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Evolucdo de CO; dos isolados bacterianos LBBMA 47, LBBMA
58, LBBMA 88A, LBBMA 111A, LBBMA 155, LBBMA 191,
LBBMA 270, LBBMA 271, LBBMA 272, LBBMA 283. Os
isolados foram cultivados por 168 horas a 30°C em meio composto
por melaco e manipueira. Os valores representam a média de
quatro repetigdes.

Modelo de regressdo para a tensdo superficial do extrato livre de
células do isolado LBBMA 191 em fun¢ao do tempo. O isolado foi
cultivado por 168 horas a 30°C e 200 rpm em meio composto por
manipueira ¢ melago. As medidas de tensdo superficial foram
obtidas a cada 24 horas. O modelo foi plotado com médias de
quatro repetigdes.

Modelos de regressdo obtidos para a tens@o superficial do extrato
livte de células puro e diluido e para a taxa respiratoria de
Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A. O microrganismo foi
inoculado em meio de cultura composto de manipueira a 50% (v/v)
e de melaco em concentracdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao
qual foram adicionados nitrogénio e ferro em concentragdes
variando de 2,25 a 102,25 mmol L' ¢ 0 a 1,5 mmol L',
respectivamente. O isolado foi incubado a 30°C e a 200 rpm
durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10
vezes; (C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100
vezes; (D) taxa respiratoria.

Modelos de regressdo obtidos para tensdo superficial do meio néo-
inoculado, composto de manipueira a 50% (v/v) e de melaco em
concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v). Tensdo superficial do
meio sem dilui¢do (A) e diluido 10 vezes (B).

Modelos de regressdo obtidos para a tens@o superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratoria de Bacillus
subtilis LBBMA 155. O microrganismo foi inoculado em meio de
cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em
concentragcdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram
adicionados nitrogénio e ferro em concentragdes variando de 2,25 a
102,25 mmol L'e0a 1,5 mmol L'l, respectivamente. O isolado foi
incubado a 30°C e a 200 rpm durante 72 horas. (A) tensdo
superficial do extrato livre de células puro; (B) tensdo superficial
do extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tensdo superficial
do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa respiratoria.

Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratéria de Bacillus

subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283. O microrganismo foi
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Figura 3.5.

Figura 3.6.

Figura 3.7.

inoculado em meio de cultura composto de manipueira a 50% (v/v)
e de melago em concentra¢des variando de 2% a 10 % (p/v), ao
qual foram adicionados nitrogénio e ferro em concentracdes
variando de 2,25 a 102,25 mmol L' ¢ 0 a 1,5 mmol L,
respectivamente. O isolado foi incubado a 30°C e a 200 rpm
durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro em funcdo de melaco e nitrogénio; (A1) tensdo superficial do
extrato livre de células puro em fun¢do de melago e ferro; (A2)
tensdo superficial do extrato livre de células puro em funcdo de
nitrogénio e ferro (B) tensdo superficial do extrato livre de células
diluido 10 vezes; (C) tensdo superficial do extrato livre de células
diluido 100 vezes; (D) taxa respiratdria.

Modelos de regressdo obtidos para a tens@o superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura
mista CM 1, composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A
e Bacillus subtilis LBBMA 155. Os microrganismos foram
inoculados em meio de cultura composto de manipueira a 50%
(v/v) e de melagco em concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v),
ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro em concentracdes
variando de 2,25 a 102,25 mmol L' e 0 a 1,5 mmol L'l,
respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a 200 rpm
durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10
vezes; (C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100
vezes; (D) taxa respiratoria.

Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura
mista CM 2, composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A
e Bacillus subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283. Os
microrganismos foram inoculados em meio de cultura composto de
manipueira a 50% (v/v) e de melaco em concentragdes variando de
2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro em
concentracdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e0al,5mmol
L', respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a 200
rpm durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de
células puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células
diluido 10 vezes; (C) tensdo superficial do extrato livre de células
diluido 100 vezes; (D) taxa respiratéria.

Modelos de regressdo obtidos para a tens@o superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura
mista CM 3, composta por Bacillus subtilis LBBMA 155 e Bacillus
subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283. Os microrganismos foram
inoculados em meio de cultura composto de manipueira a 50%
(v/v) e de melagco em concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v),
ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro em concentracdes
variando de 2,25 a 102,25 mmol L' e 0 a 1,5 mmol L'l,
respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a 200 rpm
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Figura 3.8.

Figura 3.9.

Figura 4.1.

Figura 4.2.

Figura 4.3.

Figura 4.4.

durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10
vezes; (C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100
vezes; (D) taxa respiratdria em funcdo de melago e nitrogénio; (D1)
taxa respiratoria em funcdo de melaco e ferro; (D2) taxa
respiratdria em fun¢do de nitrogénio e ferro.

Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato
livre de células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura
mista CM 4, composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA
88A, Bacillus subtilis LBBMA 155 e Bacillus subtilis subsp.
spizizenii LBBMA 283. Os microrganismos foram inoculados em
meio de cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melaco
em concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram
adicionados nitrogénio e ferro em concentracdes variando de 2,25 a
102,25 mmol L'e0a 1,5 mmol L™, respectivamente. As culturas
foram incubadas a 30°C e a 200 rpm durante 72 horas. (A) tensdo
superficial do extrato livre de células puro; (B) tensdo superficial
do extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tens@o superficial
do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa respiratoria.

Dendrograma representando a similaridade entre isolados/culturas
mistas.

Variacdo da tensdo superficial do biossurfactante produzido por P.
aeruginosa LBBMA 88A com a concentragdo do extrato livre de
células. A curva foi plotada com a média de trés repeti¢des. As
barras de erro representam + o desvio-padrao.

Atividade de emulsificagdo do biossurfactante produzido por P.
aeruginosa LBBMA 88A, ap6s cultivo em meio a base de melaco e
manipueira por 72 horas a 30°C e 200 rpm e do surfactante
sintético SDS®. As curvas foram plotadas com médias de trés
repeti¢des. As barras de erro representam + o desvio-padrio.

Efeito da temperatura sobre a atividade de emulsificacdo do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apods
cultivo em meio a base de melago e manipueira, por 72 horas a
30°C e 200 rpm (padrdo). As curvas foram plotadas com médias de
trés repeticdes. As barras de erro representam = o desvio-padrio.

Efeito da temperatura sobre a atividade tensoativa do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, em
meio a base de melago e manipueira, apos cultivo por 72 horas a
30°C e 200 rpm (padrdo). (A) efeito da atividade tensoativa a 40°C;
(B) efeito da atividade tensoativa a 55°C; (C) efeito da atividade
tensoativa a 70°C e (D) efeito da atividade tensoativa a 80°C. As
curvas foram plotadas com médias de trés repeti¢cdes. As barras de
erro representam =+ o desvio-padrao.
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Figura 4.5.

Figura 4.6.

Figura 4.7.

Figura 4.8.

Efeito do pH sobre a estabilidade da emulsdo do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apds cultivo em meio a
base de manipueira e melagco por 72 horas a 30°C e 200 rpm
(padrdo, pH = 6,8). As curvas foram plotadas com médias de trés
repeticdes. As barras de erro representam = o desvio-padrao.

Efeito da variagdo do pH sobre a atividade tensoativa do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apos
cultivo por 72 horas a 30°C e 200 rpm (padrdo, pH = 6,8). (A)
efeito da atividade tensoativa com pH 4,0; (B) efeito da atividade
tensoativa com pH 6,0; (C) efeito da atividade tensoativa com pH
8,0 e (D) efeito da atividade tensoativa com pH 10,0. As curvas
foram plotadas com médias de trés repeti¢des. As barras de erro
representam =+ o desvio-padrao.

Efeito do aumento da salinidade sobre a estabilidade da emulsdo do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apods
cultivo por 72 horas a 30°C e 200 rpm, sem adi¢do de NaCl
(padrdo). As curvas foram plotadas com médias de trés repetigdes.
As barras de erro representam + o desvio-padrio.

Efeito da salinidade sobre a atividade tensoativa do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apds cultivo por 72
horas a 30°C e 200 rpm, sem adi¢do de NaCl (padrdo). (A)
atividade tensoativa com adi¢do de 1,0% de NaCl; (B) atividade
tensoativa com adi¢do de 5,0% de NaCl; (C) atividade tensoativa
com adic¢do de 10,0% de NaCl; (D) atividade tensoativa com adigdo
de 15,0% de NaCl. As curvas foram plotadas com médias de trés
repeti¢des. As barras de erro representam + o desvio-padrio.
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RESUMO

ROSSMANN, Maike, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2008.
Otimizacdo da producio e propriedades tensoativas de biossurfactantes em
meios a base de melaco e manipueira. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Co-
orientadores: Arnaldo Chaer Borges e Hilario Cuqueto Mantovani.

A producdo de biossurfactantes em escala industrial ¢ usualmente limitada pelo alto
custo dos componentes do meio para o cultivo dos microrganismos. A utilizagdo de
substratos agroindustriais como meio de cultura bdsico para a produgdo desses
compostos tem sido sugerida como alternativa para viabilizar o processo. O objetivo
deste trabalho foi o de estudar a produgdo e as propriedades tensoativas de
biossurfactantes em meios de cultura a base de manipueira e melaco por isolados de
bactérias previamente identificadas como produtoras de biossurfactantes. Os baixos
valores de tensdo superficial e os altos valores de Diluicdo Micelar Critica (DMC)
demonstraram que trés isolados, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus
subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283, destacaram-se como
os melhores entre os dez selecionados para o estudo. Os meios de cultura para cada um
dos isolados bacterianos selecionados e para culturas mistas contendo esses mesmos
1solados foi otimizado usando-se a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) por
meio do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). P. aeruginosa LBBMA
88A e a cultura mista composta pelos trés isolados selecionados foram potencialmente
os de maior interesse para a producdo de biossurfactante, uma vez que foram os tnicos
cuja producdo de biossurfactantes foi influenciada apenas pela concentragdo de melaco
e que alcangaram valores de DMC de pelo menos 10 vezes. O surfactante produzido por
P.aeruginosa LBBMA 88A formou emulsdes consideradas estdveis com querosene.
Temperaturas acima de 70°C e valores de pH 4,0 reduziram a viscosidade do meio de
cultura desestabilizando as emulsdes formadas entre solugdes aquosas dos
biossurfactantes e o querosene. Concentragdes de NaCl acima de 10 g L™ alteraram a
atividade tensoativa em razdo da desestabilizacdo das micelas presentes. O meio a base
de melaco e manipueira alcangou resultados satisfatorios para a produgdo de surfactante
pelos isolados testados com caracteristicas desejaveis a aplicagdes ambientais, em

especial a estabilidade em amplas faixas de salinidade, temperatura e pH.
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ABSTRACT

ROSSMANN, Maike, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2008.
Optimization of production and tensoactives properties of biosurfactants in
means based molasses and manipueira. Adviser: Marcos Rogério Toétola. Co-
Advisers: Arnaldo Chaer Borges and Hilario Cuqueto Mantovani.

The production of biossurfactants on an industrial scale is usually limited by the high
cost of the media components for the microorganisms cultivation. The use of
agroindustrial substrates as the basic culture mean for the production of these
compounds has been suggested as an alternative to making the process. The objective
was to study the production and the tensoatives properties of biossurfactants in culture
medias based on manipueira and molasses by bacterial isolates previously identified as
biossurfactants producer. The low values of surface tension and the high values of
Critical Micellar Dilution (CMD) showed that three isolates, Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 88A, Bacillus subtilis LBBMA 155 and B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA
283, stood out as the best among the ten selected for the study. The culture medias for
each of the selected bacterial isolates and mixed cultures containing these same isolates
was optimized using the Response Surface Methodology (RSM) through the Central
Composite Rotational Design (CCRD). P. aeruginosa LBBMA 88A and the mixed
culture composed by the three selected isolates were potentially the greater interest to
the production of biossurfactant, since they were the only which the biossurfactants
production was influenced only by the concentration of molasses and the only who
reached values of DMC at least 10 times. The surfactant produced by P .aeruginosa
LBBMA 88A formed emulsions considered stable with kerosene. Temperatures over
70°C and pH values of 4.0 reduced the viscosity of culture media destabilizing the
emulsions formed between aqueous solutions of biossurfactants and kerosene. NaCl
concentrations above 10 g L™ altered the tensoative activity because of estabilization of
the present.surfactant micelles. The media based on molasses and manipueira achieved
satisfactory results for the production of surfactant by the tested isolates with desirable
characteristics for environmental applications, particularly the stability in wide ranges

of salinity, temperature and pH.
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INTRODUCAO GERAL

Surfactantes (surface active agents) ¢ a denomina¢do dada a compostos
comumente presentes em sabdes e detergentes. Sdo moléculas anfifilicas, as quais
apresentam regides de afinidade com a agua e com Oleos, ou seja, um dominio
hidrofilico € um hidrofébico. Usualmente, o dominio hidrofébico € um hidrocarboneto,
enquanto que o hidrofilico pode ser ndo-idnico, idnico (catidnico ou anidnico) ou
anfotérico. Por serem anfifilicos, sdo moléculas ativas de superficie, ou seja, ao serem
adicionados em sistemas 4gua-0leo ou 4gua-ar, se posicionam na interface,
direcionando suas regides de acordo com as afinidades das mesmas para com os
componentes do sistema (SABATINI et al., 20006).

Biossurfactantes sdo produzidos por diversos microrganismos € podem
apresentar diferentes estruturas quimicas e propriedades de superficie. Geralmente, a
estrutura inclui um dominio hidrofilico composto de aminoacidos ou peptideos, anions
ou cations, mono-, di- ou polissacarideos; € um dominio hidrofébico, composto
freqiientemente de acidos graxos saturados, insaturados ou hidroxilados (GEORGIOU
et al., 1992). Essa diversidade leva a inferéncia de que diferentes grupos de
biossurfactantes possuem diferentes papéis naturais no crescimento dos microrganismos
produtores (RON e ROSENBERG, 2001). A produgdo de biossurfactantes por alguns
microrganismos ¢ uma resposta fisiolégica que possibilita: (i) o aumento na
biodisponibilidade de substratos hidrofébicos (BICCA et al., 1999; BOGNOLO, 1999;
CALVO et al., 2004); (i1) a ligagdo com metais pesados, o que reduz a sua toxicidade
(HERMAN et al., 1995; MULLIGAN et al., 1999; SANDRIN et al., 2000); (iii)
atividade antimicrobiana; (iv) aumento da patogenicidade e (v) fixagdo ou
desprendimento de substratos (DESAI e BANAT, 1997).

Surfactantes sintetizados quimicamente tém sido usados na industria de oleo
para auxiliar na limpeza de derramamentos, assim como na recuperagdo avancada de
petroleo (EOR), apds os processos de recuperacdo primaria e secundéaria. Contudo,
esses compostos ndo sdo biodegradaveis e podem ser toxicos a diversos organismos; ao
contrario, os biossurfactantes possuem propriedades equivalentes de emulsificacdo, sdo
biodegradaveis e usualmente menos toxicos (ZAJIC et al., 1977; CHA, 2000; MOHAN
et al., 2006). Essas caracteristicas favorecem a decis@o da sua utilizacdo na mobilizagdo
de 6leo pesado, no transporte de petrdleo em oleodutos, no controle de derramamentos
de o6leo, na biorremediacdo de solos e areias e na recuperagdo avancada do oleo
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melhorada por microrganismos (MEOR) (BANAT, 1995; DESAI e BANAT, 1997;
CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998; BANAT et al., 2000; SINGH et al., 2007).

A MEOR constitui um conjunto de tecnologias de recuperagdo terciaria baseada
na utilizagdo de microrganismos e/ou seus metabodlitos para recuperagdo do oleo
residual (BANAT, 1995), com elevado potencial para aplicacdo de biossurfactantes em
larga escala. Uma das variantes da MEOR ¢ a producdo de polimeros e surfactantes no
interior do reservatdrio, a partir da microbiota nativa ou de isolados bacterianos
haloctones tolerantes as condig¢des fisicas e quimicas do ambiente. Nesse caso, o
objetivo ¢ diminuir a tensdo entre a interface 6leo-rocha e dleo-agua de injecdo,
favorecendo com isso a recuperagdo do 6leo (BANAT et al., 2000).

Espécies de Bacillus e de Pseudomonas t€m se destacado tanto como as
produtoras de biossurfactantes mais utilizadas em pesquisas, como pelos resultados
encontrados. Bacillus ¢ descrito na literatura pela sua aplicabilidade na recuperacéo
avangada do petrdleo melhorada por microrganismos (MEOR) (BANAT, 1993;
TABATABAEE et al., 2002; SEPAHY et al., 2005), em especial pela sua habilidade
em produzir endésporos (GEORGIOU et al., 1992; McINERNEY et al., 2005), forma
mais efetiva para o transporte através dos poros da rocha-reservatorio do que células
vegetativas (JANG ef al., 1983), dentre outros fatores. Também o potencial de
Pseudomonas tem sido explorado para aplicagdo na MEOR e em outros setores da
cadeia do petrdleo, dadas as propriedades ativas de superficie e a estabilidade das
emulsdes obtidas com os biossurfactantes produzidos por espécies desse género (LI et
al., 2002; DAS e MUKHERIJEE, 2005; OKPOKWASILI e IBIENE, 2006).

A utilizacdo de biossurfactantes ainda ¢ limitada pela competicdo com
surfactantes de origem sintética, especialmente quando se considera a capacidade para
atender as necessidades da aplicacdo pretendida, a funcionalidade e o custo. Altos
custos de producdo sdo incompativeis com aplicagdes de recuperagdo de oleo, que
requerem grandes quantidades de surfactantes. Nesse sentido, para o desenvolvimento
de biossurfactantes para aplicagio em MEOR, ¢ fundamental que custos de produgdo
sejam reduzidos, o que pode ser em parte obtido com o uso de matérias-primas de baixo
custo, a exemplo de residuos agroindustriais (MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1999,
2002a,b; MERCADE ¢ MANRESA, 1994, MUKHERIJEE et al., 2006). Varios desses
substratos, incluindo residuos de 6leo, soro de leite (DUBEY ¢ JUWARKAR, 2001),
manipueira (NITSCHKE et al., 2004; NITSCHKE e PASTORE, 2006) e subprodutos
da fabricagdo do alcool (DUBEY e JUWARKAR, 2001) e do agtcar (PATEL e DESALI,
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1997; NITSCHKE et al, 2004; RASHEDI et al., 2005), como o melago (ROUKAS,
1998), tém sido avaliados quanto a sua potencialidade em sustentar a produgdo de
biossurfactantes.

O melaco ¢ um subproduto da industria de beneficiamento de cana-de-agucar,
sendo vendido a baixo custo para complementagdo nutricional de ra¢do animal ou, em
alguns casos, descartado como residuo. Consiste de agua, agucar (47-50% p/p),
proteinas, vitaminas, aminoacidos, acidos organicos e metais como ferro, zinco, cobre,
manganés, magnésio e calcio, principalmente. A manipueira ¢ o liquido residual
resultante do processo de fabricacdo da farinha de mandioca ou da extragdo da sua
fécula. Os nutrientes presentes nesse residuo sdo aclicares e sais minerais, sendo a
sacarose o principal actcar, juntamente com significativas concentragcdes de frutose e
glicose (NITSCHKE e PASTORE, 2006). O descarte desses residuos, que podem ser
considerados como substratos compativeis para processos biotecnologicos, causa
problemas ambientais em decorréncia da sua alta carga orgéanica.

A natureza da fonte de carbono (GEORGIOU et al., 1992; CAMEOTRA ¢
MAKKAR, 1998; MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; ILORI ef al, 2005), as
concentracdes de N, P, Mg, Fe ¢ Mn no meio (CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998§;
MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; ILORI et al., 2005) e as condi¢des de cultivo,
incluindo pH, temperatura, agitagdo e taxa de diluigdo (CAMEOTRA ¢ MAKKAR,
1998; ILORI et al., 2005), afetam o processo de producdo, a quantidade e a composi¢ao
dos biossurfactantes. Como exemplo, relata-se que a limitagdo de nitrogénio aumenta a
producdo de surfactante por Pseudomonas aeruginosa estirpe BS-2 (MULLIGAN e
GIBBS, 1989) e por Bacillus subtilis (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). De forma
similar, a adi¢do de ferro e manganés ao meio de cultura aumenta a produgdo de
biossurfactante por B. subtilis (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002a).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de se avaliar a producdo de
biossurfactantes por culturas bacterianas puras e mistas, em meios a base de manipueira
e melago. Os biossurfactantes foram caracterizados quanto a capacidade de reduzir a
tensdo superficial do meio aquoso, a capacidade de formar emulsdes estaveis com
querosene e quanto a manutencdo dessas caracteristicas em resposta a variagdes de pH,

salinidade e temperatura.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 RECUPERACAO DO OLEO E A MEOR (Microbially
Enhanced Oil Recovery)

O processo de extragdo do petroleo é realizado em sua grande parte por técnicas
denominadas de recupera¢do primaria e de recuperagdo secundaria. A recuperagdo
primaria depende apenas do fluxo natural do 6leo, formado em razdo da diferenca de
pressdo entre o interior do reservatorio e a atmosfera externa. Isso faz com que o
método se torne inviavel a partir do momento em que ocorre o equilibrio das pressdes e
a conseqiiente diminuicdo ou interrup¢do do fluxo de dleo. Nesse momento, sdo
adotados os métodos de recuperagdo secundaria, que tém o objetivo de manter uma
pressdo interna suficiente e adequada para impulsionar o 6leo para fora por meio da
injecdo de gas ou agua no reservatorio. Em determinados casos, o baixo rendimento
desses métodos de extragdo é o principal ponto negativo, pois possibilitam a
mobilizagdo de apenas 33 a 50% do dleo contido nos reservatorios (YOUSSEF et al.,
2007).

A recuperagdo avangada do 6leo (enhanced oil recovery - EOR) ¢ a terceira
alternativa que tem sido utilizada para aumentar o rendimento e adiar o declinio da
producdo dos reservatorios. Dentre os métodos de EOR, o de recuperacdo avangada do
0leo melhorada por microrganismos, denominado MEOR (microbially enhanced oil
recovery), ¢ o de menor custo de implementacdo em larga escala, quando comparado
com os métodos térmicos, quimicos e de miscibilidade. A MEOR se baseia na utiliza¢do
de microrganismos e/ou de seus metabdlitos e, na ultima década, varios dos estudos
voltados para a producdo destes metabolitos em substratos de baixo custo tem
contribuido para fazer com que esse método se torne economicamente viavel (PATEL e
DESALI 1997; FOX e BALA, 2000; DUBEY e JUWARKAR, 2001; NITSCHKE et. al.,
2004; MANEERAT, 2005; RAMNANI et al., 2005; RASHEDI et al., 2005;
MUKHERIEE et al., 2006; NITSCHKE e PASTORE, 2006; RODRIGUES et al, 2006).

Dentre os metabdlitos microbianos € os mecanismos aplicadveis a MEOR

destacam-se: (i) gases, como o0 CO; e o CHy4, que aumentam a pressdo no reservatorio e



diminuem a viscosidade do 6leo; (ii) 4cidos, como o acético, o butirico e o latico, que
degradam a matriz calcaria e aumentam a permeabilidade e porosidade; (iii) polimeros,
como os polissacarideos e proteinas, que funcionam como agentes espessantes da agua e
possibilitam uma retirada de 6leo mais eficiente; (iv) solventes, como etanol, butanol e
acetona, que reduzem a viscosidade do o6leo; (v) bioemulsificantes, como
heteropolissacarideos, que promovem a emulsificagdo do 6leo; (vi) a propria biomassa
microbiana, que promove um bloqueio seletivo nas zonas de alta permeabilidade e,
finalmente, (vii) os biossurfactantes, como os glicolipideos e lipopeptideos, que
reduzem a viscosidade do 6leo e a tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua de injecdo
(BRYANT, 1987; BANAT, 1995; McINERNEY et al., 2005).

Os biossurfactantes sdo metabdlitos ativos em superficie produzidos por diversos
microrganismos. Seu mecanismo de acdo reduz as forcas capilares, que impedem a
movimentagdo do 6leo através dos poros da rocha, por meio da reducdo da viscosidade
e da tensdo interfacial 6leo-fluido de inje¢@o. As principais estratégias para a utilizacdo
destes compostos na recuperagdo do petrdleo sdo trés, a saber: (1) a adi¢do de nutrientes
selecionados para o reservatério em questdo, para estimular o crescimento da
microbiota local produtora de biossurfactantes; (2) a injecdo de células de uma cultura
metabolicamente ativa dentro do reservatdrio, acompanhada da injecdo de nutrientes
necessarios ao seu crescimento, com subseqiiente propagacao na rocha reservatorio; (3)
a producdo de biossurfactantes em biorreatores, em escala industrial, seguida da adi¢ao
desses compostos no reservatorio juntamente com a agua de injecdo (BANAT, 1995).
Experimentos desenvolvidos em laboratério (OKPOKWASILI e IBIENE, 2006) e em
campo (LI et al.,2002) tém demonstrado aumentos satisfatdrios na recuperagdo de 6leo
com a utilizag@o de biossurfactantes.

Caracteristicas dos reservatorios tais como auséncia de oxigénio, estrutura
geologica (porosidade e permeabilidade) e condigdes extremas de temperatura (40-70
°C), salinidade (20-100 g L"), pH (4-8) e pressdo (6,5-21 kPa) devem ser consideradas
para escolha da melhor estratégia de MEOR, bem como do microrganismo a ser

aplicado (YAKIMOV et al., 1997).



1.2 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Surfactantes sdo moléculas anfipéticas constituidas de uma por¢do polar e uma
apolar. A porg¢do polar ou hidrofilica, soluvel em agua, pode ser idnica, ndo idnica ou
anfotérica, ou seja, exibir caracteristicas anidonicas ou cationicas dependendo das
condi¢des de pH da solucdo aquosa. A por¢do apolar ou hidrofébica € geralmente um
hidrocarboneto (DESAI e BANAT, 1997).

Em funcdo da presenca desses dois grupos na mesma molécula, os surfactantes
tendem a se distribuir preferencialmente nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade. A formagdo de um filme molecular nas interfaces reduz
a tensdo nessa regido, sendo essa uma caracteristica inica dos surfactantes. Além disso,
surfactantes formam microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em
agua, e vice-versa (BANAT et al., 2000). A reducdo da tensdo interfacial torna estes
compostos adequados para varias aplicacdes industriais envolvendo: detergéncia,
emulsificacdo, lubrificag¢do, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo
e dispersdo de fases. Muitos surfactantes sdo sintetizados quimicamente a partir do
petrdleo, o que leva a um processo de produg¢do ambientalmente danoso. Além disso,
muitos surfactantes sintéticos apresentam baixa biodegradabilidade, o que limita seu uso
em diversas aplicacdes industriais e ambientais (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002b).

A denominagdo biossurfactante ¢ dada a um grupo estruturalmente diverso de
subprodutos metabolicos de origem microbiana. Eles possuem estrutura e caracteristicas
comuns aos surfactantes sintéticos, isto é, reduzem a tensao interfacial e possuem alta
capacidade emulsificante (CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998). A reducdo da tensdo
interfacial promovida por esses compostos deve-se ao mesmo mecanismo dos
surfactantes sintéticos (DESAI e BANAT, 1997).

Biossurfactantes sao produzidos por diversos microrganismos € possuem
diferentes estruturas quimicas e propriedades de superficie. Essa diversidade leva a
inferéncia de que diferentes grupos de biossurfactantes possuem diferentes papéis
naturais para os microrganismos produtores, a exemplo da promocdo da motilidade,
sinalizacdo e diferenciacdo celular; emulsificacdo e solubilizacdo de compostos
insoluveis em d4gua e atividade antibidtica, além de influirem na aderéncia a ou
liberacdo das células de superficies, na formacdo de biofilmes e no aumento da

patogenicidade (HERMAN et al., 1995; DESAI e BANAT, 1997; BICCA et al., 1999;



BOGNOLO, 1999; MULLIGAN et al., 1999; SANDRIN et al., 2000; CALVO et al.,
2004; SINGH et al., 2007; SEN, 2008).

Apesar dessa diversidade de fungdes, de propriedades e de composi¢do quimica,
algumas caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Algumas dessas
caracteristicas representam vantagens sobre surfactantes convencionais (BOGNOLO,
1999). Os biossurfactantes sdo considerados como: (i) mais eficientes e efetivos do que
surfactantes convencionais, pois produzem menor tensdo superficial quando em
menores concentracdes (COOPER e PADDOCK, 1984; BOGNOLO, 1999); (i1) mais
estaveis quanto as varidveis temperatura, pH e salinidade, podendo ser utilizados em
ambientes com condigdes extremas (BANAT, 1993; MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1998;
DAS e MUKHERIEE, 2005; ILORI et al., 2005; SEPAHY et al., 2005; ROCHA et al.,
2007); (ii1) facilmente degradaveis na dgua e no solo, o que os torna adequados para uso
em biorremediacdo e tratamento de residuos (DESAI ¢ BANAT, 1997); (iv) e
especificos, pois a grande diversidade quimica possibilita a escolha para aplica¢des
especificas (DESAI e BANAT, 1997). Além disso, possuem baixa toxicidade
(SCHIPPERS et al., 2000; MAKKAR e ROCKNE, 2003; EDWARDS et al, 2003),
podem ser sintetizados em meio de cultura com uso de fontes de carbono renovaveis
(MAKKAR ¢ CAMEOTRA 1999; MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 2002b; MANEERAT,
2005) e ter sua estrutura quimica e suas propriedades fisicas modificadas por meio de
manipulagdes genéticas, biologicas ou quimicas, permitindo o desenvolvimento de
produtos para necessidades especificas (MULLIGAN e GIBBS, 1989; MUKHERIJEE et
al., 2006).

1.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

A producio de biossurfactantes pelos microrganismos esta intimamente ligada as
condi¢des ambientais e nutricionais fornecidas. Todos os fatores que influenciam o
crescimento microbiano afetam também diretamente a producdo de biossurfactantes
(DESAI e BANAT, 1997; MUKHERIJEE e DAS, 2005). Temperatura, pH, agitacdo e
disponibilidade de oxigénio afetam a produg@o de biossurfactantes pelo seu efeito sobre
o crescimento ¢ as atividades celulares (DESAI ¢ BANAT, 1997). Fontes e
concentragdes de carbono (MAKKAR e CAMEOTRA, 1999; NITSCHKE et al. 2005;
MOUSSA et al. 2006), de nitrogénio (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002a; ILORI ef al.,
2005; ABOUSEOUD et al, 2007; 2008) e de micronutrientes como ferro (RISMANI et
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al., 2006; WEI et al., 2007; SANTOS et al, 2008) e manganés (COOPER et al., 1981)
sdo descritos como varidveis que afetam a producdo desses compostos.

Modificagdes da composi¢do do meio de cultura podem causar altera¢des da
estrutura dos biossurfactantes produzidos por um determinado microrganismo e,
conseqiientemente, das suas propriedades. Como exemplo, mencionam-se as alteragdes
das moléculas de biossurfactantes lipidicos produzidos por Bacillus subtilis, em fungdo
do tipo de carboidrato adicionado ao meio de cultura (MAKKAR e CAMEOTRA,
1997; 1998).

A fonte de carbono ¢ importante na producdo de biossurfactantes. Os
microrganismos utilizam uma grande variedade destas fontes, incluindo substratos
misciveis em agua e hidrofobicos (DESAI e BANAT, 1997). Os biossurfactantes que
sdo produzidos em substratos misciveis sdo considerados mais promissores em termos
de custo de produgdo.

Além do carbono, o nitrogénio e o ferro tém sido apontados na literatura como
importantes fatores na producdo desses compostos. Assim, estd demonstrado que a
maxima producdo de ramnolipideos ocorre apods a limitacdo de nitrogénio no meio,
quando a relagdo carbono/nitrogénio (C/N) encontra-se entre 16:1 a 18:1, enquanto que
em meio sem esta limitacdo (C/N de 11:1) constatou-se a auséncia de producdo
(GUERRA-SANTOS et al.,1986). Em Rhodococcus sp., o crescimento e a produgdo de
biossurfactante ¢ maximizada quando ¢é alcancada a concentra¢do de 2,5 g L' de nitrato
de sédio (ESPUNY et al., 1996). B. subtilis MTCC 2423 exibe preferéncia por ions
nitrato, sendo o nitrato de potdssio a melhor fonte para produg¢do do surfactante
(MAKKAR e CAMEOTRA, 2002a). Também para Pseudomonas fluorescens o0s
melhores resultados na produgdo de surfactante e no crescimento da bactéria foram
obtidos com o fornecimento de nitrato, entre as trés fontes de nitrogénio testadas
(ABOUSEOUD et al., 2007; 2008). Esses autores ressaltam a necessidade de controle
desse nutriente para se obter altas concentra¢des de biossurfactante.

A adicdo de sais de ferro também € mencionada quanto ao efeito significativo no
rendimento de surfactina e de biomassa para B. subtilis (COOPER et al., 1981). O efeito
da concentragdo de ferro na produgdo de biossurfactante por Rhodococcus sp. é maior
do que no crescimento (ESPUNY et al., 1996). Altas concentragdes do ion ferroso,
como FeSQO,, promovem reducdo de biomassa, mas o rendimento do biossurfactante ¢é
similar mesmo nessas concentragdes (MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 2002a), sendo 0,719

mmol L' a concentragio 6tima de FeSO, para a producio de surfactante por B. subtilis
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MTCC 2423. Ainda para B. subtilis, ha relato de aumento de dez vezes na produgdo de
surfactina quando a concentragio de ferro no meio foi aumentada para 4 pmol L,
aumento maior que os atribuidos a cepas geneticamente modificadas (WEI et al., 2004).
Para Pseudomonas sp., a concentragdo de 0,1 mmol L foi considerada o limite entre a
deficiéncia e a toxicidade do ferro no crescimento dos diversos isolados estudados

(SANTOS et al. 2008).

14 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DE
SUBSTRATOS ALTERNATIVOS

O custo de producdo ¢ um dos principais fatores a ser considerado no
desenvolvimento de qualquer processo biotecnoldgico. A produgdo de biossurfactantes
em larga escala depende, portanto, do desenvolvimento de processos de baixo custo,
especialmente no que se refere as matérias-primas, uma vez que estas representam até
30% do custo total de producio (CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998). A busca pela
reducdo do custo de produ¢do de biossurfactantes e, ao mesmo tempo, pela redugdo dos
problemas ambientais relacionados ao descarte e custos do tratamento de residuos, tem
motivado estudos voltados para a producdo desses compostos a partir de fontes
renovaveis de nutrientes. Uma das principais dificuldades na sele¢do desses substratos
alternativos € encontrar a composi¢do adequada que permita tanto o crescimento celular
como o acumulo do produto de interesse. Em geral, substratos agroindustriais contendo
altos niveis de carboidratos ou lipideos suprem as necessidades para uso como fonte de
carbono na produg¢do de biossurfactantes (MERCADE e MANRESA, 1994).

Oleo de oliva ¢ apontado como o melhor substrato, quando comparado a n-
hexano e glicose, para producdo de surfactante por P. fluorescens (ABOUSEOUD et
al., 2007; 2008). Essa ¢ também a melhor fonte de carbono para Nocardia amarae
(MOUSSA et al. 2006). Residuos de destilaria e soro de leite sdo igualmente
considerados como fontes viaveis para a produ¢do de surfactante por P. aeruginosa BS2
(DUBEY ¢ JUWARKAR, 2001), bem como os residuos do processamento de batatas,
em substituicdo as fontes de carbono tradicionais para a produ¢do de biossurfactante por
B. subtilis (FOX e BALA, 2000). Em o6leo 4acido de soja como substrato nio-
convencional para P. aeruginosa LBI, o biossurfactante produzido ¢ capaz de reduzir

tensdo superficial do meio para 26,9 mJ m? (NITSCHKE et al., 2005). Meio de cultivo



suplementado com dleo de canola e glicose para a producdo de surfactante por Candida
lipolytica é uma outra possibilidade recentemente estudada (SARUBBO et al., 2007).

A manipueira tem sido considerada como um possivel substrato para uso em
processo de producdo de surfactante por Bacillus (NITSCHKE et al., 2004; 2005). O
processo de tratamento da manipueira ja foi otimizado (BARROS et al., 2007a) e a
produgdo de biossurfactante testada em escala piloto (BARROS et al., 2007b).

Entre outros substratos utilizados como fonte de carbono em meio de cultura
para producdo de surfactante por P. aeruginosa incluem-se o melago, inclusive em
combinacdo com agua de maceragdo de milho, cuja principal fungdo seria a de fornecer
nitrogénio (PATEL e DESAI, 1997; RASHEDI et al., 2005). Recentemente, estudos
com B. licheniformis K51, B. subtilis 20B, B. subtilis R1 e Bacillus HS3 em meios de
cultura em que se utilizaram fontes alternativas de carbono, em substituicdo a
carboidratos purificados, demonstraram maiores producdes de biossurfactantes com
meios contendo melago ou soro de queijo como fonte de carbono, sendo a producio
maxima obtida no meio contendo entre 5,0 ¢ 7,0 % (p/v) de melago (JOSHI et al.,
2008). Suco de caju também foi relatado como sendo capaz de sustentar a producio de

surfactantes por Acinetobacter calcoaceticus (ROCHA et al. 2006; 2007).

1.5 USOS E POTENCIALIDADES DA MANIPUEIRA E DO
MELACO COMO SUBSTRATOS PARA USO EM
PROCESSOS MICROBIANOS

A manipueira é o residuo liquido gerado nas industrias de processamento de
mandioca. Contém altas concentracdes de compostos organicos, notadamente
carboidratos, o que a torna um poluente cujo tratamento é oneroso. A preocupagdo com
esse residuo origina-se do fato de que a producdo da farinha de mandioca gera entre 267
a 419 litros desse residuo para cada tonelada de raiz processada. Esse volume ¢
extremamente elevado quando se considera o total gerado no processamento em
farinheiras e fecularias, 80% das 26,6 milhdes de toneladas de mandioca produzidas no
Brasil em 2006 (FAOSTAT-FAO, 2008). Quando esse residuo ¢ liberado diretamente
em cdrregos e rios, o amido residual pode causar um rapido crescimento das bactérias,
resultando em deple¢do de oxigénio e em efeitos perniciosos sobre a vida aquatica

(GOODLEY, 2004).
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A disposi¢do desse tipo de residuo no ambiente tem resultado em freqiientes
problemas de poluicdo ambiental. Atualmente, a valoriza¢do de residuos por meio do
seu aproveitamento em outras atividades tem sido estimulada, o que pode contribuir
para a redu¢@o da polui¢do ambiental, bem como permitir a valorizagdo econdmica do
residuo, tornando-o um subproduto e, deste modo, agregando valor ao processo de
agroindustrializagao.

Manipueira tem sido descrita como adubo foliar tecnicamente eficaz, além de
economicamente vantajoso, por tratar-se de um produto de baixo custo e abundante em
todas as regides de cultivo e industrializacdo da mandioca (ARAGAO e PONTE, 1995).
Além disso, tem sido apontada como inseticida (PONTE, 1992) e fungicida (SANTOS e
PONTE, 1993) podendo reunir, numa sé operacdo, adubagdo foliar e tratamento
fitossanitario.

A manipueira recém-coletada na industria ¢ descrita como substrato vidvel para
o crescimento da linhagem CCT 0917 de Aspergillus niger em processo de producdo de
acido citrico, uma vez que a producdo nio difere significativamente da obtida com meio
sintético (LEONEL ¢ CEREDA, 1995). E também indicada como substrato capaz de
promover o rapido crescimento micelial de Penicillium sp. 2025, Aspergillus sp. 2038 e
Fusarium oxysporum 152B (MAROSTICA Jr. e PASTORE, 2007), além de ser
considerada um substrato potencial para produgdo de etanol, sendo necessarios maiores
estudos de viabilidade técnico-econdmica do processo, ja que este ¢ um produto de
elevado valor agregado (CAMILI e CABELLO, 2008).

O melago ¢ um subproduto da industria de beneficiamento de cana-de-agucar
usualmente vendido a preco baixo para uso em alimentag@o animal ou, em alguns casos,
¢ descartado como residuo. Ele tem sido largamente utilizado como fonte de carbono
em fermenta¢des com leveduras para producdo de alcool (LIU et al., 1998), pois além
de ser mais barato do que a glicose, contém elementos tracos e vitaminas que podem ser
usados como potencializadores do crescimento (BEAULIEU et al., 1995). A produgio
de bacteriocinas por Lactobacillus plantarum BN também foi descrita quando na
presenca de melago (MAZO et al., 2002). Este subproduto pode ser utilizado também
na produgdo de biopolimeros por Sphingomonas capsulata ATCC 14666, sendo a
melhor producdo obtida com melago pré-tratado a 8% (BERWANGER et a/, 2007), ou
ainda para ser adicionado em pequenas quantidades na preparacdo de carvao ativado a

partir de bagago de cana (GONCALVES et al., 2006).
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Considerando a possivel reducdo no custo da matéria prima utilizada no
processo biotecnologico de producdo de surfactantes, representado pelo aproveitamento
de residuos e subprodutos agroindustriais, isolados bacterianos pertencentes a coleg¢do
de culturas do Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) foram selecionados com base na capacidade de produzirem
biossurfactantes a partir de substratos baseados em manipueira e melago. A otimizagdo
da composi¢do do meio foi estudada para cada um dos isolados bacterianos, sendo o
surfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A testado quanto a estabilidade de
emulsdes com querosene. O efeito do pH, da temperatura e da salinidade sobre a
estabilidade das emulsdes, sobre a tensdo superficial dos extratos e sobre a dilui¢do

micelar critica foi também investigado.
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CAPITULO 2

SELECAO DE ISOLADOS BACTERIANOS PRODUTORES DE
BIOSSURFACTANTES EM MEIOS A BASE DE MELACO E
MANIPUEIRA

RESUMO

Biossurfactantes apresentam vantagens em comparagdo com os surfactantes sintéticos,
como a baixa toxicidade, biodegradabilidade e a permanéncia de suas fungdes mesmo
em condi¢des extremas. Contudo, o alto custo de produgdo ¢ ainda um fator que limita a
escala do processo. Uma das alternativas sugeridas para se superar essa limitacdo ¢ a de
se utilizar substratos agroindustriais como meio de cultura basico para o cultivo dos
microrganismos produtores de biossurfactantes. Neste trabalho, foi avaliada a producéo
de biossurfactante por trés isolados de Pseudomonas aeruginosa, seis isolados de
Bacillus subtilis e um isolado de Dietzia maris em meios de cultura formulados a partir
de substratos baseados em manipueira ¢ melaco. Com exce¢do dos isolados P.
aeruginosa LBBMA 47 e D. maris LBBMA 191, diferencas estatisticas ndo foram
encontradas tanto para os dados de tensdo superficial do extrato livre de células puro
quanto para este diluido. Em todas as condi¢des avaliadas, tensdo superficial dos
extratos livre de células ou diluidos 20 vezes, os menores valores encontrados foram
respectivamente: 26,8 mlJ m?e 39,5 mJ m> para P. aeruginosa LBBMA 88A; 28,3 mJ
m?e 39,6 mJ m-2 para B. subtilis LBBMA 155 e 28,2 mJ m?e 37,9 ml] m? para B.
subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283.

Palavras-chave: Surfactante; residuos agroindustriais; Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus subtilis; Dietzia maris.
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2.1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo compostos ativos de superficie caracterizados pela capacidade
de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. Alguns tensoativos
sdo conhecidos como biossurfactantes, surfactantes produzidos por seres vivos. O curto
tempo de geragdo dos microrganismos, em comparacdo com os demais organismos,
torna-os os mais promissores para a producdo comercial desses compostos (DESAI e
BANAT, 1997, MAKKAR e CAMEOTRA, 1998).

Biossurfactantes podem ser produzidos por uma grande variedade de
microrganismos, incluindo bactérias, algas microscdpicas, fungos e archaeas (NAZINA
et al., 2003). Dentre as bactérias produtoras de surfactantes, incluem-se as dos géneros
Pseudomonas (MULLIGAN e GIBBS, 1989; PATEL e DESAI 1997; LI et al., 2002;
BENINCASA et al., 2004; DAS ¢ MUKHERIJEE, 2005; RASHEDI et al., 2005;
OKPOKWASILI e IBIENE, 2006; ROCHA et al., 2007; ABOUSEOUD et al., 2008),
Rhodococcus (BICCA et al., 1999; ESPUNY et al., 1996), Flavobacterium (BODOUR
et al., 2004), Bacillus (COOPER e GOLDENBERG, 1987; BANAT, 1993; YAKIMOV
et al., 1995; MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1998; MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 2002; WEI
et al., 2003; RAMNANI et al., 2005; SEPAHY et al., 2005; NITSCHKE ¢ PASTORE,
2006; RISMANI et al., 2006; WEI et al., 2007; FERNANDES, 2007), Arthrobacter
(MORIKAWA et al., 1993), Dietzia (NAZINA et al., 2003), Nocardia (MOUSSA et
al., 2006), Serratia (CUNHA et al., 2004; BIDLAN et al., 2007) e Acinetobacter
(NADARAJAH et al., 2002; ROCHA et al., 2006). Essa diversidade de bactérias
produtoras remete a producdo de diferentes tipos de biossurfactantes, os quais sdo
potencialmente aplicaveis em diversos produtos e processos industriais ou ambientais
(ROSENBERG e RON, 1999).

As pesquisas com biossurfactantes t€ém sido orientadas para atender demandas
advindas de industrias, como a alimenticia, farmacéutica, petroquimica, de cosméticos e
a biotecnolodgica. Os esforgos recentes para tornar viavel a aplicagdo de biossurfactantes
em larga escala estdo relacionados ao fato dos mesmos apresentarem baixa toxicidade
(SCHIPPERS et al., 2000; MAKKAR e ROCKNE, 2003; EDWARDS et al, 2003),
caracteristicas favoraveis a biodegradabilidade (SCHIPPERS et al., 2000; MAKKAR e
ROCKNE, 2003) e funcionabilidade em condi¢des extremas de pH, temperatura e
salinidade (BANAT, 1993; MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1998; DAS ¢ MUKHERIJEE,
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2005; ILORI et al., 2005; SEPAHY et al., 2005; ROCHA et al., 2007). Além disso,
investimentos tém sido feitos no cultivo misto de bactérias, pois misturas de
biossurfactantes, anidnicos e catidnicos (BERGSTROM, 2001) e idnicos e ndo-idnicos
(ZHU e FENG, 2003), exibem comportamento sinergistico quando em propor¢des
apropriadas, como melhor solubilidade e maior eficiéncia.

O custo de produgdo de biossurfactantes ¢ ainda um fator limitante para seu uso
comercial em larga escala. O alto custo pode ser tolerado quando o biossurfactante ¢é
usado em pequenos volumes, como em cosméticos € medicamentos. Contudo, quando
sd0 necessarios volumes maiores, como no caso da aplicacdo em recuperagdo avangada
de petréleo melhorada por microrganismos (MEOR), o seu uso € inviabilizado por esse
fator MUKHERIJEE et al., 2006).

A produgdo de biossurfactantes em substratos misciveis em dgua tem sido
considerada como a forma mais promissora em termos de custo de produgdo. H4 uma
grande variedade de substratos misciveis, cuja utilizacdo pode reduzir o custo de
produgdo, como a agua residudria rica em amido de batata (FOX e BALA, 2000;
RAMNANI et al., 2005) ou de mandioca (NITSCHKE et al., 2004; NITSCHKE e
PASTORE, 2006), soro de leite (DUBEY ¢ JUWARKAR, 2001; RODRIGUES et al,
2006), ou ainda subprodutos da fabricagdo do alcool (DUBEY e JUWARKAR, 2001) e
do acticar (GHURYE e VIPULANANDAN, 1994; PATEL e DESAI 1997; ROUKAS,
1998; NITSCHKE et al., 2004; RASHEDI et al., 2005; RODRIGUES et al, 2006).

Este trabalho teve como objetivo selecionar isolados bacterianos com elevada
capacidade de producdo de biossurfactantes a partir de substratos baseados em
manipueira e melaco, considerando-se ainda a possibilidade da sua producdo a partir de

culturas mistas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Isolados bacterianos

Os dez isolados bacterianos utilizados neste trabalho (Tabela 2.1) foram
previamente caracterizados como produtores de biossurfactantes por Batista (2002) e
Lima (2003). Os isolados sdo pertencentes a cole¢c@o de culturas de microrganismos do
Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do
Departamento de Microbiologia (DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Tabela 2.1. Identificacio e origem dos isolados bacterianos produtores de
biossurfactantes utilizados neste estudo

Isolado Identificaciio Origem

LBBMA 47 Pseudomonas aeruginosa Solo de “landfarming” — REGAP'

LBBMA 58 Pseudomonas aeruginosa Solo de “landfarming” - REGAP

LBBMA 88A Pseudomonas aeruginosa Solo de “landfarming” - REGAP

LBBMA 111A Bacillus subtilis Sedimento de fundo de mangue contaminado por
petréleo — REDUC?

LBBMA 155 Bacillus subtilis Sedimento de fundo de mangue contaminado por
petroleo — REDUC

LBBMA 191 Dietzia maris Borra oleosa — RECAP?

LBBMA 270 Bacillus subtilis Amostra de dgua de injegdo de Jazida

LBBMA 271 Bacillus subtilis Amostra de dgua de injecdo de Jazida

LBBMA 272 Bacillus subtilis Amostra de agua de injecdo de Jazida

LBBMA 283 Bacillus subtilis subsp. spizizenii ~ Amostra de agua de injecdo de Jazida

"REGAP - Refinaria Gabriel Passos, Betim, Minas Gerais.
2REDUC - Refinaria Duque de Caxias, Duque de Caxias, Rio de Janeiro.
3RECAP - Refinaria de Capuava, Maua, Sdo Paulo.

2.2.2 Meios de cultura

As culturas dos isolados bacterianos da colegdo do LBBMA foram inicialmente
ativadas em meio de cultura R2A (Tabela 2.2), com pH ajustado para 7,2 (REASONER
e GELDREICH, 1985), antes de serem utilizadas na avaliagdo da produgdo de
biossurfactantes em quatro formulagdes de meio de cultura, a saber: (i) Meio Mineral
(MM) (BODOUR e MILLER-MAIER, 1998) acrescido de glicose (controle do
experimento) (Tabela 2.2); (ii) MM suplementado com melago; (iii)) MM preparado em
manipueira, em substituicdo a agua e (iv) meio composto apenas de manipueira e

22



melaco, com relagdo 1:1 em massa de agucares totais (Tabela 2.3). As fontes de carbono

foram fornecidas com a mesma concentragdo total de acucares, ajustada pela quantidade

presente na manipueira pura (0,47%), fonte que forneceu a menor porcentagem de

acucares totais. O pH do meio foi ajustado para 6,8, seguindo-se a autoclavagem a

121°C por 15 minutos.

Tabela 2.2. Composi¢do dos meios R2A e do meio mineral (MM)

Meio R2A" Meio Mineral (MM)’
Componentes Quantidades Componentes Quantidades
Extrato de levedura 0,50 g NH,CI 1,000 g
Proteose peptona 0,50 g KH,PO, 1,500 g
Casaminoacidos 0,50 g Na,HPO, 4,000 g
Glicose 0,50 g Mg SO, 0,200 g
Amido solavel 0,50 g CaCl, . H,O 0,013 g
Piruvato de sodio 0,30 g Citrato de ferro III amoniacal 0,005 g
K,HPO, 0,30 ¢g Glicose 4,707 g
MgSO, . 7TH,0 0,05 ¢
Agua 1.000 mL Agua 1.000 mL

" Reasoner e Geldreich (1985)
? Bodour e Miller-Maier (1998)

Tabela 2.3. Composicdo do meio mineral suplementado com melago e/ou manipueira

MM + melaco MM + manipueira Melaco + manipueira
Componentes Quantidades Componentes Quantidades Componentes Quantidades
NH,C1 1,000 g NH,CI 1,000 g Melago 425¢
KH,PO, 1,500 g KH,PO, 1,500 g Manipueira 500 mL
Na,HPO, 4,000 g Na,HPO, 4,000 g Agua q.s.p. 1.000 mL
Mg SO, 0,200 g Mg SO, 0,200 g
CaCl, . H,O 0,013 g CaCl, . H,O 0,013 g
Citrato de ferro 0,005 g Citrato de ferro 0,005 g
IIT amoniacal IIT amoniacal
Melaco 85¢g
Agua 1.000 mL Manipueira 1.000 mL

O melago foi obtido na Companhia Agricola Pontenovense — Usina Jatiboca, em

Ponte Nova, Minas Gerais ¢ armazenado em cdmara fria a < 8°C até o momento da sua

utilizagdo, antes da qual passou por um processo de pré-tratamento visando a retirada de

solidos insoluveis. Este processo consistiu no ajuste do pH do melago para 3,0 com

solucdo de H,SO; a 2 mol L, seguindo-se repouso por 24 horas em temperatura

ambiente e centrifugacdo a 5.000 g (Sorvall® - RT6000B, Kendro Laboratory Products,
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Asheville, NC) por 15 minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,8 com
solucdo de NaOH a 2 mol L' (ROUKAS, 1998), antes da autoclavagem a 121°C, por 15
minutos.

A manipueira foi obtida em area de producdo artesanal de polvilho de mandioca,
na zona rural de Vigosa, Minas Gerais. O liquido de aspecto leitoso, residuo da
prensagem da mandioca, foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e armazenado nas
mesmas condicdes descritas para o melago até o momento da sua utilizagdo, antes da
qual também passou por um processo de pré-tratamento. A manipueira foi aquecida até
a fervura, resfriada 4 temperatura ambiente e centrifugada a 9.400 g (Sorvall® -
RT6000B, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC) por 20 minutos, para a remog¢ao
do amido e de outros sélidos insoluveis (NITSCHKE et al., 2004). O sobrenadante
formado a partir desse processo, apds autoclavagem a 121°C por 15 minutos, consistiu
na manipueira tratada que foi utilizada neste estudo.

Andlises quimicas foram efetuadas no melaco e na manipueira tratados e
compreenderam a medi¢do da condutividade -elétrica (CE) e do potencial
hidrogenidnico (pH), além da quantificagdo das concentragcdes de DBO, pelo método
iodométrico; DQO, pelo método do refluxo aberto; sédio (Na) e potéssio (K), por
fotometria de chama; fésforo (P), por espectrofotometria; céalcio (Ca), magnésio (Mg),
ferro (Fe) e manganés (Mn), por espectrofotometria de absor¢do atomica; sélidos totais
(ST), solidos em suspensdo totais (SST), sélidos dissolvidos totais (SDT) e solidos
volateis (SV), pelo método gravimétrico (APHA, AWWA & WEF, 1998). Determinou-
se nitrogénio total (N) pelo método semimicro Kjeldahl com adi¢do de 4cido salicilico,
adaptado de Kiehl (1995) e nitrogénio na forma de nitrato pelo método de Yang et al.
(1998) (Tabela 2.4).

No melago, os agucares totais e os agucares redutores foram determinados pelo
método de Fehling (GOMES, 1996), enquanto na manipueira os agucares totais foram
determinados pelo método fenol-sulfurico (DANIELS et al., 1994) e os redutores pelo
método colorimétrico DNS (MILLER, 1959) (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4. Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira ¢ do melago apos o pré-
tratamento para retirada de solidos insoluveis

Concentracdo (mg L™)

Variaveis

Manipueira Melago
pH 4,56 3,75
Condutividade elétrica (CE) 1.072 10.360
DQO 5.760 91.200
DBO 1.933 7.825
Sélidos totais (ST) 4.502 78.806
Soélidos volateis (SV) 3.874 68.466
Sélidos em suspenséo totais (SST) 72 432
Sélidos dissolvidos totais (SDT) 4.430 78.374
Acgucares totais 4.707 55.560
Acgucares redutores 3.5 16.100
Acucares ndo-redutores 4.703 39.460
Nitrogénio total (Nr) 210 628
N-Nitrato 4,5 415
Fosforo (P) 643 46,4
Potassio (K) 49 3.833
Sédio (Na) 3.3 10,1
Calcio (Ca) 3,52 967
Magnésio (Mg) 8,12 322
Ferro (Fe) N.D. 18,5
Manganés (Mn) 0,155 4,22

N.D. — Nao detectavel pelo equipamento de leitura ou pela técnica de determinag@o.

2.2.3 Preparo do inoculo e condicoes de cultivo

O indculo foi preparado a partir da adaptacdo das culturas aos diferentes meios
estudados. A adaptagdo consistiu na transferéncia de uma aliquota da cultura
previamente ativada em meio R2A, apds centrifugacdo a 12.000 g (Jouan® MR-23/) por
15 minutos e ressuspencdo em solucdo salina a 0,85%, para frascos Erlenmeyer de 125
mL contendo 15 mL dos meios de crescimento, por duas vezes consecutivas. O indculo
assim obtido foi transferido para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL dos
meios de crescimento, de modo a se obter uma densidade dptica inicial a 600 nm
equivalente a 0,100 (BIO-RAD SmartSpec ™ 3000 ). Para cada uma das adaptagdes,

assim como para a reativagdo dos microrganismos em R2A, a incubacgdo foi de 14 horas
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sob temperatura de 30°C, em agitador orbital a 200 rpm (New Brunswick Scientific,
Edison, NJ-USA, Modelo C25KC incubator SHAKER, Classic series). As condi¢des de
cultivo para producdo de biossurfactante nos diferentes meios foram as mesmas,
excetuando-se o tempo de incubagdo, elevado para 168 horas. O extrato contendo o
biossurfactante produzido apds o periodo de incubacgdo foi centrifugado a 12.000 g
(Jouan®™ MR-23/) por 15 minutos para retirada das células microbianas. Medidas de
tensdo superficial do extrato livre de células foram realizadas a cada 24 horas. As
determinagdes de tensdo em extratos diluidos em agua desionizada foram obtidas com
72 e 168 horas de incubagio.

A atividade metabdlica microbiana foi acompanhada ao longo do periodo de
cultivo por meio da evolucdo de CO,. Para essa avaliagdo, um volume de indculo
necessario para se obter uma densidade dptica inicial a 600 nm de 0,100 (BIO-RAD
SmartSpec "™ 3000 ) foi adicionado a frascos respirométricos contendo 10 mL de meio
de cultura. Os frascos com capacidade para 125 mL (Gibco BRL, Life Technologies)
foram acoplados a um respirometro dotado de um leitor de infravermelho (Sable
Systems International, NE, USA). Como controle, foi utilizado um frasco contendo o

meio de cultura ndo-inoculado.

2.2.4 Determinacio da tensdo superficial dos extratos bacterianos

livres de células

Leituras de tensdo superficial dos extratos livres de células foram realizadas pelo
método do anel de du Nouy, utilizando-se um tensiémetro Fisher Surface Tensiomat
(Modelo 21, Pittsburgh, EUA). Medidas de tensdo foram realizadas com o extrato puro
ou apo6s dilui¢do de 20 vezes em agua desionizada. As condigdes de analise foram:

volume médio da amostra de 8 mL, temperatura de 22°C e pH entre 6,8 e 7,0.

2.2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi montado seguindo-se um delineamento experimental em

parcela subdividida com 10 isolados constituindo as parcelas, dispostas em blocos
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casualizados com 4 repetigdes, ¢ com 7 tempos de incubagdo, constituindo as sub-
parcelas.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) pelo teste F, a 5%
de probabilidade, para a caracteristica “isolado” bacteriano. Em seguida, quando
necessario, o Teste de Tukey foi aplicado ao mesmo nivel de significancia, para se
comparar as médias dos tratamentos. Analises de regressdo foram utilizadas para se

avaliar o efeito do fator “tempo” sobre a variavel dependente.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores redug¢des nos valores de tensdo superficial, para a maioria dos
isolados (LBBMA 47, LBBMA 58, LBBMA 88A, LBBMA 111A, LBBMA 155 ¢
LBBMA 283), foram obtidas no meio de cultura composto por Melago + Manipueira.
Nesse meio, o biossurfactante produzido pelo isolado Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 88A promoveu a maior redugio de tensdo superficial, de 56,2 mJ m™ para 27,6
mJ m™? (Tabela 2.5).

Comparando-se os valores de tensdo superficial obtidos nos meios Melago +
Manipueira ¢ MM + Melago, observou-se um comportamento diferenciado entre os
isolados de P. aeruginosa e de B. subtilis. Enquanto a produgdo de biossurfactantes por
P. aeruginosa foi mais elevada em Melago + Manipueira, o inverso ocorreu com 0s
isolados de B. subtilis (Tabela 2.5). Esse resultado indica a ocorréncia de um padrao
similar de resposta de isolados da mesma espécie aos tipos e concentracdes de
nutrientes para a produc¢do de biossurfactantes. As diferencas entre os padrdes de
resposta das duas espécies refletem diferencas nas exigéncias nutricionais para a
producdo de biossurfactantes, com destaque para o suprimento de nitrogénio, ferro e
manganés, elementos cuja concentracdo alteram significativamente a producdo de
biossurfactantes por essas duas espécies (MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; 2002;
ABOUSEOUD et al., 2008; SANTOS et al., 2008).

A formulacdo Melago + Manipueira foi aquela em que o maior numero de
isolados — nove em um total de dez — promoveram redu¢@o da tensdo superficial para
valores abaixo de 40 mJ m™ (Tabela 2.5), sendo este o valor minimo para o
biossurfactante ser considerado eficiente (COOPER ef al., 1987). Esses resultados
podem ser atribuidos a presenca de minerais e a¢licares nos substratos naturais testados,
em proporcdes adequadas a producdo de biossurfactantes. Nitrogénio e manganés, por
exemplo, considerados fatores importantes na produgdo de biossurfactantes por varios
microrganismos, estdo presentes tanto no melaco quanto na manipueira. A observada
auséncia de fase lag em culturas supridas com melago, em comparagdo com o meio
mineral com glicose, ¢ indicio de que vitaminas e outros compostos organicos presentes
nesse residuo podem favorecer o crescimento microbiano e, conseqiientemente, a
producgdo de metabdlitos de interesse (OLIVEIRA, 2004).

O MM + glicose propiciou a produgdo de biossurfactante em concentragdo
suficiente para reduzir a tensdo superficial para valores abaixo de 40 mJ m™ por sete dos
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dez isolados, embora a redugdo da tensdo por esses isolados ndo tenha sido
destacadamente maior do que a obtida nos meios formulados a base de melago e
manipueira (Tabela 2.5).

Em sintese, os dados na Tabela 2.5 confirmam a caracteristica dos isolados de
produzir biossurfactantes, sendo a formulagdo com Melaco + Manipueira uma
alternativa que pode se mostrar com custo vidvel em processo de produgdo de
biossurfactante, j& que sua composi¢do suporta o crescimento microbiano e permite a
producdo de biossurfactantes. Além disso, € possivel observar que os isolados do género
Bacillus, de uma forma geral, sdo mais robustos quando comparados aos outros géneros
avaliados, produzindo biossurfactantes considerados eficientes em todas as formulagdes
testadas. Essa caracteristica potencializa esse género em processos industriais, ja que
possibilita a substitui¢do dos residuos agroindustriais utilizados, por exemplo, nos

periodos de entressafras.

Tabela 2.5. Tensdo superficial dos extratos bacterianos livres de células obtidos apds
cultivo por 168 horas a 30°C e 200 rpm em diferentes formulagdes de meio
de cultura. Os valores representam leitura de tensdo superficial em mJ m™

Isolados MM+Glicose =~ MM+Manipueira ~ MM+Melago Melago+Manipueira
TS N.L * 54,1 57,3 54,8 56,2
LBBMA 47' 48,5 48,8 51,2 40,1
LBBMA 58' 37,9 45,6 51,9 282
LBBMA 88A' 30,7 34,3 38,6 27,6
LBBMA 111A? 49,9 56,4 28,4 29,6
LBBMA 155° 28,0 293 27,0 27,9
LBBMA 191° 53,3 52,5 45,0 54,2
LBBMA 270? 29,0 29,4 26,7 28,2
LBBMA 271° 29,2 29,1 26,9 28,7
LBBMA 272? 28,7 28,8 273 29,3
LBBMA 283’ 293 29,3 27,2 28,2

*- Tensdo superficial dos meios nio inoculados.
'p aeruginosa, 2B. subtilis; 3D. maris.

O desempenho do isolado LBBMA 191 em todos os meios de cultura avaliados
(Tabela 2.5) ficou aquém da redugdo minima de tensdo superficial exigida para se
considerar a ocorréncia de producdo de um biossurfactante eficiente. Contudo, esse
isolado foi mantido em outras etapas do estudo, em razdo dos resultados promissores
descritos por Lima (2003), quando o mesmo foi cultivado em meios contendo fontes de

carbono hidrofobicas (borra oleosa, dodecano e hexadecano).
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O meio considerado como promissor, Melaco + Manipueira, propiciou um
metabolismo respiratorio intenso pelos isolados em estudo, com base nos dados de
evolucdo de CO, (Figura 2.1). Dentre os isolados estudados, destacaram-se o B. subtilis
LBBMA 272 e P.aeruginosa LBBMA 47 com maior e a menor atividade respiratdria,
respectivamente. O resultado € coerente com a menor redug¢do da tensdo superficial
nesse meio de cultura pelo isolado P.aeruginosa LBBMA 47, comparativamente aos
demais isolados da espécie (LBBMA 58 ¢ LBBMA 88A) (Tabela 2.5). Ressalta-se
ainda a ocorréncia de dois grupos distintos de isolados de B. subtilis € D. maris, com
maior atividade respiratoria (> 1.000 pmol mL ' de CO,) e um grupo composto pelos
trés isolados de P.aeruginosa, com menor atividade respiratéria (< 800 pmol mL ' de

CO,) (Figura 2.1).

—~ 1600
9

(]

£ 1400 LBBMA 47
3 —+—LBBMA 58
5 1200 |

= LBBMA 88A
= 1000 - LBBMA 111A
o

£ LBBMA 155
S 800 |
5 —%—LBBMA 191
S 600 | ———LBBMA 270
S

E 400 - —*—LBBMA271
3 LBBMA 272
©

~ 200 LBBMA 283
O N
o 0 = T T T

0 50 100 150 200

Tempo (horas)

FIGURA 2.1 — Evolugdo de CO; dos isolados bacterianos LBBMA 47, LBBMA 58,
LBBMA 88A, LBBMA 111A, LBBMA 155, LBBMA 191, LBBMA
270, LBBMA 271, LBBMA 272, LBBMA 283. Os isolados foram
cultivados por 168 horas a 30°C em meio composto por melaco e
manipueira. Os valores representam a média de quatro repeti¢des.

A andlise de varidncia (ANOVA) dos dados de tensdo superficial dos extratos
puros (Tabela 2.6) mostra que houve efeito (p < 0,0001) tanto dos isolados quanto do
tempo de incubagdo na produgdo de biossurfactantes no meio Melago + Manipueira,

como também da interacdo (p = 0,0253) tempo x isolado. A comparagdo das médias de
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tensdo superficial entre os isolados bacterianos, em cada tempo de cultivo avaliado,

demonstrou que, a exce¢do dos tratamentos com LBBMA 47 e LBBMA 191, cujos

valores foram maiores em todos os tempos de cultivo, todos os isolados apresentaram

~ 2 o . . .
valores de tensdo menores que 31 mJ m™, e que estes ndo diferiram entre si (Tabela

2.7).

Tabela 2.6. Analise de variancia para a tensdo superficial do extrato livre de células em
funcdo dos fatores “isolado” e “tempo”. Os isolados foram cultivados por
168 horas a 30°C e 200 rpm em meio composto por manipueira e melago

Fontes de variacio oM F Sig.
BLOCO 98,38387 2,87 0,0379
ISOLADO 1338,719 39,05 <0,0001
ERRO (A) 34,28653
TEMPO 24,76997 4,83 0,0001
TEMPO x ISOLADO 7,703415 1,50 0,0253
RESIDUO 5,571534
TOTAL
Coef. de Variagdo = 7,1525 Média Geral = 31,658

Tabela 2.7. Tensdo superficial dos extratos bacterianos livres de células, em diferentes
tempos de cultivo. Os isolados foram cultivados por 168 horas a 30°C e
200 rpm em meio composto por manipueira e melaco. Os valores
representam a média de quatro repetigdes

Tempo (horas)

Isolados 24 48 72 96 120 144 168
___________________________ MI M2 mcmm e e mmmm i m———-

LBBMA 47 46,6 a 41,5b 43,0 a 40,9 b 40,6 a 39,2 a 413 a
LBBMA 58 28,7b 28,6 ¢ 28,4 b 28,4 ¢ 28,5b 28,2 b 28,0 b
LBBMA 88A 27,1b 27,0 ¢ 26,8 b 27,1¢ 27,1b 27,1b 26,9 b
LBBMA 111A 30,8 b 30,2 ¢ 29,9 b 30,2 ¢ 30,0b 299b 29,7b
LBBMA 155 29,3 b 289 ¢ 28,3 b 283 ¢ 28,4 b 28,0b 28,3 b
LBBMA 191 50,4 a 532a 479 a 48,7 a 443 a 42,4 a 42,8 a
LBBMA 270 29,5b 28,9 ¢ 28,8 b 28,7 ¢ 28,5b 28,5b 28,1 b
LBBMA 271 29,5b 28,6 ¢ 28,7b 28,6 ¢ 28,6 b 27.8b 28,0 b
LBBMA 272 28,4b 279 ¢ 28,5b 28,0 ¢ 28,1b 27,6 b 26,9 b
LBBMA 283 28,8 b 28,1 ¢ 28,2 b 28,0 c 28,6 b 28,2 b 28,0 b

Nota: Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nio diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade, de acordo com o Teste de Tukey.

A tensdo superficial durante o tempo de crescimento do isolado LBBMA 191 foi

explicada de maneira significativa por um modelo de regressdo linear (p < 0,0001)
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(Figura 2.2). Todos os demais isolados estudados apresentaram “tempo’ como um fator
ndo-significativo, ou seja, a tensdo superficial ndo variou com o tempo.

O resultado da ANOVA realizada para o estudo da tensdo superficial dos
extratos livres de células diluidos 20 vezes (Tabela 2.8) mostra que o efeito da interagdo
isolado x tempo ndo foi significativo (p = 0,0605). Logo, o estudo dos efeitos dos
fatores tempo e isolado foi feito de forma independente. Para o fator tempo, tendo este
sido ndo-significativo (p = 0,1614) e estudado em apenas dois niveis, a ANOVA ¢
conclusiva, indicando que ndo existe diferenca estatistica entre os tempos de 72 ¢ 168

horas.

60
Y = 53,964 - 0,0716 T

o R*=0,825

E 55

=

E

S

L

£ 50 -

Q.

>

(72]

e}

(0

€ 45 -

o

|_

40 T T T
0 50 100 150 200

Tempo (horas)

Figura 2.2 - Modelo de regressdo para a tensao superficial do extrato livre de células do
isolado LBBMA 191 em fung¢do do tempo. O isolado foi cultivado por 168
horas a 30°C e 200 rpm em meio composto por manipueira € melago. As
medidas de tensdo superficial foram obtidas a cada 24 horas. O modelo foi
plotado com médias de quatro repetigdes.

A tensdo superficial dos extratos livres de células na dilui¢do de 1:20 foi
influenciada significativamente pelo fator “isolado” (p < 0,0001). As maiores médias
foram novamente apresentadas pelos isolados LBBMA 47 (56,8 mJ m?) e LBBMA 191
(59,1 mJ m?) (Tabela 2.9). Todos os demais isolados apresentaram valores de tensdo
superficial dos extratos diluidos 1:20 estatisticamente iguais, ndo se observando, para
nenhum deles, efeito significativo do fator tempo sobre os valores de tensdo
encontrados.
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Tabela 2.8. Andlise de variancia para a tensdo superficial dos extratos livres de células
diluidos 20 vezes. Os isolados foram cultivados por 168 horas a 30°C e
200 rpm em meio composto por manipueira ¢ melaco. As medidas de
tensdo superficial foram obtidas 72 e 168 horas ap6s o inicio da incubacdo

Fontes de variacio GL QM F Sig.
BLOCO 3 115,4002 8,38 0,0003
ISOLADO 9 499,2068 36,24 <0,0001
ERRO (A) 27 13,77414
TEMPO 1 8,269149 2,06 0,1614
TEMPO x ISOLADO 9 8,468303 2,11 0,0605
RESIDUO 30 4,010121
TOTAL 79
Cocficiente de Variagdo = 4,5473 Média Geral = 44,038

Tabela 2.9. Tensdo superficial dos extratos bacterianos livres de células diluidos 20
vezes. Os isolados foram cultivados por 168 horas a 30°C e 200 rpm em
meio composto por manipueira € melagco. As medidas de tensdo superficial
foram obtidas 72 e 168 horas apds o inicio da incubag@o. Os valores
representam a média de oito repeti¢des

Isolados Tensio superficial (mJ m?)
LBBMA 191 59,1 a
LBBMA 47 58,6 a
LBBMA 58 424 b
LBBMA 272 41,5 b
LBBMA 111A 412 b
LBBMA 270 41,0 b
LBBMA 271 39,6 b
LBBMA 155 39,6 b
LBBMA 88A 395 b
LBBMA 283 379 b

Nota: Médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, de
acordo com o Teste de Tukey.

Com base nos resultados obtidos, adotou-se o tempo de 72 horas como sendo
suficiente para se atingir a maxima producdo de biossurfactantes pelos isolados
estudados, com exceg¢do do isolado LBBMA 191, cuja tensado superficial do extrato livre
de células puro mostrou ser influenciada pelo tempo de incubagdo. Estudos com
menores tempos para a variavel tensdo superficial do extrato diluido podem ser
realizados, visando diminuir ainda mais o tempo de incubacdo necessario para a
producdo de biossurfactante por esses isolados.

Tanto as andlises estatisticas realizadas para os dados de tensdo superficial do
extrato livre de células puro, quanto para este diluido mostraram que ndo houve

diferenga estatistica entre as leituras de tensdo superficial para os isolados testados, com
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excecdo dos isolados LBBMA 47 e LBBMA 191, tornando apropriada a escolha de
qualquer um dos oito isolados restantes.

A escolha dos isolados promissores na produgdo de biossurfactante foi baseada,
simplesmente, nos menores valores de médias de tensdo superficial do extrato livre de
células puro, no tempo de 72 horas, e de tensdo superficial desse extrato diluido. Em
todas as condi¢des avaliadas, os isolados de destaque foram: Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 88A; Bacillus subtilis LBBMA 155 e Bacillus subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283. A escolha desses trés isolados permitiu a avaliagdo de dois diferentes
géneros, Bacillus e Pseudomonas.

Esses isolados tiveram o crescimento, a producdo e as caracteristicas dos
biossurfactantes por eles produzidos descritas em outros trabalhos desenvolvidos pelo
grupo de pesquisa ligado ao LBBMA. Os isolados LBBMA 88A ¢ LBBMA 155,
quando crescidos em fonte de carbono hidrofébicas (borra oleosa, dodecano e
hexadecano), promoveram uma reducdo acentuada da tensdo superficial e os
sobrenadantes dos meios de cultura formaram emulsdes estaveis com querosene (LIMA,
2003). Esta autora também descreveu o isolado LBBMA 155 como produtor de um
surfactante cuja molécula ndo alterou suas caracteristicas frente variagdes de pH, além
de ter se mostrado estavel a altas temperaturas e resistente a presenca de até 5% de NaCl
(LIMA, 2008).

Em outro trabalho também realizado por este grupo, Oliveira (2004) atestou a
capacidade de crescimento dos isolados LBBMA 155 ¢ LBBMA 283 em MM
enriquecido com melago a altas concentragdes de NaCl, 5% em condicdo aerdbia e 8%
em condicdo anaerdbia. A autora reporta ainda que a velocidade especifica de
crescimento do isolado LBBMA 155 em meio adicionado de melago foi 3 vezes maior
que no meio adicionado de sacarose. Além disso, as caracteristicas apresentadas por
esses isolados e pelos biossurfactantes por eles produzidos tém sido apontadas como
promissoras para aplicag@o na tecnologia MEOR.

Tanto o género Bacillus (LBBMA 155 ¢ LBBMA 283) quanto o género
Pseudomonas (LBBMA 88A) tém sido explorados quanto ao seu potencial para
producdo de biossurfactantes e aplicacdo ambiental. Bacillus ¢ Pseudomonas ja foram
citados na literatura (PATEL e DESAI, 1997; NITSCHKE et al., 2004; NITSCHKE e
PASTORE, 2006; BARROS et al., 2007) como sendo capazes de produzir

biossurfactantes em meios contendo fontes de carbono de baixo custo, como as
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utilizadas neste trabalho, apenas com a ressalva de que ndo ha relatos da produgdo de
biossurfactante por Pseudomonas utilizando-se manipueira.

Biossurfactantes produzidos por diferentes espécies dos géneros Bacillus e
Pseudomonas t€m mostrado boa estabilidade durante a exposicdo a altas temperaturas,
altas salinidades e a grandes variagdes de pH (MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 1997;
ABOUSEQUD et al., 2007; 2008), também possuindo propriedades emulsificantes ¢ de
redugdo da tensdo superficial do meio (MULLIGAN e GIBBS, 2001; CALVO et al.,
2004; DAS ¢ MUKHERIJEE, 2005; SIFOUR et al., 2007). Essas caracteristicas sdo
essenciais para aplicacdo no setor petrolifero, principalmente na MEOR, pois sdo
algumas das condi¢des encontradas em reservatorios de petroleo. Além disso, as
propriedades emulsificantes e de reducdo da tensdo superficial sdo desejadas para se
aumentar o rendimento da extracdo e adiar o declinio da produgdo desses reservatorios.
Esses biossurfactantes também sdo descritos como promissores na aplicacdo em outras
tecnologias ambientais, dada a sua habilidade de remover metais pesados (HERMAN e¢
al, 1995; MULLIGAN et al., 1999; MULLIGAN e GIBBS, 2001) e de facilitar a
degradacdo de hidrocarbonetos do petroleo (DAS e MUKHERIJEEE, 2007).
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2.4 CONCLUSOES

O meio composto por melago e manipueira apresentou-se como uma alternativa
que pode se mostrar com custo vidvel em processos de produ¢do de biossurfactantes, ja
que sua composi¢cdo suporta o crescimento microbiano e permite a produgdo de
biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa e Bacillus spp.

Os isolados Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus subtillis LBBMA
155 e Bacillus subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 se destacaram, neste meio de

cultura, como produtores de surfactantes.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR
ISOLADOS BACTERIANOS E CULTURAS MISTAS

RESUMO

Os microrganismos produtores de biossurfactantes mais estudados sdo os do grupo das
bactérias, especialmente espécies dos géneros Bacillus e Pseudomonas. Investimentos
no cultivo misto de bactérias t€m sido feitos, ja que misturas de biossurfactantes podem
exibir comportamento sinergistico, quando em propor¢des apropriadas, como melhor
solubilidade e maior eficiéncia. A despeito das vantagens dos biossurfactantes em
relagdo aos surfactantes sintéticos para aplicagdes tanto industriais quanto ambientais, o
alto custo de sua producdo ¢ ainda fator limitante para sua utilizagdo em larga escala.
Uma das formas que t€ém sido buscadas para se reduzir os custos de producdo de
biossurfactantes ¢ a utilizagcdo de subprodutos de agro-industrias como componentes dos
meios de cultura. Neste trabalho, meios de cultura foram formulados a partir de melago
e manipueira ¢ otimizados para a producdo de surfactantes por Pseudomonas
aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus subtilis LBBMA 155 e Bacillus subtilis subsp.
spizizenii LBBMA 283, em culturas puras ou mistas. A producdo de biossurfactante
pelo isolado LBBMA 88A e pela cultura composta dos trés isolados foi influenciada
apenas pela concentragdo de melago no meio de cultura. Nas culturas puras dos isolados
LBBMA 155 e LBBMA 283 e nas culturas mistas LBBMA 88A + LBBMA 283 e
LBBMA 155 + LBBMA 283, a producao foi influenciada tanto pela concentracdo de
melago quanto de nitrogénio e/ou ferro. Melago e manipueira se mostraram como bons
substratos para a producdo de biossurfactantes pelos isolados testados e pelas culturas

mistas formadas.

Palavras-chave: Surfactante; manipueira; melago; Pseudomonas; Bacillus; DCCR.
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3.1 INTRODUCAO

Os microrganismos produtores de biossurfactantes mais estudados sdo os do
grupo das bactérias, especialmente espécies dos géneros Bacillus e Pseudomonas. O
género Bacillus se destaca por ja ser aplicado em processos de recuperagdo avancada do
petroleo melhorada por microrganismos (MEOR) (BANAT, 1993; TABATABAEE et
al., 2002; SEPAHY et al., 2005) em razdo da sua habilidade em produzir enddsporos,
que sdo transportados mais efetivamente através dos poros da rocha-reservatorio do que
células vegetativas (JANG et al.,, 1983; McINERNEY ef al, 2005), e pela sua
capacidade de produzir biossurfactantes anaerobicamente sob condigdes de alta
salinidade e temperatura (YAKIMOV et al., 1997). Pseudomonas ¢ também um género
com potencial para aplicacdo em MEOR e em outros setores da cadeia do petrdleo,
dadas as propriedades ativas de superficie e a estabilidade das emulsdes obtidas com
biossurfactantes produzido por algumas espécies (LI et al., 2002; DAS e
MUKHERIJEE, 2005; OKPOKWASILI e IBIENE, 2006).

A estratégia de se realizar o cultivo misto de bactérias produtoras de
biossurfactantes oferece oportunidade para o desenvolvimento de processos
economicamente viaveis, uma vez que o0s processos que utilizam culturas puras
requerem maior custo operacional e maior investimento de capital (NADARAJAH et
al., 2002). Além disso, ja se demonstrou que misturas de biossurfactantes anidnicos e
cationicos (BERGSTROM, 2001) ou idnicos e ndo-idnicos (ZHU e FENG, 2003)
exibem comportamento sinergistico, como melhor solubilidade e maior eficiéncia,
quando em propor¢des apropriadas.

Os biossurfactantes possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, 0 que os tornam comparaveis, ou até mesmo superiores, aos surfactantes
sintéticos em termos de efetividade e eficiéncia (COOPER e¢ PADDOCK, 1984;
REISER ef al., 1998). Além disso, a estrutura quimica e as propriedades fisicas podem
ser modificadas por manipulacdes genéticas, bioldgicas ou quimicas, possibilitando o
desenvolvimento de novos produtos para necessidades especificas (MULLIGAN e
GIBBS, 1989; MUKHERIEE et al., 2006).

As caracteristicas dos surfactantes produzidos por microrganismos em meio de
cultura sdo influenciadas, entre outras coisas, pela natureza da fonte de carbono e pelas
concentragdes de nitrogénio (N), fosforo (P), magnésio (Mg), ferro (Fe) e manganés

(Mn) (ESPUNY et al., 1996; MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; 2002; WEI et al., 2003;
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ILORI et al., 2005; RISMANI et al., 2006; WEI et al., 2007; ABOUSEOUD et al.,
2008). O emprego de substratos a base de manipueira - dgua residudria rica em amido
de mandioca (NITSCHKE et al., 2004; NITSCHKE e PASTORE, 2006) ¢ de melago
(GHURYE e VIPULANANDAN, 1994; PATEL e DESAI 1997, ROUKAS, 1998;
NITSCHKE et al., 2004; RASHEDI et al., 2005, RODRIGUES et al., 2006), tém sido
alternativas exploradas para se diminuir o custo de produg¢éo representado pelo meio de
cultura das bactérias, uma vez que sdo subprodutos pouco valorizados e apresentam em
sua composi¢do acucares € sais minerais, componentes essenciais para o crescimento
microbiano e para a producdo de biossurfactantes.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a composi¢do do meio de cultura para a
producdo de biossurfactantes pelos isolados P. aeruginosa LBBMA 88A, B. subtilis
LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 a partir de substratos baseados

em manipueira e melago, tanto em cultura pura como em cultura mista.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolados bacterianos e composiciao das culturas mistas

Trés isolados bacterianos previamente selecionados como produtores de
biossurfactantes foram utilizados para o estudo de otimiza¢do dos meios de cultura
(Tabela 3.1). Os isolados pertencem a cole¢do de culturas do Laboratério de
Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de
Microbiologia (DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Além desses isolados,
e a partir deles, quatro culturas mistas foram estudadas. As culturas consistiram do

agrupamento dos 3 isolados e destes 2 a 2, como mostrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Isolados bacterianos utilizados no estudo de otimizagao do meio de cultura
para produ¢do de biossurfactante e composicdo das culturas mistas (CM)
obtidas a partir do agrupamento dos isolados

Isolados / Culturas mistas Identificacéio Origem
LBBMA 88A Pseudomonas aeruginosa Solo de “landfarming” — REGAP'
LBBMA 155 Bacillus subtilis Sedimento de fundo de mangue
contaminado por petréleo — REDUC?
LBBMA 283 Bacillus subtilis subsp. spizizenii ~ Amostra de agua de injegdo de Jazida
CM 1 LBBMA 88A + LBBMA 155 -
CM 2 LBBMA 88A + LBBMA 283 -
CM3 LBBMA 155 + LBBMA 283 -
CM 4 LBBMA 88A + LBBMA 155 +
LBBMA 283 )

REGAP! — Refinaria Gabriel Passos, Betim, Minas Gerais.
REDUC? — Refinaria Duque de Caxias, Duque de Caxias, Rio de Janeiro.

3.2.2 Meios de cultura

As culturas dos isolados bacterianos foram ativadas em meio de cultura R2A
contendo (g L']): extrato de levedura, 0,5; peptona proteose, 0,5; casoaminodacidos, 0,5;
glicose, 0,5; amido soluvel, 0,5; piruvato de sodio, 0,3; K;HPO,4, 0,3; MgS04.7H,0,
0,05, com pH ajustado para 7,2 (REASONER e GELDREICH, 1985).

O meio de cultura usado para producdo de biossurfactantes foi constituido de

melago e manipueira. A quantidade de melago (p/v) acrescida ao meio correspondeu a
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concentracdo final de melago desejada (%). Este subproduto foi transferido para uma
proveta e teve seu volume completado com agua destilada para a metade do volume
final do meio. A manipueira foi adicionada em uma quantidade correspondente a outra
metade do volume final. O pH foi ajustado para 6,8, seguido de autoclavagem a 121°C
por 15 minutos.

O melago foi obtido na Companhia Agricola Pontenovense — Usina Jatiboca, em
Ponte Nova, Minas Gerais ¢ armazenado em camara fria a < 8°C até o momento da sua
utilizagdo, antes da qual passou por um processo de pré-tratamento visando a retirada de
solidos insoluveis. Este processo consistiu no ajuste do pH do melago para 3,0 com
solucdo de H,SO; a 2 mol L, seguindo-se repouso por 24 horas em temperatura
ambiente e centrifugacdo a 5.000 g (Sorvall® - RT6000B, Kendro Laboratory Products,
Asheville, NC) por 15 minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,8 com
solucdo de NaOH a 2 mol L' (ROUKAS, 1998), antes da autoclavagem a 121°C, por 15
minutos.

A manipueira foi obtida em area de producdo artesanal de polvilho de mandioca,
na zona rural de Vigosa, Minas Gerais. O liquido de aspecto leitoso, residuo da
prensagem da mandioca, foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e armazenado nas
mesmas condi¢des descritas para o melago até o momento da sua utilizagdo, antes da
qual também passou por um processo de pré-tratamento. A manipueira foi aquecida até
a fervura, resfriada a temperatura ambiente e centrifugada a 9.400 g (Sorvall® -
RT6000B, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC) por 20 minutos, para a remo¢ao
do amido e de outros solidos insoluveis (NITSCHKE et al., 2004). O sobrenadante
formado a partir desse processo, apds autoclavagem a 121°C por 15 minutos, consistiu
na manipueira tratada que foi utilizada neste estudo.

Anadlises quimicas foram efetuadas no melago e na manipueira tratados e
compreenderam a medicdo da condutividade elétrica (CE) e do potencial
hidrogenidnico (pH), além da quantificacdo das concentragdes de DBO, pelo método
iodométrico; DQO, pelo método do refluxo aberto; sédio (Na) e potassio (K), por
fotometria de chama; fésforo (P), por espectrofotometria; célcio (Ca), magnésio (Mg),
ferro (Fe) e manganés (Mn), por espectrofotometria de absor¢do atdmica; sdlidos totais
(ST), sélidos em suspensdo totais (SST), sélidos dissolvidos totais (SDT) e solidos
volateis (SV), pelo método gravimétrico (APHA, AWWA & WEF, 1998). Determinou-

se nitrogénio total (N) pelo método semimicro Kjeldahl com adicdo de 4cido salicilico,
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adaptado de Kiehl (1995) e nitrogénio na forma de nitrato pelo método de Yang et al.
(1998) (Tabela 3.2).

No melago, os agucares totais e os acucares redutores foram determinados pelo
método de Fehling (GOMES, 1996), enquanto na manipueira os agucares totais foram
determinados pelo método fenol-sulfurico (DANIELS et al., 1994) e os redutores pelo
método colorimétrico DNS (MILLER, 1959) (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira ¢ do melago apds o pré-
tratamento para retirada de sélidos insoluveis

Concentrac¢io (mg LY

Variaveis

Manipueira Melago
pH 4,56 3,75
Condutividade elétrica (CE) 1.072 10.360
DQO 5.760 91.200
DBO 1.933 7.825
Sélidos totais (ST) 4.502 78.806
Sélidos volateis (SV) 3.874 68.466
Sélidos em suspensdo totais (SST) 72 432
Soélidos dissolvidos totais (SDT) 4.430 78.374
Acgucares totais 4.707 55.560
Acgtcares redutores 3.5 16.100
Acgticares ndo-redutores 4.703 39.460
Nitrogénio total (N1) 210 628
N-Nitrato 4.5 415
Fosforo (P) 643 46,4
Potassio (K) 49 3.833
Sédio (Na) 33 10,1
Calcio (Ca) 3,52 967
Magnésio (Mg) 8,12 322
Ferro (Fe) N.D. 18,5
Manganés (Mn) 0,155 4,22

N.D. — Néo-detectavel pelo equipamento de leitura ou pela técnica de determinagdo.

3.2.3 Preparo do inoculo e condicdes de cultivo

O inéculo foi preparado a partir da adaptacdo das culturas aos diferentes meios

estudados. A adaptacdo consistiu na transferéncia de uma aliquota da cultura
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previamente ativada em meio R2A, ap6s centrifugaco a 12.000 g (Jouan® MR-23) por
15 minutos e ressuspencdo em solucdo salina a 0,85%, para frascos Erlenmeyer de 125
mL contendo 15 mL dos meios de crescimento, por duas vezes consecutivas. O indculo
assim obtido foi transferido para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL dos
meios de crescimento, de modo a se obter uma densidade dptica inicial a 600 nm
equivalente a 0,100 (BIO-RAD SmartSpec ™ 3000 ). Para cada uma das adaptagdes,
assim como para a reativagdo dos microrganismos em R2A, a incubacgdo foi de 14 horas
sob temperatura de 30°C em agitador orbital a 200 rpm (New Brunswick Scientific,
Edison, NJ-USA, Modelo C25KC incubator SHAKER, Classic series). As condi¢des de
cultivo durante a produ¢@o de biossurfactante foram as mesmas, excetuando-se o
periodo de incubagdo, elevado para 72 horas. Apds o cultivo, os meios foram
centrifugados a 12.000 g (Jouan ® MR-23i) por 15 minutos. O extrato livre de células e
algumas de suas dilui¢des foram submetidos as medidas de tensdo superficial.

A atividade metabdlica microbiana foi acompanhada ao longo do periodo de
cultivo por meio da evolugdo de CO,. Para essa avaliagdo, um volume de indculo
necessario para se obter uma densidade Optica inicial a 600 nm de 0,100 (BIO-RAD
SmartSpec '™ 3000 ) foi adicionado a frascos respirométricos contendo 10 mL de meio
de cultura. Os frascos com capacidade para 125 mL (Gibco BRL, Life Technologies)
foram acoplados a um respirdbmetro dotado de um leitor de infravermelho (Sable
Systems International, NE, USA). Como controle, foi utilizado um frasco contendo o
meio de cultura ndo-inoculado. Os frascos foram incubados estaticamente a 30°C,
durante 30 horas. O gas de arraste, composto de ar atmosférico, foi injetado em

intervalos de 4 horas.

3.2.4 Determinacdo da tensio superficial dos extratos bacterianos

livres de células

Leituras de tensdo superficial dos extratos livres de células foram realizadas pelo
método do anel de du Nouy, utilizando-se um tensiémetro Fisher Surface Tensiomat
(Modelo 21, Pittsburgh, EUA). Medidas de tensdo foram realizadas com o extrato puro
e apos diluicoes de 10 e 100 vezes em agua desionizada. Os valores de tensdo

superficial nos extratos diluidos foram empregados como uma medida indireta da
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concentracdo de biossurfactante. As condigdes de andlise foram: volume médio da

amostra de 7 mL, temperatura de 22°C e pH entre 6,8 e 7,0.

3.2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Para se determinar a combinacdo otima dos parametros do estudo (fatores ou
variaveis independentes), foi empregada uma técnica de otimizacdo de processos
baseada em planejamentos fatoriais estatisticamente delineados em Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR). O delineamento experimental utilizado para obtencdo da
equagdo de regressdo apropriada foi o Composto Central Rotacional -DCCR, que
utiliza modelos de regressdo multipla para esta finalidade.

O experimento foi conduzido num delineamento fatorial 2° com trés variaveis
independentes (melaco, nitrogénio na forma de KNO; e ferro na forma de Fe(NO;)3)
estudadas em 5 niveis. As variaveis dependentes foram: tensdo superficial do extrato
livre de células puro, tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10 e 100
vezes e taxa respiratdria.

Os valores maximos e minimos de cada varidvel independente foram
estabelecidos com base nos encontrados na literatura. Tanto as varidveis independentes
quanto seus niveis codificados tém seus valores apresentados na Tabela 3.3 e a matriz

do delineamento com todos os ensaios ¢ apresentada na Tabela 3.4.

Tabela 3.3. Niveis de variagdo das varidaveis independentes empregados no estudo de
otimizagdo de meio de cultura para producdo de biossurfactante por
Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus subtilis LBBMA 155 e
Bacillus subtilis subp. spizizenii LBBMA 283

. . Varidveis Niveis de variacao
Variaveis reais .
codificadas -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melago (%) M X, 2 3,6216 6 8,3784 10
KNO; (mmol L") N X, 2,25 22,52 52,25 81,98 102,25
Fe(NO;3); (mmol L'l) Fe X3 0 0,30405 0,75 1,19595 1,5

Os resultados experimentais foram avaliados por meio de anélises de regressao.
Os modelos foram reajustados eliminando-se os termos nao-significativos, isto é, os que
apresentaram uma probabilidade de significancia p > 0,05. A significancia dos modelos

foi testada pela analise de variancia (ANOVA) usando o teste de distribui¢do F. A
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pressuposicdo de normalidade foi testada em todas as andlises. Um dendrograma foi
criado, a partir das varidveis dependentes estudadas, para avaliar o grau de similaridade
entre os isolados/culturas mistas. A gera¢do do modelo, o processamento dos dados e as
andlises estatisticas foram elaboradas com o auxilio do programa computacional

“Minitab Inc, USA, versdo 14, 2004”.

Tabela 3.4. Matriz do delineamento experimental com varidveis reais e codificadas

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis reais’
X, X, X; M (%) N (@mmolL™")* Fe(mmol L")

1 -1 -1 -1 3,6216 22,52 0,30405
2 1 -1 -1 8,3784 22,52 0,30405
3 -1 1 -1 3,6216 81,98 0,30405
4 1 1 -1 8,3784 81,98 0,30405
5 -1 -1 1 3,6216 22,52 1,19595
6 1 -1 1 8,3784 22,52 1,19595
7 -1 1 1 3,6216 81,98 1,19595
8 1 1 1 8,3784 81,98 1,19595
9 -1,68 0 0 2 52,25 0,75
10 1,68 0 0 10 52,25 0,75
11 0 -1,68 0 6 2,25 0,75
12 0 1,68 0 6 102,25 0,75
13 0 0 -1,68 6 52,25 0

14 0 0 1,68 6 52,25 1,5
15 0 0 0 6 52,25 0,75
16 0 0 0 6 52,25 0,75
17 0 0 0 6 52,25 0,75
18 0 0 0 6 52,25 0,75
19 0 0 0 6 52,25 0,75
20 0 0 0 6 52,25 0,75

T_ As varidveis reais representam as formulagdes dos meios de cultura: M = melago %; N = KNO; mmol
L' e Fe = Fe (NO;); mmol L™ codificadas como x1, x2 e x3, respectivamente.

" - Valores correspondentes a concentragio proposta para a fonte de nitrogénio (KNOs) somada a
concentragdo de nitrogénio fornecida pela adi¢io da fonte de ferro (Fe (NO;)3).

51



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As equagdes de regressdo, correspondentes as varidveis-resposta referentes a
tensdo superficial do extrato livre de células, puro ou diluido 10 e 100 vezes, e a taxa
respiratoria, expressam as condigdes idealizadas para a produgdo de biossurfactantes,
representadas aqui como melhor composicdo de meio de cultura e suas tensdes
superficiais teoricas associadas (Tabela 3.5). Para se obter a estimativa das varidveis,
todos os fatores aleatérios que interferem na atividade dos biossurfactantes foram
desconsiderados.

As varidveis estudadas para o isolado Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A
enquadraram-se em modelos de regressdo lineares (Figura 3.1), onde a concentracdo de
melago no meio de cultura foi o unico fator a influenciar (p < 0,002) a tensdo superficial
dos extratos livres de células, puros ou diluidos, e a taxa respiratoria. Os tratamentos
com concentragdo de 10% de melago apresentaram os menores valores de tensdo
superficial do extrato nao-diluido (Figura 3.1 A). No entanto, os menores valores de
tensdo obtidos nos tratamentos com maior concentracdo de melago ndo significam,
necessariamente, a presen¢a de diferentes biossurfactantes, ou uma maior concentracio
de biossurfactantes no meio, uma vez que a tensdo superficial do meio de cultura nio-
inoculado ¢ também linearmente reduzida pela presenca desse residuo (Figura 3.2 A).
Esse fato ocorre em razdo da adigdo de solutos a um liquido alterar a sua tensio
superficial. Nesse caso, a reducdo da tensdo ¢ atribuida a uma fraca atracdo entre as
moléculas de dgua e de soluto, o que acarreta uma preferéncia do soluto em concentrar-
se na interface, reduzindo a tensdo superficial (SHAW, 1970).

Os valores de tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes
foram expressivamente reduzidos com o aumento da concentracdo de melaco no meio
de cultura (Figura 3.1 B), porém um pouco mais elevados do que os obtidos nos
respectivos extratos nao-diluidos. Esse aumento foi atribuido a diminui¢ao do efeito do
melago sobre a tensdo superficial, em decorréncia da diluicdo do extrato em agua
(Figura 3.2 B), e ndo ao fato de a concentragdo de biossurfactantes ter atingido valores

abaixo da CMC.
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O aumento da concentracdo de melaco no meio utilizado para o crescimento
microbiano reduziu de forma linear a tensdo superficial do extrato diluido 100 vezes
(Figura 3.1 C). Nesse caso, a diferenca entre a tensdo dos tratamentos nio estd
relacionada ao efeito direto do melago sobre a tens@o superficial, uma vez que nessa

diluic¢do o residuo ndo mais exerce tal influéncia (Dado ndo-mostrado).
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Figura 3.1. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratoria de Pseudomonas
aeruginosa LBBMA 88A. O microrganismo foi inoculado em meio de
cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em
concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados
nitrogénio e ferro em concentragdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e
0al,5mmol L, respectivamente. O isolado foi incubado a 30°C e a 200
rpm durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes;
(C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D)
taxa respiratoria.

A equacdo que melhor representa o efeito da concentragdo dos biossurfactantes
nos extratos brutos sdo os obtidos com o extrato diluido 100 vezes (Figura 3.1 C). Nessa

diluicdo ndo existe mais influéncia direta do melaco sobre a tensdo superficial e a
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concentragdo de surfactantes estd abaixo da CMC. A relacdo inversa mostra que a maior
producdo de biossurfactantes por P. aeruginosa LBBMA 88A foi obtida quando se
aumentou a concentra¢do de melaco no meio de cultura, até o valor-limite estudado

(10% p/v).
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Figura 3.2. Modelos de regressdo obtidos para tensdo superficial do meio ndo-
inoculado, composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em
concentracdes variando de 2% a 10 % (p/v). Tensdo superficial do meio
sem dilui¢do (A) e diluido 10 vezes (B).

O aumento da concentragdo de melago promoveu igualmente um aumento da
taxa respiratoria de P. aeruginosa LBBMA 88A (Figura 3.1 D). Nesse caso, esse
comportamento pode ser atribuido a uma maior concentragcdo de células, uma vez que a
producdo de biossurfactante acompanhou essa mesma tendéncia - maior produgdo,
observada pelos menores valores de tensdo, em maiores concentragdes de melago. Essa
possibilidade se faz aceita, pois a produgdo de surfactantes por P. aeruginosa ¢ regulada
por um mecanismo de guorum sensing, o sistema rhl (KOCH et al., 1989; PEARSON et
al., 1997).

A presenca de nitrogénio no meio de cultura ndo foi determinante para producao
de surfactante pelo isolado P. aeruginosa LBBMA 88A, uma vez que esse fator no
modelo ndo se mostrou significativo (Tabela 3.5). Isolados desse género tem a producao
de biossurfactantes estimulada pela escassez de nitrogénio no meio (GUERRA
SANTOS et al., 1984; MULLIGAN e GIBBS, 1989; SOBERON-CHAVEZ et al.,
2005). Possivelmente, a predominancia do nitrato no melago interferiu na resposta, pois
a assimilacdo do nitrogénio nessa forma é consideravelmente lenta simulando uma

condicdo de escassez, mesmo em concentragdes mais elevadas. A lenta assimilacdo do
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nitrato tem sido atribuida a necessidade de redug¢do a amoénio antes da assimilacdo
(GUERRA-SANTOS et al., 1986). Os valores de relagdo C:N entre 16:1 e 18:1 sdo
recomendados para se obter maiores produgdes de ramnolipideos (GUERRA-SANTOS
et al, 1986). Contudo, mesmo com a relagdo C:N em meio contendo melaco a 10%
préxima a 31:1, constatou-se a redugcdo na tensdo superficial e a permanéncia dos
valores de tensdo apos dilui¢do do extrato livre de células de 10 vezes (Figura 3.1 B),
fatos que asseguram a presenca de biossurfactante no meio.

Todas as variaveis estudadas com Bacillus subtilis LBBMA 155 enquadraram-se
em um modelo de regressdo quadratico (Figura 3.3). A tensdo superficial do extrato
puro e a taxa respiratoria foram influenciadas apenas pela concentracdo de melago no
meio de cultura (p < 0,037). O menor valor de tensdo superficial do extrato puro
estimado pelo modelo foi de 24,1 mJ m™ (Figura 3.3 A), para o meio com 2% de
melaco. A maior producido de biossurfactantes no meio contendo menor concentragio
de melago estd confirmada pelos dados de tensdo superficial nos extratos diluidos
(Figuras 3.3. B e 3.3. C), uma vez que eles demonstram o aumento da tensdo superficial
como func¢do do aumento da concentracdo de melago.

O maior valor estimado para taxa respiratdria na concentragdo equivalente ao
ponto de maximo da curva foi de 7,93 pmol CO, mL" h™' e corresponde a 7,48 % de
melago no meio de cultura (Tabela 3.5 e Figura 3.3 D). Logo, o aumento na
concentracdo de melaco do meio ndo levou a maior atividade de biossurfactantes,
embora tenha aumentado a taxa respiratéria. Possivelmente, ocorreu um menor
crescimento desse isolado em meio com altas concentragdes de agucar, comportamento
similar ao ja observado durante o cultivo desse isolado em condi¢des de anaerobiose em
meio com concentracdo de glicose de 6% (p/v) (Fernandes, 2007) (dados ndo-
publicados), quando se observou inibicdo do crescimento e da produgdo de
biossurfactantes. A observada inibi¢do da produg@o de biossurfactantes por Bacillus em
meio de cultura contendo 9% de melago também foi descrita por Joshi et al (2008),
porém os autores ndo estabeleceram a causa dessa inibi¢do. Ressalta-se que o aumento
da taxa respiratdria, como resposta ao aumento na concentracdo de melago, pode nesse
caso ndo significar necessariamente maior taxa de crescimento ou maior concentragao
de células no meio, como descrito para P. aeruginosa LBBMA 88A. Esse resultado
pode ser atribuido ao fato da atividade respiratéria de microrganismos poder ser
influenciada pelo estado metabolico da célula e ser intensificada sob condi¢cdes de

estresse (MOAT et al., 2002).
56



" . 2
Tersio superficial (T m )
b b b %)
= n n =3
n = n =

b
=
=]

704

Tens 3o superficial (mT m™)

304,

T =220+ 07450 -
00507 o

a0 A

50 1

40

R'= 05570 o
]
[u]
2 3 4 S5 6 7 8 9 10
[1Melago (24
g C

ooD

[=] =]

¥ = 235628 + 117403 -0 ST
R =508

2 3 4 s 6 7 8 9
[1Melaga (24)

10

Taxa s pratéria (nolC 0 mL T K

¥ = 593002 + 6, 502111+ 0 30282 -
04388 M —-000291

R*=0gml

g

C

o 35

30

uoas -
7 20 m.ugé‘;s'
g e

& ol

R 3 3 0

[ 1Melago (%%) o
901
¥ =3.51066 +1,182.57M - o D

81  007904M
ap] R'=0s8h1
751
701
6.5
6,01
55

2 3 4 5 6 7 8 9 1
[ 1Melago (24)

Figura 3.3. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratdria de Bacillus subtilis
LBBMA 155. O microrganismo foi inoculado em meio de cultura
composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em concentragdes
variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro
em concentra¢des variando de 2,25 a 102,25 mmol L' ¢ 0 a 1,5 mmol L™,
respectivamente. O isolado foi incubado a 30°C e a 200 rpm durante 72
horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células puro; (B) tensdo
superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tensdo
superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa

respiratoria.

Os modelos de regressdo para os dados de tensdo superficial demonstraram a

influéncia da concentracdo de nitrogénio sobre a concentragdo de biossurfactante

produzido no meio (Figura 3.3B). No extrato livre de células diluido 10 vezes, a tensio

superficial no tratamento com 50 mmol L™ de nitrogénio foi maior do que a obtida nos

tratamentos que nao receberam fonte adicional do elemento. Os tratamentos com niveis

mais elevados de nitrogénio também mostraram tendéncia a redu¢do da tensao.

Em sintese, conclui-se que o nitrogénio fornecido pela manipueira e pelo

melacgo foi suficiente para suprir a demanda do elemento para o crescimento microbiano

e a producdo de biossurfactantes. Assim como observado em P.aeruginosa LBBMA
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88A, o estimulo a producdo de biossurfactantes por B. subtilis LBBMA 155 pode estar
associado a uma condicdo de limitagdo de nitrogénio. A produ¢do de biossurfactantes
por essa espécie e nessas condigdes ja foi descrita por Davis ef al. (1999).

O modelo de regressdo baseado na dilui¢do de 100 vezes do extrato livre de
células foi significativo para o fator concentracdo de melago (Figura 3.3. C), e ndo-
significativo para os fatores concentragdo de nitrogénio e concentragdo de ferro. Esses
dados representam de forma mais adequada a concentragdo de biossurfactantes nos
diferentes tratamentos. Isso se deve em razdo dessa dilui¢do ndo sofrer influéncia da
formagdo de micelas. De acordo com o apresentado na Figura 3.3 C conclui-se,
portanto, que a producdo de biossurfactantes por B. subtilis LBBMA 155 ¢ maior no
meio de cultura com 2% de melago do que nos meios com concentragdes mais elevadas
desse residuo, ndo havendo necessidade de acréscimo de nitrogénio ou de ferro as
quantidades fornecidas pelo meio de cultura.

Os dados de tensdo superficial e de taxa respiratoria de B. subtilis subsp.
spizizenii LBBMA 283, em resposta a variagdes nas concentracdes de melago,
nitrogénio e ferro no meio de cultura, foram explicados por modelos de regressio
quadraticos (Figura 3.4). A tensdo superficial do extrato puro foi influenciada por todos
os fatores estudados (p < 0,022). O menor valor de tensdo superficial estimado (24,2 mJ
m™) foi obtido no meio contendo 2% de melago, 55 mmol L de nitrogénio e sem fonte
adicional de ferro (Tabela 3.5). Assim como o observado para B. subtilis LBBMA 155,
0 aumento na concentracdo de melago do meio ndo levou a uma maior atividade de
biossurfactantes, expressa como maior reducdo da tensdo superficial (Figura 3.4 A).
Desta forma, pode-se afirmar que a concentragdo de melago acima do minimo utilizado
neste estudo (2% p/v) ndo propicia menores valores de tensdo superficial pelo B. subtilis

subsp. spizizenii LBBMA 283.
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Figura 3.4. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratoria de Bacillus subtilis subsp.
spizizenii LBBMA 283. O microrganismo foi inoculado em meio de
cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em
concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados
nitrogénio e ferro em concentragdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e
0al,5mmol L, respectivamente. O isolado foi incubado a 30°C e a 200
rpm durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro em fun¢do de melago e nitrogénio; (A1) tensdo superficial do extrato
livre de células puro em fungdo de melago e ferro; (A2) tensdo superficial
do extrato livre de células puro em fun¢édo de nitrogénio e ferro (B) tensdo
superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tensdo
superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa
respiratdria.
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A tens@o superficial dos extratos livres de células diluidos nio foi influenciada
pela concentracdo de melaco do meio de crescimento (Figuras 3.4 B e 3.4 C). Os
valores de tensdo superficial do extrato diluido 100 vezes (Figura 3.4 C) demonstrou
que a producdo de biossurfactantes por esse isolado foi influenciada pela concentragdo
de nitrogénio do meio, ou seja, a quantidade do elemento fornecida pelos componentes
do meio de cultura (melago e manipueira) ¢ menor do que a demandada pelo
microrganismo. A concentragdo de nitrogénio total no meio com melago a 2% (p/v) € de
0,12 g L', valor inferior ao geralmente utilizado para essa espécie, 0,5 g L' (SEPAHY
et al., 2005; RAMMANI et al., 2005). A resposta do isolado B. subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283 a concentracdo de nitrogénio no meio de cultura foi inversa a apresentada
pelo B. subtilis LBBMA 155. Essa diferenca ndo € inesperada, uma vez que trabalhos de
outros autores tém reportado tanto aumento (DAVIS et al., 1999) quanto redugdo do
crescimento e do rendimento da produ¢do de biossurfactantes por membros do género
Bacillus (MAKKAR e CAMEOTRA, 1997; 1998; DAS ¢ MUKHERIJEE, 2007) em
resposta a deficiéncia de nitrogénio no meio de crescimento.

A concentrag@o de ferro ndo teve efeito significativo sobre a tensdo superficial
dos extratos diluidos, que melhor representam a concentracdo de biossurfactantes no
meio de cultura (Figuras 3.4. B e 3.4 C). Conclui-se que, em meio de cultura formulado
a base de melago e manipueira, a adi¢do de ferro além do oferecido pela composi¢do do
meio ndo influencia a producdo de biossurfactantes por B. subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283, embora a concentragdo fornecida pelo meio contendo melago a 2% ser de
aproximadamente 0,02 mmol L™,

A auséncia de resposta dos isolados de Bacillus a concentracdo de ferro no
meio de cultura difere dos padrdes ja descritos. Wei ef al. (2004) reportaram que a
adi¢io de 4 mmol L' de Fe®" estimula o crescimento celular e a produgio de surfactina
por B. subtilis ATCC 21332, mas a adi¢do do elemento em concentragdes acima dessa
causa acidificagdo do meio de cultura, levando a precipitacdo do biossurfactante e a
redugdo na viabilidade das células. Segundo os autores, o mecanismo do aumento da
producdo de surfactina associado a concentracdo de ferro ainda ndo se encontra
completamente elucidado. A necessidade extra de ferro pode estar relacionada ao efeito
quelante da surfactina sobre esses ions, o que levaria a reducdo na biodisponibilidade do
elemento.

Os dois isolados em estudo, B. subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp.

spizizenii LBBMA 283, apresentaram menor requerimento de fonte de carbono
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(melago) para a maxima produgdo de biossurfactantes do que P. aeruginosa LBBMA
88A (Figura 3.1).

A tensdo superficial dos extratos livres de células da cultura mista 1 (CM 1),
composta por P. aeruginosa LBBMA 88A e B. subtilis LBBMA 155, ndo foi
influenciada por nenhum dos fatores estudados (Figuras 3.5 A a 3.5 C). CM 1 produziu
biossurfactantes em meio de cultura adicionado de melago e manipueira, os quais foram
capazes de reduzir a tensdo superficial dos extratos ndo-purificados para valores entre
26,7 mJ m™ e 28,1 mJ m? (Tabela 3.5 e Figura 3.5). A dilui¢do do extrato em 10 vezes
causou uma pequena elevagdo da tensdo superficial, a qual foi atribuida também a
redugdo da concentragdo de solutos no meio, como ja discutido para LBBMA 88A.

O aumento da concentragdo de melago no meio de cultura resultou em
aumento (p < 0,036) da taxa respiratoria da CM 1 (Figura 3.5 D). A atividade
respiratoria ndo foi influenciada pela adicdo de nitrogénio ou de ferro e, no meio
contendo melago a 10% (p/v), ela foi equivalente a 9,1 pmol CO, mL™" h™.

A resposta da CM 1 a variagdo da concentracdo dos fatores testados, melago,
nitrogénio ¢ ferro, em termos de producdo de biossurfactantes (expressa mais
adequadamente pelos dados de tensdo superficial do extrato diluido 100 vezes) (Figura
3.5 C), retrata uma posicdo intermediaria entre as respostas dos dois isolados que a
compdem. Esses isolados apresentaram resposta antagdnica a variagdo, especialmente
da concentragdo de melago, no sentido de que a producdo de surfactantes por P.
aeruginosa LBBMA 88A foi estimulada pelo aumento da concentracdo de melago
(Figura 3.1 C), enquanto que esse aumento resultou em menor produ¢do de surfactantes
por B. subtilis LBBMA 155 (Figuras 3.3 C). O valor de tensdo superficial do extrato
diluido 100 vezes (40,8 mJ m™) (Figura 3.5 C) é similar ao dos extratos de mesma
dilui¢do de P. aeruginosa LBBMA 88A (Figura 3.1 C), mas inferior aos extratos dos
meios inoculados com B. subtilis LBBMA 155 contendo melago em concentragdo
acima de 2% (Figura 3.3 C). Especula-se assim, que nos meios com maior concentragio
de carbono inoculados com a CM 1, P. aeruginosa LBBMA 88A tenha sido a principal

responsavel pela produgdo de biossurfactantes.

61



32 —
T = 26773 A
g 30
g
E‘ 28 4
s 5
o J
E 26
’E 4
o
32

[1 Melago (%), [] Hitroginio (ubf) [] Fero gnbd)

T = 40,330 C
450

Ters o superficial (] m™)

b
=

(53]
g

T =28,106

(]
b=

Lt
[=]

%]
w

b2
oh

b2
%)

[ Melago (%) [] Hitroginio (mbdy; [] Fero gubd)

—_
(=1
L

w
L

¥ = 286171 + L1 M06M - 00504 I
R = 0675

a

4
b
1n

+a
=]

=

L
=
1n

Ters 3o superficial (]l )

250 4

[] Melago (%) [] Hitroginio (ubly; [] Fearo (ubd)

Taxa mspratiria ([ pmolC Oy mL? BY
-3

2 3 4 5

[ 1 Melago (%)

fi

7

8

9

10

Figura 3.5. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de

mista 2 (CM 2), composta por P. aeruginosa LBBMA 88A e B. subtilis

células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura mista CM 1,
composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A e Bacillus subtilis
LBBMA 155. Os microrganismos foram inoculados em meio de cultura
composto de manipueira a 50% (v/v) e de melaco em concentragdes
variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro
em concentragdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e0al,5mmol L,
respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a 200 rpm durante
72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células puro; (B) tensio
superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tensdo
superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa
respiratdria.

A tensdo superficial dos extratos livres de células e a taxa respiratoria da cultura

subsp.

spizizenii LBBMA 283, foram influenciadas pela concentracdo de melago no meio de

cultura (p < 0,022). A tensdo superficial do extrato puro diminuiu linearmente com o

aumento da concentragdo de melago no meio (Figura 3.6 A).
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Figura 3.6. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura mista CM 2,
composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A e Bacillus subtilis
subsp. spizizenii LBBMA 283. Os microrganismos foram inoculados em
meio de cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melaco em
concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados
nitrogénio e ferro em concentragdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e
0al,5mmol L7, respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a
200 rpm durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes;

(C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D)
taxa respiratoria.

O menor valor de tensdo no extrato puro foi de 26,3 mJ m'z, obtido no meio de
cultura contendo melaco a 10% (p/v). Esse valor manteve-se inalterado apds a dilui¢do
do extrato em 10 vezes (Tabela 3.5 e Figura 3.6 B), fato que mostra a produ¢do de
biossurfactantes em concentrag¢do equivalente a pelo menos 10 vezes a CMC. Resultado
similar foi obtido com a cultura pura de P. aeruginosa LBBMA 88A (Figuras 3.1). Para
Bacillus subtillis subsp. spizizenii LBBMA 283, os tratamentos com 2% de melago
proporcionaram as menores tensdes superficiais. Embora a resposta da cultura mista ao
aumento da concentracdo de melaco tenha sido similar a observada para P. aeruginosa
LBBMA 88A, ndo se pode afirmar que este isolado tenha sido o principal responsavel

pela producdo de biossurfactantes na CM 2. Os dados de tens@o superficial do extrato
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diluido 10 vezes (Figura 3.6 B) mostram que ndo ha relacdo linear entre essa variavel e
a concentragdo de melagco no meio de cultura, resultado que se distingue do obtido com
P. aeruginosa LBBMA 88A em cultura pura (Figura 3.1 B). Além disso, melago e ferro
influenciaram significativamente a taxa respiratoria, resultado observado somente para
B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 em cultura pura. Esses resultados sdo um
indicio de que houve produgdo de biossurfactantes pelos dois isolados que compdem a
CM 2.

A tensdo superficial do extrato livre de células da cultura mista 3 (CM 3),
composta por B. subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283, e do
extrato diluido 10 vezes, ndo foi influenciada por nenhum dos fatores estudados (Figura
3.7). Porém, a concentracdo de nitrogénio teve efeito (p < 0,042) sobre a tensdo
superficial do extrato diluido 100 vezes, novamente demonstrando a importancia desse
fator na producdo de surfactantes por isolados do género Bacillus. A resposta da CM 3
ao aumento da concentra¢do de nitrogénio no meio de cultura, retratada pelo aumento
da producdo de biossurfactantes, foi similar a obtida com B. subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283. Esse resultado ¢ um indicio de que ele contribuiu de forma mais
expressiva para a producdo de biossurfactantes.

A cultura mista CM 3 apresentou resposta complexa da taxa respiratoria em
relagdo aos fatores estudados, ja que todos foram significativos (Figura 3.7). Houve
ainda interagdo significativa entre todos os fatores estudados, o que demonstra a
dificuldade de se estudar o comportamento de uma varidvel fisiologica em culturas
mistas em resposta a variagdes de multiplos fatores ambientais.

Conclusivamente, a cultura mista de B. subtilis LBBMA 155 e B. subtilis
subsp. spizizenii LBBMA 283 produziu biossurfactantes capazes de reduzir a tensdo
superficial do meio de cultura para 25 mJ m™, em concentragio igual ou superior a 10
vezes a CMC. Adicionalmente, demonstrou-se que a adicdo de nitrogénio em
concentragdo igual ou superior a 20 mmol L™, além da quantidade ja suprida pelo meio

de cultura, estimula a producdo de biossurfactantes por essa cultura.

64



_ ] T = 25036 A ~ o ¥ =126,522 B
'E E 5
chat E
i = -
I R . —o I . —
& a4 ] g %
4 2
8 5 E H
! [

o n

[] Melago (%3 [ ] Hitoginio nbdy [ ] Faro dukd) [] Melago (%) | ] Maroginde gubdy, [ ] Faro gobd)

o C e T= 501967 + 0S51EM + QOWMH +0INMHR +
Sl o ) e 113580 ~DP41 74T
E T = 04720 - 04891 +0 036N 2 R = 09558
B 551 E'- 050 ]
El o

j] -
. . :
i A123
2w 3 10,0
ag 8 o BT
= B o B “ g 50

3041 , . . . [_ﬁ; 7 )

0 20 40 60 80 100 [] Mekgo {3 5
[} Hitrogenio (rhd) S

—
b3

& e
—
=

0

Taxa tes piratbnia { prolC Oy mL K1
&
Taea wsprakinia [ pelt0; mL* KY)
5

[] Mehgo (3 : < 1N Hibeeévie (ndl)

Figura 3.7. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura mista CM 3,
composta por Bacillus subtilis LBBMA 155 e Bacillus subtilis subsp.
spizizenii LBBMA 283. Os microrganismos foram inoculados em meio de
cultura composto de manipueira a 50% (v/v) e de melago em
concentragdes variando de 2% a 10 % (p/v), ao qual foram adicionados
nitrogénio e ferro em concentracdes variando de 2,25 a 102,25 mmol L e
0al,5mmol L7, respectivamente. As culturas foram incubadas a 30°C e a
200 rpm durante 72 horas. (A) tensdo superficial do extrato livre de células
puro; (B) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 10 vezes;
(C) tensdo superficial do extrato livre de células diluido 100 vezes; (D)
taxa respiratéria em fun¢do de melago e nitrogénio; (D1) taxa respiratéria
em funcdo de melago e ferro; (D2) taxa respiratéria em fungdo de
nitrogénio e ferro.
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A concentrag@o de melago no meio de cultura foi o tnico fator que influenciou
(p < 0,002) a tensdo superficial dos extratos puros e diluidos da cultura mista CM 4,
contendo os trés isolados utilizados neste estudo (Figura 3.8). A tUinica exce¢do a esse
comportamento foi o extrato diluido 100 vezes, cuja tensdo superficial ndo foi
influenciada por quaisquer dos fatores avaliados (Figura 3.8 C). Para o extrato nio-
diluido, os tratamentos com 10% de melago apresentaram os menores valores de tensdo

superficial (Figura 3.8 A), tendéncia repetida na dilui¢do de 10 vezes (Figura 3.8 B).
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Figura 3.8. Modelos de regressdo obtidos para a tensdo superficial do extrato livre de
células puro e diluido e para a taxa respiratoria da cultura mista CM 4,
composta por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus subtilis
LBBMA 155 e Bacillus subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283. Os
microrganismos foram inoculados em meio de cultura composto de
manipueira a 50% (v/v) e de melago em concentragdes variando de 2% a
10 % (p/v), ao qual foram adicionados nitrogénio e ferro em concentragdes
variando de 2,25 a 102,25 mmol L'e0a 1,5 mmol L'l, respectivamente.
As culturas foram incubadas a 30°C e a 200 rpm durante 72 horas. (A)
tensdo superficial do extrato livre de células puro; (B) tensdo superficial do
extrato livre de células diluido 10 vezes; (C) tensdo superficial do extrato
livre de células diluido 100 vezes; (D) taxa respiratoria.
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A permanéncia da tensdo superficial mesmo apds dilui¢do de 10 vezes (Figura
3.8 B) indica que ndo houve influéncia do aumento na concentragdo de melago no meio,
como relatado para P. aeruginosa LBBMA 88A (Figura 3.1). Por se tratar de uma
cultura mista, ¢ esperada a presenca, nesse extrato, de diferentes biossurfactantes.
Biossurfactantes mais eficientes podem inicialmente contribuir para a obtencdo de
menores valores de tensdo superficial, para isso necessitando estar em concentracio
pelo menos igual a sua CMC. Apds as dilui¢des do extrato, que eventualmente reduzem
a concentragdo desses biossurfactantes mais eficientes para valores abaixo de sua CMC,
as micelas dessas moléculas se desfazem e a tensdo superficial aumenta. A partir desse
ponto, micelas formadas por biossurfactantes menos eficientes, porém presentes em
maior concentragdo, determinam o valor da tensdo superficial.

A resposta da CM 4 ao aumento da concentracdo de melago ¢ similar a
observada na cultura pura do isolado P. aeruginosa LBBMA 88A, indicando que esse
isolado tenha se destacado, quanto a producdo de biossurfactantes, na cultura mista. A
produgdo de ramnolipideos homoélogos em diferentes propor¢des, em resposta ao
acréscimo de melaco ao meio, pode ser a explicagdo para a variagdo na tensdo
superficial, uma vez que essas moléculas podem ndo apresentar a mesma atividade de
superficie.

A comparacdo dos resultados de tensao superficial e taxa respiratoria de cada
isolado/cultura mista (Figura 3.9), demonstrou que o menor nivel de similaridade foi
entre os isolados P. aeruginosa LBBMA 88A e B. subtilis LBBMA 155 (98,4016%). A
distancia apresentada entre ambos foi muito baixa (0,0319687) em razdo das médias
similares para as varidveis avaliadas. A andlise de agrupamento demonstrou que os
isolados/culturas mistas atingiram as mesmas médias de tensdo superficial e taxa
respiratoria em resposta as variaveis estudadas.

Diante da similaridade das médias alcangadas pelos isolados/culturas mistas
estudados, conclui-se que todos sdo promissores como produtores de biossurfactantes.
Contudo, a significancia de muitos fatores na produgdo ou no crescimento do
microrganismo deve ser considerada no processo de escolha. Quanto menor o nimero
de fatores com influéncia, maior o controle sobre o processo. Isso ¢ verdadeiro
especialmente quando o substrato de crescimento do microrganismo possui variagdes na

sua composi¢do, como ¢é o caso do melago e da manipueira.
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Figura 3.9. Dendrograma representando a similaridade entre isolados/culturas mistas.

Apesar disso, os isolados/culturas mistas que apresentaram significancia para
varios fatores, como o Bacillus subtilis LBBMA 155, B. subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283, CM 2 (Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A e Bacillus subtilis
LBBMA 155) e CM 3 (Bacillus subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp spizenii
LBBMA 283), ndo devem ter seu potencial para a produgdo de biossurfactantes
desconsiderados. Estudos devem ser desenvolvidos para inclusive avaliar a relagdo
custo do processo x producdo de biossurfactante.

Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A e a cultura mista CM 4 (P. aeruginosa
LBBMA 88A, B. subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizenii LBBMA 283)
mereceram maior atengdo pelo fato da producdo de biossurfactantes por LBBMA 88A e
CM 4 ter sido pelo menos 10 vezes acima da sua CMC, o que pode ser observado pela
permanéncia dos valores de tensdo superficial apds diluicdo de 10 vezes (Figuras 3.1 e
3.8 A e B). Os resultados alcangados foram atribuidos apenas a variagdo da
concentracdo de melaco, mostrando que tanto o nitrogénio como o ferro nao precisam
ser controlados durante o processo produtivo desses biossurfactantes. O comportamento
linear apresentado por eles € uma indicagdo do potencial para se obter maiores valores

de concentracdo de biossurfactantes. Com isso, sugere-se o estudo da influéncia de
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concentracdes de melago superiores a 10%, visando a obten¢do do maximo desempenho
do isolado LBBMA 88A e da CM 4.

A utilizacdo de residuos agroindustriais como melaco e manipueira pode
diminuir os custos de producdo de biossurfactantes para niveis competitivos, em relacio
aos surfactantes sintéticos e, ao mesmo tempo, reduzir os problemas ambientais
relativos ao descarte inadequado ou aos custos de tratamento desses residuos. Nesse
contexto, melaco e manipueira mostraram-se substratos adequados para se estabelecer

um processo biotecnologico de producdo de biossurfactante pelos isolados testados.
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3.4 CONCLUSOES

Melago e manipueira mostraram-se bons substratos para a producdo de
biossurfactante por culturas puras ou mistas de P. aeruginosa LBBMA 88A, B. subtilis
LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283.

A produgdo de biossurfactante por P. aeruginosa LBBMA 88A ¢ influenciada
apenas pelo melago.

A producdo de biossurfactante por B. subtilis LBBMA 155 ¢ influenciada por
melago e nitrogénio, mas nio por ferro.

A produgdo de biossurfactante por B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 ¢
influenciada tanto por melago quanto por nitrogénio e ferro.

P. aeruginosa LBBMA 88A e a cultura mista CM 4, composta pelos isolados P.
aeruginosa LBBMA 88A, B. subtilis LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii
LBBMA 283, sdo potencialmente os de maior interesse para a producdo de
biossurfactante, uma vez que sao influenciados apenas pela concentragdo de melago e,

ainda, por terem alcangado valores de CMC de pelo menos 10 vezes.
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CAPITULO 4

ESTUDO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO
BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO PELO ISOLADO Pseudomonas
aeruginosa LBBMA 88A EM MEIO COMPOSTO POR MELACO E
MANIPUEIRA

RESUMO

Biossurfactantes sdo metabolitos secundarios com propriedades ativas de superficie
sintetizados por diversos microrganismos. Esses compostos tém sido aplicados em
processos de recuperagdo de oleo em rochas-reservatérios, tanto por diminuirem a
tensdo interfacial dleo-dgua de injecdo, reduzindo as forgas capilares que impedem o
movimento do 6leo através dos poros da rocha, quanto por reduzirem a viscosidade do
6leo bruto, prolongando o tempo de exploracdo dos reservatérios. Do ponto de vista
econdmico, os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir com os surfactantes
quimicos, em decorréncia do seu alto custo de producdo. Porém, o uso de substratos
alternativos pode contribuir para a redugdo de custos, uma vez que o meio de cultivo
representa aproximadamente 30% dos custos de producdo. Neste trabalho,
biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A em meio de
cultura baseado em manipueira e melago foi caracterizado quanto a estabilidade de
emulsdes formadas entre extratos livres de células e querosene. O efeito do pH, da
temperatura e da salinidade sobre a estabilidade das emulsdes, sobre a tensdo superficial
dos extratos e sobre a Dilui¢do Micelar Critica (DMC) foi também investigado. A
concentracdo de biossurfactantes no meio de crescimento correspondeu a 15 vezes a
DMC. A tensdo superficial do meio foi reduzida de 45,2 para 24,4 mJ] m™. Extratos dos
biossurfactantes formaram emulsdes estaveis em salinidade de até 15% de NaCl, em
temperatura de até 55°C e em pH entre 6,0 ¢ 10,0. A tensdo superficial e a DMC nao

foram afetadas pela temperatura e pelo pH.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; biossurfactantes; ramnolipideos; residuos

agroindustriais.
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4.1 INTRODUCAO

Um dos problemas enfrentados ainda hoje pelo setor petrolifero ¢ o baixo
aproveitamento dos reservatorios de petréleo. Na maioria das operacdes de explotacao,
a mobilizagdo do o6leo ¢ de apenas de 30 a 50% do volume contido no reservatorio
(LUNDQUIST et al., 2001). A recuperacdo avangada do petréleo melhorada por
microrganismos (MEOR) refere-se a um conjunto de técnicas que utilizam
microrganismos e/ou seus metabodlitos para aumentar a eficiéncia da recuperagdo do
6leo nas rochas-reservatorios, sendo uma de suas abordagens a utilizacdo de
biossurfactantes. Esses compostos podem aumentar a produgdo de 6leo por diminuir a
tensdo interfacial entre o 6leo e o fluido injetado, reduzindo as forgas capilares que
impedem o movimento do 6leo através dos poros da rocha. Além disso, biossurfactantes
podem reduzir a viscosidade do o6leo cru, prolongando o tempo de extragdo dos
reservatorios (LI ef al, 2002).

Os biossurfactantes sdo um grupo de metabdlitos secundarios com propriedades
ativas de superficie, sintetizados por uma grande variedade de microrganismos. Esses
metabolitos compreendem moléculas anfifilicas cujos dominios polar e hidrofébico
dependem da bactéria produtora e do substrato carbdnico a ela fornecido (BANAT,
1995).

No género Pseudomonas, podemos encontrar espécies capazes de sintetizar
surfactantes conhecidos como ramnolipidios, glicolipidios contendo acidos graxos
ligados a moléculas de ramnose (DESAI e BANAT, 1997; NITSCHKE et al., 2005).
Pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, os ramnolipidios sdo
considerados como a classe de biotensoativos mais promissores em termos de producao
industrial. Eles s3o geralmente atoxicos, biodegradaveis e tém a capacidade de
estabilizar emulsdes (BANAT et al., 2000) e diminuir a tensao superficial da agua para
25 a 30 mJ m? (LANG e WAGNER, 1987). Além disso, apresentam elevada
estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em condi¢des extremas. Alguns
suportam concentragdes de 10 % de NaCl, enquanto concentragdes salinas de 2 a 3%
sdo suficientes para inativar surfactantes sintéticos convencionais (BOGNOLO, 1999).

Do ponto de vista econdmico, os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de
competir com os surfactantes quimicos, em razdo principalmente do alto custo de
produgdo (BANAT et al., 2000) associado a processos ineficientes de recuperagdo e

purificacdo (FOX e BALA, 2000; ROCHA et al., 2006). Porém, o uso de substratos
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alternativos pode contribuir para a reducdo de custos, uma vez que o meio de cultivo
representa aproximadamente 30% do valor final do produto (MAKKAR e
CAMEOTRA, 1999). O principal problema na utilizacdo de residuos em processos
biotecnoldgicos envolve a selecdo de um substrato que contenha um balango correto de
nutrientes, que suporte tanto o crescimento celular quanto a producdo do composto de
interesse (NISTCHKE e PASTORE, 2006).

Neste trabalho, biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, em
meio de cultura baseado em manipueira e melago, foi testado quanto a estabilidade de
emulsdes formadas entre extratos livres de células e querosene. Os efeitos do pH, da
temperatura e da salinidade sobre a estabilidade das emulsdes, a tensdo superficial dos

extratos e a dilui¢do micelar critica também foram investigados.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Microrganismo

O isolado P. aeruginosa LBBMA 88A, previamente selecionado como produtor
de biossurfactante entre os pertencentes a cole¢do de culturas do Laboratério de
Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de
Microbiologia (DMB) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), foi o microrganismo

utilizado neste estudo.

4.2.2 Meios de cultura

A cultura com o isolado bacteriano foi reativada em meio R2A (REASONER e
GELDREICH, 1985) (Tabela 4.1), cujo pH foi ajustado para 7,2, seguindo-se a
autoclavagem a 121°C por 15 minutos. O meio utilizado para produgdo de
biossurfactante foi constituido de manipueira e melago, sendo o ultimo adicionado em
quantidade suficiente para se obter concentracdo final de 10% (p/v) (Tabela 4.1). O pH

do meio foi ajustado para 6,8, seguindo-se a autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

Tabela 4.1. Composi¢do dos meios R2A e melago + manipueira

Meio R2A" Melago + manipueira
Componentes Quantidades Componentes Quantidades
Extrato de levedura 0,50 g Melago 100 g
Proteose peptona 0,50 g Manipueira 500 mL
Casaminoacidos 0,50 g Agua q.s.p- 1.000 mL
Glicose 0,50 g
Amido soluvel 0,50 g
Piruvato de sédio 0,30 g
K,HPO, 0,30¢g
MgSO, . 7TH,0 0,05¢
Agua 1.000 mL

' _Reasoner e Geldreich (1985)

O melago foi obtido na Companhia Agricola Pontenovense — Usina Jatiboca, em
Ponte Nova, Minas Gerais ¢ armazenado em camara fria a < 8°C até o momento da sua
utilizagdo, antes da qual passou por um processo de pré-tratamento visando a retirada de
solidos insoluveis. Este processo consistiu no ajuste do pH do melago para 3,0 com
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solugio de H,SO4 a 2 mol L, seguindo-se repouso por 24 horas em temperatura
ambiente e centrifugacdo a 5.000 g (Sorvall® - RT6000B, Kendro Laboratory Products,
Asheville, NC) por 15 minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,8 com
solugdo de NaOH a 2 mol L™ (ROUKAS, 1998), antes da autoclavagem a 121°C, por 15
minutos.

A manipueira foi obtida em area de produgio artesanal de polvilho de mandioca,
na zona rural de Vigosa, Minas Gerais. O liquido de aspecto leitoso, residuo da
prensagem da mandioca, foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e armazenado nas
mesmas condicdes descritas para o melago até o momento da sua utilizacdo, antes da
qual também passou por um processo de pré-tratamento. A manipueira foi aquecida até
a fervura, resfriada a temperatura ambiente e centrifugada a 9.400 g (Sorvall® -
RT6000B, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC) por 20 minutos, para a remogao
do amido e de outros sélidos insoluveis (NITSCHKE et al., 2004). O sobrenadante
formado a partir desse processo, apds autoclavagem a 121°C por 15 minutos, consistiu
na manipueira tratada que foi utilizada neste estudo.

Andlises quimicas foram efetuadas no melaco e na manipueira tratados e
compreenderam a medicdo da condutividade elétrica (CE) e do potencial
hidrogenidnico (pH), além da quantificacdo das concentragdes de DBO, pelo método
iodométrico; DQO, pelo método do refluxo aberto; sédio (Na) e potéssio (K), por
fotometria de chama; fésforo (P), por espectrofotometria; calcio (Ca), magnésio (Mg),
ferro (Fe) e manganés (Mn), por espectrofotometria de absor¢do atomica; sélidos totais
(ST), solidos em suspensdo totais (SST), solidos dissolvidos totais (SDT) e solidos
volateis (SV), pelo método gravimétrico (APHA, AWWA & WEF, 1998). Determinou-
se nitrogénio total (N) pelo método semimicro Kjeldahl com adi¢do de 4cido salicilico,
adaptado de Kiehl (1995) e nitrogénio na forma de nitrato pelo método de Yang et al.
(1998) (Tabela 4.2).

No melago, os agucares totais ¢ os acucares redutores foram determinados pelo
método de Fehling (GOMES, 1996), enquanto na manipueira os agucares totais foram
determinados pelo método fenol-sulfurico (DANIELS et al., 1994) e os redutores pelo
método colorimétrico DNS (MILLER, 1959) (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira ¢ do melago apos o pré-
tratamento para retirada de solidos insoluveis

Concentracdo (mg L™)

Variaveis

Manipueira Melago
pH 4,56 3,75
Condutividade elétrica (CE) 1.072 10.360
DQO 5.760 91.200
DBO 1.933 7.825
Sélidos totais (ST) 4.502 78.806
Sélidos volateis (SV) 3.874 68.466
Sélidos em suspensdo totais (SST) 72 432
Soélidos dissolvidos totais (SDT) 4.430 78.374
Acgucares totais 4.707 55.560
Acguticares redutores 35 16.100
Acgticares ndo-redutores 4.703 39.460
Nitrogénio total (N1) 210 628
N-Nitrato 4,5 415
Fosforo (P) 643 46,4
Potassio (K) 49 3.833
Sédio (Na) 3.3 10,1
Calcio (Ca) 3,52 967
Magnésio (Mg) 8,12 322
Ferro (Fe) N.D. 18,5
Manganés (Mn) 0,155 4,22

N.D. — Nao-detectavel pelo equipamento de leitura ou pela técnica de determinacéo.

4.2.3 Preparo do inoculo e condicdes de cultivo

O indculo foi preparado a partir da adaptagcdo da cultura ao meio melago e
manipueira. A adaptacdo consistiu da transferéncia de uma aliquota da cultura
previamente ativada em meio R2A, ap6s centrifugacdo a 12.000 g (Jouan® MR-23) por
15 minutos e ressuspensdo em solugdo salina 0,85%, para frascos erlenmeyer de 125
mL contendo 15 mL do meio de crescimento, por duas vezes consecutivas. O indculo
assim obtido foi transferido para frascos erlenmeyer de 1.000 mL contendo 350 mL do
meio de crescimento, de modo a se obter uma densidade optica inicial a 600 nm
equivalente a 0,100 (BIO-RAD SmartSpec "™ 3000 ). Para cada uma das adaptagdes,

assim como para a reativacdo dos microrganismos em R2A, o tempo de incubagido foi
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de 14 horas sob temperatura de 30°C e agitagdo orbital de 200 rpm (New Brunswick
Scientific, Edison, Nj-USA, Modelo C25KC incubator SHAKER, Classic series).
excetuando-se o periodo de incubagdo, elevado para 72 horas. Apds o cultivo, os meios
foram centrifugados a 12.000 g (Jouan® MR-23/) por 15 minutos, ¢ o extrato livre de

células foi submetido a caracterizagao fisico-quimica.

4.2.4 Propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes

4.2.4.1 Diluicdo Micelar Critica (DMC) do extrato bacteriano

livre de células

A DMC dos extratos livres de células contendo os biossurfactantes foi estimada
pela medicdo da tensdo superficial pelo método do anel de du Nouy, utilizando-se um
tensidmetro Fisher Surface Tensiomat (Modelo 21, Pittsburgh, EUA). As diluigdes dos
extratos foram preparadas em agua desionizada. As condi¢des de analise foram: volume
médio da amostra de 7 mL, temperatura de 22°C e pH entre 6,8 ¢ 7,0.

A DMC foi estimada apds a elaboragdo de graficos de tensdo superficial versus

dilui¢do do meio (COOPER et al., 1979).

4.2.4.2 Atividade de emulsificacao e estabilidade da emulsao

O extrato da cultura bacteriana (2 mL), apos remocao das células, foi misturado
a 2 mL de querosene em um tubo de vidro (100 mm x 15 mm) vedado com Parafilm
(American National Can ™). A mistura foi agitada por 2 minutos e deixada em repouso
por 2 minutos, medindo-se a seguir o volume da emulsdo formada. A estabilidade da
emulsdo foi avaliada a cada 6 horas, até 48 horas apos o inicio do ensaio. O indice de
emulsificagdo foi determinado medindo-se a altura (cm) da camada emulsificada,
dividindo-se a mesma pela altura total do liquido e multiplicando-se o valor obtido por
100. A emulsdo foi considerada estavel se seu volume, 24 horas apds a sua formagéo,
correspondesse a 50% ou mais do volume original.

A emulsdo obtida com o extrato livre de células contendo biossurfactante foi
comparada a obtida com o surfactante sintético dodecil-sulfato de sédio (SDS), a uma

concentragio de 0,5% (p.v') em 4gua desionizada. A concentragio de SDS foi

81



escolhida por ser maior do que a sua CMC, estimada em 0,18% (BODOUR e MAIER,
1998).

4.2.4.3 Efeito da salinidade, da temperatura e do pH sobre a atividade

dos biossurfactantes

Para se avaliar o efeito da temperatura sobre a estabilidade dos biossurfactantes,
amostras dos extratos livres de células foram submetidas as temperaturas de 45, 55, 70 e
80°C por 24 horas. Apos esse periodo, foram realizados ensaios de emulsificacdo,
medidas de tensdo superficial e estimativa da DMC. Os ensaios foram realizados a
temperatura ambiente (22°C = 1°C).

O efeito do pH sobre a atividade do biossurfactante foi avaliado ajustando-se o
pH do extrato livre de células contendo o biossurfactante com solu¢do de NaOH e HCL
Os valores de pH testados foram: 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0. O efeito da salinidade foi
determinado variando-se a concentra¢do de NaCl para 1, 5, 10 e 15% (p/v). Os extratos
com diferentes valores de pH e de salinidade permaneceram em repouso por pelo menos
duas horas, antes da montagem dos ensaios para avaliacdo das emulsdes. Para a
determinag@o da DMC, esse periodo foi de pelo menos 24 horas. Solugdes preparadas
com agua desionizada, seguindo os valores de pH e as concentragdes de NaCl testados,

foram utilizadas nas dilui¢oes.
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43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Tensao superficial e Diluicado Micelar Critica (DMC)

A DMC foi estimada pela relagdo entre a tensdo superficial e as dilui¢des do
meio de cultura e corresponde a dilui¢do na qual a tensdo superficial comega a aumentar
em razdo da desagregacdo dos monomeros de biossurfactantes agrupados na forma de
micelas e da transferéncia de mondmeros da interface para o interior da solucgdo
(COOPER et al., 1979). A DMC encontrada para P. aeruginosa LBBMA 88A,
cultivado no meio a base de melago e manipueira, foi correspondente a diluigdo de 15

vezes (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Variagdo da tensdo superficial do biossurfactante produzido por P.
aeruginosa LBBMA 88A com a concentragdo do extrato livre de células.
A curva foi plotada com a média de trés repeticdes. As barras de erro
representam + o desvio-padrdo.

Valores de DMC 5 a 10 vezes abaixo do apresentado foram encontrados para
esse isolado quando o mesmo foi crescido em meio mineral contendo 2% de glicose
(BATISTA et al., 2006). Esses dados demonstram que os residuos melaco ¢ manipueira
foram capazes de sustentar uma producdo satisfatoria de biossurfactantes por P.

aeruginosa LBBMA 88A.
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4.3.2 Atividade de emulsificacio e estabilidade da emulsao

A propriedade fisica mais importante de uma emulsdo ¢ provavelmente sua
estabilidade. O termo “estabilidade da emuls@o” pode ser empregado em relagdo a trés
fendmenos essencialmente diferentes — sedimentagao, floculagdo e quebra da emulsdo
por causa da coalescéncia das goticulas dispersas. A sedimentacdo resulta da diferencga
de densidade das duas fases e a floculagdo das colisdes das particulas, que por sua vez
podem levar a coalescéncia e a formagdo de glébulos maiores (SHAW, 1970). Entre os
fatores que podem influenciar a ocorréncia de algum dos fendmenos acima esta a
viscosidade, a temperatura e o pH (SINGH et al., 2007).

O surfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, presente no extrato
livre de células, foi capaz de formar emulsdo estdvel com querosene, uma vez que seu
volume, 24 horas apds a formagdo, ainda correspondia a pelo menos 50% do volume
original (Figura 4.2) (WILLUMSEN e KARLSON, 1997; DI MAMBRO, 2001). A
emulsdo manteve-se estavel mesmo apds 48 horas da sua formagdo. A emulsdo formada
entre o querosene ¢ o biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A foi
mais estavel do que as formadas pelo surfactante sintético SDS® na concentragdo de

0,5% (p v'") (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Atividade de emulsificacdo do biossurfactante produzido por P. aeruginosa
LBBMA 88A, apos cultivo em meio a base de melago € manipueira por 72
horas a 30°C e 200 rpm e do surfactante sintético SDS®. As curvas foram
plotadas com médias de trés repeticdes. As barras de erro representam + o
desvio-padrao.
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O biossurfactante produzido pelo isolado em estudo também apresentou
emulsdes estaveis quando este foi cultivado em meio mineral com 2% de glicose por 5

dias a 28°C e 150 rpm (BATISTA et al., 2006).

4.3.3 [Efeito da salinidade, da temperatura e do pH sobre a atividade

do biossurfactante

A DMC e a estabilidade da emulsdo formada pelo surfactante produzido por P.
aeruginosa LBBMA 88A com querosene foram avaliadas frente a variagdes de pH,
salinidade e temperatura. Segundo Ilori ez al. (2005), essas varidveis afetam a atividade
de biossurfactantes. O padrdo de comparagdo para se avaliar alteragdes na atividade do
biossurfactante foi o comportamento apresentado por este nas condi¢des de crescimento
fornecidas ao microrganismo, que foram: temperatura de 30°C, pH entre 6,8 ¢ 7,0, e em
meio de cultura sem adigdo de NaCl.

A estabilidade do biossurfactante quanto a variagdo da temperatura ¢ mostrada
na Figura 4.3. Para se avaliar esse efeito, os extratos livres de células contendo o
biossurfactante foram expostos a temperaturas de 40, 55, 70 e 80°C, previamente as
medicdes da tensdo superficial, DMC e estabilidade de emulsao.

A emulsdo formada pelo biossurfactante presente no extrato livre de células se
manteve estavel quando o mesmo foi submetido as temperaturas de 40 e 55°C,
alcangando indices de emulsificagdo de 58,7%, valor superior ao padrao, 57,2% (Figura
4.3). Emulsdes estaveis a essas temperaturas podem ser explicadas pela interagdo
amido-surfactante (PISESOOKBUNTERNG e D’APPOLONIA, 1983; MERTA, et al.,
2001). Até a temperatura testada de 55°C, o amido proveniente da manipueira presente
no meio de cultura permaneceu em suspensdo contribuindo com o aumento da
viscosidade do meio. Solugdes mais viscosas permitem um niimero menor de colisdes
entre as microgotas da emulsdo, o que possibilita a formacdo de emulsdes mais estaveis
(TADROS, 2005).

Os extratos contendo os biossurfactantes mantidos a 70 e a 80°C apresentaram
indices de emulsificacdo de 30,4 e 31,8%, respectivamente, sendo consideradas

emulsdes ndo-estaveis (Figura 4.3).

85



—A—Padrdo  —0—40°C —%—55°C
—+—70°C —x—80°C

100 5

80 A

60

40

indice de Emulsificagdo (%)

20 A

o T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)

Figura 4.3. Efeito da temperatura sobre a atividade de emulsificacdo do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apds cultivo em meio a base
de melago e manipueira, por 72 horas a 30°C e 200 rpm (padrido). As
curvas foram plotadas com médias de trés repeticdes. As barras de erro
representam = o desvio-padrao.

A submissdo de surfactantes a altas temperaturas pode reduzir a solubilidade do
biossurfactante e/ou favorecer reagdes quimicas em solucdo, promovendo mudangas na
composi¢do dessas substancias (SHAW, 1970; SINGH et al., 2007). Ambas as
explicagdes provocam a desestabilizagdo das emulsdes. Entretanto, a redugdo na
solubilidade do biossurfactante promovida pelo aumento da temperatura é confirmada
pelos resultados de DMC, as quais nd3o se modificaram mesmo nas maiores
temperaturas (Figura 4.4). A essas temperaturas o amido presente na manipueira pode
ter precipitado reduzindo a viscosidade da solucdo. Solu¢des menos viscosas permitem
aumento na freqiiéncia das colisdes das particulas, levando a floculacdo e, por sua vez, a
coalescéncia com a formacgao de globulos maiores (TADROS, 2005).

Estudos devem ser realizados para se averiguar o comportamento das moléculas
de biossurfactante quando expostas a temperaturas entre 55 e 70°C, determinando-se o
limite no qual o surfactante continua desenvolvendo sua atividade superficial, bem

como a influéncia de solutos sobre essa atividade.
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Figura 4.4. Efeito da temperatura sobre a atividade tensoativa do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, em meio a base de melaco e
manipueira, apos cultivo por 72 horas a 30°C e 200 rpm (padrdo). (A)
efeito da atividade tensoativa a 40°C; (B) efeito da atividade tensoativa a
55°C; (C) efeito da atividade tensoativa a 70°C e (D) efeito da atividade
tensoativa a 80°C. As curvas foram plotadas com médias de trés repeti¢des.
As barras de erro representam =+ o desvio-padrio.

A estabilidade das emulsdes e a atividade tensoativa do biossurfactante foram
avaliadas também em relagdo a varia¢do do pH, numa faixa de 4,0 a 10,0. Em pH 4,0 as
emulsdes formadas ndo foram consideradas estaveis, ja que seus volumes, 24 horas apos
a formacdo, correspondiam a valores menores que 50% do volume original da emulsio
(Figura 4.5). Condicdes de baixos valores de pH podem levar a hidrdlise dcida do amido
presente na manipueira, reduzindo a viscosidade do meio, aumentando as colisdes e
desestabilizando as emulsdes. Baixos valores de pH também alteram as forcas

eletrostaticas envolvidas na formagdo das emulsdes, o que promove floculagdo seguida

da sedimentacdo dos flocos, acarretando em instabilidade (ANTUNES, 2007).
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Figura 4.5. Efeito do pH sobre a estabilidade da emuls@o do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, ap6s cultivo em meio a
base de manipueira e melago por 72 horas a 30°C e 200 rpm
(padrdo, pH = 6,8). As curvas foram plotadas com médias de trés
repeticdes. As barras de erro representam = o desvio-padrao.

O indice de emulsificagdo em pH 6,0, até 24 horas apos o inicio do ensaio foi
superior ao obtido nos meios com valores de pH 4,0, 8,0 ¢ 10,0. Em solugdes com
valores de pH 6,8, 8,0 e 10,0, o indice de emulsificagio manteve-se proximo a 60% a
partir de 6 horas apds a formagdo das emulsdes (Figura 4.5). As emulsdes formadas em
pH 4,0 e 6,0 apresentaram valores de indice de emulsificagdo continuamente
decrescentes (Figura 4.5).

A DMC do extrato livre de células contendo o biossurfactante ndo foi alterada
pela variacdo dos valores de pH dos extratos (Figura 4.6).

Conclui-se que o biossurfactante contido nos extratos livres de células, em
valores de pH superiores a 6,0, formaram emulsdes estdveis com querosene. Além
disso, a esses valores de pH a atividade tensoativa do biossurfactante ndo sofreu

alteragdo.
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Figura 4.6. Efeito da variacdo do pH sobre a atividade tensoativa do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apds cultivo por 72 horas a
30°C e 200 rpm (padrio, pH = 6,8). (A) efeito da atividade tensoativa com
pH 4,0; (B) efeito da atividade tensoativa com pH 6,0; (C) efeito da
atividade tensoativa com pH 8,0 e (D) efeito da atividade tensoativa com
pH 10,0. As curvas foram plotadas com médias de trés repetigdes. As
barras de erro representam = o desvio-padrao.

A estabilidade das emulsdes e a atividade tensoativa do biossurfactante foram

avaliadas também em relagdo a variacdo na concentracdo de NaCl adicionado ao meio

de cultura, numa faixa de 1 a 15% (p/v). A adi¢do de NaCl ndo afetou a estabilidade das

emulsdes formadas com querosene. Quarenta e oito horas apos a formacdo das

emulsdes, os valores eram superiores a 52,2% (Figura 4.7), o que indica a possibilidade

de utilizacdo dos biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa LBBMA 88A em

condi¢des de alta concentragdo salina, a exemplo do que ocorre em operacdes de

recuperagio terciaria do petréleo.
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Figura 4.7. Efeito do aumento da salinidade sobre a estabilidade da emulsdo do
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apos cultivo
por 72 horas a 30°C e 200 rpm, sem adicdo de NaCl (padrdo). As curvas
foram plotadas com médias de trés repeticdes. As barras de erro
representam + o desvio-padrdo.

Nenhuma alteragdo foi verificada na DMC do extrato quando NaCl se
encontrava a uma concentragdo de 1,0%. Porém, quando concentragdes de 5,0 ¢ 10,0%
de NaCl no extrato livre de células foram avaliadas, uma dilui¢do de 20 vezes foi
necessaria para que houvesse um aumento mais acentuado dos valores de tensdo
superficial. J& com concentracdes de 15,0% de NaCl, a DMC alcangou valores de 100
vezes (Figura 4.8). O aumento nos valores de DMC, diretamente relacionados a
concentragdo de NaCl, possivelmente ¢ decorrente de uma estabilizag@o termodinamica
dos agregados causada pela adsor¢do preferencial dos ions Na', o que neutraliza as
cargas da interface da micela, reduzindo assim a energia eletrostatica repulsiva entre as

moléculas de biossurfactantes (SANTOS et al., 2009).
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Figura 4.8. Efeito da salinidade sobre a atividade tensoativa do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A, apos cultivo por 72 horas a
30°C e 200 rpm, sem adi¢do de NaCl (padrdo). (A) atividade tensoativa
com adi¢do de 1,0% de NaCl; (B) atividade tensoativa com adi¢do de
5,0% de NaCl; (C) atividade tensoativa com adi¢do de 10,0% de NaCl,
(D) atividade tensoativa com adi¢do de 15,0% de NaCl. As curvas foram
plotadas com médias de trés repeticdes. As barras de erro representam =+
o desvio-padrio.

Os valores de tensdo superficial em todos os ensaios realizados tiveram seus
valores ligeiramente aumentados apds exposicdo do extrato a altas temperaturas, a
variagdes de pH ou a diferentes concentragcdes de NaCl. As variagdes ficaram sempre
em torno de 2 mJ m™. Tendo em vista que temperatura é um fator de grande influéncia
na determinagdo das tensdes superficiais, essa variacdo pode ser devida a auséncia de
controle de temperatura no equipamento utilizado para a realizagdo das medidas de

tensao.
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Os resultados encontrados apontam o surfactante produzido por P. aeruginosa
LBBMA 88A, nas condi¢des de crescimento e producdo testadas, como estavel mesmo
quando exposto a elevadas temperaturas e concentragdes de sal.

Estudos envolvendo a caracterizagdo de biossurfactantes quanto a estabilidade
em condi¢des extremas de pH, salinidade e temperatura tém sido reportados na
literatura por alguns autores (NITSCHKE e PASTORE, 2006; THANIYAVARN et al,
2006). No entanto, esses trabalhos tém apresentado resultados ndo conclusivos a
respeito das interagdes intermoleculares que conduzem a alteragdes na atividade dos

biossurfactantes.
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4.4. CONCLUSOES

Melago e manipueira foram capazes de sustentar uma produgdo satisfatéria de
biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa LBBMA 88A.

O biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A foi capaz de
formar emulsdo estavel com querosene, sendo o indice de emulsificacdo alcangado
maior que o encontrado para o surfactante sintético SDS.

O biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A apresentou
emulsdes estaveis apos a exposicdo do extrato a temperaturas de até 55°C. Variagdes na
temperatura do extrato contendo o biossurfactante ndo alteraram os valores de DMC.

A variag¢do do valor de pH para 4,0 desestabilizou as emulsdes formadas pelo
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A. A DMC do extrato livre de
células contendo o biossurfactante ndo foi alterada pela varia¢do dos valores de pH dos
extratos.

A adicdo de NaCl ndo afetou a estabilidade das emulsdes formadas pelo
biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBBMA 88A. Aumento na concentracio
de NaCl promoveu elevacdo nos valores de DMC dos extratos contendo o

biossurfactante.
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CONCLUSOES GERAIS

O meio composto da associagdo de melago e manipueira demonstrou ser um
substrato alternativo promissor para a producdo de surfactantes por Pseudomonas
aeruginosa ¢ Bacillus spp. Os isolados P. aeruginosa LBBMA 88A, Bacillus subtillis
LBBMA 155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 foram os de maior destaque.

A utilizagdo de melagco e manipueira como substrato pode reduzir os custos de
producdo de biossurfactantes em escala comercial para niveis competitivos, em relagdo
aos similares sintéticos e ainda destinar de forma correta esses residuos diminuindo as
chances de contaminagdo ambiental.

O meio de cultura a base de melago e manipueira permitiu a producdo de
biossurfactantes tanto por culturas puras quanto culturas mistas. P. aeruginosa LBBMA
88A e a cultura mista composta por P. aeruginosa LBBMA 88A, B. subtilis LBBMA
155 e B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 283 sdo potencialmente os de maior interesse
para a producdo de biossurfactante, uma vez que sdo influenciados apenas pela
concentracdo de melaco e, ainda, por terem alcangado valores de CMC de pelo menos
10 vezes.

O meio baseado em melago e manipueira alcangou resultados satisfatorios para a
produgdo de surfactante por P. aeruginosa LBBMA 88A. O meio permitiu a producio
de ramnolipideos com caracteristicas desejaveis a aplicagdes ambientais, devido sua

estabilidade quando em condi¢des extremas de salinidade, temperatura e pH.
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