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Introduciao

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos constituidos por uma por¢ao hidrofobica e
um grupo hidrofilico (BUENO; SILVA; CRUZ, 2010). Por substituirem a maior parte das
moléculas de alta energia nas interfaces, sdo caracterizados como agentes ativos de superficie
que reduzem a energia livre do sistema e a tensdo superficial e interfacial dos liquidos;
Industrialmente sdo substancias com ampla utilizagdo nos setores da agricultura, alimentos,
cosméticos e farmacos (MOUAFI; ELSOUD; MOHARAM, 2016). Apesar disso, os
surfactantes comercializados sdo sintetizados a partir de derivados do petroleo o que tem sido
alarmante para o meio ambiente. Visando a diminui¢cdo do impacto ambiental e em paralelo
com novas legislagdes de controle do meio ambiente, aumenta entdo, a busca por surfactantes
bioldgicos em decorréncia de serem biodegraddveis (BUENO; SILVA; CRUZ, 2010). Os
biossurfactantes sdo produzidos por microrganismos, plantas e animais, incluindo os seres
humanos. Estes t€ém sido o foco de diversas pesquisas por apresentarem vantagens tais como
menor toxicidade, compatibilidade ambiental, biodegradabilidade e sintese a partir de
matérias-primas renovaveis, quando comparados com os surfactantes quimicos (AL-
WAHALIBI et al., 2014). No entanto, devido a atual indisponibilidade dos biossurfactantes em
escala comercial, aplicagdes de métodos de otimizagao estatisticos ou a utilizagdo de matéria-
prima de baixo custo como subprodutos agroindustriais, tém sido estudados (AL-WAHAIBI
et al., 2014). Por representarem uma reducdo de 10 a 50% nos custos de produgdao dos
biossurfactantes, a escolha de uma matéria-prima ¢é de extrema importancia para a economia
total do processo (FARIA, 2010). Nesse sentido, os residuos agroindustriais utilizados como
substrato organico para fermentagdes industriais possuem vantagens de serem encontradas em
excesso e produzidas em regides de clima tropical ou temperado. Devido ao aumento da
demanda de producdo de biodiesel, o glicerol tem ganhado aten¢do no cenario de
bioprocessos, demonstrando ser util para producdo de biomoléculas de interesse para a
industria. Para obtencdo de grande quantidade de biossurfactante ¢ de fundamental
importancia a escolha do microrganismo e o estudo dos requerimentos nutricionais e das
condigdes do processo. Este que sofre influencia de fatores como fontes de carbono e
nitrogénio, presenca de fosforo, ferro, manganés e magnésio além de pH, temperatura,
agitacao e¢ forma de condugdo do processo (FONTES et al., 2008). As bactérias, juntamente
com as arqueobactérias, sdo os maiores responsaveis pela producao desses tensoativos; A fim
de avaliar a viabilidade desses compostos para processos industriais, pesquisas frente a
condi¢des extremas de temperatura, pressdo, forca ionica, pH e presenca de solventes
organicos, tém sido desenvolvidas. Estudos prévios tém demonstrado haver significativa
estabilidade dos biossurfactantes mesmo quando comparados a compostos sintéticos
(BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

Metodologia
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O microrganismo utilizado foi a Pseudomonas aeruginosa, bactéria isolada do solo
proxima a um posto de combustiveis da regido metropolitana de Jodo Pessoa-PB. A cultura foi
mantida em meio solido inclinado e em placas com meio Luria-Bertani: Agar (20g/L),
Peptona (10g/L), Extrato de levedura (5g/L), Cloreto de sodio (10g/L). A renovagdo das
células feita a cada dois meses por repique no meio e incubagdo a 30°C durante 24 horas
mantidas posteriormente a 4°C. Foram realizados processos simultdneos e em duplicatas de
duas concentragdes diferentes de substrato — glicerol PA (20g/L e 40g/L) sob as condic¢des de
30°C e 200 rpm por 72 horas em mesa agitadora. Para cada replicata foram preparados em
Erlenmeyer de 500 mL, 250 mL de meio de cultivo proposto por Santa Anna (2001):
KH2PO4 (3 g/L); K2HPO4 (7 g/L); (NH4)2S04 (1 g/L), MgS04.7H20 (0,2 g/L); glicerol
(20g/L ou 40g/L), e esterilizado por 15 min, 1 atm e 111°C. Deste, foram reservados em um
Erlenmeyer de 50 mL, o volume de 25 mL para o pré-inoculo que foi preparado colocando
ImL da cepa solubilizada em 5SmL 4gua destilada estéril. Apods incubagdo por 24 horas nas
mesmas condi¢des de processo, foi realizado o inoculo deste vertendo-o nos 225mL restante
de meio de cultivo. Em seguida prosseguiu-se com a incubagdo por mais 72 horas. No
momento do inoculo e ao término do processo foram retiradas amostras para analise de pH,
indice de emulsificacdo e tensao superficial. Durante o processo foram retirados também, em
tempos pré-estabelecidos, amostras para andlise de crescimento celular. Os ensaios foram
realizados com a finalidade de acompanhar a produgao de biossurfactante com concentracdes
diferentes de substrato sob condi¢do fixa de processo.

Resultados e discussao

Nos instantes inicial (zero hora ap6s o inoculo) e final (72 horas de produgdo), foram
realizadas em duplicatas as analises de tensdao superficial, indice de emulsificacdo, pH e
biomassa.A tensdo superficial, uma medida indireta da producdo de biossurfactantes, foi
determinada no meio livre de células utilizando um Tensidmetro a 25 °C. Como se era
esperado com base na literatura, constatou-se o decaimento da tensdo para ambas as
concentracdes de glicerol. Contudo, observou-se que para a concentracdo de 40g/L o
decaimento da tensdo superficial durante o periodo de producdo, foi mais significante de
66,05 mN/m para 34,3 mN/m enquanto que para a concentragdo de 20g/L a média registrada
foi de 54,9 mN/m para 32,7 mN/m. Decesaro et al (2013), verificou a diminui¢do da tensdo
superficial do meio no decorrer do tempo de fermentacdo para as duas bactérias estudadas ,o0
que indica a producdo de compostos tensoativos no meio de cultivo, em seu artigo a maior
reducdo por pseudomonas foi de 20% de 50,33 mN/m para 39,83 mN/m.

A andlise do indice de emulsificacdo ocorreu através da agitagdo em vortex de 2 mL
do meio de cultura acrescidos de 2 mL de d6leo de soja por 2 minutos com leitura somente
apos 24 horas. Representado pela razao:

IE(%) = (He / Hiota) x 100
Onde: Hy. - Altura da fase emulsionada
Hiowt - Altura total da total de liquido

Constatou-se, durante as 72 horas de producdo, o aumento da emulsdo para ambas as
concentracdes de substrato. Principalmente para a concentra¢do de glicerol 20g/L na qual a
média foi de 35,52 a 93,54 enquanto que para a concentragdo de 40g/L a média registrada foi
de 41,73 para 91,28. Com o auxilio de um peagametro, observou-se uma leve acidificacao do
meio que permaneceu em média de 7 e 6,61 no inicio e término do processo respectivamente
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para ambas as concentragdes. Para a constru¢ao da curva padrao de crescimento celular (curva
de calibragdao que correlaciona a absorbancia do meio com uma concentragdo celular em g/L),
utilizou-se 0 método de turbidimetria onde a concentracdo de biomassa foi mensurada a um
comprimento de onda de 600nm em tempos pré determinados. Apesar de discreto, o
crescimento celular mais significativo durante o periodo de produgao foi o de concentracao de
substrato 40 g/L.

Conclusoes

Foi avaliada a utilizagdo do residuo da producdo de biodiesel, o glicerol, como
substrato na producgdo de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa sob as condi¢des de
processo de 30°C e 200 rpm por 72 horas em mesa agitadora. Nele foram realizados
avaliagdes em duplicatas de parametros como tensdo superficial, indice de emulsificagcdo, pH
e biomassa a fim de acompanhar a produg¢ao do biossurfactante nessas condi¢cdes em duas
concentracdes diferentes de substrato 20g/L e 40g/L. Para estas observou-se similaridades
porém maior efetividade na diminui¢do da tensdao superficial e crescimento celular para a
concentragao de glicerol 40g/L.
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