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PRODUCTION OF BIOSURFACTANTS BY MICRORGANISMS ISOLATED FROM SOIL CONTAMINATED WITH DIESEL
OIL. The aim of this work was to produce biosurfactants through submerged fermentation using microorganisms isolated from

soil contaminated with diesel. Microorganisms were isolated, characterized by the production of biosurfactants, and used to

study the influence of type, induction and concentration of ammonium sulfate as a nitrogen source in the culture medium.

The microorganisms that showed best results, in terms of production of biosurfactants, were identified as being of the genus

Pseudomonas and Bacillus. The biosurfactants produced proved capable of reducing the surface tension of the media to 39 mN/m

and 34 mN/m, respectively. Higher biosurfactant production was obtained in the medium containing 1% soybean oil without

ammonium sulfate.
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INTRODUCAO

Os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais frequentes
e criticos, principalmente devido ao crescimento populacional e o
aumento da atividade industrial. Isso se reflete na polui¢ao do solo e
das dguas superficiais e subterraneas.'?

Os biossurfactantes sdo compostos microbianos que possuem
uma porg¢do hidrofdbica e outra hidrofilica,*® exibindo alta ativi-
dade surfactante e emulsificante,” sendo adicionados ao ambiente
para estimular o processo de biorremediagao, tornando os poluentes
disponiveis a biodegradac@o.®

Os compostos oleosos sdo degradados por microrganismos capa-
zes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono para obtengio
de energia.’ O uso de microrganismos adaptados a utiliza¢do de
residuos oleosos, como € o caso deste trabalho, pode possibilitar a
obtencdo de elevadas produtividades de biossurfactantes, em virtude
da possivel capacidade destes microrganismos em produzirem com-
postos como resposta as condi¢des ambientais. Segundo Matsuura’,
microrganismos ambientados a crescerem em substratos oleosos em
geral séio bons produtores de biossurfactantes.

A producdo de biossurfactantes justifica-se pelas inimeras apli-
cacdes que estes possuem em diferentes setores industriais, tais como
de alimentos,'*!? cosméticos,'* agricultura,'*!> detergentes e medici-
na.*¢161% Contudo, a maior drea para aplicagido dos biossurfactantes
¢é a industria do petréleo, tanto para a producdo deste como para
incorporagdo nas formulacdes de 6leo, dispersdo de derramamento
de 6leo em solo e no mar, remocéo de lodo de dleo de tanques de
estocagem, na recuperag¢do melhorada de petrdleo e na descontami-
nacdo ambiental por meio da biorremediagdo.”"

Os biossurfactantes apresentam vantagens relacionadas a baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade, variedade de estruturas qui-
micas, estabilidade em condicdes extremas de pH, temperatura e
salinidade.*5®

Dentre os problemas relacionados ao uso de biossurfactantes estd
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o seu alto custo de produgao, associado a métodos ineficientes de
recuperagdo do produto e ao uso de substratos caros. A diminuigdo
dos custos de produgdo destes compostos pode ser realizada a partir
da otimizac@o dos processos e dos meios de cultivo utilizados.?
Sendo assim, objetivou-se o isolamento e selecdo de microrganismos
produtores de biossurfactantes a partir de solo contaminado com 6leo
diesel, bem como o estudo de um meio de cultivo para producio
destes compostos.

PARTE EXPERIMENTAL
Isolamento e manutencao dos microrganismos

Os microrganismos foram isolados de um solo contaminado por
6leo diesel, ocorrido por vazamento em um posto de combustivel,
na cidade de Passo Fundo, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, no
ano de 2005. A coleta do solo para o isolamento dos microrganismos
foi realizada em 2009. O isolamento foi realizado a partir de uma
amostra do solo contaminado, realizando-se dilui¢cdes seriadas em
agua peptonada 0,1% e plaqueamento em dgar PCA (Plate Count
Agar). As colonias foram sucessivamente isoladas no mesmo meio
e posteriormente mantidas em tubos com dgar inclinado em refri-
gerador a 4 °C.

Selecdo de microrganismos produtores de biossurfactantes

As cepas isoladas foram testadas para a producdo de biossur-
factantes em fermentagcdo submersa utilizando o meio de cultivo
composto por: extrato de levedura (10 g/L), sulfato de amonio (5 g/L),
fosfato de potéssio (5 g/L), sulfato de magnésio (0,5 g/L)*' e 1% de
6leo diesel como indutor da producio de biossurfactantes.

A ativag@o dos microrganismos foi realizada em meio Plate
Count (PC), a partir dos microrganismos mantidos em meio PCA
(Plate Count Agar), em erlenmeyers de 300 mL contendo 100 mL
do meio PC, com posterior incubac¢io em agitador orbital a 160 min!
por 48 h a 30 °C.
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A fermentacao foi realizada em erlenmeyers de 300 mL contendo
30 mL do in6culo previamente preparado e 70 mL do meio de cultivo,
a30°C, em agitador orbital a 160 min! durante 5 d. Amostragens fo-
ram realizadas no tempo inicial e a cada 24 h para a determinagio das
atividades emulsificantes 6leo em dgua (O/A) e dgua em 6leo (A/O),
a fim de estimar a produgio de biossurfactantes extracelulares.”!

Identificacio das cepas pré-selecionadas para a producio de
biossurfactantes

Os microrganismos selecionados como bons produtores de bios-
surfactantes apds os ensaios de fermentagido submersa foram identi-
ficados no Laboratdrio de Bacteriologia da Faculdade de Medicina
Veterindria da Universidade de Passo Fundo. Os microrganismos
foram isolados e plaqueados em Agar Sangue e Agar Maconkey e pos-
teriormente submetidos a caracterizagao fisioldgica e bioquimica.?>?

Estudo de meio de cultivo

As cepas selecionadas na etapa anterior foram utilizadas para a
avaliac@o da produgio de biossurfactantes. As modificagdes realizadas
no meio de cultivo utilizado na selecio foram em relag@o a concen-
tracdo e tipo de indutor e a adi¢@o ou nao de sulfato de amdnio (1%)
como fonte de nitrogénio. O meio contém também como fonte de
nitrogénio o extrato de levedura, portanto, objetivou-se verificar o
efeito da redugdo da concentrag@o de nitrogénio no meio de cultivo
sobre a producdo de biossurfactantes. Para tanto, foi utilizado um
Planejamento Fatorial Completo 23 (Tabela 1), a fim de se determinar
as varidveis significativas sobre a producdo de biossurfactantes. O
mesmo planejamento foi aplicado para cada uma das cepas selecio-
nadas na etapa anterior.

Tabela 1. Planejamento Fatorial Completo 2° para a avaliagdo da influéncia
do tipo de indutor, concentragio do indutor e presenga de sulfato de amdnio
sobre a produg¢do de biossurfactantes em fermentacdo submersa

Experimento Indutor Concentragio AdigéoAdg sulfato
de Indutor de amoénio (1%)

1 OS (-1) 1% (-1) Sem (-1)

2 OD (+1) 1% (-1) Sem (-1)

3 OS (-1) 2% (+1) Sem (-1)

4 OD (+1) 2% (+1) Sem (-1)

5 OS (-1) 1% (-1) Com (+1)

6 OD (+1) 1% (-1) Com (+1)

7 OS (-1) 2% (+1) Com (+1)

8 OD (+1) 2% (+1) Com (+1)

OS: 6leo de soja; OD: éleo diesel.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 300 mL
com 100 mL de meio inicial e inoculagido na razdo de 1:10 com
inéculo previamente preparado. Os experimentos foram mantidos
em agitador orbital a 30 °C durante 4 d, sendo retiradas aliquotas no
tempo inicial e nos tempos de 2 d e de 4 d. A produgio de biossurfac-
tantes nesta etapa foi avaliada com base na determinacio da tensdo
superficial do meio, sendo esta realizada em triplicata.

Determinacdes analiticas
As atividades emulsificantes (AE) 6leo em dgua (O/A) e dgua em

6leo (A/O) foram determinadas segundo metodologia proposta por
Martins et al.** utilizando-se 3,5 mL de extrato e 2 mL de 6leo de milho.
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A mistura foi agitada em agitador vértex a 700 m™!, por 1 min. Apés 60
min de repouso foi lida a absorbancia do meio emulsificado O/A em
espectrofotdmetro a 610 nm. A leitura foi realizada diminuindo-se a
absorbancia do branco (Equacdo 1), obtida a partir da leitura da amostra,
dessa forma, obteve-se a atividade emulsificante O/A. Ap6s 24 h de
repouso foi realizada a leitura da altura da emulsdo A/O formada e da
altura total (altura da emulsdo mais altura da camada remanescente de
6leo), dividiu-se o valor da altura da emulsdo pelo total e multiplicou-se
por 100 para verificar a relagdo centesimal entre as alturas (Equacéo 2),
ainda diminui-se a emulsdo do branco da emulsdo da amostra gerando
a atividade emulsificante A/O (Equagao 3). O branco foi preparado
utilizando dgua no lugar da amostra.

AEO/A = (Eamoslra - Ehranco)' D (1)
E= (hemulséo /hlolal)' 100 (2)
AE‘A/O = (Eamostra - Ebranco)' D (3)

sendo: AE = atividade emulsificante (UE); O/A = dleo em &gua;
A/O = dgua em 6leo; ABS = absorbancia; E = rela¢do centesimal
entre a altura da emulsdo dgua/6leo e a altura total; D = dilui¢do da
amostra em dgua.

Segundo Matsuura’, para verificar a producao de biossurfac-
tante numa cultura microbiana € necessario haver um método para
determinar a atividade surfactante e o método mais empregado ¢ a
medig¢do da tensdo superficial do sobrenadante. Neste sentido, a tensdo
superficial dos meios foi realizada na auséncia de células de acordo
com o método do anel (Du-Nuoy’s ring method).

Tratamento dos dados

Os resultados foram avaliados com base na andlise de varidncia, a
qual foi obtida a partir do médulo Experimental Design do Software
Statistica 6.0, utilizando os valores referentes a redugdo da tensdo
superficial no quarto dia de fermentag@o, para melhor compreensao
dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecdo de microrganismos produtores de biossurfactantes

Foram isoladas cinco cepas de microrganismos do solo con-
taminado com dleo diesel, denominadas X, a X;, sendo que todas
foram testadas para a produ¢a@o de biossurfactantes em fermentagao
submersa. Esta € a técnica de fermentag@o mais relatada na literatura
para a producdo destes compostos em virtude de varidveis como
a homogeneidade do meio, o pH e a transferéncia de calor serem
mais facilmente controladas e devido a facilidade e simplicidade
de operagdo.”

As Figuras 1 e 2 apresentam as atividades emulsificantes O/A e
A/O obtidas durante a fermentagao a partir dos cinco microrganismos
isolados. Com excecdo do microrganismo X,, todos apresentaram
aumento na atividade de emulsdo O/A em relagdo ao tempo inicial.
As méximas atividades O/A foram obtidas entre o segundo e tercei-
ro dias de cultivo. O microrganismo X foi o que produziu a maior
atividade de emulsifica¢do O/A, de 7,16 UE.

Em relagdo as atividades emulsificantes A/O, pode-se observar
que os microrganismos X, e X; ndo apresentaram atividade de
emulsificagdo dgua em d6leo. O microrganismo X, apresentou maior
atividade emulsificante em 5 d (62 UE) e o X, (154 UE) em 2 d de
fermentacdo. No 5° dia de fermentagdo foi observada a maxima
capacidade de emulsificac@o para o microrganismo X, (201,60 UE).

A maxima atividade emulsificante O/A, obtida a partir do micror-
ganismo X, foi de 7,16 UE. J4 para atividade emulsificante A/O, o
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Figura 1. Atividade emulsificante O/A durante a fermentagdo submersa para
a produgdo de biossurfactantes a partir de microrganismos isolados de solo
contaminado com 6leo diesel
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Figura 2. Atividade emulsificante A/O durante a fermentagdo submersa para
a produgdo de biossurfactantes a partir de microrganismos isolados de solo
contaminado com 6leo diesel

microrganismo X, foi o que apresentou a maior atividade, de 201,6
UE. Estas atividades emulsificantes podem ser consideradas altas
quando comparadas as obtidas em outros estudos. Rodrigues et al.?
realizaram a produg¢@o de biossurfactantes em fermentagao em estado
solido por Aspergillus fumigatus obtendo o valor maximo de atividade
emulsificante O/A em torno de 6,1 UE e para atividade emulsificante
O/A o valor mdximo encontrado foi em torno de 144,5 UE. Bortoluzzi
et al”’ verificaram a producdo de biossurfactantes a partir de uma
cepa de Aspergillus sp. em fermentacdo em estado sélido obtendo
atividades emulsificantes O/A de 6,52 UE e de A/O de 91,80 UE.

Pinto er al.® verificaram a produc@o de biossurfactantes uti-
lizando quatro culturas: Corynebacterium aquaticum (Cultura
1), Corynebacterium aquaticum e Bacillus sp. (Cultura 2),
Corynebacterium sp., Bacillus cereus e Bacillus mycoides (Cultura
3) e Bacillus subtilis (Cultura 4). As culturas foram isoladas de
efluentes provenientes da lavagem de caminhdes transportadores de
combustiveis, exceto a tltima, sendo a producdo realizada em fer-
mentacdo submersa. As maiores atividades emulsificantes, tanto O/A,
quanto A/O foram obtidas em 60 h ou 72 h de cultivo. As maximas
atividades emulsificantes O/A e A/O encontradas foram obtidas nos
meios fermentados pela Corynebacterium aquaticum, de 160,34 UE
e 24,84 UE, respectivamente. Comparando os valores de Pinto et al.
(2009) com os deste estudo verifica-se que a atividade emulsificante
O/A foi menor, mas a atividade emulsificante A/O atingiu valores
bem mais elevados.

Martins et al.” estudaram a influéncia das varidveis na producgéo
de lipases concomitantemente com a produgdo de biossurfactantes,
sendo usados dois diferentes fungos. As maximas atividades emulsi-
ficantes, para o fungo Phialemonium sp., foram de 12,21 UE g para
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O/A e 6,11 UE g'! para A/O, ja para o fungo Aspergillus fumigatus as
maximas atividades emulsificantes foram de 11,54 UE g'! para O/A
e 7,36 UE g para A/O.

A partir dos resultados de atividades emulsificantes O/A e A/O
foram calculadas as produtividades maximas das emulsdes no tempo
apa rdaEquagio 4, sendo os resultados apresentados na Tabela 2.

Atividade maxima — Atividade inicial

Produtividade maxima = 4
Tempo

Tabela 2. Produtividade de emulsido O/A e A/O para os cinco microrganismos
testados

Microrga- Ati\fi(?ade Atiyifiade Tempo ProduEiV.ida-
. AE Inicial méxima de méaxima
fsmo (UE) (UE) @ (UE/d)
X, O/A 6,21 - - -
A/O 0 62,74 5 12,54
X, O/A 5,18 7,31 3 0,71
A/O - - - -
X, O/A 4,39 6,99 3 0,86
A/O - - - -
X, O/A 3,12 5,13 3 0,67
A/O 0 201,60 5 40,32
X O/A 2,38 7,10 5 0,94
A/O 0 154,5 2 77,25

X, a X,: microrganismos testados para a produgio de biossurfactantes.

Considerando a produtividade de emulsdo O/A o microrganismo
que se destacou por ter maior producdo dia foi o microrganismo X
com 0,94 UE/d, seguido pelo microrganismo X, com 0,86 UE/d. Os
microrganismos X, e X foram os melhores produtores de compostos
com atividade emulsificante A/O, com produtividades de 40,32 UE/d e
77,25 UE/d, respectivamente. Assim, os microrganismos selecionados
para as etapas posteriores foram o X, e X..

Identificacio dos microrganismos selecionados

Os resultados da identificagdo bioquimica dos microrganismos
X, e X, estdo apresentados no Quadro 1. Para identificacdo dos
microrganismos X, e X inicialmente utilizou-se Agar Sangue como
meio de cultivo. O microrganismo X, ficou identificado como sendo
do género Bacillus. O microrganismo X, foi cultivado também em
dgar MacConkey a fim de se confirmar o tipo microbiano, tendo sido
identificado como do género Pseudomonas. Com base nos dados da
identificagdo bioquimica supde-se que sejam cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus pumilus, entretanto, para confirmagdo seria
necessdria a realizacdo da andlise da reaciio em cadeia da polimerase
(PCR) através do gene RNA ribossomal 16S, conforme relatado por
Bueno et al.*

Para a classificacdo do género Pseudomonas devem ser conside-
radas algumas caracteristicas metabdlicas. O género Pseudomonas é
produtor de citocromo-oxidase, sendo que a presenca desta enzima
¢ usada para diferenciar o grupo das Pseudomonas do grupo das
Enterobacteriaceae. Apresentam metabolismo oxidativo e utilizam
relativamente poucos carboidratos para seu crescimento.’!

Microscopicamente as bactérias do género Pseudomonas sao
bacilos gram-negativos retos ou ligeiramente curvos, com dimensdes
entre 0,5 — 1,0 um de largura e 1,5 — 5,0 um de comprimento, néio
formadores de esporos, integrante da familia Pseudomonadaceae.
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Quadro 1. Resultados dos testes bioquimicos utilizados para a identificacao

dos géneros microbianos

Decesaro et al.

Agar Agar Sangue Agar Sangue Ma?Cg(?;key
MORFOLOGIA/COLONIAS
Tamanho Pequeno Pequeno Pequeno
Bogioalzlrl:i(;rsma Irregular Irregular Circular
Tipo de -
Elevagio Achatada Umbilical Convexa
. Opaca .
Densidade - Opaca Translicida
Trasnldcida
Consisténcia Cremosa Cremosa Mucosa
Cor Verde Escuro Verde Escuro Rosa
e | x 0
Bacilo/Coco Bacilo Longo Bacilo Longo Bacilo Curto
Gram ) Q) )
PROVAS BIOQUIMICAS
Catalase +) (+) (+)
Oxidase (-) (+) (+)
Coagulase

OF + Glicose NR Fermentagdo izr)zlg;ttiifl)o
TSI - Base Acido Alcalino NR
TSI - Bisel Acido Acido NR
TSI-H2S ) ) )

TSI - Gas (+) (+) (-)

LIA — Base Acida Alcalino Acida

LIA - Bisel Alcalino Alcalino Alcalino
LIA — H2S (-) (-) (-)

SIMgaZ’:’““' Imével Movel Mével
SIM - H2S (-) (-) (-)

SIM — Indol (-) (-) (-)
UREASE ) ) )
CITRATO +) +) (+)

VM ) Q) +)

Diagnéstico Bacillus Pseudomonas Pseudomonas

Macroscopicamente, o género Pseudomonas cresce formando co-
l6nias irregulares e opacas, em uma faixa ampla de temperaturas.
A maioria das cepas produz pigmentos hidrossoliveis tais como a
pioverdina, o qual confere ao meio de cultura coloragio esverdeada.®
As caracteristicas obtidas na literatura corroboram com as obtidas
para o género Pseudomonas em testes realizados para este estudo.

O género Bacillus, pertencente a familia Bacilliaceae, consiste em
microrganismos gram-positivos. Taxonomicamente, de acordo com
a segunda edi¢éio do Manual Bergey,** o género Bacillus pertencente
a familia I de Bacilliaceae.

Microscopicamente as células bacterianas do presente gé€nero
tém uma dimensdo que varia 0,5-2,5 um x 1,2-10 pm e macrosco-
picamente podem ser observadas colonias de 2 a 4 mm didmetro de
formas redondas, borda lisa, irregular, e de consisténcia cremosa.*

Em estudo realizado por Sirtori,* aps caracterizagdo bioquimica
obteve-se que as coldnias do microrganismo analisado eram amplas,
membranosas e irregulares, sendo a bactéria catalase positiva e
oxidase negativa, dessa maneira os testes indicaram que a bactéria
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pertencia ao género Bacillus. As caracteristicas do microrganismo
identificado como Bacillus deste trabalho foram iguais confirmando
o género do mesmo.

Bognolo' relatou que biossurfactantes produzidos por
Pseudomonas demonstraram resultados promissores na remog¢ao
de concreto asfaltico de petréleo (CAP) em areias contaminadas.
Rocha®, em seu estudo, utilizou uma cepa de Pseudomonas aerugi-
nosa isolada a partir de efluente contaminado com 6leo de um navio
petroleiro. Com base nos estudos de estabilidade dos biossurfactantes
produzidos verificou-se que o mesmo pode ser aplicado na biorreme-
diacdo, em ambientes com alta salinidade, temperatura e pH elevado,
como por exemplo derramamento de petréleo em alto mar.

Os microrganismos identificados sdo comumente isolados em
solos contaminados com residuos oleosos, podendo estar envolvidos
nos processos de biodegradagao destes e na producdo de biossurfac-
tantes. Bueno er al.** isolou uma cepa de Bacillus pumilus de um
solo contaminado por hidrocarboneto, que foi capaz de degradar o
petréleo bruto e apresentar atividade bacteriostatica e fungistatica.

Em um trabalho realizado por Bento et al.*® foram caracterizados
biossurfactantes produzidos por populacdes microbianas de solos dos
Estados Unidos e da China, contaminados com 6leo diesel. Dentre
as bactérias produtoras, o Bacillus pumilus foi a bactéria que reduziu
significativamente a tensao superficial e aumentou a emulsificacao do
diesel em 59%. Os biossurfactantes produzidos por Bacillus pumilus
em amostra isolada a partir de residuos de 6leo demonstraram ser esta
bactéria um agente promissor para aplicagdo ambiental.”

Estudo de meio para aumento da producao
Nas Figuras 3 e 4 encontram-se os resultados de tensdo superficial

dos meios de cultivo nos tempos inicial, 2 d e 4 d de fermentagio
com as bactérias Pseudomonas e Bacillus.
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Figura 3. Tensdo superficial dos meios livres de células para a produgdo de
biossurfactantes em fermentagdo submersa por Pseudomonas
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Figura 4. Tensdo superficial dos meios livres de células para a produgdo de
biossurfactantes em fermentagdo submersa por Bacillus

A Tabela 3 apresenta o percentual de redugio da tensdo superficial
juntamente com o desvio padrdo para as bactérias Pseudomonas e
Bacillus tempos 2 d e 4 d, calculado de acordo com a Equagio 5.
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Tensdo superficialy,;.;, — Tensdo superficialg
Percentual de Redugdo = P Inicil P ool

(&)

Tensdo superficialipicial

Segundo Cooper e Paddock,* um organismo é considerado
promissor produtor de biossurfactante quando produz compostos
tensoativos com tensdo superficial inferior a 40 mN/m, sendo que
ambos os microrganismos estudados neste trabalho possibilitaram a
redugdo das tensdes superficiais dos meios a valores inferiores a este.
Todavia, para um biosurfactante ser considerado eficiente € necessério
que este valor esteja abaixo de 35 mN/m. Para estes experimentos,
somente a bactéria Bacillus atingiu este valor.

Tabela 3. Percentual de reducio da tensdo superficial para Pseudomonas e
Bacillus no tempode 2de 4 d

% Reducao da tensdo superfi- % Reducdo da tensdo superfi-

Experimento _ ¢1al em 2 d de bioprocesso  cial em 4 d de bioprocesso
Pseudomonas  Bacillus ~ Pseudomonas  Bacillus

1 7,95+1,05  27,78+£0,69  20,86+2,27  33,33+0,96

2 2,17+1,26 4,65£1,08  11,59+4,22  11,63%1,67

3 2,68+1,01  2745%1.41 10,74+0,42  31,37+0,36

4 5,2240,42 4,881+2,96 7,4613,48 7,3242,27

5 1441041  21,57£1,13  8,63+0,09  31,37+1.,13

6 5,07£1,10 7,5010,10 15,2240 5,00£2,74

7 420+1,18  24,00£1,04  6,29+1,16  32,00+0,77

8 4,41£1,27 4,88+1,37 8,82+1,26 9,76%1,24

Verificou-se a diminui¢io da tensdo superficial do meio no decor-
rer do tempo de fermentacao para as duas bactérias estudadas (Figuras
3 e4), o queindica a produgdo de compostos tensoativos no meio de
cultivo. A maior redugio tanto para Pseudomonas como para Bacillus
ocorreu no experimento 1, porém, a reducdo da tensdo superficial
para Pseudomonas foi de 20% enquanto que para o Bacillus foi na
ordem de 33%, obtendo-se tensdo superficial final de 35,67 mN/m.

Analise estatistica do efeito das variaveis sobre a reducio da
tensao superficial

Os resultados da andlise estatistica dos dados de produgao de bios-
surfactantes pela Pseudomonas estao apresentados nas Tabelas 4 e 5. A
Tabela 4 apresenta a andlise de variancia dos dados de redugio da tensdo
superficial em 4 d de fermentagdo (em comparacdo com o tempo inicial)
em fungdo das varidveis indutor, concentracdo de indutor e presenga
da fonte de nitrogénio. A Tabela 5 apresenta os efeitos estimados das
varidveis e os coeficientes de regressdo do modelo matematico que
representa a tensdo superficial em funcéo das variaveis.

Verifica-se que todas as varidveis estudadas apresentaram efeitos
principais negativos, o que significa que a maior reducio na tensdo
superficial dos meios ocorreu nos niveis inferiores das varidveis, ou
seja, com 6leo de soja como indutor na concentracio de 1% e sem
a fonte de nitrogénio.

O coeficiente de determinag¢do (R?) do modelo matemdtico
(Equag@o 6), que ¢ uma medida de qualidade do modelo em relacdo a
sua habilidade de estimar corretamente os valores da varidvel resposta,
foi de 0,83, validando a superficie de resposta apresentada na Figura 5.

RTS = 11,94 - 0.45.X, | 3.40.X, — 1,55.X, + 0,07.X,.X, +
2,73.X,.X, + 0,87.X,.X, (6)

Os resultados da andlise estatistica dos dados de producéo de
biossurfactantes pelo Bacillus estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 4. Andlise de variancia dos dados de redug@o da tensdo superficial
em 4 d de fermentacdo em comparagdo com o tempo inicial em funcdo das
varidveis do Planejamento Fatorial Completo 23 para a Pseudomonas

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado N}Vel' de
L . P Valor F  signifi-
variagao quadrados liberdade médio Ao
cancia (p)
(X,) Indutor 4,860 1 4,860 0,785 0,388
(X,) Conc. indutor 277,796 1 277,796 44,89 0,000
(X;) Presenca de 58,264 1 58,264 9,413 0,007
sulfato de amdnio
X, X, 0,125 1 0,125 0,020 0,889
XX 179,230 1 179,230 28,96 0,000
X,. X, 18,420 1 18,420 2,976 0,103
Erro 105,226 17 6,189
Soma dos 643,922 23

quadrados totais

Tabela 5. Efeitos estimados das varidveis e coeficientes de regressiao do
modelo matemdtico que representa a reducdo da tensdo superficial em funcdo
das varidveis na producdo de biossurfactantes por Pseudomonas

Fonte de Efeitos Coeficientes de  Nivel de signifi-
variagao estimados regressao cancia (p)
Média 10,947 10,947 0,000
(X,) Indutor -0,900 -0,450 0,388
(X,) Conc. indutor -6,804 -3,402 0,000
(X,) Presenca de -3,116 -1,558 0,007
sulfato de amonio
X,.X, 0,144 0,072 0,889
X,. X, 5,465 2,732 0,000
X,. X, 1,752 0,876 0,103
25
X
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Figura 5. Superficie de resposta da redugdo da tensdo superficial dos meios
considerando os resultados de 4 d de fermentag¢do em comparagdo com o
tempo inicial para a bactéria Pseudomonas em fungdo da presenga de sulfato
de amonio e da concentragdo de indutor

A Tabela 6 apresenta a andlise de varidncia dos dados de redugdo
da tensdo superficial em 4 d de fermentacdo em comparagdo com o
tempo inicial em funcéo das varidveis indutor, concentracdo de indutor
e presenca da fonte de nitrogénio. A Tabela 7 apresenta os efeitos
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estimados das varidveis e os coeficientes de regressdo do modelo ma-
temdtico que representa a tensdo superficial em fungio das varidveis.

Tabela 6. Andlise de variancia dos dados de redugdo da tensdo superficial
em 4 d de fermentacdo em comparagdo com o tempo inicial em fungio das
varidveis do Planejamento Fatorial Completo 2° para a Bacillus

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado N.l ve! de
. . e Valor F  signifi-
Variacdo quadrados liberdade médio a .
cancia (p)
(X,) Indutor 2854,334 1 2854,334 1066,71 0,000
(X,) Conc. indutor 2,050 1 2,050 0,766 0,394
(X,) Presenca de 8,932 1 8,932 3,338 0,085
sulfato de amonio
X,.X, 0,003 1 0,003 0,001 0,973
X,. X, 7,296 1 7,296 2,727 0,117
X,.X, 22,685 1 22,685 8,478 0,009
Erro 45,489 17 2,676
Soma dos 2940,789 23

quadrados totais

Tabela 7. Efeitos estimados das varidveis e coeficientes de regressao do
modelo matematico que representa a reducio da tensdo superficial em funcao
das varidveis na producio de biossurfactantes por Bacillus

Fonte de Efeitos Coeficientes de Nivel de
variagiao estimados regressao significancia (p)
Média 21,388 21,388 0,000
(X,) Indutor -21,811 -10,905 0,000
(X,) Conc. indutor -0,584 -0,292 0,394
(X;) Presenca de -1,220 -0,610 0,0853
sulfato de amdnio
X,.X, -0,023 -0,011 0,973
X,. X, -1,103 -0,551 0,117
X,.X, 1,944 0,972 0,009

Assim como para os resultados obtidos com a Pseudomonas,
nas fermentagdes com o Bacillus verificou-se que todas as varidveis
estudadas apresentaram efeitos principais negativos, o que significa
que a maior redugdo na tensdo superficial dos meios ocorreu com
6leo de soja como indutor na concentragdo de 1% e sem a adigdo da
fonte de nitrogénio.

O R?, do modelo matematico (Equacéo 7) foi de 0,98, validando
as superficies de resposta apresentadas na Figura 6.

RTS =21,38 - 10,95.X,0,29.X, - 0,61.X, — 0.,01.X,.X, —
0,55.X,.X, + 0.97.X, X, )

A varidvel adi¢do da fonte de nitrogénio somente foi expressiva
considerando-se um intervalo de confianga de 90%. Verificou-se
(Figura 6) que o 6leo de soja foi o indutor que possibilitou a maior
redugdo da tensdo superficial.

O ¢6leo de soja foi utilizado como indutor na produgdo de bios-
surfactantes em trabalhos realizados por outros autores, como Lima
et al.,*! que produziram biossurfactantes por cepas de Pseudomonas
aeruginosa utilizando diferentes concentragdes de 6leo de soja resi-
dual, nitrato de amonio e levedura cervejeira residual. A producao de
biossurfactante foi monitorada, sendo que as linhagens foram capazes
de reduzir a tensdo superficial para 26 mN/m na concentragdo de 1,5%
de 6leo de soja e 0,1% de nitrato de amonio.

Quim. Nova
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Figura 6. Superficie de resposta da redugdo da tensdo superficial dos meios
considerando os resultados de 4 d de fermentagdo em comparagdo com o
tempo inicial para a bactéria Bacillus em fungdo da presenga de sulfato de
amonio e da concentragdo de indutor

Oliveira*? objetivou verificar a produgdo de biossurfactante pela
bactéria Bacillus pumilus utilizando glicose, sacarose, vinhaca, 6leo
residual de fritura e melago como substrato e avaliar o potencial para
aplicacdio na biorremediagdo envolvendo dleo residual de fritura.
Ainda, segundo Saharan, Sahu e Sharma,” o residuo proveniente
de fritura de alimentos se apresenta como uma fonte alternativa de
carbono de baixo custo podendo ser utilizado para a produgdo de
biossurfactantes.

O dleo de soja apresentou melhores resultados na reducdo da
tensdo superficial que o 6leo diesel (p<0,05) como indutor da pro-
ducio de biossurfactantes. Isto pode ser explicado pelo 6leo de soja
ser constituido por estruturas organicas simples (4dcidos graxos, cuja
cadeia contém 8 a 20 atomos de carbono), mais facilmente meta-
bolizaveis que os compostos constituintes do 6leo diesel (mistura
complexa de centenas de hidrocarbonetos constituidos por 8 a 40
atomos de carbono e hidrogénio e, em menor quantidade, por subs-
tancias cuja férmula quimica contém atomos de enxofre, nitrogénio,
metais, oxigénio e outros).*

O dleo de soja pode ter sido primeiramente hidrolisado por
lipases produzidas pelos microrganismos, sendo transformados em
glicerol e dcidos graxos. O glicerol formado, por sua vez, pode ser
esterificado com dcidos graxos livres,* possibilitando a biossintese
de glicolipidios de baixo peso molecular, semelhantemente ao que
ocorre nas reagdes de sintese organica de biossurfactantes com lipases.

Por outro lado, os dcidos graxos oriundos da hidrélise do 6leo
de soja podem ser utilizados como substrato para a sintese da fra-
¢do lipidica dos biossurfactantes, sendo metabolizados a partir da
B-oxidagido e reutilizados para a sintese de bioemulsificantes, como
mencionado por Kitamoto er al..*®

J4 a metabolizacdo do dleo diesel pode ter sido dificultada pelo
fato dos hidrocarbonetos presentes no dleo diesel serem de mais dificil
utilizagdo para a sintese dos biossurfactantes. Em comparagio, os
hidrocarbonetos de cadeia linear (alcanos, alcenos) primeiramente
precisam ser convertidos a alcodis, aldeidos e posteriormente a dcidos
graxos, para somente depois serem convertidos pela b-oxidacgdo.*’
J4 a utilizagdo dos compostos aromdticos como os HPAs e BTEX,
presentes no 6leo diesel, envolve a conversao do substrato aromético
em um metabdlito como o catecol, com posterior abertura do anel
por enzimas denominadas dioxigenases e conversio a compostos
como acetil-CoA, oxalato e piruvato, os quais sdo intermedidrios do
processo respiratério.*®
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Em relacdo a influéncia da adicdo de sulfato de amdnio no meio
de cultivo, em nosso trabalho os melhores resultados de reducdo da
tensdo superficial foram obtidos na auséncia deste. J4 no trabalho de
Rocha et al.,”* a Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 foi utilizada
para a producdo de biossurfactantes em suco de caju adicionado de
6leo de soja e diferentes fontes de nitrogénio (peptona, NaNO,, e
(NH,),S0,), sendo que a peptona foi vantajosa em rela¢@o ao nitrato
de sddio e sulfato de amonio, obtendo-se redugdes da tensdo super-
ficial de até 41%, com tensdes superficiais finais de 29,50 mN/m.

Santa Anna ef al.*® utilizaram como fontes de nitrogénio o
NaNO,, (NH,),SO, e CH,N,O para a produg¢do de biossurfactantes
por P. aeruginosa e demonstraram que o nitrato de sédio foi me-
lhor que o sulfato de amonia e a uréia. O resultado foi explicado
pelo fato da assimilagdo do nitrato envolver a redug@o até amonio
e posterior assimilagdo através da via glutamina-glutamato, o que
significa que a assimilagdo desta fonte de nitrogénio € mais lenta,
indo ao encontro da limitag@o de nitrogé€nio necessdria para a sintese
de biossurfactantes.

A literatura indica que a produg@o de biossurfactantes ocorre na
limitagdo da fonte de nitrogénio. Quando a limitagio por nutrientes
inicia, o crescimento microbiano diminui, mas a fonte de carbono
continua sendo transportada as células para a biossintese de lipidios.
Os produtos finais formados podem ser lipidios, polissacaridios e
polimeros de estocagem como o poli-hidroxibutirato. Os nutrientes
limitantes podem ser o nitrogénio, ferro, magnésio e f6sforo.!® Este
comportamento, de maior producdo de biossurfactantes na limitagao
de nitrogénio, foi 0 mesmo observado em nosso trabalho.

As bactérias do género Bacillus requerem a adi¢do de fontes
de nitrogénio no meio de cultivo visto que os biossurfactantes que
produzem sdo principalmente do tipo lipopetideos, a fim de compor
a parcela da estrutura do biossurfactante composta pelos peptideos.
Cabe mencionar, entretanto, que o meio de cultivo utilizado neste
trabalho para a producdo dos biossurfactantes continha o extrato
de levedura como componente, o qual também € considerado uma
fonte de nitrogénio.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com a literatura
em relacdo a produ¢do de biossurfactantes pelos microrganismos
Pseudomonas e Bacillus, demonstrando o potencial de produgdo de
biossurfactantes por microrganismos isolados de locais contaminados
com residuos oleosos, dado o importante papel destas biomoléculas
nos processos de metabolizacdo de estruturas lipidicas e, portanto,
na sua biodegradacio. Estes microrganismos sdo promissores para a
viabilizagdo do uso comercial dos biossurfactantes, quando produ-
zidos em meios de baixo custo e na presenca de indutores, podendo
contribuir na redu¢do do custo dos biossurfactantes, principal barreira
a0 seu uso em maior escala.

CONCLUSAO

Os microrganismos selecionados como produtores de emulsifi-
cantes foram identificados como sendo dos géneros Pseudomonas
e Bacillus.

No estudo de meio de cultivo para a producao de biossurfactan-
tes por ambos os microrganismos, os melhores resultados de redugéo
de tensdo superficial foram encontrados utilizando 1% de dleo de
soja como indutor e sem a adicao de sulfato de amdnio como fonte
de nitrogénio. Os microrganismos estudados foram capazes de re-
duzir a tensao superficial dos meios de fermentacio para 34 mN/m
(Bacillus) e 39 mN/m (Pseudomonas). Os resultados de producdo
de biossurfactantes por estas cepas sao promissores, corroborando
com a literatura que menciona que cepas microbianas isoladas de
solos contaminados com residuos oleosos sdo potenciais produtoras
destes compostos.
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