
72 h 7,57+0,15 597+0,05 596+0,02 6,00=0,00 5,95+0,05
96 h 7,85+0,11 5,95+0,14 5,62+0,07 6,04+0,00 5,98+0,04

+: desvio padrio.
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Tabela 3. Variacdo do pH para as diferentes concentracdoes de sacarose utilizada pela

bactéria Bacillus pumilus durante a producao de biossurfactante nos periodos de

24,48, 72 e 96 horas de incubagdo a 30 °C e 200 rpm.

Tempo de Variacao de pH para sacarose

fermentacio 1% 2% 3% 4% 5%
24 h 6,39+0,02 6,36+0,10 6,41+0,00 6,35+0,00 6,40=+0,02
48 h 6,06 0,03 6,00+0,05 6,08+0,03 6,35+0,00 6,40+0,02
72 h 6,04 +0,03 6,11+0,04 6,16+0,01 6,30+0,01 6,27+0,03
96 h 594+0,07 597+0,05 6,31+0,09 6,30+£0,02 6,27+0,02

+: desvio padrio.

Tabela 4. Variagdo do pH para as diferentes concentragdes de vinhaga utilizada pela

bactéria Bacillus pumilus durante a producao de biossurfactante nos periodos de

24,48, 72 e 96 horas de incubagéo a 30 °C e¢ 200 rpm.

variagao de pH para vinhaga

Tempo de fermentagao 1% 2% 3% 4% 5%
24 h 8,22 + 0,14 8,46 + 0,11 8,24 + 0,03 8,31+ 0,04 8,24 + 0,04
48 h 8,70+ 0,16 8,86 + 0,04 8,85+ 0,07 8,80+ 0,14 8,55+0,13
72 h 8,57 £+ 0,28 9,04 + 0,06 8,88 + 0,05 9,12+ 0,10 8,87 + 0,06
96 h 8,87 £ 0,03 9,00 + 0,00 9,07 + 0,03 9,26 + 0,05 9,07+ 0,13

+: desvio padrao.

Tabela 5. Variagdo do pH para as diferentes concentragdes de oleo residual de fritura

utilizado pela bactéria Bacillus pumilus durante a producdo de biossurfactante

nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas de incubagao a 30 °C e 200 rpm.

variagao de pH para 6leo

Tempo de fermentagao 1% 2% 3% 4% 5%
24h 7,42 £ 0,07 7,27 £ 0,10 6,93+0,02 6,97+0,16 7,01+0,00
48 h 6,19 £ 0,03 6,50+0,07 6,84+0,25 7,02+0,04 7,07+0,02
72h 6,65+ 0,13 6,7 £ 0,04 6,95+0,20 6,82+0,07 6,97 £0,07
96 h 6,75 £ 0,07 6,98 £ 0,03 6,61+0,68 7,04 0,07 7,1+0,05

+: desvio padrio.
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Tabela 6. Variacdo do pH para as diferentes concentragdes de melago utilizado pela

bactéria Bacillus pumilus durante a producao de biossurfactante nos periodos de

24,48, 72 e 96 horas de incubagdo a 30 °C e 200 rpm.

Tempo de fermentacao

variagao de pH para melago

1% 2% 3% 4% 5%
24 h 6,07 £ 0,01 6,01+£0,04 590+001 6,77+0,04 6,72+0,04
48 h 765+0,05 758+037 591+002 6,62+0,05 6,71+0,05
72h 849+0,02 7,70+x025 7,500,113 6,88%+0,21 7,40+0,03
96 h 8,67 £ 0,01 7,72+0,10 7,43+023 6,25+x0,10 7,13+0,59

+: desvio padrao.

5.2 Tenséo superficial

A determinagdo da tensdo superficial foi realizada nos caldos fermentados apoés
serem centrifugados para separagdo das cé¢lulas do sobrenadante. Esta medi¢ao foi utilizada
como indicador qualitativo da produgdo de biossurfactante, quanto maior for a
concentragdo do tenso-ativo no meio maior serd a reducdo da tensdo superficial. Os
resultados obtidos de tensdo superficial para os substratos glicose, sacarose, vinhaga, 6leo
residual de fritura e melago estdo expressos nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12, respectivamente.
De acordo com estas € possivel observar que os valores da tensao superficial diferem entre
os substratos, concentragdo e tempo de fermentagao.

Utilizando glicose como fonte de carbono (Figura 8), na concentracdo de 5 % com
24 horas de fermentagdo obteve-se a maior redugio da tensdo superficial (37 mNm™) para
este substrato. De acordo com a literatura, os microrganismos para serem considerados
bons produtores de biossurfactantes devem reduzir a tensdo superficial do sobrenadante em
relacdo com a da agua abaixo de 40 mNm-' e em torno de 35 mNm-' (DESAI; BANAT,
1997; BATISTA et al., 2006). Este resultado encontrado com o substrato glicose indica
que a bactéria Bacillus pumilus produz um biossurfactante com grande poder redutor da
tensdo superficial.

De acordo com as Figura 9, o biossurfactante produzido com o substrato sacarose
apresentou uma maior reducdo da tensdo superficial em relagdo aos outros substratos. O
tenso-ativo produzido nesse meio foi capaz de reduzir a tensdo superficial em 32 mNm™ na
concentragdo de 4 em 96 horas ¢ 5 % em 72 horas de fermentagdo. Este resultado foi

melhor que o encontrado por Ghojavand e colaboradores 2008 utilizando sacarose como
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fonte de carbono, eles obtiveram uma redugdo de 35 mNm™ por um biossurfactante
produzido por um membro do grupo de Bacillus subtilis PTCC 1696 (Persian Type
Cultura Collection). Neste trabalho o biossurfactante produzido reduziu em 43,96 % a
tensdo superficial em relagio a da agua (72,8 mNm™).

Quando foi utilizada a vinhaga (Figura 10) como substrato para a produgdo de
biossurfactante o melhor tempo de fermentagdo foi 24 horas em 4 %, a tensdo superficial
alcancada foi de 45 mNm™. Este resultado foi melhor que o encontrado por Bento e
colaboradores (2003), onde o valor da tensdo superficial do biossurfactante produzido por
Bacillus pumilus, utilizando meio de cultura a base de sais e extrato de levedura como
fonte de carbono, foi de 49,5 mNm-.

O melhor valor obtido utilizando 6leo residual de fritura foi de 45 mNm™
encontrado na concentracdo de 2 % em 24 horas de fermentacdo ¢ 5 % em 48 horas e 96
horas de fermentacdo. Utilizando melago a melhor redugdo da tensdo superficial foi nas
concentracoes de 4 ¢ 5 % em 48, 72 ¢ 96 horas de fermentagdo no valor de 42 mNm™'. Este
resultado expressa uma menor reducdo da tensdo superficial quando comparado com dados
da literatura que indicam redug¢des da tensdo superficial do meio utilizando melaco e 6leo
residual de fritura em até 35 mNm™' e 33,5 mNm’ respectivamente, utilizando outros

microrganismos (JOSHI et al.,2008; LIMA, 2007).

Glicose
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Figura 8. Determinagdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentragdes de glicose durante 24, 48, 72, 96 horas de fermentacdo

utilizando a bactéria Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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Figura 9. Determinagdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentracdes de sacarose durante 24, 48, 72, 96 horas de fermentagdo

utilizando a bactéria Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.

Vinhaca
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Figura 10. Determinacdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentracoes de vinhaca durante 24, 48, 72, 96 horas de fermentacdo

utilizando a bactéria Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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Oleo residual de fritura
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Figura 11. Determinacdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentracdes de 6leo residual de fritura durante 24, 48, 72, 96 horas

de fermentacdo utilizando a bactéria Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200

rpm.
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Figura 12. Determinacdo da tensdo superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentragdes de melago durante 24, 48, 72, 96 horas de fermentagio

utilizando a bactéria Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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5.3 Indice de emulsificaciio

O indice de emulsificagdo ¢ uma andlise direta da presenca de biossurfactante no
caldo fermentado livre de células, sua presenca estd relacionada com altos indices de
emulsificagdo e estabilidade do emulsificado.

O caldo fermentado livre de células foi adicionado a tolueno na propor¢do de 3,5: 2
mL e misturado em agitador de tubos por 2 minutos. Foram realizadas leituras do indice de
emulsificacdo para o biossurfactante produzido apo6s 10 minutos, 24, 48, 72 e 96 horas de
fermentacao.

O biossurfactante produzido utilizando glicose, vinhaca e 6leo residual de fritura
como substratos apresentou emulsificagdo somente no momento da mistura tolueno e o
caldo fermentado, porém na primeira determinagdo no tempo de leitura de 10 minutos ndo
foi observada emulsificagdo, portanto este biossurfactante produzido foi incapaz de formar
uma emulsdo estavel, permanecendo inteiramente o volume de tolueno sobre o volume do
caldo de fermentac¢do, quer dizer houve separagdo de fases.

Este fato pode ser associado a baixa produgdo de biossurfactante, uma vez que
existe uma relacdo direta entre a concentracdo desse produto no meio e o indice de
emulsificacdo. Porém, na natureza a fonte de carbono pode ser limitante e influenciar no
tipo de polimero produzido (CALVO et al., 2008; GEORGIOU et al., 1992). Portanto, o
substrato pode ter interferido no tipo de biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus
pumilus e a atividade emulsificante deste.

A Figura 13 mostra a atividade emulsificante do biossurfactante produzido para os
substratos sacarose ¢ melaco.

Analisando somente os indices de emulsificacdo no tempo de 24 horas de leitura
(IE»4) apresentados na Tabela 7 os maiores valores foram verificados para as concentragdes
de 4% em 96 horas ¢ 5 % em 72 horas para o substrato sacarose, nestas mesmas
concentragdes foi encontrada a maior reducao da tensdo superficial.

De acordo com Sobrinho e colaboradores (2008), microrganismos que produzem
tenso-ativos se dividem em duas categorias: uma que produz biossurfactante com baixo
peso molecular, mas usualmente ndo sdo capazes de formar emulsdes estaveis e outro
grupo que produz polimeros que primariamente atuam como estabilizantes de emulsodes,

mas ndo afetam a tensdo superficial. Este trabalho sugere que a bactéria Bacillus pumilus
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poderia ser incluida na primeira categoria de microrganismos porque foi capaz de reduzir a

tensdo superficial, mas ndo foi capaz de formar emulsoes estaveis com tolueno (Figura 13).

(a) (b)
Figura 13. Emulsificacdo de tolueno adicionado ao caldo livre de células para a
determinagdo do indice de emulsificagdo para o biossurfactante produzido

com sacarose (a), ¢ melago (b).

A Tabela 8 mostra os resultados do indice de emulsificacdo utilizando melago
como substrato. O IE,4 foi maior na concentracdo de 1 ¢ 2 % em 96 horas de fermentagdo,
diferentemente onde foi observada a maior reducdo da tensdo superficial. De um modo
geral o que se observou foi que o indice de emulsificagdo diminuiu com o decorrer do
tempo, porém alguns indices se mantiveram de uma leitura para outra apds 24 horas de

repouso.
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Tabela 7. Determinacdo do indice de emulsificacdo nos caldos livres de células obtidos
durante 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacdo com a bactéria Bacillus pumilus

incubada a 30 °C e 200 rpm utilizando sacarose como substrato.

indice de emulsificagédo (%) com 24 horas de produgio

Concentracao de sacarose (%) t (10 min) t(24h) t(48h) T(72h) t(96h)
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 14,130 0,00 0,00 0,00 0,00
5 25,000 0,00 0,00 0,00 0,00

indice de emulsificagdo (%) com 48 horas de produgio

Concentragao de sacarose (%) t (10 min) t(24 h) t(48h) T(72h) t(96 h)
1 2500+0 0,00 0,00 0,00 0,00
2 26,66 + 1,44 0,00 0,00 0,00 0,00
3 15+ 3,53 10,00 £ 3,53 0,00 0,00 0,00
4 30,00+ 0 10,83 + 3,81 833+0 750 0,00
5 22,50 + 2,53 10,95+ 0 10,00£0 0,00 0,00

indice de emulsificagio (%) com 72 horas de produgio

Concentracao de sacarose (%) T (10 min) t (24 h) t (48 h) t(72h) t(96 h)
1 34,16 £1,75 17500 12,500 125+0 12500
2 37,500 1250+ 0 500+ 0 0,00 0,00
3 25,000 12,50+ 0 1250+0 7500 0,00
4 29,16+2,81 18,33+1,70 1500+288 7,50+0 2500
5 30,00+ 0 18,40+ 0 10,000 3,75%0 0,00

indice de emulsificagéo (%) com 96 horas de produgio

Concentragao de sacarose
(%) t (10 min) t(24 h) t (48 h) t (72 h) t (96 h)

1 25,000 25000 12,500 750+0 750+0
2 25,000 25000 20,00x0 1250%0 750+0
3 32,500 2550+0 20,000 1250%0 12,50 £ 0
4 33,30+1,44 2583+x0 23330 1833+x0 8,75+1,76
5 3750+0 2500+1,76 1750+x0 10,00+1,76 2,550+0

+: desvio padrdo.
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Tabela 8. Determinagdo do indice de emulsificagdo nos caldos livres de células obtidos
durante 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacdo com a bactéria Bacillus pumilus

incubada a 30 °C e 200 rpm utilizando melago como substrato.

indice de emulsificagio (%) com 24 horas de produgio

Concentracio de melaco (%) t (10 min) t (24 h) t (48 h) t(72 h) t (96 h)

3250x0 27,50+x3 23,75+1,7 2250+3 22,00+1,7

3250+2 2500+x0 2750+x3 27503 26,250

3250+0 30,000 30,00x0 27503 25000
36,25+1,7 11,26+1,7 5,000 2500 2500
38,33+£1,7 11,25+1,7 2250+25 2125+1,7 1750%0

A bHh ON =

indice de emulsificagédo (%) com 48 horas de produgio

Concentracao de melago (%) t (10 min) t (24 h) t (48 h) t (72 h) t (96 h)

2500+0 3,75+17 2500 0,00 0,00
25005 7500 5000 500+0 2500
37,50+0 33,705 21205 1250+0 12500
37,50+0 116+14 9,16x14 750+0 500+0
3500+35 25%0 12,00+0 1160+14 11,002

A b ON -

indice de emulsificagdo (%) com 72 horas de produgio

Concentracao de melago (%) t (10 min) t(24 h) t (48 h) t(72 h) t (96 h)

42,50+ 0 10,000 500+x0 250x0 2500
32,26+1,7 2750+35 26,20+5 25003 25000
250025 5000 2500 250+x0 2500

3750+0 87517 5000 1750x0 8,75+17
2416+14 1000+0 3,30+x14 250+0 250+*0

A ON=-

indice de emulsificagio (%) com 96 horas de produgao

Concentracao de melaco (%) t (10 min) t (24 h) t (48 h) t(72 h) t (96 h)

40,83+3 33,7517 30,002 29,00+1,7 28,75+1,7
40,000 33,75+5 33,00+0 23,7517 225+3
37,50+0 31,20+1,7 25000 2500+0 24,00+3
3583+14 13,30+1,4 11,25+x1,7 10,00x0 750+0
2500+0 10,00x3 12,50+x0 12,500 2500

AP WON-

+: desvio padrao.

5.4 Concentracao Micelar Critica (CMC)

A concentragdo micelar critica (CMC) foi determinada pela dilui¢do do caldo de
fermentagdo livre de células e foi expressa pela medicdo da tensdo superficial em funcgao

da concentragdo de biossurfactante. Nas Figuras 14, 15, 16, 17 e 18 estdo expressas a CMC
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do biossurfactante produzido com os substratos glicose, sacarose, vinhaca, 6leo residual de
fritura e melago respectivamente.

A CMC ¢ usada como um indice para avaliar a atividade do surfactante (FOX;
BALA 2000). De acordo com Mulligan e colaboradores (2001) a eficiéncia do
biossurfactante ¢ medida por meio da CMC e esta varia de 0,001 a 2 g/L. Como indicado
nas Figuras o biossurfactante produzido em todos os substratos apresentou uma CMC
abaixo de 2 g/L, indicando ser eficiente.

Quanto mais baixo for a CMC melhor é o biossurfactante (CHRISTOFI; IVSHINA,
2002), nestes resultados obtidos o valor mais baixo (0,2-0,3 g/L) foi encontrado quando
utilizado o substrato 6leo residual de fritura. Porém este biossurfactante demonstrou ser
menos eficiente na capacidade emulsificante e apresentou uma baixa reducdo da tensdo
superficial quando comparado com a fermentagdo dos demais substratos; isto se deve a que

o tipo de biossurfactante produzido ¢ influenciado pelo substrato.

80 -
70 %o
60 | o
50 - ¢ .
40 |
30 |
20
10 -

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

Concentragao de glicose (g/L)

Tenséo superficial (mN/m)

Figura 14. Determinacdo da concentragdo micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizada glicose como substrato pela bactéria Bacillus pumilus

durante 24, 48, 72 ¢ 96 horas de fermentacdo incubada a 30 °C e 200 rpm.
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Figura 15. Determinacdo da concentra¢do micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizada sacarose como substrato pela bactéria Bacillus

pumilus durante 24, 48, 72 e 96 horas de fermentagdo incubada a 30 °C e 200
rpm.
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Figura 16. Determinacdo da concentragdo micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizada vinhaca como substrato pela bactéria Bacillus

pumilus durante 24, 48, 72 ¢ 96 horas de fermentagdo incubada a 30 °C e 200
rpm.
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Figura 17. Determinacdo da concentragdo micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizado 6leo residual de fritura como substrato pela bactéria
Bacillus pumilus durante 24, 48, 72 e 96 horas de fermentagdo incubada a 30 °C
e 200 rpm.
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Figura 18. Determinacdo da concentragdo micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizado melago como substrato pela bactéria Bacillus

pumilus durante 24, 48, 72 ¢ 96 horas de fermentagdo incubada a 30 °C e 200
rpm.

5.5 Separacao do biossurfactante

Um volume de 30 mL do sobrenadante livre de células resultante da centrifugagdo

foi utilizado para quantificar a producdo do biossurfactante em g/L, por meio da
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precipitacdo com etanol absoluto e secagem a estufa a vacuo até peso constante. As
Figuras 19, 20, 21, 22 e 23 apresentam os resultados obtidos da producdo de
biossurfactante relacionando estes com os resultados da tensdo superficial relatados no
item 5.2.

Em um trabalho realizado por Nayak; Vijaykuma; Karegoudar (2009) verificou-se
que Pseudoxanthomonas spp. foi capaz de produzir 0,15 g/L de biossurfactante utilizando
a glicose como fonte de carbono. Neste trabalho a bactéria Bacillus pumilus, produziu
17,83 g/L e 17,67 g/L na concentragdo de 5% de glicose nos tempos de 24 ¢ 72 horas de

fermentag@o, respectivamente (Figura 19).

B Biossurfactante - 24 h
[ Biossurfactante - 48 h
B Biossurfactante - 72 h
I Biossurfactante - 96 h
—4&— Tensdo superficial - 24 h
Tensao superficial - 48 h
—*— Tensao superficial - 72 h

—o— Tensdo superficial - 96 h

Tensdo superficial (mN/m)

1 2 3 4 5

Concentracao de Glicose (%)

Figura 19. Relagdo da produgdo de biossurfactante (g/L) e da tensdo superficial (mN/m)
durante a fermentagdo de 24, 48, 72 e 96 horas, nas diferentes concentrac¢des de

glicose utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.

Para o substrato sacarose, a maior produgdo de biossurfactante (26,83 g/L), ocorreu
no tempo de fermentacdo de 96 horas na concentragcdo de 4% onde foi observado o menor
valor de tensdo superficial e o melhor indice de emulsifica¢do. Para 2% e 3% de sacarose o
melhor tempo de produgdo foi de 24 horas, esse resultado ¢ bastante relevante uma vez que
concentragcdes baixas de sacarose foram capazes de estimular em um curto periodo de
tempo uma producdo relativamente alta quando comparada com a maior produgdo

encontrada (Figura 20).
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I Biossurfactante - 24 h
™ Biossurfactante - 48 h
B Biossurfactante - 72 h
I Biossurfactante - 96 h

—&— Tensao superficial - 24 h
Tensdo superficial - 48 h
—*— Tensao superficial - 72 h

—e— Tensao superficial - 96 h

Figura 20. Relacdo da producdo de biossurfactante e da tensdo superficial durante a

fermentagdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes concentragdes de sacarose

utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C ¢ 200 rpm.

De acordo com a Figura 21 a maior produgdo de biossurfactante ocorreu utilizando

o substrato vinhaga na concentra¢do de 5 % em 48 e 24 horas de fermentagdo, 27,7 g/LL e

20,4 g/L, respectivamente.

'\‘ﬂ

1 2 3 4 5

Concentracdo de Vinhaca (%)

Tensdo superficial

(mN/m)

I Biossurfactante -
[ Biossurfactante -
[ Biossurfactante -

Il Biossurfactante -

24h
48 h
72h
96 h

—a— Tensdo superficial - 24 h
Tensao superficial - 48 h
—%— Tensdo superficial - 72 h

—e— Tensdo superficial - 96 h

Figura 21. Relacdo da producdo de biossurfactante e da tensdo superficial durante a

fermentagdo de 24, 48, 72 ¢ 96 horas nas diferentes concentra¢des de vinhaga

utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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Na fermentacdo com o substrato 6leo residual de fritura pode-se observar na Figura
22 uma maior producdo de biossurfactante na concentragdo de 5 e 3 % em 96 horas de
fermentagdo, 5,7 g/L e 5,21 g/L, respectivamente. Este resultado ¢ melhor que o
encontrado por Haba e colaboradores (2000) que utilizando 2 e 4 % de 6leo residual de
fritura obtiveram uma produc¢do de 1,4 g/ de um biossurfactante produzido por

Pseudomonas spp.

I Biossurfactante - 24 h
= Biossurfactante - 48 h
I Biossurfactante - 72 h
I Biossurfactante - 96 h

(g/L)

(mN/m)

—a— Tensao superficial - 24 h

Tensdo superficial

Tensao superficial - 48 h

1 2 3 4 5 —*— Tensdo superficial - 72 h

—e— Tensao superficial - 96 h

Concentracio de Oleo (%)

Figura 22. Relagdo da produgdo de biossurfactante e da tensdo superficial durante a
fermentagao de 24, 48, 72 ¢ 96 horas nas diferentes concentracdoes de oleo

residual de fritura utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.

Na Figura 23 esta expresso o resultado para o substrato melago, a maior produgdo
foi na concentracdo de 5 % em 48 horas de fermentacdo (27 g/L). Esta mesma
concentracdo também foi encontrada por Joshi e colaboradores (2008) para maior
producdo de biossurfactante em 72 horas por Bacillus subtilis (26,20 g/L).

Nas fermenta¢des onde foi observada maior produgdo de biossurfactante também
foi observada maior redugdo da tensdo superficial, porém o mesmo ndo ocorreu em todas
as concentragdes. Alguns autores também relatam que nem sempre os menores valores de
tensdo superficial foram os maiores valores da concentracdo de biossurfactante presente no
meio indicando a importancia de quantificar a produg@o em cada concentragdo de substrato
¢ em cada periodo de fermentagdo testado (GOLVEIA et al., 2003).

Os resultados demonstraram que o periodo de fermentacdo para ocorrer maior

producdo de biossurfactante foi diferente entre as concentracdes testadas em todos os
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substratos, este fato sugere que a producdo foi diretamente influenciada pela composicao,
concentragdo dos componentes do meio e variagdo do pH, o que indica que o
microrganismo se comportou de forma diferente em cada condigdo testada. Algumas
concentragdes tiveram a melhor producdo em 96 horas de fermentagao, talvez porque neste
tempo ocorreu uma escassez de alguns nutrientes essenciais desencadeando a produgdo de

metabolitos secundarios (OCHI, 2007).

= B Biossurfactante - 24 h
%:_’-‘) _ | Biossurfactante - 48 h
qé- § B Biossurfactante - 72 h
2 E |MEM Biossurfactante - 96 h
§ —a— Tensao superficial - 24 h
= Tensdo superficial - 48 h
—*— Tensao superficial - 72 h
1 2 3 4 5 . i
—o— Tensao superficial - 96 h

Concentracio de Melaco (%)

Figura 23. Relagcdo da produgdo de biossurfactante e da tensdo superficial durante a
fermentagdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes concentra¢des melaco

utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.

5.6 Determinacgio da biomassa

A biomassa foi relacionada com a massa celular seca utilizando uma curva de
calibrag@o previamente determinada.

Nos resultados encontrados a biomassa ndo esta diretamente relacionada com a
producdo de biossurfactante em todos os substratos (Figuras 24, 25, 26, 27 e 28). Este
mesmo resultado é similar ao encontrado por Ubeda (2004), em estudos com Kocuria
rhizophila no qual a producdo de biossurfactante aconteceu independente do crescimento
celular em meio contendo 6leo de soja; e por Nitschke e Pastore (2006) utilizando Bacillus

subtilis utilizando manipueira como substrato.
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Verifica-se que para cada concentracdo houve um crescimento celular diferente, e
que nas condi¢des onde foi encontrada maior producdo a biomassa foi baixa. Este mesmo
resultado foi encontrado por Sobrinho e colaboradores (2008) utilizando a levedura
Candida sphaerica. Isto pode ter ocorrido pela influéncia das diferentes concentracdes do
substrato, pH e componentes do meio que podem ter provocado no microrganismo um
mecanismo de defesa fazendo aumentar ou inibir a concentracdo de biossurfactante, além

de poder levar a producdo de outros compostos que ndo o esperado.

18.00 - I Massa celular seca - 24 h
16,00 - I Massa celular seca - 48 h
14,00 |
12,00 - B Massa celular seca - 72 h
3 10,00 -
@ 8,00 I Massa celular seca - 96 h
6,00 ; -
400 —&— Biossurfactante - 24 h
2,00 —— Biossurfactante - 48 h
0,00 -
1 2 3 4 5 —&— Biossurfactante - 72 h
Concentracio de Glicose (%) —l- Biossurfactante - 96 h

Figura 24. Relagdo entre a produgdo de biossurfactante e massa celular seca durante os
periodos de fermentacdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes concentragdes

de glicose utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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27,00 I Massa celular seca - 48 h
24,00 | B Massa celular seca - 72 h
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T 1200 —— Biossurfactante - 48 h
Z:gg : —&— Biossurfactante - 72 h
3,00 —¢— Biossurfactante - 96 h
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Figura 25. Relacdo entre a producdo de biossurfactante e a massa celular seca durante os
periodos de fermentacdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes concentragdes

de sacarose utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.

I Massa celular seca - 24 h
B Massa celular seca - 48 h
B Massa celular seca - 72 h
B Massa celular seca - 96 h
—&— Biossurfactante - 24 h
—— Biossurfactante - 48 h
—&— Biossurfactante - 72 h
Biossurfactante - 96 h

(g/L)

1 2 3 4 5

Concentracdo de Vinhaca (%)

Figura 26. Relagdo entre a producdo de biossurfactante e a massa celular seca durante os
periodos de fermentacdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes concentragdes

de vinhaga utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C ¢ 200 rpm.
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Figura 27. Relagdo entre a producdo de biossurfactante e a massa celular seca durante os

periodos de fermentagdo de 24, 48, 72 ¢ 96 horas nas diferentes concentragdes

de 6leo residual de fritura utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e

200 rpm.
30,00 - B Massa celular seca - 24 h
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Figura 28. Relacdo entre a producdo de biossurfactante e a massa celular seca durante os

periodos de fermentagdo de 24, 48, 72 ¢ 96 horas nas diferentes concentragdes

de melago utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e 200 rpm.
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5.7 Determinacao da atividade emulsificante

Para a determinacdo da atividade emulsificante foi escolhida a sacarose porque o
biossurfactante produzido utilizando este substrato foi um bom redutor da tensdo
superficial. Foi utilizado o caldo livre de células com tolueno na proporc¢ao 3,5:2 e esta
mistura foi agitada por 2 minutos e lida em espectrofotdmetro a 620 nm.

Na Tabela 9 estdo os resultados obtidos. De acordo com esta é possivel verificar
que o maior ¢ menor valor de atividade emulsificante encontrado foi proporcional a maior
e menor producdo de biossurfactante, 26,83 g/L e 2,51 g/L, respectivamente.

Quanto maior a densidade Otica maior ¢ a atividade emulsificante. Lang (2002)
realizou um trabalho no qual o emulsan atingiu um valor de atividade emulsificante de
2,44 a 600nm. Neste trabalho foi encontrado resultado superior (2,70) inferindo ter o

biossurfactante produzido uma boa atividade emulsificante.

Tabela 9. Determinacdo da atividade emulsificante no sobrenadante livre de células a 620
nm nos periodos de fermentagdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas diferentes

concentragcdes de sacarose utilizadas por Bacillus pumilus incubada a 30 °C e

200 rpm.
Sacarose
Concentracao (%) 24 h 48 h 72 h 96 h
1 1,56 1,70 1,75 1,93
2 1,90 1,90 2,50 2,05
3 2,46 1,66 2,25 2,30
4 1.95 1,43 2,00 2,70
5 2,20 1,65 2,55 2,24

5.8 Determinacio da atividade antimicrobiana

A partir dos parametros de produ¢@o analisados, o biossurfactante produzido pelo
substrato sacarose foi escolhido para o teste antimicrobiano porque este apresentou a maior
reducio da tensdo superficial (32 mNm™). Os ensaios foram realizados seguindo o método
de disco difusdo (item 4.4.6). Foi analisada a capacidade de inibigdo frente
as Dbactérias: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus

thuringiensis, Salmonella enteritidis, Zymomonas mobilis, Azotobacter vinelandi,
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Escherichia coli; e contra as leveduras: Rhodotorula rubra, Candida tropicalis,
Sporobolomyces roseus.

Neste trabalho nenhum halo de inibi¢ao foi observado em todos os microrganismos
testados indicando que o biossurfactante produzido ndo possui atividade antimicrobiana
sobre estes. Este resultado obtido contrasta com os resultados observados por Cao e
colaboradores (2009), no qual o biossurfactante produzido por Bacillus natoo TK-1
apresentou atividade antibacteriana e antifingica.

O fato do biossurfactante obtido nesse trabalho ndo apresentar atividade
antimicrobiana pode estar associado com o grau de pureza deste, uma vez que, foi testado
o composto bruto podendo haver algum fator limitante na a¢do do tenso-ativo. Outra
possivel explicacdo pode estar relacionado ao grau de difusdo do tenso-ativo no meio de
cultura, podendo ter sido baixo impedindo a formag¢do de um halo de inibi¢cdo pelos

microrganismos testados.

5.9 Avaliacio do potencial para biorremediacio

O potencial para biorremediacdo foi avaliado mediante a degradagdo do o6leo
residual de fritura (item 4.4.10). Neste experimento foi utilizado o sobrenadante
proveniente da fermentagdo com sacarose no melhor parametro de producdo, 4% em 96
horas, onde foi observada a maior reducao da tensdo superficial e uma producio elevada de
biossurfactante (26,83 g/L).

A Figura 29 mostra a analise macroscopica realizada com o sobrenadante para
remogdo do 6leo residual de fritura da areia. E possivel observar que existe um potencial
para remoc¢do do oleo residual de fritura da areia, uma vez que, o material demonstrou
fluidez apos 24 horas escorrendo o 6leo pela placa de petri. Resultado semelhante foi
encontrado por Whang e colaboradores (2008) para remocdo de oleo diesel de areia

utilizando o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis.
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Figura 29. Analise macroscopica do potencial de degradagdo do 6leo residual de fritura na
presencga do caldo fermentado livre de células proveniente da fermentagcdo com
sacarose na concentracdo de 4 % em 96 horas pela bactéria Bacillus pumilus a

30 °C em 200 rpm.

Foram realizadas as dilui¢gdes 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5, até a diluicdo 1:3 foi observada
degradagdo do oleo residual presente na areia, nas demais concentragdes o oOleo
permaneceu preso a areia indicando ndo haver remogao.

Na remocdo do Oleo residual de fritura da 4agua ndo foi observado
macroscopicamente nenhum resultado permanecendo a coluna de 6leo sobre a agua em
todas as condigdes testadas, este resultado contrasta o encontrado por Whang e
colaboradores em 2008.

Segundo Pir6llo (2006), a biodegradacdo ¢ um processo complexo que depende da
natureza ¢ da quantidade de 6leo ou hidrocarbonetos presentes, além disso, o crescimento
de microrganismos sobre 6leos ¢ um problema, pois estes sdo imisciveis em agua. Neste
trabalho ndo foi observado nenhum resultado visivel quando utilizado o indculo bacteriano
nas misturas areia-6leo e agua-oleo, talvez porque nas condi¢des do experimento a bactéria

Bacillus pumilus ndo encontrou condi¢des adequadas para degradar o substrato.
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6. CONCLUSOES

A bactéria Bacillus pumilus demonstrou ser um microrganismo capaz de produzir
biossurfactante utilizando glicose, sacarose, vinhaga, 6leo residual de fritura e melago
como fontes de carbono.

A producdo de biossurfactante foi diferente em cada substrato e concentracio
testada. A maior produgdo de biossurfactante (26,83 g/L.) ocorreu utilizando o substrato
sacarose onde também foi observada a maior redu¢@o da tensao superficial (32 mNm™). O
melhor parametro de producdo foi na concentragdo de 4% em 96 horas de incubacdo,
porém, em concentragdes menores obteve-se uma quantidade relativamente alta de
biossurfactante em um curto periodo de tempo (16,4 g/L, na concentragdo de 2% em 24
horas de fermentag2o).

O biossurfactante produzido com todos os substratos demonstrou ser eficiente, uma
vez que, foi capaz de reduzir a tensdo superficial e apresentou baixos valores de CMC
(menores que 2g/L).

Dos substratos testados, apenas sacarose ¢ melagco produziram um biossurfactante
capaz de formar emulsdes estaveis.

O biossurfactante obtido com sacarose ndo apresentou atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos testados.

O biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus pumilus mostrou potencial para

aplicagdo em desastres ecologicos.
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