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Resumo - Biosurfactantes sdo grupos edruturdmente  diversficados de moléculas de supeficie ativa,
sintetizados por microrganismos como bactérias e fungos, cultivados em véias fontes de carbono tails como sacarose e
hidrocarbonetos. Estas moléculas, compostas por uma parte hidrofilica e outra hidrofébica, agem preferencidmente na
inteface entre as fases fluidas com diferentes polaridades vinculando intefaces dleo/dgua ou agualdleo reduzindo as
tensbes superficiais e interfaciais entre estas fases. Destacamse em gplicagbes ambientais, podendo serem  utilizados na
bioremediacdo de solos e mananciais contaminados como também na limpeza de tanques e equipamentos. Resarvatorios
de dleo oferecem condigdes onde adguns microrganismos podem se desewvolver e estes, quando isolados e cultivados
em laboratdrio, podem s caracterizados quanto a producdo de surfectantes. Neste trabalho, isolouse microrganismos
de pocos de petrdleo e sdecionouse, dentre os isolados, os produtores de biosurfactantes para formagcdo de um banco
de culturas com potencid aplicagdo no traamento de acidentes ambientas e na recuperacdo avancada de dleo. Uma
cepa deste banco foi cultivada em meio contendo hidrocarbonetos e sacarose, onde avdiaramse a producio de
biosurfactante pela medida da tensfo supeficia, a producdo de biomassa do microrganismo por densidade Optica em
espectrofotdmetro e 0 consumo de substrato pelo método DNS.
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Abdgract — Biosurfactants are gructurdly diversfied groups of active surface molecules synthesized by
microorgarisms as bacteria and fungi, cultivated in severd carbon sources such as sucrose and hydrocarbons. These
molecules, composed by a part hydrophilic and other hydrophobic one, they act preferentidly in the interface among the
flowing phases with different polarities linking interfaces oil/water or water/oil reducing the superficia tensons and
interfacid among these phases. They have been used in environmenta applications, such as bioremediation of soils,
treetment of contaminated water fountains and in cleaning process of tanks and equipments. Oil reservoirs present
conditions where some microorganisms can grow. These microorganisms when isolated and cultivated a laboratory can
be characterized with relation to surfactants production. In this work, microorganisms were isolated of oil wels and the
biosurfactants producers were sdected, among the isolated ones, to form a culture bank with potentid application in
environmenta pollution trestment and advanced oil recovery. A microorganism sump of the developed bank was
cultivated in sucrose and hydrocarbon medium and the biosurfactant production was evauated by superficid tension
measurement. The microorganism biomass production was evaluated by opticad density using a spectrophotometer and
the substratum consumption by DNS method.
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1. Introducéo

Biosurfactantes formam um grupo heterogéneo de moléculas de supeficie aiva sintetizados por
microrganismos podendo ser intracdular ou extracdular. Estas moléculas reduzem a tensfo superficia, a concentracio
micdar critica e a tensfo interfaciad de um meio contendo uma solugdo aguosa e uma mistura de hidrocarbonetos. Estas
propriedades geram microemulsdes com as quas ocorre a formacd de micdas onde hidrocarbonetos podem s
solubilizar em &ua ou agua em hidrocarbonetos. As propriedades de vaios biosurfactantes tém sSdo extremamente
revisadas (Cooper, 1986; Rosenberg et d., 1982; Kosaric e d., 1987). A edrutura dos biosurfactantes contém uma
pate hidrofilica composta por aminoécidos ou peptideos, anions ou cétions, ou mono-, di-, ou polissacaridecs. A parte
hidrofébica é composta por estruturas saturadas, insaturadas ou &cidos graxos hidroxilados ou ainda peptideos
hidrofébicos.

Devidb as suas caracteridticas, os biosurfactantes sio extremamente utilizados em diversas indidrias, tais
como dimenticias, famacluticas, de cosméticos, quimica, sendo a de petrdleo uma das mais importattes. Nesta, des
S50 uma dterndiva atrativa, sendo uilizados em recuperagdo avancada de dleo, limpeza de tanques e equipamentos,
tratamento de acidentes decorrentes de derramamento de dleo, emulsficacio de dleo e na quebra de emulsies dleo/gua
e &ualden. Sua utlizagdo in Stu e ex Stu na recuperacd avancada de dleo vem despontando como dternativa
importante em situacdes especificas.

Remediacdo microbiana, biorremediacid de hidrocarbonetos  contaminantes, € uma  tecnologia  emergente
envolvendo a aplicagdo de biosurfactante. Biodegradacdo de hidrocarbonetos por  populagbes microbianas nativas € um
mecanismo primé&io pelo qua hidrocarbonetos contaminantes s removidos do meio ambiente, sendo que a adigdo de
biosurfactante com o intuito de edimular a populacdo bacteriana nativa a degradar hidrocarbonetos acarreta um
incremento na taxa de recuperagdo ambiental quando adotase a biorremediacéo por biodegradacéo.

A capacidade do biosurfactante  emulsficar  misturas de  hidrocarbonetos/dgua tem ddo  muito  bem
documentada. Esta propriedade tem ddo demonstrada pdo aumento dgnificativo de degradacdo de hidrocarbonetos e
por isso utilizado na biorremediacio de solos e mananciais contaminados (LOBATO, 2000).

Reservatdrios de dleo oferecem condigdes onde aguns microrganismos podem se desenvolver e estes, quando
isolados e cultivados em laboratério, podem ser caracterizados quanto a producdo de surfactantes. Através de métodos
especificos, microrganismos podem s sdecionados e utilizados para a formac de um banco de culturas com
potencid aplicacdo na recuperacdo do meio ambiente e na recuperagio avancada de dleo.

Neste trabaho, isolorse microrganismos de pogos de perdleo e sdecionouse, dentre os isolados, os
produtores de biosurfactantes para formagd de um banco de culturas com potencid aplicacd no tratamento de
acidentes ambientals e na recuperagdo avancada de dleo. Dentre os microrganiamos sdlecionados, escolheu-s2 um para
s fazer 0 estudo cultivando-o em meio contendo sacarose adicionado de petrdleo, com o0s objetivos de &8 acompanhar
a producdo de biosurfactante, através da medida da tensio superficid, dentro das condigbes estabelecidas, composicio
do meio, temperatura, tempo e agitagdo; b) avadiar a producio de biomassa do microrganismo por densidade Optica da
culturaem espectrofotdmetro e 0 consumo de substrato pelo método DNS.

2. Material e Méodos para o Teste de Producao de Biosurfactantes

2.1. Meio deCultura

Meio E modificado (g/L): Sacarose, (NH4),SO, - 1,0, MgSO,.7H,O - 0,25. Em tamp&o fosfato 100mM, pH 7,0
adicionorse ImL/L de uma solugdo estoque dos seguintes sais (¢/200mL): EDTA - 0,01, MnSO, - 03, FeSO, - 0,01,
CaCl, - 0,01; CoCl, - 0,01; ZnSO,4- 0,01.

2.2. Preparagdo do Indeculo

Foi sdecionada a cepa A por goresentar 0 maior hdo dentre as isoladas, 12 mm de didmetro. A partir do meio
E modificado foi preparado o indculo, onde dcgadas oriundes do meio de manutencdo foram inoculades em Erlenmeyer
com cgpacidade para 500mL, contendo 150mL de meo. Os fraxcos permaneceran sob agitacdo de 250 rpm e 38°C
durante 24 horas, sendo a cultura entdo utilizada como indeulo nos testes de produgéo de biosurfactantes.

2.3. Testesde Producéo de Biosurfactantes

Edes testes foram redlizados com o intuito de se estudar a producio de biosurfactantes pelos microorganismos
dentro das condigbes Gtimas para tal (aerobiose e presenca de hidrocarbonetos), o que fornece indicios da producéo de
biosurfactantes pela linhagem sdecionada. Inicdmente fez-se um teste com um meo contendo agpenas scarose e
posteriormente fez-se outro teste onde foi adicionado petréleo bruto.

Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyer de 250mL, contendo 100mL do meio E modificado
(adicionando-se petrdleo para 0 segundo experimento). Foi adicionado a0 meio uma diquota do indculo, e colocados no
shaker a 250 rpm e 38°C pa um periodo estabelecido. Frascos controles (ndo inoculados) foram introduzidos. Nas
primeiras 12 horas foram retiradas amostras de 4 em 4 horas, em seguida foi aumentado o intervalo de tempo. Com
estas amostras foram redlizadas andlises para 0 acompanhamento da variagdo da biomassa e da tensfo superficid.
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2.4, Tensdo Superficial

A amosra retirada do shaker foi centrifugada numa centrifuga (5410 Eppendorf) a 14.000 rpm. Com o
sobrenadante foi redizada a medida da tensdo supeficid pedo méodo do and no tensidmetro Du-Nuoy (CSC Scientific
Company, INC.).

2.5. Biomassa

A biomassa foi determinada medindo-se a densidade ética das amostras bruta a 600 nm (OD600), uma vez que
a concentragd cdular foi determinada como funcdo da denddade dticay onde C (g/lL) = 0,00310D600 (Lin et 4.,
1990).

2.6. Consumo de Substrato

O méodo do DNS (1,2), bessiase na redugdo do &cido 3,5 dinitro-dicilico a &cido 3-amino-5-nitrosdicilico
a8 mesmo tempo em que O grupo ddeido do aglcar é oxidado a grupo carboxilico, com o desenvolvimento de
coloracéo avermelhada, lida espectrofotometricamente em 600nm.

O méodo do DNS paa a deerminacd de aglcares redutores é composto dos seguintes resgentes. &cido
dinitro-sdicilico, sd de Rochdle, fenol, bissulfito de sodio e hidrdxido de sbdio, sendo que cada um tem uma findidade
especifica
- Sd de Rochdle (solugdo de tatarato de sddio de potéssio — CiHsOKNadH0) usado para prevenir 0 resgente da
acd0 do oxigénio dissolvido.

- Fenol — aumentar a quantidade de cor produzida.
- Bissulfito— estabilizante da cor obtida na presenca do fenal
- Hidréxido de sadio — redutor da agéo da glicose sobre o &cido dinitro-dicilico.

Para determinar o consumo de substrato pelo método DNS;
1)Construiu-se a curva padréo de glicose + frutose;
2)Hidrolisou-se 0 meo;
3)Adicionou-se o reagente DN,
4)Determinou-se a absorbancia por espectrofotémetro e
5lLevouse o vdor encontrado da absorbdncia na curva de cdibracdo para detlerminar a quantidede de aglcares
redutores, expressos como glicose + frutose.

3. Resultados e Discussao para o Teste de Producéo de Biosurfactantes

3.1. Curva Padr&o parao DNS
A figura 1 modra a curva padréo de glicose + frutose utilizada para determinar 0 consumo de subdtrato pelo
método DNS,

Curva de calibragdo glicose +frutose

15 -
I Cgli+fru

l 1
0,5 / Linear (C

gli+fru)

(mg/mL)

0 T T
0 0,2 04 0,6
Densidade otica (abs)

Concentragéo de
glicose +frutose

Figural. Curvade cdibrac8o glicose + frutose

Logo, a concentracdo de substrato em g/l pode ser determinada em fungdo da densdade dtica pela reacdo
S=1,8042D.0.

3.2. Cultivo em Meio Contendo Sacarose
A figura 2 apresenta os resultados da variacdo da tensio superficid e concentracdo celular em funcdo do tempo
para o cultivo em meio contendo 1% de sacarose.
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Fgura2. Tensio superficid e concentracdo celular em fungo do tempo para o cultivo em meio contendo sacarose.

No enssio com meio contendo gpenas sacarose observouse que a producdo da biomassa aumentou com o
tempo caracterizando uma curva tipica de crescimento microbiano, apesar da auséncia da fase lag devido a anterior
adaptacdo do microrganismo ao indculo, umavez que, 0 MeSTo PossUi composi¢ao semel hante a0 meio inoculado.

Andisando indiretamente a producdo de biosurfactantes peda medida da tensio superficid, verificowse uma
reducdo da tensfo nas primeiras 12 horas de cultivo e um comportamento constante desta varidvel apés as 12 horas.
Com isso ndo foi possivel acompanhar a produgdo de biosurfactantes apds as 12 horas de cultivo, uma vez que se
aingindo a concentracd micdar critica ndo se verifica queda na tensio superficid do meio. Iso ndo sgnifica que ndo
hga producdo de biosurfactantes, mas que esta produgdo ndo mas va influenciar na tensfo por ndo haver mais
formago de micdas.

A figura 3 gpresenta 0 crescimento da biomassa e 0 consumo de substrato em fungo do tempo para o cultivo
em meio contendo gpenas sacarose.
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Fgura 3. Biomassa e substrato em funcdo do tempo para o cultivo em meio contendo apenas sacarose.

Pea figura 3 venifica-se que 0 maior consumo de subsrato se deu na fase exponencid de crescimento celular,
0 que era egperado, pois nesta fase ocorre uma maior aividade metddlica da cdula Obsarvase anda que apés edta
fase 0 crestimento tende a um patamar e 0 consumo também se mantém constante.

Neste ensaio, o fator de conversio substrato a cdula foi baixo, Yys = 0,0082, o que resulta em uma dta
concentragdo de aglicar residud, provavelmente devido abaixa concentraco celular no indeulo.

3.3. Cultivo em Meio Contendo Sacar ose e Petrdleo
A figura 4 goresenta os resultados obtidos da tensio superficid e concentragdo ceular em fungdo do tempo
parao cultivo em meio contendo 1% de sacarose e 1% de petrdleo.
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Figura 4. Tensdo superficid e concentraggo celular em fungdo do tempo para o cultivo em meio contendo
sacarose e petréleo.

No ensaio contendo petrdleo, observouse pela curva de crescimento microbiano a presenca de trés fases
digintas, a fase lag, a exponencid e a estacion&ia A presenca da fase lag dar-se devido a mudanga no meio, no meio
de preparo do inéculo ndo havia petrdleo, jA& 0 meio do ensaio propriamente dito continha petréleo, resultando em uma
necessidade de adeptagdo das clulas ap novo ambiente Em rdagdo a produgdo de biosurfactantes, verificorse um
aumento desta producéo detectada pela boa reducio da tensfo superficid do meio. Ao andisx as curvas de formagdo de
produto e producdo de biomassa, ha um indicativo de que a producdo de biosurfactantes esta relacionada a0 crescimento
ceular.

A figura 5 gpresenta 0 crescimento da biomassa e 0 consumo de substrato em fungo do tempo para o cultivo
em meio contendo sacarose e petroleo.
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Figura 5. Biomassa e substrato em fungéo do tempo para o cultivo em meio contendo sacarose e petroleo.

Com reacdo a0 consumo de substrato, no ensaio contendo petrdleo, figura 5, observase que o substrato foi
consumido completamente. Apresentando um significativo fator de conversdo Yx/s= 0,0217.

Comparando a variagdo da tensfo nos dois ensaios, verificase que no ensao com petrdleo conseguiu-se uma
reducdo de 39% na tensio superficid, o que indica uma boa presenca de biosurfactante no melo. Conforme observouse
no ensaio contendo apenas sxaroe, a presenca de biosurfectante foi bem inferior, observando-se uma vaiacédo na
tensio superficid de apenas 6,5%. Ist0 sugere que a presenca de dleo funciona como indutor a sintese do biosurfactante.
Sdientando-se ainda que a presenca de dleo dleva atensio superficia no inicio do cultivo.

4. Conclusdes

Em cultivos submersos com meio contendo sacaroe e sacarosepetrdleo, verificorse um bom desempenho da
cepa testada, bem como observouse um bom indicativo da presenca de biosurfactante no enssio com meio sacaose
hidrocarboneto. Ta observacdo foi verificada aravés do acompanhamento da tensdo superficid do meo ao longo do
cultivo. Vde sdientar também que o comportamento da tensio supeficid e da variagd da biomassa sugere que a
sintese de biosurfactante esta associada ao crescimento celular.
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