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RESUMO - Este estudo tem como objetivo a producéo de biossurfactantes por Corynebacterium aquaticum
utilizando como substrato residuo de pescado, lodo de petroleo e glicerol. Para o desenvolvimento do bioproduto
0 meio de cultivo foi constituido de meio mineral, 2% do micro-organismo e o substrato foi adicionado nas
concentracdes de 3, 5 e 7% dos residuos, separadamente. As determinacfes da producdo de biossurfactantes
foram realizadas nos tempo 0, 24, 48 e 72 h de cultivo. As analises realizadas foram de tensdo superficial e
atividade emulsificante. O cultivo utilizando pescado como fonte de carbono apresentou os melhores resultados,
sendo verificado uma tenséo superficial em torno de 27 mN/m e atividade emulsificante de aproximadamente
35% em 48 h de cultivo utilizando 3% de substrato. Para os cultivos desenvolvidos utilizando lodo de petroleo e
glicerol, as tensdes superficiais se mantiveram baixas desde o inicio do processo ndo apresentando uma reducdo
ao longo do cultivo, em relagdo a atividade emulsificante, esta apresentou valores proximos a 30% tendendo a
diminuir ao longo do periodo de cultivo. Dessa forma, foi possivel concluir que nas condigdes de processo
utilizadas, os residuos de lodo e glicerol ndo se apresentaram como fontes de carbono adequadas para a producéao
do bioproduto esperado. No entanto, o residuo de pescado e as condi¢des de cultivo utilizadas foram capazes de

produzir biossurfactantes que conseguiram reduzir a tensdo superficial até 26,2%.

Palavras-chave: Atividade emulsificante, glicerol, lodo, residuo de pescado, tensdo superficial.

1 INTRODUCAO

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto €, diminuem a tenséo
superficial e/ou interfacial e possuem alta capacidade emulsificante, sdo denominados biossurfactantes. Os

biossurfactantes sdo subprodutos metabdlicos de bactérias e fungos. Estes apresentam inimeras aplicagdes, em
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uma variada gama de setores industriais. Os biossurfactantes podem ser utilizados em processos de
biorremediacdo (agua e solo), recuperacdo melhorada do petr6leo, limpeza de reservatorios de petroleo,
industrias de alimentos (emulsificantes, dispersantes e solubilizantes), sequestrante de metais, remogdo e
solubilizacdo de tintas, entre outros (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Um dos principais problemas na producdo de biossurfactantes é o custo envolvido neste processo.
Porém, isto pode ser significativamente reduzido através da utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes, 0s
quais sejam facilmente disponiveis e de baixo custo. O uso de residuos industriais como fonte de energia, para a
producdo de biossurfactantes, € uma alternativa atraente para baixar o custo de produgdo, tornando o
processamento viavel (AL-BAHRY et al., 2013). No entanto, a seleccdo de substratos residuais envolve a
dificuldade de encontrar um residuo com equilibrio certo de nutrientes, suficiente para propiciar um crescimento
6timo e producdo de metabdlitos. Residuos agroindustriais com alto teor de carboidratos ou lipidios sdo atrativos
para a utilizagdo neste processo, pois geralmente apresentam 0s nutrientes necessarios para serem utilizados
como substrato (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Assim, este estudo tem como objetivo a producdo de biossurfactantes por Corynebacterium aquaticum
utilizando trés tipos de residuos industriais, residuo de pescado, lodo remanescente de tanques de

armazenamento de petréleo e glicerol bruto.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A matéria-prima utilizada como fonte de carbono para o cultivo foi, residuo de pescado, glicerol bruto e
lodo de tanques de armazenamento de petréleo. O micro-organismo utilizado no cultivo foi a Corynebacterium

aquaticum, fornecido pelo Laboratério de Engenharia Bioguimica - FURG

2.2 Producao de Biossurfactantes

O cultivo aerobio foi realizado em fermentadores de bancada de 500 mL com volume (til de 400 mL, a
30 °C, agitacdo orbital de 200 rpm por 72 h. O meio foi constituido por fontes de carbono variadas e meio
mineral. O meio mineral foi formulado como o descrito por Cooper e Goldenberg (1987), constituido de (g/L), 4
g NH,;NOs; 4,0822 g KH,POy,; 0,0008 g CaCl,; 10,7182 g Na,HPO,; 0,1971 g MgSO,; 0,0011 g FeSO,4 e 0,0015
g EDTA. As fontes de carbono utilizadas tiveram suas concentragdes variadas (3, 5 e 7%). Apds a formulagdo do
meio de cultivo este foi esterilizado. A adi¢do do micro-organismo foi realizada como descrito por Makkar e
Cameotra (1998), a superficie do erlenmeyer que contém o micro-organismo foi raspada e diluida com o auxilio
do meio mineral até atingir a densidade Optica de 0,8 — 0,9, em comprimento de onde de 600 nm. As suspensdes

foram adicionadas na propor¢éo de 2% (v/v).
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As analises para a verificacdo da producdo do bioproduto foram realizadas nos tempos 0, 24, 48 e 72 h
de cultivo. Conforme as amostras foram retiradas do reator, estas foram centrifugadas por 30 min a 19000 g para

a retirada das células e de residuos sélidos.

2.3 Determinacéo da atividade emulsificante

A atividade emulsificante 4gua em 6leo (AE,y,) do meio foi analisada de acordo com o método descrito
por Broderick e Cooney (1982). A atividade emulsificante consiste na diferenga de altura total de liquido no tubo

e a altura final obtida de 6leo.

2.4 Determinacao da tensao superficial

A tensdo superficial foi avaliada no préprio meio de cultivo, sendo obtida por meio da utilizacdo do

tensibmetro (Kruss Processor Tensiometer K-9, Alemanha).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados de tensdo superficial obtidos utilizando os diferentes tipos

de residuos para a producéo de biossurfactantes durante um periodo de 72 h.

Tabela 1 — Tenséo superficial obtida pelos biossurfactantes produzidos em diferentes concentragdes de pescado.

Tenséo superficial (MN/m)

Substrato 0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
3% Pescado 37,4*" £ 0,4 31,4°°+0,3 27,6°° £0,3 34,77 +0,3
5% Pescado 37,0**+0,4 31,38 +0,2 28,1"%+ 0,5 29,8°8+0,6
7% Pescado 36,5 £ 0,4 33,22 £0,2 29,4+ 0,2 29,1°®+0,2

Letras mindsculas iguais na mesma linha representam que nao ha diferenca significativa; Letras mailsculas iguais na mesma coluna

representam que ndo ha diferenca significativa. Ambas ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 2 - Tens8o superficial obtida pelos biossurfactantes produzidos em diferentes concentracdes de lodo.

Tens&o superficial (mMN/m)

Substrato 0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
3% Lodo 354*%+0,5 33,4°°%£0,2 334" £0,2 36,5*+ 0,4
5% Lodo 34,6°° £ 0,4 34,4 £0,2 34,04 +0,1 38,3*"+0,1
7% Lodo 36,6°4 0,1 34,4°* £ 0,4 33,3°%£0,3 37,3*8+0,1

Letras mindsculas iguais na mesma linha representam que nao ha diferenca significativa; Letras maiusculas iguais na mesma coluna

representam que ndo ha diferenca significativa. Ambas ao nivel de 95% de confianca.
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Tabela 3 - Tens&o superficial obtida pelos biossurfactantes produzidos em diferentes concentracdes de glicerol.

Tenséo superficial (mN/m)

Substrato 0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
3% Glicerol 28,4 +0,1 29,22 +0,2 27,87 0,4 31,67+ 0,6
5% Glicerol 28,54 +0,3 27,8°% 0,4 27,84+ 0,4 30,2*+0,5
7% Glicerol 27,8"°% £ 0,2 27,6°°£0,3 28,3" 0,3 29,7*8+05

Letras mindsculas iguais na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa; Letras maitsculas iguais na mesma coluna

representam que ndo ha diferenga significativa. Ambas ao nivel de 95% de confianga.

Através da Tabela 1 foi possivel verificar que os biossurfactantes produzidos a partir das diferentes
concentracdes de pescado diminuiram a tensdo superficial. No entanto, os biossurfactantes produzidos com as
concentracdes de 3 e 5% foram capazes de promover as menores tensdes superficiais em torno de 28 mN/m. Os
biossurfactantes produzidos apresentaram menor tensdo superficial no tempo de 48 h de cultivo, sendo que a
partir deste tempo apresentaram uma tendéncia a aumentarem os valores da tensdo superficial, provavelmente
pela producdo de compostos secundarios.

Segundo Aguiar (2013) ao estudar a producdo de biossurfactantes através de Corynebacterium
aquaticum utilizando residuo de corvina na proporgdo de 2,5%, no tempo de 48 h este obteve um valor de
30,5 mN/m. Neste estudo, o valor obtido para a tensdo no tempo de 48 h utilizando 3, 5 e 7% de residuo de
pescado foi de 27,6, 28,1, 29,4 mN/m, respectivamente. Dessa forma, foi possivel verificar que neste estudo os
valores de tensdo superficial obtidos foram menores que o descrito pelo autor citado. Sendo assim, o0 uso de uma
maior concentracdo de substrato propiciou a diminuicdo da tensdo superficial.

Ao verificar a Tabela 2 se observou que a producdo de biossurfactantes utilizando lodo como fonte de
carbono nas diferentes concentragdes apresentou-se insatisfatoria. Embora utilizando as concentragdes de 3 e 5%
de lodo a tenséo superficial tenha apresentado uma pequena diminui¢do nos tempos de O até 48 h, ao longo do
cultivo e de outras concentracdes do substrato as tensfes superficiais ndo apresentaram um correlagdo. O que
indica que o micro-organismo talvez ndo tenha conseguido utilizar essa fonte de carbono para a producdo de
biossurfactante. De acordo com Fontes et al. (2008) para que seja possivel obter uma alta producdo de
biossurfactante é de suma importancia o estudo dos requerimentos nutricionais e das condigBes do processo.
Além disto, segundo Bannat et al (2000) diversos fatores podem afetar a producgdo de biossurfactante como, o
tipo de fonte de carbono utilizada e a presenca de minerais.

Segundo a Tabela 3 foi possivel observar que as tensdes superficiais obtidas nas diferentes
concentracdes durante todo o periodo de cultivo variou apenas 4 mN/m. O comportamento verificado para a
tensdo superficial foi incomum uma vez que o tempo 0 apresentou tensdes menores do que ao decorrer do tempo
de cultivo, evidenciando que possivelmente o biossurfactante ndo foi produzido. Silva et al. (2010) verificou a
producgdo de biossurfactante através de Pseudomonas aeruginosa UCP0992 utilizando glicerol como fonte de
carbono.O autor obteve resultados de tensdo superficial de aproximadamente 27 mNm. Além disto, o autor
afirma que o glicerol pode ser usado para o crescimento microbiologico e para a producdo de diversos

bioprodutos. As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores de atividade emulsificante obtidos durante as 72 h de
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cultivo para as diferentes concentracdes de residuo de pescado e de glicerol. Para o residuo de petréleo a

atividade emulsificante néo apresentou resultados positivos em nenhum dos dias do cultivo.

Tabela 4 — Atividade emulsificante obtida pelos biossurfactantes produzidos em diferentes concentragGes de

pescado.
Atividade emulsificante (%0)
Substrato 0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
3% Pescado 33,3+ 2,0 31,47 £22 34,87 +12 271°P+ 11
5% Pescado 325" +1,8 28,4°"8 £12 32,8+ 2.4 30,7+ 1,9
7% Pescado 351" £15 26,78 £2,0 27,8°P£17 30,1°"£2,4

Letras mindsculas iguais na mesma linha representam que nao ha diferenca significativa; Letras maiusculas iguais na mesma coluna

representam que ndo ha diferenca significativa. Ambas ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5 - Atividade emulsificante obtida pelos biossurfactantes produzidos em diferentes concentragdes de

glicerol.
Atividade emulsificante (%)
Substrato 0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
3% Glicerol 315"+ 1,9 32,074+ 1,0 27,4713 -
5% Glicerol 30,5* £2,6 274" £10 20,5+ 2,4 -
7% Glicerol 31,4*"+1,2 26,0"% + 1,1 - -

Letras mindsculas iguais na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa; Letras maitsculas iguais na mesma coluna

representam que ndo ha diferenca significativa. Ambas ao nivel de 95% de confianca.

Através da Tabela 4 foi possivel verificar que a atividade emulsificante obtida foi em torno de 33%. Ao
longo dos cultivos ndo foi verificado um aumento da atividade emulsificante. Embora tenha sido verificada a
producgdo dos biossurfactantes através da verificagdo da tensdo superficial, esta producdo de bioproduto ndo
conferiu um aumento da capacidade de emulsificacdo do Oleo de soja. Aguiar (2013) verificou a atividade
emulsificante utilizando 2,5% de residuo de corvina e 0 mesmo micro-organismo deste estudo e obteve 42,5% de
atividade emulsificante no tempo de 72 h de cultivo. Este estudo apresentou valores inferiores aos reportados
pelo autor. No entanto, € preciso levar em consideracdo que neste estudo o residuo utilizado foi o total da
inddstria pesqueira, o qual contém maiores valores de lipideos e compostos insollveis, como escamas e
barbatanas, o que dificulta o uso destes componentes pelo micro-organismo.

As atividades emulsificantes obtidas usando glicerol como fonte de carbono (Tabela 5) apresentou
como maior percentual de atividade emulsificante 32%. No entanto, apresentou altos valores no tempo 0 os quais
decairam ao longo do cultivo chegando a serem nulos no tempo de 72 h.

De acordo como Chen et al. (2007) existem biossurfactantes que podem estabilizar (emulsificantes) e
outros que podem desestabilizar (desemulsificantes) as emulsGes. Acredita-se que os biossurfactantes obtidos a
partir de residuo de pescado como fonte de substrato, apresentem a caracteristica de estabilizar emulses, uma

vez que foi verificado que a atividade emulsificante praticamente ndo apresentou variagdes.
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4 CONCLUSAO

Apds o exposto, foi possivel verificar que dentre todos os residuos utilizados como fonte de carbono
para a produgdo do bioproduto, o residuo de pescado foi o que apresentou os melhores resultados. Sendo
possivel encontrar valores de tensdo em torno de 27 mN/m. Valores abaixo de 30 mN/m sdo considerados
promissores, uma vez, que um dos biossurfactante mais estudados, a Surfactina, tem capacidade de reducdo da

tensdo da dgua de 72 para 27 mN/m.
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