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RESUMO - O crescente interesse por biossurfactantes € atribuido as caracteristicas como
capacidade de reducdo da tensdo superficial, emulsificacdo e baixa toxicidade. Neste
sentido a Candida sphaerica foi cultivada em meio de 5% do residuo de 6leo vegetal e
2,5% de milhocina, durante 144 horas a 200 rpm para a producéo de biossurfactante. O
biossurfactante produzido foi submetido a um conservante comercial a fim de testar sua
estabilidade frente a diferentes variacGes de pH, temperatura e sal. Apds formulacao do
liguido metabolico contendo o biossurfactante produzido, foram estocadas a temperatura
ambiente por 120 dias, onde foram realizados testes de tenséo superficial, atividade de
emulsificacdo e capacidade de dispersdo. Os resultados obtidos demonstraram que o
biossurfactante formulado, apresentou propriedades tensoativas, emulsificantes e
dispersantes, em diferentes condicdes ambientais de pH, temperatura e de sal. Dessa
forma a biomolécula apresenta potencial para aplicacdo industrial.

1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos quimicos constituidos por moléculas anfipaticas contendo
porcOes hidrofilicas e hidrofobicas que se particionam, preferencialmente, na interface entre
fases fluidas que possuem diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, como
interfaces Oleo/agua ou ar/agua (Fracchia et al., 2012; Banat, 2010). Estas caracteristicas
permitem aos surfactantes reduzir a tensdo superficial e interfacial e formar microemulsées
onde os hidrocarbonetos possam se solubilizar em adgua ou onde a agua possa se solubilizar em
hidrocarbonetos (Ron; Rosenberg, 2002b). Tais propriedades possibilitam uma ampla gama de
aplicacBes industriais envolvendo detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, capacidade molhante, solubilizacéo e dispersdo de fases (Marchant; Banat, 2012b).

A Biotecnologia permitiu ampliar os limites de aplicacdo dos aditivos sintéticos,
desenvolvendo novos produtos baseados na capacidade sintética dos micro-organismos. Estas
perspectivas, relacionadas aos produtos de elevado interesse industrial, tém conduzido a
investigacdo e o desenvolvimento de novas tecnologias na producdo de agentes surfactantes por
microrganismos (Stampfli; Nersten, 1995).

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 subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (Reddy, 1995).

Nesse sentido, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores
como substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactantes. Muitos biossurfactantes
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tém sido produzidos a partir de substratos agroindustriais, renovaveis e de baixo custo. Oleos
vegetais, residuos de fritura de Oleos vegetais, residuos de destilaria de 6leos, residuos da
industria de laticinios (soro de leite), melago de cana e glicerina tém sido citados na literatura
(Gallert; Winter, 2002).

A possibilidade de producdo dos biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e de
diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variagdo de inimeros pardmetros
culturais como tempo de cultivo, velocidade de agitacdo, pH do meio e nutrientes adicionados,
possibilita a obtencdo de compostos com caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, 0 que os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de
eficiéncia, embora os custos de producdo ainda ndo permitam uma maior competitividade com
os similares sintéticos (Pacwa-Plociniczak et al., 2011). Outra condicdo essencial para o uso de
biossurfactantes € que eles possam ser produzidos por micro-organismos ndo patogenicos.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi produzir um agente surfactante a partir de
Candida sphaerica utilizando residuos industriais como substratos de baixo custo, bem como
formular o biossurfactante com vistas a aplicacdo dessa biomolécula como aditivo comercial
coadjuvante dos processos de remediacdo de poluentes hidrofébicos gerados na industria de
petroleo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismo

Candida sphaerica, 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 manutencéo e crescimento do inéculo

A manutencéo da levedura foi realizada utilizando-se o meio Yeast Mold Agar (YMA),
com a seguinte composicao: extrato de levedura (0,3%), D-glicose (1%), triptona (0,5%), agar
(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. Meio de producéo

As fermentacdes para producdo do biossurfactante foram realizadas em meio formulado
com &gua destilada contendo 5% do residuo de Oleo vegetal e 2,5% de milhocina. Apds o
preparo dos meios, o0 pH sera ajustado para 5,3 com auxilio de uma solucédo 5,0 M de NaOH e
estes serdo autoclavados a 121°C por 20 minutos.

2.4. Preparacao do inoculo

O inoculo 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.

2.5. Producéo do biossurfactante

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 2



/<]
/é‘cwm 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Floria népOl is/SC
Engenharia Quimica

As fermentacbes para producdo do biossurfactante foram realizadas em frascos de
Erlenmeyer com 500 ml de capacidade contendo 100mL do meio de producgéo e incubados com
a suspenséo celular de 10 células/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150
rpm, durante 144 horas, a temperatura de 27°C.

2.6. Determinacéo da tenséo superficial

A tensdo superficial foi medida no liquido metabdlico livre de células em tensibmetro
KSV Sigma 70 (Finland) utilizando-se o anel de NUOY.

2.7. Estabilizacédo do liquido metabodlico com propriedade surfactante

O liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante produzido foi
conservado de acordo com o seguinte procedimento: (1) ao liquido metabdlico foi adicionada a
concentracdo de 0,2 % sorbato de potassio. Em seguida, o liquido metabdlico tratado conforme
0 procedimento descrito acima foi estocado a temperatura ambiente ao longo de 120 dias para
observacdo da estabilidade. Testes foram realizados para determinagdo do tempo de estocagem
(0, 15, 30, 45, 60, 90 €120 dias) a temperatura ambiente de 28-30°C, verificando-se a tenséo
superficial, capacidade de emulsificacdo e dispersdo de composto hidrofébico em dgua do mar,
conforme descrito abaixo.

2.8. Determinacéo da atividade de emulsificacéo

Para a determinacdo da atividade de emulsificacdo, amostras do liquido metabdlico livre
de células foram analisadas segundo a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987):
1,0 mL de um substrato oleoso foram adicionados a 1,0 mL do liquido metabolico em tubo
graduado e a mistura agitada em vortex por 1 minutos. Apds 24 horas as emulsées dgua em
Oleo foram expressas em centimetros, devido a altura do halo formado.

2.9. Avaliacéo da estabilidade do biossurfactante (efeitos do pH, da adicdo de
NaCl, sob aquecimento)

Os efeitos de diferentes temperaturas (40 e 50°C), de diferentes concentracdes de NaCl
(1, 3 e 5 %) e de diferentes pHs (5, 7 e 9) na atividade do biossurfactante foram avaliados no
liguido metabdlico livre de células para determinagdo da tensdo superficial e da atividade de
emulsificacdo.

2.10. Experimentos de deslocamento (dispersdo) de composto hidrofébico em
agua do mar

A capacidade de dispersdo de manchas de derivados de petroleo foi simulada em
laboratério contaminando-se amostras de agua do mar com 6leo de motor. Os testes foram
conduzidos pela adicdo do liquido metabolico livre de células e da solucdo do biossurfactante
(Y2 CMC, CMC) 10uL em 15uL do 6leo motor. Os resultados foram observados visualmente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo da estabilidade do biossurfactante produzido relacionada a
tenséo superficial

A reducdo da tensdo superficial ou interfacial é considerada um dos principais pardmetros
para deteccdo de um composto tensoativo em um determinado meio (Luna et al., 2013).

O liquido metabdlico contendo o biossurfactante produzido por C. sphaerica apresentou
uma tensdo superficial praticamente estavel, ao se adicionar o conservante a uma concentracdo
de 0,2% de sorbato, apresentando valores de tensdo superficial 25 mN/m quando submetido a
diferentes variagdes de pH, temperatura e NaCl (Figura 1).

< 30

o

t 20

Q

(o

72 10

Q

13 0

o N2 K@) QO 2} A ) o\o o\o o\o
R I S R R R S G

Sorbato 0,2% <Y <P °
O dias m15dias 30dias m45dias m90dias m120 dias

Figura 1- Tens0Oes superficiais do biossurfactante produzido por Candida sphaerica sob
conservacdo com adicdo de sorbato de potéssio a 0,2% durante 120 em diferentes condicdes:
temperatura (40 e 50°C); pH (5, 7 e 9) e salinidade (1, 3 e 5%).

3.2. Estabilidade do biossurfactante relacionada a capacidade de emulséo

Uma emulsdo é formada quando uma fase liquida encontra-se dispersa como gotas
microscopicas em uma outra fase liquida continua (Desai; Banat, 1997). Quando um liquido é
disperso em outro, as pequenas gotas formadas promovem uma grande quantidade de area
interfacial e superficial. Na presenca de surfactantes, as emulsdes formadas podem permanecer
estaveis através da reducdo da tensdo interfacial e da reducdo do grau de coalescéncia. A
estabilidade de uma emulsdo esta relacionada, assim, ao comportamento do equilibrio da fase
6leo/agua/surfactante formada pela acdo deste Gltimo (Urum; Pekdemir, 2004).

O indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido por C. sphaerica contendo 0,2%
de conservante foi determinada para varios substratos imisciveis em agua: 6leo motor, 6leo de
milho e dleo de soja.

Nos testes para determinacdo do indice de emulsificacdo foi observado que os melhores
percentuais de emulsificacdo foram obtidos para o éleo de motor, em torno de 80% (Figura 2).
Quando o biossurfactante conservado foi submetido a variagdes de pH, houve uma reducéo no
indice de emulsificacdo nos pHs 7 e 9, enquanto que no pH 5 foi observada uma reducédo no
indice de emulsificacdo no quadragésimo quinto dia de experimento. Para as concentracdes de
NaCl e variacOes de temperaturas (Figura 2), observou-se que o biossurfactante permaneceu
praticamente estavel.
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Figura 2 - Indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido contendo sorbato de potéssio a
0,2% utilizando 6leo de motor variando: pH, NaCl e temperatura.

Quando o liquido metabdlico foi submetido a variacdes de pH (Figura 3), observou-se
que houve uma diminuicdo no indice de emulsificacdo nos pHs 5 e 7, enquanto que no pH 9
foram observados os melhores percentuais de emulsificagao.

Para as concentracbes de NaCl, observou-se que os melhores percentuais de
emulsificacdo para o 6leo de soja foi no decimo quinto dia de experimento, independente da
concentracdo de NaCl (Figura 3), enquanto que para a variacdo da temperatura foi observada
uma reducdo na estabilidade da emulsificacdo na temperatura de 50 °C (Figura 3).

Esses resultados sugerem que a atividade de emulsificacdo depende da afinidade do
biossurfactante com os substratos hidrocarbonados, que envolve a interagdo direta com o
proprio hidrocarboneto, do que da tenséo superficial do meio (Luna et al., 2013).
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Figura 3 — Indice de emulsificacdo do biossurfactante produzido contendo sorbato de potéssio a
0,2% utilizando 6leo de milho variando: pH, NaCl e temperatura

Quando o liquido metabdlico foi submetido a variacdes de pH (Figura 3), observou-se
que os melhores percentuais de emulsificacdo foram obtidos em pH 9.

Para as concentracdes de NaCl, observou-se que o biossurfactante ndo apresentou
emulsificacdo para o 6leo de milho no decimo quinto dia de experimento quando adicionou-se
1% de NaCl. J& na concentracdo de 3% de NaCl, houve uma reducdo no indice de
emulsificacdo no quadragésimo quinto dia de experimento quando comparado ao controle. Para
a condicdo contendo 5% de NaCl o biossurfactante apresentou o melhor percentual de
emulsificacdo de 47,06% no trigésimo dia de experimento (Figura 3).

Com relacdo a variacdo da temperatura, foi observada uma reducéo na emulsificacdo para

6leo de soja no quadragésimo quinto dia de experimento para as temperaturas de 40 e 50° C,
guando comparado ao controle.
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Figura 4 —indice de emulsificagio do biossurfactante produzido contendo sorbato de potassio a
0,2% utilizando dleo de soja variando: pH, NaCl e temperatura.

3.3. Estabilidade do biossurfactante relacionada a disperséao de 6leo em agua
do mar

Outra importante caracteristica dos biossurfactantes ¢ a atividade de dispersao, que € o
processo no qual o hidrocarboneto é disperso na fase aquosa como gotas emulsificadas muito
pequenas. As emulsdes ndo sdo estaveis termodinamicamente. Contudo, elas podem
permanecer estaveis por periodos significantes de tempo em funcdo de restricdes cineticas. A
dispersdo esta relacionada a tensdo interfacial e a concentracdo do surfactante e difere do
deslocamento uma vez que o processo de deslocamento estd relacionado apenas a tenséo
interfacial entre as fases aquosa e hidrofobica, sem a formacdo de emulsées (Bai et al., 1997).

As Figuras 5, 6 e 7 ilustram a capacidade do biossurfactante de C. sphaerica em
dispersar 0 6leo de motor quando utilizado em diferentes proporcdes em relacdo ao Oleo
derramado (1:2; 1:8 e 1:25 vol/vol biossurfactante bruto:éleo), sob influéncia da variacéo do
pH, da temperatura e na presenca de NaCl.

Na Figura 5 observou-se que a variacdo do pH ndo alterou o desempenho do liquido
metabolico em relacéo aos indices de disperséo alcancados quando comparados ao controle e o
melhor percentual de disperséo foi obtido no trigésimo dia de experimento.

Em relacdo aos testes com adicdo de NaCl, os resultados demonstraram que o
percentual de dispersdo permaneceu praticamente estdvel. Com relacdo a variacdo da
temperatura, observou-se que o biossurfactante formulado permaneceu estavel (Figura 5).
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Figura 5 — Indice de dispersdo do biossurfactante utilizando de 6leo motor na proporcéo de 1:2
(vol/vol) em relagdo as variagdes de pH, NaCl e temperatura.
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Pode-se observar que o biossurfactante testado ndo apresentou uma reducdo na sua
atividade dispersante quando comparado com o controle em todas as variagdes testadas. Os
maiores valores de dispersdo foram observados no trigésimo dia de experimento (Figura 6).
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Figura 6 — Indice de dispersdo do biossurfactante utilizando de 6leo motor na proporgéo de 1:8
(vol/vol) em relacdo as variacdes de pH, NaCl e temperatura.

Observou-se que houve uma uma reducdo na atividade dispersante do liquido
metabdlico contendo 0,2% de sorbato de potassio quando submetido as variacdes de pH 7 e 9
no nonagésimo dia do experimento (Figura 7).

Com relacdo a variacdo da concentracdo de NaCl, foi observado que a atividade
dispersante permaneceu praticamente estavel (Figura 7).

O liquido metabdlico contendo 0,2% de sorbato foi submetido a variacdo da

temperatura, onde se pode observar que houve uma reducdo na atividade de dispersdo na
temperatura de 50°C quando comparado ao controle.
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Figura 7 — Indice de dispersdo do biossurfactante utilizando de 6leo motor na proporgéo de
1:25 (vol/vol) em relacdo as variagdes de pH, NaCl e temperatura.
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