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RESUMO

A poluicdo ambiental é um problema mundial, e a cada ano aumenta a quantidade de residuos
oleosos emitidos por inddstrias. Com isso, aumenta os estudos dos microrganismos no tratamento
destes residuos de forma que nao altere a qualidade de vida da populac¢édo. Os bioemulsificantes sao
surfactantes que apresentam capacidade de formar e estabilizar emulsbes, constituem uma das
principais classes de surfactantes naturais produzidos por microrganismos, classificados de acordo
com sua composi¢cdo quimica ou origem microbioldgica. No presente trabalho, analisamos um
biotensoativo produzido pela bactéria Serratia marcescens UCP 1549 em meio contendo, manipueira,
parafina e 6leo vegetal. A bactéria foi obtida junto ao Banco de Culturas do Ndcleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de Pernambuco. De acordo com o planejamento fatorial
proposto, os meios foram formulados e utilizados para a produgcédo do biotensoativo e incubados a
28°C a 155rpm, durante 48h. A producdo do biotensoativo foi avaliada através de determina¢8es do
indice e atividade de emulsificagdo utilizando: 6leo de soja pés-fritura, diesel e n-hexadecano como
substrato hidrofobico. As atividades de emulsificacdo apresentaram valores em torno 2,304 a 5,000
UAE e os indices de emulsifica¢éo variaram em torno de 79,92 a 100 % utilizando como substrato o
Oleo soja pos-fritura. Os resultados obtidos demonstram a capacidade da bactéria Serratia
marcescens UCP 1549 produzir biotensoativo com propriedades emulsificantes em meios alternativos
menos onerosos nas condi¢des estudadas.

PALAVRAS CHAVE: Biotensoativo, efluentes industriais, Serratia marcescens

1 INTRODUCAO

Os sistemas industriais brasileiros abrangem uma vasta gama de atividades
agricolas ou agropecuarias, pois o pais é considerado um grande fornecedor de
alimentos para o mundo. Contudo, os residuos liquidos gerados, por industrias de

alimentos, apresentam grande complexidade fisica e quimica, o que dificulta seu
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tratamento, bodendo causar riscos ao meio ambiente onde sao descartados
(CERQUEIRA e COSTA, 2009). Biotensoativos sdo compostos anfipaticos capazes
de diminuir a tensdo superficial e interfacial entre dois liquidos, considerados
macromoléculas, total ou parcialmente extracelulares, em geral sdo produzidos por
microrganismos capazes de crescerem em substratos insoliveis em agua. Para
tanto, o estudo desses produtos vem se intensificando e ganhando destaque, pois,
além de eliminar os poluentes, é também tipicamente mais econdmico que métodos
tradicionais empregados. Os residuos industriais tém despertado grande interesse
quando utilizados como substrato alternativo para o fornecimento de matéria-prima
de baixo custo na producdo de biotensoativo, uma vez que diminui 0 impacto
ambiental como também os custos das empresas com o0 tratamento desses
residuos eliminando-se assim, dois problemas com um unico produto (LIMA et.al.
20009).

O uso de substratos renovaveis em processos biotecnolégicos é apontado
como uma alternativa para a viabilizacdo econdmica, pois a matéria-prima é parte
significativa quando considerados os custos de producdo. Estima-se que o valor da
matéria-prima em processos biotecnoldgicos represente de 10 a 30% do custo de
producao (DELEU & PAQUOT, 2004; MUKHERJEE, 2006; LUMA et. al.,2009).

Varios microrganismos possuem capacidade de produzir Biotensoativos,
devido ao rapido desenvolvimento e habilidade de adaptacdo em diferentes
condicbes ambientais. Os microrganismos sdo capazes de utilizar substratos
insollveis em agua, como os hidrocarbonetos sélidos e liquidos, gorduras, 6leos e
graxas, usualmente produzindo substancias com caracteristicas emulsificantes,
denominadas de biotensoativos.

S. marcescens € uma bactéria produtora de numerosas substancias como a
serrawettina, um biotensoativo que l|he proporciona aderéncia no processo de
colonizagéo de superficies (MONTANER, 2000), além de enzimas como quitinases,

lipases e cloroperoxidases, HasA proteina da unido de grupos hem e a benzonase,
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uma endonuélease comercializada (MONTANER et al., 2000, MOROHOSHI et al.;
2007).

O potencial de aplicagdo dos Biotensoativos é baseado nas propriedades de
emulsificacdo, umidificacdo, solubilizacdo, desemulsificacdo, separacao, inibicdo de
corrosdo, reducéo de viscosidade de liquidos, entre outros. Sua utilizacdo tem sido
cada vez mais aceita no mercado devido a sua vasta aplicabilidade em diversas
areas, (industrias de alimentos, farmacéutica, ceramica, papel, metal, tratamento de
efluentes, dentre outras). As aplicacdes mais promissoras sao as de limpeza de Oleo
em tanques de navios e biorremediacdo em derramamento de Oleos e petrdleo
(CASTIGLIONI et. al., 2009).

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi investigar o potencial biotecnol6gico
da bactéria Serratia marcescens UCP1549 na producao de biotensoativos utilizando
meios de baixo custo constituido por rejeitos industriais coadjuvantes dos processos
de reducdo da poluicdo por promover a minimizagcdo dos problemas ambientais
causados pelos mesmos. Foi utilizado o planejamento estatistico de 2* tendo como
variaveis respostas o indice e a atividade de emulsificacdo para avaliacdo da

producgéo do biotensoativo.

2 METODOLOGIA

2.1 Materiais

Micro-organismo: a bactéria Serratia marcencens UCP 1549 foi obtida no Banco de
Culturas do Nuacleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da
Universidade Catélica de Pernambuco registrado no World Federation Culture
Collection (WFCC). As culturas foram mantidas em meio Luria Bertani (LB).

Substrato: Os substratos utilizados foram os rejeitos industriais, manipueira, parafina

e 6leo poés-fritura, como meio de produgao.
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In6culo: a amostra de Serratia marcescens UCP 1549 foi incubada em frascos de
Erlenmeyers de 250 ml de capacidade com 50 ml de meio Luria Bertani (LB),
constituido por triptona (10g/mL), extrato de levedura (5 g/mL), cloreto de sédio (10

g/mL), suplementado com glicose (5 mg/ml) agua destilada 1000mL , pH 6,5-7,0.
2.2 Métodos

Preparacao do in6culo: as culturas foram mantidas em meio LB, sob agitacéo orbital

de 155 rpm, a 28°C por 16 horas, para obtenc¢éo do pré-inéculo.

Producdo do biotensoativo: as fermentacdes para a producdo do biotensoativo
foram realizadas durante 48 horas de incubacéo, partindo de um inoculo inicial de
10" UFC/ml, o crescimento foi monitorado por “pourplate”. Foram utilizados frascos
de Erlenmeyers de 250 mL de capacidade contendo 100 mL do meio de acordo com
o planejamento fatorial 2°. Os frascos foram mantidos sob agitacéo orbital de 155
rpm por um periodo de 48 h. O liquido metabdlico livre de células foi utilizado para

as seguintes determinacdes: indice e atividade de emulsificac&o.

Métodos Analiticos: a determinag&o do indice de emulsificacdo (E24) foi realizada em
todas as condi¢cbes do planejamento experimental utilizando para cada condicdo
substratos diferentes como: 6leo diesel, 6leo vegetal pds-fritura e n-hexadecano. Foi
determinado pela adicdo de 2,0 mL dos substratos testados em 2,0 mL do
sobrenadante, misturando-se em vortex por 2 min e deixando em repouso por 24 h.
O indice foi calculado como porcentagem da altura da camada emulsificada (cm)

dividida pela altura total da coluna do liquido (cm) (Cooper e Goldenberg, 1987).
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A determinaééo da atividade emulsificante foi também testada em todas as
condi¢cbes do planejamento experimental utilizando para cada condicdo os mesmos
substratos acima citados e foi realizada segundo a metodologia proposta por
Cirigliano e Carman (1984), agitando-se 2,0 mL da solucdo do liquido metabdlico,
2,0 mL dos substratos separadamente misturando-se em voértex por 2 min e

fazendo-se a leitura da densidade 6ptica em espectrofotbmetro a 540nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No sentido de agregar valor aos rejeitos industriais (manipueira, parafina e
Oleo vegetal pos-fritura) e minimizar os impactos ambientais causados ao meio
ambiente pelos mesmos e produzir um biotensoativo menos oneroso, foi investigado
0 potencial biotecnoldgico na producédo de biotensoativo pela S. marcescens UCP
1549. A produgdo foi conduzida utilizando um planejamento fatorial descrito na
Tabela 1, os numeros de 1 a 8 correspondem as condi¢cdes experimentais obtidas
para as combinagfes das variaveis testadas e os numeros de 9 a 12 correspondem
as condic¢des do ponto central.

O indice de emulsificacdo (E24) utilizando os substratos 6leo de soja pos-
fritura, n-hexadecano e o diesel apresentaram valores bastante significativos em
todas as condi¢cfes do planejamento com excec¢do da condicdo 8 utilizando 6leo
diesel. O melhor indice de emulsificacdo (100%) foi encontrado nos pontos centrais
do planejamento utilizando como substrato o 6leo de soja poés-fritura (Tabela 1),
porém de acordo com o diagrama de Pareto (Figura 1) para avaliar os efeitos das
variaveis independentes (Manipueira, Parafina e o6leo vegetal pos-fritura) e as
interacBes entre elas sobre a variavel resposta frente o indice de emulsificagéio (%)
onde foi utilizado como substratos: Oleo de soja poés-fritura (Figura 1A),
n- hexadecano (Figura 1B) ilustraram que todas as variaveis testadas, assim como
suas interagcbes ndo foram significativos estatisticamente, entretanto a figura 1C
quando utilizou o substrato diesel, as interacbes manipueira/parafina,
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manipueira/6leo vegetal pos-fritura e a concentracdo Oleo vegetal pos-fritura

apresentaram valores significativos porém negativos para a propriedade de emulséo

do biotensoativo, ja a concentracdo de parafina foi representativa estatisticamente e

influenciou positivamente para a producao do indice de emulsificacédo, a interacéo

manipueira/6leo vegetal pos-fritura e a concentracdo manipueira ndo foram

representativas estatisticamente.

Tabela 1- Resultado do processo de fermentacdo da Serratia marcescens

UCP 1549 utilizando o planejamento fatorial de 23 no periodo de 48 horas a 28 °C e

155 rpm para indice de

emulsificacao (E24).

Condicdes Manipueira Parafina Oleo

indice de emulsificagao (Ez«)%

Vegetal
Pos-
fritura 3
Oleodesoja N- Diesel
pos-fritura hexadecano
1 -1 -1 -1 95,83 37,50 23,33
2 +1 -1 -1 79,92 54 16 50,00
3 -1 +1 -1 96,76 5416 50,00
2 +1 +1 -1 87,50 33,33 46,67
5 -1 -1 +1 87,50 45 83 20,00
3 +1 -1 +1 79,92 50,00 30,00
7 -1 +1 +1 87,50 45 83 4667
8 +1 +1 +1 95,83 54 18 13,33
9 0 0 0 100,00 20,83 4333
10 0 0 0 100,00 4166 46,67
11 0 0 0 100,00 40 .24 4565
12 0 0 0 100,00 38,33 4556
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Os resultédos sdo bastante promissores quando comparados com o0s obtidos
por Araujo et al. (2009) utilizando a bactéria da mesma espécie, em meio formulado
por milhocina como substrato renovavel, por obterem indice de emulsificacdo em
meio fermentado sem agitacdo de 68,8% e com fermentagcdo em meio mantido em
agitacdo orbital de 42,8% ap06s 72 horas a 28°C , utilizando como substrato o n-

hexadecano.

Figura 1: Diagrama de Pareto para avaliacio do efeito da variavel indice de
emulsificacdo (%) do liquido metabdlico livre de células utilizando como substrato
(A- 6leo de soja pos-fritura; B — n-hexadecano; C- Diesel ap6s 48 h a 28 °C e 155

rpm obtido do planejamento fatorial 23 produzido por Serratia marcescens UCP 1540
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Os bioemulsificantes s@o caracterizados pela formacdo de macro e micro
emulsdes estaveis de hidrocarbonetos em agua ou dgua em hidrocarbonetos. Para
tanto, neste trabalho foi comprovada a emulsificacdo devido a formacdo de
emulsbes entre as duas fases fluidas com diferentes graus de polaridade, liquido

metabdlico livre de células (polar) e hidrocarboneto (apolar) ocorrendo a disperséo
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de um liguido em outro conforme comprova a Figura 2 apresentando emulsdo no

ponto central do planejamento fatorial de 28 (Tabela 1).

Figura 2: Propriedade do biossurfactante com formacdo da emulsdo entre o
liqguido metabdlico livre de células e 6leo de soja poOs-fritura na condicdo do

ponto central do planejamento fatorial de 28

De acordo com os resultados apresentados na Figura 3, pode-se observar
que a atividade emulsificante variou de 2,304 a 5,000 UAE, tendo valores maiores
quando na utilizacdo do substrato 6leo de soja pos-fritura e o diesel. Ghuryeet al.
(1994) demonstraram que a capacidade de emulsificagdo do biossurfactante
produzido por Escherichia coli JM 101 n&o foi significativo, uma vez, que as
emulsdes formadas apresentaram atividade a cerca de 0,9 UAE. Como controle do
teste de atividades de atividade de emulsificacdo, alguns surfactantes quimicos
comerciais foram testados e as atividades apresentaram valores abaixo de 2,58
UAE, Portanto, os valores de atividade de emulsificacdo obtidos neste trabalho
foram bastante significativos.
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Figura 3- Grafico da atividade de emulsificacdo UAE utilizando a Serratia
marcescens UCP 1549, nas condi¢des do planejamento fatorial de 2% com meios

alternativos por um periodo de 48 horas, a 28°C e 155rpm.

4 CONCLUSAO

As areas contaminadas por rejeitos industriais representam grande ameaca
ambiental. Neste contexto, este trabalho demonstra o potencial da bactéria Serratia
marcencens UCP 1549 em metabolizar os rejeitos industriais (manipueira, parafina e
Oleo vegetal pés-fritura) como fonte de carbono e nitrogénio para seu crescimento
gerando assim, insumos com alto valor biotecnolégico. A conversdo de residuos
para insumos representam um novo fluxo de produtos para o ambito industrial, com
o diferencial de serem produtos descartados em certas atividades e transformados
em matéria-prima, incentivando estudos futuros para aplicacdo destes agentes nos
processos de descontaminagcdo ambiental.



Encontro Nacion: b

A = = o,
de Educagio, Ciéncia

= . ¢ Tecnologia/VEPB;

REFERENCIAS

ARAUJO, H.W.C., CEBALLOS, B.S.0., CAMPOS-TAKAKI, G.M. Biosurfactant
production by Chromobacterium prodigiosum (Serratia marcescens),ln Current
Research Topics in Apllied Microbiology and Microbial Biotchnology,2nd, Sevilha-
Spain 676-680. 2009.

CASTIGLIONI, G.L., BERTOLIN, T. E., COSTA, J.A.V. Producéo de biossurfactante
por Aspergillus fumigatus utilizando residuos agroindustriais como substrato Quim.
Nova, Vol. 32,(2), 292-295, 2009.

CERQUEIRA, V.S., COSTA, J.A. (2009) Biodegradacdo de tolueno e 6leo de
pescado em solos impactados utilizando surfactantes quimico e bioldgico.
Quimica Nova. 32:(2).

CIRIGLIANO M.C, CARMAN G.M Isolation of a bioemulsifier from Candida lipolytica.
Applenvironm Microbiol, 48: 747-750.1984.

COOPER, D. G. and GOLDENBERG, B. G. Surface active agents from two Bacillus
species Appl. Environ. Microbiol., v. 53, p 224 -229, 1987.

DELEU, M., PAQUOT, M. From renewable vegetables resources to microorganisms:
new trends in surfactants Compters Rendus .Chim.7: 641-646. 2004.

LIMA, A. S. e ALEGRE, R. M. (2009) Evaluation of Emulsifier Stability of
Biosurfactant Produced by Saccharomyces lipolytica CCT-0913. Braz. Arch. Biol.
Technol. 52 (2): 285-290.

LUNA J. M.; SARUBBO L.; TAKAKI, G. M. C. (2009) A New Biosurfactant
Produced by Candida glabrata UCP 1002: Characteristics of Stability and
Application in Oil Recovery. Braz. Arch. Biol. Technol. 52(4) :785-793.

MONTANER, B.; NAVARRO, S.: PIQUEE , M.; VILASECA, M.; MARTINELL,
M.,GIRALT; GIL,J.; PEREZ-TOMAS, R. Prodigiosin from the supernatant of Serratia
marcescens induces apoptosis in haematopoietic cancer cell lines. Br J Pharmacol
131: 585-593, 2000.

MOROHOSHI, T.; SHIONO, T.; TAKIDOUCHI, K.; KATO, M.; KATO, N.; KATO, J.,
IKEDA, T. Inhibition of Quorum Sensing in Serratia marcescens AS-1 by Synthetic
Analogs of N-Acylhomoserine Lactone. Appl Environ Microbiol.6339-6344. 2007.

MUKHERJEE S.; DAS P.; SEN R.(2006) Towards commercial production of
microbial surfactants. Trends Biotechnol 24:509-515.



