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RESUMO - Recentemente, tém-se dado grande énfase aos impactos ambientais
causados pelos surfactantes quimicos. Os compostos de origem microbiana que
exibem propriedades surfactantes, isto €, diminuem a tensdo superficial e
possuem alta capacidade emulsificante, sdo denominados biossurfactantes e
consistem em metabdlicos microbianos. A aplicabilidade de biossurfactantes em
biorremediacdo e diversos setores industriais dependem da estabilidade de suas
propriedades funcionais. Os objetivos deste estudo foram avaliar a estabilidade
das acGes tensoativa e emulsificante do biossurfactante produzido pela cepa
ICA56, frente as variacdes ambientais de pH, temperatura e forca idnica. As
propriedades emulsificante e tensoativa do bioproduto produzido no cultivo da
cepa ICA56 mostraram-se estaveis e eficientes frente as variacbes de pH,
temperatura e forca ibnica, mostrando sua aplicabilidade. Dentre as condigdes
avaliadas, o pH mostrou-se 0 que mais apresentou efeito sobre as propriedades
do biossurfactante. Este bioproduto foi ainda efetivo como tensoativo e
emulsificante, mas com eficiéncia reduzida para pH inferior a 4.

1. INTRODUCAO

Biossurfactantes constituem uma série de espécies quimicas com propriedades
tensoativas similares aos surfactantes quimicos. Sado produzidos extracelularmente ou
como parte da membrana celular de bactérias, leveduras e fungos e apresentam algumas
vantagens em relagdo aos surfactantes quimicos: baixa toxidade, aceitabilidade
ambiental, biodegradabilidade no solo e na agua, possibilidade de producéo por fontes
renovaveis, alem de tolerancia a condigdes extremas de temperatura, pH e forca ionica,
e serem biodegradaveis no solo e na dgua. Os biossurfactantes sdao mais eficientes do
que os surfactantes sinteticos, pois produzem menor tensdo superficial em menores
concentragdes de tensoativo (AL-BHARY et al. 2013; REIS et al. 2013).

O potencial de aplicagdo dos biossurfactantes é baseado em suas propriedades
funcionais, que incluem emulsificacdo, separacédo, solubilizacdo, inibicdo de corrosao,
agente quelante, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial.
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Estas propriedades funcionais de cada biossurfactante podem variar dependendo do
meio de cultivo e micro-organismo utilizados, bem como das condi¢des operacionais,
tais como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo do sistema reacional (REIS et al. 2013).
A aplicabilidade de um biossurfactante depende da sua estabilida de propriedades
funcionais frente variacbes de condigfes ambientais. Segundo Vaz et al. (2012), os
biossurfactantes apresentam propriedades que os caracterizam como potenciais insumos
em diversos setores e processos industriais. Estes processos estdo normalmente
associados a condicgdes extremas (tais como pH, temperatura ou salinidade), sendo entéo
necessaria uma avaliacdo da estabilidade desses biossurfactantes frente a essas
condigdes. Alguns campos de aplicacdo dos biossurfactantes dependem estritamente que
suas propriedades funcionais permanecam praticamente inalteradas frente as variagdes
ambientais em que esta sujeito, tais como temperatura, pH e concentracéo salina.

Dentro deste panorama, o presente trabalho tem como objetivo avaliar as
propriedades funcionais, tais como emulsificante e tensoativa, do biossurfactante
produzido pela cepa ICA56 frente a variacdes de pH, concentracdo salina e temperatura.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo e meio de estoque

A cepa ICA56 foi previamente isolada de manguezal no municipio de lcapui
(Barra Grande) no estado do Ceara. Este micro-organismo foi apresentado como
potencial produtor de biossurfactante por Lima (2013), por intermédio da identificacdo
do gene sfp, responsavel pela producdo de surfactina, através de técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Esta linhagem pertence a colecdo de bactérias do
Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard e foi gentilmente cedida
para a realizacdo do presente estudo. A linhagem foi mantida em meio APGE
(Agar/peptona/glicose/extrato de levedura) e repicada a cada 30 dias.

2.2 Producéo e obtencgao do biossurfactante bruto

A cepa ICA56 foi cultivada em meio mineral (BARRETO, 2011) contendo
glicose (10,0 g.L™*) como fonte de carbono e sulfato de amdnio (1,0 g.L™) como fonte
de nitrogénio. Para a realizacdo dos ensaios, adicionou-se (10% de in6culo) ao meio de
cultivo, para um volume final de fermentacdo de 100 mL. O ensaio foi realizado em
agitador orbital a 30°C e 180 rpm, durante 48 horas. Ap6s o periodo de cultivo, a
biomassa foi removida por centrifugacdo a 10000 g, a 4°C por 15 minutos e o
sobrenadante foi acidificado para pH 2,0 com HCI 3M. A solugdo resultante
permaneceu em repouso por aproximadamente 24 horas (4°C) para que ocorresse a
precipitacdo do biossurfactante. O extrato rico em biossurfactante foi centrifugado
(10000 g, a 4°C por 15 minutos) e o precipitado obtido foi conduzido para estufa de
secagem (50 °C, por 24 horas), fornecendo assim o biossurfactante bruto (PERREIRA
et al. 2013).

2.3 Caracterizacdo das propriedades funcionais do biossurfactante

produzido pela cepa ICA56 em meio mineral
Tensdo superficial e interfacial: Utilizou-se Tensiémetro Kriss, modelo K6, de
acordo com o método descrito por Costa et al. (2006).
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indice de emulsificacio:O indice de emulsificacio foi determinado de acordo com
a metodologia proposta por Wei et al. (2005). As fontes hidrofébicas utilizadas na
formulagdo da emulsdo foram dleo de soja e dleo de motor SAE 15W-40. Analisou-se a
estabilidade da emulsdo formada em periodo de 24 horas.

2.4 Estabilidade frente variacoes de pH, temperatura e concentracoes

salinas

A avaliacdo da estabilidade das propriedades tensoativas e emulsificantes do
biossurfactante bruto foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Aparna et
al. (2012). Foram preparadas solucdes do biossurfactante bruto (0,35 mg.mL™) e entdo
expostas as variadas de condicdes de pH (2, 4, 6, 8, 10 e 12), temperatura (4, 25, 50, 75,
100 e 121 °C, por 30 minutos de exposicdo em mufla) e concentragdes salinas (0; 2,5; 5,
10, 15 e 20% m/v de NaCl). Posteriormente foram avaliados o indice de emulsificacao
(E24), utilizando 6leo de motor e 6leo de soja, bem como as tensdes superficiais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 17 apresenta o efeito da variacdo do pH nas propriedades tensoativas e
emulsificantes do biossurfactante produzido pela cepa ICA56.

—m— Tensao Superficial —e—E_ - Oleo de motor E,, - Oleo de soja
70 80
~ 470
< 60 /

£ ¢
> |
E ] |
= - 60
S 50 T
t s
g - } S
A ] - %
n 50
S 40
[
P .

7\. - 40

—, .
30 - - —
T T T T T T T T T T T 30
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 1 — Efeito da variacdo do pH no indice de Emulsificacdo(E,s) na emulsdo
formada em 6leo de motor (e) e 6leo de soja (A) e na atividade superficial (m) no
biossurfactante produzido pelo cultivo da cepa ICA56 em meio mineral.

Observa-se na Figura 1 que o biossurfactante produzido apresentou menor valores
de tensdo superficial e maiores resultados de indice de emulsificacdo na faixa de pH de
6,0 a 10,0. No pH 8,0 o biossurfactante foi capaz de reduzir a tensdo superficial da agua
de 72 para 31 mN.m™, representando um reducdo de aproximadamente 57%. Este
resultado nesta faixa de pH era esperado, tendo em vista as caracteristicas do
biossurfactante produzido, pois em pH mais proximos a neutralidade (pH 7,0), a
surfactina permanece solubilizada em solugédo, mantendo suas propriedades tensoativas
e emulsificantes. Apesar de que na faixa mais proxima da neutralidade, em todos os
valores de pH estudados, a tenséo superficial, permaneceu inferior a 37 mN.m™.
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Quando se avaliou o indice de emulsificacdo frente a 6leo de motor, observou-se
que em todas as faixas de pH analisados, os valores de E,4 foram superiores a 50 %,
indicando a eficiéncia do tensoativo produzido. Este resultado de estabilidade na
emulsdo formada também foi observado quando se utilizou 6leo de soja, exceto para 0s
pH de 2,0 e 4,0.

Valores consideravelmente &cidos do meio causam a precipitacdo da surfactina,
causando possivel perda desse produto. Devido a presenca dos acidos glutdmico e
aspartico (aminoacidos) na estrutura da surfactina, o contato com HCI, ou outro &cido,
causa a protonacao da cadeia lateral destes aminoécidos, tornando a surfactina insolavel
em meio aquoso (GUDINA et al. 2010). Valores acentuadamente acidos de pH podem
causar alteracBes nas forcgas eletrostaticas envolvidas na formagde de emulsdes, o que
pode acarretar a coaleséncia (separagdo) das fases envolvidas.

A variacdo do pH no meio pode também afetar a estrutura e o tamanho das
micelas formadas entre o biossurfactante e o sistema agua-6leo. Knoblich et al. (1995)
observaram que a varia¢ao do pH alterou o tamanho e o formato das micelas produzidas
pela surfactina. Nos valores de pH mais proximos a neutralidade, a micela apresenta
uma estrutura globular e e elipsoidal. J& em condi¢fes mais alcalinas, a estrutura
passava para um formato globular e clindrico e com tamanho maior do que em pH mais
acidos ou neutros. Um tamanho de micela maior pode agregar uma maior quatidade
material de um sistema agua-oleo.

Os resultados de estabilidade do biossurfactante, frente a variagcdes de pH, foram
semelhantes aos reportados por Al-Bahry et al. (2013) e Al-Wahaibi et al. (2013).

A fim de se analisar o efeito da temperatura nas propriedades tensoativas e
emulsificantes do biossurfactante em estudo, aliquotas de solucdo do biossurfactante
bruto foram expostos a diferentes temperaturas (4, 25, 50, 75, 100 e 121 °C) por 30
minutos. A Figura 2 apresenta o efeito da variacdo da temperatura no indice de
emulsificacdo (Ez4) na emulsdo formada em 6leo de motor e 6leo de soja, e na tenséo
superficial de solucdo rica em biossurfactante bruto.
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Figura 2 — Efeito da variacio da temperatura no Indice de Emulsificacio(E24) na
emuls&@o formada em 6leo de motor (e) e 6leo de soja (A) e na atividade superficial (m)
no biossurfactante produzido pelo cultivo da cepa ICA56 em meio mineral.
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A Figura 2 mostra que apesar do tratamento térmico na solucdo rica em
biossurfactante bruto, tanto as propriedades tensoativas como emulsificantes nao
apresentaram mudangas significativas nas temperaturas de 4 a 120 °C.

A tensdo superficial da solucéo de biossurfactante permaneceu na faixa entre 31 e
33 mN.m™, mostrando a estabilidade da atividade superficial do tensoativo produzido
frente as variacGes de temperaturas analisadas. As emulsdes analisadas em Oleo de
motor e dleo de soja também apresentaram estabilidade apresentando valores de indice
de emulsificacdo entre 60 e 75% para a faixa de temperatura analisada.

Diversos estudos confirmam a estabilidade das propriedades dos biossurfactantes
quando submetidos a condicdes extremas de temperatura. Joshi et al. (2008) reportaram
que os biossurfactantes produzido por 4 cepas de Bacillus sp. permaneceram com suas
propriedades estaveis, quando submetidos a 80 °C durante nove dias. Vaz et al. (2012)
também observaram a estabilidade do biossurfactante produzido por cepas de Bacillus
sp., isolada de ambiente contaminado com petroleo, quando submetidos a condicdes
extremas de temperatura.

Segundo Khopade et al. (2012), a estabilidade térmica de um biossurfactante € um
resultado interessante no que se relaciona a aplicabilidade de um produto. Em alguns
setores industriais a estabilidade térmica é um fator crucial, tais como nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica, em que ha necessidade de estilizacdo de certos
produtos por tratamento térmico.

O efeito da adicdo de NaCl (a de 0 a 20 % m/v) a uma solugdo rica em
biossurfactante também foi analisado, em termos de tensdo superficial e indice de
emulsificacdo. A Figura 3 apresenta os resultados deste estudo.
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Figura 3 — Efeito da variacdo da forca ibnica no indice de Emulsificacio(E,s) na
emulsdo formada em 6leo de motor (e) e 6leo de soja (A) e na atividade superficial (m)
do biossurfactante produzido pelo cultivo da cepa ICA56 em meio mineral.

Observou-se que os indices de emulsificacdo apresentaram um decréscimo a

medida que a concentracdo salina foi aumentada. Entretanto a maioria dos valores de
E24 permaneceu superior a 50 %, indicando a eficiéncia do biossurfactante. A emulsdo
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formada em Oleo de soja apresentou maior estabilidade, frente & variacdo de forca
ibnica, do que a formada em 6leo de motor. Na maior concentracdo analisada (20%
m/v) a emulsdo formada em dleo de motor apresentou indice de emulsificacdo de
aproximadamente 45%, apresentando indicios que para esta concentracdo salina, o
biossurfactante analisado ndo apresente a mesma eficiéncia como emulsificante, do que
nas outras analisadas.

Ja a tensdo superficial ndo apresentou variacdo tdo significativa, permanecendo
estavel em uma faixa entre 31 e 32 mN.m™, com excecdo para a concentracdo de 20 %
de NaCl, cuja solucdo apresentou tensdo de 37 mN.m™. Este resultado reforca a
possibilidade que para esta concentracdo salina, a eficiéncia do biossurfactante seja
levemente reduzida. Apesar do suave aumento na tensdo superficial na concentragéo de
NaCl mais elevada, o biossurfactante produzido ainda foi capaz de reduzir cerca de 48%
na tensdo superficial. Até 10% de salinidade, foi observada variacdo insignificante na
nas propriedades tensoativas do biossurfactante produzido. Os biossurfactantes
suportam concentracOes de 10 % de NaCl enquanto que concentracdes salinade 2 a 3 %
sdo suficientes para inativar surfactantes convencionais (NITSCHKE & PASTORE,
2002).

Knoblich et al. (1995) observaram que a adicdo de sal a solucdo de surfactina
provoca uma mudanga no tamanho da micela formada. Elevadas concentragdes salinas
podem diminuir consideravelmente o tamanho da micela e afetar as propriedade
funcionais deste biossurfactante.

Shaw (1970) propbe que os sais idnicos formam interacdes ion-dipolo com a
agua. Estas interacfes sdao mais fortes do que as formadas entre o sal e a fase gasosa
(ar), e estas moléculas evitam a interface ar/sistema aquoso, gerando um aumento na
tenséo superficial de uma solucéo.

Segundo Mohamed et al. (2003), com o aumento da concentracao salina, também
é observado um aumento na energia livre do sistema. Entdo as emulsdes formadas ndo
sdo termodinamicamente estaveis, proporcionando um aumento na taxa de coalescéncia
das gostas e posterior separacéo de fases.

Al-Bahryet al.(2013) e Al-Wahaibiet al.(2013) reportaram que o biossurfactante
produzido pro cepas de Bacillus sp. apresentou estabilidade tensoativa até 5% de
salinidade. Felix (2012) também observou tensdo de 37 mN.m™ pra solucdo rica em
surfactina com 20% de NaCl (m/v) e que o biossurfactante permaneceu estavel até 10%
de salinidade, ao avaliar a producdo de surfactina pelo cultivo da cepa de Bacillus
subtilis LAMI005 em suco de caju clarificado.

Khopade et al. (2012) propGem que biossurfactantes que suportem até 10% de
salinidade apresentam viabilidade a utilizacdo na biorremediacdo de ambientes
marinhos.

4. CONCLUSAO

As propriedades emulsificante e tensoativas do bioproduto formado no cultivo da
cepa ICA56 mostraram-se estaveis e eficientes frente as varia¢fes de pH, temperatura e
concentracdo salina, mostrando sua aplicabilidade, ja que diversas de suas aplicacGes
dependem destas caracteristicas. Dentre as condi¢fes avaliadas, 0 pH mostrou-se o que
mais apresentou algum efeito sobre as propriedades do biossurfactante, mas ainda assim
este bioproduto foi efetivo como tensoativo e emulsificante, mas com eficiéncia
reduzida em valores acidos de pH (inferiores a 4). Esta estabilidade de suas
propriedades funcionais mostra indicios do potencial de aplicabilidade do
biossurfactante produzido pela cepa ICA56.
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