TANIA MARIA DA SILVA LIMA

PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES VISANDO AO TRATAMENTO DE
BORRA OLEOSA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagao em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2003



TANIA MARIA DA SILVA LIMA

PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES VISANDO AO TRATAMENTO DE
BORRA OLEOSA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacao em Microbiologia Agricola,
para obtengdo do titulo de Magister

Scientiae.
APROVADA: 01 de agosto de 2003.
Prof. Arnaldo Chaer Borges Prof®. Maria Catarina M. Kasuya
(Conselheiro) (Conselheira)
Prof?. Ann H. Mounteer Prof. Mauricio Dutra Costa

Prof. Marcos Rogério Tétola
(Orientador)



A Deus, por me permitir aleancar uma conquista a mais na minha careeira.

Aos meus pais Vicente (in memorian) e Maria, pelo amor, pelo apoio e pela compreensio que nunca me faltaram.

Aos meus irtmaos pela amizade e pelo carinho.

A minha prima e grande amiga Jlmara Lima.

i



AGRADECIMENTOS

A Deus, pois ndo houve um sé momento em minha vida que me

sentisse abandonada por ele.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Microbiologia,
pela oportunidade de realizagc&do do curso.

Ao Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
concesséo da bolsa de estudos.

Ao professor Marcos Rogério Toétola, meu orientador, cujos valiosos
ensinamentos transmitidos, a paciéncia, a dedicacdo e o apoio foram

fundamentais para a transposicédo desta etapa de minha vida.

Aos professores, Arnaldo Chaer Borges e Mauricio Dutra Costa, pelo

apoio e ajuda que nunca me foram negados.

As professoras Maria Catarina Megumi Kasuya, Elza Fernandes de
Araujo e Célia Alencar de Moraes, pelos aconselhamentos e por serem tao

amigas e prestativas.

Ao professor Luis Henrique Mendes pelo importante auxilio e presta-
tividade.

A todos os professores do Departamento de Microbiologia Agricola,
pelos ensinamentos que me ajudaram, direta ou indiretamente, na conclusao

deste trabalho.

il



A todos os funcionarios do BIOAGRO, pela amizade e ajuda no bom

funcionamento do laboratodrio.

As secretarias do Departamento de Microbiologia, Nilcéia, Aparecida e

Laura, pela amizade e simpatia em nos atender a qualquer momento.

A todos os colegas do laboratorio, pela ajuda na parte experimental para

a conclusao deste trabalho.

A Andréia Faria pela amizade, apoio moral e ajuda na condugé&o dos

experimentos.

A minha mae Maria Lima, pelo imenso amor dedicado e pelo apoio

incansavel.

Aos meus irmdos e sobrinhos, por alegrarem a minha vida com sua

existéncia.

A minha prima e grande amiga que mesmo a distancia sempre pude

contar com seu apoio.

Ao Thiago Veiga pela amizade, compreenséo, pelo apoio e pela for¢a

nos momentos dificeis que aqui passamos.

A Cassia Tétola, Fernanda Feitosa e Andréa Ribon pela amizade,
paciéncia, compreensdo, apoio nos melhores e maus momentos que tive

nessa etapa da minha vida.

A todos os colegas do curso, pela amizade, pelos momentos de

descontragéo e pela ajuda nos momentos mais criticos.

Aos verdadeiros amigos que aqui encontrei, Chelen Santos, Anténio

Galvao, José Renato, Claudia Alencar e Daniele Ferreira.

v



BIOGRAFIA

TANIA MARIA DA SILVA LIMA, filha de Vicente de P. Corréa Lima e
Maria da Silva Lima.

Em margo de 1998, ingressou na Universidade Federal do Para — UFPA,
onde, em julho de 2001, graduou-se em Quimica Industrial.

No periodo de agosto de 1999 a julho de 2001, foi bolsista do
PIBIC/CNPq sob orientacao do professor Alberto Cardoso Arruda.

Em abril de 2002, iniciou o Curso de Mestrado em Microbiologia Agricola
na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, na area de Microbiologia
Ambiental, com projeto de pesquisa em “Produgdo de Biossurfactantes

Visando ao Tratamento de Borra Oleosa’.



iNDICE

1. INTRODUGAO ...ttt
2. REVISAO DE LITERATURA ...,
2.1. Classificagdo, Natureza Quimica e Origem Microbiana dos
Biossurfactantes............cooooiiiiiiii e,

2.2. Propriedades Fisico-Quimicas dos Biossurfactantes ...............
2.3. Caracterizagao e Quantificagdo dos Biossurfactantes .............
2.4. Sintese de Biossurfactantes..........ccccccceeeiiiiiiiiiici
2.5. Fatores que Afetam a Producao de Biossurfactantes ..............
2.6. Aplicacao de Biossurfactantes na Industria do Petrdleo...........
2.6.1. BiorremediaGao .........ccovuuiuiiiiieeeeeeei e
2.6.2. Limpeza de Reservatorios de Oleos...........cooveoveoeeeeeeeieeeennn
2.6.3. Recuperagao Melhorada do Petroleo (MEOR)......................

3. MATERIAL E METODOS.......oeieeee oo,
3.1. Coleta da Borra Ole0Sa...........ceeiiiiiiiiiiiiiciee e
3.2. Caracterizacao da Borra Oleosa ..........ccoveeeeeeeiiiieeeiiiiceeeeeeenn.
3.3. Isolamento de MiCrorganiSmMOS............uuuueveiiiiriiieiiieieeeeeeeeeeeeeee
3.4. Triagem dos Isolados Produtores de Biossurfactantes .............
3.5. Determinacdo da Temperatura Otima de Crescimento dos
Isolados Produtores de Biossurfactantes ............ccccovevvvvnnnnnnn.n.

3.6. Identificacdo dos Isolados Produtores de Biossurfactantes.......
3.7. Testes para Otimizacido da Producgao de Biossurfactantes........
3.8. Tratamento da Borra Oleosa com os Biossurfactantes .............
3.9. Analises Estatisticas..........ccccooviiiiiiii i,
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooiiieeieeeeee e,

4.1. Caracterizacido da Borra Oleosa

vi

10
11
12
12
14
15
17
17
17
18
20

21
21
22
24
24
25
25



4.2. Isolamento e Selecdao de Microrganismos Produtores de

Biossurfactantes.............ouoiiiiiiiiiiiiic e,

4.3. Tensao Interfacial e Concentracdo Critica Micelar (CCM).........
4.4. Formagao e Estabilidade de Emuls@o...........cccccceeveiiiiiiiiinnnnnnn.
4.5. Tratamento da Borra Oleosa com os Biossurfactantes Obtidos
5. CONCLUSOES. ...t et
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot

APENDICE A

Vil

26
29
39
44
46
47
55



RESUMO

Lima, Tania Maria da Silva. Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2003. Producao de Biossurfactantes Visando ao Tratamento de Borra
Oleosa. Orientador: Marcos Rogério Toétola. Conselheiros: Arnaldo Chaer
Borges, Maria Catarina M. Kasuya e Luis Henrique Mendes da Silva.

O presente estudo objetivou otimizar a produgao de biossurfactantes por
diferentes culturas bacterianas, em diferentes meios de cultura e com
diferentes fontes de carbono, para aplicacdo no tratamento da borra oleosa
sedimentada nos tanques de armazenamento de 6leo combustivel da RECAP
(SP), pertencentes a Petroleo Brasileiro S/A (). Trinta e seis isolados, sendo 15
pertencentes ao Laboratério de Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio
Ambiente (BBMA) e 21 isolados da amostra de borra, foram avaliados quanto a
producao de biossurfactantes. Dentre os 15 isolados com essa caracteristica,
foram selecionados cinco para a realizacdo dos ensaios de otimizacdo da
producado de biossurfactantes. Os isolados foram identificados pela analise de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) utilizando o sistema Sherlock da
Microbial Identification System (MIDI, Newark, DE, EUA) como Pseudomonas
aeruginosa (88A), Bacillus subtilis (155) e Arthrobacter sp. (201). Os isolados
111A e 191 ndo foram reconhecidos pelo sistema Sherlock. A concentracao
micelar critica (CMC) dos biossurfactantes nos meios de cultura, apds a

remocgao das células, foi estimada por quantificacdo da tensao superficial pelo
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método de du Nouy. A diluicao micelar critica ficou entre 0,01% e 1% do meio,
indicando que as concentragbes dos biossurfactantes nos meios estavam de
100 a 10.000 vezes acima de suas CMCs. A estabilidade das emulsdes agua-
querosene, na presenga dos biossurfactantes, variou de 30 a 70% apds 42
horas, enquanto a estabilidade da emulsao formada pela mistura do surfactante
sintético SDS e querosene foi de 45%. A produgao de biossurfactantes variou
significativamente com a composi¢cdo do meio de cultura. A borra oleosa foi um
indutor efetivo da producdo de biossurfactantes. Os biossurfactantes
produzidos na fase anterior foram utilizados para tratar a borra oleosa, visando
a separacao do oleo e do material inerte. O processo mostrou-se altamente
eficiente em recuperar o oleo retido, chegando-se a 95% de redug¢do do volume
da borra. Os resultados mostraram que a utilizacdo de biossurfactantes para o
tratamento de borras oleosas pode ser uma tecnologia econbmica e
ambientalmente viavel, considerando o pequeno volume de cultura microbiana

requerido para o tratamento.
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ABSTRACT

Lima, Tania Maria da Silva. Universidade Federal de Vigosa, August, 2003.
Biosurfactant Production for Oily Sludge Treatment. Adviser: Marcos
Rogeério Totola. Committee members: Arnaldo Chaer Borges, Maria Catarina M.
Kasuya and Luis Henrique Mendes da Silva

This work aimed at optimizing the production of biosurfactants by
bacterial cultures for the treatment of oily sludge from fuel oil storage tanks at
Capuava Refinery (RECAP-SP), Petréleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS).
Fifteen strains of the belonging to the collection of Laboratério de
Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio Ambiente (BBMA) and 21 strains
isolated from oily sludge samples were evaluated for biosurfactant production.
Among the biosurfactant producing isolates, five were chosen for the
optimization of biosurfactant production. The isolates were identified as
Pseudomonas aeruginosa (88A), Bacillus subtilis (155), and Arthrobacter sp.
(201). The isolates 111A and 191 could not be identified. The critical micelar
concentration (CMC) of biosurfactants in the culture media after cell removal
was estimated by measuring surface tension of diluted samples by the du Nouy
method. The critical micelar dilution ranged from 0.01% to 1%, indicating that
the biosurfactant concentration in the medium was 100 to 10.000 times higher
than its CMC. The stability of water-querosene emulsions in the presence of
biosurfactants ranged from 30% to 70% after 42 hours, while the stability of the

mixture of the synthetic surfactant SDS with kerosene was 45%. The



composition of the culture medium significantly affected the production of
biosurfactants. The oily sludge was an effective inducer of biosurfactant
production. The biosurfactants produced by the five isolates were used for oily
sludge treatment, aiming at the separation of oil from inert materials. The
process was highly efficient, resulting in 95% reduction of the oily sludge
volume. The results showed that the use of biosurfactants for oily sludge
cleanup operations can be an economically and environmentally attractive

technology.
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1. INTRODUCAO

A industria do petroleo € responsavel pela geracdo de grandes
quantidades de residuos oleosos e viscosos, que sao formados durante as
etapas de producédo, transporte e refino. A composicdo desses residuos,
denominados borras oleosas, € muito variavel e inclui 6leo, sélidos grosseiros e
agua. As borras oleosas sdo depositadas no fundo dos tanques de
armazenamento, sendo sua remogao onerosa, demorada e dependente de
operagoes posteriores para tornar o seu descarte ambientalmente seguro.

A elevada estabilidade desse sistema multifasico se deve a adsorgéo do
6leo nas particulas sdlidas, fendbmeno responsavel pela formacdo de uma
camada altamente protetora. Essa estabilidade é acentuada pela presenca de
fragbes polares no Oleo, em especial resinas e asfaltenos, compostos
responsaveis também pelos altos valores de viscosidade. Além disso, essa
camada cria um ambiente que favorece a corrosdo microbiana, e pode abrigar
uma alta diversidade de microrganismos viaveis, além de representar um
reservatorio de contaminacgao todas as vezes que o tanque for utilizado.

As borras oleosas tendem a reduzir o volume util dos tanques o que,
aliado a possibilidade da ocorréncia de corrosao, impde a necessidade de se
remover esse material periodicamente. As estratégias convencionais para
tratamento de residuos da industria do petrdleo apresentam problemas
operacionais em razao do alto custo ou da necessidade de pessoal e

equipamentos especializados. As formas mais comuns de aplicagdo da



biotecnologia no tratamento de residuos da industria do petréleo, incluindo as
borras oleosas, sdo a compostagem e o “landfarming”. Essas técnicas
exploram a atividade microbiana e incorrem em elevados tempos de processo
e em riscos acentuados de contaminagao do solo e de aquiferos por lixiviagcao,
além de serem altamente sensiveis a variaveis climaticas, demandarem
grandes extensdes de terreno e monitoramento constante.

Bactérias, leveduras e fungos s&o capazes de degradar ampla gama de
substancias organicas comumente encontradas nos efluentes e residuos
gerados pelas refinarias. Por serem capazes de utilizar tais substancias como
unica fonte de carbono e de energia, os microrganismos vém sendo
empregados como formas alternativas aos métodos convencionais de
tratamento de residuos do petréleo.

A remocgéao das borras oleosas de tanques de armazenamento pode ser
realizada por um processo alternativo envolvendo o uso de biossurfactantes,
que promovem a diminuicdo na viscosidade e a formagdo de emulsdes
Oleo/agua. Esse processo facilita o bombeamento dos residuos e a
recuperacao do 6leo cru apdés a quebra da emulsdo. Os biossurfactantes séo
moléculas anfipaticas constituidas de grupos hidrofilicos e hidrofobicos,
encontradas principalmente na superficie de células microbianas ou excretadas
para o meio de cultura por uma ampla variedade de microrganismos. Os
biosurfactantes atuam na reducdo da tensdo interfacial entre moléculas
individuais, o que resulta em aumento das concentragbes aquosas de
compostos pouco soluveis, tornando-os mais disponiveis aos microrganismos.

O interesse pelos biossurfactantes tem aumentado em funcdo de sua
diversidade, da possibilidade de sua produgéo por processo de fermentacéo e
do seu potencial de aplicagdo na limpeza de ambientes contaminados com
diferentes tipos de poluentes e na recuperagdo do oOleo cru. Os principais
aspectos que motivam o estudo dos biossurfactantes sao, resumidamente: (i)
novos tipos de estruturas podem ser produzidos ampliando a diversidade de
biossurfactantes disponiveis; (ii) eles sdo normalmente biodegradaveis e de
baixa toxicidade; (iii) podem ser mais eficazes que os surfactantes sintéticos
sob condi¢des extremas de pH, de temperatura ou de salinidade; e (iv) podem

ser sintetizados a partir de substratos de baixo custo.



O tipo, a quantidade e a qualidade dos biossurfactantes produzidos por
um microrganismo s&o influenciados por fatores tais como: (i) a natureza da
fonte de carbono; (ii) as concentragdes de nutrientes como N, P, Mg, Fe, S e
Mn no meio; e (iii) as condigbes de crescimento tais como pH, temperatura,
agitagao e concentragao de oxigénio disponivel.

A caracterizagdo dos biossurfactantes e os requerimentos fisico-
quimicos para a sua produgdo tém sido objetos de varios estudos. Porém, sédo
poucas as avaliagdes de seu desempenho em processos de limpeza de
tanques de armazenamento. A proposta deste estudo foi a de otimizar a
producao de biossurfactantes por diferentes culturas bacterianas crescidas em
diferentes fontes de carbono, com aplicagdo em limpeza da borra oleosa

sedimentada em tanques de armazenamento de éleo combustivel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classificagdao, Natureza Quimica e Origem Microbiana dos

Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem
propriedades tensoativas e consistem em subprodutos metabdlicos de
bactérias, fungos e leveduras. As principais classes de biossurfactantes s&o os
glicolipidios, os lipopeptidios e lipoproteinas, os fosfolipidios e os acidos
graxos, os surfactantes poliméricos, constituidos por diversos grupos quimicos
diferentes (Figura 1) e surfactantes particulados, produzidos em vesiculas
extracelulares por Acinetobacter sp. (DESAI et al., 1997). Algumas bactérias e
leveduras excretam compostos ibnicos que emulsificam hidrocarbonetos no
meio de crescimento, tais como os ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa e os soforolipidios produzidos por espécies de Torulopsis e por
Candida bombicola (GUERRA-SANTOS et al., 1984; LANG, 2002). Outros
produtores de biossurfactantes eficazes sao Arthrobacter sp., Bacillus sp.,
Rhodococcus sp., Corynebacterium sp., Mycobacterium sp., Nocardia sp.,
Pseudomonas rubescens, Gluconobacter cerinus e Thiobacillus ferrooxidans
(KARANTH et al., 1999). Ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa sao comercializados para uso em aplicagdes ambientais. A mais

notavel foi a testada no Alasca quando o navio petroleiro Exxon Valdez, ao



afundar, ocasionou um derramamento de 33.000 toneladas de o6leo cru,
contaminando varias praias e superficies marinhas (MULLIGAN et al., 2001).

Os biossurfactantes podem ser também divididos em categorias de
baixo ou alto peso molecular. Os de baixo peso molecular sdo geralmente
glicolipidios, soforolipidios, trealolipidios, acidos graxos e fosfolipidios,
enquanto os de alto peso molecular s&o polimeros compostos de
polissacaridios, proteinas, lipopolissacaridios, lipoproteinas ou misturas
complexas desses polimeros (ROSENBERG e RON, 2001) (Figura 1).

Os biossurfactantes séo biodegradaveis e tém propriedades anfipaticas
derivadas de sua estrutura complexa, que é composta de uma porgao
hidrofilica e uma porg¢ao hidrofobica. A parte hidrofébica normalmente € uma
cadeia de hidrocarboneto de um ou mais acidos graxos, que podem ser
saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a porgao
hidrofilica. Essa porcdo pode ser anibnica ou catibnica, nao-ibnica ou
anfotérica, constituida de um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilico ou
carboidrato (BOGNOLO, 1998). Em funcédo da presenca de grupos hidrofilicos
e hidrofébicos na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas
interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (agua/dleo)
(DESAI et al., 1997).
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2.2. Propriedades Fisico-Quimicas dos Biossurfactantes

Apesar da diversidade de composi¢gdo quimica algumas caracteristicas
fisico-quimicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Essas
caracteristicas conferem vantagens sobre os surfactantes sintéticos e
determinam as possiveis aplicagdes dos biossurfactantes. Eles sao mais
eficientes que os surfactantes sintéticos, por promoverem uma redugdo maior
da tenséo interfacial em menores concentracbes (COOPER et al., 1980).
Apresentam ainda maior estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados
em ambientes com condicbes mais drasticas. No que se refere a essas
caracteristicas, um biossurfactante eficaz pode reduzir a tensao interfacial de
solugdes aquosas & faixa de 40 a 25 mN m” (COOPER et al., 1980). A
surfactina, por exemplo, biossurfactante lipopetidico ciclico produzido por
varias linhagens de Bacillus subtilis, pode reduzir a tensao interfacial da
solugdo aquosa para até 27 mN m™ e é relatada como um dos biossurfactantes
mais ativos (ARIMA et al., 1968; WEI e CHU, 1998). Ramnolipidios de P.
aeruginosa reduzem a tensao interfacial para uma faixa de 30 a 25 mN m™,
podendo atuar como emulsificantes de alcanos e estimular o crescimento de P.
aeruginosa em hexadecano (DEZIEL et al., 1999). A reducdo da tenséo
interfacial entre o 6leo e a fase aquosa é avaliada comumente utilizando-se um
tensiébmetro, pelo método do anel de du Nouy (PASSERI et al., 1992, BODOUR
e MILLER-MAIER, 1998, KUYUKINA et al., 2001, MULLIGAN et al., 2001).
Esse método permite avaliar a diminuigdo do diametro médio das gotas de 6leo
que propicia o aumento da area interfacial. A concentragao de biossurfactante
no meio de cultura é expressa em termos de diluicdo micelar critica (DMC),
fator pelo qual a concentracado efetiva excede a concentragdo micelar critica
(CMC), que equivale a concentragcdo minima na quais as micelas se formam
(CASSIDY e HUDAK, 2001). A DMC pode ser estimada pela relacéo entre a
tensao interfacial e as diluigdes do meio de cultura.

Os biossurfactantes apresentam a capacidade de formar emulsdes
estaveis, mantendo a dispersdo de um liquido em outro. Essa propriedade € de
fundamental importédncia nos processos de biorremediagdo, por garantir a
emulsificacdo das moléculas hidrofébicas no meio aquoso, tornando-as mais

susceptiveis ao ataque microbiano e aos processos de evaporagao ou



oxidacdo (KARANTH et al., 1999). Além disso, a remogao do 6leo contido nas
borras oleosas fundamentalmente dependentes dessa propriedade (BANAT et
al., 1991).

2.3. Caracterizagao e Quantificacdao dos Biossurfactantes

A detecgao de microrganismos produtores de biossurfactantes pode ser
realizada pela técnica qualitativa do colapso da gota, em que uma gota de uma
suspensao celular é adicionada a uma superficie untada com 6leo. O resultado
€ considerado positivo quando o diametro da gota for maior do que o de uma
gota de agua deionizada (controle negativo) (JAIN et al., 1991, BODOUR e
MILLER-MAIER, 1998). Outro método comumente empregado é o do anel de
du Nouy, que fornece a medida da tensdo superficial e interfacial em um
tensiobmetro (PASSERI et al., 1992, BODOUR e MILLER-MAIER, 1998,
KUYUKINA et al., 2001, MULLIGAN et al., 2001).

A caracterizagao e a quantificagdo de biossurfactantes podem ser feitas
ainda por cromatografia de camada fina analitica (TLC) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), sendo essa ultima uma alternativa efetiva para a
analise de biossurfactantes, em razdo de sua maior sensibilidade e seletividade
quando comparada as medidas de tensao e analise por TLC (LIN et al., 1998).
A analise por CLAE requer amostras de biossurfactantes relativamente puras,
somente obtidas apos operagdes trabalhosas de purificacdo. Os
biossurfactantes extracelulares podem ser concentrados efetivamente por
ultrafitracdo com wuso de membranas que retém as micelas de
biossurfactantes. A separagao de varios tipos de biossurfactantes, produzidos
por uma mesma espécie microbiana, é possivel com o uso de cromatografia
liquida - espectrometria de massa (LC/MS) (DEZIEL et al, 1999). A
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) pode ser
usada para a quantificacdo dos biossurfactantes, pois a maioria possui um
radical carbonila, ligagao éster ou acido carboxilico, os quais absorvem energia
na regidao infravermelha do espectro eletromagnético (GARTSHORE e

COOPER, 2000). E usada também a espectrometria de ressonancia magnética



nuclear (RMN) para a elucidacdo estrutural dos biossurfactantes
(GARTSHORE e COOPER, 2000).

2.4. Sintese de Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao sintetizados por duas vias metabdlicas, a dos
hidrocarbonetos e a dos carboidratos, que estdo envolvidas na sintese de seus
grupos hidrofébico e hidrofilico (DESAI et al., 1997). O tipo de meio de cultura e
as condigdes de crescimento do microrganismo podem influenciar na
quantidade de biossurfactante produzido (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998,
LANG, 2002). A fonte de carbono influencia diretamente a sintese por indugéo
ou repressdao (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). Em alguns casos, a adicéo de
substratos imisciveis induz a produgao de biossurfactantes, a exemplo da
sintese do soforolipidio por Torulopsis magnoliae, que é induzida pela adigcado
de acidos graxos, hidrocarbonetos ou gliceridios ao meio de cultura
(CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). A sintese de trealolipidio por R. erythropolis é
induzida pela adicdo de hidrocarbonetos, e a dos glicolipidios de P. aeruginosa
pela adicdo de alcanos (LANG, 2002). A repressdao da produgado de
biossurfactantes por varias espécies de bactérias foi observada na presencga de
acidos organicos, de D-glicose, de acetato e de acido tricarboxilico em muitas
espécies de bactérias (LANG, 2002).

A utilizacdo dos biossurfactantes em larga escala € ainda limitada pelo
seu elevado custo, derivado dos processos atuais de produgao (MAKKAR e
CAMEOTRA, 1998). O problema econdbmico da producdo de biossurfactantes
pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de
nutrientes, facilmente disponiveis e de baixo custo. Uma possivel alternativa
seria 0 uso de subprodutos agricolas ou de processamento industrial
(NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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2.5. Fatores que Afetam a Producgao de Biossurfactantes

O tipo, a quantidade e a qualidade dos biossurfactantes produzidos por
um microrganismo sao influenciados por fatores tais como: (i) a natureza da
fonte de carbono (GEORGIOU et al., 1992); (ii) as concentragdes de nutrientes
como N, P, Mg, Fe, S e Mn no meio (ABU-RUWAIDA et al., 1991; ATLAS,
1981; COOPER et al., 1981a; COOPER et al., 1981b; GUERRA-SANTOS et
al., 1984; GUERRA-SANTOS et al., 1986; HAFERBURG et al., 1986) e (iii) as
condigdes de crescimento tais como pH, temperatura, agitagcdo e oxigénio
disponivel.

Embora os varios biossurfactantes possuam estruturas diferentes, ha
alguns aspectos comuns no que se refere a sua biossintese. Geralmente, a
producado de biossurfactantes é induzida por hidrocarbonetos ou por outros
substratos insoluveis (KARANTH et al.,, 1999). Outro aspecto notavel é a
repressao catabolica da sintese de biossurfactantes por glicose ou outros
metabdlitos primarios. A adicdo de hexadecano a uma cultura de
Corynebacterium lepus crescida em glicose promove a liberagdo de
biossurfactantes das células (DUVNJAK et al., 1982). Outros pesquisadores
(BANAT et al., 1991) observaram uma baixa producdo de biossurfactantes
quando as células foram crescidas em meio com fonte de carbono prontamente
disponivel. A adicdo de um hidrocarboneto imiscivel apds o consumo da fonte
de carbono soluvel promove um aumento brusco na producao de
biossurfactantes. Aléem da fonte de carbono, outros constituintes do meio
também afetam a producdo de biossurfactantes. O nitrogénio pode ser peca
chave na regulagédo da sintese de biossurfactantes (CAMEOTRA e MAKKAR,
1998). Entre os compostos de nitrogénio, os sais de aménio e a uréia foram os
preferidos para producéo de biossurfactantes por A. paraffineus (DUVNJAK et
al., 1982), enquanto o nitrato favoreceu a produgéo de biossurfactantes por P.
aeruginosa (GUERRA-SANTOS et al, 1984; MACELWEE et al., 1990;
ROBERT et al., 1989) e por Rhodococcus sp. (ABU-RUWAIDA et al., 1991).
Por outro lado, a limitagdo de nitrogénio causou um aumento na produgao de
biossurfactantes por P. aeruginosa (RAMANA et al., 1989; SUZUKI et al., 1974)
e Nocardia SFC-D (KOSARIC et al., 1990). A limitacdo de nitrogénio nao

somente causa a superproducao de biossurfactantes, mas também muda a
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composicao dos biossurfactantes produzidos por Pseudomonas sp. (SYLDATK
et al., 1985). Em P. aeruginosa RC-IlI, uma correlagédo positiva entre a sintese
de ramnolipidios e a atividade de glutamina sintetase foi observada em
condigdes limitadas de nitrogénio (MULLIGAN e GIBBS, 1989).

Fatores ambientais e condicbes de crescimento também afetam a
producdo de biossurfactantes através de seu efeito no crescimento ou na
atividade celular. O valor de pH do meio é de grande importancia na produgéo
de soforolipidios por T. bombicola (GOBBERT et al., 1984). A producdo de
ramnolipidios por Pseudomonas sp. aumenta quando em meio com um pH na
faixa de 6,0 a 6,5, diminuindo acentuadamente quando o pH excede a 7,0
(GUERRA-SANTOS et al., 1984).

2.6. Aplicagao de Biossurfactantes na Industria do Petréleo

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera, onde
sdo utilizados na producédo de petrdleo ou incorporados em formulagdes de
Oleos lubrificantes (BANAT, 1995). Outras aplicagdes incluem os processos de
biorremediagdo e a dispersdo no derramamento de Oleos, a remociao e
mobilizacdo de residuos de O6leo de tanques de armazenamento e a

recuperacao melhorada de petroleo.

2.6.1. Biorremediagao

Grande parte das reservas de petréleo encontra-se no mar e o0s
processos de transporte, estocagem e refino sdo os responsaveis pela
introducdo de quantidades consideraveis desse composto no ambiente. Os
derramamentos acidentais de petrdleo geralmente causam grandes impactos
ambientais, 0 que exige a remoc¢ao imediata do contaminante. Diversas
estratégias para remediacdo de areas afetadas por petrdleo s&o atualmente
disponiveis. Entretanto, as estratégias convencionais apresentam problemas
operacionais em razdo do seu alto custo e da necessidade de pessoal e

equipamentos especializados. Diante disso, os processos de biorremediagao

12



tornam-se uma estratégia alternativa as tecnologias convencionais para
remediacdo de areas contaminadas com petroleo e seus derivados, com um
menor custo operacional e minimos efeitos adversos ao ambiente (HEAD,
1998; OLLIS, 1992).

O wuso de surfactantes produzidos por microrganismos vem
apresentando-se como uma ferramenta adicional para a remediagcao de areas
contaminadas com petréleo (CHA, 2000). Diversas espécies de bactérias
liberam biossurfactantes na presenca de hidrocarbonetos hidrofébicos,
promovendo o aumento da solubilidade desses compostos no meio (BICCA et
al., 1999; BANAT, 1995). Parece plausivel admitir que esses microrganismos,
em ambientes com limitagdo de substratos organicos, possam usar esse
mecanismo como uma estratégia de sobrevivéncia.

Os biossurfactantes tém sido usados em processos de degradacgao de
hidrocarbonetos. Assim, no trabalho de LINDLEY e HEYDEMAN (1986), o
fungo Cladosporium resinae cresceu em misturas de alcanos, produzindo
acidos graxos e fosfolipidios extracelulares, principalmente o &cido
dodecandico e a fosfatidilcolina (KARANTH et al, 1999). O meio de
crescimento suplementado com fosfatidilcolina aumenta a taxa de degradacéao
do alcano em até 30%. Contaminantes presentes em solos podem ser
recuperados ou subsequentemente degradados em biorreatorres apos terem
sido emulsificados no meio aquoso, como demonstram os estudos sobre
lavagem in situ em biorreatores utilizando-se dois surfactantes sintéticos
(ELLIS et al., 1985) e os estudos de remogao de bifenis policlorados (PCBs) e
de hidrocarbonetos do petréleo por biossurfactantes produzidos por
Pseudomonas sp. (EHRLICH et al., 1985).

Os microrganismos produtores de surfactantes também podem ser
usados para aumentar a solubilizagdo de outros grupos de compostos
organicos téxicos, como os defensivos agricolas (EHRLICH et al., 1985). A
degradacao de hexaclorociclohexano por P. aeruginosa foi relatada, sendo que
outros organoclorados como DDT e ciclodienos também foram emulsificados
em menor grau (KARANTH et al., 1999). O surfactante de P. aeruginosa UG2
aumenta a solubilizacdo de hexaclorobifenila aderida ao solo e resulta na
recuperacao de até 31% do composto na fase aquosa (BERG, 1988 citado por

KARANTH et al., 1999). Essa recuperacao foi trés vezes superior a obtida com
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o surfactante quimico lignossulfonato de sédio. O uso de biossurfactantes para
a biorremediacdo de locais contaminados com metais pesados tdxicos como
uréanio, cadmio e chumbo, também tem sido estudado (MULLIGAN et al., 2001).
Surfactina de B. subtilis e ramnolipidio de P. aeruginosa solubilizaram o cobre
ligado organicamente ao sedimento, enquanto soforolipidio de T. bombicola foi
capaz de solubilizar o zinco ligado aos componentes inorganicos. Esses metais
solubilizados podem ser removidos por processos de lavagem (MULLIGAN et
al., 2001).

A contaminagdo de ambientes marinhos por 6leo é um problema que
vem sendo solucionado com o uso de dispersantes quimicos ou por remogao
fisica do 6leo das praias e da superficie do mar (IQBAL et al., 1995). Quando o
O0leo se espalha no ambiente aquatico, os hidrocarbonetos de baixo peso
molecular sédo volatilizados e os componentes polares sao espalhados na agua.
Em razao da baixa solubilidade do éleo (<1ppm), a degradagao nao é completa
e o0s compostos de alto peso molecular, como as fracbes asfaltica,
permanecem recalcitrantes (KARANTH et al., 1999). Os mecanismos primarios
de remocgao dos hidrocarbonetos sdo a fotooxidagdo, a evaporagdao e a
degradacdo microbiana (BOGNOLO, 1998). As fracbes pesadas que
permaneceram no ambiente, mesmo depois de sofrerem a agado dos processos

fisico-quimicos, podem ser utilizadas pelos microrganismos.

2.6.2. Limpeza de Reservatérios de Oleos

Aproximadamente 1% do 6leo total processado na Refinaria de Duque
de Caxias (RJ) é descarregado como borra oleosa, normalmente apds ter sido
acumulado em tanques de armazenamento. A remoc¢ado das borras oleosas
requer lavagens com solventes ou limpeza manual, ambas as operagdes
perigosas, demoradas e caras (SORIANO e PEREIRA, 1998). A incineracao
desse residuo ndo é recomendavel, dado o alto custo da energia envolvida, o
alto risco de poluigdo do ar e a persisténcia dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs). SORIANO E PEREIRA (1998) realizaram o tratamento de
borra oleosa através da estimulagdo de microrganismos nativos em um

biorreator. O biotratamento foi atingido apdés 21 dias, resultando em um
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percentual significativo de biodegradagéo pelos microrganismos nativos (89%
de oOleo e graxas; 99% de parafinas; 83% de aromaticos). Alternativamente,
BANAT et al. (1991) demonstraram que borra oleosa de tanques de
armazenamento de petrdleo pode ser limpa, utilizando-se meio de cultura
contendo biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa, em substituicdo aos
surfactantes  convencionais. Aproximadamente 91% (774 m®) de
hidrocarbonetos presentes no residuo foram recuperados. O 6leo recuperado
pdde ser reaproveitado integralmente para refino e o valor desse Oleo
recuperado cobriu o custo da operagéo de limpeza (U$ 100.000-150.000 por
tanque). Os solidos resultantes continham um baixo teor de dleo residual,

tornando o descarte desses residuos ambientalmente seguros (BANAT, 1991).

2.6.3. Recuperagao Melhorada de Petréleo (MEOR)

A MEOR consiste em uma tecnologia de recuperagédo terciaria do
petréleo que utiliza microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a
recuperacao de Oleo residual. Os microrganismos produzem polimeros e
surfactantes que ajudam na recuperacdo do oleo, em razdo da redugdo da
tensdo na interface oleo-rocha, reduzindo as forgas capilares que impedem a
movimentacdo do 6leo através dos poros da rocha. Os biossurfactantes
também auxiliam na emulsificagdo e na quebra dos filmes de 6leo das rochas
(BANAT, 1995).

A utilizagcdo de biossurfactantes em MEOR envolve varias estratégias,
como a injegdo de microrganismos produtores de biossurfactantes no
reservatorio e subsequente crescimento in situ; a inje¢cao de nutrientes no
reservatorio, estimulando o crescimento de microrganismos nativos produtores
de surfactantes ou, ainda, a producdo de biossurfactantes em reatores e,
posterior inje¢cdo no reservatorio (BANAT, 1995). A ultima estratégia € mais
cara, dada a necessidade de capital para producao, purificagao e introducao do
biossurfactante (DESAI et al., 1997). As outras requerem que o reservatorio
contenha bactérias capazes de produzir quantidades suficientes de
biossurfactantes (BANAT, 1995). Para serem uteis para MEOR in situ, os

microrganismos devem apresentar capacidade de crescimento sob as
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condi¢cbes extremas encontradas em reservatorios de 6leos, tais como altas
temperaturas, pressdo, salinidade e baixos teores de oxigénio (GHURYE e
VIPULANANDAN, 1994; MAKKAR e CAMEOTRA, 1997; BOGNOLO, 1998).

Estudos de simulagéo estimaram que mais de 27 % dos reservatorios de
Oleos dos EUA apresentam-se capazes de sustentar o crescimento microbiano
e MEOR (CLARK et al., 1981, citados por KARANTH et al., 1999). A eficacia da
MEOR ja foi relatada em estudos de campo nos EUA, na Republica Tcheca, na
Roménia, na Russia, na Hungria, na Polbnia e na Holanda, sendo significativo
0 aumento na recuperacgao de 6leo em alguns casos (KARANTH et al., 1999).

Os biossurfactantes podem ser utilizados para reduzir a viscosidade de
Oleos pesados, facilitando a recuperagao do 6leo em jazidas e o transporte em
oleodutos (BOGNOLO, 1998). Os emulsificantes com alto peso molecular,
como o lipopolissacaridio produzido por Acinetobacter calcaoceticus RAG-1,
podem ter inumeras aplicagdes na industria do petroleo, a exemplo da limpeza
de dleo de barcacgas e tanques, da redugao da viscosidade de 6leos pesados e
aumento da recuperacédo de oOleos de reservatorios naturais (CHA, 2000).

Neste trabalho, procurou-se otimizar as condi¢gées para a produgao de
biossurfactantes por culturas bacterianas pertencentes a colegdo do
Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA)
Departamento de Microbiologia (DMB) - Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Adicionalmente, foi avaliado o potencial dos biossurfactantes produzidos em
remover o 6leo retido em borra oleosa de tanques de armazenamento de 6leo

combustivel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta da Borra Oleosa

A amostra de borra oleosa foi originada de tanques de armazenamento
de 6leo combustivel da Refinaria de Capuava, Maua, SP, pertencentes a

Petrobras (Petréleo Brasileiro S/A).

3.2. Caracterizagcao da Borra Oleosa

A caracterizagdo foi realizada nas fases bruta e organica pelo
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A fase
organica foi extraida com cloreto de metileno em temperatura ambiente por 24
horas. Apds a extracédo, o solvente foi evaporado utilizando um rotavapor a
45°C. Os teores de nitrogénio, de ferro e de fésforo foram determinados na
fase aquosa por quimiluminescéncia (Antek 700) (ASTM E258). A
concentragdo de agua foi avaliada na fase organica e na borra bruta pelo
método de Karl Fisher (ASTM-D1364-95). Foram medidos adicionalmente no
residuo bruto a densidade (ASTM D1298-85), a viscosidade (ASTM D445-94) e
o pH (LOUVISSE, 1994).
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3.3. Isolamento de Microrganismos

A amostra de borra oleosa foi diluida em solugdo salina estéril e
plagueada em meio GP2 (CHANG et. al. 2000) (Quadro 1) suplementado com
glicose (2% plv), gasolina (2% v/v) ou petrdleo (2% v/v). As colbnias
morfologicamente distintas foram repicadas e purificadas por plaqueamento,
pelo menos trés vezes, para se obter culturas puras, as quais foram mantidas
em solugao de glicerol a -80°C.

Os isolados obtidos da amostra de borra oleosa, além dos isolados
ES20A, 47, 58, 73, 88A, 88B, 99, 105A, 105B, 105C, 111A, 111B, 118, 134 e
155, obtidos de amostras de solo e agua coletadas em areas com histérico de
contaminagdo com petréleo ou seus derivados (Quadro 2), ja incluidos na
colecdo do Laboratério de Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio
Ambiente (BBMA) e previamente selecionados como produtores de

biossurfactantes por BATISTA (2000), foram utilizados neste trabalho.
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Quadro 1. Composigéao dos meios R2A, GP2 e MM

Meio R2A" Meio GP2* MM?
Componente gL' Componente gL' Componente gL’
Extrato de levedura 0,5 NaCl 21,03 Na,HPO, 2,7
Peptona proteose 0,5 Na,SO, 3,52 KH,PO, 1,4
Casaminoacidos 0,5 KCI 0,61 NaNO; 0,5
Glicose 0,5 KBr 0,088 MgSQ,4.7H,0 0,154
Amido soluvel 0,5 Na,B,07.10H,0 0,03 K>SO, 0,36
Piruvato de sodio 0,3 MgCl, .H,O 9,50 CaCl, .2H,0 0,01
Ko,HPO, 0,3 CaCl,.2H,0 1,32 FeS0,.7H,O 0,027
MgSQ,4.7H,0 0,05  SrCl,.6H,0 0,02 NaCl 0,1

NasP;01g 0,297 Extrato de Levedura 0,01

NaHCO; 0,17

KNO; 2,89 Solugao de

FeCl;.6H,0 0,05 Micronutrientes:
MnSO,4.4H,0 0,02
ZnS0,4.7H,0 0,525
CuS0,4.7H,0 0,705
CoCl,.6H,0 0,2
H3;BO; 0,02
Na,Mo0,4.2H,0 0,015

pH 7,0 8,0 6,8

"REASONER e GELDREICH (1985).
2CHANG et al. (2000).
*BANAT et al. (1991).
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Quadro 2. Origem dos microrganismos utilizados na sele¢ao de produtores de
biossurfactantes, além dos isolados neste trabalho

ISOLADO ORIGEM
ES20A Landfarming REGAP'
47 Solo Landfarming C.E?. gasolina A
58 Solo Landfarming C.E. gasolina A
73 Lodo C.E. petréleo
88A e 88B Lodo C.E. gasolina A
99 Solo oficina mecanica UFV
105A, 105B e 105C Solo oficina mecanica UFV
111A e 111B REDUC?® sedimento mangue
118 REDUC sedimento fundo mangue
134 REDUC sedimento superficial mangue
155 REDUC sedimento mangue

"REGAP = Refinaria Gabriel Passos, Betim, MG.
2C.E. = Cultura de enriquecimento.
*REDUC= Refinaria Duque de Caxias, Rio de Janeiro, RJ.

3.4. Triagem dos Isolados Produtores de Biossurfactantes

Foi realizada uma triagem inicial dos isolados quanto a produgédo de
biossurfactantes por meio da técnica qualitativa do colapso da gota (BODOUR
e MILLER-MAIER, 1998) modificada por BATISTA (2002). Os isolados foram
crescidos em meio R2A (Quadro 1) e incubados em meio mineral (BANAT et al.
1991) (Quadro 1) suplementado com glicose 2% (p/v) e hexadecano 2% (v/v)
(adicionado apés esgotamento da glicose, acompanhado com o reagente GOD
PAP), sob temperatura de 30°C e agitagdo de 200 rpm, por sete dias. A
producao de biossurfactantes foi avaliada diariamente tanto no sobrenadante,
obtido apds centrifugagdo a 12.000 g por 15 minutos, quanto na suspensao
celular. O espalhamento da gota foi avaliado um minuto apds a aplicagao da
amostra e o resultado foi considerado positivo quando o didmetro da gota foi
maior do que o de uma gota de agua desionizada (controle negativo). Como
controle positivo foi utilizado uma solugdo do surfactante sintético dodecil
sulfato de sédio (SDS) a 1% (p/v). Os isolados com resultado positivo quanto a
producado de biossurfactantes foram avaliados quanto a capacidade de reduzir

a tensdo interfacial no sobrenadante pelo método do anel de du Nouy,
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utilizando-se um tensiémetro (Fisher Surface Tensiomat, Modelo 21, Pittsburgh,
EUA).

3.5. Determinagdao da Temperatura Otima de Crescimento dos Isolados

Produtores de Biossurfactantes

Culturas-estoque de cinco dos isolados produtores de biossurfactantes
foram reativadas em agar R2A (Quadro 1) por 24 horas e transferidas para
meio mineral (Quadro 1) (BANAT et al. 1991) acrescido de glicose (2 % p/v).
Erlenmeyers de 200 mL, contendo 100 mL de MM (Quadro 1), foram
inoculados com um volume dos indculos, visando obter uma densidade otica
inicial @ 600 nm correspondente a 0,02. As culturas foram incubadas nas
temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C e 50°C sob agitagdo de 200 rpm. O
crescimento microbiano foi acompanhado por meio da medida da densidade

otica a 600 nm, a cada 1 hora, até 24 h apds a inoculagao.

3.6. Identificagdo dos Isolados Produtores de Biossurfactantes

A identificagdo dos isolados que apresentaram resultado positivo para a
producao de biossurfactantes foi feita pela analise de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME). Para isso, os isolados foram crescidos a 28°C em
placas de agar tripticase de soja (TSA) durante 24 h. Os acidos graxos foram
saponificados, metilados, extraidos e analisados por cromatografia gasosa
utilizando-se o sistema Sherlock da Microbial Identification System (MIDI,
Newark, DE, EUA). A identificacao foi realizada pela comparagéo do perfil de
acidos graxos com uma biblioteca de referéncia armazenada em banco de
dados para microrganismos aerébicos de amostras ambientais do sistema
(TSBA, versao 4.0).
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3.7. Testes Para Otimizagcao da Producgao de Biossurfactantes

Foi realizado um experimento em esquema fatorial (5 X 3 X 6) no
delineamento em blocos casualizados com duas repeticdes, correspondente a
cinco isolados microbianos, a trés fontes de carbono (borra oleosa, dodecano e
hexadecano) e a seis formulagbes de meios de cultura, onde foram avaliados
os efeitos da concentragcéo dos elementos nitrogénio, ferro e fosforo.

Os isolados foram reativados em meio R2A por 18 horas. Erlenmeyers
de 250 mL contendo 100 mL do meio mineral (BANAT et al. 1991) modificado
(Quadro 3) foram inoculados com um volume de inéculo suficiente para se
obter uma densidade ética a 600 nm correspondente a 0,02. Os erlenmeyers
foram incubados a temperatura 6tima para cada isolado. O consumo da glicose
disponivel foi avaliado a cada 3 horas pelo reagente GOD-PAP. Apds o
esgotamento da glicose, foram adicionados os substratos hexadecano,
dodecano ou borra oleosa a 2% (v/v). O crescimento celular foi avaliado pela

leitura da DOggonm @ cada 24 horas.

Quadro 3. Composi¢cao dos meios modificados da composigao original do MM
(Quadro 1) para cultivo dos isolados durante a otimizagdo da
producao de biossurfactantes

MEIOS

COMPONENTE M1 M2 M3 M4 M5 M6
Na,HPO, 2,7 2,7 2,7 2,7 - -
KH,PO, - 1,4 1,4 1,4 0,5 -
K2HPO4 1,4 - - - 1,0 2,7
(NH,4).SO,4 - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
NaN03 0,5 - - - - -
MgS0,.7H,0 0,154 0,154 0,154 0,154 0,154 0,154
K>SO, 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
CaCl,.2H,0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
FeS0O,4.7H,0 0,027 0,027 0,007 - 0,027 0,027
FeCl;.6H,0 - - - 0,003 - -
NaCl 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Extrato de levedura 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Solucéao de

micronutrientes 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
pH 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8
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A concentragdo micelar critica dos biossurfactantes (CMC) néo-
purificados nas culturas e nos sobrenadantes foi estimada pela medicdo da
tensao interfacial pelo método do anel de du Nouy (COOPER et al., 1979). As
diluicbes dos meios de cultura e de seus sobrenadantes foram preparadas em
agua deionizada, sendo a tensao interfacial das diluicdes do sobrenadante
quantificada em tensiémetro (Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). A CMC foi
estimada apoés a elaboragéo de graficos de tensao interfacial versus diluicdo do
meio, como o reciproco da diluicdo micelar critica, na qual a tensao interfacial
comecga a aumentar (COOPER et al., 1979). Essa avaliacao foi realizada com
duas repeticdes para cada isolado, sendo que cada repeticao foi avaliada em
duplicata.

A avaliagdo da capacidade de emulsificacdo (DAS et al., 1998) foi feita
utilizando-se culturas crescidas sob as mesmas condi¢cdes utilizadas no teste
qualitativo do colapso da gota. As células foram retiradas por centrifugacao
(12.000 g por 5 min) e 2 mL do sobrenadante foram misturados a 2 mL de
querosene em um tubo de ensaio (100 mm X 15 mm). A mistura foi agitada por
dois minutos em tubo vedado com Parafilm (American National Can t1v) e
deixada em repouso por dois minutos, medindo-se a seguir 0 volume da
emulsdo formada (DAS et al., 1998). A estabilidade foi avaliada em intervalos
de tempo até 42 h apods o inicio do ensaio. O volume da emulsdo (VE (%))

formada foi calculado pela férmula:

VE (%) = altura da emulsdo (mm) x area da secgdo transversal (mm)? x 100
Volume total (= 4000 mm?)

A estabilidade da emulsao EE (%), apds o tempo t foi quantificada pela formula:
EE (%)= VE{(%) x100
VEo(%)

Sendo: VE;(%) = Volume de emulsdo medida no tempo t

VE, (%) = Volume de emulsdo medida no tempo zero
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A emulsao foi considerada estavel se seu volume, 24 horas apds a sua
formacao, correspondia a 50% ou mais de seu volume original (WILLUMSEM e
KARLSON, 1997).

As emulsbes formadas foram comparadas as formadas por um
surfactante sintético, dodecil sulfato de sédio (SDS), a uma concentragao de 1
% (p/v) em agua deionizada. Essa concentragcdo de SDS foi escolhida por ser
maior do que a sua concentragdo micelar critica, estimada em 0,18%
(BODOUR e MILLER-MAIER 1998). Essa avaliacéo foi realizada com duas
repeticbes para cada isolado, sendo que cada repeticdo foi analisada em

duplicata.

3.8. Tratamento da Borra Oleosa com Biossurfactantes

Borra oleosa esterilizada por calor umido a 121°C durante 20 minutos,
agua de torneira e meio de cultura contendo biossurfactante foram adicionados
a frascos estéreis na proporgao de 44 mL de borra oleosa, 56 mL de agua de
torneira e 10uL de meio contendo biossurfactante, com duas repeticbes. A
mistura foi agitada em agitador orbital a 200 rpm durante cinco dias até que
toda a borra oleosa fosse ressuspendida do fundo do frasco (BANAT et al.,
1991). A agitagao foi entdo interrompida e a emulsao foi desfeita pela adigdo de
nitrato de magnésio. Apds a separagao das fases em funil de separacao, a fase
aquosa foi descartada e o 6leo recuperado foi medido, determinando-se o

percentual do dleo inicialmente contido na borra que pode ser recuperado.

3.9. Analises Estatisticas

Para cada caracteristica avaliada, foi realizada uma analise de variancia,
pelo teste de F, a 5% de probabilidade. Posteriormente, de acordo com o
resultado de significancia das interagdes, foi aplicado o teste de Tukey a 5% de

probabilidade para comparar os efeitos dos tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao da Borra Oleosa

A borra oleosa proveniente da RECAP (SP) contém quantidades
consideraveis de nitrogénio, ferro e fosforo (Quadro 4). A maior fragdo do
nitrogénio estd na forma organica, ao contrario do ferro e do fosforo. A
disponibilidade de nutrientes inorganicos, associada ao elevado teor de agua
na borra bruta e a abundancia de substrato orgéanico, tende a favorecer a
atividade e a multiplicagao microbiana. A viscosidade diminui substancialmente
com o aumento da temperatura (Quadro 4). Para que um liquido escoe
livremente, é necessario que sua viscosidade esteja abaixo de 100 cP.
Portanto, o alto valor encontrado para a viscosidade da borra oleosa (899,3 cP
em temperatura ambiente) ndo permite que ela escoe livremente, o que explica
a dificuldade de remocdo desse residuo dos fundos dos tanques de

armazenamento de 6leo.
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Quadro 4. Caracterizagao da borra oleosa

ANALISE FASE BRUTA FASE ORGANICA
N total (mg dm 180 130
Fe total (mg dm 500 ND
P total (mg dm 300 ND
Agua (%) 24% 0,025%
oH 6,0 8,0
0,923 0,897

Densidade (g cm™)
Viscosidade (cP):

30°C 899.3 ND
50°C 212,3 ND
70°C 68,9 ND

ND= nao determinado
1¢P (centipoise)= 10°kg.m™.s™

4.2. Isolamento e Selecao dos Microrganismos Produtores de

Biossurfactantes

Foram isolados da amostra de borra oleosa 21 culturas bacterianas que
apresentaram caracteristicas culturais distintas, como morfologia e
pigmentacao das coldnias e coloragao de gram. Os isolados foram cadastrados
como 187 a 206 e incorporados a colegao do LBBMA do DMB/UFV.

Os isolados da amostra de borra oleosa, além dos outros 16 isolados ja
pertencentes a colegdo do LBBMA (Quadro 2), foram avaliados pelo método
qualitativo do colapso da gota, que permitiu a selecdo de 15 isolados
produtores de biossurfactantes (47, 58, 88A, 99, 111A, 111B, 105A, 134, 155,
187, 190, 191, 195, 200 e 201). Todos excretaram biossurfactantes para o meio
de cultura, como verificado pelo método do colapso da gota, e a presenga de
biossurfactantes foi detectada tanto no meio contendo as células quanto no
sobrenadante. Todos os isolados promoveram a reducao da tensao interfacial
do meio para valores abaixo de 40 mN m™.

O cultivo desses 15 isolados em meio mineral adicionado de borra

oleosa, dodecano e hexadecano (2% v/v), demonstrou que 10 deles (88A, 99,
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111A, 111B, 105A, 134, 155, 187, 191, e 201) produziram biossurfactantes
apos o esgotamento da glicose (2 % p/v). Limitou-se aos isolados 88A, 111A,
155, 191 e 201 a realizagcdo dos ensaios de otimizagdo da producdo de
biossurfactantes, pois eles promoveram maior reducao de tensao superficial no
meio com as trés fontes de carbono. Trés dos isolados foram identificados
como sendo Pseudomonas aeruginosa (88A), Bacillus subtilis (155) e
Arthrobacter sp. (201). Os isolados 111A e 191, que € um actinomiceto, n&o
foram reconhecidos pelo sistema MIDI.

As maiores taxas de crescimento foram obtidas a 30°C e a 40°C para
todos os isolados (Figura 2). Optou-se, a partir desses resultados, por se

conduzir os ensaios de otimizagdo da produgdo de biossurfactantes a 30°C.
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Figura 2. Curva de crescimento dos isolados bacterianos em diferentes
temperaturas em MM (Quadro 1) suplementado com Hexadecano.
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4.3. Tensao Interfacial e Concentracao Micelar Critica (CMC)

Houve efeito significativo dos fatores estudados sobre a produgéo de
biossurfactantes, avaliada pela redugdo da tensao interfacial nos meios de
crescimento, para todos os cincos isolados bacterianos testados (Quadro 1A,
Apéndice A). As interagcbes entre os fatores foram desdobradas para se
separar os efeitos dos tratamentos (Quadros 2A-4A, Apéndice A). As médias
foram entdo comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Quadro
5).

O crescimento dos cinco isolados previamente selecionados em MM
suplementado com borra oleosa, dodecano e hexadecano a 2% (v/v),
adicionados apdés o esgotamento da glicose a 2% (p/v), reduziu
significativamente as tensdes interfaciais (Quadro 5 e Figuras 3a-f). Os valores
ficaram abaixo do controle positivo, SDS a 1% (41 mN m™) (BATISTA, 2001),
confirmando a presenga de compostos com as propriedades tensoativas de
biossurfactantes (redugéo da tensao interfacial do meio para valores abaixo de
40 mN m™) (COOPER et al., 1979).

A resposta dos diferentes isolados as fontes de carbono avaliadas (borra
oleosa, dodecano e hexadecano) foi variavel de acordo com a composigao
mineral dos meios de cultura (Quadro 5). Para os isolados 111A, 155 e 201, os
meios que propiciaram os menores valores de tensdo interfacial foram os
meios M2, M3 e M5, independentemente da fonte de carbono (Quadro 5). Nao
houve diferenca significativa entre os meios M2, M3, M4, M5 e M6 para o
isolado 191, exceto quando se utilizou dodecano ou hexadecano como fonte de
carbono, condicdo em que o resultado com o meio M1 foi inferior aos obtidos
com os meios M2, M3, M5 e M6. A producao de biossurfactantes por esse
isolado também nao foi alterada pela mudanca na fonte de carbono,
independentemente do meio utilizado (Quadro 5). Os melhores resultados para
o isolado 88A foram obtidos nos meios M3 e M5, em todas as fontes de

carbono.
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Quadro 5. Médias dos valores de tensdo interfacial nos sobrenadantes dos
meios de cultura, inoculados com cinco isolados bacterianos, em
resposta a variagao na formulagdo do meio de cultura (Quadro 3) e
a fonte de carbono a 2% (v/v), apos o cultivo dos isolados por 7
dias, a 30°C e 200 rpm

FONTE DE CARBONO
ISOLADO/MEIO

BORRA OLEOSA DODECANO HEXADECANO
88A — M1 46,0 Ab 53,8 Aa 53,1 Aa
88A — M2 35,2 BCa 34,1 CDa 35,8 Ca
88A — M3 31,0 Da 31,1 Da 32,2 CDa
88A — M4 39,3 Ba 41,7 Ba 41,7 Ba
88A — M5 31,2 CDa 30,5 Da 29,8 Da
88A — M6 33,8 CDb 37,6 BCa 35,6 Cab
111A - M1 45,2 Ac 49,5 Abc 60,2 Aa
111A - M2 30,2 Ca 31,7 Ca 32,8 Da
111A - M3 31,8 Ca 35,9 Ca 32,4 Da
111A - M4 39,6 Bc 51,7 Abc 53,9 Ba
111A - M5 31,6 Ca 32,5 Ca 30,7 Da
111A — M6 38,2 Ba 41,9 Ba 39,3 Ca
155 - M1 59,0 Aa 54,9 Ab 51,5 Ab
155 - M2 37,0 Cb 39,8 Bab 41,3 Ba
155 - M3 30,1 Da 30,5 Ca 30,8 Ca
155 - M4 ND ND ND
155 - M5 30,6 Da 34,5 Ca 32,2 Ca
155 - M6 48,6 Bb 56,7 Aa 48,6 Ab
191 - M1 44,2 Bb 52,3 Aa 57,2 Aa
191 - M2 31,1 Ba 30,1 Ba 30,9 BCa
191 - M3 31,0 Ba 28,4 Ba 29,2 Ca
191 - M4 31,0 Ba 32,8 Ba 34,8 Ba
191 - M5 30,1 Ba 31,1 Ba 31,0 BCa
191 — M6 33,0 Ba 30,5 Ba 31,4 BCa
201 - M1 39,7 Bc 53,8 Aa 53,1 Aa
201 - M2 31,7 Ca 34,1 CDa 35,8 Ca
201 -M3 32,0 Ca 31,1 Da 32,2 CDa
201 -M4 34,0 Ca 41,7 Ba 41,7 Ba
201 - M5 34,3 Ca 30,5 Da 29,8 Da
201 - M6 45,6 Aa 37,6 BCb 35,6 Cb

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
ND = Nao determinado
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A utilizacdo do amdnio (meio M2) em lugar do nitrato (meio M1) como
fonte de nitrogénio favoreceu a produgdo de biossurfactantes para todos os
isolados testados. Esse efeito foi observado tanto para a redugao da tensao
interfacial (Quadro 5) quanto para a estabilidade das emulsdes com querosene
(Figuras 4-6). Nas demais formulagdes (M3, M4, M5 e M6, Quadro 3), o nitrato
foi a forma utilizada como fonte de nitrogénio. Ainda assim, os resultados
obtidos nesses meios foram, vistos de regra, superiores aos do meio M1
(Quadro 5 e Figuras 3a-f). Essas diferengas foram, portanto, atribuidas as
diferencas tanto das concentragbes quanto das fontes de ferro (meios M3 e
M4) ou de fésforo (meios M5 e M6), em relagdo as empregadas no meio M1.
Esses resultados abrem, portanto, novas oportunidades para avangos ainda
mais significativos na formulacdo dos meios de cultura visando maximizar a
producao de biossurfactantes.

De modo geral, os meios que propiciaram a maior produgao de
biossurfactantes, estimada pela reducdo da tensdo interfacial dos
sobrenadantes das culturas microbianas, foram o M2, o M3 e o M5 (Quadro 5).
A borra oleosa foi um indutor efetivo da producdo de biossurfactantes. Os
resultados obtidos com essa fonte de carbono foram iguais ou superiores aos
obtidos com dodecano e hexadecano, exceto para o isolado 155 no meio M1 e
para o isolado 201 no meio M6 (Quadro 5). Essa capacidade de indugéo da
producao de biossurfactantes pode ser atribuida a propria constituicdo desse
residuo, composto basicamente pelas fracbes mais pesadas do petréleo, cuja
presenca parece estimular a excrecdo de biossurfactantes para facilitar sua
solubilizacdo (URURAHY et al., 1998). Tem-se, com isso, uma fonte
amplamente disponivel e de reduzido custo para a produgdo em larga escala
de biossurfactantes. A utilizacdo de um meio de fermentagdo contendo
biossurfactantes, esterilizado ou pasteurizado, sem necessitar passar por um
processo de extragdo, concentracao ou purificagdo do biossurfactante, pode
reduzir significativamente o custo de sua utilizagdo para o tratamento de borras
oleosas.

A diluicdo micelar critica (DMC), fator pelo qual a concentragéo efetiva
excede a concentragdo micelar critica (CMC) (CASSIDY e HUDAK, 2001),
situou-se entre 0,01% e 1% (Figuras 3a-f). A partir dessa diluigdo, ocorre o

rompimento das micelas de biossurfactantes. Desta forma, inferiu-se que as
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concentracdes dos biossurfactantes nos meios estdo de 100 a 10.000 vezes
acima de suas CMCs, resultados similares aos obtidos por BANAT et al.
(1991).
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Figura 3a. Tensao interfacial do meio de cultura M1 suplementado com borra

oleosa (B) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem células, em funcgéo
das diluicdes dos meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por
7 dias, a 30°C e 200 rpm.

Nesta e nas demais figuras (3b-f) foi apresentado, para cada isolado,
somente o resultado da avaliacdo da CMC nos sobrenadantes obtidos com
a fonte de carbono que propiciou a maior reducédo da tensio interfacial. Os
resultados para as demais fontes de carbono estdo apresentados nas
Figuras 1a-f (Anexo).

33



Tensdo (mMN m )

Tensdo (MN m )

75
70
65 -
60 -
55 4
50 -
45
40 -

30 -

\‘0,0500’/%% 0,25% 0,5% 1%

P. aeruginosa (B)

» 0,005%

0,01%

*

\ g \ g

25

0 0,2

0,4 0,6 0,8 1
Diluicao (%)

B. subtilis (B)
0,01%

0,05%
0,1%

0,25% 0,5% 1%

L 4 VY

0,4 0,6 0,8 1
Diluigdo (%)

’ro,oos%

95 20,005%

0,01%

0,05%
0,1%

Tensdao (mN m )
N
(&)

0,25%

Tensdo (mN m )

Tensdo (MN m )

111A(B)

0,005%
0,01%

0,05%
0,1%

0,25% 0,5%

1%

0,4 0,6
Diluicao (%)

0,8 1

191 (D)

0,008%

0,005%

0,01%
0

5
B0 0,25%
1970 0,5% 1%

0,4 0,6
Diluigao (%)

0,8 1

Arthrobacter sp. (B)

0,5% 1%

0 0,2

0,6 0,8 1

Diluigao (%)

Figura 3b. Tensao interfacial do meio de cultura M2 suplementado com borra
oleosa (B) ou dodecano (D) a 2% (v/v) sem células, em func&o das
diluicbes dos meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por 7

dias, a 30°C e 200 rpm.
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Figura 3c. Tensao interfacial do meio de cultura M3 suplementado com borra
oleosa (B) ou dodecano (D) a 2% (v/v) sem células, em funcéo das
diluicbes dos meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por 7
dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 3d. Tensao interfacial do meio de cultura M4 suplementado com borra
oleosa (B) a 2% (v/v) sem células, em funcédo das diluicbes dos
meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200
rpm.

e O isolado 155 nao foi capaz de crescer nesse meio de cultura.
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Figura 3e. Tenséo interfacial do meio de cultura M5 suplementado com borra
oleosa (B) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem células, em funcéo
das diluicbes dos meios de cultura, apdés o cultivo dos isolados por
7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 3f. Tensé&o interfacial do meio de cultura M6 suplementado com borra

oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem

células, em funcédo das diluicbes dos meios de cultura, apdés o

cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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4.4. Formacgao e Estabilidade das Emulsoées

Os cincos isolados testados formaram emulsdes estaveis com
querosene (Figuras 4-6). Essa também é uma caracteristica especifica de
moléculas que possuem carater anfifilico (COOPER et al., 1979; FIEBIG et al.,
1997). A resposta, porém, foi dependente do meio de cultivo. Apenas o isolado
191 apresentou capacidade de emulsificagdo no meio M1 (Figuras 4-6),
confirmando mais uma vez o fraco desempenho desse meio, ja observado em
termos de redugao da tensao interfacial (Quadro 5 e Figuras 3a-f).

Os isolados apresentaram alta capacidade para estabilizar as emulsdes
com querosene ao longo de 42 horas (Figuras 4-6). Os resultados foram
superiores aos obtidos por DAS et al. (1998), que observaram estabilidade por
apenas 20 horas, trabalhando com Micrococcus. Todos os isolados formaram
emulsdes consideradas estaveis, uma vez que seus volumes, 24 horas apos a
formagdo, ainda correspondiam a 50% ou mais do seu volume original
(WILLUMSEN e KARLSON, 1979). Curiosamente, na maioria dos tratamentos,
houve uma queda acentuada do volume das emulsdes até 24 horas apds a
mistura, ocorrendo uma estabilizacao apos esse periodo (Figuras 4-6). Ainda
assim, volumes de emulsdo estaveis acima de 70% foram frequentemente
obtidos. Esses resultados sao relevantes para varias aplicagdes dos
biossurfactantes, visto que a capacidade de emulsificagcdo é importante na
solubilizacdo de compostos hidrofébicos em processos de biorremediagao
(MIHELCIC et al., 1993, VOLKERING et al., 1995), na recuperagao avangada
de petroleo (BANAT et al., 1995a), na remogédo do 6leo retido nas borras
oleosas (BANAT et al., 1991), entre outros.

No meio M1, apenas o isolado 191 apresentou estabilidade maior do que
a do padrao SDS, estabilizando a 55% apds 24 horas; nos meios M4 e M6,
somente os isolados 88A, 191 e 201 apresentaram maior estabilidade que o
SDS (Figuras 4-6). Os dados permitem inferir que todos os isolados produzem
metabdlicos com propriedades de biossurfactantes e de bioemulsificantes,
principalmente quando crescidos nos meios M2, M3 e M5, onde se obtiveram
os menores valores de tensao interfacial (Quadro 5 e Figuras 3a-f) e os

maiores indices de emulsificagcao (Figuras 4-6).
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O isolado 191, que é um actinomiceto, mostrou-se como o melhor
produtor de biossurfactantes entre os isolados testados. Os actinomicetos sao
bactérias capazes de transformar, biodegradar ou utilizar como fonte de
carbono, varios compostos hidrofébicos. Essa capacidade pode ser de grande
importancia industrial e econémica (BICCA et al, 1999). O isolado 191 obteve
valores de indices de emulsificagdo (E-24) acima de 50% em todos os meios
testados, enquanto que uma bactéria do grupo Rhodococcus (ABU-RUWAIDA
et al, 1991), durante um processo de otimizagdo de producédo de
biossurfactante, obteve um E-24 maximo de 40% em querosene. Este isolado
apresentou ainda um comportamento bastante diferenciado dos demais quanto
a capacidade de alteracédo do pH do meio de crescimento. O pH manteve-se
sempre na faixa de 6,4 a 6,9 para os demais isolados, em todos os meios de
cultura. No caso do isolado 191, o pH dos meios M5 e M6 foi reduzido para
uma faixa entre 3,6 e 3,8, mas somente quando se utilizou dodecano ou
hexadecano como fonte de carbono. Na presenca da borra oleosa, os valores
permaneceram entre 6,3 e 6,5. Curiosamente, observou-se também uma
redugdo acentuada do pH no meio M6 cultivado com o isolado 111A, mas
somente na presenga de hexadecano. As causas para essas interagdes entre
fontes de nutrientes minerais, fonte de carbono e pH n&o sdo ainda
conhecidas, devendo seu estudo ser aprofundado. Entretanto, o
comportamento do isolado 191 em relagdo ao pH, o coloca mais uma vez como
uma opgao interessante para a producao de biossurfactantes, ja que a
producdo foi mantida mesmo com a queda reportada de pH. Especula-se,
portanto, que o(s) biossurfactantes(s) produzido(s) por esse isolado seja(m)
estavel (is) em pH acido podendo ,dessa forma, ter aplicagdes importantes em

condi¢cdes mais extremas quanto a essa variavel.
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4.5. Tratamento da Borra Oleosa com os Biossurfactantes Obtidos

E importante distinguir entre um biossurfactante eficiente e um
biossurfactante eficaz. Eficiéncia € medida da concentragcdo do biossurfactante
necessaria para reduzir significativamente a tensado superficial da agua,
enquanto eficacia é a medida do valor minimo em que a tensao interfacial pode
ser reduzida (PARKINSON et al, 1985). Os meios contendo os
biossurfactantes mais eficientes, produzidos durante a otimizagdo, foram
utilizados para tratar a borra oleosa, visando a separagado entre o 6leo e o
material inerte. Alguns desses meios continham biossurfactantes em
concentracdes suficientes para manter a tens3o interfacial abaixo de 40 mN m”
mesmo apods serem diluidos 10.000 vezes (Figuras 3a-f e Figuras 1A-F-
Apéndice). Além disso, os biossurfactantes resistiram ao procedimento de
esterilizacdo por autoclavagem sem perda da atividade. O mecanismo para
tratamento da borra oleosa ocorreu pela sor¢gdo dos hidrocarbonetos aos
biossurfactantes durante a fase de agitagéo, efeito observado prontamente a
partir do momento em que a agitagdo foi iniciada. O processo mostrou-se
altamente eficiente em recuperar o 6leo contido na borra oleosa (Quadros 6 e
6A-Apéndice A), chegando-se a 95% de reducdo do volume da borra. Esse
valor é superior ao valor relatado por BANAT et al.(1991), que foi de cerca de
91%. A borra oleosa utilizada neste trabalho originou-se de um tanque de
armazenamento de 6leo combustivel da RECAP, que restou do refino do dleo
cru, sendo naturalmente constituido por fracbes mais pesadas e viscosas do
petroleo. Além disso, esse 6leo passou pelo processo de cragueamento
catalitico e, portanto, a aderéncia das moléculas dos hidrocarbonetos a fragéao
inerte, especialmente ao catalisador, pode ser mais expressiva do que a que
ocorre em borra de 6leo cru, como a usada por BANAT et al.(1991). Outro fator
a ser considerado é a temperatura. No trabalho de BANAT et al. (1991), a
temperatura estava proxima a 50°C; neste trabalho, a temperatura foi mantida
em 30°C. Considerando-se que a temperatura tem efeito significativo sobre a
viscosidade (Quadro 4), pode-se concluir que os resultados obtidos foram
altamente satisfatérios, o que faz desse processo uma alternativa promissora
para a limpeza de tanques de armazenamento de 6leo. Essa afirmacgao € ainda

reforcada pela observagdo de que, na auséncia dos biossurfactantes, a
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recuperagao do o6leo foi insignificante, ficando em torno de 2% (Quadro 6 e 6A-

Apéndice A).

Quadro 6 - Recuperagao do 6leo retido em borra oleosa proveniente de tanque
de armazenamento de 6leo combustivel, apdés agitacdo com
solugdes de biossurfactantes produzidos por diferentes isolados

microbianos
BIOSSURFACTANTE OLEO RECUPERADO
(Isolado) (% do volume)
88A 93,5
191 88,5
111A 95,5
201 91,5
155 84
CONTROLE NEGATIVO 2

Figura 7. Separacao de fases (6leo/agua) apos a quebra
da emulsdo pela adicdo de nitrato de

magnésio.
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5. CONCLUSOES

Os substratos borra oleosa, dodecano e hexadecano foram capazes de
suportar o crescimento dos microrganismos e a produgao de biossurfactantes
sob condi¢bes aerobicas.

Alteragbes nas concentragdes e nas fontes de nitrogénio, ferro e fésforo
alteram significativamente a produgdo de biossurfactantes pelos isolados
testados.

As melhores formulagdes de meios para a produgao de biossurfactantes
pelos isolados testados sao as dos meios M3 e M5.

O isolado 191, um actinomiceto ainda nado identificado, manteve uma
elevada producdo de biossurfactantes na maioria dos meios testados. A
producdo € mantida mesmo em condigdes que promovem a redugao do pH
para cerca de 3,8.

Os biossurfactantes produzidos foram eficientes na remog¢ao do o6leo
retido em borra oleosa de tanque de armazenamento de 6leo combustivel,
havendo recuperacdo de até 95% do volume total. Com isso, os sdlidos
passaram a conter uma quantidade insignificante de 6leo residual, o que pode
representar diminuicdo dos custos para o descarte do residuo e redugao de

riscos de contaminagao do ambiente pelo dleo.
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APENDICE A

Quadro 1A. Analise de variancia entre os fatores (incluindo os

desdobramentos)
F.V. G.L. S.Q Q.M F Pr>F
Bloco 1 6,800920 6,8009 7,76 0,066
Bactéria 4 1107,1685 276,7921 315,88 <.0001
Meio 5 8421,0776 84,21553  1922,03 <.0001
Caracteristica 2 151,0291 75,5145 86,18 <.0001
Bactéria*meio 19 2099,6021 110,5053 126,11  <.0001
Bactéria*caracteristica 8  1589,7422 19,1433 21,85 <0001
Meio*caracteristica 10 277,8579 27,7857 31,71 <0001
<.0001

Bactéria*meio*caracteristica 38 559,1882 14,7154 16,79

Erro 86 75,3590 0,8762

Variadvel dependente: tensao
Coeficiente de Variagéo: 2.48 %
Média geral tensédo: 37.72
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Quadro 2A. Interagdo tripla bactéria*meio*caracteristica (desdobramento
dentro de fontes de carbono)

F.V. G.L. S.Q Q.M F Pr>F
B’ 28 2834,9227 101,2472 7,76 <.0001
H? 28 5070,4965 181,0891 206,66 <.0001
D? 28 4660,6537 166,4519 189,96  <.0001

' B= Borra oleosa
2D= Dodecano

3 H= Hexadecano

Quadro 3A. Interagao tripla bactéria*meio*caracteristica (desdobramento
dentro de bactérias)

F.V. G.L. S.Q Q.M F Pr>F
88A 17 1832,0500 107,7676 122,98 <.0001
111A 17 2856,4188 168,0246 191,75 <.0001
155 14 3119,4720 222,8194 254,28 <.0001
191 17 2267,7300 133,3958 152,23 <.0001
201 17 1589,7422 93,5142 106,72 <.0001

Quadro 4A. Interagdo tripla bactéria*meio*caracteristica (desdobramento
dentro de meios de cultura)

MEIO G.L. S.Q Q.M F Pr>F
M1 14 939,4666 67,1047 76,58 <.0001
M2 14 335,6586 23,9756 27,36 <.0001
M3 14 79,0320 5,6451 6,44 <.0001
M4 11 1354,2800 123,1163 140,50 <.0001
M5 14 55,1546 3,9396 4,50 <.0001
M6 14 1587,9120 113,4222 129,44 <.0001
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Quadro 5A- Andlise de variancia entre os tratamentos de recuperagéo do 6leo
retido em borra oleosa proveniente de tanque de armazenamento
de O6leo combustivel, apds agitacdo com solugcdes de
biossurfactantes produzidos por diferentes isolados microbianos

F.V. G.L. s.Q Q.M F
Tratamento (T) 5 13245,6666 2649,1333 1324,5667
Residuo 6 12,0000 2,0000
Total 11 13257,6666

Variavel dependente: Biossurfactante (isolado)
Coeficiente de Variacao: 1,86 %
Média geral do 6leo recuperado: 75,83

Quadro 6A- Médias dos valores de recuperagao do 6leo retido em borra oleosa
proveniente de tanque de armazenamento de 6leo combustivel,
apos agitagdao com solugdes de biossurfactantes produzidos por
diferentes isolados microbianos

BIOSSURFACTANTE OLEO RECUPERADO
(isolado) (% do volume)
88A 93,5 ab
191 88,5 bc
111A 95,5 a
201 91,5 ab
155 84,0c
CONTROLE NEGATIVO 2,0d

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 1A. Tensao interfacial do meio de cultura M1 suplementado com borra
oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem
células, em funcédo das diluicdes dos meios de cultura, apds o
cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1A. (Cont.) Tenséo interfacial do meio de cultura M1 suplementado
com dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem
células, em funcdo das diluicdes dos meios de cultura,
apo6s o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1B. Tensao interfacial do meio de cultura M2 suplementado com
borra oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v)
sem células, em funcdo das diluicdes dos meios de cultura,
apos o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1B. (Cont.) Tenséo interfacial do meio de cultura M2 suplementado
com borra oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H)
a 2% (v/v) sem células, em funcédo das diluicdes dos
meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por 7 dias,
30°C e 200 rpm.
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Figura 1C. Tenséo interfacial do meio de cultura M3 suplementado com
dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem células, em
funcédo das diluicdbes dos meios de cultura, apos o cultivo dos

isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1C. (Cont.) Tensao interfacial do meio de cultura M3 suplementado

com borra oleosa (B) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem
células, em funcdo das diluicbes dos meios de cultura,
apos o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1D. Tens&o interfacial do meio de cultura M4 suplementado com
dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem células, em
funcdo das diluicdes dos meios de cultura, apoés o cultivo dos
isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.

¢ O isolado 155 nao foi capaz de crescer nesse meio de cultura.
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Figura 1D. (Cont.) Tensao interfacial do meio de cultura M4 suplementado

com dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2% (v/v) sem
células, em funcao das diluicdes dos meios de cultura,
apos o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.

¢ O isolado 155 nao foi capaz de crescer nesse meio de cultura.
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Figura 1E. Tenséo interfacial do meio de cultura M5 suplementado com borra
oleosa (B) ou dodecano (D) a 2% (v/v) sem células, em fungdo das
diluicbes dos meios de cultura, apds o cultivo dos isolados por 7
dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1E. (Cont.) Tensao interfacial do meio de cultura M5 suplementado com
borra oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2%
(v/v) sem células, em fungcédo das diluicdes dos meios de
cultura, apds o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200

rpm.
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isolados por 7 dias, 30°C e 200 rpm.
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Figura 1F. (Cont.) Tens&o interfacial do meio de cultura M6 suplementado com
borra oleosa (B), dodecano (D) ou hexadecano (H) a 2%
(v/v) sem células, em fungédo das diluicbes dos meios de
cultura, apds o cultivo dos isolados por 7 dias, 30°C e 200

rpm.
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