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RESUMO - Os biossurfactantes se destacam como tecnologia alternativa no
controle da poluicdo provocada por hidrocarbonetos. Neste sentido a Candida
bombicola foi cultivada em meio contendo 5% de melaco, 5% de 6leo de fritura e
5% de milhocina, durante 120 horas a 200 rpm para a producdo de
biossurfactante. O liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante
foi submetido a um conservante comercial a fim de testar sua estabilidade frente a
diferentes variacdes de pH, temperatura e sal. Apds formulacdo do liquido
metabdlico, foram estocadas a 28 °C por 120 dias, onde foram realizados testes de
tensdo superficial, atividade de emulsificacdo e capacidade de dispersdo. Os
resultados obtidos demonstraram estabilidade na tensdo superficial frente as
variacdes de pH, temperatura e salinidade. Os melhores percentuais do indice de
emulsificacdo foram para o 6leo de motor e 6leo de milho. Os resultados obtidos
foram promissores para utilizag&o no controle da poluicdo ambiental.

1.INTRDUCAO

O petréleo é uma mistura complexa de compostos ndao aquosos e hidrofébicos utilizado desde
5000 anos a.C. O auge de sua exploracdo iniciou-se por volta de 1930, principalmente como
matriz energeética, com o surgimento de motores a explosdo. A partir dai a industria petroleira
ascendeu de forma expressiva. No entanto, este grande aumento na utilizacdo de
hidrocarbonetos como combustivel e todas as etapas envolvidas no transporte, estocagem e
distribuicdo do 6leo cru e de seus derivados envolve grandes riscos de derrames acidentais, 0S
guais tém sido um dos principais problemas ambientais, além de social e econdmico, nas
ultimas decadas. Tem-se, como exemplo, 0 caso da maré negra que se espalhou no Golfo do
México desde a explosdo e afundamento da plataforma da British Petroleum (Oliveira;
Silveira, 2010).
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A biorremediacéo utiliza o metabolismo de micro-organismos para eliminacdo de poluentes
no ambiente ou a sua reducdo a niveis de concentracdo aceitiveis. Este processo pode ser
acelerado pela a acdo de agentes surfactantes microbianos, os biossurfactantes, os quais sdo
compostos tensoativos produzidos por bactérias, leveduras e alguns fungos filamentosos.
(Weber; Santos, 2013).

Portanto, os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas contendo porcdes hidrofilicas e
hidrofobicas que se particionam, preferencialmente na interface entre fases fluidas que
possuem diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, como interfaces éleo/dgua ou
ar/agua, permitindo também a reducdo da tensdo superficial e consequentemente o maior
acesso dos micro-organismos degradadores as gotas emulsificadas (Cruz, 2012; Fracchia, et
al., 2012).

Os biossurfactantes apresentam, ainda, inimeras vantagens sobre os surfactantes de origem
quimica, tais como estabilidade frente a ampla faixa de pH e temperaturas elevadas, bem
como resisténcia a altas concentragdes salinas (Marchant; Banat, 2012b)

A maioria dos biossurfactantes conhecidos é produzida em substratos insolGveis em &gua
como hidrocarbonetos solidos e liquidos, 6leos e gorduras, embora muitos tenham sido
obtidos a partir de substratos solGveis (Pacwa-plociniczak et al., 2011). A disponibilidade e o
tipo de matéria-prima podem contribuir consideravelmente para o custo de producdo. Estima-
se que 10 % a 30 % da matéria-prima represente o custo total de um produto biotecnoldgico
(Mukherjee et al., 2006). Por outro lado, milhdes de residuos poluentes s&o jogados a cada
ano no mundo. O tratamento e a remocdo destes residuos também representam um alto custo
para varias industrias (Marchant; Banat, 2012).

Nesse sentido, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores
como substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactantes, tais como os residuos de
fritura de Oleos vegetais, residuos de destilaria de 0Oleos, residuos da industria de laticinios
(soro de leite), melago de cana e glicerina tém sido citados na literatura (Gallert; Winter,
2002; Luna et al., 2013).

Contudo, o objetivo desse trabalho foi testar a estabilidade do biossurfactante produzido pela
levedura Candida bombicola cultivada em residuos industriais como substratos, com vistas a
aplicacdo dessa biomolécula como aditivo comerciai coadjuvante dos processos de
remediacdo de poluentes hidrofébicos gerados na industria de petroleo, especialmente por
indUstrias que invistam no desenvolvimento de um biorremediador com aplicagdo em uma
eventual biorremediacéo.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo
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A levedura Candida bombicola, mantida em meio YMA (Yeast Mold Agar) foi
utilizada como micro-organismo produtor do biossurfactante. Repiques foram mensalmente
realizados para manter a viabilidade celular.

2.2 Meios de manutencéao e crescimento do inéculo

A manutencao da levedura foi realizada utilizando-se o meio Yeast Mold Agar (YMA), com
a seguinte composicao: extrato de levedura (0,3%), D-glicose (1%), peptona (0,5%), &gar
(2%) Agua destilada g.s.p (100mL). Os componentes foram solubilizados e esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Quando excluido o &gar, constituiu 0 meio de crescimento,
Yeast Mold Broth (YMB).

2.3 Substratos do meio de producao

As fermentacOes para producdo do biossurfactante foram realizadas em meio formulado com
agua destilada contendo milhocina, melaco cana e 6leo de fritura (residual) ambos a 5%.Ap0ds
0 preparo dos meios, o pH foi ajustado para 6,0 com o auxilio de uma solugdo 5M de NaOH e
estes foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.

2.4 Preparacao e crescimento do indculo

O indculo foi padronizado transferindo-se as culturas para um tubo contendo o meio YMA, a
fim de se obter uma cultura jovem. Em seguida, a amostra foi transferida para frascos
contendo 50 mL do meio YMB e incubados sob agitacdo de 200 rpm a 27°C durante 24 horas.
Apbs este periodo, foram realizadas diluicGes até se obter a concentracdo final de células
desejadas de 5% (v/v).

2.5 Producéo do biossurfactante

As fermentacOes para a producdo do biossurfactante foram realizadas em frascos de
Erlenmeyer com 1000 mL de capacidade contendo 500 mL do meio de producéo e incubados
com a suspensdo celular de 5% (v/v). Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital 180
rpm, durante 120 horas, a temperatura de 30°C.

2.6 Estabilizacéo do liquido metabdlico com propriedade surfactante

O liquido metabolico livre de células contendo o biossurfactante produzido foi conservado
adicionado sorbato de potassio (2%), o qual foi estocado a temperatura ambiente ao longo de
90 dias para a observacao da estabilidade. Teste foram realizados para determinagéo do tempo
de estocagem (0, 15, 30, 45, 90 e 120 dias), verificando-se a tenséo superficial, capacidade de
emulsificacdo e dispersdo de compostos hidrofobicos nas diferentescondicdes de pH (5, 7, 9),
NaCl (1, 3, 5%) e aquecimento a 40 e 50°C conforme descrito abaixo.Todas as analises foram
realizadas em triplicata.
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2.7 Determinacéo da tenséao superficial

A tensdo superficial foi medida no liquido metabdlico livre de células em tensiémetro KSV
Sigma 70 (Finland) utilizando-se o anel NUQY, pela imersdo do anel de platina no liquido e
registrando-se a forca requerida para puxa-lo através da interface ar-liquido.

2.8 Determinacao da atividade de emulsificacéo

Para determinar as atividades de emulsificacdo, as amostras do liquido metabdlico livre de
células foram analisadas segundo a metodologia descrita por Cooper Goldenberg (1987).

2.9 Experimento de dispersédo de composto hidrofébico em agua do mar

A capacidade de dispersdo foi simulada em laboratdrio contaminando-se amostras de agua do
mar com Gleo de motor. Os testes foram conduzidos pela adicdo do liquido metabdlico livre
de células da solucdo do biossurfactante (1:2, 1:8 e 1:25, vol/vol) do 6leo de motor.
Posteriormente mediu-se o halo formado pela dispersdo do biossurfactante no 6leo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da estabilidade do biossurfactante produzido por Candida
bombicola

O liquido metabdlico (Figura 1) apresentou tensdo superficial praticamente estavel no
Controle. Foi observado que nos pH 7 e 9 o liquido metabdlico apresentou uma pequena
variacdo na tensdo superficial. Com relagdo a variacdo da concentracdo de NaCl foi observado
um aumento na tensdo superficial no quadragésimo e nonagésimo dia de experimento. Ja para
a variacdo da temperatura o liquido metabdlico ndo apresentou alteracBes significativas na
tensdo superficial.
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Figura 1 — Tensdes superficiais do biossurfactante sob conservacdo com adigéo de sorbato de
potassio a 0,2% durante 90 dias quando submetido a variacdo de pH, adicdo de NaCl e
temperatura.

Os testes para determinacdo do indice de emulsificacdo (Figura 2 A) mostram que quando o
biossurfactantefoi submetido a variagdo de pH, houve uma reducdo no indice durante o
décimo quinto dia, posteriormente ndo se observou alterac6es significativas.

Para as concentracfes de NaCl, biossurfactante apresentou o melhor percentual de
emulsificacdo (60%) quando adicionado 1% do salno quadragésimo dia de experimento. Ja no
décimo quinto dia foi observado uma reducdo no indice independente das concentraces
testada, enquanto que no trigésimo e nonagésimo dia de experimento as emulsdes
mantiveram-se constantes comparada-as ao controle.

Ja as variacOes de temperaturas, observou-se que houve uma diminuicdo de indice no
décimo quinto dia, quando comparado ao controle no qual foram observados valores de 40%.

Na Figura 2 B, quando o biossurfactante foi submetido a variacdo de pH, o indice permaneceu
praticamente estavel, enquanto que no quadragésimo dia foi observado um aumento na
emulsdo de 65% para o pH 9.

Com relacdo a variacdo da concentracdo de NaCl, foi observado que os maiores
resultados do indice de emulsificacdo foi obtido no trigésimo dia de experimento.

No aquecimento, houve uma diminui¢do no indice de emulsificacdo a temperatura de 40
°C no décimo quinto e quadragésimo dia,comparando-0s ao controle. Os melhores percentuais
foram obtidos no trigésimo dia.

Em (Figura 2 C), quando o biossurfactante foi submetido a variagdo de pH, houve um

aumento no indice de 75% para pH 7 no trigésimo dia de experimento. Para as variacdes das
concentragcdes de NaCl, o biossurfactante apresentou as melhores emulséesno quadragesimo e
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nonagésimo dia de experimento. Com relacdo a variacao da temperatura, foi observado que a

50 °C ocorreu um aumentou no indice.
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Figura 2 — Indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido contendo sorbato de potéssio
a 0,2% utilizando 6leos de milho (A), soja (B) e motor (C), variando: pH, NaCl e temperatura.

Na Figura 3 A, foi possivel observar que a variacdo do pH alterou o desempenho do liquido
metabdlico em relacdo aos indices de dispersdo alcancados quando comparados ao
controle.Em relacdo aos testes com variacdo de NaCl, os resultados demonstraram um
reducdo no indice de dispersdo, o qual permaneceu praticamente estavel frente a adicdo de
sal.Com relacdo a variacdo da temperatura, os melhores resultados do indice de dispersao

foram obtidos quando houve exposicéo do biossurfactante a temperatura de 50°C.

Na Figura 3 B pode-se observar que o biossurfactante testado apresentou uma reducéo
na sua atividade dispersante quando comparado com o controle em todas as variacOes

testadas.
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Observou-se que houve uma reducao na atividade dispersante do liquido metabolico contendo
0,2% de sorbato de potéssio quando submetido as variagdes de pH, concentracdo de NaCl e

temperatura (Figuras 3 C).
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Figura 3 — indice de disperso do biossurfactante utilizando de 6leo motor nas proporcdes de
1:2 (A), 1:8 (B) e 1:25(C) em relacéo as condicoes de pH, NaCl e temperatura.

4. CONCLUSAO

O biossurfactante produzido por Candida bombicola apresentou excelente resultado
com relacdo ao método de formulacdo testado, podendo ser considerado um produto
promissor para utilizacdo no controle da poluicdo ambiental causada por petrdleo e derivados

no meio ambiente terrestre e aquatico.
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