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RESUMO - Os inovadores biossurfactantes surgiram para substituir os surfactantes
quimicos, em virtude das propriedades tensoativas, maior estabilidade e
biodegradabilidade. Nesse sentido, o presente trabalho investigou a estabilidade do
biossurfactante produzido por Pseudomonas cepacia CCT6659 em meio contendo 2% de
6leo de canola residual, 3% de milhocina e 0,2% de NaNo3, durante 60 horas, e agitacio
de 250rpm. No liquido metabdlico livre de células foi adicionado 0,2% do sal sorbato de
potdssio para a conservacdo de suas propriedades surfactantes. As condigcdes de
aquecimento, pH e salinidade foram aplicadas para perceber os melhores resultados de
aplicacdo do biotensoativo durante 120 dias. Os resultados mais expressivos das
atividades do biossurfactante produzido foram tensdo superficial de 25,92 mN/m,
capacidade emulsificante de 99% para o 6leo motor e dispersante em dgua do mar de
53,5%. Portanto, foi comprovado o potencial de possiveis aplicagdes desse agente
surfactante em processos de descontaminacao ambiental.

1. INTRODUCAO

Os tensioativos sdo compostos quimicos que reduzem a tensdo superficial de um liquido.
Tais compostos tém uma predilecdo para interfaces de polaridades diferentes (liquido-ar ou
liquido-liquido) e sdo soldveis em ambos os solventes organicos (ndo polar) e aquosa (polares).
Estas propriedades sdo origindrios de estruturas anfifilicas (ou anfipdticas), que compreendem
tanto hidrofilica (cabega) e grupos hidrofébicos (cauda) (Luna et al., 2013).

Biossurfactantes s@o surfactantes sintetizados como produtos metabdlicos de diferentes
microorganismos. A industria de petréleo constitui 0 maior mercado para os biossurfactantes,
onde podem ser usados para biorremediacdo/dispersdo de manchas oleosas, tanto no solo quanto
no mar, na remoc¢ao/mobilizacdo de 6leos incrustados em tanques de estocagem em rochas e areia
do mar, aumentando a sua recuperagdo e nas areas de protecdo ao meio ambiente (Rufino et al.,
2008).
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Atualmente, a maioria dos compostos de superficie-ativa no mercado s@o principalmente de
origem sintética. O principal fator que restringe o uso de biossurfactantes no mercado € seu custo
de producdo quando comparado com seus similares sintéticos. O uso alternativo de substratos de
baixo custo, tais como residuos agroindustriais, € uma importante estratégia para reduzir os
custos associados ao processo e proporcionar o desenvolvimento industrial da producdo de
biossurfactantes (Costa, 2010).

As bactérias, juntamente com as arqueobactérias, sdo os maiores responsdveis pela
producdo destes compostos tensoativos; bactérias das familias Pseudomonacea e Bacillacea sao
capazes de produzirem biossurfactantes eficientes na remogdo de petréleo e seus derivados
poluentes de dgua (Bueno, 2010). Raminolipidios produzidos por Pseudomonas sao os melhores
agentes tensoativos glicolipidicos conhecidos e a sua gama de aplicacOes potenciais nas
industrias de ceramica, alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos, metal, papel, e nas para
aplicacdes ambientais, tal como a biorremediacdo (Silva et al., 2013).

Dessa forma, as questdes ambientais € econdmicas motivaram a realizacdo deste estudo,
que apresenta a producdo de biossurfactante por uma cepa de Pseudomonas cepacia, CCT6659,
usando um meio mineral previamente otimizado de baixo custo suplementado com 6leo de canola
(residual de fritura) e milhocina como substratos (Silva et al., 2013).

Contudo, os inovadores biossurfactantes substituem os dispersantes quimicos devido suas
inumeras aplicacOes e pelos beneficios ambientais avaliados em relacdo a biodegradabilidade e
baixa toxicidade. A estabilidade € um fator essencial para viabilizar a produc@o em larga escala,
principalmente, de um produto biotecnolégico que demora a ser produzido perante a urgéncia da
aplicagdo em um desastre petrolifero. Todo o 6leo precisa ser retirado do oceano em cerca de 24
horas apds o derramamento. Logo, a durabilidade precisa ser elevada com a finalidade de
utilizacdo imediata (Marchant; Banat, 2012).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo estudar o comportamento do
biossurfactante produzido por Pseudomonas cepacia, CCT6659, sob diversas propriedades
apresentadas e sob condicdes especificas, no decorrer do tempo e na manutencdo do
biossurfactante por adi¢do de um sal quimico como aditivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismos

Para a produgdo dos biossurfactantes microbianos foi utilizada a bactéria Pseudomonas
cepacia (CCT6659). A cultura foi mantida em meio AN (Agar Nutriente), a temperatura de 5° C.

2.2. Inoculo

Para o crescimento do micro-organismo foi utilizado o meio CN (Caldo Nutriente)
composto por 3,0g extrato de carne; 5,0g peptona; 5,0g NaCl; dgua destilada g.s.p. 1000 ml; pH
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7,0; temperatura de 28° C e 150 rpm, por 16 horas até obtencio de uma D.O (Densidade Optica)
de 0,7 (correspondente a um inéculo de 107 U.F.C./mL) a 600 nm com a concentrag¢do de 1%
(v/v).

2.3. Meio de producao

O meio mineral descrito por Dubey e Juwarkar (2001), foi suplementado com 2 ml de
Oleo de canola (residual de fritura), 3 mL de milhocina como fonte de carbono e 0,2 g/L de
NaNo3 para a producdo do biossurfactante. Apds o preparo dos meios, o pH foi ajustado para 7,0
e os meios foram autoclavados a 121° C por 20 minutos.

2.4. Producao do biossurfactante

As fermentacdes para producdo do biossurfactante foram realizadas em frascos de
erlenmeyer de 500 ml de capacidade, contendo 100 ml do meio de producdo, e incubados com
1,5% do pré-indculo. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 250 rpm durante 60
horas, a temperatura de 28°C. Ao fim do cultivo, as amostras foram centrifugadas e filtradas. O
biossurfactante bruto serdo utilizados para avalia¢do das propriedades surfactantes.

2.5.Estabilizaciao do biotensoativo e determinacao das propriedades
surfactantes

A estabiliza¢do do surfactante microbiano ocorreu apds a adi¢do de 0,2% do sal sorbato
de potéssio e o liquido dividido em vidros de armazenamento, em triplicata, para a verificacdo
das propriedades surfactantes nos periodos de 0, 15, 30, 45, 90 e 120 dias. Em cada um desses
dias, foram alteradas as condi¢des de potencial hidrogenidonico para 5, 7 e 9; adicionadas
percentagens de salinidade 1, 3 e 5% do volume a ser estudado e aquecidas as amostras durante
30 min a 40 e 50 °C. Para avaliar as propriedades surfactantes, foram mensuradas as tensdes
superficiais e os indices de emulsificacao e dispersao.

As tensdes foram medidas pelo método do anel DU NUOY no tensiometro KSV Sigma
70 (Finland). A superficial foi mensurada pela forca limite (mN/m) para suspender o anel de
platina no liquido metabdlico livre de células até a interface ar-liquido e a interfacial entre o
biossurfactante e o hidrocarboneto n-hexa-decano.

Para a determinacdo das emulsdes, foram colocados em tubos de ensaio, 2 ml do
biossurfactante acoplados isovolumetricamente a trés compostos apolares: 6leos motor, de milho
e de soja a 25 °C e 1 atm. Esses recipientes foram agitados em vortex durante 2 minutos e
deixados, durante 24 horas, em repouso. O indice de emulsificacdo foi calculado pela razio entre
a altura da emulsdo e a altura total da mistura, sendo o valor multiplicado por 100 (Cooper;
Goldenberg, 1987).
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A capacidade de dispersdo e agregacdo do 6leo motor foi simulada em placa de Petri (15
cm de diametro), contendo 100 ml da dgua do mar, coletada nas proximidades do sistema de
captacdo do gerador de energia da Termelétrica Pernambuco. Uma quantidade desse dleo foi
colocada no centro da placa, adicionando posteriormente diferente propor¢des do surfactante
microbiano: 1:2, 1:8 e 1:25 (v/v) (biossurfactante/6leo motor). Os valores foram medidos pela
percentagem do didmetro do halo, formado com a adi¢do do biossurfactante, pelo da placa, e o
teste de agregacao foi apenas visual (Morikawa et al, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tensdo superficial € a forca de atra¢do existente entre as moléculas dos liquidos. A
reducdo das tensdes superficial e interfacial € considerada como principal pardmetro para
detec¢do de um composto tensoativo em um determinado meio (Rufino et al., 2008; Luna et al.,
2013). A figura 1 mostra os valores de tensdo superficial do liquido metabdlico livre de células
produzido por Pseudomonas cepacia (CCT6659) apds submetido ao processo de conservagao
por adi¢do de sal sorbato de potdssio, e variagdes de pH (5, 7 e 9), temperatura (40, 50°C) e
adicdo de diferentes concentragdes de NaCl (1, 3 e 5%) para determinagdo de sua estabilidade
frente a condi¢cdes ambientais extremas.

Segundo (Souza et al., 2014) uma propriedade de grande importancia para aplicacdes
industriais e biotecnoldgicas € a estabilidade da maioria dos biossurfactantes em diferentes
condi¢des, suportando altas temperaturas de autoclavagem (121° C por 20 min) e também as
baixas temperaturas (-18 C ° durante 6 meses), € pH (5 el1 ) encontrado no ambiente. As tensdes
superficiais do liquido metabdlico em questdo submetido a variacdes de pH apresentaram as
seguintes alteracOes: durante os 120 dias de experimento as melhores condicdes obtidas para a
tensdo do liquido metabdlico submetido ao pH 7 permaneceu em torno de 25,92 mN/m,
salinidade de 3% com 26,63 mN/m e aquecimento a 50 °C com 26,66 mN/m. Com esses
resultados para o método de conservacgdo foi evidenciado que o biossurfactante apresentou 6tima
estabilidade frente as varias condi¢des adversas no decorrer do periodo de 120 dias. Conforme
mostra a Figura 1.
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Figura 1 - Tensdes superficiais do biossurfactante adicionado de sorbato de potdssio a 0,2%,
durante 120 dias, sob variaciao de pH, NaCl, aquecimento e com o controle das condi¢des

Os indices de emulsificagdo foram avaliados em trés tipos de 6leos: Motor (A), Milho
(B), e Soja (C) conforme a Figura 2. O primeiro 6leo apresentaram os maiores indices de
emulsificacdo com quatro porcentagens em 99% até 90 dias de experimento. Para as trés faixas
de pH as melhores condi¢cdes foram nos trés tipos de 6leo, no aquecimento as temperaturas de
40° e 50 ° C, e adi¢do de salinidade de 3%. Nos indices de emulsificagdo em 6leo motor, foram
percebidas considerdveis elevacdes em todas as percentagens diante do controle do
biossurfactante. Esse acontecimento foi de encontro ao ocorrido nas figuras 2-A, com 6leo de
motor, e 2-B, com 6leo de milho.
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Figura 2 - Indices de emulsificacdo do biossurfactante adicionada de sorbato a 0,2%, durante 120
dias, sob variacdo de pH, NaCl e aquecimento nos 6leos: (A) motor, (B) milho e (C) soja.
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Nos indices das dispersdes, os percentuais foram mais elevados frente as alteracdes de
pH, com um valor maximo de 53,5%, aos 120 dias com pH 9 e nas propor¢des 1:2 e 1:8 (v/v) de
biossurfactante para 6leo motor. As melhores condi¢cdes foram observadas nas dispersdes 1:2 e
1:8 (v/v), pH 9, a salinidade 3% e aquecimento a 50°C. A dispersdao 1:25 (v/v) ndo diferiu
consideravelmente em relagdo a propor¢do 1:8, conforme a Figura 3.
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Figura 3 - Indices de dispersdes do biossurfactante adicionado de sorbato a 0,2%, durante 120 dias,
sob variacdo de pH, NaCl e aquecimento, nas propor¢des de biossurfactante/6leo (v/v): (A) 1:2, (B)
1:8e (C) 1:25

Area temética: Processos Biotecnoldgicos 6



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

CONCLUSOES

1. As tensOes superficiais se mantiveram estdveis, ndo apresentando alteragcdes
significantes, tornando o processo de conservacao muito eficiente;

2. As emulsificagdes obtiveram os melhores resultados no 6leo motor, principalmente
com a alteracdo do pH 5 e 9 e com o aquecimento de 40 °C e 3% de salinidade;

3. Os findices de dispersdao foram elevados nas trés propor¢des estudadas
principalmente nas propor¢des 1:2 e 1:8. As melhores condi¢des foram os
potenciais de hidrogénio 7 ou 9, preferindo-se um pH 9 por estar préximo ao do
mar; a salinidade de 1 ou 3%; ou o aquecimento a 50 °C;

4. O biossurfactante de Pseudomonas cepacia CCT6659, apresentou resultados
bastante satisfatérios quanto ao método de formulagdo testado pelo processo de
adicdo de 0,2% de sorbato de potdssio. Podendo ser utilizado como coadjuvante na
biorremedia¢do de ambientes aqudticos impactados por contaminagdo de derivados
de petréleo.
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