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RESUMO

A grande procura por surfactantes quimicos no mercado tem aumentado o interesse em
biossurfactantes, substancias biodegraddveis produzidas por bactérias, leveduras e
fungos. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar a producdo de
biossurfactante por cepa isolada de manguezal cearense, bem como avaliar as
propriedades funcionais e aplicabilidade do produto formado. Os resultados mostraram
que o biossurfactante produzido pela cepa ICA56, em meio mineral, foi capaz de
reduzir a tensdo superficial da gua de 72 para 30 mN.m* e interfacial de um sistema
agua/gasolina de 15 para 3 mN.m™, mostrando sua eficiéncia como tensoativo. O
biossurfactante produzido foi capaz de produzir emulsdo estdvel em algumas fontes
hidrofébicas, tais como, 6leo de motor, dleo de soja, hexano e querosene. As
propriedades emulsificante e tensoativas do bioproduto formado no cultivo da cepa
ICA56 mostraram-se estaveis frente as variagdes de pH, temperatura e concentracao
salina, mostrando indicios de sua ampla aplicabilidade. Outro resultado que comprova
a eficiéncia do biossurfactante produzido € a sua concentracdo micelar critica em torno
de 25 mg.Lt. O biossurfactante produzido foi capaz de remover hidrocarbonetos e
metais pesados em sistemas que simulavam ambientes contaminados, apresentando
eficiéncia, quando comparado aos surfactantes quimicos. Apesar da eficiéncia das
propriedades funcionais e aplicabilidade do biossurfactante, a producdo em meio
mineral era em torno de 200 mg.L™, sendo esta uma concentragio razoavel. Foram
avaliadas duas alternativas para o aumento da producdo de biossurfactante: a influéncia
transferéncia de oxigénio em biorreator de bancada e a utilizacdo de substratos nédo
convencionais. A variacdo da agitacdo e aeracdo em biorreator de bancada ndo
apresentou um resultado tao significativo, mostrando que a condig@o operacional de 200
rom de agitacdo e 1 L.min? de aeracdo foi a melhor, dentre as avaliadas, para a
producdo de biossurfactante. J& a utilizagdo de substratos ndo convencionais mostrou-se
como uma melhor alternativa para aumentar a produgdo, pois além de reduzir custos no
processo, foram observados maiores rendimentos do que no meio sintético. Substratos
como Oleo de girassol e glicerol séo apresentados como potenciais fontes de carbono
para producéo de biossurfactante pela cepa ICA56, obtendo concentragdes de 870 mg.L
1 e 1420 mg.L* do produto de interesse, na sua forma bruta, respectivamente.

Palavras-chave: biossurfactante, bioremediacao, toxicidade, substratos de baixo custo.



ABSTRACT

The high demand for chemical surfactants in the worldwide market has increased the
interest on biosurfactants, which are biodegradable substances produced by bacteria,
yeasts and fungi. In this context, this work aims to study the biosurfactant production by
a strain isolated from a Brazilian mangrove, as well evaluate its functional properties
and applicability. The results has presented that the biosurfactant produced by strain
ICAS56, in mineral medium, was capable to reduce the surface tension of water from 72
to 30 mN.m™ and interfacial tension on a water/gasoline system from 15 to 3 mN.m™,
showing its efficiency as a tensoative. The biosurfactant was capable to produce stable
emulsion on some hydrophobic sources, as motor oil, soybean oil, hexane and kerosene.
The emulsifying and tensoative properties of the bioproduct formed on ICA56’s
cultivation have showed some stability through the environmental variations of pH,
temperature and saline concentration, presenting some evidences of its wide
applicability. Another result which proves the efficiency for the biosurfactant produced
is the critical micelle concentration around 25 mg.L™. The biosurfactant produced was
able to remove hydrocarbons and heavy metals in contaminated environments
simulating systems, presenting efficiency when it’s compared to chemical surfactants.
Despite the efficiency of the functional properties and applicability of the biosurfactant,
the production in mineral medium was around 200 mg.L, which is a reasonable
concentration. So, it was evaluated 2 alternatives in order to increase the biosurfactant
production: the influence of oxygen transfer and the use of unconventional substrates.
The variation of agitation and aeration in bioreactor didn’t seemed to present such a
significant result, showing that the operational condition of 200 rpm for agitation and 1
L.mint for aeration was the best among the tested conditions for biosurfactant
production. However, the use of unconventional substrates proved to be a better
alternative in order to increase the biosurfactant production, as well as reducing costs in
the process, as higher yields were observed in comparison to mineral medium.
Substrates such as sunflower oil and glycerol are presented as potential carbon sources
for biosurfactant production by strain ICA56, obtaining concentrations of 870 mg.L™*
and 1420 mg.L™ of the product of interest, in its raw form, respectively.

Keywords: biosurfactant, bioremediation, toxicity, low cost substrates.
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1 INTRODUCAO

Aproximadamente 40% da fonte energética brasileira é de origem
petrolifera, mostrando assim a atual dependéncia dessa fonte energética. Essa
dependéncia em relacdo ao petroleo é acompanhada de riscos, ja que os constituintes do
petréleo sdo compostos organicos altamente poluentes que podem causar sérios danos
ao ambiente, durante seu processo produtivo, refino, transporte e armazenamento e
distribuicdo de derivados. Estdo envolvidos riscos de derramamentos acidentais, que

podem ser minimizados, mas ndo totalmente eliminados (CRAPEZ et al. 2002).

Derramamentos de petréleo e seus derivados resultam na contaminacéo dos
oceanos e nos ecossitemas relacionados. Por exemplo, o derramamento de petréleo na
Baia de San Francisco ocorrido em 2007, onde o vazamento de 58 mil galdes de
petroleo se estendeu fora da baia até além da ponte Golden Gate, ameagou diretamente a

sobrevivéncia de gaivotas, focas e outros animais que vivem no local (CRUZ, 2012).

Os hidrocarbonetos constituintes do petréleo apresentam grandes riscos
ambientais, sendo que estes riscos sdo potencializados se houver concentracdes
consideraveis de metais nos efluentes petroliferos. As contaminacbes por
hidrocarbonetos e metais sdo grandes preocupac¢des ambientais, mas poucas tecnologias
sdo capazes de amenizar os efeitos destes dois contaminantes, simultaneamente. fons
metalicos ndo sdo biodegradaveis e apresentam elevada toxicidade (MULLINGAN et
al. 1999).

Uma das medidas mais utilizadas na conten¢do de manchas de éleo nos
oceanos consiste na utilizacdo de agentes dispersantes. Os dispersantes de oOleo
utilizados em processo de remediacdo sao constituidos de uma mistura de surfactantes
sintéticos, solventes organicos e alguns aditivos. A aplicacdo destes dispersantes
minimizam os efeitos causados pelos hirocarbonetos que constituem o petroleo,
entretanto estas substancais acabam acarretando outros problemas ao ecosistema
marinho, devido sua elevada toxicidade e baixa, ou nenhuma, biodegradabilidade
(RUFINO et al. 2013).

Recentemente tém-se dado grande énfase aos impactos ambientais causados

pelos surfactantes quimicos, principalmente devido sua elevada toxicidade e dificuldade
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em ser biodegradado no meio ambiente. Com o crescimento da preocupacdo ambiental,
o desenvolvimento da biotecnologia e adogdo de leis ambientais extremamente rigidas,
tém conduzido os biossurfactantes como uma potencial alternativa aos surfactantes

quimicos ou sintéticos, derivados do petroleo (HENKEL et al. 2012).

Biossurfactantes, ou surfactantes microbiolégicos, constituem uma série de
espécies quimicas com propriedades tensoativas similares aos surfactantes quimicos.
Sdo produzidos extracelularmente ou como parte da membrana celular de bactérias,
leveduras e fungos. Os biossurfactantes apresentam algumas vantagens em relacdo aos
surfactantes quimicos: baixa toxidade, aceitabilidade ambiental, biodegradabilidade no
solo e na agua, possibilidade de producédo por fontes renovaveis, além de tolerancia a
condicdes extremas de temperatura, pH e forca idnica, e serem biodegradaveis no solo e
na agua (AL-WAHAIBI et al. 2013). Os biossurfactantes sdo mais eficientes do que os
surfactantes sintéticos, pois produzem menor tensdo superficial em menores
concentragdes de tensoativo (PERREIRA et al. 2013).

O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes, produzidos a partir de micro-
organismos, é baseado em suas propriedades funcionais, que incluem emulsificacao,
separacdo, umedecimento, solubilizacdo, demulsificacdo, inibicdo de corrosdo, agente
quelante, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Estas
propriedades funcionais de cada biossurfactante podem variar dependendo do meio de
cultivo e micro-organismo utilizados, bem como das condic¢des operacionais, tais como
pH, temperatura, agitacdo e aeracdo do sistema reacional. A aplicabilidade de
biossurfactantes pode ser observada em diversos campos, como: agricultura, construgéo,
industrias alimenticias, de bebidas, papel, metal, téxtil, farmacéuticas e de
cosméticos,entretanto a indastria petrolifera é apresentada como um dos principais
mercados de interesse dos biossurfactantes (AL-BHARY et al. 2013, REIS et al. 2013).

Apesar de estas moléculas serem apresentadas como promissora para
diversas aplicagdes industriais, devido suas caracteristicas funcionais e vantagens, sua
producdo em escala industrial é dificultada pelo elevado custo de producdo A
viabilidade da utilizacdo de biossurfactantes em larga escala depende diretamente do
desenvolvimento de processos mais baratos e que possam utilizar materiais renovaveis e
de baixo custo. Dois principais gargalos podem ser apontados como fatores que afetam
0 custo da producdo: o meio de cultivo e a purificacdo desta biomolécula, que

equivalentem a aproximadamente 30% e 60% dos custos do processo de producéo,
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respectivamente. Estudos que visem a reducdo nos custos de producdo de
biossurfactantes sdo tidos como promissores, e estes estudos incluem principalmente a
utilizacdo substratos de baixo custo, como residuos indutriais, bem como a reducdo e a
otimizacdo de etapas de purificacdo (MAKKAR et al. 2011; RAMKRISHNA, 2010).

A bioconversdo de residuos em produtos de elevado valor agregado
apresentam um novo fluxo de produtos para o setor industrial, com o diferencial de
serem descartados em alguns processos e serem utilizados como matéria-prima em
outros. Uma variedade de subprodutos ou residuos, que incluem derivados de 6leos
vegetais, residuos de amido, residuos de destilaria de 0leos e substancias lacteas tem
sido utilizados na producéo de biossurfactantes (REIS et al. 2013).

Neste contexto, os objetivos detes estudo visam a avaliacdo da producao de
biossurfactante pela cepa ICA56, isolada de manguezal no municipio de Icapui (CE),
bem como estudar as propriedades funcionais deste bioproduto formado, e analisar o
seu potencial de aplicabilidade na remocdo de contaminantes, como hidrocarbonetos e
metais pesados. Este trabalho também tem como objetivo estudar possibilidades de
otimizar a producéo do biossurfactante, com uma redugao nos custos do processo, como

a utilizacao de residuos industriais como substrato.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impactos ambientais da indusria petrolifera

A necessidade por energia teve seus principais primérdios na Revolugéo
Industrial, onde se iniciaram a obtencdo de energia baseada no uso intensivo de
combustiveis fosseis, com o carvdo mineral e petroleo, fatos que podem ser refletidos

até a contemporaneidade.

Atualmente, combustiveis fosseis constituem a principal fonte de energia,
servindo também como base para fabricacdo dos mais variados produtos, dentre os
quais se destacam benzinas, 6leo diesel, gasolina, alcatrdo, polimeros plasticos e até
mesmo medicamentos. O Brasil possui um grande nimero de bacias sedimentares, onde
muitas delas se constituem em reservatorios de petroleo, distribuidas tanto na area
continental, onshore, como na maritima, offshore, sendo que mais de 70% do petroleo
produzido no pais é oriundo de pocos localizados na plataforma continental.
Aproximadamente 40% da fonte energética brasileira é de origem petrolifera,

mostrando assim a atual dependéncia dessa fonte energética (CRUZ, 2012).

O petroleo consiste, basicamente, de uma mistura de hidrocarbonetos,
parafinicos, nafténicos e aromaticos, com certa quantidade de elementos metalicos e
metalGides, principalmente na forma de compostos organometalicos ou de dispersao de
coloides inorganicos (DALEMOUNT et al. 1961).

Essa dependéncia em relacdo ao petroleo é acompanhada de riscos, ja que 0s
constituintes do petréleo sdo compostos organicos altamente poluentes que podem
causar sérios danos ao ambiente, durante seu processo produtivo, refino, transporte e
armazenamento e distribuicdo de derivados. Estdo envolvidos riscos de derramamentos
acidentais, que podem ser minimizados, mas nao totalmente eliminados (CRAPEZ et al.
2002).

Grande parte da producdo petrolifera brasileira provém de plataformas
maritimas, e isso torna a regido costeira bastante vulneravel a acidentes. O Braasil

apresenta uma zona costeira litordnea de aproximadamente 8.500 km. A causa de
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derramamentos acidentais de petroleo, e seus derivados, em regides maritimas estdo

relacionados ao envelhecimento ou falha de equipamentos (quebras de canalizacéo),

desastres naturais (furacdes e inundagdes) ou erros humanos (CRUZ, 2012). A Tabela 1

apresenta os maiores vazamentos de petréleo no mundo em oceanos.

Tabela 1 — Principais vazamentos de petroleo no mundo.

Ano Pais Volume derramado (milhdes de toneladas)
2010 EUA 597
1979 Mexico 476
1979 Trindad-Tobago 287
1983 Ird 272
1991 Angola 260
1983 Africa do Sul 252

Fonte: BBC News (www.bbc.co.uk/portuguese, 2011).

A Figura 1 apresenta uma imagem do derramamento de petréleo nos EUA

em 1989 causada pelo navio “Exxon Valdez”. Apesar deste acidente ndo ter gerado

grandes volumes de O6leo derramado no mar (37 milhdes de toneladas), quando

comparado aos da Tabela 1, este foi um dos acidentes mais desastrosos ocasionados

pela industria petroliofera. De acordo com as estimativas, morreram 250.000 passaros

marinhos, 2.800 lontras marinhas, 250 aguias e 22 orcas, além da perda de bilhdes de

ovos de salmdo, causando um desequilibrio no ecossistema local e possivelmente no

global. A Figura 2 mostra uma espécie de ave atingida por derramamento de petréleo na

Baia de San Francisco ocorrido em 2007, onde o vazamento de 58 mil galGes de

petroleo se estendeu fora da baia até além da ponte Golden Gate, ameaca a

sobrevivéncia de gaivotas, focas e outros animais que vivem no local.
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Figura 1 — Derramamento de petréleo nos EUA, causado pelo

navio Exxon Valdez da ExxonMobil em 1989.

Fonte: www.ciencia.hsw.uol.com.br, 2010.

Figura 2 — Espécie de ave atingida por derramamento
de petréleo na Baia de San Francisco em 2007.

Fonte: www.ciencia.hsw.uol.com.br, 2010.

Tais desastres mostraram como o petroleo é danoso ao ambiente marinho,
mas eles também serviram para o desenvolvimento de técnicas para lidar com o0s

derrames acidentais — chamados de marés negras no mar e nas praias. Essas técnicas
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incluem, em geral, métodos fisicos e quimicos, como barreira de contencédo, aparelhos
de succdo, jatos d’agua para dispersar o 6leo, materiais absorventes, formadores de gel,

precipitantes e dispersantes quimicos (CRAPEZ et al. 2002).

Os hidrocarbonetos constituintes do petréleo apresentam grandes riscos
ambientais, sendo que estes riscos s@o potencializados se houver concentragdes

consideraveis de metais nos efluentes petroliferos.

Metais estdo naturalmente presentes no petrdleo, podendo ter sido originado
do material vegetal que deu origem ao 6leo, ou de rochas ou solo nas proximidades de
onde foi originado. Metais pesados sdo encontrados em pequenas doses naturalmente,
sendo outros indispensaveis, pois sdo elementos tragos constituintes de enzimas.
Todavia, se 0 meio estiver com elevadas doses destes metais, animais e vegetais irdo
absorvé-los, gerando intoxicacdo. Geralmente, o limite de toxicidade de um metal €

tanto mais baixo quanto menos util ao organismo este metal for (SANTANA, 2008).

Segundo Barros (2001), bioguimicamente, o mecanismo de acdo dos metais
pesados é devido a elevada afinidade dos cétions por enxofre presentes nas enzimas que
controlam a velocidade das rea¢cdes metabdlicas criticas no corpo humano. Estes metais
atacam estas enzimas afetando sua atividade enzimatica. A exposicdo a estes metais em
aguas subterraneas, pode causar sérios danos, pois estes poluentes se acumulam em
animais, plantas e seres humanos. Este acimulo pode gerar alteracdes em plantas e

animais.

As fontes de metais pesados incluem: aerosois de combustiveis industriais e
urbanos, operacdes de refino, incineracdo, atividade de mineracao e efluentes industriais

e agricolas.

Diversas rotas sao fontes de introducdo desses elementos nas fracfes de
petroleo e produtos derivados. Por exemplo, durante o processo de destilagdo do 6leo
cru, onde os compostos organometalicos mais volateis sdo transferidos para as suas
fragdes mais leves A corrosdo também pode contribuir na introducdo de elementos
metalicos nos derivados do petréleo, pois durante longo tempo de estocagem ou
processamento, alguns desses elementos podem ser introduzidos como contaminantes
devido a corrosdo de tanques e equipamentos. Segundo Dalemount et al. (1961), um
exemplo tipico € a presenca de vanadio e niquel, que podem estar na forma de
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complexos organometalicos. Complexos semelhantes dos elementos ferro, cobre, zinco,

cobalto, mercurio e cromo também sdo encontrados na composi¢do do petroleo.

O desempenho de combustiveis, tais como diesel, gasolina e querosene de
aviacao, é altamente afetado devido a presenca de espécies metélicas. No caso do 6leo
diesel, a presenca de espécies quimicas contendo Cu, Fe, Ni, entre outros, pode
ocasionar a catalise de reacGes de oxidacdo que diminui o seu desempenho como
combustivel. Em unidades de refino ou de cragueamento catalitico, vanadio, niquel,
ferro e cobre presentes no dleo combustivel agem como catalisadores toxicos
(DALEMOUNT et al. 1961).

O derramamento de petrdleo e seus derivados em ambientes marinhos é
atualmente um dos principais problemas ambientais. Os hidrocarbonetos constituintes
do petroleo ja apresentam por si grandes riscos ambientais, sendo que estes riscos
podem ser potencializados se houver concentracdes consideraveis de metais pesados nos
efluentes petroliferos. Poucas tecnologias sdo capazes de amenizar os efeitos destes dois
contaminantes, simultaneamente. fons metalicos nio sdo biodegradaveis e apresentam
elevada toxicidade. Assim, a remediacdo de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e
metais € apresentada como uma grande preocupacdo ambiental (MULLINGAN et al.
1999).

2.2 Técnicas de contencdo para vazamentos de 6leo.

Existem diversas tecnologias que podem ser utilizadas com o objetivo de
reducdo dos efeitos danoso causados por derramamentos de petréleo, e a escolha da
técnica € crucial para minimizacdo dos impactos ambientais gerados (THAVASI et al.
2011).

Segundo Ferrdo (2010), a técnica mais comum € a utilizacdo de barreiras
constituidas de materiais sorventes polimétricos com propriedades de elevada
resisténcia mecénica e fisico-quimica. Estas barreiras atuam bloqueando ou mesmo
direceionando a mancha de petroleo para localidades que possam ser menos danosas e

com maior facilidade de recolhimento, além da possibilidade de utilizacdo na protecédo
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de locais estratégicos, evitando que a mancha possa atingir areas de interesse

socioeconémico ou ecoldgico.

Outra técnica consiste na utilizacdo de skimmers. Sao dispositivos de suc¢do
que atuam removendo o 6leo que fica alocado na superficie da agua. Entretanto esta
técnica ndo e muito eficiente, pois existe a tendéncia natural do 6leo de espalhar no
oceano, de acordo com a atuacdo dos ventos, ondas e corrente marinha (FERRAO,
2010).

Ja a queima in-situ consiste no processo de combustdo do 6leo derramado
no mar no local ou nas proximidades. Esta metodologia € dificultada por alguns fatores
como o perigo da fonte de ignicdo de queima e a formac&o de residuos toxicos, além de
questdes de seguranca. Apesar de ainda ndo ser regulamentando no Brasil ainda, esta
técnica de contencdo é amplamente utilizada no Canada, EUA, Inglaterra e Suécia
(FERRAO, 2010).

A técnica de biorremediacdo pode ser considerada como uma alternativa
promissora e ecologicamente adequada na redugé@o dos impactos ambientais gerados por
derramamento de petréleo e derivados. So utilizados micro-organismos ou metabdlitos
microbianos que visem reduzir a concentracdo ou toxicidade de algum poluente (ROSA,
2001). Esta técnica tem recebido bastante notoriedade e tem se mostrado como uma
alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, tais como &guas

subterréneas e solos, além de residuos e efluentes industriais (THAVASI et al. 2011).

A desvantagem desta técnica esta relacionada ao longo tempo de resposta
que torna ncesséria a adicdo de mecanismos que possam acelerar este processo, como

por exemplo, a utilizacdo de surfactantes.

Os efeitos positivos da utilizacdo de surfactantes incluem: aumento da
solubilidade dos hidrocarbonetos na fase liquida, dessor¢do deos hidrocarbonetos e
metais pesados sorvidos no solo e a facilidade de difusdo de hidrocarbonetos da fase
solida para a liquida, aumentando entdo a biodisponibilidade do dleo para agcdo dos
micro-organismos degradadores de petréleo (MILLIOLI, 2009; CRUZ, 2012).
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2.3 Surfactantes quimicos

Surfactantes s@o espécies quimicas que so serem adicionadas aos liquidos
aumentam a sua capacidade de espalhamento e umectacao através da reducao da tensédo
superficial. A classificacdo como tensoativo se refere a estes compostos apresentarem a
caracteristica de reduzirem a tensdo superficial e interfacial de liquidos (ROCHA,
2007).

Sao moléculas afinpéticas, ou seja, sua estrutura molecular apresenta uma
regido hidrofilica (polar) e outra hidrofobica (apolar), o que lhe atribuem a propriedade
de se distribuirem nas interfaces entre fases de fluidos com diferentes graus de
polaridade, como sistemas agua/éleo ou 6leo/agua. A porcdo apolar da molécula pode
ser idnica (catidnica ou anidnica), ndo iénica ou anfotera (DESAI & BANAT, 1997). Se
forem adicionados a liquidos imisciveis, como em um sistema 0Oleo/agua, tendem a se
acumular na interface entre duas fases, causando a reducdo da tensao interfacial desse
sistema. A Figura 3 apresenta a estrutura molecular de Dodecil sulfato de sddio (SDS) e
Triton X-100 que sdo surfactantes quimicos amplamente utilizados industrialmente.

Figura 3 - Estruturas da molécula de SDS (A), um surfactante

quimico do tipo anidnico, e do Triton X-100 (B), do tipo n&o idnico.

A Q O
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Fonte: Van Hamme et al. 2006.
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As moléculas de surfactantes existem como mondmeros em concentracdes
muito diluidas, entretanto quando sua concentracdo excede um determinado valor
(Concentracdo Micelar Critica, CMC), estes mondmeros se associam espontaneamente
gerando agregados de dimens@es coloidais, as chamadas micelas. Esta caracteristica de
agregar os mondmeros de surfactante € justificada pelas caracatristicas fisico-quimica
estrutura molecular destas espécies quimicas (MILLIOLO, 2009). As micelas estdo em
equilibrio dindmico com os mondmeros dissolvidos do surfactante, que permanecem em
uma concentragdo aproximadamente constante ap6s a CMC ter sido alcancada
(FENDLER & TUNDO, 1984). Esta associacdo em agregados ocorre principalmente na
presenca dde &gua ou solvente polar, sendo a estrutura final destes agregados
supramoleculares classificadas como microscopicamente ordenada (PACWA-
PLOCINICZAK et al. 2011). A Figura 4 apresenta a estrutura da organizacdo das

micelas de um surfactante.

Figura 4 - Estrutura de organizacdo das moléculas de tensoativos

como micelas.

Fonte: Nitschke, Ferraz & Pastore, 2004.

Quando a CMC é atingida, formam-se varias micelas e o valor da tenséo
superficial ndo sofre mais alteragdo (WITTCOTT e REBBEN, 1980). A eficiéncia de
um surfactante esta relacionada a uma baixa CMC, pois assim pouca quantidade de
material do surfactante é necessaria para se obter aplicabilidade de suas propriedades
funcionais (MAKKAR et al. 2011).



29

As reducoes de tensdes superficial e interfacial estdo correlacionadas com a
concentracdo de surfactante até o momento em que CMC ¢ alcancada. Um eficiente
surfactante é capaz de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 para 35 mN.m? e a
tensdo interfacial entre a gua e n-hexadecano de 40 para 1 mN.m, além de apresentar
baixa concentracdo micelar critica (MULLIGAN, 2005).

Estas caracteristicas funcionais dos surfactantes 0s enquadram em
aplicacdes em diversos setores industriais, dentre eles na receuperacdo de petroleo e
tratamento de residuos oleosos, industria farmacéutica, de alimentos e mineragao
(FIECHTER, 1992).

Apesar da vasta aplicabilidade, a industria petrolifera € o maior mercado
para os surfactantes. S&o utilizados diretamente na producdo dos derivados do petrdleo
ou sdo incorporados nas formulacdes de dleos lubrificantes (DYKE et al. 1991). Outro
uso esta relacionado com o potencial de recuperacdo de derivados de petréleo na
limpeza de tanques, preparo de misturas 6leo-alcool para combustiveis e disperséo de
6leos derramados em ecossistemas aquéticos (LIMA, 1996).

A industria petrolifera utiliza amplamente surfactantes quimicos na
formulacdo de dispersantes, que sdo utilizados em casos de vazamento de petroleo nos
oceanos (RUFINO et al. 2013).

Dispersantes quimicos sdo substancias de natureza organica utilizados com
a finalidadede reduzir a tensdo superficial entre o 6leo e a &gua, aumentando a
superficie de contato entre os mesmos, através da formacdo de gotas de 6leo no meio
aquoso (CRUZ, 2012). Além dos surfactantes, os dispersantes também séo constituidos
por solventes organicos (na proporcdo de 1:15 a 1:25 do surfactante na CMC para
solvente organico). A Figura 5 apresenta 0 mecanismo de acdo dos dispersantes em

oceanos contaminados com petréleo.
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Figura 5 - Mecanismo de acdo dos dispersantes em ambientes maritimos
contaminados com dleo - A) Aplicacdo do dispersante quimico na mancha
de 6leo; B) O solvente ocasiona a interagdo do surfactante com o 6leo; C)
As moléculas de surfactante migram para a interface 6leo/agua, reduzindo
a tensdo superficial; D) As goticulas de 6leo sdo circundadas pelas
estruturas micelares dos surfactantes, estabilizando a dispersdo, o que
ajuda a promover uma rapida diluicdo pelo movimento da agua; E) As
gotas dispersam por mistura turbulenta deixando apenas uma fina camada

do dleo na superficie.

Fonte: Cruz, 2012.

A utilizacdo destes dispersantes tem sido amplamente difundida desde a
década de setenta. A decis@o do uso de dispersantes em um vazamento de 6leo depende
da quantidade e do tipo do 6leo ou produto derramado, da distancia da costa, da
presenca de organismos sensiveis, das condi¢fes climaticas, das correntes maritimas e
dos tipos de dispersantes disponiveis no mercado (CRUZ, 2012).

Apesar de estes dispersantes minimizarem os efeitos danosos causados por
vazamento de 0Oleo, estas substancias acarretam outro problema, pois a maioria é toxica

e de dificil degradagéo.
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A utilizacdo de surfactantes quimicos depende da regulamentacdo ambiental
de cada pais. No Brasil, a Resolucdo CONAMA N°269/2000 regulamenta o uso de
dispersantes quimicos em derrames de dleo no mar e restringe sua aplicagdo a uma
distancia menor que 2.000 m da costa.

Maior parte dos surfactantes comercializados é sintetizada a partir de
derivados do petréleo, o que Ihes concede uma grande desvantagem de sua utilizacao,
tendo em vista a preocupagdo ambiental entre o mercado consumidor, associado a novas
legislacdes de controle ambiental (HENKEL et al. 2012). Estes surfactantes sintéticos
sdo prejudiciais a0 meio ambiente, pois apresentam consideravel toxidade e ndo sédo
biodegradaveis.

Tal fato tem gerado interesse em uma classe de compostos que apresentam
as mesmas caracteristicas destes tensoativos sintéticos: os biossurfactantes, ou
surfactantes naturias. Esta classe de composto, de origem microbiana, apresenta a
vantagem de terem baixa toxidade, aceitabilidade ambiental e a possibilidade de
producdo por fontes renovaveis, alem de tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica, e
serem biodegradaveis no solo e na 4gua (MAKKAR et al. 2011).

2.4 Biossurfactantes

Biossurfactantes constituem uma série de espécies quimicas com
propriedades funcionais similares aos surfactantes quimicos (SINGH et al. 2007;
DEVELTER & LAURYSSEM, 2010; FRANZETTI et al,. 2010). Sao produzidos
extracelulares ou como parte da membrana celular de bactérias, leveduras e fungos.
Apresentam algumas vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos: baixa toxidade,
aceitabilidade ambiental e a possibilidade de producdo por fontes renovaveis, além de
tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica, e serem biodegradaveis no solo e na 4gua
(MAKKAR et al. 2011). Estas vantagens dos biossurfactantes permitem seu
enquadramento em uma gama de aplicacdes industriais, entretanto os altos custos de
producdo associados a métodos ineficientes de recuperacdo e purificacdo ndo permitem
a sua utilizacdo em larga escala (REIS et al. 213). Estudos que visem a reducdo nos

custos de producdo de biossurfactantes séo tidos como promissores, e estes estudos
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incluem principalmente a utilizacdo substratos de baixo custo, como residuos indutriais,

bem como a reducdo e a otimizacao de etapas de purificacdo (MAKKAR et al. 2011).

2.4.1 Classificacdo quimica dos biossurfactantes

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, que sdo classificados de acordo
com a carga ionica presente na regido polar da molécula, os biossurfactantes séo
classificado de acordo com a natureza bioquimica da molécula ou com a espécie
microbiana produtora. A maioria dos biossurfactantes é anidnica ou neutra (PACWA-
PLOCINICZAK et al. 2011).

As principais classes de biossurfactantes incluem: glicolipideos,
lipopeotideos e lipoproterinas, acidos graxos, fosfolipideos e biossurfactantes
poliméricos (RAMKRISHNA, 2010).

Segundo Banat et al. (2010), os glicolipideos constituem a classe de
biossurfactantes mais conhecidos. Sdo carboidratos do tipo mono, di, tri e
tetrassacarideo constituidos de glicose, manose, galactose, acido glicurénico, rhamnose
e sulfato de galactose combinados com longas cadeias de &cidos alifaticos ou
hidroxialifaticos. Dentre o0s biossurfactantes glicolipideos estdo ramnolipideos,
trealilipideos, soforolipideos e mannosileritol lipideos. O grau de polaridade destes
biossurfactantes depende do hidrocarboneto utilizado como substrato (BOGNOLO,
1999). Sdo utilizados na dispersdo e degradacdo de diferentes classes de
hidrocarbonetos, emulsificante de 6leos vegetais e remocdo de metais pesados de solo
contaminado (PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).

Os biossurfactantes do tipo lipopeptideos e lipoproteina tém recebido
destaque devido suas elevadas atividades superficiais e potencial antibiotico. Estes
biossurfactantes sdo relatados como antibidticos, antivirais, imunomoduladores e
inibidores de toxinas especificas (REIS et al. 2013). Normalmente apresentam elevada
massa molar e sdo sollveis em agua (BOGNOLO, 1999). Neste grupo destacam-se
surfactina, subtilisina, gramicidina e iturina. Dentre suas aplicacGes ainda se pode
mencionar remocdo de metais pesados, solubilizante de hidrocarbonetos em &gua e
emulsificante de hidrocarbonetos e 0leos vegetais (AL-WAHAIBI et al. 2013).

Os acidos graxos que apresentam caracteristicas biossurfactantes sao

produzidos por algumas bactérias e leveduras, quando n-alcanos séo utilizados como
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substrato (DESAI & BANAT, 1997). Sao constituidos de moléculas de acidos graxos
saturados em cadeias variando de 12 a 14 atomos de carbono e grupos hidroxila
(RAMKRISHNA, 2010). Nesta categoria destacam-se o0s 4&cidos ustalgico e
corinomicolico (BOGNOLO, 1999). Apresentam potencial para aplicacbes como
emulsificante, agente quelante, sequestrante de metais e dispersante de corantes
hidrofobicos (PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).

Os biossurfactantes do tipo fosfolipideos fazem parte da membrana celular
de alguns micro-organismos e sdo constituidos de uma molécula de glicerol ligada a
duas moléculas de acido graxos por uma ligacdo éster (RAMKRISHNA, 2010). A
producdo de fosfolipideos é afetada diretamente pelas condi¢des de cultivo, bem como
pelo substrato utilizado, assim diferentes tipos de biossurfactantes podem ser
sintetizados (DESAI & BANAT, 1997). Os principais fosfolipideos s&o fosfatidiliositol,
fosfatildiglicerol e acido fosfatidico. Suas principais aplicacdes incluem emulsificante,
agente quelante e solubilizante de hidrocarbonetos (PACWA-PLOCINICZAK et al.
2011).

Os biossurfactantes poliméricos sdo polimeros de elevado peso molecular
com alta viscosidade. Apresentam elevados indices e emulsificacdo mesmo em baixas
concentragdes (0,001 a 0,01%). Os principais biossurfactantes poliméricos sdo emulsan,
liposan, alasan, mannoproteina e biodispersan (PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).
A principal aplicacdo desta classe de biossurfactantes é como agente estabilizante de
emulsdes agua/hidrocarbonetos. Emulsan é um dos mais poderosos estabilizantes tanto
de emulséo como de micremuldes (RAMKRISHNA, 2010).

2.4.2 Micro-organismos produtores de biossurfactantes

Uma grande variedade de micro-organismos (Tabela 2) é capaz de produzir
micro-organismos com diferentes estruturas moleculares, mas com algumas

propriedades comuns.
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Tabela 2 — Tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores.

Tipo de biossurfactante

Micro-organismo

Glicolipideos

- Ramnolipideos
- Soforolipideos

- Trealolipideos

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola; Torulopsis apicola

Rhodococcus erythropolis

Lipopeptideos e lipoproteinas

-Surfactina

- Liquenisina; kurstakina
- Iturina; fengicina

- Polimixina

- Gramicidina

- Serravetina

- Peptideo-Lipideo

Bacillus subtilis; Bacillus pumilus
Bacilus licheniformis

Bacillus subtilis

Bacillus polymyxa

Bacillus brevis

Serratia marcescens

Bacillus thuringiensis kurstaki

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

- Acidos Graxos
- Lipideos Neutros

- Fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythoropolis

Thiobacillus thiooxidans

Biossurfactantes poliméricos

- Emulsan
- Biodispersan

- Liposan

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica

Fonte: Slivinski, 2012; Nitschke e Pastore, 2002.
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Apesar do potencial de producdo ser determinado pela genética da espécie
microbiana, os fatores ambientais e a natureza do substrato também pode influenciar o
nivel de expressdo (SOBRINHO, 2007).

E importante salientar que a producdo biossurfactantes normalmente esta
associada a uma mistura de homdlogos, cuja composicao depende da cepa utilizada, das
condicdes de cultivo e substrato. Da mesma maneira que a sua composic¢ao pode variar,
as propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes também séo bastante variaveis e
dependem diretamente da composi¢do da mistura de homdélogos (KRIEGER et al.
2009).

Dentre a gama de biossurfactantes e micro-organismos produtores, destaca-
se a producdo de lipopeptideos. Estes biossurfactantes sdo produzidos, em sua maior
parte, por bactérias do género Bacillus, e sdo apontados como um dos biossurfactantes

mais eficientes e de maior interesse comercial (REIS et al. 2013).

2.4.3 Biossurfactantes do tipo lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo moléculas sdo constituidas de acidos graxos associados
a aminodcidos. A regido peptidica da molécula pode apresentar caracteristicas
eletrostaticas neutras ou anidnicas e os aminoacidos estdo normalmente associados em
uma estrutura ciclica. Esses peptideos normalmente sdo apresentados na forma de
misturas de espécies quimicas semelhantes, e podem apresentar pequenas diferencas
entre si na sua composicdo de aminoacidos e/ou na sua regido lipidica
(RAMKRISHNA, 2010; HATHOUT et al. 2000; MAIER, 2003).

Existe uma grande diversidade de lipopeptideos na natureza, bem como dos
seus micro-organismos produtores, contudo o género Bacillus se destaca por ser o grupo
responsavel pela producdo de boa parte dos lipopeptideos conhecidos atualmente (REIS
et al. 2013).

Segundo Jacques (2011), os lipopeptideos mais conhecidos sdo divididos
em trés familias: surfactina, iturina e fengicina. J& as familias dos lipopeptideos

subdivide-se em isoformas, que diferem na composi¢cdo dos aminoacidos da parte
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peptidica. As isoformas podem ainda ser subdividas em séries homologas, que
apresentam variacdo no numero de atomos de carbono que compdem a cadeia lipidica
(ONGENA et al. 2007; ROMERQO et al. 2007; JACQUES, 2011). A Figura 6 apresenta
a divisdo de familias e algumas isoformas dos principais biossurfactantes do tipo

lipeptideos.

Figura 6 - Subdivis6es dos principais biossurfactantes lipopeptideos.

LIPOPEPTIDEOS
| 4
[FAMiLIAEl Fengicina Surfactina Iturina
CH3(CH)1.44CHCH,CO-Glu-Omn-Tyr-Thr-Glu-X CH4(CH 2}.;_12{|.7HCH2CD-GIU-LEU-Leu-.&sp-Leu-){ CH J{CHE}W-‘IE?HCH ,CO-X-Tyr-Asn-Gln-Pro-Asn-Ser
I |
OH 0 0] HN |
IInla-Tyr-GIn-Prn
(IS0FORMAS) Surfactina A Surfactina B Surfactina C
CH3(CH2}.}12{|3HCHZCD-GIu-Leu-Leu-‘u’al-.&.sp-Leu-Leu CHJ[CthutleCHECO-GIU-Leu-Leu-VaI-Asp-Leu-\.-’aI CH;{CHz}.}12?HCHZCD-GIu-Leu-Leu-‘u'aM.sp-Leu-lIe
0 | 0 | 0
. i
(HOMOLOGOS) Surfactina B-Cy, Surfactina B-Cy, Surfactina B-Cy5

CHatCHz}g{liHCHECD-GIu-Leu-Leu-‘u'aI-Asp-L&u-UaI CHJ[CHEjm[':HC H,CO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Val CHatCth1l|3HCHZED-GIu-Leu-Leu-‘lJaI-Asp-Leu-‘u’aI
0 | 0 | 0

Fonte: Slivinski, 2012.

No grupo da surfactina, tém-se o0s biossurfactantes mais eficientes
conhecidos, pois em baixas concentragdes (0,017 g.L™), apresenta a capacidade de
reduzir a tensdo superfical da agua de 72 para 27 mN.m™ e tenséo interfacial de um
sistema agua/hexadecano de 42 para 1 mn.m™. A surfactina é um heptapeptideo ciclico
que pode apresentam de 12 a 16 atomos de carbono na sua estrtura molecular. As
isoformas podem variar a posi¢éo do 7° aminoacido, entre Leu, Val e lle. Esta variagao

pode ser afetada pelas condi¢cdes ambientais e nutricionais do cultivo, bem como pode
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ser determinada pela linhagem microbiana analisada (JACQUES, 2011, BUGAY, 2009;
LIU et al. 2008). Apresentam elevada atividade antibacteriana e antifungica
(RAMKRISHNA, 2010).

A fengicina ¢ um lipopeptideo que contem o acido graxo B-hidroxi em sua
estrutura, e pode apresentar de 13 a 18 &tomos de carbono na molécula, podendo ser
saturados ou insaturados, e variando a posicdo do 6° aminoacido constituinte (Ala-Val),
apresentando entdo duas isoformas (ONGENA et al. 2007). A fengicina apresenta forte
atividade surfactante e antifingica, mas mostrou ser ineficiente frente a bactérias e
leveduras (ROMERO et al. 2007). Singh & Cameotra (2013) apontam a fengicina como
um potencial bioproduto para utilizacdo biorremediacdo, pois este biossurfactante foi

capaz de remover hidrocarbonetos e metais pesados de solo contaminado.

Os compostos identificados como iturinas sdo lipo-heptapeptideos, assim
como a surfactina, entretanto sdo constituidos por sequéncia peptidica diferente. Suas
cadeias carbbnicas podem variar de 13 a 17 atomos de carbono e apresentam o &cido
graxo [-amino em sua estrutura. A iturina apresenta 6 isoformas predominantes, as
iturinas A e C, a micosubtilisina e as bacilomicinas D, F e L. Apresentam atividade
antibidtica e antifungica, além de potencial para aplicacdo como pesticida (ROMERO et
al. 2007; ONGENA et al. 2007; VATER et al. 2002; RAMKRISHNA, 2010).

Os lipopeptideos estdo entre os biossurfactantes mais eficientes e também
sdo o0s mais conhecidos, ocasionando grande interesse cientifico, terapéutico e
biotecnologico (JACQUES, 2011, BUGAY, 2009; LIU et al. 2008; SINGH &
CAMEOTRA, 2013).

2.5 Propriedades dos biossurfactantes

As propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes, tais como reducdo de
tensdo superficial e interfacial, agente espumante e emulsificante, reduzidas
concentragdes micelares criticas, solubilizante e poder detergente sdo cruciais na
avaliacdo da sua eficiéncia e na se¢do de micro-organismos que apresentem potencial de

producdo destas biomoléculas (REIS et al. 2013).
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Segundo Pacwa-Plociniczak et al. (2011), apesar da diversidade de
composicdo quimica e de micro-organismos produtores, algumas propriedades sédo
comuns para a maioria dos biossurfactantes. Estas propriedades sdo apresentadas como

vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos.

- Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes do que os
surfactantes sintéticos, pois apresentam menores valores de tensdo superficial e
interfacial em menores concentracdes de tensoativo. Um eficiente biossurfactante é
capaz de reduzir a tensdo superfical da dgua de 72 para 35 mN.m e interfacial de um
sistema agua’hexano de 40 para 1 mN.m? (RAMKRISHNA, 2010). A CMC ¢
comumente utilizada para medir a eficiéncia de um surfactante. A concentracdo micelar
critica dos biossirfactantes variam de 1 a 200 mg.L. Eficientes biossurfactantes
apresentam reduzidos valores de CMC, pois assim pouca quantidade destas
biomoléculas é necessaria para se obter eficiéncia como tensoativo (PACWA.-
PLOCINICZAK et al. 2011).

- Agente emulsificante: emulsfes formadas com biossurfactantes sdo mais estaveis e
com elevados indisces de emulsificacdo do que as obtidas com surfactantes sintéticos.
Os biossurfactantes podem gerar emulsdes que apresentem estabilidade macro e
microscopicamente durante meses (RAMKRISHNA, 2010). Biossurfactantes de
elevado peso molecular sdo mais eficientes do que os de baixo peso molecular
(BOGNOLO, 1999).

- Tolerancia a temperatura, pH e forca idnica: muitos biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade de suas propriedades funcionais, quando submetidos & variacGes
ambientais de temperatura, pH e forca ibnica (RAMKRISHNA, 2010). Os
biossurfactantes ndo sdo afetados por temperaturas até 90 °C (BOGNOLO, 1999).
Knoblich et al. (1995) apresenta que o pH pode afetar o tamanho e o formato das
segregacgdes micelares formadas pelos biossurfactantes, entretanto estas variagdes néo
sdo tdo significativas ao ponto de reduzir sua eficiéncia como agente tensoativo e
emulsificante. Segundo Nitschke & Pastore (2002), os biossurfactantes suportam
concentragfes salinas até valores proximos a 10% (m/v NaCl), ao passo que 0S
surfactantes sintéticos sdo inativados por concentracdo salina em torno de 2 a 3% (m/v
NaCl).
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- Baixa toxicidade e biocompatibilidade: a crescente preocupacdo com efeitos alérgicos
de produtos artificais tem incentivado os estudos de producdo de biossurfactantes. A
maioria dos biossurfactantes apresenta baixa ou nenhuma toxicidade, o que pode
viabilizar sua aplicacdo na industria farmacéutica, alimenticia e cosmetica (LUNA et al.
2013). Os biossurfactantes séo facilmente degradados no solo e na agua, diferentemente
dos surfactantes sinéticos, o que possibilita sua aplicacdo em biorremediacdo e
tratamento de efluentes (RAMKRISHNA, 2010).

- Acdo antimicrobiana: alguns biossurfactantes apresentam acdo antimicrbiana,
resultando na destruicdo de outros micro-organismos pela lise de suas membranas
celulares. No microambiente, esta propriedade € importante no que se refere a

competicdo por nutriente com outras espécies microbianas (SRIRAM et al. 2011).

- Producédo por fontes renovaveis: os surfactantes sintéticos sdo derivados do petroleo,
ou seja, uma fonta ndo renovavel (HENKEL et al. 2012). J& os biossurfactantes podem
ser sintetizados a partir de fontes renovaveis e de baixo custo, como residuos
agroindustriais. A utilizacdo deste reiduos apresenta uma vantagem econdmica ao
processo, ocasiona uma reducad de 30% nos custos do processo. A bioconversdo de
residuos em produtos de elevado valor agregado apresentam um novo fluxo de produtos
para o setor industrial, com o diferencial de serem descartados em alguns processos e
serem utilizados como matéria-prima em outros. Uma variedade de subprodutos ou
residuos, que incluem derivados de Oleos vegetais, residuos de amido, residuos de
destilaria de o6leos e substancias lacteas tem sido utilizados na producdo de
biossurfactantes (MAKKAR et al. 2011).

Os biossurfactantes apresentam grande diversidade quimica, mas
apresentam propriedades bastantes semeslhantes. Estas propriedades tém recebido
grande interesse de diversos setores industriais, pois fornecem elevado potencial de
aplicacbes e diversas vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos (PACWA-
PLOCINICZAK et al. 2011).
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2.6 Aplicacoes dos biossurfactantes

Durante a ultima década, a demanda de surfactantes aumentou cerca de
300%. A producdo mundial excede trés milhdes de toneladas e envolvem cerca de
quatro milhdes de dollars (CASTIGLIONI et al. 2009). Segundo Reis et al. (2013), o0s
biossurfactantes sdo apresentados como potenciais substitutos para os surfactantes
sintético em diversos processos como lubrificante, estabilizante de emulsdes,
dispersante, espumante, anti-espumante, agente quelante em inddstrias como
alimenticiea, farmacéutica, cosmética, além de atuar na biorremediacdo de

contaminantes tanto organicos como inorganicos.

Shete et al. (2006) mapeou as patentes de biossurfactantes e
bioemulsificantes ao redor do mundo e observou diversos setores industriais possuem
patentes destas biomoléculas: industria petrolifera (33%), cosméticos (15%),
biomedicina, como agente antimicrobiano (12%) e biorremediacdo (11%). A Tabela 3
apresenta algumas aplicacdes dos biossurfactantes, relacionados as suas respectivas

funcBes, nos diversos setores industriais.

A industria petrolifera € o maior mercado para os biossurfactantes, onde sédo
utilizados diretamente na producdo dos derivados do petréleo ou sdo incorporados nas
formulagdes de oOleos lubrificantes. Outro uso esta relacionado com o potencial de
recuperacdo de derivados de petroleo na limpeza de tanques, preparo de misturas 6leo-
alcool para combustiveis e dispersdo de 6leos derramados em ecossistemas aquaticos,
atuando na biorremediacdo (PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).
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Tabela 3 — Funcdes e aplicacbes dos biossurfactantes em diferentes setores industriais.

IndUstria Aplicacao Funcao
Agricultura Biocontrole Biocontrole de micrébios como parasitismo e
competicao.
Alimentos Emulsificacdo; desemulsificacdo Estabilizante de emulsdes, espumante e agente de
e ingrediente funcional interacdo com proteina, carboidratos e lipideos.
Ambiental Biorremediacao Emulsificante, espumante dispersante e agente

Bioprocessamento

Construcéo civil

Cosmética

Farmacéutica

Metalurgia

Papel e plasticos

Petrolifera

‘Downstream’

Agentes permeabilizadores

Produtos de beleza e saude

Produtos terapéuticos

Agente quelante e emulsificante

Solubilizante e agente

dispersante

Emulsificante, limpeza de
reservatorios, solubilizante e
formulacédo de 6leos

lubrificantes.

quelante.

Biocatalise em sistemas bifasicos e emulsoes,
recuperacao de compostos intracelular e indutor
de metabolitos fermentativos e enzimas

extracelulares.
Ligacdo do asfalto a areia e cascalho

Emulsificantes, solubilizantes, espumantes e

mediadores de acdo enzimatica.

Inibidor de formacdo de coagulos, atividade

antibacteriana e antifingica e vacinas.
Estabilizante de emulsdes e sequestrante de metais

Solubilizacéo de fluidos de diferentes polaridades

Reducéo da viscosidade de 6leos, estabilizantes e
desemulsificacdo de emulsdes, solubilizagéo de

hidrocarbonetos e aditivos para lubrificantes.

Fonte: Singh et al. 2007; Ramkrishna, 2010; Silva, 2012; Sobrinho, 2007.
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2.6.1 Biorremediacdo de ambientes contaminados com 6leo

A capacidade dos biossurfactantes em emulsificar fluidos de polaridade
diferente, como hidrocarbonetos em agua, aumenta a degradacdo de poluentes ao
ambiente. Os biossurfactantes atuam diretamente na interacdo interfacial gua/odleo,
aumentando o contato entre estes liquidos, acelerando entdo a degradagéo de 6leos por
micro-organismos e promovem assim a biorremediacdo de aguas e solos (NITSCHKE
& PASTORE, 2002). Micro-organismos degradadores estdo naturalmente presentes em
oceanos, e a biodegradacdo constitui um dos métodos mais eficientes de remogédo de
petroleo (MULLIGAN, 2005).

A utilizagdo de micro-organismos que utilizam hidrocarbonetos como
substratos e produzem biossurfactantes pode ser uma alternativa para reducéo de custos
da utilizacdo de biossurfactantes na biorremediacdo (RAMKRISHNA, 2010). Os
biossurfactantes podem ser utilizados para emulsificar e aumentar a solubilidade de
contaminantes hidrofébicos no solo e na dgua (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Segundo Dyke et al. (1991), a utilizacdo de biossurfactantes em remediacéo
esta sendo proposto e testado em algumas partes do mundo, para combater a polui¢do
ambiental gerada por derramamentos acidentais de Gleo. Este processo previne a
persisténcia de camadas de 6leo no ambiente, sendo estes responsaveis pela deplecédo do
oxigénio e intoxicagdo da vida marinha. Acidentes com petroleo tém sido muito
frequentes, portanto tem-se nesta area um vasto campo para a aplicacdo dos
biossurfactantes.

Alguns trabalhos obtiveram sucesso na biorremediagdo de ambientes
contaminados com o0leo, com a utilizacdo indculos microbianos e tratamentos com
biossurfactantes. Bognolo (1999) relatou que os biossurfactantes produzidos por
Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e Bacillus subtilis demonstraram
potencial na remocdo de piche de areia contaminado. Noordman & Janssen (2002)
observaram que os rhaminolipideos, que sdo biossurfactantes produzidos por cepas de
Pseudomonas aeruginosa, estimulou a degradacdo de compostos hidrofobicos em solo

contaminado.



43

Das & Mukherjee (2007) demonstraram que a biodegradacdo de petroleo
cru foi eficiente com a adicdo dos biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis
(surfactina) e Pseudomonas aeruginosa (rhaminolipideos). Das & Mukherjee (2007)
também observaram que estas duas bacterias sdo eficientes produtores de
biossurfactantes em ambientes contaminados com petréleo e derivados. Estes autores
relataram que o biossurfactante produzido foi capaz aumentar de 5 a 7 vezes a
solubilidade de pireno (hidrocarboneto poliaroméatico de elevada toxicidade),
influenciando diretamente a biodegradacéo deste contaminante.

2.7.2 Remogéo de metais pesados

O petréleo consiste, basicamente, de uma mistura de hidrocarbonetos,
parafinicos, nafténicos e aromaticos, com certa quantidade de elementos metalicos e
metaldides, principalmente na forma de compostos organometalicos ou de dispersédo de
coldides inorganicos. Metais estdo naturalmente presentes no petrdleo, podendo ter sido
originado do material vegetal que deu origem ao Gleo, ou de rochas ou solo nas
proximidades de onde foi originado (DALEMOUNT et al. 1961). Os hidrocarbonetos
constituintes do petréleo apresentam grandes riscos ambientais, sendo que estes riscos
sdo potencializados se houver concentracdes consideraveis de metais nos efluentes

petroliferos.

As contaminac@es por hidrocarbonetos e metais sdo grandes preocupacdes
ambientais, mas poucas tecnologias sdo capazes de amenizar os efeitos destes dois
contaminantes, simultaneamente. fons metalicos ndo sdo biodegradaveis e apresentam
elevada toxicidade. Assim, a remediacdo de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e
metais é apresentada como uma grande preocupagdo ambiental. Processos bioldgicos
estdo em desenvolvimento e apresentam potencial de baixo custo (MULLIGAN et al.
1999).

Biossurfactantes atuam na tensao interfacial e solubilizam hidrocarbonetos
na fase aquosa, ou captura as gotas de Oleo dentro das micelas, e simultaneamente

podem capturar ions metélicos através de interagdes eletrostaticas ou complexagdo
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(RUFINO et al. 2011). A presenca de diferentes grupos funcionais de diferentes
polaridades nas moléculas de biossurfactante acarreta um interacdo molecular com a
carga dos metais pesados, atuando como um agente quelante, possibilitando a sua
remoc¢do de um solo ou efluente contaminado (MULLIGAN et al. 1999). Segundo
Singh & Cameotra (2013), a remocdo de metais pesados por biossurfactantes ocorre
possivelmente por complexacdo da forma livre do metal em solucéo, agindo como um
quelante. A Figura 7 apresenta 0 mecanismo de acdo dos biossurfactantes quando sdo

aplicados em solos contaminados com metais pesados.

Figura 7 - Mecanismo de acdo do biossurfactante em solos contaminados com metais.

Metal é adosrvido na superficie do solo

Interacao entre as moléculas de
biossurfactantes na interface entre o solo, a
agua e o complexo metalico

Dessorcao do complexo metal-biossurfactante do solo para a
solucao e incorporacao do metal na micela do tensoativo

® q‘\
.f "’\ Precipitacao do biossurfactante
m —_— Q‘\&\ fora do complexo

Fonte: Pacwa-Plociniczak et al. (2011).

Pacwa-Plociniczak et al. (2011) apresenta que a utilizacdo de
biossurfactantes em ambientes contaminado com metais pesados € baseado na sua
habilidade de formar complesxos com os metais. Os biossurfactantes anidéniocos
formam complexos ndo idnicos com os metais, através de uma ligacdo idnica. Estas
ligagbes sdo mais fortes do que as interagOes eletrostaticas do metal com o solo,
possibilitando que o biossurfactantes se liguem aos metais e removam estes
contaminantes do ambiente contaminado. fons metéalicos tambem podem ser removidos

de ambiente contaminado através de interacdo eletrostatica com a segregagdo micelar
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formada pelas moléculas de biossurfactantes, pois a ‘cabeca’ polar das micelas
apresenta capacidade de interagir com a carga dos metais pesados. Singh & Cameotra
(2013) relatam que a reducdo causada na tensdo interfacial permite que o
biossurfactante se acumule na interface sélido-solucdo e tenha contato direto com o

metal nesta interface.

Alguns estudos tem apresentado a eficiéncia de biossurfactantes na remocao
de metais pesados, tanto de solo como de efluentes contaminados. Mulligan et al.
(2001) mostraram que a surfactina foi capaz de remover ions de cobre e zinco de um
solo contaminado com hidrocarbonetos (petr6leo). Observou-se, nesses estudos, que a
remocao de zinco e cobre do solo contaminado foi de aproximadamente 70%, e a
remocao de hidrocarbonetos foi de 50%. Os resultados também mostraram que a acao
da surfactina na remocao de metais pode ser otimizada se estiver associada com 1% de
NaOH. Juwarkar et al. (2008) estudaram a acdo de di-rhamnoliideos, produzido por
Pseudomonas aeruginosa BS2, na remocdo de metais pesados. Estes autores
observaram que o biossurfactante produzido foi capaz de remover cromo, zinco, cobre e

cadmio de sistema que simulava ambiente contaminado.

Das et al. (2009) estudaram a producdo de biossrufactante utilizando
bactéria isolada de ambiente marinho e avaliaram seu potencial de reduzir os efeitos
contaminantes de alguns metais pesados presente em alguns efluentes industriais. Estes
autores observaram que o biossurfactante produzido apresentou caracteristicas aniénicas
e foi capaz de interagir diretamente com 0s metais pesados, através de ligacdes idnicas,
além de gerar um precipitado (complexo metal-biossurfactante), que pode ser
facilmente removido da solugdo por operacdo unitaria de centrifugacao.

Gnanamani et al. (2010) estudaram a biorremediagdo de Cr (V1), utilizando
0 biossurfactante produzido por Bac. sp. MTCC 5514. Estes autores observaram que a
biorremediagdo aconteceu em 2 etapas: a redugdo de Cr (V1) para Cr (111), que é menos
toxico, por meio de metabdlitos extracelulares produzidos pela cepa e interagcdo entre o
biossurfactante e o metal. Maity et al. (2013) realizaram estudo similar, e utilizarem
surfactina e surfactantes sintéticos tipo saponinas, e obtiveram remoc¢do de metais
pesados inferiores ao presente estudo. Estes autores, ao utilizar surfactina, removeram
somente 17% e 24% de ions de cobre e zinco em solugéo, respectivamente. Quando a

solucéo de surfactina foi adicionada de saponinas, ocorreu um aumento no potencial de
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remocao para 47% para ions cobre e 40% para ions de zinco quando comparadas a

eficiciéncia dos surfactantes quimicos.

2.7 Aspectos econdmicos na producéo de biossurfactantes

Apesar das vantagens e amplo campo de aplicabilidade, os maiores entraves
relacionados a producdo de biossurfactantes em larga escala esta relacionado aos
elevados custos envolvido nos processos de producdo (RAMKRISHNA, 2010; REIS et
al. 2013).

Dados recentes apontam que o mercado global de biossurfactantes rendeu
1,7 bilhdes de ddllars em 2011, e espera-se atingir cerca de 2,2 bilhdes de dollars em
2018, tendo como base um taxa de crescimento anual em torno de 3,5% por ano. Em
2018, espera-se que a producdo global de biossurfactante seja em torno de 500.000
toneladas em 2018, devido a crescente demanda em paises na Asia, Africa e América
latina, que atualmente ja representam 21% dos consumidores deste bioproduto (REIS et
al. 213). Estudos (Technical Insight) apresentavam estimativas de que em 2010, os
biossurfactantes seriam capazes de absorver 10% do mercado de surfactantes sintéticos,

com vendas superiores a 200 mildes de ddllars (HESTER, 2001).

O numero de publicacdes relacionados a identificacdo de espécies
microbianas produtoras, otimizacdo de processos e rotas metabdlicas envolvidos na
producdo de biossurfactantes, tém aumentado consideravelmente nos Gltimos anos
(MULLER et al. 2012). Diveros tipos de biossurfactantes e seus respectivos processos
de producdo tém sido patenteados, mas poucos tém sido comercializados
(KRONEMBERGER et al. 2008).

Devido as preocupagdes ambientais e adogcdo de leis ambientalistas
extremamente rigidas, algumas empresas tém mostrando consideravel retorno financeiro
ao inverstirem na comercializacdo de biossurfactantes, como é caso da Idrabel (Italia) e
Jeneil Biotechnology (EUA), que produzem o biorecoil e o biofuture, respectivamente
(RAMKRISHNA, 2010). O bioproduto comercializado pela Jeneil Biotechnology

(biofuture), que apresenta rhaminolipideos em sua composicéo, foi eficiente na remogao
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de 95% de dleo que estava contaminando solo (REIS et al. 2013). A Tabela 4 apresenta

alguns produtos comercializados que possuem biossurfactantes em sua composicéo.

Tabela 4 — Produtos comercializados que utilizam biossurfactantes em sua composicédo e suas

respectivas aplicacoes.

Produto

Biossurfactante

Forncedor

Aplicagéo

BioFuture

BioRecoil

EC-1800

EC-2100W

EC-601

JBR

Petrosolv

Surfactin

Rhamnolipideos

(N&o informado)

Consorcio bacteriano

Consorcio bacteriano

Rhamnolipideos

Rhamnolipideos

(N&o informado)

Surfactina

BioFuture (Irlanda)

Idrabel (Italia)

Ecochem (Canadd)

Ecochem (Canadd)

Ecochem (Canadd)

Jeneil Biotech (EUA)

Enzyme Tech. (USA)

Sigma-Aldrich (EUA)

Biorremediacao de solos

contaminados com hidrocarbonetos.
Limpeza de tanques de petroleo

Biorremediacdo de solos

contaminados com hidrocarbonetos.
Degradacéo de hidrocarbonetos em

ambientes aquéaticos contaminados.

Agente dispersante de
hidrocarbonetos em agua.

Utilizando no sertor agro-industrial

Remocao de 6leo de ambientes

contaminados

Agente antifungico, antibacteriano e

antitumoral

Fonte: Adaptado de Reis et al. (2013); RAMKRISHNA (2010).

Segundo Rodrigues & Teixeira (2008), a possilidade de substituicdo dos

surfactantes sintéticos pelos biossurfactantes depende de fatores como custos, eficiéncia
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e capacidade produtiva. Em aplicicacdes biomédicas farmacéuticas e em cosméticos,
por exemplo, € aceitdvel um processo de producdo de biossurfactantes com dispendioso
custo, se o produto apresentar consideravel valor agregado e a quantidade material
utilizada deste bioproduto for reduzida. Entretanto, a utilizagdo mais comum de
biossurfactantes, a aplicacdo ambiental, requer grandes volumes destas biomoléculas, o

que pode tornar seu uso inviavel.

A vialibidade econébmica da producdo em escala industrial de
biossyrfactantes depende do desenvolvimentos de estratégias e processos que visem a
minimizacdo dos custos envolvidos (MAKKAR et al. 2011).

Segundo Ramkrishna (2010), algumas estratégias utilizadas os custos
envolvidos na producdo de biossurfactantes incluem: selecdo de micro-organismos
capazes de produzir biossurfactantes com elevados rendimentos e otimizacdo de
processos de purificacdo ou concentracdo, e de fermentacdes em larga escala. Estas
estratégias podem se tornar praticas através de manipulacdo genética dos micro-
organismos, o desenvolvimento de processos fermentativos eficientes, por intermédio
da otimizacdo do meio reacional e condi¢Ges de cultivo utilizando ferramentas
estatisticas ou por otimizacdo de processos de purificacdo para obter maxima producéo
de biossuirfactantes, além da utilizacdo de substratos de baixo custo (residuos agro-

industriais).

Apesar dos esfor¢co das pesquisas, 0 custo de producdo de biossurfactante é
de aproximadamente de 3 a 10 vezes maior do que o dos surfactantes quimicos,
dependendo principalmente do processo de downstream adotado (KRONEMBERGER
et al. 2008). As etapas de downstream dos biossurfactantes podem ser responsaveis por
até 60% dos custos do processo de producdo (RAMKRISHNA, 2010). As técnicas de
purificacdo de biossurfactantes sdo muitas vezes dispendiosas € nem sempre Sao
eficientes. Portanto, sempre que possivel, metodologias simples e de baixo custo devem
ser escolhidas, se forem adequadas ao processo. As metodologias mais comuns de
purificacdo de biossurfactantes envolvem extracdo com solventes (cloroférmio,
metanol, diclorometano, metanol, butanol, acetato de etilo, pentano, hexano, acido
acético e éter) ou precipitagdo acida. No entanto, recentes estudos tém apontado outras

técnicas que pode ser mais eficientes como precipitacio com sulfato de amoénio,
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ultrafiltracdo, cristalizacdo, adsor¢do por crvdo ativado e fracionamento de espuma
(RODRIGUES & TEIXEIRA, 2008; DESAI & BANAT, 1997; KOSARIC, 1992).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de aumentar a
producdo de biossurfactantes A otimizacdo das condicOes de cultivo (como composi¢ao
do meio, temperatura, pH e oxigenacdo) pode ser realizadas através de ferramentas
computacionais e estatisticas, como por exemplo planejamento experimental (superficie
resposta), légica fuzzi, algoritimos genéticos e redes neurais. Engenharia genética
também é apresentada como ferramenta promissora para a producéo de biossurfactantes,
tanto por modificacdes ou manipulacdes genéticas das cepas, como na auxilio da
identificacdo de micro-organimos consideravelmente produtores (LEE et al. 2005;
GENTRY et al. 2004; REIS et al. 2013; RAMKRISHNA, 2010).

As fontes de carbono utilizadas por micro-organismos para producdo de
biossurfactantes, normalmente apresentam custo elevado e podem inviabilizar
economicamente a producdo em larga escala. Substratos e o nutrientes do meio de
cultivo equivalem a 30% dos custos de producéo de biossurfactantes (RAMKRISHNA,
2010; MAKKAR et al. 2011).

A utilizacdo de residuos industriais como substratos para a producdo de
biossurfactante vantagens como a reducdo dos impactos ambietais ocasionados por estes
residuos e uma diminuicdo consideravel nos custos producdo de biossurfactantes. Essa
abordagem reduz o custo para o tratamento do residuo com o potencial de gerar lucro
através da comercializacdo do biossurfactante. A bioconversao de residuos em produtos
de elevado valor agregado apresentam um novo fluxo de produtos para o setor
industrial, com o diferencial de serem descartados em alguns processos e serem
utilizados como matéria-prima em outros (KOSARIC, 1992; MAKKAR et al. 2011).

Muitos biossurfactantes tém sido produzidos de substratos agroindustriais
renovaveis e de baixo custo, que incluem derivados de Oleos vegetais, residuos de
amido, residuos de destilaria de Oleos e substancias lacteas tém sido utilizados na
producdo de muitos metabdlitos microbianos (REIS et al. 2013; RAMKRISHNA, 2010;
MAKKAR et al. 2011). A Tabela 5 apresenta alguns substratos de baixo custo (residuos
agro-industriais), utilizados n producgéo de biossurfactante.
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Tabela 5 — Alguns exemplos de substratos de baixo custo utilizados na producdo de

biossurfactantes por variados micro-organismos

Residuo Tipo de biossurfactante ~ Micro-organismo produtor  Rendimento
agro-industrial produzido @L9
Oleo residual de Glicolipideo Candida Antartica 10,5

refinaria

Oleo de milho Glicolipideo Candida bombicola 4,0
Lubrificante Glicolipideo Bacillus megaterium 4,05
oxidado

Glicerol Lipopeptideo Bacillus subtilis 1,32

Manipueira Lipopeptideo Bacillus subtilis 2,2
Meleaco de cana Lipopeptideo Bacillus subtilis 2,29
Soro de leite Lipopeptideo Bacillus subtilis 0,2
Okara Lipopeptideo Bacillus pumilis 0,8
Suco de caju Lipopeptideo Bacillus subtilis LAMI005 0,64
clarificado
Oleo de girassol Lipopeptideo Serratia marcescens 2,98
Oleo de peixe Rhaminolipideo Pseudomonas aeruginosa 17,0
Casca de laranja Rhaminolipideo Pseudomonas aeruginosa 9,2
Oleo de soja Rhaminolipideo Pseudomonas aeruginosa 4,31
Oleo de coco Rhaminolipideo Pseudomonas aeruginosa A4l 2,93
Oleo de babagu Soforolipideo Candida lipolitica 1A 1015 11,72

Fonte: Mukherjee et al. 2006; MUTHUSAMY et al. 2008; Ramkrishna, 2010; Makkar et al. 2011; Sousa et al. 2012;
Silva, 2012; Oliveira et al. 2013; Faria et al. 2013; Reis et al. 2013.
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Considerando as inumeras propriedades e ampla gama de aplicacdes que 0s
biossurfactantes apresentam, é notoria a necessidade do aprimoramento de técnicas
existentes, bem como e desenvolvimento de novas estratégias de producdo, através de
pesquisas que possibilitem a reducdo de custos de producdo e a obtencdo de elevados
rendimentos sdo necessarios para a Vviabilizacdo do uso em larga escala de
biossurfactante, e tornando assim, a competicdo com os surfactantes sintéticos mais
acirrada (SOBRINHO, 2007; SILVA, 2012; REIS et al. 2013).

Dentro deste panorama, este trabalho teve como finalidade a avaliagdo da
producdo de biossurfactante por cepa isolada de manguezal cearense, estudar algumas
propriedades e aplicacBes deste bioproduto, bem como verificar estratégias que visem o
aumento dos rendimentos e a reducdo nos custos do processo de producdo deste

biossurfactante.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Micro-organismo e meio de manutencgéao e estoque

Avaliou-se o potencial de producdo de biossurfactante pela cepa ICA56,
previamente isolada de manguezal no municipio de Icapui (Barra Grande) no estado do
Ceara. Este micro-organismo foi apresentado como potencial produtor de
biossurfactante por Lima (2013), por intermédio da identificagdo do gene sfp,
responsavel pela producao de surfactina, através de técnica de PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase). Esta linhagem pertence a colecdo de bactérias do Laboratério de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia
da Universidade Federal do Ceara e foi gentilmente cedido para a realizacéo do presente
estudo.

A manutencdo da cepa foi realizada em meio APGE composto por: peptona
50 g.L%, glicose 5,0 g.L?, extrato de levedura 2,5 g.L ! e é&gar 15,0 g.L?, nas
respectivas concentragdes. O meio APGE foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 30
minutos, distribuido em placas de petri e tubos rosqueados também estéreis em capela
microbioldgica e incubado em estufa bacteriologica a 30 °C por 24 horas. A cultura foi
mantida sob refrigeracéo a 4 °C e repicada a cada 30 dias (OLIVEIRA et al. 2013). A
Figura 8 apresenta imagem das coldnias da cepa ICA56 no meio de manutencdo APGE.

Figura 8 — Coldnias da cepa ICA56 em meio APGE.
‘.":"..g‘({‘ Fa B «dP
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3.2 Producéo de biossurfactante

3.2.1 Preparacéo do inoculo

Na preparacdo do inoculo, utilizou-se meio mineral (Tabela 6), contendo
glicose como fonte de carbono. O pH da solucéao foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH
3,0 M e HCI 3,0 M. O meio mineral foi esterilizado por 10 min a 110°C em autoclave.
A composi¢do do meio mineral (MM) foi proposta por Barreto (2011), ao estudar
micro-micro-organismos e genes envolvidos com a producdo de biossurfactantes em

solos de manguezais.

Tabela 6 - Composic¢édo do meio mineral (MM).

Componente Concentracédo (g.L1)
Glicose (CeH1206) 10
(NH4)SO4 1,0
NaxHPO4.7H20 7,2
KH2PO4 3,0
NaCl 2,7
Extrato de levedura 5,0
MgS0O4.7H20 0,6

Fonte: Barreto (2011).

O micro-organismo foi repicado em placas de petri contendo meio APGE
para preparacdo do inéculo. A cepa foi incubada em estufa microbioldgica a 30 °C por
24 horas. Apos este periodo, foram transferidas trés col6nias da cultura para Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio de propagacao de indculo, anteriormente citado. O
frasco inoculado foi incubado em agitador orbital (Tecnal - TE240, S&o Paulo, Brasil) a

30 °C e 150 rpm por aproximadamente 24 horas.

3.2.2 Propagacdo do inoculo e meio de cultivo em agitador rotatorio

Com finalidade de padronizacdo de concentragdo celular inicial em cada

experimento, ajustou-se a densidade optica (D.O.) do indculo, através de diluicdes em
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meio de cultivo estéril. A densidade Optica do inoculo foi medida em espectrofotdmetro
Biochrom Libra S11 a 600 nm, utilizando o meio de cultivo estéril como branco para a
anélise. O meio de cultivo também foi meio mineral (Tabela 6), assim como foi para o

inéculo, mas foram adicionados 0,1% (v/v) de solucdo de micronutrientes (Tabela 7).

Tabela 7 - Composic¢édo da solucdo de micronutrientes.

Componente Concentracédo (g.L™?)
ZnS04.7H20 10,95
FeS0O4.7H20 5,00
MnSQO4.H20 1,54
CuS04.5H,0 0,39
Co(NOz)2.6H20 0,25
NaB4O7.10H.0 0,17
EDTA 2,50

Fonte: Moran et al. 2000.

Para realizacdo dos ensaios, foram adicionados 10 % de indculo diluido e
com D.O. ajustada (aproximadamente 0,2), ao meio de cultivo, para um volume de
fermentacdo de 100 mL, em erlenmeyers de 250 mL. Todos os meios tiveram pH
ajustado para 7,0 e esterilizados a 110 °C por 10 minutos. Os frascos, contendo meio de
cultivo, solucdo de micronutrientes e indculo diluido, foram colocados em agitador
orbital a 30 °C e 150 rpm durante um periodo de 72 horas, com amostragem realizadas
durante este periodo de incubacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.

As amostras foram centrifugadas a 10000 g, 4 °C por 15 minutos, com
finalidade de remocdo das células. O sobrenadante, livre de células, foi submetido as
medidas de tensdo superficial, indice de emulsificacdo, pH, consumo de substrato e
concentracdo de biossurfactante produzido (OLIVEIRA et al. 2013). A Figura 9

apresenta um esquema simplificado do cultivo aerdbio.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo do cultivo da cepa ICA56 para producdo de

biossurfactante em agitador orbital.

/ / 3 coldnias 30°C
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.
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4
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Fonte: Oliveira, 2010.

3.3 Extracdo e purificacdo do biossurfactante produzido

Partindo de uma aliquota de 20 mL do caldo fermentado livre de células,
ajustou-se o pH para 2,0 com HCI 3M. A solucdo resultante permaneceu em repouso
durante 12 horas (overnight), a 4 °C para que ocorresse a precipitacdo da surfactina.
Apbs este tempo, o caldo fermentado acidificado foi centrifugado a 10000 g, a 4 °C por
15 minutos. Este precipitado ao ser secado em estufa (a 50° C por 24 horas) consiste no
biossurfactante bruto (PEREIRA et al. 2013).

Para obtencdo do biossurfactante semi-purificado, ha a necessidade de que
este bioproduto seja submetido a uma extracdo liquido-liquido. O precipitado, obtido da
acidificacdo do caldo fermentado, ¢ dissolvido em 8,0 mL de agua deionizada pH 8,0 e
posteriormente extraido atraves de particdo com cloreto de metileno (1:1). A mistura é
agitada por 5 minutos e permanece em repouso por uma hora em funil de separacéo para
que ocorra a separacdo das fases. A fase contendo o solvente foi recolhida em beckers

apos o tempo de espera. Esse procedimento é repetido trés vezes. O solvente recolhido é
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evaporado a temperatura ambiente (27 °C) para que fique somente a surfactina no fundo
e nas paredes do becker. O resultante da extracdo € o biossurfactante semipurificado
(YEH et al. 2006).

3.4 Métodos Analiticos

3.4.1 Determinagdo da Concentragéo de Biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada por densidade dptica (DO) a
600 nm, em espectrofotdmetro Biochrom Libra S11. O método baseia-se na medida de
turvacdo do meio em funcdo da quantidade de células em suspensdo, possuindo
vantagens como rapida execucdo e utilizacdo de equipamentos relativamente simples
(ROCHA, 2007). A curva de calibracdo da biomassa foi obtida por técnica gravimétrica
de massa seca (OLIVEIRA et al. 2013). O pH do meio de cultivo livre de células foi
determinado utilizando-se um potencidometro da marca Tecnal, modelo Tec-3MP, na

temperatura ambiente (27°C).

3.4.2 Determinacdo da concentracdo de substrato

As concentracOes de glicose, lactose, glicerol e frutose foram determinada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatdgrafo Waters
(Modelo 2414) acoplado a detector de indice de refracdo (célula a 65°C), coluna
Aminex e solugdo de &cido sulfarico (5mM) em agua H20 (MiliQ) como fase moével na
vazdo de 0,5 mL.min, e a coluna é mantida & 65 °C. O volume de injecdo das amostras
foi de 20 uL (CORREIA et al. 2013).

3.5 Caracterizacdo das propriedades funcionais do biossurfactante produzido pela
cepa ICA56 em meio mineral

3.5.1 Tensdo superficial e interfacial

A atividade tensoativa do produto formado no cultivo da cepa ICA56 foi

realizada pela medida das tensbes superficial e interfacial, tendo em vista que um
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biossurfactante eficiente apresenta elevada atividade superficial (SINGH &
CAMEOTRA, 2013). Utilizou-se Tensiémetro Kriss, modelo K6, de acordo com o
método descrito por Costa et al. (2006). O equipamento foi previamente calibrado com
agua e a andlise foi realizada em temperatura ambiente.

Na medida da tensdo superficial, utilizaram-se 30 mL da solucdo de
biossurfactante bruto. As andlises foram realizadas em triplicata. Ja a tensdo interfacial
foi avaliada frente a algumas fontes hidrofobicas: querosene, hexadecano, hexano e
gasolina. Nesta analise, 15 mL da solugdo de biossurfactante bruto (250 mg.L™) sdo
adicionados a 15 mL das fontes hidrofobicas, e o anel do tensidmetro (Tensiémetro
Kriss, modelo K6) é posicionado na interface entre os 2 liquidos. As analises foram

realizadas em triplicata.
3.5.2 indice de emulsificacio

O indice de emulsificacdo foi determinado de acordo com a metodologia
proposta por Wei et al. (2005): 2,0 mL do meio de cultura fermentado livre de células
foram colocados em tubo de ensaio, com fundo chato e foi adicionado 0 mesmo volume
de diferentes fontes hidrofébicas (querosene, hexadecano, 6leo de soja, hexano,
gasolina, biodiesel de mamona, NH140, 6leo de motor SAE 15W-40, lubrificante Lubrax
20W-40 e petrdleo). Agitou-se em vortex por dois minutos, em alta rotacdo. Calculou-se
a razdo (Ez4) entre a altura da fase emulsificada (Hre) e altura total (Htotal) do sistema,
apos 24 horas. Esta andlise foi realizada em triplicata. A Equacéo 1 apresenta 0 modelo

matematico de calculo do Eaa.

£ (%) = X100 o)

TOTAL

Sendo Hre a altura da fase emulsionada e HrotaL a altura total da solucdo.

Surfactantes quimicos, como Dodecil sulfato de sédio (SDS) e Triton X-100
foram utilizados para analise comparativa, de capacidade emulsificante, em relacdo ao
biossurfactante produzido no presente estudo. Tanto os surfactantes sintéticos, como o
biossurfactantes foram padrozinados na concentragéo de 250 mg.L™, com finalidade de

comparacao.
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3.5.3 Concentracdo Micelar Critica (CMC)

A CMC foi determinada através do grafico de tensdo superficial versus
concentracdo de biossurfactante. Foram feitas diluicdes sucessivas a partir solucdo rica
em biossurfactnte bruto. Essas diluices foram desde altas concentracGes de
biossurfactante (150 mg.L™) até a diluicdo infinita do biossurfactante (auséncia de
biossurfactante), atingindo a tensdo superficial proxima a da &gua (72,8 mN/m) na
temperatura 30 °C. A partir do ponto de inflexao apresentado no gréafico foi determinada
a CMC (SANTA’ANNA et al. 2002).

3.5.4 Estabilidade frente variacdes de pH, temperatura e concentracdes salinas

Alguns campos de aplicacdo dos biossurfactantes dependem estritamente
que suas propriedades funcionais permanecam praticamente inalteradas frente as
variacfes ambientais em que estd sujeito, tais como temperatura, pH e concentracao
salina (AL-BAHRY et al. 2013).

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 solu¢des do biossurfactante bruto entdo expostas as
variadas de condic¢des 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 concentracdes salinas (0; 2,5; 5, 10, 15 e
20% m/v de NaCl). Posteriormente foram avaliadas as tensdes superficiais e o indice de
emulsificacdo (E24) em 6leo de motor e 6leo de soja. Estas analises foram realizadas em

triplicata.

3.6 Potencial da utilizacdo do biosurfactante produzido pela cepa ICA56 em
biorremediacéo

3.6.1 Avaliacédo do potencial do biossurfactante produzido em remover metais pesados

de efluente contaminado
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Prepararam-se solucGes-padrdo de metais pesados (cobre, zinco e cromo) na
concentracdo de 1000 ppm, em agua deionizada. Estas solu¢bes foram utilizadas como
efluentes contaminados artificialmente com metais pesados. Os sais de sulfatos dos
respectivos metais foram utilizados no preparo destas solucdes, tendo em visto a ndo
formacéo de precipitados.

O biossurfactante produzido (250 mg.L™?) foi adicionado nestas solucdes na
finalidade de observar o potencial de remocdo destes contaminantes pelo bioproduto
formado. Foram realizados dois estudos simultaneamente: a influéncia do tempo de
contato (0, 24 e 48 horas em agitador orbital a 30°C e 150 rpm) entre a solucdo de
metais e 0 biossurfactante, e a avaliacdo da influéncia da adicdo de NaOH (0; 0,25; 1 e
2% de NaOH 0,5 M) a solucéo de surfactante contaminada com metais. Este estudo foi
realizado de acordo com a metodologia proposta por d¢ DAHRAZMA & MULLIGAN
(2007).

A técnica analitica para deteccdo dos metais foi espectrofotometria de
absorcédo atdmica (933 plus, GBC, Australia) com atomizacdo da amostra em chama de
acetileno e ar comprimido e, para quantificar a concentracio dos metais: Cu?* (324,7
nm), Zn** (213,9 nm) e Cr?>* (357,9 nm). Esta analise foi realizada no Lanagua
(Laboratdrio Nucleo de Aguas), Departamento de Quimica, Universidade Federal do

Ceara.

3.6.2 Avaliacdo do potencial do biossurfactante produzido em remover

hidrocarbonetos de solo contaminado

A capacidade do biossurfactante produzido em remover hidrocarbonetos de
areia contaminada foi avaliada frente a dois contaminantes: 6leo de motor e petrdleo
(amostra da Bacia de Campos), cedida pelo Grupo de Pesquisa em
Termofluidodindmica Aplicada (GPTA) do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Ceara.

Avaliou-se o potencial de remocgédo de hidrocarbonetos do biossurfactante
bruto e do caldo fermentado, segundo a metodologia descrita por Aparna et al. (2012).
Amostras de 20g de areia (50/70 mesh) foram contaminadas com 2g de petréleo ou de

Oleo de motor, sendo entdo transferidas para Erlemeyers de 250 mL, e foram


https://es.foursquare.com/v/lanagua--laborat%C3%B3rio-n%C3%BAcleo-de-%C3%A1guas/50b2a7b8395067a300b21580
https://es.foursquare.com/v/lanagua--laborat%C3%B3rio-n%C3%BAcleo-de-%C3%A1guas/50b2a7b8395067a300b21580

60

adicionados 40 mL da solucdo de biossurfactante bruto, caldo fermentado livre de ou
agua destilada (controle). Os Erlemeyers foram conduzidos ao agitador orbital (shaker)
a 150 rpm e 27 °C, por 24 horas. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas a
10000 rpm e 15 minutos para separagdo da agua de lavagem da areia. A quantidade de
hidrocarboneto residual na areia foi quantificada gravimetricamente, como o material
extraido (hidrocarbonetos) da areia com diclorometano.

Surfactantes quimicos (SDS e Triton) foram utilizados para andlise
comparativa de eficiéncia em relacdo ao biossurfactante produzido no presente estudo,
em termos de remocao hidrocarbonetos em solo contaminado. Tanto os surfactantes
sintéticos, como o biossurfactantes foram padrozinados na concentragdo de 250 mg.L?,

com finalidade de comparacéo.

3.7 Bioensaios de toxicidade

Avaliar a toxicidade de um biossurfactante € um estudo promissor, tendo em
vista sua aplicabilidade, principalmente em biorremediacdo in situ. A toxicidade do
biossurfactante produzido pela cepa ICA56 foi avaliada em dois organismos: sementes
de alface (Lactuca sativa) e microcrustaceo (Artemia salina). Estes organismos sao
amplamente utilizados em ensaios de toxicidade, devido a relativa facilidade de cultivo.
Nestas andlises, utilizou-se a metodologia proposta por Felix et al. (2012) e SOUSA et
al. (2013).

3.7.1 Teste de germinagdo com Lactuca sativa

Utilizou-se o método de alongamento das raizes, que leva em consideracdo
0 tamanho das raizes de sementes de Lactuca sativa apos 5 dias de incubagdo em estufa
de germinacdo, expostas a diferentes concentragdes e biossurfactante.

Em placas de Petri, foram colocados papéis de filtro, e estes foram
umedecidos com 5 mL da solucdo de biossurfactante, em diferentes concentragdes (500,
350, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg.L™?), sendo entdo adicionados 10 sementes de Lactuca
sativa e incubadas em estufa de germinacdo (B.O.D.) por 5 dias, na auséncia de luz e
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temperatura de 24 °C. Para cada concentracdo, utilizaram-se trés placas de petri com 10
sementes de alface. Agua destilada foi utilizada como controle.

Apos o periodo de incubacéo, as sementes que germinaram foram contadas
e o comprimento de cada raiz foi medido. Sousa et al. (2013) apresenta que o indice de
Germinacdo (IG) é uma relacdo entre a quantidade de sementes que germinaram e O
tamanho do crescimento da raiz, e sua rotina de célculos esta apresentado nas Equacdes
2, 3 e 4. O IG de uma determinada substancia indica o seu nivel de fitotoxicidade
(TIQUIA et al. 1996).

% GE

% GS = ((y GC) 1100 @
0
MCE

% CR = (W) .100 3)
%GS). (%CR

9016 = LD @

Sendo:

MCE = Crescimento no extrato (média), em mm;

MCC = Crescimento no controle (média), em mm;

% GE = Porcentagem de germinacdo no extrato (média), adimensional;
% GC = Porcentagem de germinacao no controle (média), adimensional;

% IG = Indice de germinacdo (média), adimensional.

3.7.2 Sobrevivéncias das larvas de Artemia salina

Realizou-se ensaio de biotoxicidade em microcrustdceo (Artemia salina)
segundo a metodologia inicialmente proposta por Meyer et al. (1988), mas com as
mesmas concentragdo de biossurfactante por Felix et al. (2012).

Inicialmente, preparou-se solucdo 3% (m/v) de sal marinho, com pH foi
ajustado para faixa entre 8 e 9 pela adicdo de NaOH diluido (0,1 M). Os cistos de
Artemia salina, vendidos comercialmente como alimento para peixes, foram
adicionados nesta solucdo com aeracdo e iluminagdo constante a 25 °C por 48 horas,

tendo em vista a eclosdo dos ovos do microcrustaceo.
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Apbs a eclosdo dos cistos, aproximadamente 10 larvas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo solucdo salina de biossurfactante em diferentes
concentragdes (750, 500, 350, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg.L™?). Apds 24 horas, sobre
constante iluminagdo e temperatura ambiente (25 °C), realizou-se a contagem das larvas
que sobreviveram apds exposicdo nas diferentes concentracdes de biossurfactante. O
ensaio foi realizado em triplicata e 4gua salina foi utilizada como controle.

Esta analise permite observar a taxa de mortalidade de Artemia salina nas
diferentes concentracOes de biossurfactantes. A partir destes resultados, um modelo
matematico pode se ajustar aos dados (taxa de mortalidade x concentracdo de
biossurfactante) e entdo calcular a concentracdo de surfactante capaz de matar 50% de
populacdo (CLso) do microcrustaceo Artemia salina. O resultado da CLso indica o nivel
de toxicidade de dada espécie quimica (SOUSA et al. 2013).

3.8 Cultivo em biorreator

3.8.1 Configuragéo do biorreator

O biorreator utilizado foi um fermentador convencional Marconi constituido
de uma dorna (Marconi) de 4 litros de volume datil com controle e medidor de
temperatura, medidor e transmissor de pH (Orion 410A+ e o eletrodo da Mettler
Tolledo), medidor e transmissor de oxigénio dissolvido (Mettler Tolledo, modelo O2-
4500), motor (Eberle modelo B63a4) e agitador mecanico e bombas peristalticas para
adicdo de &cido e base. Além de um sistema de aquisicdo de dados constituido de placa
de aquisicdo de sinais (National Instruments) e programacdo em LabVIEW (ROCHA,
2007; GIRO et al. 2009; SOUSA et al. 2012).

A Figura 9 apresenta um desenho esquematico do biorreator utilizado, bem
como 0s acessOrios que constituem o sistema de cultivo para a produgdo de
biossurfactante: tais como a inclusdo de um coletor de espuma com 2 L de volume,
conectado a saida de ar do fermentador, sistema de reciclo de células, desenvolvido para
retornar a porc¢ao do cultivo presente na parte inferior no coletor de espuma e sistema de
recuperacdo de biossurfactante, desenvolvido para recuperar a porcao de espuma que
transbordava do coletor de espuma para um tanque de acido. Neste tanque acido, a
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surfactina presente foi precipitada em um pH de 2,0 para a sua concentracao preliminar
(YEH et al. 2006).

Figura 10 - Configuracao do biorreator utilizado.
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Fonte: Giro et. al. (2009).

A cultura estoque da cepa ICA56 foi repicada em placa APGE e incubada a
30°C por 24 horas. ApGs esse periodo, trés col6nias foram transferidas para frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meio mineral. O frasco (in6culo) foi
incubado em agitador a 150 rpm, 30 ° C por aproximadamente 24 horas. Apés este
periodo, o in6culo foi adicionado ao biorreator, contendo 2,7 L de meio mineral estéril,
contendo glicose como fonte de carbono e suplementado com 0,1% da solucdo de
micronutrientes.

O excesso de espuma formada no ensaio foi introduzido no coletor de
espuma (Figura 10), que foi conectado a saida de gases do biorreator. O liquido
acumulado no fundo do coletor de espuma foi totalmente reciclado para o fermentador
através de uma bomba peristaltica, enquanto que a espuma que transbordava do coletor
de espuma foi adicionada ao tanque de acido, permitindo a precipitagdo da surfactina.
Nenhum agente antiespumante foi adicionado durante a fermentagdo e o pH foi
controlado para um valor de 7,0. O crescimento celular, pH, oxigénio dissolvido,
concentracdo de substrato e concentracdo de surfactina foram monitorados com relacéo

ao tempo.
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3.8.2 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) em

bioreator de bancada

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) € um dos
pardmetros mais importantes a serem analisados em biorreatores aerados, pois esta
relacionado ao scale up destes sistemas.

Este coeficiente volumétrico de transferéncia massica representa a
resisténcia que a fase liquida (meio de cultivo, por exemplo) oferece a dispersdo e
difusdo das bolhas de ar, e posteriormente a transferéncia de oxigénio para as células.
Ha certa dificuldade na estimativa do k.a por intermédio de correlagbes, mostrando a
necessidade da determinagdo experimental (DORAN, 1995). E importante avaliar o
comportamento deste parametro em diferentes condigOes operacionais do biorreator, tais
como, aeracdo e agitacdo. Foram avaliadas variadas condi¢des de agitagcdo (200, 250,
300 e 350 rpm) e aeracdo (0,5; 1; 1,5 e 2 L/min de ar) em biorreator de bancada
Marconi constituido de uma dorna de 4 litros de volume util. Estas condicbes
operacionais sdo similares as apresentadas por Amani et al. (2010) ao estudarem a
transferéncia de oxigénio em cultivo de Bacillus subtilis em biorreator de bancada.

O Kkia foi determinado pelo método dindmico, também conhecido como
“gassing-out method, utilizando-se um eletrodo de O dissolvido (Mettler Tolledo,
modelo 02-4500), mas sem o borbulhamento de nitrogénio gasoso. Durante as primeiras
horas de cultivo (5 horas), a aeracdo é interrompida e a velocidade de agitacdo é
reduzida a zero, fazendo o oxigénio dissolvido decair. Posteriormente, o fluxo de ar e a
agitacdo sdo restabelecidos, 0 que gera o aumento na concentracdo de oxigénio
dissolvido até um valor estacionario. Durante este processo, considera que ndo ha
variacdo na concentracdo celular do sistema. A concentracdo de oxigénio dissolvido foi
monitorada e registrada em intervalos de 30 segundos, atraves do software de aquisicao
LabVIEW.

Schimidell et al. (2001) apresenta um modelo matematico (Equacdo 5)
resultante de um balanco de massa diferencial, durante o processo descrito

anteriormente, e que permite o célculo do k.a. A integracdo analitica do modelo, nas
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devidas condi¢des de contorno, resulta em um equacéo linear, cjuo coeficiente angular é
0 KLA.

C,—C\
In (m) = kLA .(t — tl) (5)

Na Equcéo 5, C representa concentracdo de oxigénio dissolvido, t o tempo e
0S subscritos indicam 0 momento em que o sistema de agitacdo e aeragdo s&o
restabelecidos, e 0 momento no qual é observado um valor estacionario na concentracao

de oxigénio dissolvido.
3.9 Avaliacéo de substratos de baixo custo na producéo de biossurfactante

Avaliaram-se substratos ndo convencionais para a producdo de
biossurfactante. As fontes de carbono avaliadas foram: glicerol, soro de leite, suco de
caju clarificado e dleo de girassol. Em todos os meios de cultivo, a concentracéo inicial
de carbono (substrato) foi padronizada para 20 g.L? e o cultivo foi realizado em
agitador orbital a 30 °C e 150 rpm, durante 48 horas. Meio mineral (Tabela 1), contendo
glicose, foi utilizado com finalidade de comparacdo as fontes de carbono ndo

convencionais.
3.9.1 Glicerol (MG)

Utilizou-se glicerol como fonte de carbono, segundo a metodologia proposta
por Souza et al. (2012) que avaliaram diferentes composicdes de meios de cultivo
contendo glicerol para producdo de biossurfactante pelas cepas Bacillus subtilis
LAMIOO05 e LAMIO08. A composicdo do meio de cultivo, em que Souza et al. (2012)

obtiveram maior producéo de biossurfactante, é apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8 — Composi¢do meio mineral com glicerol.

Componente Concentracéo (g.L™?)
Glicerol 20
K2HPO4 13,99
KH2PO4 6,0
MgS0O4.7H20 2,0
(NH4)2S04 4,0
Extrato de levedura 0,4

Fonte: Souza et al. (2012).

3.9.2 Soro de leite (MSL)

Foi realizado tratamento &cido no soro de leite de acordo com Freitas
(2013). Inicialmente, preparou-se uma solugdo do soro numa concentragdo de 50 g.L*
de lactose, sendo entdo aquecida a 85 °C sob agitacdo. Adicionou-se acido latico até pH
4,8, e 0 aquecimento permaneceu constante até 90 °C. Posteriormente, 0 aquecimento e
a agitacdo foram entdo interrompidos, e a solucdo, foi mantida em repouso por 15
minutos, para sedimentacdo das proteinas que se encontravam em solucdo. A solucao
rica em lactose foi entdo filtrada, diluida para 20 g.L?, e entdo suplementada com

extrato de levedura (1,0 g.L), como fonte de nitrogénio.

3.9.3 Suco de caju clarificado (MSCC)

Suco de caju clarificado foi utilizado como fonte de carbono, de acordo com
a metodologia apresentada por Oliveira et al. (2013). Os acgucares redutores totais
presentes no suco, glicose e frutose, foram diluidos e ajustados para concentracdo total
inicial de 20 g.L™ no cultivo aerdbio. Foi adicionado sulfato de amonio ((NH4)2S0a4) na

concentragéo de 1 g.L™, como fonte de nitrogénio.

3.9.4 Oleo de girassol (MOG)

Utilizou-se a metodologia proposta por Vedaramam & Venkatesh (2011), ao
realizarem estudo comparativo entre a producéo de biossurfactante, por cepa de Bacillus
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subtilis, em oleo de girassol, 6leo de farelo de arroz e glicose. Nesta metodologia, 0
indculo e 0 meio de cultivo apresentam composicoes diferentes. O indculo é composto
de Nutrient Broth (HiMedia Laboratories), um meio de cultivo comercial contendo
glicose como fonte de carbono. A Tabela 9 apresenta a composi¢do do meio de cultivo

utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono.

Tabela 9 — Composi¢do meio mineral com 6leo de girassol (MOG).

Componente Concentracédo (g.L™?)
Oleo de girassol 20,0
CaCl» 0,1
KH2PO4 1,0
MgSQO4.7H20 0,5
NaCl 0,1
Extrato de levedura 5,0
Peptona 0,7

Fonte: Vedaramam & Venkatesh (2011).

3.10 Evolugéo temporal da producédo de biossurfactante em agitador orbital

Apbs avaliar fontes de carbono ndo convencionais pra producdo de
biossurfactante, realizou-se ensaio em agitador orbital utilizando as fontes de carbono
que se apresentaram como promissoras na producdo de biossurfactante pela cepa I1C56,
tendo em vista avaliar a influéncia do tempo de cultivo na producgéo.

A propagacdo do inoculo para o meio de cultivo foi descrito no item 3.2.2.
O ensaio em agitador orbital, para observar a influéncia do tempo na producdo do
biossurfactante, foi realizado em agitador orbital a 30 °C e 150 rpm durante 72 horas.
Foram retiradas amostras em intervalos de tempo e entdo submetidas as analises de

biomassa, consumo de substrato, formacéo de produto e tenséo superficial.


http://himedialabs.com/TD/M002.pdf
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Evolucéo temporal da producéo de biossurfactante pela cepa ICA56 em meio
mineral em agitador orbital

Inicialmente, foi realizado ensaio em agitador orbital para avaliar a
producdo de biossurfactante em meio mineral pela cepa ICA56. A Figura 11 apresenta
0s resultados de consumo de substrato, formagdo de produto, bem como crescimento
celular durante o cultivo da cepa ICA56. Meio mineral (Tabela 6) foi utilizado para o

cultivo da cepa

Figura 11 - Produgédo de biossurfactante pela cepa ICA56 em meio mineral em
agitador orbital, 150 rpm e 30°C: Crescimento celular (m), consumo de substrato(e)

e formacéo de produto ( 4).
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Em 10 horas de cultivo, observou-se o inicio da fase estacionaria do
crescimento celular, periodo préximo em que todo o substrato foi consumido. J& a maior
producdo de surfactina (aproximadamente 220 mg.L™) ocorreu em 72 horas de
fermentacéo.

Em termos de producdo de biossurfactante, obteve-se um resultado inferior

a alguns trabalhos cientificos recentemente publicados. Al-Wahaibi et al. (2013) ao
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estudarem a aplicacdo de surfactina, produzida por cepa de Bacillus subtilis, na
recuperacdo melhorada de petroleo obtiveram producdo de aproximadamente 500 mg.L"
! de biossurfactante, utilizando meio de cultivo similar ao do presente estudo.
Varadavenkatesan & Murty (2013) relataram producgdo aproximadamente 640 mg.L™ de
biossurfactantes do tipo lipopepitideos por cepa de Bacillus sp. Coutté et al. (2013)
produziram cerca de 750 mg.L™ de surfactina, ao propor um processo integrando de
producdo, extracdo e purificagdo de lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis. Ja
Al-Bahry et al. (2013) obtiveram cerca de 2290 mg.L"* de surfactina ao utilizar melago
de tdmara como fonte de carbono. Oliveira et al. (2013), ao utilizar cepa de Bacillus
subtilis e concentracdo inicial de acUcares redutores totais (glicose e frutose), similar a
utilizada de glicose no presente estudo, produziram somente 30 mg.L* de surfactina.
Durante o cultivo da cepa ICA56, foi realizada a andlise da tensdo
superficial do caldo fermentado, como uma medida indireta da quantidade e eficiéncia
do biossurfactante produzido, pois estas biomoléculas apresentam a capacidade de
reduzir a tensdo superficial de liquidos (COUTTE et al. 2013; AL-WAHAIBI et al.
2013; GUDINA et al. 2010). A Figura 12 apresenta o comportamento da tensio

superficial e do pH durante o cultivo.

Figura 12 — Tensao superficial (e) e pH (m) duante cultivo de cepa
ICA56 em meio mineral em agitador orbital, 150 rpm e 30°C.
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Observou-se uma reducéo da tenséo superficial do caldo fermentado livre de
células de 44 para 28 mN.m? (aproximadamente 35 %), mostrando a eficiéncia do
tensoativo produzido. Este reducdo apresentou-se similar ao observado por Giro et al.
(2009), que utilizaram meio mineral para cultivar Bacillus subtilis LAMIO05, mas
obtiveram uma reducdo da tensdo superficial de aproximadamente 40,3 % em 48 horas
de fermentacao.

A menor tensdo obtida no ensaio foi de aproximadamente 28 mN.m, valor
bastante satisfatorio ja que a surfactina apresenta a caracteristica de reduzir a tenséo da
agua de 72 para 27 mN.m* (BARROS et al, 2008).

O pH manteve-se relativamente estavel, na faixa entre 6,5 e 7,0. Resultado
diferente ao observado por Rocha et al. (2008), que obtiveram reducédo de pH ao estudar
a producdo de biossurfactante utilizando Bacillus subtilis LAMI008, sendo atingido
valores de pH variando de 5,2 a 6,0. Ja Reis et al. (2004) observaram 0 mesmo
comportamento do presente trabalho, quando estudaram a producéo de surfactina por B.
subtilis ATCC 6633 em material de baixo custo (cana-de-agucar, 6leo de soja, dentre
outros) como meio de cultura.

Valores consideravelmente acidos durante o cultivo podem mascarar 0s
resultados da producdo de biossurfactante, pois a acidificacdo do meio causa a
precipitacdo da surfactina, causando possivel perda desse produto. Barros et al. (2008)
ao estudarem a produgdo de biossurfactante por Bacillus subtilis em manipueira,
observaram que em valores de pH abaixo de 4,0, ocorre aumento no valor da tensdo
superficial de uma solucdo rica em surfactante, jA& que nessa condicdo, parte do
tensoativo que se encontrava solubilizado no meio, precipitaria, fornecendo assim
valores ndo tdo confidveis. Devido a presenca dos acidos glutdmico e aspértico
(aminoacidos) na estrutura da surfactina (PEYPOUX et al. 1999), o contato com HCI,
ou outro &cido, pode causar protonacdo da cadeia lateral destes aminoacidos, tornando
a surfactina insolivel em meio aquoso. Este fato ndo foi observado no ensaio realizado,
uma vez que o pH ndo atingiu valores proximos a 4,0 durante o cultivo. Kim et al.
(1997), Oliveira et al. (2013), Sousa et al. (2012), Al-Bahry et al. (2013) e Al-Wahaibi

et al. (2013) também obtiveram resultados semelhantes.
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4.2 Estudo das propriedades tensoativas do biossurfactante produzido

A eficacia de um tensoativo é definida através da capacidade de reduzir a
tensdo superficial e interfacial, que sdo definidas como a medida de energia livre de
superficie por unidade de area, necessaria para trazer uma molécula do interior de um
liquido para uma superficie ou para outro liquido (BEZERRA, 2012; MULLIGAN et al.
2005). Devido a presenca de um surfactante, uma quantidade menor de energia €
requerida para trazer uma molécula até a superficie, e assim, a tensdo superficial, ou
interfacial é reduzida (PIROLLO, 2006).

A andlise da tensdo superficial e interfacial de uma solucdo rica em
biossurfactante € uma medida indireta da quantidade e qualidade deste bioproduto, pois
estas biomoléculas apresentam a capacidade de reduzir a tenséo superficial e interfacial
de liquidos (NITSHIKE et al. 2002, ROCHA et al. 2006, OLIVEIRA et al. 2013). A
capacidade de reduzir a tensio superficial da 4gua para valores abaixo de 35 mN.m™ é
um dos critérios utilizados para a selecdo de micro-organismos produtores de
biossurfactantes (MULLINGAN et al. 2005).

A adicdo do biossurfactante bruto, produzido pela cepa ICA56 em meio
mineral foi capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 33 mN.m™,
representando uma reducédo de 54%, mostrando a eficiéncia do bioproduto formado com
um tensoativo em potencial. A surfactina apresenta a caracteristica de reduzir a tensdo
da agua de 72 para valores proximos a 27 mN.m™, sendo este Gltimo valor, a menor
tensdo obtida por esse tensoativo (BARROS et al. 2008). O resultado obtido no presente
estudo € similar aos apresentados por Cooper et al. (1981); Peypoux et al. (1999); Sousa
et al. (2012) e Al-Wahaibi et al. (2013). Nitschke et al. (2006) ao avaliar alguns
residuos agroindustriais como substrato para producdo de biossurfactantes por Bacillus
sp., obtiveram reducdo média na tensdo superficial de apenas 21,5%. Giro et al. (2009)
obtiveram reducéo de 40,3 %, durante o cultivo para producéo de surfactina em suco de
caju clarificado. Estes resultados mostram que a biomolécula em estudo pode ser
apresentada como um tensoativo em potencial.

Biossurfactantes também apresentam a capacidade de reduzir tensdo
interfacial entre liquidos. Em funcédo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos
na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases

fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e &4gua/dleo). A formagdo de um
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filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensao interfacial, sendo responsavel
pelas propriedades Unicas dos surfactantes e biossurfactantes (NITSCHIKE et al. 2002).

A Figura 13 apresenta os valores obtidos na medida da tens&o interfacial de
uma solucdo aquosa de biossurfactante bruto e algumas fontes hidrofobicas (querosene,
hexadecano, hexano e gasolina). A adicdo de surfactina na fase aquosa do sistema
causou reducdo na tensdo interfacial de 63% para querosene, 35% para hexadecano,
45% para hexano e 70% para gasolina, 0 que evidencia a eficiéncia do biossurfactante

produzido.

Figura 13 - Tensdo interfacial do biossurfactante bruto produzido pela

cepa ICA56 em meio mineral frente ao querosene, hexadecano, hexano e

gasolina.
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Amani et al. (2010) observaram resultados similares referente & acdo da
surfactina em reduzir a tensdo interfacial de alguns hidrocarbonetos em meio aquoso,
ao estudar a producéo de biossurfactantes por diferentes micro-organismos, dentre eles,
Bacillus subtilis, produtor de surfactina.

Outra propriedade tensoativa dos biossurfactantes é a Concentracdo Micelar
Critica (CMC). A concentracdo micelar critica (CMC) pode ser entendida como a
menor concentragdo do tensoativo onde ocorre a formagao de micelas por saturagéo das
interfaces do meio, sendo essa uma das principais caracteristicas dessa classe de

substancia, caracteristica tal que direciona o tipo de aplicacdo de cada surfactante ou
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biossurfactante e os incluem em diversas aplicacdes industriais (BARROS et al. 2008),
sendo a quantificagdo da CMC uma importante andlise da eficiéncia de um tensoativo.
A Figura 14 apresenta as dilui¢Oes realizadas em uma solugéo inicial rica
em biossurfactante bruto e a medida da tensdo em cada diluicdo. A CMC é calculada no
ponto de inflexdo apresentado na Figura 14. A CMC obtida para a surfactina produzida

no presente trabalho foi de 25,88 mg.L™.

Figura 14 - Concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante

obtido no cultivo da cepa de ICA56 em meio mineral.
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Fox & Bala (2000) apresenta que a CMC da surfactina pode varia de 10 a
100 mg.L™. Segundo Christofi & Ivshina (2002) quanto menor € o valor da CMC, mais
eficiente é um surfactante.

A Tabela 10 apresenta o valor de CMC da surfactina obtida por outros
autores, e mostram que o resultado obtido no presente estudo é satisfatério, ao compara-

los.
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Tabela 10 — Valores de Concentracdo Micelar critica (CMC) da

surfactina obtidos em outros estudos.

CMC (mg.L™?) Referéncia
25 Cooper et al. (1981)
40 Kim et al. (1997)
20 Peypoux et al. (1999)
78,4 Rosen (2004)
11 Reis et al. (2004)
11 Sen & Swaminathan (2004)
37 Barros et al. (2008)
32 Bueno et al. (2010)
63 Sousa et al. (2012)

O resultado também foi satisfatorio ao ser comparado a surfactina padrao
comercial (Sigma - 98% de pureza), cuja CMC é de aproximadamente 13 mg.L*
(BUGAY, 2009).

Christofi & lvshina (2002) estudaram comparativamente a CMC de alguns
surfactantes sintéticos e alguns biossurfactantes e observaram que o0s sintéticos
apresentam elevados valores de CMC (Tween 20 - 2120 mg.L, Bromato de
Cetiltrimetilamonio - 1300 mg.L™ e SDS — 2330 mg.L?), quando comparados & CMC
dos biossurfactantes.

A CMC da surfactina produzida também é inferior a de outros
biossurfactantes, como € o caso dos rhamnolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa, que apresentam CMC de aproximadamente 48,3 mg-L! (CAMILIOS
NETO et al. 2009).

Bugay (2009), ao estudar a producdo e caracterizacdo de biossurfactantes

produzidos por cepas de Bacillus sp., propde que a CMC da surfactina padrédo
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(comercial) é de 23 mg.L™, resultando bastante similar ao obtido no presente estudo.
Bugay (2009) também apresenta que a CMC dos biossurfactantes produzidos por cepas
de Bacillus sp. é bem menor ao ser comparada com a dos surfactantes quimicos, ficando
clara a importancia do aprimoramento da produgdo de biossurfactantes e cita o
exemplo do dodecil sulfato de sdédio (SDS), surfactante quimico comumente
utilizado na inddstria, e que apresenta uma CMC de 2333 mg-L™ ou seja, cerca de
430 vezes maior que a do biossurfactante produzido por cepas de Bacillus analisada em
seu estudo.

Um valor de CMC baixo indica que pouca quantidade de biossurfactante é
necessaria para obter elevada eficiéncia desta espécie quimica como tensoativo
(PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011). A partir dos resultados obtidos, é possivel
afirmar que o biossurfactante produzido pela cepa ICA56 apresenta grande atividade
superficial (tensoativo) e CMC baixa, propriedades estas o que o caracterizam como um

bom tensoativo.

4.3 Avaliacéo da capacidade emulsificante do bioproduto formado

A avaliacdo da capacidade emulsificante de um biossurfactante € uma
analise promissora para a aplicabilidade deste bioproduto, principalmente para a
indastria  petrolifera e na biorremediacdo de ambientes contaminados com
hidrocarbonetos (NITSCHKE & PASTORE, 2006). A capacidade dos biossurfactantes
em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua aumenta a degradacdo destes
compostos no ambiente. Uma vez que micro-organismos degradadores estdo presentes
em oceanos, a biodegradacdo constitui um dos métodos mais eficientes de remocao de
poluentes. Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e
aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo (NITSCHKE &
PASTORE, 2002).

A capacidade emulsificante do biossurfactante bruto em formar emulsdes
estaveis foi avaliada frente as seguintes fontes hidrofébicas: querosene, hexadecano,
6leo de soja, hexano, gasolina, biodiesel de mamona, NH140, 6leo de motor SAE 15W-
40, lubrificante Lubrax 20W-40 e petréleo. A Tabela 11 apresenta os valores obtidos de
indice de emulsificagdo (E24) e a Figura 15 ilustra imagens de algumas das emulsdes

formadas entre a solucdo do biossurfactante bruto e algumas fontes hidrofdbicas.



Tabela 11 - indice de emulsificacio (Ez4) do biossurfactanteproduzido

pela cepa ICA56, em meio mineral, frente algumas fontes hidrofobicas.

Fonte hidrofdbica E24(%)
Oleo de Motor 15W-20 77,9+0,01
Lubrificante Lubrax 20W—40 68,3 + 0,08
Oleo de Soja 66,7 + 0,00
Hexadecano 64,5+ 0,00
Querosene 61,9 £ 0,07
Hexano 61,7 + 0,02
Biodiesel de Mamona 61,5+ 0,03
Gasolina 46,4 = 0,00
Petrdleo N.F.*
NH140 N.F.*

*N.F.: ndo formou emulsdo estavel em 24 horas de anélise

Figura 15 - Emulsdo formada entre solucéo rica em biossurfactante produzido

pela cepa ICA56 e algumas fontes hidrofébicas.
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Segundo Bezerra (2012), um critério a ser analisado para considerar um
emulsificante como eficiente € apresentar capacidade de formar emulsdo com
hidrocarbonetos e se manter acima de 50% (E24) em 24 horas de anélise. Como pode ser
observado na Tabela 11, o biossurfactante produzido foi capaz de produzir emulsdes
estaveis, e com E»4 maior do que 50 %, na maioria das fontes hidrofébicas avaliadas.
Observou-se que os melhores resultados foram obtidos ao utilizar 6leo de motor
(77,9%), lubrificante Lubrax 20W-40 (68,3%) e 0Oleo de soja (66,7%) e esses resultados
sdo satisfatorios quando comparados a alguns resultados publicados por outros autores.

Nitschke & Pastore (2006), ao estudarem a producdo de biossurfactante por
cultivo de Bacillus subtilis em manipueira, obtiveram E2s4 em alguns hidrocarbonetos:
66,6 % (hexano), 70,4 % (querosene), 69 % (hexadecano) e 74 % (6leo de soja). Pyria
& Usharani (2009) ao realizarem estudo comparativo entre o biossurfactante produzido
por Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, relataram que a surfactina produzida
foi capaz de emulsificar querosene e 6leo vegetal, com indices de emulsificacdo de 34%
e 43%, respectivamente.

Franca (2011) observou o mesmo comportamento de elevado indice de
emulsificacdo em 6leo de motor 15W-20 (72,5%) para surfactina produzida por Bacillus
subtilis LAMIOO05, e justificou este resultado pelo reduzido didametro das gostas do
sistema emulsionado, ao realizar analise microscépica da emulsdo formada.

Sriram et al. (2011), ao estudarem a acdo antimicrobiana dos lipopeptideos
produzidos por cepa de Bacillus sp., obtiveram E24 de 80,36% em 6leo de motor e 50,47
% em Oleos vegetais. Slivinski et al. (2012) observaram que ao avaliar a producéo de
surfactina por Bacillus pumilus, a surfactina produzida foi capaz de emulsificar alguns
hidrocarbonetos, com os seguintes valores de E2s: 52% (6leo de soja), 82% (6leo de
motor), 20 % (hexano) e 53% (gasolina). Al-Wahaibi et al. (2013) ao estudarem a
aplicacdo de surfactina, produzida por cepa de Bacillus subtilis, e aplicacdo na
recuperacdo melhorada de petroleo, obtiveram Ezs de aproximadamente 54% em
hexadecano, 48% em hexano e tambeém n&o observou a formacdo de emulséo estavel
entre solucdo aquosa do biossurfactante produzido e petroleo.

Simultaneamente & avaliagdo da capacidade emulsificante do
biossurfactante produzido, realizou-se um estudo comparativo entre sua eficiéncia

emulsificante e dois surfactantes quimicos (Triton e SDS) amplamente utilizados na
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industria. A Figura 16 apresenta os valores de indice de emulsificacdo entre o

biossurfactante produzido, triton e SDS em 6leo de motor, lubrificante e éleo de soja.

Figura 16 — Indice de emulsificacdo do biossurfactante produzida no
cultivo da cepa ICA56, em meio mineral, comparado aos obtidos
com surfactantes sintéticos (SDS e Triton X-100) em dleo de motor,
lubrificante e dleo de soja.
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Observa-se na Figura 16 que o biossurfactante produzido no presente estudo
mostrou capacidade emulsificante bastante similar a apresentada pelos surfactantes
quimicos, principalmente quando comparado aos resultados do SDS. Nas 3 fontes
hidrofobicas avaliadas, foi observado bastante similaridade entre os indices de
emulsificacdo da surfactina com o SDS. O maior indice de emulsificacdo (E24)
observado neste estudo foi de aproximadamente 77 % de 6leo de motor em SDS, valor
este bem préximo do que foi observado para a emulsdo de 6leo de motor na surfactina
que foi de 73%. Em lubrificante, a emulsdo apresentou um comportamento mais
equivalente ainda entre o biossurfactante (68%) e o SDS (69%). Ja o triton demonstrou
ser um emulsificante menos eficiente, quando comparado ao SDS e o biossurfactante
produzido no cultivo da cepa ICAS6.

Vaz et al. (2012) ao estudarem a producdo de biossurfactante por cepa de

Bacillus subtilis isolada de ambiente contaminado com petroleo, também realizou um
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estudo comparativo entre o biossurfactante produzido e alguns surfactantes quimicos
comerciais, quanto as suas capacidade emulsificante. Vaz et al. (2012) obtiveram 0s
maiores indices de emulsificacdo (E2s) no biossurfactante e em um dos surfactantes
quimicos avaliados (Findet), sendo estes valores bem similares para todas as fontes
hidrofobicas analisadas. A surfactina produzida por estes pesquisadores demonstrou ser
um emulsificante mais eficiente do que alguns surfactantes comerciais, como Glupone
650 e Dodecilbenzenosulfato de sodio (LAS).

Segundo Nitschike & Pastore (2002), os biossurfactantes sdo mais eficientes
e mais efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniénicos sulfatados),
pois produzem menor tensdo superficial em menores concentracGes de biossurfactante.

O biossurfactante produzido mostrou-se capaz de produzir emulsdo estavel
na maioria das fontes hidrofobicas e com E24 acima de 50%, mostrando ser um eficiente
emulsificante, e com eficiéncia emulsificante similar ou mesmo superior aos

surfactantes quimicos analisados.

4.4 Estabilidade das propriedades tensoativas e emulsificantes frente a variagoes

de pH, temperatura e forca i6nica (% NaCl)

Segundo Vaz et al. (2012), os biossurfactantes apresentam propriedades que
0S caracterizam como potenciais insumos em diversos setores e processos industriais.
Estes processos estdo normalmente associados a condi¢fes extremas (tais como pH,
temperatura ou salinidade), sendo entdo necessaria uma avaliacdo da estabilidade desses
biossurfactantes frente a essas condicdes.

A estabilidade do biossurfactante produzido, frente as variagdes de pH,
temperatura e forca ibnica foi avaliada por intermédio da analise da estabilidade da
emulsdo formada em Oleo de motor e em Oleo de soja, bem como da atividade

superficial (tensdo superficial).

4.4.1 Efeito do pH

A Figura 17 apresenta o efeito da variacdo do pH nas propriedades
tensoativas e emulsificantes do biossurfactante produzido pela cepa ICA56.
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Figura 17 — Efeito da variacdo do pH no indice de Emulsificacio 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.
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Observa-se na Figura 17 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 redugdo 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 solugdo, mantendo suas propriedades tensoativas
e emulsificantes. Apesar de que na faixa mais proxima da neutralidade, em todos os
valores de pH estudados, a tensdo superficial, permaneceu de certa forma constante e
inferior a 40 mN.m™,

Em oleo de motor, observou-se que em todas as faixas de pH analisados, 0s
indices de emulsificacdo foram superiores a 50 %, indicando a eficiéncia do tensoativo
produzido. Este resultado de estabilidade na emulsdo formada também foi observado em

o0leo de soja, exceto para os pH de 2,0 e 4,0.
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Valores consideravelmente &acidos 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 protonacdo da cadeia lateral destes aminoacidos, tornando a
surfactina insoltvel em meio aquoso (GUDINA et al. 2010).

Antunes (2007) observou que valores acentuadamente acidos de pH podem
causar alteracBes nas forcas eletrostaticas envolvidas na formagde de emulsdes, o que
pode acarretar a coaleséncia (separagéo) 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¢cGes 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 &gua-oleo.

Os resultados de estabilidade do biossurfactante, frente a variacdes de pH,
foram semelhantes aos reportados por Al-Bahry et al. (2013) e Al-Wahaibi et al.
(2013), que observaram maior estabilidade da surfactina produzida na faixa de pH de
6,0 a 12,0, apesar de que nos valores &cidos de pH o biossurfactante ainda seja eficiente.

4.4.2 Efeito da temperatura

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 18 apresenta o efeito da variacdo da temperatura no indice de
emulsificacdo (E24) na emulséo formada em 6leo de motor e oleo de soja, e na tenséo

superficial de solucdo rica em biossurfactante bruto.
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Figura 18 — Efeito da variagio da temperatura no Indice de Emulsificacio
na emulsdo formada em dleo 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 18 mostra que apesar do tratamento térmico na solucdo rica em
biossurfactante bruto, tanto as propriedades tensoativas como emulsificantes nao
apresentaram mudancas significativas nas temperaturas de 4 a 120 °C.

A tensdo superficial da solucdo de biossurfactante permaneceu na faixa
entre 31 e 33 mN.m, mostrando a estabilidade da atividade superficial do tensoativo
produzido frente as variagbes de temperaturas analisadas. As emulsfes analisadas em
6leo de motor e 6leo 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 condig¢des 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 petréleo,
quando submetidos a condi¢bes extremas de temperatura. Al-Bahry et al. (2013)

observaram que a tenséo superficial, de uma solucgéo rica em surfactina, ndo apresentou
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variacoes significantes quando submetia a temperaturas de 40 a 160 °C por 20 minutos.
Al-Wahaibi et al. (2013) observaram que o biossurfactante produzido por Bacillus
subtilis B30 permaneceu como um tensoativo eficiente mesmo quando submetido a
temperaturas proximas de 160 °C.

Segundo Khopade et al. (2012), a estabilidade térmica de um
biossurfactante é 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 hé& necessidade de

estilizacao de certos produtos por tratamento térmico.

4.4.3 Efeito da forca idnica

O efeito da adicdo de NaCl (a de 0 a 20 % m/v) a uma solucédo rica em
biossurfactante também foi analisado, em termos de tensdo superficial e indice de

emulsificagdo. A Figura 19 apresenta os resultados deste estudo.

Figura 19 — Efeito da variacio da forca idnica no indice de Emulsificacio
na emulsdo formada em dleo de motor (e) e 6leo de soja (A) e na
atividade superficial (m) do biossurfactante produzido pelo cultivo da
cepa ICA56 em meio mineral.
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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 emulséo
formada em oOleo de soja apresentou maior estabilidade, frente a variacdo de forca
ibnica, do que a formada em 6leo de motor. Na maior concentracdo analisada (20%
m/v) a emulsdo formada em Oleo 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 exce¢do para a
concentracdo de 20 % de NaCl que 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
concentracdo 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 concentracdes de 10 % de NaCl enquanto que concentracfes
salina de 2 a 3 % s&o suficientes para inativar surfactantes convencionais (NITSCHKE
& PASTORE, 2002).

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

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

Segundo Mohamed et al. (2003), com o aumento da concentragdo salina,
também é observado um aumento na energia livre do sistema. Entdo as emulsdes
formadas ndo s@o termodinamicamente estaveis, proporcionando um aumento na taxa

de coalescéncia das gostas e posterior separacdo de fases.
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Al-Bahry et al. (2013) reportaram que o biossurfactante produzido pro cepas
de Bacillus sp. apresentou estabilidade tensoativa até 4% de salinidade, valor inferior
ao observado no presente estudo. Al-Wahaibi et al. (2013) observaram que a surfactina
produzida apresentou estabilidade quando submetida até concentracdo salina de 5 %
(NaCl). Felix (2012) também observou tensdo de 37 mN.m™ pra solugdo 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) prop6em que biossurfactantes que suportem até 10%
de salinidade apresentam viabilidade a utilizacdo na biorremediacdo de ambientes

marinhos.

4.5 Aplicacdo do biossurfactante produzido na remocédo de hidrocarbonetos em

areia contaminada

A atual dependéncia do petroleo e seus derivados sdo acompanhados com o
risco ambiental envolvido no seu processo produtivo, refino, transporte e
armazenamento e distribuicdo de derivados. Estdo envolvidos riscos de derramamentos
acidentais, que podem ser minimizados, mas ndo totalmente eliminados (CRAPEZ et al.
2002). Aparna et al. (2012) apontam a aplicacdo de biossurfactantes como uma das
técnica mais promissoras para remocao de hidrocarbonetos.

Avaliou-se o potencial de remocdo de petréleo e 6leo de motor, em areia
contaminada, pelo caldo fermentado (livre de células), obtido no cultivo da cepa ICA56,
e pela solucdo de biossurfactante bruto, sendo agua destilada utilizada como controle.
Comparativamente dois surfactantes quimicos (sintéticos) foram também avaliados. A
Tabela 12 apresenta a quantidade (%) de hidrocarbonetos removidos da areia

contaminada, apos tratamento com biossurfactante, surfactantes quimicos e agua.
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Tabela 12 — Potencial de remogéo de hidrocarbonetos de areia contaminada com petroleo e 6leo de

motor, por diferentes tratamentos.

Tratamento Petroleo removido (%) Oleo de motor removido (%)
Caldo fermentado 85+ 2,06 90,8+ 0,6
Biossurfactante bruto 76,89 + 3,2 88,6 +0,9
Agua destilada 36,1 +1,1 33,12+28
SDS 81,2+0,5 79,2+1,3
Triton X-100 76,1+21 70,4+0,4

Observa-se na Tabela 12 que o tratamento com biossurfactante foi o
responsavel pelo maior potencial de remocao tanto de petréleo como de éleo de motor,
de 85% e 90,8 %, respectivamente. A solucdo de biossurfactante bruto apresentou um
potencial, de remocdo de hidrocarbonetos, levemente menor, quando comparado ao
caldo fermentado livre de células. Este fato pode ser justificado por uma possivel perda
material de biossurfactante, durante as opera¢es unitarias com finalidade da obtencgéo
da surfactina bruta.

Entretanto, as diferencas observadas entre o potencial de remocéao do caldo
fermentado e da solucdo de biossurfactante bruto sdo bastante pequenas, mostrando o
potencial de aplicabilidade do biossurfactante produzido em biorremediacdo. Este
resultado é bem interessante, pois mostra que a aplicabilidade do biossurfactante
produzido ndo estd associada necessariamente a processos de purificacdo, gerando
reducdo de custos ao processo. A Figura 20 apresenta imagens da areia contaminada
com petrdleo apds tratamento com biossurfactante, surfactantes quimicos e agua e a

Figura 21 mostra a solucdo de lavagem utilizada no tratamento da areia contaminada.



Figura 20 — Na imagem superior: areia limpa sem contaminhagdo. Imagem
inferior: areia contaminada com petréleo ap6s tratamento com agua, caldo

fermentado e solugédo do biossurfactante bruto.
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Figura 21 — Imagem da solucdo de lavagem apds utilizacdo no tratamento de

areia contaminada com 6leo de motor e petréleo.
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Observa-se na Figura 20 que a areia contaminada ap0s tratamento com o
caldo fermentado apresentou uma colora¢do mais clara, mostrando que o petroleo que
estava presente foi removido. Na Figura 21, observa-se que o caldo fermentado
adiquiriu uma coloragdo bem mais escura do que as outras solugdes, mostrando que
parte do petréleo que estava contaminando a areia foi transferida para esta solucdo. A
areia contaminada apds tratamento com agua destilada apresentou uma coloracdo bem
mais escura, mostrando que a quantidade de petréleo residual presente ainda é elevada.
Agua destilada removeu somente 36% de 6leo cru presente na areia. Os surfactantes
quimicos (SDS e Triton X-100) apresentaram potencial de remocdo de petréleo e dleo
de motor, mas estes valores foram levemente inferiores aos observados pela aplicacédo
do biossurfactante, mostrando a eficicia do bioproduto em estudo. O surfactante
sintético SDS apresentou potencial de remoc¢éo de hidrocarbonetos superior ao Triton
X-100, o que pode ser explicado pelo menor valor de CMC apresentado pelo SDS
(BUGAY, 2009). Os biossurfactantes sao mais eficientes e mais efetivos do que os
surfactantes convencionais (detergentes anidnicos sulfatados), pois produzem menor
tensdo superficial em menores concentragcbes de biossurfactante (NITSHICKE &
PASTORE, 2002).

Joshi et al. (2008) observaram que os biosurfactantes produzido por cepas
de Bacillus sp. foram capazes de remover 30% de 6leo em solo contaminado. Lai et al.
(2009) observaram que biossurfactantes (ramnolipideos e surfactina) sdo mais eficientes
na remocdo de hidrocarbonetos de solo do que surfactantes quimicos (tween-80 e triton
x-100). Jain et al. (2012) estudaram a eficiéncia de ramnolipideos (Psedudomonas
aeroginsa) e surfactina (Bacillus subtilis), quanto a remocdo de petréleo, e compararam
os resultados com surfactantes quimicos (tween-80, SDBS e Alfoterra 5P0-145). Estes
autores observaram os seguintes resultados, quanto a remocao de petroleo em coluna de
vidro contendo areia contaminada: surfactina (68%), ramnolipideos (57%), tween-80
(52%), SDBS (51%) e alfoterra (55%). Estes resultados mostram que o0s
biossurfactantes foram mais eficientes do que os surfactantes sintéticos, assim como foi
observado no presente estudo.

Luna et al. (2013) observaram que o biossurfactante produzido por Candida
sphaerica foi capaz de remover aproximadamente 90% de Oleo de motor de solo
contaminado. Silva et al. (2013), ao estudarem a produgdo de biossurfactante em

substratos de baixo custo, reportaram que o tensoativo produzido por Pseudomonas sp.


https://www.google.com/search?espv=210&es_sm=93&q=ramnolip%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ei=xmaGUs7bF8us7Qbk_oDoAw&ved=0CCkQvwUoAA
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apresentou potencial de remocao de 6leo de motor de 80%. Nalini & Parthasarathi
(2013), ao estudar a producdo de biossurfactante por Serratia rubidaea, observaram que
0 biossurfactante produzido foi capaz de remover 85% de 6leo em areia contaminada, e
que o caldo fermentado livre de células foi mais eficiente na remocdo de
hidrocarbonetos do que SDS e agua, com 60% e 46%, respectivamente. Pereira et al.
(2013) também observaram que o caldo fermentado de Bacillus subtilis foi mais
eficientes do que alguns surfactantes quimicos comerciais, como Enordet e Petrostep,
quanto a remocdo de hidrocarbonetos em solo contaminado.

Biossurfactantes apresentam vantagens sobre os surfactantes quimicos,
sendo mais eficientes e ecologicamente mais corretos, pois removem hidrocarbonetos
contaminates de um solo sem modificar a natureza quimica daquele ambiente (LAI et
al. 2009).

4.6 Aplicacdo do biossurfactante produzido na remoc¢ao de metais pesados

As contaminacOes por hidrocarbonetos e metais sdo grandes preocupacdes
ambientais, mas poucas tecnologias sdo capazes de amenizar os efeitos destes dois
contaminantes, simultaneamente. fons metalicos ndo sdo biodegradaveis e apresentam
elevada toxicidade. Assim, a remediacdo de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e
metais é apresentada como uma grande preocupacdo ambiental (MULLIGAN et al.
2001). De acordo com Pacwa-Plociniczak et al. (2011), a remocdo de metais pesados
por biossurfactantes ocorre possivelmente por complexacdo da forma livre do metal em
solucéo, agindo como um quelante.

A presenca de diferentes grupos funcionais de diferentes polaridades nas
moléculas de biossurfactante acarreta uma interacdo molecular com a carga dos metais,
atuando como um agente quelante, possibilitando a sua remocao de um solo ou efluente
contaminado (MULLIGAN et al. 1999; PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011).

Avaliou-se 0 potencial do biossurfactante produzido, no cultivo da cepa
ICA56, quanto & remocgdo de metais pesados (cobre, cromo e zinco) e os resultados

estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Potencial de remocdo de metais pesados pelo biossurfactante produzido pelo

cultivo da cepa ICA56 em meio mineral.

Amostra Remocéo de Cu?* (%) Remocéo de Cr3* (%) Remogédo de Zn?* (%)
Oh 29 +0,20 350,19 34 + 0,26
24 h 60+ 0,14 34 +£0,61 33,9+£0,14
48 h 86 £ 0,24 36 + 0,39 39+0,36
24 h + 0,25% NaOH 56 £ 0,51 370,21 33+0,21
24 h + 1% NaOH 100+£0,0 100£0,0 99,12 £0,5,
24 h + 2% NaOH 100+£0,0 100£0,0 98,97 £ 0,37

Observa-se na Tabela 13 que os maiores potencias de remocédo de metais
pesados ocorreram ao se adicionar NaOH ao sistema, algo previsto pelas propriedades
do biossurfactante produzido, pois em pH mais préximos a neutralidade (pH 7,0), a
surfactina permanece solubilizada em solucdo. A adicdo de NaOH foi mais eficiente do
que um aumento no tempo de contato entre o biossurfactante e 0os metais pesados. Este
comportamento foi bastante similar ao observado por Mulligan et al. (2001), ao avaliar
a remocdo de ion metalicos contaminantes de solo por surfactina, produzida por
Bacillus subtilis. Singh & Cameotra (2013) também observaram que o pH influencia
diretamente na acdo quelante da surfactina, em remover metais pesados em efluente ou
em solo contaminado.

Mulligan et al. (1999) mostraram que a surfactina foi capaz de remover
ions de cobre e zinco de um solo contaminado com hidrocarbonetos (petréleo).
Observou-se, nesses estudos, que a remocao de zinco e cobre do solo contaminado foi
superior 70%, e a remocdo de hidrocarbonetos foi de 50%. Os resultados também
mostraram que a agdo da surfactina na remogéo de metais pode ser otimizada se estiver
associada com 1% de NaOH. Estes autores também observaram que a surfactina
produzida pode ser reutilizada (solugo de lavagem) até cinco vezes, que ainda sim
apresente potencial para remocdo de metais pesados. Gnanamani et al. (2010)
estudaram a biorremediacgéo de Cr (VI), utilizando o biossurfactante produzido por Bac.
sp. MTCC 5514. Foi observado que a biorremediagdo aconteceu em 2 etapas: a reducgéo
de Cr (VI) para Cr (ll), que é menos toxico, por meio de metabdlitos extracelulares
produzidos pela cepa e interacdo entre o biossurfactante, produzido durante o cultivo, e
Cr (11).
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Simultaneamente a avaliacdo do potencial de remocdo de metais pesados
pelo biossurfactante, realizou-se um estudo comparativo entre sua eficiéncia como
agente quelante e dois surfactantes quimicos (Triton X-100 e SDS) amplamente
utilizados na industria. A Figura 22 apresenta a remocéo (%) de metais pesados (cobre,
cromo e zinco) ao serem utilizados SDS, Triton X-100 e o biossurfactante produzido

produzido pela cepa ICA56 em meio mineral.

Figura 22 — Remocdo de metais pesados pelo biossurfactante
produzida no cultivo da cepa ICA56, em meio mineral, comparado a
surfactantes sintéticos (SDS e Triton X-100).
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Observa-se na Figura 22 que o biossurfactante em estudo apresentou
potencial de remocdo de metais pesados similar ou mesmo superior quando comparado
aos surfactantes quimicos analisados. Nos metais analisados, observou-se que o
biossurfactante apresentou eficiéncia similar ao Triton X-100. O maior potencial de
remocao foi observado no biossurfactante, quando aplicado a efluente contaminado com
zinco, sendo a remogéo em torno de 41 %.

Maity et al. (2013) realizaram estudo similar, e utilizarem surfactina e
surfactantes sintéticos tipo saponinas, e obtiveram remocao de metais pesados inferiores

ao presente estudo. Estes autores, ao utilizar surfactina, removeram somente 17% e 24%
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de ions de cobre e zinco em solucdo, respectivamente. Quando a solucdo de surfactina
foi adicionada de saponinas, ocorreu um aumento no potencial de remocao para 47%
para ions cobre e 40% para ions de zinco quando comparadas a eficiciéncia dos

surfactantes quimicos.

4.7 Bioensaios toxicologicos

4.7.1 Teste de germinagdo com Lactuca sativa

Avaliou-se a toxicidade do biossurfactante produzido no cultivo da cepa
ICA56 frente a sementes de Lactuca sativa (alface). Poucos estudos tém sido realizados
com finalidade de verificar a toxicidade destes bioprodutos, tendo em vista sua
aplicabilidade (SOUZA SOBRINHO et al. 2013).

A Figura 23 apresenta o indice de Germinacéo (IG) da Lactuca sativa para
cada concentracdo do biossurfactante analisado. Este indice leva em conta tanto o
crescimento das raizes, como a porcentagem de germinacdo das sementes em cada

concentracdo de biossurfactante (LUNA et al. 2013).

Figura 23 — Indice de Germinacdo da espécie de alface Lactuca
sativa em diferentes concentrag@es do biossurfactante produzido no

cultivo da cepa ICA56 em meio mineral.
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Observa-se na Figura 23 que os indices de germinacdo para as
concentragdes de biossurfactante de 0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 350 e 500 mg.L* foram
de 104,3; 102,3; 99,6; 102,1; 98; 96; 87 e 78,9, respectivamente. Nota-se que nas
concentragdes inferiores a 500 mg. L™, o biossurfactante produzido ndo apresentou
efeito inibitério no crescimento das raizes de Lactuca sativa, pois apresentaram indice
de germinacdo superior a 80%. Tiqua et al. (1996) consideram que indice de
germinagdo de 80% e um indicador de auséncia de fitotoxicidade. Na concentracéo de
500 mg.L* de biossurfactante, foi observado indice de germinagéo de 78,9%, indicando
que para esta concentracdo o bioproduto estudado pode apresentar efeito inibitorio no
crescimento das sementes de alface. E possivel afirmar que para o biossurfactante
produzido ndo apresentou influencia no indice de germinagdo das sementes de Lactuca
sativa.

Resultado bastante semelhante foi observado por Felix (2012), ao avaliar a
producdo de surfactina por cepa isolada de tanque de tratamento de esgoto, cultivada em
suco de caju clarificado.

Millioli et al. (2009) observaram que o0 biossurfactante produzido por
Pseudomonas aeruginosa nao afetou o indice de germinacdo de sementes de alface em
concentracdes inferiores a 8 mg de biossurfactante/ 1 g de solo. Estes autores também
realizaram um estudo comparativo entre a toxicidade (em sementes de alface e de
tomateiro) de alguns surfactantes quimicos (SDS, Tween-80, Biosolve e Biononex) e
biossurfactante (ramnolipidios), e observaram que os surfactantes de origem microbiana
apresentam toxicidade bastante inferior aos surfactantes sintéticos comerciais. Luna et
al. (2013), ao estudarem a producdo de biossurfactante por Candida sphaerica
utilizando residuos industriais como substrato, reportaram que o biossurfactante
produzido ndo afetou o crescimento de sementes de alguns vegetais: Brassica oleracea
(couve) Solanum gilo (jil6) e Lactuca sativa (alface). Qazi et al. (2013) observaram
que, para baixas concentracdes, o biossurfactante produzido por Fusarium sp. nédo
apresentou efeito inibitorio sobre as sementes de mostarda e pode ser apresentado como
seguro para aplicagdes ambientais.

Singh & Cameotra (2013) ao estudarem a producdo de biossurfactantes do
tipo lipopeptideos por Bacillus subtilis, observaram que a surfactina produzida néo
afetou o crescimento de raizes de mostarda. Estes autores observaram que a germinagéo

das sementes, na presenca de biossurfactante, apresentou apenas uma leve diferenca,
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quando comparada aos aditivos agricolas normalmente utilizadas neste tipo de plantio,

classificando a surfactina como biologicamente compativel ao meio ambiente.

4.7.2 Teste de mortalidade do microcrustaceo da espécie Artemia salina

O derramamento de petrdleo e seus derivados em ambientes marinhos é
atualmente um dos principais problemas ambientais. O petréleo tem sido alvo de
pesquisas para o desenvolvimento de diversas técnicas fisicas e quimicas para elimina-
lo das &guas ou, ao menos, reduzir seus efeitos sobre o ecossistema. Segundo Nishicke
& Pastore (2002), os biossurfactantes tém recebido grande atencdo devido a crescente
preocupacado da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais ou sintéticos;
além disto, sua baixa toxicidade amplia o0 seu campo de aplicabilidade.

Avaliou-se a toxicidade do biossurfactante produzido no microcrustaceo
Artemia salina, tendo em vista uma analise da toxicidade deste bioproduto em
organismos aquaticos para caso de uma aplicacdo em ecossistema marinho. Artemia
salina € um organismo-padrdo comumente utilizado em testes de ecotoxicologia, pela
facilidade de manutencdo em laboratério, além de requerer condicGes simples de cultivo
e ciclo de vida curto. Solucdes de biossurfactante bruto nas concentragdes de 0, 12,5,
25, 50, 100, 200, 350, 500 e 750 mg.L™, foram utilizadas neste ensaio. Realizou-se uma
regressdo ndo linear nestes dados experimentais, no intuito de obtencdo um modelo que
estime a CLso (concentracdo de uma determinada espécie quimica que causa afeito
agudo de letalidade ou imobilidade em 50% dos organismos de uma populagdo). A
obtencdo da CLso permite a classificagdo de uma espécie quimica quanto a toxicidade.
A Figura 24 apresenta a taxa de mortalidade do microcrustaceo para cada concentracdo
de biossurfactante analisado e a Equacdo 6 apresenta 0 modelo de regressdo néo linear
que se ajustou aos dados experimentais (R? = 0,984).
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Figura 24 — Taxa de mortalidade do microcrustaceo Artemia salina
em diferentes concentracdes do biossurfactante produzido no cultivo
da cepa ICA56 em meio mineral (ajuste exponencial dos dados).
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Dolabella (1997) classifica as espécies quimicas quanto a toxicidade em
microcrustaceos (Artemia salina) de acordo com o valor da CLsg. Segundo este autor,
uma substancia é considerada altamente toxica quando CLso € menor do que 80 mg.L™,
moderadamente toxica se o valor de CLso estiver entre 80 e 250 mg.L™ e para valores
acima de 250 mg.L™, a substancia pode ser considerada atoxica.

A partir do modelo, ajustado para os dados de taxa de mortalidade dos
microcrustaceos e dose de biossurfactante, obtém-se a CLso do biossurfactante
produzido como sendo de aproximadamente 465,6 mg.L™ . Segundo a classificacdo de
Dolabella (1997) o biossurfactante produzido pela cepa ICA56 ndo apresentou efeitos
toxicos ao organismo estudado, o que pode viabilizar sua aplicabilidade em
ecossistemas marinhos. Observa-se na Figura 24, que nas doses (12,5; 25 e 50 mg.L™)
proximas a concentracdo micelar critica (25 mg.L) do biossurfactante produzido, a

taxa de mortalidade da Artemia salina foi baixa, permanecendo inferior a 15%. Este
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resultado mostra que mesmo em concentragdes baixas, o biossurfactante sera eficiente,
como tensoativo, e possivelmente ndo causard efeito tdxico significativo a alguns
organismos.

Felix (2012) também observou a auséncia de toxicidade na surfactina
produzida por cepa de Bacillus subtilis, relatando CLso de 612,57 mg.L™. Silva et al.
(2013) ao estudarem a producdo de biossurfactante em substratos de baixo custo,
reportaram que o0 tensoativo produzido por Pseudomonas sp. ndo apresentou
consideravel toxicidade em Artemia salina. Estes autores observaram que efeito
inibitério no crescimento do microcrustaceo foi somente a concentracdes elevadas de
tensoativo, mas estas doses estavam bastante acima da CMC do biossurfactante
estudado. Luna et al. (2013) também observaram resultados semelhantes aos estudar a
toxicidade do biossurfactante produzido por Candida sphaerica. Estes resultados
também mostram a baixa ou mesmo auséncia de toxicidade dos biossurfactantes.

Ja os surfactantes quimicos sdo prejudiciais ao meio ambiente, pois sdo
toxicos e ndo apresentam biodegradabilidade (PIRROLO, 2006). Alguns estudos
apresentam a toxicidade de alguns surfactantes sintéticos, comumente utilizados
industrialmente. Liwarska-Bizukojc et al. (2005) ao estudarem a toxicidade de alguns
surfactantes sinéticos em microcrustaceos do tipo Artemia salina, observaram que os
surfactantes anidnicos (SDS, SDBS e APE) sdo acentuadamente toxicos (10 < CLsg <
100 mg.L™) e que os néo idnicos (AES e AE) podem sem extremamente toxicos (CLso <
10 mg.LY). Li (2008) também observou que os surfactantes sintéticos apresentam
elevada toxicidade, e que podem ser um risco ambiental, mostrando que surfactantes
quimicos como SDS e Triton X-100, apresentam CLso de 0,36 e 11,18 mg.L™. Baixas
concentragOes de surfactantes quimicos podem causar sérios danos ao ecossistema onde
estd sendo aplicado.

Dehghan-Noudeh et al. (2005) realizaram um estudo comprativo entre a
surfactina, produzida por Bacillu susbtilis, e alguns surfactantes quimicos (SDS, TTAB,
BC e HTAB) no que se refere a capacidade de ruptura de células vermelhas (hemolise
de eiritrdcitos). Estes autores observaram que os surfactantes sintéticos apresentam uma
habilidade de ruptura de eritrocitos bem mais elevada do que os biossurfactante
analisado, mostrando que os surfactantes quimicos apresentam maior toxicidade sobre

células animais do que os biossurfactantes.
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Hwang et al. (2009) estudaram a toxicidade da surfactina, produzida por
Bacillus subtilis, em organismos maiores: ratos. Estes autores forneceram racdo com
diferentes doses de surfactina durante 28 dias para ratos e verificaram taxa de
mortalidade, os efeitos da surfactina sofre o peso dos animais, bem como realizaram
analises fisico-quimicas (necropsia) nas visceras (pulmao, coracdo, glandulas, dentre
outros) dos organismos, tendo em vista observarem se a surfactina apresentava algum
efeito negativo sobre algum 06rgdo ou sistema vital dos organismos. Estes autores
observaram que ndo houve morte dos s em nenhuma das doses analisadas sendo que o
unico efeito relatado foi que nas doses mais elevadas de surfactina ocorreu uma leve
reducdo no peso dos animais. Hwang et al. (2009) relataram que a analise fisico-
quimica das visceras mostrou que a surfactina ndo apresentou nenhum efeito tdxico
sobre os animais. Nao foi observada nenhuma zona de necrose nos 6rgéos e sistemais
vitais analisados, exceto algumas manchas nas veias hepéticas nas doses extremamente
elevadas de surfactina (2000 mg de surfactina/kg do organismo).

A baixa toxicidade dos biossurfactantes pode ser justificada por suas
propriedades tensoativas serem extremamente suaves, 0 que pode implicar em elevada
compatibilidade biologica. A estrutura polimérica e a composicdo de grupos
polifuncionais fazem com que os biossurfactantes possuam uma polaridade menor que
os surfactantes quimicos. Desta maneira, as micelas formadas pelos biossurfactantes
apresentam menor carga eletrostatica, € maior compatibilidade com membranas

bioldgicas, quando comparadas aos surfactantes sintéticos (FELIX, 2012).

4.8 Avaliacdo do coeficiente de transferéncia de oxigénio (kLa) na producédo de
biossurfactante.

Em geral, o aumento de escala de um processo esta condicionado a ensaios
iniciais em bancadas de laboratdrio, para que sejam, em seguida, testados em escala
semi-piloto e piloto. Apos estes estudos, da-se inicio a producdo em escala industrial
(SAKATO,1997).

O critério de aumento de escala em alguns sistemas de cultivo aerébio esta
relacionado em manter a similaridade entre os coeficientes volumétricos de oxigénio
(kLa). Este coeficiente de convecgdo de massa de oxigénio esta relacionado a diversos

fatores, como a velocidade de agitacdo (nivel de mistura) variacdo de viscosidade do
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meio, temperatura e taxa de aeracdo do sistema. A obtencdo de elevadas concentracfes
de produto desejado, na maioria dos casos, depende da quantidade de oxigénio que esta
sendo transferido para o meio liquido, dai surge o interesse em estudo do coeficiente de
transferéncia de oxigénio em sistemas agitados e aerados.

A proposta desta etapa do estudo esta relacionada a avaliacdo da influéncia
da transferéncia de oxigénio para a cepa ICA56 em biorreator de bancada de 4L. Tem-
se em vista a otimizacdo do processo de producdo de biossurfactante, por intermédio da
variagdo de condigBes operacionais do processo: agitacdo (rpm) e aeracdo (L.min? de
oxigénio). Outros estudos ja publicados discutem o efeito desses parametros
isoladamente para aumentar producdo e concentracdo de surfactina em cepas de
Bacillus sp. (NAJAFI et al. 2010; WINTERBURN et al. 2011) sendo entdo a
avaliacdo destas varidveis combinadas um estudo promissor.

Neste estudo, realizaram-se cultivos aerdbios em biorreator de bancada (4L)
com aproximadamente 10 g.L* de glicose (Meio Mineral) para analise da influéncia da
concentracdo de oxigénio, atraves do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kra) na producéo de surfactina. Foram avaliados os efeitos da agitagéo (200,
250, 300 e 350 rpm) e aeragdo (0,5; 1; 1,5 e 2 L.mint de oxigénio) na producéo de
biossurfactante.

O Kva foi determinado pelo método indireto, mas sem o borbulhamento de
nitrogénio. A Figura 25 apresenta o perfil temporal do oxigénio dissolvido para a
condicdo de 200 rpm e 1 vvm, bem como a linearizacdo da curva proposto pela Equacédo

4. Esta foi a metodologia utilizada para calcular o kia em todos os ensaios realizados.
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Figura 25 — Cultivo para producdo de biossurfactante - Saturacdo de oxigénio em

funcdo do tempo para vazdo de 1 L.min de O; e agitagdo de 200 rpm. (O gréfico

superior é equivalente oxigénio dissolvido durante o periodo que k.a foi determinado, e

o inferior representa os dados para o célculo do kia linearizados pelo modelo proposto).
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Nesta condicdo operacional, foi obtido ki. de aproximadamente 10,44 h,

Os valores de kia, para esta condicdo, foi inferior do que o encontrado por Amani et al.

(2010) no cultivo de Bacillus subtilis para produgdo de biossurfactantes. Apesar dos

valores obtidos apresentaram valores diferentes, a mesma ordem de grandeza foi

observada. A Tabela 14 apresenta os resultados de kia, biomassa, formacdo de produto

e tens&o superficial para todas as condicdes avaliadas.
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Tabela 14 — Influéncia da variacdo na agitacdo e aeracdo, de biorreator de bancada para
cultivo da cepa ICA56, na biomassa, formacdo de produto, tensdo superficial e

coeficiente de transferéncia de oxigénio em 24 horas de cultivo.

Agitacao Aeracao KLa Xmax Pmax Tenséo Superficial
(rpm) (L/min) (h) (g.LD) (mg.L?) (mN/m)
200 0,5 7,704 2,4 22,53 46
200 1 10,44 3,1 115,97 30
200 15 12,564 18 15,02 41
200 2 24,95 1,7 14,03 45
250 0,5 9,64 2,42 56,52 38
250 1 13,65 1,62 11,54 42,5
250 15 19,66 3,26 12,84 40
250 2 26,33 1,28 11,96 38
300 0,5 23,87 2,79 13,93 40
300 1 25,32 3,52 11,1 42
300 15 27,2 2,18 13,71 36
300 2 29,3 2,56 23,99 46
350 0,5 24,5 1,64 11,26 49
350 1 29,6 1,21 10,94 43
350 15 30,2 0,71 42,74 38,8
350 2 38,6 0,57 21,22 41

Estes resultados foram similares ao obervados por Amani et al. (2010) ao
realizarem estudo semelhante com cepa de Bacillus subtilis, visando a utilizacdo da
surfactina produzida em recuperacdo melhorada de petréleo. Entretanto, AMANI et al.
2010 obtiveram maiores concentracgdes de biossurfactante.

A reducdo na tensdo superficial reflete a producdo de biossurfactante,
mostrando sua eficiéncia como tensoativo. Na condigdo de 200 rpm e 1 L.min de
oxigénio ocorreu a maior producgdo de surfactina (116 mg.L™?) e consequentemente a
maior reducdo na tensdo superficial, aproximadamente 55%.

Com base nos resultados obtidos foi gerado o diagrama de Pareto, tendo em
vista analisar os efeitos isolados e combinados da agitacdo e aeragdo, e superficie

resposta, visando a obtengdo da condicdo operacional Otima para producdo de
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biossurfactante pelo cultivo da cepa ICA56. As variaveis foram significativas para o
processo com nivel de significancia de 95 % para variaveis isoladas e a interacao entre
elas.

Por meio do diagrama de Pareto (Figura 26) pode-se verificar que as
variaveis isoladamente (ajuste linear) apresentaram um efeito mais significativo sobre

transferéncia (k_a) de oxigénio do que combinadas entre si.

Figura 26 — Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo da
agitacdo e aeracdo na transferéncia de oxigénio (kia) durante o

cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.
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Observa-se a partir do diagrama de Pareto que a variavel que mais
influenciou para a transferéncia de oxigénio foi agitacdo, mas aeracdo também
apresentou influéncia no Kpa.

O principal objetivo das condicGes de aeracdo e agitacdo, em biorreator, é a
dispersdo das bolhas de ar, com consequente suprimento de oxigénio aos micro-
organismos, a manutencdo das células em suspensdo e o aumento da transferéncia de
calor e massa do meio de cultivo. A transferéncia de oxigénio tem crucial importancia
no metabolismo de diversos micro-organismos, pois 0 oxigénio participa da geracéo de

energia através da cadeia de respiracdo dentro da mitocondria, que é fundamental para
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obtencdo de uma velocidade de crescimento especifico significante (SILVA et al.
2001).

Amani et al. (2010) observaram que o0 kia foi um critério crucial para o
scale-up da producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis, de agitador orbital
(shaker) para biorreator de bancada. Fahim et al. (2012) reportaram que a transferéncia
de oxigénio é um fator importante para a producdo de biossurfactantes do tipo
lipopeptideos por cepas de Bacillus subtilis, e que agitacdo e aeracdo influenciam
diretamente neste processo. Posteriormente, Fahim et al. (2013) observaram o aumento
(175%) da transferéncia de oxigénio com o aumento da velocidade do liquido e do ar,
ao estudar a transferéncia de oxigénio em reator de fase inversa (leito fluidizado) para
producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis.

A variagdo na agitacdo e aeragdo do sistema reacional também afetaram o
crescimento celular (biomassa) e a formacao de produto (biossurfactante). A Figura 27
apresenta a superficie resposta para o comportamento da biomassa como efeito das

varia¢des na agitacéo e aeracao do biorreator de bancada.

Figura 27 — Superficie resposta para a biomassa (g.L™) em funcéo das taxas
de aeracdo e agitacdo para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de

bancada.
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Observa-se na Figura 27 que elevadas taxas de aeracdo prejudicam o

crescimento celular e que a agitagdo apresenta um efeito mais significativo do que a


https://www.google.com/search?espv=210&es_sm=93&q=lipopept%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ei=rciLUqWyDqq54ATkxoDwCg&ved=0CCkQvwUoAA
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aeracdo. O maior crescimento celular ocorreu na faixa intermediaria de agitacdo e
aeracio analisada (em torno de 260 rpm e 1,0 L.min™%).

Schimidell et al. (2001) reportaram que a mistura do fluido (sistema
reacional) é de crucial importancia em bioprocessos, sendo que em cultivos aerdbicos
essa € uma operacdo critica, pois estd diretamente relacionada a transferéncia de
oxigénio para as celulas. O oxigénio exerce papel fundamental na proliferacdo da
biomassa microbiana e consequentemente na geracdo de produtos. A taxa com que 0
oxigénio é consumido pelas células determina a taxa na qual o gas é transferido para o
sistema. Normalmente, a demanda especifica de oxigénio passa por um periodo maximo
no inicio da fase exponencial de crescimento microbiano (DORAN, 1995).

Segundo Doran (1995) quando o ar é disperso através do meio liquido,
diferentes padrbes de fluxo das bolhas de ar podem ocorrer. Se a taxa de agitacdo €
baixa e a de aeracéo € elevada, o gas envolve o impelidor sem que ocorra dispersdo das
bolhas, formando um fluxo de ar somente ao longo do eixo da haste do agitador. O
aumento da velocidade de agitacdo faz com que o gés seja capturado sob as pés do
impelidor, sendo entdo disperso através do meio liquido. J& baixas taxas de aeragdo
prejudicam a transferéncia de oxigénio, e elevadas taxas podem causar turbilhonamento
no sistema. O presente estudo observou que o crescimento celular foi mais acentuado
em condigdes moderadas de agitacdo e aeracao.

Neves (2003) afirma que a obtencdo de elevadas concentracbes de
bioprodutos de interesse depende diretamente da transferéncia eficiente de oxigénio da
fase gasosa para a fase liquida, especialmente nos instantes mais avancados do processo,
pois a concentracdo celular deve estar elevada. A Figura 28 apresenta a superficie
resposta para o0 comportamento da producdo de biossurfactante como efeito das

variacdes na agitacdo e aeracdo em biorreator de bancada.
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Figura 28 — Superficie resposta para a producio de biossurfactante (mg.L™), em funcdo

das taxas de aeracéo e agitacdo, para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.
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Observa-se na Figura 28 que a maior producdo de surfactina ocorreu nas
condicdes mais brandas de agitacdo e aeracdo (200 rpm e 1,0 L.min™). Apesar da maior
producdo de espumas serem geradas em niveis mais altos de agitacdo, verificou-se por
meio da superficie de resposta (Figura 21) que concentracdo mais elevada de
biossurfactante foi obtida nas taxas de aeracéo e agitagdo menores (200 rpm e 1,0 vvm).
Isto pode ser atribuido ao fato de que as taxas mais baixas de agitacdo em sistema, salva
a perda subita de liquido, devido a presséo e o fluxo de ar reduzido, o qual facilita o
contato entre 0 oxigénio e 0 micro-organismo, causando pouca turbuléncia ao sistema.
Também foi observada a formacdo de biossurfactante na fase da espuma do sistema
estudado, com concentracdo levemente maior do que a observada no seio do liquido.

Yeh et al. (2006) ao cultivarem cepa de Bacillus subtilis para producdo de
biossurfactante, observaram que elevada taxa de agitacdo e aeracdo, apesar de
produzirem consideravel quantidade de espuma, prejudica o crescimento do micro-
organismo e a producéo de surfactina.

Silva (2013) estudou uma faixa ainda mais abrangente de valores de
agitacdo (180 até valores superiores a 400 rpm) e aeracdo (0,8 até valores superiores a
2,2 L.min!) e observou o mesmo comportamento que o presente trabalho. Silva (2013)
observou que a maior producdo de biossurfactante por cepa de Bacillus subtilis ocorreu

na condicdo de agitacdo de 200 rpm e 1 L.min, apesar de que em condi¢Bes mais
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severas de mistura tenha ocorrido maior formacdo de espuma. Silva (2013) também
relatou que a maior parte do biossurfactante produzido estava na espuma, ao invés do
seio do liquido no sistema reacional.

Observou-se que a variacdo da agitagdo e aeragdo no sistema reacional nao
causou uma variacdo tdo significativa na producdo de biossurfactante. A maior
producdo de surfactina ocorreu na condicido de 200 rpm e 1 L.min?, que foi de
aproximadamente 120 mg.L™ em 24 horas de cultivo, sendo este um resultado pouco
satisfatorio.

A baixa producao de biossurfactante apresentada pela cepa ICA56 pode ser
consideravelmente aumentada se outras configuracGes do sistema reacional forem
utilizadas. Estudos recentes (FAHIM et al. 2013; COUTTE et al. 2013) apontam que
biorreatores com configuracdo cléssica (tanque aerado) ndo sdo adequados para a
producdo de biossurfactantes do tipo lipopeptideos, devido a formacdo excessiva de
espuma durante o processo. Lee et al. (2008) mostraram que o0 uso de agentes
antiespuma também ndo é adequado, pois estas substancias podem causar algum efeito
sobre o micro-organismo, além da possibilidade de interagdo com o biossurfactante
produzido, implicando em um processo mais complexo de purificacéo.

Segundo Henkel et al. (2012), devido a agitacdo e aeracdo constante durante
o0 cultivo das cepas produtoras de biossurfactantes, ocorre a excessiva formagao de
espuma que afetar diretamente os rendimentos de producédo. Estudos tem sido realizado
visando a aeracdo e agitacdo em biorreatores, sem que ocorre formacdo consideravel de
espuma (REIS et al. 2013; HEYD et al. 2008; KRONEMBERGER et al. 2008).

Algumas configuracOes reacionais para producdo de biossurfactante do tipo
lipopeptideos sdo apresentadas como promissoras. Coutté et al. (2010) utilizaram reator
de membrana aerado sem bolhas e observaram producdo de 600 mg.L? de
biossurfactante do tipo lipopetideos. Chtioui et al. (2012) utilizaram reator de biofilme
com disco rotativo para producdo de surfactina por cepa de Bacillus sp. e relataram
producdo de aproximadamente 1000 mg.L. Fahim et al. (2013) utilizaram reator
trifasico de fase inversa de leito fluidizado e produziram cerca de 2000 mg.L™? de

surfactina bruta.
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4.9 Avaliacéo de substratos ndo convencionais para a producéo de biossurfactante

Uma alternativa para aumentar a producdo de biossurfactantes reside na
utilizacdo de substratos ndo convencionais, tais como residuos agroindustriais.

Muitos biossurfactantes tém sido produzidos de substratos agroindustriais
renovaveis e de baixo custo. Uma variedade de subprodutos ou residuos, que incluem
derivados de OGleos vegetais, residuos de amido, residuos de destilaria de 6leos e
substancias lacteas tem sido utilizados na producdo de muitos metab6litos microbianos.
A utilizacdo de residuos agroindustriais apresentam algumas vantagens: reducdo de
custos no processo de producdo dos biossurfactantes, fontes de elevador teor de
carboidratos, lipideos e nutrientes, em geral, renovaveis, além da reducdo dos possiveis
impactos destes residuos se fossem aplicados ao meio ambiente (SALGADO, 2013;
SILVA, 2012; SOBRINHO, 2007).

Tendo em vista estas vantagens, avaliou-se a producdo de biossurfactante
pelo cultivo da cepa ICA56 em algumas fontes de carbono diferentes: dleo de girassol,
soro de leite, suco de caju (clarificado) glicerol e meio mineral (glicose). A Tabela 15
apresenta os resultados de crescimento celular (biomassa) producédo de biossurfactante,
reducdo da tensdo superficial do meio de cultivo e indice de emulsificacdo em 6leo de

motor, para cada substrato analisado.

Tabela 15 — Avaliacdo de residuos agroindustriais na producdo de biossurfactante pelo cultivo da

cepa ICA56 em agitador orbital a 30 °C e 150 rpm durante 48 horas.

Substrato Biomassa Biossurf. bruto  Tens&o Superficial Reducéo T.S. E24
(9.LY) (mg.L™) (mN.m-) (%) (%)
Glicerol 2,90 + 0,26 1290 + 150 28+0,25 53,33+ 1,20 92 +0,26
Oleo de girassol 2,69 £ 0,55 980 £ 100 36 + 0,00 45,00 + 4,20 90+ 0,15
Suco de caju 2,31+0,21 760 £ 120 30+0,30 50,00 £ 2,10 91+0,46
Meio mineral 2,48 +£0,31 410 + 160 33+0,00 4500+1,15 79,6 +0,16
Soro de leite 1,67 £ 0,30 370+ 80 31+0,00 48,33+0,96 70,5+0,59

Observa-se na Tabela 15 que o glicerol e 6leo de girassol foram as fontes de

carbono que apresentaram maior producdo de biossurfactante, apresentando

concentragdes de aproximadamente 1300 e 1000 mg.L™. Apesar de baixa producéo de
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surfactina em alguns substratos, tais como soro de leite (390 mg.L) e meio mineral
(410 mg.L?) observa-se que em todos os ensaios ocorreu reducdo da tensio superficial e
formagao de emulséo estavel em 6leo de motor. Os valores de tensdo superficial ficaram
entre 28 e 36 mN.m™ e os indices de emulsificagido foram superiores a 50%. Estes
resultados mostram a eficiéncia do biossurfactante produzido, mesmo em baixas
concentragoes.

Em glicerol, a tenséo superficial do meio, apds 48 horas de cultivo, foi de
aproximadamente 28 mN.m, valor préximo da tensdo superficial de uma solugéo da
surfactina padrdo comercializada, que é 27 mN.m™* (BARROS et al. 2008). Glicerol foi
apresentada como a fonte de carbono que gerou maior producdo de biomassa. SOUSA
et al. (2012) propdem que a producdo de surfactina esteja diretamente associada ao
crescimento celular.

Apesar da notdria producdo de surfactina em 6leo de girassol, observou-se
que a tensao superficial ndo apresentou valor tdo reduzido. Este fato pode ser justificado
pela presenga de 6leo residual, ndo consumido pelo micro-organismo, na amostra que
pode ter influenciado na medida de tens&o.

Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram varias fontes de carbono para
producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis B5, tendo em vista a otimizacdo da
producdo e relataram alguns substratos como promissores: melaco de cana-de-agucar,
glicose, maltose, sacarose , sorbitol e glicerol. Estes autores relataram producéo de 1100
mg.L? de surfactina, ao utilizaram melago como substrato. Abdel-Mawgoud et al.
(2008) sugerem que utilizar residuos industriais na producdo de biossurfactantes é um
estudo promissor, pois cerca de 30% dos custos da producdo estdo relacionados ao meio
de cultivo.

Zhu et al. (2013) avaliaram a producdo de biossurfactante por cepa de
Bacillus sp. em estado s6lido e estudaram o efeito de diferentes substratos na producéo.
Estes autores relataram que a maior producdo de surfactina ocorreu com a utilizacdo de
glicerol como fonte de carbono, assim como foi observado no presente estudo. Faria et
al. (2011) estudaram a produgdo e caracterizagéo estrutural da surfactina produzida pela
cepa Bacillus subtilis LSFM-05 em glicerol, proveniente da industria do biodiesel, e
relataram producéo de 800 mg.L™ de surfactina, valor inferior ao observado no presente
estudo.
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Vedaramam & Venkatesh (2011) avaliaram a producdo de biossurfactante
por cepa de Bacillus subtilis em 6leo de girassol e observaram a producéo de surfactina
em torno de 250 mg.L?, em 48 horas de cultivo. Chander et al. (2012) estudaram
diferentes 6leos vegetais como substrato para a producéo de biossurfactante por Bacillus
subtilis MTCC 441 e relataram que Oleo de girassol foi o que mais estimulou o
crescimento celular.

Suco de caju clarificado é relatado por Fontes et al. (2012) como um
substrato promissor na producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica. Rocha et
al. (2008) obtiveram cerca de 280 mg.L! de surfactina ao cultivar a cepa Bacillus
subtilis LAMI008 em suco de caju clarificado suplementado de alguns nutrientes, como
fonte de nitrogénio e sais minerais. Oliveira et al. (2013) estudaram o potencial de
producdo de biossurfactante por cepa de Bacillus subtilis em suco de caju clarificado e
relataram producéo de aproximadamente 180 mg.L?* de surfactina.

Soro de leite também foi utilizado por Joshi et al. (2008) para producao de
biossurfactante por diferentes cepas de Bacillus sp. Estes autores observaram reducdo de
40% na tens&o superficial durante o cultivo das cepas. Cagri-Mehmetoglu et al. (2012)
mostraram que a cepa de Bacillus subtillis ATCC6633 foi capaz de consumir lactose,
presente no soro de leite, e produzir cerca de 200 mg.L™ de surfactina em 72 horas de
cultivo. Pereira et al. (2013) estudaram diferentes fontes de carbono para a producéo de
surfactina, por Bacilus subtilis, e obervaram que, apesar do micro-organismo consumir
lactose, esta ndo & fonte de carbono mais adequada para producdo de biossurfactante.
Estes autores relataram que a producio foi de aproximadamente 82 mg.L™?, sendo este
um valor ndo tdo satisfatorio, quando comparado a producdo dos outros substratos
estudados (citrato de sddio, glicerol, hexano, glicose e extrato de carne).

Makkar et al. (2011) discutiram a importancia da utilizacdo de residuos
industriais como matéria-prima para bioprocessos. Segundo estes autores, a utilizacdo
de residuos agroindustriais na producdo de biossurfactantes pode viabilizar a
implantagcdo desses processos em escala industrial. O meio de cultivo pode ser
responsavel por mais de 30% nos custos do processe de producdo de biossurfactante.

Estes resultados mostram que a cepa ICA56 possui potencial biotecnoldgico
na producdo de biossurfactante, utilizando substratos de baixo custo. Estes substratos,
além de aumentarem consideravelmente a producdo, quando comparado ao meio de

cultivo sintético (meio mineral) reduzem o custo do processo de producdo e ainda
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convertem residuos em produto de elevado valor agregado, e minimizando impactos
ambientais.

Realizou-se ensaio em agitador orbital (72 horas) para producdo de
biossurfactante em d&leo de girassol e em glicerol, tendo em vista analisar o
comportamento do micro-organismo no que se refere ao crescimento celular, consumo

de substrato e formacdo do produto de interesse.

4.9.1 Evolucdo temporal da producéo de biossurfactante em meio de cultivo contendo

o0leo de girassol como substrato.

A Figura 29 apresenta os resultados de crescimento celular, consumo de
substrato, bem como formacéo de produto, durante o cultivo da cepa ICA56 em meio de
cultivo contendo 6leo de girassol como fonte de carbono.

Consideravel desvio-padrao foi observado nos resultados de substrato, 0 que
pode ser explicado pela imprecisdo da metodologia adotada (extragdo com hexano e

posteriormente gravimetria, segundo proposto por Vedaramam & Venkatesh, 2011).

Figura 29 - Producdo de biossurfactante pela cepa ICA56 em agitador orbital,
150 rpm e 30°C em meio de cultivo contendo 6leo de girassol: Crescimento

celular (m) consumo de substrato(e) e formacéao de produto (4).
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Observou-se tempo de fase lag relativamente elevado, em torno de 10 a 12
horas de cultivo, o que pode ser justificado pela diferenca de composicdo entre 0 meio
de cultivo e o indculo. O indculo, segundo a metodologia adotada, apresenta glicose
como fonte de carbono. A glicose € uma fonte de carbono mais facil de ser assimilada
pelo metabolismo de micro-organismo (GADD, 1988). Quando a cepa passou do
indculo, com glicose, para 0 meio de cultivo, com 6leo de girassol, observou-se que
ocorreu um tempo de adaptacdo as novas condi¢des de cultivo.

Nas primeiras horas do ensaio, a baixa taxa de crescimento celular foi
acompanhada de pouco consumo de substrato e limitada formacao de produto. Apos 48
horas de ensaio, houve uma reducdo ou estabilidade no consumo de substrato, que foi
refletido na concentragdo celular e formagdo de produto, que também apresentaram
concentragfes quase constantes.

Chander et al. (2012) estudaram diferentes 6leos vegetais como substrato
para a producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis MTCC 441 e relataram que 6leo
de girassol foi o que mais estimulou o crescimento celular, quando comparado a outros
6leos vegetais, como Gleo de gergelim, coco, mostarda e mamona. Este substrato é
apresentado como potencial fonte de carbono para producédo de biossurfactante.

No presente estudo atingiu-se concentracdo celular de aproximadamente 2,3
g.LY. A maior producdo de biossurfactante (930 mg.L™Y) ocorreu em 54 horas de
cultivo, apesar de que a partir de 48 horas, a producdo fica quase constante. Esta
producdo de biossurfactante foi capaz de causar reducdo de 50% na tensao superficial
do meio de cultivo.

Vedaramam & Venkatesh (2011) avaliaram a producdo de biossurfactante
por cepa de Bacillus subtilis MTCC2423 em 6leo de girassol e observaram biomassa de
aproximadamente 3,5 g.L* e producio de surfactina em torno de 600 mg.L?, em 72
horas de cultivo. Apesar de o presente estudo ter obtido crescimento celular inferior, a
concentracdo de surfactina produzida foi em torno de 35% superior aos estudos
realizados Vedaramam & Venkatesh (2011). Isso mostra o potencial da cepa estudada

em produzir biossurfactante em Gleo de girassol.
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4.9.2 Evolucdo temporal da producdo de biossurfactante em meio de cultivo contendo

glicerol como substrato.

A Figura 30 apresenta os resultados de crescimento celular, consumo de
substrato, bem como formacéo de produto, durante o cultivo da cepa ICA56 em meio de

cultivo contendo glicerol como fonte de carbono.

Figura 30 - Producdo de biossurfactante pela cepa ICA56 em agitador orbital, 150 rpm
e 30°C em meio de cultivo contendo glicerol: Crescimento celular (m) consumo de

substrato(e) e formacéo de produto (4).
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Observou-se tempo de fase lag de aproximadamente 5 horas, sendo este
valor inferior ao observado no cultivo em éleo de girassol (em torno de 11 horas). A
mesma composicdo entre o indculo e 0 meio de cultivo pode justificar esta diferenca.
Souza (2010) obteve 0 mesmo valor de tempo de fase lag ao cultivar Bacillus subtilis
LAMIOO05 em meio de cultivo contendo glicerol (0 mesmo utilizado no presente
estudo). Sousa (2012) estudou a produgdo de biossurfactantes, incluindo o cultivo de
cepas de Bacillus sp. (lipopeptideos) em glicerol, e observou que uma mudanga na
composicdo do meio foi capaz de reduzir significante, em torno de 80%, o tempo de
adaptacdo do micro-organismo ao meio de cultivo (lag). Barbosa (2011) estudou a
producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica e Pseudomonas aeruginosa, bem

como a formulagdo de biodetergentes utilizando os bioprodutos formados.
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Diferentemente do presente trabalho, este autor relatou, que ao utilizar glicerol como
fonte de carbono, o tempo de fase lag foi de aproximadamente 30 e 50 horas,
respectivamente, mostrando que para estes micro-organismos, a utilizacdo de glicerol
ndo é viavel, pois grande desperdicio de tempo de producdo para escala industrial. O
curto tempo de fase lag observado no cultivo da cepa ICA56 apresenta indicios da
viabilidade da bioconverséo de glicerol em biossurfactante.

A maior concentragdo celular ocorreu em 54 horas de cultivo,
correspondendo a aproximadamente 4 g.L*, e este valor permaneceu praticamente
constante em 72 horas. Esta elevada biomassa mostra a aceitabilidade do metabolismo
do micro-organismo em consumir o glicerol e promover o crescimento celular,
converté-lo em metabolitos, além da manutencéo celular (SCHIMIDELL et al. 2001).
Reis et al. (2004) obtiveram biomassa cerca de 1,3 g.L™* em 48 horas de incubagéo, ao
cultivar Bacillus subtilis ATCC663 em meio de cultivo contendo glicerol. Entretanto
outros estudos mais recentes, como Sousa (2010); Faria et al. (2011) e Sousa (2012)
mostram que cepas de Bacillus sp. podem crescer e atingir concentracdes elevadas de
biomassa em meio de cultivo contendo glicerol como fonte de carbono, assim como foi
observado no presente trabalho.

Observa-se na Figura 30 que nem todo o substrato foi consumido durante o
cultivo. Aproximadamente 50% do glicerol disponivel foi convertido em biomassa e
metabdlitos pela cepa ICA56 (além da manutencdo celular). SCHIMIDELL et al. 2001
afirma que nem o substrato se esgota completamente quando a concentracdo celular é
méaxima, podendo ainda haver uma concentracdo residual desta substancia, ao termino
do cultivo. Este comportamento também foi observado em outros estudos: Ciapina et al.
(2007); Faria et al. (2011); Sousa (2011); Barbosa (2011); Sousa (2012) e Zhu et al.
(2013).

A maior producdo de biossurfactante ocorreu em 54 horas de cultivo,
correpondento a aproximadamente 1150 mg.L. A producio de surfactina foi
responsavel pela reducdo na tensdo superficial da agua de 72 para 28 mN™, equivalente
a uma reducdo de 62%, mostrando a eficiencia deste bioproduto como tensoativo. A
partir de 48 horas de incubacgéo da cepa ICA56, a produgédo de surfactina permaneceu
aproximadamente constante. Entretanto a partir de 24 horas de ensaio, a tensdo
superficial do meio de cultivo livre de células atingiu valores proximos a 30 m.Nm* e

permaneceu praticamente permanente até o final do cultivo da cepa (72 horas de
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incubacdo). Segundo Gudina et al. (2010) um eficiemte tensoativo é capaz de reduzir a
tensdo superficial da 4gua de 72 para valores inferiores a 35 mN.m™,

Sousa et al. (2012) realizaram um screening dentre algumas bactérias
isoladas de Tanque de Tramento de Esgoto, e identificarm 2 cepas de Bacillus sp.como
potenciais produtoras de biossurfactnte. Estes autores relataram producéo de 270 mg.L™
e 440 mg.L?, para os cultivos de Bacillus subtilis LAMIO0O9 e LAMIOO05,
respectivamente, ao utilizar o mesmo meio de cultivo, contendo glicerol, que o preente
trabalho.

Sousa (2012) realizou ensaios cinéticos variando condi¢des de cultivo,
tendo em vista a otimizacdo da producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis, e
observou que ao utilizar meio de cultivo com glicerol e 2% de in6culo obteve producédo
de aproximadamente 150 mg.L ™ de surfactina. Faria et al. (2011) estudaram a producao
surfactina produzida pela cepa Bacillus subtilis em glicerol em biorreator de bancada de
10 L e relataram que grande parte do biossurfactante produzido esta presente na fase da
espuma, e que a maior concentracdo de surfactina ocorreu em 72 horas de cultivo, que
foi de 1320 mg.L™. Zhu et al. (2013) avaliaram a produgéo de biossurfactante por cepa
de Bacillus sp. em estado sélido, como glicerol como fonte de carbono, e obtiveram
producéo de aproximadamente 1200 g.L* de surfactina. Estes resultados mostram que a
producdo de biossurfactante em meio de cultivo contendo glicerol foi satisfatoria, pois a
concentracdo obtida foi superior ou similar a alguns resultados relatados por outros
autores.

Consideraveis volumes gerados de glicerol sdo gerados da industria do
biodiesel, podendo ate ser apresentado como um risco ambiental. A utilizacdo do
glicerol como fonte de carbono para a producdo de biossurfactantes é um estudo
promissor, pois se trata de um substrato de baixo custo e que pode ser assimilado pelo
metabolismo de diferentes micro-organismos produtores de biossurfactantes, como
relatado por alguns autores: Ciapina et al. (2007); Faria et al. (2011); Sousa (2011);
Barbosa (2011); e Zhu et al. (2013).
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5 CONCLUSOES

O biossurfactante produzido pela cepa ICA56, em meio mineral, foi capaz
de reduzir a tenséo superficial da agua de 72 para 30mN.m™ e interfacial de um sistema
agua/gasolina de 15 para 3 mN.m™*, mostrando sua eficiéncia como tensoativo.

Este bioproduto foi capaz de produzir emulséo estavel em algumas fontes
hidrofdbicas, tais como éleo de motor, éleo de soja, hexano e querosene, apresentando
indices de mulsificacdo superiores a 60% e estabilidade do sistema emulsionado por
mais de 24 horas. As propriedades emulsificante e tensoativas do bioproduto formado
no cultivo da cepa ICA56 mostraram-se estaveis e eficiemtes frente as varia¢6es de pH,
temperatura e concentracdo salina. Outro resultado que comprova a eficiéncia do
biossurfactante produzido € a sua concentracdo micelar critica em torno de 25 mg.L™,
sendo este valor inferior ao dos surfactantes quimicos e de outros biossurfactantes. O
biossurfactante produzido foi capaz de remover hidrocarbonetos e metais pesados em
sistemas que simulavam ambientes contaminados, apresentando eficiéncia, quando
comparado aos surfactantes quimicos.

Apesar da eficiéncia das propriedades funcionais e aplicabilidade do
biossurfactante, a producdo em meio mineral contendo glicose foi em torno de 200
mg.L?, sendo esta uma concentracdo razoavel. A variacio da agitacio e aeragdo em
biorreator de bancada ndo apresentou um resultado tdo em termos de producdo de
bioossurfactante. J& a utilizacdo de substratos ndo convencionais mostrou-se como uma
melhor alternativa para aumentar a producdo de biossurfactante, pois, além da
possibilidade de reduzir custos no processo, foram observados maiores rendimentos do
que no meio sintético (glicose). Oleo de girassol e glicerol foram apresentados como
potenciais fontes de carbono para producdo de biossurfactante pela cepa ICA56,
obtendo concentracdes de 980 mg.L! e 1290 mg.L! do produto de interesse,

respectivamente.
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ANEXO

Tabela A.1 - Tabela de analise de variancia
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Fonte de Soma Graus de Média Valor de P-valor
variacao guadratica liberdade guadratica F
Regressao 1104,289 5 220,85 31,55 10%
Residual 79,69 10 7,969

Total 1183,979 15
Fuab (90%) 2,52
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Figura A.1 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo da agitacdo e aeracdo na
transferéncia de oxigénio (kra) durante o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de

bancada.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: KLA (h-1)
2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=7,969754
DV: KLA (h-1)

(1)Agitagao (rpm)(L) - 9,430997
(2)Aeragéao (L/min)(L) l 6,772658

Aeracdo (L/min)(Q) 1,439919
1Lby2L -1,25388
Agitacéo (rpm)(Q) ,3177386
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura A.2 — Superficie resposta para o kia (h™) em fungdo das taxas de aeragdo e

agitacdo para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Fitted Surface; Variable: KLA (h-1)
2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=7,969754
DV: KLA (h-1)

L TR

M - 40
Il -39
M =34
B < 29
<24
1<19
B <14
-9
- -
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Figura A.3 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo da agitacdo e aeracdo no

crescimento celular (biomassa) da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Xmax (g/L)
2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=,5396869

DV: Xmax (g/L)
Agitacéo (rpm)(Q) - -2,2114
(1)Agitagdo (rpm)(L) ! -1,84758
(2)Aeragéo (L/min)(L) .-1,66191
Aeragédo (L/min)(Q) -,694223
1Lby2L -,080312
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura A.4 — Superficie resposta para a biomassa (g.L™) em funcdo das taxas de aeracio

e agitacdo para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Fitted Surface; Variable: Xmax (g/L)
2 factors, 1 Blocks, 16 Runs, MS Residual=,5396869
DV: Xmax (g/L)

Ay Rt
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Figura A.5 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuicao da agitacdo e aeracdo na
producéo de biossurfactante durante o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Pmax (mg/L)

2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=772,4618
DV: Pmax (mg/L)

1Lby2L 1,312479
(1)Agitagéo (rpm)(L) -1,10342
Agitacdo (rpm)(Q) ,8825901
(2)Aeragéo (L/min)(L) -,661169
Aeragédo (L/min)(Q) -,525488

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura A.6 — Superficie resposta para a producéo de biossurfactante (mg.L™) em funcéo

das taxas de aeracéo e agitacdo para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.

Fitted Surface; Variable: Pmax (mg/L)
2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=772,4618
DV: Pmax (mg/L)

Aty RS

M =60
Il <60
<40
I <20
Bl -0
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Tabela A.2 — Modelo de ajuste das variaveis-resposta (X = agitacdo em rpm; Y = aera¢do em L.min™).

Variavel Modelo de ajuste

Kia (hh) Z =-19,4864 +0,105131*X + 0,0000897*X? + 6,175*Y + 4,065*Y?- 0,0283184.X*Y
Xmax (9.L ) Z =-8,1812 + 0,083*X - 0,0001625*X? + 0,858*Y - 0,509*Y? - 0,000472*X*Y

Pmax (Mg.LY)  Z=333,47075 - 1,85108*X + 0,002453*X? - 51,9571*Y - 14,605*Y?2 + 0,29182*X*Y




