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RESUMO

Tendo em vista as novas descobertas de reservas de petréleo e a grande demanda desta matéria-
prima em escala mundial, é necessaria a melhoria dos métodos de recuperagao existentes e a criagao
de novos com o objetivo de aumentar a capacidade produtiva de cada pogo de petrdleo. Dentre as
principais alternativas utilizadas na recuperagdo do petroleo, o uso de biossurfactante aponta como
uma técnica promissora, pois se trata de uma tecnologia de baixo impacto ambiental e, devido as
regulamentacdes mais rigorosas do meio ambiente, influencia na substituicdo dos seus homdlogos
quimicos. A composicdo e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por microrganismos
sdo influenciadas pela natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como pela
presenca de fosforo, ferro, manganés e magnésio no meio de producdo. Para obtencao de grande
quantidade de biossurfactante é de fundamental importancia o estudo’ dos requerimentos
nutricionais e das condi¢des do processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes fontes de
nitrogénio quanto a producdo de biossurfactantes. Foi utilizada cepa de Pseudomonas aeruginosa
isolada de solo de posto de gasolina. Os ensaios para avaliagdo do crescimento microbiano e do
potencial de emulsificagdo com diferentes 6leos foram realizados utilizando o meio sintético,
composto por: KH2PO4 (3g/L), K2HPO4(7g/L), fonte de nitrogénio (1g/L), MgS0O4.7H20
(0,2g/L), Glicose (10g/L), a 30°C e 200 rpm por 96 horas. O melhor resultado foi obtido com o
sulfato de amonio cresceu até 2,8 g/L e reduziu 53,63% a tensdo superficial da agua.

Palavras-chave: Tensoativos, MEOR, microrganismos, indice de emulsificacao.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes ou tensoativos sao
caracterizados por uma estrutura anfipética
(por possuirem uma parte polar e outra
apolar) como ilustrado na figura 1, por
propriedades hidrofébicas e hidrofilicas a
depender da carga do grupo polar (anionico,
cationico, neutro ou tipos anfotéricos),
caracterizada pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um
sistema como a interface agua/ar, agua/oleo.
Outra  propriedade = fundamental  dos
surfactantes é a tendéncia de formar
agregados chamados micelas ou se associar
em interfaces, favorecendo a minima carga de
energia livre do sistema [BANAT et al., 2000;
SINGH et al., 2007; PACHECO et al., 2010].
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Figura 1 : Molécula de tensoativo.

Elas se acumulam nas interfaces para
"mediar" as fases de polaridade diferente,
como Oleo-agua, ar-agua, agua-solido e agir
como de agentes umectantes em superficies
solidas. Este processo dinamico baseia-se na
capacidade do tensioativo de reduzir a tensdao
superficial ~ regulando  disposicdo  das
moléculas do liquido, influenciando assim a

formacdo de ligacbes de hidrogénio e

interacdes hidrofobicas ou hidrofilicas. O
valor minimo de tensdo superficial alcangado,
e a concentracdo micelar critico (CMC), sdo
os parametros utilizados para medir a
eficiéncia do surfactante [SINGH et al., 2007;
Fiechter, 1992].

Os  tensoativos  microbianos  ou
biossurfactantes sdo um grupo de moléculas
produzidas por diferentes microrganismos e
classificados principalmente pela sua estrutura
quimica e origem microbiana, e sdo
constituidos por uma porcao hidrofila, que
compreende um acido, péptidos, mono, di ou
polissacaridos e uma porcao hidrofébica
saturada ou insaturada com cadeias 'de
hidrocarbonetos ou de acidos graxos [BANAT
et al., 2010].

A maioria dos surfactantes é sintetizada
a partir do petréleo, o que lhes confere
caracteristicas nao

[NITSCHKE et al., 2002; MANEERAT,

biodegradaveis

2005]. Os surfactantes sao adequados para
uma ampla gama de aplicagOes industriais
envolvendo:

detergéncia, emulsificacdo,

lubrificacao, capacidade espumante,
molhante, solubilizagdo e dispersao de fases
[BARROS et al., 2007].

Devido a suas vantagens ecologicas, ha
um grande interesse comercial na substituicao
de surfactantes sintéticos por naturais. Além
disso, sdo os mais adequados para aplicacoes

ambientais como a biorremediacdo e a
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dispersdao de derramamento de 6leo [CHEN et
al., 2007].

Eles sdo utilizados na recuperacao
avancada de petroleo, na limpeza dos vasos
contaminados, facilitar o transporte de
petroleo pesado por gasoduto, melhorando a
mobilizacdo de hidrocarbonetos e aumentando
a recuperacao de petroleo bruto [SILVA et al.,
2014; ELLEN et al., 2014].

Atualmente a disponibilidade de
grandes quantidades de biossurfactantes é
comercialmente limitada, pois o custo de
producao de biossurfactante em grandes
quantidades ainda é elevado [YAHYA et al.,
2014]. A producao em larga escala é dificil
devido aos custos dos substratos e dos
processos biotecnolégicos envolvidos, o que
os tornam menos competitivos [MAKKAR et

al., 2011; MANEERAT, 2005].

O presente trabalho tem como objetivo
estudar a producdo de biossurfactante
utilizando quatro diferentes fontes de
nitrogénio, dentre elas, sulfato de amonio,

ureia, extrato de levedura e nitrato de sédio.
2. METODOLOGIA

2.1. Microrganismo
A Pseudomonas aeruginosa foi isolado
do solo de um posto de gasolina na cidade de

Jodo Pessoa, estado da Paraiba, Brasil, cedido

pelo professor Ulrich Vasconcelos do Centro
de Biotecnologia/UFPB. A cultura foi mantida
no meio Luria-Bertani (LB) modificado a 4°C
composto por Agar (20 g/L), Peptona (10
g/L), Extrato de levedura (5 g/L) e Cloreto de
sodio (10 g/L).

2.3. Pré-inéculo e inoculo

O pré-in6culo foi preparado colocando
trés alcadas da cepa em um tubo de ensaio
contendo 20 mL do meio de cultivo, proposto
por Santa’ Anna [2011]. O meio foi
constituido por KH,PO, (3g/L); K,HPO,
(7g/L); Fonte de nitrogénio (1g/L),
MgS0..7H,O (0,2g/L); Glicose (10g/L). O
indculo foi preparado em elermenyer
contendo 20 mL do meio de cultivo em mesa

agitadora a 30 °C e 200 rpm por 24h.

2.3. Producao de biossurfactante

A producdo de biossurfactantes foi
realizada em frasco elernmeyer de 500 mL
contendo 200 mL do mesmo meio usado. O
meio foi esterilizado por 15 min, 1 atm e
121°C, ap6s o resfriamento o inéculo foi
adicionado ao meio para o crescimento
microbiano e mantido por 96 horas em mesa
rotatéria a 200 rpm e temperatura 30°C.
Foram retiradas amostras em intervalos de
tempo regular para a analise do indice de
emulsificacao, tensao superficial e

crescimento microbiano pelo método de peso
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seco e turbidimetria. Os ensaios e analises

foram realizados em duplicata.

2.4. Analises

Crescimento microbiano: Utilizou-se o
método de turbidimetria descrito por Veloso
[2007]. As amostras foram diluidas de 1:10
com agua destilada e as leituras de
absorbancia feitas no espectrofotometro, a
600nm. Para a determinacao da curva de
calibracdo, no final do cultivo, uma aliquota
da suspensdo de biomassa foi seca até peso
constante, e outra parte da aliquota da mesma
suspensao  foi diluida para obter a
absorbancia.

indice de emulsificacdo: O indice de
emulsificacdo foi realizado usando 2,0 mL do
sobrenadante de cultura livre de células e
entdo foram colocados em tubo de ensaio,
adicionou-se 0 mesmo volume de Oleo de
soja. Agitou-se em agitador vértex por 2
minutos, em alta rotagdao. O indice de
emulsificacdo foi calculado através da razdo
entre a altura da regido emulsificada e altura
total apés 24 horas, como proposto por Wei et
al., 2005. O teste do indice de emulsificacdo
foi realizado em duplicata.

Tensao superficial: A tensdao superficial
do fluido foi medida utilizando o
equipamento SensaDyne Tensiometer, do
Laboratério de Tensoativos da Universidade

Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). O

método foi o da pressdo maxima da bolha, em
que dois capilares com tamanhos de orificios
diferentes sdo imersos no fluido por onde é
bombeado um gas inerte (nitrogénio)
produzindo uma pressdo diferencial, este
valor é diretamente proporcional a tensdo
superficial do fluido. A diluicdo na qual a
tensdo comeca a aumentar é a chamada
diluicdo micelar critica, sendo um fator pela
qual a concentracdo efetiva de biossurfactante
excede a concentracdo micelar critica, logo, a
DMC, diluicdo  micelar  critica, foi
determinado pelo ponto central de inflexdo da
curva do gréafico dado pela relagdo entre o
valor da tensdo superficial e a razdao em
volume da solugdo do biossurfactante, nao

purificado com a agua.

3. RESULTADOS

Foram testadas quatro fontes diferentes
de nitrogénio, em iguais <~ condigoes,
verificando o resultado - referente ao
crescimento da Pseudomonas aeruginosa,
tensdo superficial e indice de emulsificagcao. A
Pseudomonas aeruginosa cresceu bem no
meio proposto com as diferentes fontes de
nitrogénio, como mostrado na figura 2. As
duas fontes que se destacaram foram o sulfato
de amonio e a ureia alcancando 2,8 g/L em

48h de cultivo.
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35 alcancados com o o6leo de motor usado,

aproximadamente 100% para todos. O indice

de emulsificacdo com o éleo de motor virgem

foi melhor com o sulfato e com extrato

Y

chegando a valores superiores a 90%, os

Y menores indices foi os encontrados utilizando

querosene em que 0 pico se deu com a ureia,

Biomassa (g/L)
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\

37%. As fontes de nitrogénio que

apresentaram 0s maiores indices foram o

0.0 Frrr '2' 4' ] '8' I '9'6' sulfato e ureia, respectivamente.
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Figura 2 : Crescimento celular com diferentes 80% -
. - 70% —
fontes de nitrogénio. — 60%-
X 50%-
o 40%-
— o/ _|
Uma emulsdao é formada quando uma :238(2_
fase liquida é dispersa como goticulas 182;“ B
-
microscopicas em outra fase liquida continua. Nitrato Sulfato Ureia  Extrato
Os  biotensoativos  podem  estabilizar ® Oleo de soja ™ Qleo de motor
B Querosene W Oleo de motor usado
(emulsionantes) ou desestabilizar Diesel

(desemulsionantes) a emulsdo. [DESAI E

Figura 3 : Indice de emulsificacdo com
BANAT, 1997]. Segundo Willumsen e
96h de cultivo.

Karlson [1997], um critério para ser

considerado como bom emulsificante é a
A medida da tensdo superficial é uma
capacidade de formar emulsiao com o
ferramenta simples e um método indireto para
hidrocarboneto e a manter acima de 50 % por
monitorar a producao de biossurfactantes. A
24 horas ou mais.
medida que o microrganismo cresce, ele
Com o intuito de comparar melhor os
sintetiza o biossurfactante e este metabdlito é
indices de emulsificagdo, foram testados
lancado ao caldo, reduzindo a tensdo
outros compostos hidrofébicos como 6leo de
superficial [BEZERRA, 2012].
motor virgem (20 W), querosene comercial e
De acordo com a classificacao dos
6leo de soja. Os maiores indices foram
biossurfactantes, existe o de alto e de baixo
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peso molecular. Os que sdo produzidos pela
Pseudomonas aeruginosa, sao de baixo peso
molecular e tteis em reduzir as tensoes
superficiais e interfaciais. [LIMA, 2007].

Na tabela 1 sdao mostradas as tensdes
superficiais com 96h de cultivo para as
diferentes fontes de nitrogénio testadas, o que
alcancou o menor valor foi utilizando extrato
de levedura (32,9 mN/m) e sulfato de amonio
(33,2 mN/m), os maiores valores foram 39,2
mIN/m para o nitrato de s6dio e 37,0 mN/m

para a ureia.

Tabela 1 : Tensdo superficial com 96h de

cultivo

Fonte de Nitrogénio T (mN/m)
Nitrato de sédio 39,2
Sulfato de amonia 33,2
Ureia 37,0

Extrato de levedura 32,9

A concentracdao de biossurfactante pode
também ser indicada em termos da diluicao
micelar critica, estimada pela medicao da
tensdo superficial em diferentes diluigoes.

Em concentragdes superiores a CMC, o
tensoativo excedente tende a formar micelas

no interior da solucdo, as quais nao

modificam o valor da tensdo superficial
sugnificativamente.

Apenas para os menores valores obtidos
da tensdo superficial que foram feitas as
curvas da cmc e vale ressaltar que ndo foi
feita a DMC para o biossurfactante
purificado, e interessante industrialmente o
custo gerado na purificacao, por isso optou-se
por fazer a DMC com o biossurfactante
impuro.

Nas Figuras 5,6,7 e 8 sdo mostradas as
curvas de tensdo superficial versos razdo de
volume do biossurfactante em relacdao a agua
destilada (mL de meio fermentado/mL de
agua destilada), observa-se que o aumento'da
concentracdao do biossurfactante na solugao
provocou uma diminuicdo gradativa da tensao
superficial até o ponto na qual a DMC foi
atingida, na figura 5 com 0,24 mL de
biossurfactante/mL. de agua, a partir desta
razao, mesmo com O aumento da
concentracao de ramnolipideo, nao ha reducao
adicional da tensdo superficial.

O cultivo com o Nitrato de sodio, figura
5, apresentou uma Otima capacidade de
reducdo da tensao superficial ja que foi capaz
de reduzir a tensdo superficial da dgua de 92

para 39,0 mN/m.
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100 Com a ureia, figura 7, a tensao
g 9 superficial foi de 73,3 para 37 mN/m
< 80
g 70 reduzindo 49,52%, a razao foi de 0,27
© 60 mL/mL.
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Com o cultivo com sulfato de amonio,

figura 6, a tensdo superficial da agua foi de

71,6 para 33,2 mN/m, 53,63% de reducdo e o

Figura 7 : Diluicao micelar critico para a

Ureia.
valor da razdo foi mais alto, 0,40 mL de meio

fermentado /mL de agua.
Utilizando como fonte de nitrogénio,

T 80 _’ figura 8, o extrato de levedura foi possivel
% ;8: ’ . reduzir a tensdo da agua de 82 para 32,9
= 50 - * . mN/m sendo uma redugdo de 63,03%, a razdo
% 40 - * . e e u foi de 0,33 mL/mL para obter uma menor
é’. 30; tensao.

n 20-

,g 18§

g L e e e
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Razao em volume (mL/mL)

Figura 6 : Diluicdo micelar critico para o

Sulfato de amonio.
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Figura 8 : Diluicdo micelar critico para o

Extrato de levedura.

Um baixo valor de DMC indica que
uma pequena quantidade do biossurfactante é
necessaria para obter uma elevada eficiéncia,
nesse ponto utilizando como fonte de
nitrogénio o nitrato de sodio foi o melhor

resultado.

4. CONCLUSAO

Ao avaliar o cultivo da Pseudomonas
aeruginosa com quatro diferentes fontes de
nitrogénio dentre elas sulfato de amonio,
nitrato de sddio, extrato de levedura e uréia, o
maior concentracdo de células foi atingida em
48h com o sulfato e uréia e alcangou 2,8 g/L.
A partir do indice de emulsificacdo os
melhores resultados foram com o sulfato de
amonio e a menor tensdo superficial foi

alcancada com o extrato de levedura

(32,9mN/m) seguido do sulfato de amonio
(33,2 mN/m) e a maior reducdo da tensao
superficial foi com o extrato de levedura,
seguido com o sulfato de amo6nio. De modo
geral, os melhores resultados foram

alcancados com o sulfato de amoénio.
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