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RESUMO

Os biossurfactantes sdo uma opcéao frente a sua homologa de origem quimica,
surfactante, suas vantagens vao além de ser biodegradavel e renovavel. A partir do
desenvolvimento de novas metodologias para se obter uma maior produtividade utilizam-
se como fonte de carbono residuos industriais, diminuindo os custos de producdo e
diminuindo o descarte no meio ambiente de um grande volume de material ndo antes
utilizado. O objetivo desse trabalho foi testar dois micro-organismos em que um ja é
sabido que produz biossurfactante, Bacillus subtillis (UFPEDA 86) e a outra foi isolada de
um solo de cultivo de uma usina de acucar e alcool, Bacillus pumilus, a fonte de carbono
foi a glicose, e o cultivo se fez em mesa rotatoria de 200 rpm a 30C por 48 horas. Como
resultado, foi obtido uma concentragdo maxima de biomassa de 0,4 g/L para o UFPEDA
86 e 0,6 g/L para o Bacillus pumilus. Em relacdo ao indice de emulsificagdo obteve-se em

média 30%.

Palavras-chave: Biossurfactantes, Bactérias, Bacillus.

1. INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo  agentes
tensoativos biolégicos, produzidos por
microrganismos, plantas e animais,
incluindo os seres humanos [Al-Wabhaibi

et al., 2014].
Surfactantes guimicos e
biossurfactantes podem aumentar a

solubilidade de componentes de petrdleo
na agua. Os surfactantes séao eficazes na
reducéo das tensdes interfaciais de Oleo e
de agua in situ e também pode reduzir a
viscosidade do 6leo e remover a agua do
oleo antes do processamento.
Biossurfactantes podem ser tdo eficazes
como 0s agentes tensoativos quimicos
sintéticos e para certas aplicagbes que

tém vantagens, tais como uma elevada
especificidade. A maioria dos
biossurfactantes e muitos tensioativos
quimicos utilizados para fins de
biorremediacdo sdo  biodegradaveis.
[Singh, et al., 2007]

A utilizacdo de microrganismos e
produtos microbianos para a degradacgéo
de poluentes e tal tecnologia, denominada
biorremediacao [Silva, et al., 2014].

Biorremediacao petréleo e
efectuada por microrganismos capazes de
utilizar os hidrocarbonetos como fonte de
energia e carbono. Estes microrganismos
Sado onipresentes na natureza e sao
capazes de degradar os varios tipos de
hidrocarbonetos - de cadeia curta, de
cadeia longa e varios compostos
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aromaticos, incluindo os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. [Ron et al., 2002]

O fato de que biossurfactantes ter
uma origem bioldgica implica uma melhor
biocompatibilidade e boa
biodegradabilidade microbiana;
consequentemente, existe grande numero
de potenciais aplicacbes para este tipo de
surfactantes. Esta origem biologica é de
grande interesse, especialmente quando
ha grande interferéncia com o0 meio
ambiente, por exemplo, para a
recuperacdo de petroleo terciario, para a
descontaminacdo de &reas poluidas por
petréleo, para a proteccdo das culturas
[Calvo et al., 2009].

Em comparacdo com o0s agentes
tensioativos de sintese guimica,
biossurfatantes tem a vantagem de menor
toxicidade e maior biodegradabilidade, e
elas também mantém as suas
propriedades de superficie ativa em
condi¢cBes extremas de temperatura, pH e
da salinidade [Slivinski, et al., 2012].

Os riscos ambientais envolvidos no
derramamento de 6leo em associacdo
com metais pesados tém aumentado e
poucas tecnologias sdo capazes de lidar
com os efeitos de ambos os
contaminantes simultaneamente.
Biossurfactantes pode ser utilizado para a
remocdo de ambos 0s contaminantes
organicos e de metais e apresentam
comportamento semelhante para
aumentar a sua solubilidade em agua, o
gue facilita a sua remocdo por
biodegradacdo ou rubor.[ Franca, et al.,
2015]

Atualmente a disponibilidade de
grandes quantidades biossurfactantes
comercialmente é limitada pois o custo de
producdo de biossurfactante em grandes
guantidades ¢é ainda elevada. Varios
investigadores tém sugerido a aplicacao
de métodos de otimizag&o estatisticos ou
a utilizacdo de matérias-primas mais
baratas, tais como subprodutos
agroindustrial para reduzir o custo de
producdo (YAHYA ET AL., 2014). A
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partir do petroleo, o que lhes confere
caracteristicas nao biodegradaveis
(NITSCHKE ET AL., 2002).

Entre 0s diferentes
biossurfactantes e micro-organismos que
produzem, a producéo de

biossurfactantes lipopeptideos, na sua
maioria produzidos por Bacillus sp., E
destacado devido ao seu interesse
comercial e considerdvel eficiéncia
[Franca, et al., 2015].

O interesse em biossurfactantes
tem aumentado consideravelmente nos
altimos anos, a medida que séao
potenciais candidatos para muitas
aplicacbes comerciais nos setores do
petréleo, produtos farmacéuticos,
induUstrias de processamento de alimentos
e biomédicas[Rodrigues et al., 2006].

Nesse sentido, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de comparar
dois micro-organismos Bacillus subtilis
(proveniente de uma cultura,) e Bacillus
pumilus (isolado de um solo) quanto a
producado de biossurfactante utilizando um
meio de baixo custo utilizando glicose
como fonte de carbono.

2. METODOLOGIA

2.1. Micro-organismo Os
microrganismos utilizados no presente
estudo sdo do género Bacillus, sendo o
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) da
Colecdo de Microrganismos — UFPEDA
do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco e o
Bacillus pumilus isolado do solo cultivado
de cana de uma usina da regido. As
culturas foram mantidas no meio Luria-
Bertani Broth (LB) a 4°C composto por
Agar( 20 g/L),Peptona (10 g/L), Extrato de
levedura (5 g/L), Cloreto de sodio (10
g/L).

2.2. Pré-in6culo e Inéculo
O  pré-in6culo foi  preparado
colocando trés alcadas da cepa em um
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tubo de ensaio contendo 5 mL do meio de
cultivo proposto por Pacheco (2008). O
meio foi constituido por KH2PO4 (2 g/L);
K2HPO4 (2 g/L); NaNO3 (3,4 g/L), NaCl
(1,0 g/L), MgS04.7H20 (0,2 gl/L);
CaCl2.2H20 (0,02 g/L); FeCI3.7H20
(0,001 g/L), Glicose (10 g/L). Os tubos
foram incubados em mesa agitadora a
30 °C e 200 rpm por 8 h.

O in6culo foi preparado em 15 mL
do mesmo meio utilizado para o pré-
inoculo, sendo inserido a ele os 5 mL do
pré-inoculo e foi incubado nas mesmas
condi¢des por 24 h.

2.3. Producéao de Biossurfactante

A producdo de biossurfactantes
para foi realizada em elernmeyer de 500
mL contendo 200 mL do mesmo meio
usado para o inéculo. O mei de cultura foi
esterilizado por 15 min, 1 atm e 121°C,
ap6s o resfriamento o in6culo foi
adicionado ao meio para o0 crescimento
bacteriano e mantido por 48 horas em
mesa rotatoria a 200 rpm e temperatura
30°C. Foram retiradas amostras em
intervalos de tempo regular para a analise
do indice de emulsificacdo e crescimento
microbiano. Os ensaios foram realizados
em duplicata.

2.4. Analises

2.4.1. Crescimento Microbiano

O crescimento  microbiano  foi
determinado pelo método de massa seca,
equacao 1. Foi retirada uma amostra de 2
mL do cultivo e centrifugada a 10000 rpm
por 5 minutos, depois de retirar o
sobrenadante foi posto para secar na
estufa a 105°C por 24 horas, apos esse
periodo os tubos foram colocados no
dessecador por 15 minutos e depois de
frio pesados. O sobrenadante foi utilizado
para analise do indice de emulsificagéo.

| Congresso Nacional de Engenharia de
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis

Il Workshop de Engenharia de Perrdleo

X = PE=9umido 8l PES05ecs (8] [:l]
volume utilizado (L)

2.4.1. Indice de Emulsificacio

O indice de emulsificacdo foi
realizado usando 2,0 mL do
sobrenadante de cultura fermentado livre
de células e entdo foram colocados em
tubo de ensaio, adicionou-se 0 mesmo
volume de Oleo de soja. Agitou-se em
agitador vortex por 2 minutos, em alta
rotacdo. O indice de emulsificacdo foi
calculado através da razao entre a altura
da regido emulsificada e altura total apos
24 horas, de acordo com a equacao 2
proposta por Wei et al., 2005. O teste do
indice de emulsificacdo foi realizado em
duplicata.

H
—FE_ X100 [2]

TOTAL

IE(%) =

Sendo Hge a altura da fase emulsionada
e HroraL @ altura total da solucéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento Microbiano

As bactérias analisadas
apresentaram crescimento lento no meio
proposto por Pacheco (2008). Este meio
utiliza glicose como fonte de carbono e
nitrato de sédio como fonte de nitrogénio.
O crescimento para o Bacillus pumilus e
mostrado na Figura 1. A concentracéo de
células permaneceu praticamente
constante nas primeiras 24 horas de
cultivo, chegando a concentracdo de 0,6
g/L, em 48 horas de cultivo. E possivel
observar que o tempo de cultivo foi
pequeno, ou seja, é provavel que bactéria
i@ continuar crescendo apds este
periodo.
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Figura 1 : Curva de crescimento do Bacillus
pumilus.

O crescimento para a cepa Bacillus
subtilis (UFPEDA 86) foi menor que para
0 B. pumilus levando em consideragéo
que a concentracdo maxima de células
obtida, em 48 horas de cultivo foi 0,4 g/L,
Figura 2. Como a produgdo de
biossurfactantes na grande maioria dos
casos, € associada ao crescimento dos
microrganismos € necessario avaliar o
crescimento das linhagens em estudo em
outros meios de cultivo, com outras fontes

de carbono e nitrogénio.
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Figura 2 : Curva de crescimento do Bacillus
Subtilis (UFPEDA 86).

3.2. indice de emulsificacdo

Uma boa previséo da producéo do
biossurfactante é através do indice de
emulsificacdo, devido a baixa producédo

de biomassa durante o cultivo de ambas
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as cepas de Bacillus é esperado que esse
resultado também seja diferente do
esperado. O indice maximo de
emulsificacao foi de 34,5% para o Bacillus
subtillis (UFPEDA 86) para o periodo de
24 horas, Figura 3.
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Figura 3 - indice de emulsificacdo para os dois
micro-organismos em 24 e 48 horas utilizando
0léo de girassol.

De modo ilustrativo a figura 4
mostra, para o tempo de 48 horas, a
camada emulsificada para os dois micro-
organismos.

Figura 4: indice de emulsificacéo para 48h.

A glicose e sacarose foram relatados
como melhores fontes de carbono para o
crescimento, utilizando diferentes isolados
de Bacillus [Abdel-Mawgoud, et al., 2008].
Como no presente estudo o crescimento
foi lento é necessario investigar outros
meios de cultivo.
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Os resultados encontrados para o
indice de emulsificacdo e biomassa estao
condizente com os relatados por Pereira
et. al. (2013), nesse trabalho foi utilizado o
meio que consistia em NaCl (10,0 g/L)
Na2HPO4 (5,0 g/L), KH2PO4 (2,0 g/L),
MgS0O4 7H20 (0,2 g/L) com diferentes
fontes de carbono e fontes de nitrogénio.
Dentre as fontes de carbono estdo o
acetato de sédio (AC), citrato de sédio
(IC), frutose (FRU),glucose (GLU), glicerol
(GLY), n-hexadecano (HEX), lactose
(ALC), extrato de carne (ME) e parafina
adicionados com uma concentracéo de 10
(g/L).

As fontes de nitrogénio testadas
foram o citrato de amoénio (AC), o nitrato
de amoénio (AN), sulfato de aménio de
(AS), extrato de carne (ME), nitrato de
sédio (SN), triptona (Tentar), uréia (U) e
extrato de levedura (YE), as diferentes
fontes de nitrogénio foram adicionadas a
uma concentracao de 2 (g/L). O que difere
entre 0s meios sdo trés componentes o
K2HPO4 (2 g/L); CaCl2.2H20 (0,02 g/L);
FeCl3.7H20 (0,001 g/L), e a
concentracdo do NaCl que é dez vezes
maiorque o utilizado nesse trabalho.

As culturas foram incubadas a 40°
C, sem agitacao por 120 h. Os resultados
obtidos quando se utilizou a glicose como
fonte de carbono para a biomassa foi de
0,778 + 0,091 e indice de emulsificacdo
de 35,3 + 1,7, assemelhando-se ao obtido
nesse estudo.

4. CONCLUSOES

As duas cepas analisadas Bacillus
subtilis (UFPEDA 86) e Bacillus pumillus
isolado do solo do cultivo de cana-de-
acucar séo produtoras de
biossurfactantes. E necessario estudos
complementares sobre o0s meios de
producdo, bem como as condi¢cdes de
cultivo para se chegar em uma maior
producéao.
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