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Biossurfactantes sdo surfactantes naturais produzidos por microrganismos,
sendo classificados de acordo com a composi¢dao quimica, origem microbio-
l6gica e massa molecular. Neste sentido, a producdo de biossurfactante por
Pseudomonas fluorescens UCP1514 foi estudada para avaliar a influéncia
dos componentes do meio: 6leo de semente de girassol (pos-fritura), éleo
queimado de motor e milhocina, na redu¢io da tensdo superficial. Menores
valores de tensao (31,68 e 33,72 mN / m) foram obtidos nas condi¢des dos
meios contendo, respectivamente, (5% de milhocina e 5% de 6leo queimado
de motor ) e (10% milhocina e 5% o6leo de girassol pos-fritura). A cinética
de crescimento do microrganismo demonstrou que a fase estacionaria foi
atingida a partir das 24 horas de cultivo. Os maiores indices de emulsifica-
¢do foram observados em 6leo de milho e petréleo. Os resultados indicam
a viabilidade de produgdo de biossurfactantes potentes a partir de meio de
baixo custo formulado com milhocina.

Palavras-chave: Biossurfactante. Milhocina. Pseudomonas fluorescens.
Tensdo superficial.

Biosurfactants are natural surfactants produced by microorganisms, being
classified in accordance with their chemical composition, microbial origin
and molecular mass. In this way, the production of a biosurfactant by
Pseudomonas fluorescens UCP1514 was initially studied to evaluate the
influence of the following culture medium components, named: sunflower
seed oil (post-frying), burned oil of motor and industrial waste (corn steep)
on the surface tension reduction. The best surface tension (31,68 and 33,72
mN / m) were found in medium containing, respectively,(5 % corn steep and
5% and burned oil of motor) and (10% of corn steep and 5% sun flower oil
post-frying). The growth kinetics demonstrated that the stationary phase
was reached in the first 24 hours of cultivation. The best emulsification
indexes had been observed with corn oil and Oil. The promising results
obtained indicate the viability of powerful biosurfactants produced from
low-cost medium based on corn steep.

Key words: Biosurfactant. Corn Steep. Pseudomonas fluorescens.
Surface tension.




1 Introducao

A poluicdo ambiental provocada por dleos e
derivados de petréleo é um problema que atinge
proporc¢oes mundiais e a cada ano o acimulo de
residuos oleosos emitidos por industrias de diver-
sos ramos aumenta drasticamente (NITSCHKE;
PASTORE, 2002). Um dos problemas associados
a biodegradacao de compostos hidrofobicos os
quais incluem os hidrocarbonetos do petrdleo é
sua ligacdo as particulas do solo e a pouca solubi-
lidade de dgua resultando em baixa biodisponibi-
lidade para os microrganismos, o que pode retar-
dar ou mesmo paralisar o processo de degradacio.
Um dos métodos mais investigados para a resolu-
¢ao deste problema é a utilizacio de compostos
surfactantes (VAN HAMME et al.; 2006).

Neste contexto, destacam-se os produtos
metabolicos de virios microrganismos, os cha-
mados biossurfactantes, os quais constituem uma
das principais classes de surfactantes naturais,
sendo classificados de acordo com sua composi-
¢do quimica ou origem microbiolégica (RON &
ROSENBERG, 2001; HUA et al, 2003).

A pesquisa na area dos biossurfactantes vem
crescendo cada vez mais nos dltimos anos, devido
ao seu alto potencial e uso nas diferentes areas,
como industria alimenticia, farmacéutica, petro-
quimica, entre outras (SOUMEN et al, 2006;
PATTANATHU et al, 2008).

Os biossurfactantes sao utilizados nos pro-
cessos de biorremediagdo, por apresentar capaci-
dade de degradar substratos insoliveis em dgua
como hidrocarbonetos sélidos e liquidos, gor-
duras, o6leos e graxas, auxiliando assim ao pro-
cesso de despoluigio, contudo, podem também
produzir substancias com propriedades emulsifi-
cantes (MULLIGAN, 2005; PATTANATHU et
al, 2008).

Esses biopolimeros, apesar da diversidade de

aplicacoes industriais, ainda nio sio amplamente
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utilizados devido aos elevados custos de produgio
associados a métodos ineficientes de recuperacao
do produto, bem como o uso de substratos caros.

No entanto, o problema econémico da pro-
ducio de biossurfactantes pode ser significativa-
mente reduzido através da utilizacio de fontes al-
ternativas facilmente disponiveis e de baixo custo.
Os efluentes das industrias de 6leo vegetal, dleo
de residuos petroquimicos e subprodutos das in-
dustrias alimentares tém sido amplamente estuda-
dos para a produ¢do microbiana em escala expe-
rimental (MERCADE et al, 1993; MERCADE et
al, 1997; VOLLBRECHT et al, 1999; DELEU &
PAQUOT, 2004).

A producdao mundial de 6leos e gorduras é de
cerca de 2,5 a 3 milhdes/ano, sendo 75% deriva-
dos de plantas. A maioria dos 6leos e gorduras é
usada na industria alimenticia a qual gera grandes
quantidades de residuos graxos de extra¢ao das
sementes oleaginosas. O acumulo destes residu-
os tem aumentado a utilizacdo destes materiais
para a transformacdao microbiana (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002).

Osresiduos industriais tém despertado grande
interesse dos pesquisadores como alternativa nao
convencional, para o fornecimento de substratos
de baixo custo para a produgdo de biossurfactan-
tes. Residuos de destilaria (DUBEY; JUWARKAR,
2001), derivados de petroleo (ALBUQUERQUE
et al, 2006), melago (PATEL; DESAI, 1997) e
efluente de 6leo de oliva (MERCADE et al, 1993),
entre outros, tém sido descritos como substratos
importantes para a produgao de biossurfactantes
(RUFINO et al, 2007; SARUBBO et al, 2007).

O género Pseudomonas particularmente,
Pseudomonas fluorescens, estd envolvida com a
conservacdo ambiental, considerando a habilidade
de degradacao de compostos xenobidticos. Além
disso, esse microrganismo apresenta habilidade
também para usar substratos hidrofilicos como

glicerol, manitol, frutose, glicose e 6leos vegetais
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para produzir biossurfactantes do tipo ramino-
lipideos (KOCH et al, 1991; DESAI, BANAT,
1997ABOUSEOUD et al, 2008).

Portanto, o presente trabalho foi desenvolvi-
do visando produzir agentes surfactantes a partir
de Pseudomonas fluorescens, utilizando milhoci-
na como substrato de baixo custo, visando apli-
cacdo como coadjuvante na reduc¢do da poluicao

ambiental provocada por compostos hidrofébicos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais
Microrganismo: A bactéria Pseudomonas
fluorescens foi isolada de sedimentos de man-
gue do Rio Formoso, Pernambuco, e pertence
a Colecao de Culturas do Nucleo de Pesquisas
(NPCIAMB) da

Universidade Catolica de Pernambuco, cadastra-

em Ciéncias Ambientais

da na Federation Culture Collection—-FCC, sob o
numero UCP 1514. A cultura foi mantida no meio
Luria Bertani (LB), a temperatura de 5°C.

Substratos: Para a producdo do biossurfac-
tante, foram utilizados trés tipos de substratos:
milhocina, subproduto do beneficiamento do mi-
lho, gentilmente cedida pela Corn Products do
Brasil, Cabo de Santo Agostinho—PE, como subs-
trato solavel. O 6leo queimado de motor, derivado
de petroleo utilizado em motores de automoveis,
como substrato hidrofébico. E ainda, o 6leo de
girassol, produzido pela industria Mazzola, apos
fritar batatas por sete dias consecutivos, sendo
denominado de dleo pds—fritura, utilizado como
substrato insolavel.

Meio de cultura: Para crescimento foi utili-
zado o meio agar nutriente— AN [(g.L™!) peptona
10,0g; extrato de carne 3,0g; NaCl 5,0g; dgua des-
tilada g.s.p 1000ml; pH 7,0] e para o processo fer-
mentativo da Pseudomonas foi utilizado o meio

liquido Luria Bertani —LB [triptona 10g; extrato
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de levedura Sg; Cloreto de sodio Sg; Glicose Sg;
agua destilada q.s.p 1000mL; pH 6,5-7,0].

2.2 Métodos
Condi¢oes de cultivo e producdo de
biossurfactante

Preparagdo do inéculo: A P. fluorescens foi

mantida no meio LB, sob agitacdo orbital de 150
rpm, a 37°C por 16 horas, para obtenc¢ao do pré-

in6culo correspondente a 107 UFC/mL.

Meio de Producdo: O meio de producdo foi
formulado com o residuo industrial milhocina so-
lubilizada em dgua destilada. Duas combinagdes
foram inicialmente testadas com os respectivos
substratos: (1) milhocina e 6leo de motor queima-
do; (2) milhocina e 6leo de girassol. Tais combina-
¢coes foram testadas em diferentes concentragdes,
de acordo com a Tabela 1. As combinacoes foram
utilizadas para analisar a intera¢do das concentra-
¢oes sobre a tensdo superficial e posteriormente,
selecionar a melhor condi¢do de concentragdo mi-
lhocina/substrato. Os meios foram autoclavados a
121°C por 20 minutos, sendo o pH final ajustado
para 6,0.

Tabelal: Concentragoes dos substratos
utilizados no cultivo de Pseudomonas
fluorescens

Concentracgdo do substrato (%)

Oleo motor | Oleo de giras-

Condigoes | Milhocina queimado sol queimado

A 5.0 5.0 -
10.0 5.0 -
5.0 10.0 -
10.0 10.0 -
0.75 0.75 -
5.0 - 5.0
10.0 - 5.0
5.0 - 10.0
| 10.0 - 10.0

07.mai - 07.mai

T|Q| M m|{O|O|w

o

Fonte: Os autores.



Producio de biossurfactante: As fermenta-
¢oes para producdo foram realizadas em frascos

de Erlenmeyers com capacidade de 250 mL, con-
tendo 50 mL do meio e inoculados com uma sus-
pensdo de 107 UFC/mL do pré-inéculo, mantidos
sob agitacdo orbital de 150 rpm, a 37°C por 96
horas de incubacio. O liquido metabdlico livre de
células foi obtido por centrifugacao a 10.000 g,
por 15 min a 6°C, seguido de filtracao em filtro
Millipore de 0,22pm, sendo submetido a determi-
nacdo do pH, indice de emulsificagdo e a tensao

superficial.

Crescimento celular: O crescimento celular
foi avaliado através da técnica de pour plate, ino-
culando aliquotas de 0,1 mL de cada condi¢ao em
placas de Petri, contendo meio Agar nutriente —
AN. As placas foram incubadas em estufa a 37°C
durante 24 horas, seguido da contagem das colo-
nias viaveis. Os resultados do crescimento foram

expressos em UFC/mL.
Determinaciao do pH: O Comportamento do
pH das fermentacdes foi avaliado por potenciome-

tria durante as 96 horas de incubacio.

Indice de emulsificacio: Para a determina-

¢ao do indice de emulsificacdo, as amostras fo-
ram centrifugadas a 2000 g durante 20 minutos
e, em seguida, analisadas segundo a metodolo-
gia proposta por Cooper e Goldenberg (1987)
onde 1,0 ml de cada um dos hidrocarbonetos
(Petroleo — proveniente da plataforma da cidade
do Recéncavo Baiano—Salvador-BA, de campo
maduro; Oleo Diesel — proveniente de aeronaves,
gentilmente cedido pela Petrobras; Oleo de milho
— Bunge Alimentos S.A.; n—-Hexadecano - Sigma
Chemical Co.) foram adicionados a 1,0 ml do
liquido metabdlico livre de células, obtido apds
centrifugacdo, em tubos graduados e agitados

em vortex durante um minuto. A estabilidade da
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emulsdo foi determinada apds 24 horas e o indice
de emulsificacio foi calculado pela razao entre a
altura da emulsio e a altura total, sendo o valor
multiplicado por 100. Todas as andlises foram re-

alizadas em triplicata.

Determinagio da Tensdo superficial: A deter-
minagdo da tensdo superficial foi realizada em ten-

sidbmetro automadtico (modelo Sigma 70 KSV Ltd.,
Finland), utilizando um anel de platina — iridium.
As andlises foram realizadas a 25° C e o aparelho
foi previamente calibrado conforme o método des-

crito por Du Nouy (COOPER et al, 1979).

3 Resultados e Discussdo

3.1 Selecao da melhor condi¢cdo
de producdo do biossurfactante

A redugdo da tensao superficial é utilizada
como um critério primdrio para selecionar mi-
crorganismos produtores de biossurfactantes,
embora agentes emulsificantes e dispersantes nao
possuam, necessariamente, habilidade em redu-
zir a tensdo superficial (YOUSSEF et al, 2004;
SHEPHERD et al, 1995).

Neste sentido, os ensaios realizados para a
producdo do agente surfactante por P. fluorescens
foram avaliados, variando as concentracdes ini-
ciais da milhocina, e dos substratos 6leo de motor
queimado e dleo de girassol pos—fritura, de acordo
com a Tabela 1, com a finalidade de analisar a
alteragdo na tensdo superficial.

De acordo com a Tabela 2, os resultados
obtidos demonstraram que a redugao da tensio
superficial foi observada no cultivo para a com-
binacdo (1), a condicdo (A), contendo 5% da mi-
lhocina e 5% do 6leo queimado de motor e para a
combinacio (2), a condi¢io (G), contendo 10% da
milhocina e 5% do 6leo de girassol pos—fritura,

uma vez que a tensao superficial da dgua foi redu-
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zida de 70 mN m™" para 31,68 mN m~e 33,72 mN

m~!, para as condi¢des (A) e (G), respectivamente.

Tabela 2: Efeito das combinag¢oes dos substratos
(milhocina, 6leo de motor queimado e dleo

de girassol) utilizados no crescimento de P.
fluorescens sobre a tensdo superficial, apds as
96 horas de cultivo

Tensdo superficial (mMN/m)
Condigdes | Combinagdo 1 (rimi'iﬂggfgéo
(mllhocmq + oleo de girassol
motor queimado) pos-fritura)
A 31,68 -
B 32,03 -
C 3591 -
D 4191 -
E 37,76 -
F - 35,14
G - 33,72
H - 39,63
I - 35,51
J - 36,84

Fonte: Os autores.

O biossurfactante de P.fluorescens demons-
trou maior capacidade em reduzir a tensdo do que
os surfactantes produzidos por C. antarctica (35
mN m-) (ADAMCZAK; BEDNARSKI, 2000) e
de Yarrowia lipolytica (50 mN m™) (AMARAL
et al, 2006).

3.2 Produc¢ado de biossurfactante

e Cinética de Crescimento de

Pseudomonas fluorescens

As Figuras 1 e 2 mostram a cinética de cresci-
mento do microrganismo P. fluorescens cultivada
nas condi¢des (A) com 5% de milhocina e 5% de
6leo queimado de motor e (G), com 10% de milho-
cina e 5% de 6leo de girassol pos—fritura. A ciné-
tica demonstrou um perfil diatxico, entre 12 e 24
horas, atingindo a fase estaciondria a partir das 24
horas de cultivo, refletindo—se na curva de cresci-
mento, pH e na redugio da tensao. O pH aumen-
tou nas primeiras 24 horas de cultivo e, ao final

da fermentacao, atingiu valores de 8,5 e 7,0, para
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as condi¢oes (A) e (G), respectivamente e. A ten-
sdo superficial do meio diminuiu nas primeiras 12
horas de cultivo, atingindo os valores em torno de
31mN m™ a partir das 24 horas, para os substra-
tos milhocina e 6leo de motor queimado e 32mN
m~! para os substratos milhocina e dleo de girassol

pos—fritura, ao final das 96 horas de incubacio.

94 30,0
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27,54 g
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Figura 1: Producdo de biossurfactante por P.
fluorencens durante o cultivo na condi¢do
(A), combinag¢do 1, em meio contendo: 5% de
milhocina e 5% de 6leo de motor queimado.
Biomassa produzida, pH e tensdo superficial
Fonte: Os autores.
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Figura 2: Produg¢do de biossurfactante por P.
fluorencens durante o cultivo na condi¢do (G).
combinag¢do 2, em meio contendo: 10% de
milhocina e 5% de 6leo de girassol pds-fritura.
Biomassa produzida, pH e tensdo superficial

Fonte: Os autores.

Provavelmente, o aumento do pH esta re-

lacionado ao consumo da fonte de nitrogénio



existente na milhocina. Portanto, sugere—se que
P. fluorescens é capaz de usar como nutrientes
o residuo industrial (milhocina) e os substratos
hidrofébicos 6leo de motor queimado e dleo
de girassol pos—fritura confirmando assim, a
sua habilidade de utilizar varios substratos, de-
monstrando ainda, uma relag¢do ideal de C:N na
promocao do crescimento (KOCH et al, 1991;
DESAI & BANAT, 1997; SOUMEN et al, 2006;
ABOUSEOUD et al, 2007). O efeito do pH na
atividade superficial tem sido reportado para
biossurfactantes produzidos por diferentes mi-
crorganismos (ABU-RUWAIDA et al, 1991).

Resultados similares foram encontrados por
Abouseoud e colaboradores (2008), em que, P.
fluorescens apresentou excelente crescimento e
producdo de biossurfactante em diferentes subs-
tratos na fase estaciondria, sendo observado que
o aumento do pH durante a fermentac¢do apresen-
ta—se como um efeito positivo na reducio da ten-
sdo e na estabilidade da emulsdo. Uma importante
propriedade dos biossurfactantes potentes é a ha-
bilidade de atuarem na reducdo da tensao superfi-
cial de solu¢des aquosas (NITSCHKE et al, 2004;
YOUSSEEF et al, 2004).

Haba e colaboradores (2000) realizaram
a selecao de 36 microrganismos para produgio
de biossurfactante em meio de cultura liquido,
contendo 2% de residuo de 6leo de oliva ou 6leo
de girassol como fonte de carbono, baixando
a tensao superficial para 40mN/m, essa medi-
da foi utilizada como critério de selecio. Apds
72 horas de crescimento, muitas espécies de
Pseudomonas testadas apresentaram crescimen-
to celular e producdo de biossurfactante satisfa-
torias, sendo a tensdo superficial de 35mN/m.
Os resultados obtidos sdo corroborados pelas
investigacdes de Levisaukas e colaboradores
(2004), demonstrando que carbono e nitrogénio
sdo nutrientes especificos para estimular a taxa

de crescimento celular.
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Os maiores indices de emulsificacio fo-
ram obtidos para petréleo, 6leo de milho e 6leo
diesel, respectivamente, para a condi¢dao (A), e
petréleo e 6leo de milho, para a condig¢ao (G)
(Figuras 3,4 e 5). Estes resultados sugerem que
a atividade de emulsificacdo depende mais da
afinidade com os substratos hidrocarbonados,
a qual envolve a interagdo direta com o préprio
hidrocarboneto do que sobre a tensao superfi-

cial do meio.

70
60
50
40
30
20
10

OCondigdao A
M Condicao G

Figura 3: indice de emulsificagdo de diferentes
substratos oleosos do biossurfactante de P.
fluorencens, apés as 96 horas de cultivo nas
condi¢oes (A), com 5% de milhocina e 5% de
6leo de motor queimado e (G), com 10% de
milhocina e 5% de 6leo de girassol pos-fritura

Fonte: Os autores.

A B C D

P

Figura 4: indice de emulsificacdo do
biossurfactante de P. fluorencens Condig¢do A
(meio com 5% de milhocina e 5% de 6leo de
motor queimado apds 96 horas de cultivo).
Substratos: A - Petréleo, B - 6leo de milho, C -
6leo Diesel e D - n-hexadecano

Fonte: Os autores.
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A B C D

PBene

Figura 5: indice de emulsificagdo do
biossurfactante de P. fluorencens Condi¢cdo G
(meio com 10 % de milhocina e 5% de 6leo de
girassol pés-fritura, apés 96 horas de cultivo).
Substratos: A - Petréleo, B - 6leo de milho, C -
oleo Diesel e D - n-hexadecano

Fonte: Os autores.

Resultados similares foram obtidos para
Rhodococcus cultivada em hidrocarbonetos
(ABU-RUWAIDA et al, 1991). Estudos demons-
traram que a atividade emulsificante depende
da afinidade do biossurfactante com o substrato
testado (URUM; PEKDEMIR; COPUR, 2004).
E importante ressaltar que o biossurfactan-
te produzido nas condicdes estabelecidas nesse
trabalho demonstra aplicabilidade como agente
surfactante, além de poder atuar também como

agente emulsificante.

4 Conclusoes

A nova linhagem de P. fluorescens demons-
trou grande potencial biotecnoldgico em se de-
senvolver em meio de baixo custo formulado
com milhocina e produzir agentes surfactantes
com capacidade tensoativa e emulsificante, su-
gerindo investigacdes futuras para aplicagdao nos

processos de descontaminagao ambiental.
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