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Neste trabalho sdo apresentados resultados referentes a producao de biossur-
factante por Pseudomonas fluorescens em meio contendo caldo de abacaxi,
suplementado com 6leo de girassol pés-fritura (5 e 10%) por 72 horas, a
150 rpm e 37°C. Ao final da fermenta¢io observou-se que o biossurfactante
produzido em ambas as concentracdes de 6leo de girassol (5 e 10%) foram
capazes de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72,0 mN/m para 27,5
mN/m. Os indices de emulsificagio dos biossurfactantes produzidos corres-
ponderam a 61,54 € 50,00%, respectivamente, para 5 e 10% de suplementa-
¢do com Oleo de girassol (in natura), contudo, valores inferiores foram obser-
vados com n-hexadecano. Os resultados mais promissores foram observados
para o biopolimero obtido com a suplementacdo de 5%, observando-se uma
remocdo de 75,4% do 6leo queimado proveniente de processo de queima
em motor contaminando o solo do semidrido de Pernambuco sugerindo alta
eficiéncia e possivel emprego nos processos de biorremediacio.

Palavras-chave: Biossurfactante. Caldo de abacaxi. Oleo de girassol.
Pseudomonas fluorescens.

In this study, biosurfactant production by Pseudomonas fluorescens in
media containing pineapple juice, supplemented with burned sunflower
oil (5:10%) for 72 hours at 150 rpm and 37° C are reported. At the end
of fermentation, it was observed that the biosurfactant produced in both
concentrations of sunflower oil (5 and 10%) were able to reduce the surface
tension of water from 72.0 mN/m to 27.5 mN/m. The emulsification index
of the biosurfactant produced corresponded to 61.54 and 50.00%, respec-
tively, for 5 and 10% using sunflower oil (in natura), but lower values with
n-hexadecane were observed. The most promising results were observed for
biopolymer obtained with supplementation of 5%, noting a 75.4% removal
of burned oil of burning process from motor contaminating the soil from the
semiarid region of Pernambuco suggesting higher efficiency and possible use
in bioremediation processes.

Key words: Biosurfactant. Pineapple broth. Pseudomonas fluorescens.
Sunflower oil.



202

1 Introducgdo

O género Pseudomonas pertence a ordem
Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae,
sendo um género bastante importante do ponto
de vista clinico e ambiental (ANZAI et al., 2000).
E uma bactéria em forma de bastonetes Gram-
negativo isolados ou em cadeias curtas, moveis pos-
suindo um ou vdrios flagelos polares monotriquios,
sdo aerobios facultativos e em alguns casos crescem
anaerobicamente, quando usam o nitrato como
aceptor de elétrons (HOLT, et al., 1994).

A Pseudomonas fluorescens estd envolvida
na conservacao do ambiente, onde a degradagio de
compostos xenobidticos depende do metabolismo
do carbono. A diversidade metabdlica da a esta bac-
téria uma grande habilidade de adaptagio a varios
ambientes, tais como solo e rizosfera (LATOUR,
LEMANCEUA, 1997).

A poluigdo causada por hidrocarbonetos cons-
titui séria preocupacao ambiental e de saude, mere-
cendo maior investimento em tecnologias compati-
veis para sua remedia¢do. Os maiores problemas sao
os danos ambientais causados por derrames aciden-
tais e descarga de petrdleo ou de residuos oleosos
intencionalmente descartados (LAI et al., 2009).

Atualmente, as solu¢des mais frequentemente
utilizadas para resolver problemas de derramamen-
to de 6leo compreendem a utilizacdo de substan-
cias quimicas dispersantes, coagulantes ou uso de
redes de contengido de dleo. Contudo, essas prati-
cas além de ndo serem muito eficientes, sao de alto
custo. Uma alternativa atraente é a biorremediacio,
que consiste na utilizagdo de microrganismos, ou
de seus produtos, capazes de degradar o petroleo
e seus derivados. Geralmente, os microrganismos
atacam os poluentes com o auxilio de biossurfac-
tantes, por eles produzidos (ROCHA et al., 2006).

Os biossurfactantes sio biomoléculas produ-
zidas por microrganismos como bactérias e fungos

com diversas aplicacoes industriais, particularmen-
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te, atuando como umectantes, surfactantes, cos-
méticos, em preparacOes terapéuticas, no controle
da polui¢do ambiental e na reducao da tensdo su-
perficial (MULLIGAN, 2004). Estes compostos
possuem vantagens especiais sobre surfactantes
quimicos, como baixa toxicidade, biodegradabili-
dade, produgio a partir de substratos renovaveis,
capacidade de modificacdo estrutural por meio de
engenharia genética ou técnicas bioquimicas e apre-
sentam estabilidade quimica e térmica (valores ex-
tremos de pH e temperatura). Outra vantagem so-
bre a utilizacdo dos biossurfactantes reside no fato
de serem compostos que nao sao derivados de petro-
leo (SARUBBO et al., 2006; RUFINO et al., 2007).

Dentre os biossurfactantes, destacam-se os ra-
minolipideos, formados por uma ou duas moléculas
de raminose, ligadas a uma ou duas moléculas de
acido B-hidroxidecanodico (DESAI, BANAT, 1997).
Os raminolipideos produzidos por Pseudomonas
sp. possuem a capacidade de reduzir a tensio inter-
facial contra n-hexadecano para 1 mN/m e a ten-
sdo superficial da dgua para 25 a 30 mN/m , usan-
do concentragoes entre 10 e 200 mg.L' (LANG,
WAGNER, 1993). Além de reduzirem a tensao
superficial, estabilizam emulsoes e sdo geralmente
atoxicos e biodegradaveis (BANAT et al., 2000).

A ampla aplicagio de biossurfactantes em
biorremediag¢do é limitada pelo seu alto custo de
producido. Do ponto de vista econémico, os biossur-
factantes ainda ndo sdo capazes de competir com os
surfactantes quimicos em fung¢io, principalmente,
de seu alto custo de produgao, associado a proces-
sos ineficientes de recuperacio e purificacao (FOX,
BALA,2000; ROCHA et al.,2006). Contudo, o uso
de substratos alternativos como residuos agroindus-
triais, pode contribuir favoravelmente para a redu-
¢do de custos, uma vez que o meio de cultivo repre-
senta aproximadamente 50 % do valor do produto
final MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Todavia, o principal problema na utilizagao

de residuos em processos biotecnoldgicos esta rela-
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cionado a selecao de substrato, de modo que conte-
nha um balanco correto de nutrientes, permitindo
o desenvolvimento celular, como também, a produ-
¢do de insumo de grande interesse (NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

Entre os substratos, os 6leos vegetais extrai-
dos de sementes de vdrias plantas por meio de pro-
cessamentos industriais sao refinados sem perder a
cor, sabor, e odor originais (JORGE et al., 2005).
Assim, a crescente utilizacao de 6leos comestiveis
para preparacdo de produtos fritos tem levado a um
controle mais rigoroso dos 6leos de fritura, uma vez
que 6leos e gorduras aquecidos e altamente oxida-
dos podem apresentar substancias potencialmente
toxicas. Entre os principais riscos a satude envolvi-
dos no consumo dessas substancias pode-se citar a
predisposi¢do a arteriosclerose e a acdo mutagénica
ou carcinogénica (SANIBAL; FILHO, 2002).

Durante o processo de fritura, 6leos e gordu-
ras estdo expostos a agdo da umidade proveniente
do alimento responsavel pela alteracao hidrolitica;
o oxigénio do ar entra na massa de 6leo por meio
da superficie do recipiente possibilitando a alteracao
oxidativa e a elevada temperatura em que ocorre a
operagdo, por volta de 180 °C, que provoca altera-
¢do térmica. Estes fatores contribuem para reduzir
a qualidade do dleo e modificar sua estrutura, prin-
cipalmente a composi¢do em 4cidos graxos, o que
permite observar diferencas entre o grau de insatura-
¢do, indicando que o 6leo de girassol contém maior
concentragao de dcidos graxos insaturados (89%).

A partir da composi¢ao de dcidos graxos, obser-
varam-se diferengas entre o grau de insaturacdo dos
oleos, indicando que o dleo de girassol contém maior
concentracao de dcidos graxos insaturados, apresen-
tando 89% (JORGE et al., 2005) (Tabela 1).

O problema econémico da produgio de bios-
surfactante pode ser significativamente reduzi-
do por meio do uso de fontes alternativas de nu-
trientes, facilmente disponiveis e de baixo custo.

Assim, o anands (abacaxi), nome utilizado tanto
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Tabela 1: Caracteristicas fisicas e quimicas
orgdnicas do 6leo de girassol

Parémetros fisicos e quimicos Oleo de girassol
Acido§ graxos Iiyres (%: em 013
conteldo de dcido oléico) !

indice de peréxidos (mca/kg) 0,99
indice de refragéo (40°C) 1,4679

Compostos polares totais (%) 3.10

Composi¢do em dcidos graxos (conteldo em %)
Acido Palmitico (C16:0) 6,66
Acido Estedrico (C18:0) 4,32
Acido Oléico (C18:n9) 21,09

Acido Linoléico ( C18:2n6) 67,78
Acido Linolénico (C18:3n3) 0,15

Fonte: JORGE et al., 2005.

para a fruta como para a planta, pertence a familia
Bromeliaceae e género Ananas Mill. Esse género
estd vastamente distribuido nas regides tropicais
por intermédio da espécie Ananas comosus. O fru-
to é normalmente cilindrico ou ligeiramente coni-
co, constituido por 100 a 200 pequenas bagas ou
frutilhos fundidos entre si sobre o eixo central ou
coracao (GIACOMELLI; PY, 1981).

O abacaxi serve como matéria-prima para
uma série de produtos, como geléias e compotas.
Entretanto, nenhum desses recebe tanto destaque
como o suco, alvo de grande numero de trabalhos
publicados, inclusive na literatura internacional.
O fruto do abacaxizeiro destaca-se pelo alto valor
energético, em razao de sua alta composicio em
acucares, pela presenca de sais minerais (cdlcio,
fosforo, magnésio, potdssio, sodio, cobre e iodo)
e de vitaminas (C, A, B1, B2 e Niacina); contudo,
o teor protéico e de gordura sio inferiores a 0,5%
(FRANCO, 1989).

No entanto, o fruto apresenta alto conteudo
em bromelina, a qual auxilia o processo de diges-
tdo. Trata-se da mistura de enzimas proteoliticas
que em meio 4cido, alcalino ou neutro, transforma
as matérias albumindides em proteoses ou peptona.
A bromelina é encontrada no suco da fruta ou no
talo da planta, ocorrendo em maior concentracao
no cilindro central do abacaxi (MEDINA, 1987). A

bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua
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atividade proteolitica, como nas inddstrias alimen-
ticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar sua uti-
lizacdo no amaciamento de carnes, na clarificacao
de cervejas, na fabricacdo de queijos, no preparo de
alimentos infantis e dietéticos, no pré-tratamento
de soja, no tratamento do couro, na industria téxtil,
no tratamento da 13 e da seda, no tratamento de
disturbios digestivos, feridas e inflamacoes, prepa-
ro de coldageno hidrolisado etc. Esta enzima pode
ser extraida de todas as partes do abacaxi, talos,
coroa, polpa e folhas (CESAR, 2005) (Tabela 2).

Tabela 2: Aminodacidos presentes na bromelina

Aminodcidos Polpa (mg/100g de amostra)
Asparagina 2,588
Glutamina 2,410
Serina 1,025
Glicina 869
Treonina 836
Alanina 1085
Arginina 905
Tirosina 938
Cisteina 727
Valina 909
Triptofano 604
Fenilalanina 720
Isoleucina 772
Leucina 1,068
Lisina 1,515
Prolina 1,456

Fonte: FREIMAN; SRUR, 1999.

As frutas e seus produtos sio em geral ali-
mentos acidos, ou que podem ser acidificados para
melhor conservagdo. A maior parte da microbiota
contaminante reside na parte externa das frutas. O
interior é praticamente estéril se ndo houver rup-
tura de continuidade por lesdes na casca (ROSA;
CARVALHO, 2000).

O objetivo do trabalho foi investigar a producao
de biossurfactante por Pseudomonas fluorescens em
meio natural de baixo custo a partir da utiliza¢ao do
caldo de abacaxi e 6leo de girassol pds-fritura como
substrato, como também avaliar a eficiéncia do bio-
polimero na remocdo do 6leo queimado de motor

em solo do semidrido de Pernambuco.
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2 Materiais e métodos

2.1 Materiais
Microrganismo: A linhagem de Pseudomonas
fluorescens UCP (1514) foi obtida do ban-
co de cultura Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
(NPCIAMB)  da
Catélica de Pernambuco, a qual é cadastrada no
World Federation Culture Collection-WFCC. A

linhagem foi mantida em dgar nutritivo [(p/v) pep-

Ambientais Universidade

tona 5g, extrato de carne 3g, cloreto de sodio 1g,
agar 15g, agua destilada 1000 mL], temperatura
de 5°C, sendo repicada a cada 3 meses, para ob-
tencdo de cultura jovem.

Matéria-prima: O abacaxi (Ananas como-
sus) utilizado para o meio natural na producao
de biossurfactante foi adquirido comercialmente.
Primeiramente, retirou-se do abacaxi a coroa e a
casca, em seguida foi obtido por liquidificacao do
pseudofruto [100 g/L dgua destilada] o caldo, em
processador de alimentos. Subsequentemente, o
caldo foi filtrado em papel de filtro com poros de
25 pm e diluido na proporcdo de 1:10 e esteriliza-
dos em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Substratos: O substrato utilizado foi o 6leo
de girassol comercial, oriundo do descarte de esta-
belecimento comercial, utilizado em 10 processos

de fritura.

2.2 Métodos

Preparagao do pré-indculo: A Pseudomonas
fluorescens foi repicada em placas de Petri conten-
do o meio Agar Nutritivo incubada a temperatura
de 37°C por 24 horas a fim de se obter uma cul-
tura jovem. Células de Pseudomonas fluorescens
UCP (1514) foram transferidas para Erlenmeyer
com 250 mL de capacidade contendo 50 mL de
Caldo Nutritivo, mantidos sob agitagdo orbital de
150 rpm, a temperatura de 37 °C por um perio-

do de 24 horas correspondendo, ao final, a 10 -*
UFC/mL.

Exacta. Sao Paulo. v. 8.n. 2. p.201-210. 2010.
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Producio de Biossurfactante por
Pseudomonas fluorescens: A producao de bios-
surfactante por P. fluorescens foi realizada em
frascos de Erlenmeyer com 500 mL de capacidade
contendo 150 mL do meio natural (suco de aba-
caxi), com ajustado para pH 6,0 com uma solu-
¢ao 1N de NaOH, posteriormente adicionado de
7,5 mL e 10,0 mL de 6leo de girassol pos-fritura,
correspondendo a 5% e 10%, respectivamente.
Os frascos foram esterilizados em autoclave, em
vapor fluente por 15 minutos, resfriados e adicio-
nados de 7,5 mL do pré-indculo (5%), crescidos
em caldo nutriente na concentragao de 10" UFC/
mL. Os frascos foram mantidos sob agitagao orbi-
tal de 150 rpm, por 72 horas, a temperatura de 37
°C. Ap0s esse periodo, o liquido metabdlico livre
células foi obtido por centrifuga¢iao a 10.000 g,
por 20 minutos, seguido de filtragio em membra-
na Millipore de 0.22pm. Em seguida, o liquido
metabdlico foi submetido a determinagao do pH,
indice de emulsificacdo, tensao superficial e o cres-
cimento foi avaliado pela técnica de pour plate.

Crescimento celular: O crescimento celular
foi avaliado pela técnica de pour plate, a partir de
aliquotas de 0,1 mL, diluidas a 10-*e 10~, incorpo-
radas ao meio Agar Nutriente. Em seguida, as pla-
cas foram incubadas em estufa a 37 °C, durante 48
horas para realizacao da contagem das colonias vi-
aveis. Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/mL).

2.3 Métodos Analiticos

Determinacao do indice emulsificagcao: A de-
terminacdo do indice de emulsificacio foi realiza-
da utilizando o liquido metabdlico livre de células
ap6s 72 horas de fermentacao, segundo o método
de Cooper e Goldenberg (1987). Cerca de 2,0 mL
do liquido metabdlico livre de células a 1,0 mL de
6leo de girassol in natura e do n-hexadecano em
tubos graduados. A mistura foi agitada em vor-

tex por dois minutos na velocidade maxima. Os
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tubos foram deixados em repouso por 24 horas
e o indice de emulsificacdo foi calculado através
da equagdo: indice da emulsao (%)E,, = He X 100
/ Ht, onde He = altura da emulsao; Ht = altura
total do liquido. O resultado obtido foi expresso
em percentual.

Determinagao da tensao superficial: A deter-
minagao da tensdo superficial do liquido metab6-
lico livre de células contendo o biossurfactante foi
medida em tensidmetro automadtico (modelo Sigma
70-KSV Ltd., Finland) utilizando-se o anel de DU
NUQY por meio de sua imersao no liquido, regis-
trando-se a for¢a requerida para puxa-lo por meio
da interface ar-liquido, de acordo com Kuykina et
al. (2001), expresso em mN/m em relagio a tensio
superficial da agua.

Determinagdo do pH do meio de cultivo: O
pH do meio de producio fermentado foi determi-
nado utilizando-se um potenciometro da marca
Orion, modelo 310.

Aplicag¢do do biossurfactante em solo do se-
miarido (PE) na remocado do 6leo queimado de mo-
tor: Realizou-se o teste de biorremocao utilizando
o biossurfactante presente no liquido metabdélico
livre de células, da melhor condicdo, em solo cole-
tado do semiarido de Pernambuco (Tabela 3, com-
posicao do solo), contaminado com 6leo queimado
de motor de acordo com a metodologia de Nitschke
e Pastore (2002).

Tabela 3: Caracterizacdes fisica e quimica do
semidrido de PE
Paré@metros Resultados
pH 4,45
Ca? (cmolc dm?3)! 0,95
Mg? (cmolc dm?) 0,25
K* (cmolc dm3)! 0,02
Al3* (cmolc dm3)! 0,75
P (cmg dm)? 17,72
SB (cmolc dm®) 1,22
CTC (cmolc dm?) 1,97
Areia (g kg?®)! 537
Silte (g kg?®)! 33,7
Argila(g kg?)' 429,3

Fonte: OLIVEIRA et al., 2007.



3 Resultados e discussdo

3.1 Producdo de biossurfactante

por Pseudomonas fluorescens em

meio natural utilizando 6leo de

girassol pos-fritura como substrato

Os produtos agroindustrais vém sendo ampla-
mente empregados na produgio de biossurfactan-
tes, considerando que é interessante sob o ponto de
vista da preservacdo ambiental e que a maioria dos
surfactantes comercializados sdo derivados do pe-
troleo. Nesse sentido, a busca de biossurfactantes
esta associada aos rdpidos avangos na biotecnolo-
gia e as contaminac¢des ambientais, levando a mu-
dancas nas legislagoes e o interesse na substitui¢ao
dos surfactantes quimicos derivados do petrdleo
(BANAT et al., 2000).

Portanto, esta investigacao foi realizada con-
siderando a grande habilidade biotecnoldgica de
P. fluorescens em crescer em diferentes substratos.
Assim, foi investigada a produgao de biossurfactan-
te em um meio utilizando substrato agroindustrial,
caldo de abacaxi suplementado com 5% do dleo de
girassol pos-fritura observando-se a producdo de
um potente tensoativo com significativa reducao da
tensao superficial da dgua de 72 mN/m para 27,5
mN/m. Observou-se ainda que o aumento da con-
centracdo do 6leo de girassol para 10% ndo causa
interferéncia na reducao da tensio, permanecendo
o mesmo valor de tensdo superficial (27,5mN/m)
(Tabela 4).

Tabela 4: Surfactantes, microrganismos
produtores e tensdo superficial

. Microrganismo Tensdo Superfi-
Biossurfactante h
produtor cial (mN/m)
“Raminolipideo | Fseudomonas 27,5
fluorescens
Serrawettina Serratia marces- 27,2
cens

Surfactina Bacillus subtilis 251
Triton X-100 Sistema quimico 32,7
Tween 80 Sistema quimico 43,7
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Fonte: LAY et al., 2009.
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Os resultados obtidos demonstram um exce-
lente crescimento de P. fluorescens no meio alter-
nativo a base de caldo de abacaxi, suplementado
com 5% de dleo de girassol (pos-fritura), sendo
observado desenvolvimento maximo com 16 horas
de cultivo, seguido de uma fase estaciondria que se
prolongou até 72 horas, quando ocorreu a produ-

¢ao de biossurfactante (Figura 1).
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Figura 1: Curva de crescimento de P. fluorescens
em meio caldo de abacaxi suplementado com
5% do 6leo de girassol pos-fritura apés 72 horas
de cultivos

Fonte: Os autores.

A utilizagdo do petréleo como substrato na
producdo de biossurfactante por P. fluorescens foi
demonstrada por Silva et al. (2009), utilizado na

concentracio de 4%, havendo reducio da tensio su-
perficial de 70 mN/m para 30,04 mN/m (Figura 2).
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—— 5% Oleo de girassol pos-fritura

Figura 2: Cinética de produgdo de biossurfactante
demonstrada através da reducdo da tensdo
superficial do liquido metabdlico livre de células
de P. fluorescens crescida em 5% do 6leo de
girassol pés-fritura durante 72 horas

Fonte: Os autores.
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Os resultados referentes a produgio do biossur-
factante, quando comparados com os obtidos por
Silva et al. (2009), demonstram maior habilidade de
P. fluorescens em produzir o biolpolimero em meio
natural (caldo de abacaxi suplementado com 5% do
6leo de girassol pds-fritura) havendo maior reducao
da tensao superficial. Desta forma, os resultados ob-
tidos contribuem na formulacao de um novo meio de
baixo custo para producio de biossurfactante.

Os dados obtidos estdo de acordo com os da
literatura por relatarem a utilizagio de microrga-
nismos como assimiladores de petréleo e derivados,
em processos de biorremediacdo, causados por der-
rames acidentais de petréleo ou de residuos oleosos
(LAY et al., 2009).

Neste contexto, P. fluorescens apresenta ex-
celente capacidade de reduzir a tensdo superficial
e produzir biossurfactante em meio de baixo custo
composto por substrato hidrofilico (6leo de girassol
pos-fritura) utilizado, provavelemente, pelo micror-
ganismo como fonte de carbono.

Estes resultados estao de acordo com os obti-
dos na literatura comprovando a habilidade de P.
fluoresecens de utilizar varios substratos hidrof6-
bicos na produc¢io do biopolimero (SILVA, et al.,
2009). Além do consumo do substrato hidrofébi-
co, P. fluorescens foi capaz de utilizar os nutrientes
hidrofilicos, como fontes de nitrogénio, presentes
no meio de produg¢io, havendo um equilibrio ideal
das fontes de carbono e hidrogénio, em pH neutro,
essenciais para produgdao do metabdlito secundario
(ABOUSEOUD et.al., 2008).

Luna et al. (2008), encontraram resultados
similares na producdo de agentes surfactantes por
Candida sphaerica em meio de baixo custo consti-
tuido por dgua do mar, milhocina e residuos indus-
trias obtendo a maxima reducdo de 27 mN/m.

Verificou-se ainda, que o biossurfactante
produzido apresenta excelente propriedade emul-
sificante quando utilizado o 6leo de girassol in

natura como substrato hidrofébico, produzindo

Exacta. Sao Paulo. v. 8.n.2.p.201-210.2010.

61,54% de emulsificacdao, contudo quando utili-
zado o n-hexadecano observou-se apenas 50% de
emulsificacio.

Os resultados obtidos apresentados na
Figura 3 estao de acordo com os relatados pela
literatura, em que P. fluorescens é indicada como
microrganismo com habilidade de degradar hidro-
carbonetos derivados do petréleo, como o n-hexa-
decano, 6leos vegetais e 6leo cru (ABOUSEOUD

et al.,2008).

70 1
60 A
50 A
40 A
30 1

Emulsificagdo (%)

Oleo de girassol inatura
Substratos

N-hexadecano

05% 6leo de girassol pds-fritura

m10% 6leo de girassol pds-fritura

Figura 3: Resultado do indice de emulsificagao
utilizando n-hexadecano e 6leo de girassol in
natura como substrato em meio de produg¢do
contendo 5% e 10% de dleo de pds-fritura

Fonte: Os autores.

Segundo Silva et al. (2009), P. fluorescens
apresentou capacidade de emulsificar hidrocarbo-
netos do petroleo durante o processo de degrada-
¢ao do substrato.

3.2 Influéncia do 6leo de girassol

no meio de producao

Segundo Jorge et al. (2005), o dleo de girassol
apresenta em sua composi¢ao 89% de acidos gra-
xos insaturados. Neste contexto, comprovaram que
quanto maior for a porcentagem de 4cidos graxos
insaturados no 6leo maior serd a sua alteracao du-
rante o processo de fritura.

Para producio de biossurfactante por P. flu-

orescens foram testadas diferentes concentragdes



208

do dleo de girassol pos-fritura (5% e 10%), com
o objetivo de investigar os efeitos produzidos pelos
componentes do substrato no meio de producao.
Nascimento et al. (2001) comentaram que o
6leo ja queimado pela fritura produz acroleina na
decomposicdo de glicerol, substancia considerada
altamente toxica que pode vir a prejudicar o me-
tabolismo microbiano como um todo. Entretanto,
observou-se que o meio contendo o suco de abacaxi
com 5% do 6leo de girassol pos-fritura foi propi-
cio ao desenvolvimento havendo resisténcia por P.
fluorescens a algumas substancias toxicas, como
a acroleina, indicando a possivel degradacao des-
ta substancia pelo microrganismo, necessiria para

producdo do biossurfactante.

3.3 Composicao bioquimica do
meio de cultivo selecionado
O meio de cultivo selecionado com significa-
tiva producdo de biossurfactante é composto pelo
suco de abacaxi adicionado de 5% do 6leo de gi-
rassol poés-fritura, apresentando em sua compo-
sicao glicidios, proteinas, aminodcidos e alguns
sais minerais como fésforo, potdssio, calcio e fer-

ro (Tabela 35).

Tabela 5: Composi¢do bioquimica do caldo de
abacaxi

Componentes Quantidade (por 100 gramas)
Proteinas 0.40g
Carboidratos 13,79
Lipidios 0.20g
Fibras 0.95 mg
Calorias 52 keal
Minerais
Caicio 18,00 mg
Fosforo 8,0 mg
Ferro 0,50 mg
Vitaminas
Niacina 0.82 mg
Riboflavina 128,00 mcg
Tiamina 80,00 mcg
Ac. Ascorbico 27,20 mcg
Retinol 5,00 mcg

Fonte: FRANCO, 1989.
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3.4. Aplica¢do do biossurfactante
produzido por P. fluorescens
para realizagdo da remo¢ado
de 6leo queimado de motor
contaminando o solo
A biorremocio utilizando o tratamento com

liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante removeu 75,4% do 6leo motor
queimado presente no solo. Ao aumentar a con-
centra¢ao do 6leo motor queimado (10%) obser-
vou-se que o biossurfactante presente no liquido
metabolico livre de células conseguiu remover
67% do 6leo motor queimado. Em estudos reali-
zados por Cameotra e Makkar (1998), o biossur-
factante produzido por Pseudomonas aeruginosa
foi capaz de remover 56% do 6leo adsorvido em

areia contida em coluna (Figura 4).
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W 5% Sleo girassol pods-fritura

Remogdo (%)

010% dleo girassol pos-fritura

Figura 4: Remog¢do de 6leo queimado de
motor pelo biossurfactante produzido por
Pseudomonas fluorescens nas concentragoes
de 5% e 10% do 6leo de girassol pos-fritura

Fonte: Os autores.

Portanto, os estudos realizados demonstra-
ram a influéncia de meios naturais, como o caldo
de abacaxi suplementado com éleo de girassol pos-
fritura, como excelentes fontes de carbono e nitro-
génio no meio de producdo. Além disso, as fontes
principais carbono (6leo pos-fritura) e nitrogénio
(caldo de abacaxi), como também outros micronu-

trientes demonstraram ser parimetros importantes
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na producao de biossurfactante por P. fluorescens.
E ainda, observou-se que a produg¢do do biossur-
factante nao foi influenciada pela concentracao do
substrato empregado. Assim, indimeras alternativas
devem ser objeto de novos estudos, inclusive rela-
cionado suplementacdao com fontes hidrofilicas de
carbono, além de outras fontes hidrofébicas.
Pesquisas realizadas por Guimaraes (2005)
demonstraram que as leveduras dependem de fon-
tes de carbono para seu crescimento e obtengao
de energia, sendo os carboidratos os nutrientes de
maior importancia. O carbono pode ser forneci-
do aos microrganismos na forma de carboidratos,
aldeidos, glicerina ou etanol. A fonte de carbono
determina o tipo e as propriedades dos biossurfac-
tantes, enquanto a fonte de nitrogénio influencia
diretamente no crescimento celular (FONTES et
al., 2008). Entretanto, neste trabalho utilizou-se
o Oleo de girassol pos-fritura, rico em acidos gra-
x0s, na concentragio de 5%, que foi suficiente para
produzir um potente tensoativo. Portanto, esses re-
sultados sdo corroborados pela literatura que relata
que os hidrocarbonetos do petrdleo sao altamente
hidrofébicos, propiciando a produgao de agentes
surfactantes com baixa tensao superficial (SILVA et
al., 2009). Além disso, o biossurfactante apresen-
tou grande habilidade de remog¢ao de poluentes hi-
drofdbicos, sendo estas informagdes apoiadas pela
literatura (SILVA et al., 2009; SILVA et al. 2010).

4 Conclusoes

Os resultados obtidos propdoem a formula-
¢ao de um meio alternativo e de baixo custo, ten-
do como base o caldo de abacaxi, como também
o reaproveitamento do 6leo de girassol pos-fritura
para a produgdo de biossurfactante. Um agente ten-
soativo com menor redu¢do da tensdo superficial
e da habilidade de emulsificagio obteve-se com o

6leo de girassol pds-fritura (5%), demonstrando o

Exacta. Sao Paulo. v. 8.n.2.p.201-210.2010.

potencial promissor de P. fluorescens na producio
do biossurfactante. Além disso, o biossurfactante
produzido demonstrou ser eficiente na remogao do
6leo queimado de motor contaminando o solo do
semidrido, sugerindo sua utilizagio em processos

de biorremediacao.
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