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APRESENTACAO

Atualmente, a palavra “inovacdo” tem ganhado os mais variados significados.
Dentre eles, a perspectiva de mudancas na forma de se deparar com problemas
contemporaneos. Tomadas de decisbes que resultem em solugcbes adequadas
e - principalmente - inéditas, em niveis multifacetados, e que agreguem um valor
qualitativo para o cotidiano do publico ao qual é destinado sdo permissiveis,
apenas, quando equipes com saberes interdisciplinares sédo sintetizadas. Assim,
organizacoOes, corporacoes, industrias, empresas, equipes, individuos e a sociedade
como um todo precisam ser estimuladas a criar e, portanto, pensar por vias da
inovacéo. Pessoas com varios saberes sao capazes de enxergar situagdes de forma
mais ampla, propondo solu¢cdes mais adequadas e duradouras.

Aliada a premissa que os conhecimentos atrelados a diferentes perspectivas
possuem mais amplitude e robustez no desembaraco de dilemas e conflitos
contemporaneos, gerando de forma direta inovac¢éo na aglutinacdo do conhecimento
inerente a diversos saberes com comunhéo as Ciéncias Exatas e da Terra, a Atena
Editorapublicaa Obra: “As Ciéncias Exatas e daTerrae a Interface comvarios Saberes”
que aborda em seus 27 capitulos, solu¢des para problemas contemporaneos, bem
como novas perspectivas metodologicas e descritivas com carater de exceléncia do
ponto de vista técnico-cientifico.

No meio profissional, os cursos ligados as Ciéncias Exatas e da Terra ilustram
um futuro promissor no mercado de trabalho devido ao seu amplo espectro funcional.
Por isso, desperta o interesse de jovens estudantes, técnicos, profissionais e na
sociedade como um todo, pois o ritmo de desenvolvimento atual observado em
escala global gera uma consolidada e pungente demanda por recursos humanos
cada vez mais qualificados. Nao obstante, as Ciéncias Exatas e da Terra estao
ganhando cada vez mais projecdo, através da sua propria reinvencéao frente as
suas intrinsecas evolu¢des e mudancgas de paradigmas impulsionadas pelo cenario
tecnologico e econbmico. Para acompanhar esse ritmo, a humanidade precisa de
recursos humanos atentos e que acompanhem esse ritmo através da incorporagao
imediata de conhecimento com qualidade e com autonomia de raciocinar solugcdes
inovadoras.

Esperamos que o presente e-book, de publicacdo da Atena Editora, possa
representar como legado a oferta de conhecimento para capacitacédo de recursos
humanos através da aquisicdo de conhecimentos técnico-cientificos de vanguarda;
instigando professores, pesquisadores, estudantes, profissionais com as Ciéncias
Exatas e da Terra, entremeados a busca do descobrimento por novos saberes, bem
como a sociedade, como um todo, frente a constru¢éo de pontes de conhecimento
de carater logico, aplicado e com potencial de transpor o limiar fronteirico do
conhecimento, o que - inclusive - sempre caracterizou o uso de solu¢cdes inovadoras

ao longo da humanidade.

Alexandre Igor de Azevedo Pereira
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As Ciéncias Exatas e da Terra e a Interface com varios Saberes

RESUMO: Biossurfactantes sao compostos
ativos de produzidos  por
microrganismos que conferem uma grande
propriedades,
capacidade de reduzir a tensdo superficial
liquidos e sua
principal vantagem é o fato de possuirem

superficie

variedade de incluindo a

e interfacial de sistemas
baixos impactos ambientais em relacdo aos
detergentes quimicos convencionais. Contudo,
sua producdo em grande escala ainda
necessita de grandes investimentos. Tendo em
vista a necessidade, o objetivo deste trabalho
foi estudar o uso de um polissacarideo natural
e a glicerina como fontes alternativas para o
metabolismo de microrganismos produtores
de biossurfactantes. Onde,
promissoras para producdo do bioproduto, com
a glicerina apresentando melhores resultados.
PALAVRAS-CHAVE: Biossurfactante. Fontes
alternativas. Tenséo superficial.

mostraram-se

BIOSAFACTANT PRODUCTION WITH THE
USE OF NATURAL POLYSACARIDE AND
GLYCERIN AS ALTERNATIVE CARBON
SOURCES
ABSTRACT: Biosurfactants are surface active
compounds produced by microorganisms that
impart a wide range of properties, including the

ability to reduce surface and interfacial tension
of liquid systems and their main advantage is
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that they have low environmental impacts over conventional chemical detergents.
However, its large-scale production still needs major investments. Given the need, the
objective of this work was to study the use of a natural polysaccharide and glycerin
as alternative sources for the metabolism of biosurfactant producing microorganisms.
Where they showed promise for bioproduct production, with glycerin presenting better
results.

KEYWORDS: Biosurfactant. Alternative sources. Superficial tension.

11 INTRODUGCAO

A cada ano a poluicdo ambiental causada por derivados do petréleo e o acumulo
de residuos oleosos emitidos pelas industrias vem atingindo grandes proporg¢oes.
Por serem compostos hidrofébicos, os microrganismos ndo conseguem fazer o
processo de degradacdo e um dos métodos mais investigados para a resolucao
deste problema é a utilizacdo de compostos surfactantes (SILVA et al., 2010).

Os surfactantes sdo compostos quimicos de grande importancia constituidos
de duas fragbes distintas, uma hidrofobica (apolar) e uma hidrofilica (polar) e sua
principal propriedade é a capacidade de reduzir a tensé&o superficial que nada
mais € uma for¢ca que age na superficie de um liquido reduzindo a area superficial
(CAUPER et al., 2017). Porém, por serem de origem quimica e por ndo possuirem
biodegradabilidade n&o s&o a melhor opg¢éo para este tipo de aplicagao.

Desta maneira, ha a procura por surfactantes de origem naturais, como os
biossurfactantes, que sao produtos metabdlicos de origem naturais e sao classificados
de acordo com sua composi¢do quimica e/ou origem microbiologica (SILVA et al.,
2010). Os biossurfactantes estao diretamente envolvidos no processo de remocao
de Oleo e produtos relacionados ao petréleo do meio ambiente. Onde, possuem
propriedades como emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubilizacéo,
demulsificacao, inibicao de corrosao, reducao de viscosidade de liquidos e reducao
das tens@es superficiais e interfaciais de sistemas liquidos (OLIVEIRA, 2010). Por
apresentarem estas propriedades, eles podem ser utilizados na agricultura, industria
farmaceutica, higiene pessoal e produtos de processamento de alimentos, entre
outros (SOURAV et al., 2015; LIMA et al., 2017). Além disso, apresentam vantagens
sobre os surfactantes sintéticos, considerando sua biodegradabilidade e baixa
toxicidade (LIMA et al., 2017).

Apesar de todas as caracteristicas apresentadas pelos surfactantes naturais,
ainda possuem altos custos de produg¢ao que sdo incompativeis com as aplicacdes
industriais, portanto, para o seu desenvolvimento, é fundamental a reducéo de
custos, onde o uso de matérias-primas de baixo custo pode ser uma alternativa para
esta questdao econémica (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002; MERCADE et al., 1993;
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MUKHERJEE e DAS, 2005; OLIVEIRA et al., 2013).

Os polissacarideos naturais apresentam-se como uma boa op¢ao como fonte
de carbono para crescimento microbial, por conta de sua origem biolégica, sua
habilidade em formar géis, sua capacidade de interagir com espécies dissolvidas e
outras moléculas como proteinas e lipidios, além do fato de que alguns polissacarideos
apresentarem propriedades similares a polimeros sintéticos (YANG e DU, 2003).

Outra possivel fonte de carbono é a glicerina, pois, os setores industriais que
naturalmente utilizam a glicerina sao incapazes de absorver o volume gerado devido
ao aumento da producéo de biodiesel, acarretando um volume excedente no mercado
nacional o que, por consequéncia, ocasiona sua desvalorizacdo (GONCALVES et
al., 2006), resultando em um menor custo e é considerado uma fonte de carbono
altamente eficiente para a obtencao de energia metabolica (MAHNKE et al., 2013).

Considerando que para a producao de biossurfactantes € fundamental areducao
de custos de producédo, onde o uso de matérias-primas de baixo custo pode ser
uma alternativa para esta questdo econdémica, o objetivo deste trabalho foi estudar o
uso de polissacarideos naturais e a glicerina como substratos alternativos, de baixo
custo, ricos em nutrientes para obtencdo deste bioproduto de elevado interesse
comercial excretado por microrganismos do género Bacillus sp.

21 METODOLOGIA
2.1 Repique

A bactéria em estudo LUB P1, foi isolada do efluente da Lubnor em meio de
cultura TSA (Tryptic Soy Agar). Foram realizados repiques em placas contendo agar
APGE (4gar 15 g/L, peptona 5,0 g/L, glicose 5,0 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L)
para a preparacao do pré-inéculo da bactéria isolada e em seguida foram incubadas
em estufa microbiologica a 30 °C, por 24 horas. ApOs este periodo de incubacéo,
tempo em que o microrganismo se encontra na sua fase exponencial de crescimento,
transferiu-se trés algadas da cultura para frascos de erlenmeyer de 250 mL contendo
70 mL de meio de propagacao do iné6culo. Os frascos inoculados foram incubados
em agitador rotatério de bancada tipo shaker a 30 °C, 150 rpm por 24 h.

Em seguida, os inéculos foram adicionados ao meio de cultivo, para o volume
de fermentacéo de 70 mL em cada erlenmeyer, no qual as culturas permaneceram
sob agitacéo continua de 150 rpm, a 30 °C por 48 h, 72 h e 96 h. O Caldo nutriente era
composto por: 20 g/L do polissacarideo natural e/ou da glicerina, 1,0 g/Lde (NH,),SO,,
5,0 g/L de extrato de levedura, 13,40g/L de Na,HPO, ,3,0g/L de KH,PO,, 2,7g/L de
NaCl e 0,6g/L de MgSO,.7H,0 por litro de agua destilada, com pH 7,0 (MORAN et al.,
2000, com modificagdes). A concentracédo que foi utilizada para o inéculo foi de 5%
e ao meio pronto foi acrescido 0,1% (v/v) de solu¢do de micronutrientes composta
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por 10,95 g de ZnS0O,.7H,0; 5,0 g de FeSO,.7H,0; 1,54 g de MnSO,.H,O; 0,39 g de
CuS0O,.5H,0; 0,25 g de Co(NO,),.6H,0 e 0,17 g Na,B,0,.10H,0 por litro de agua. Os
pH de todos os meios de cultivo foram ajustados para 7,0 e esterilizados a 110 °C,

por 10 minutos antes do inicio dos ensaios.

2.2 Extracao de biossurfactantes

para extracdo de biossurfactantes, o caldo fermentado foi centrifugado apds
as 48 h, 72 h e 96 h a 10.000 g por 20 minutos para separacao da biomassa. Antes
da remocao de células, verificou-se o pH, ajustando-o para 7,0 quando 0 mesmo
estivesse < 5,0, uma vez que o biossurfactante precipita em pH acido, podendo
haver perdas do bioproduto juntamente as células microbianas na centrifugacéo.

Para extracdo do biossurfactante produzido, ajustou-se o pH do sobrenadante
livre de células para 2,0 com HCI puro, uma vez que o volume é cercade 2,0 L e
a utilizacao de acido diluido diluiria significativamente o caldo fermentado. O meio
acidificado foi deixado em repouso overnight a 4 °C para formacéo do precipitado.
Apébs esse periodo, centrifugou-se novamente a 10.000 g por 20 minutos, para
recuperacéo do biossurfactante.

2.3 Determinacao da producao de biomassa e surfactante bruto

Tanto a producdo de biomassa quanto a producdo do biossurfactante bruto
foram determinados através do peso seco. Onde, antes do processo de centrifugacao
os tubos falcon limpos e secos, pos-estufa a 60° C, foram pesados trés vezes e
apos a centrifugacao foi feito 0 mesmo processo com os tubos falcon contendo a
biomassa e o surfactante bruto.

2.4 Tensao superficial

O monitoramento da producéo de biotensoativos foi realizado medindo a tenséo
superficial do caldo livre de células, a 25 °C, segundo o método de anel de Nouy,
utilizando um tensidémetro Kriiss, modelo K6 (COSTA et al., 2006). O equipamento
foi previamente calibrado com agua destilada na mesma temperatura. A reducéo da
tensao superficial foi calculada utilizando a Equacéo 1:

TSt=oh—TS¢=ti

S.'::0h

Reducdo da Tensao Superficial = * 100

2.5 indice de emulsificacao

O indice de emulsificac&o foi determinado de acordo com Cooper e Goldenberg
(1987) e Makkar e Cameotra (1997) com pequenas modificacdes: 2,0 mL do meio
de cultura fermentado livre de células foram adicionados em tubos de ensaio, foi
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adicionado o mesmo volume de diferentes fontes hidrofébicas (querosene e 6leo de
soja) e foram agitados em vértex por dois minutos, em alta rotacdo. Calculou-se a
razao entre a altura da regido emulsificada e altura total apds 24 horas, de acordo
com a Equacéo (2) proposta por Wei et al. (2005) O teste do indice de emulsificacéo

foi realizado em duplicata.

IE,, (%) = —E£—x100

H
TOTAL (2)

Sendo H,, a altura da fase emulsionada e H,,, a altura total da solug&o.

TOTAL

31 RESULTADOS

Polissacarideo Natural Glicerina
Amostra Biomassa g/L pH Biomassa g/L pH
48 horas 1,5383 + 0,01 7,32 + 0,01 2,9823 + 0,15 6,72 + 0,03
72 horas 1,3013 + 0,80 7,37 +0,0 3,5403 = 0,03 6,28 + 0,06
96 horas 2,5493 + 0,61 7,33 £0,02 1,7213 £ 0,58 6,23 + 0,04

Tabela 1 — Resultados para producao de biomassa e pH da bactéria LUB P1 com fontes de
carbono alternativas e diferentes tempos de fermentacao na concetracao de 5% de inéculo em

g/L

Polissacarideo Natural Glicerina

~ Tensao Producao de Tensao
Amostra  Producéo de surfactante . ¢ .

Superficial surfactante Superficial

48 horas 1,13 +0,03 30,0+0,0 1,62 +0,20 28,9 +0,14
72 horas 0,93 + 0,09 29,5 +0,0 1,47 +0,13 28,0 £ 0,0
96 horas 1,10 £0,12 29,5+0,0 0,65 + 0,37 28,3 + 0,35

Tabela 2 — Resultados para producao de biossurfactante e tensao superficial da bactéria LUB
P1 com fontes de carbono alternativas e diferentes tempos de fermentagao na concetragcéao de
5% de inéculo em g/L

Polissacarideo Natural Glicerina
Amostra Oleo de Soja  Querosene Oleo de Soja Querosene
48 horas 49,92 +7,75 59,06 + 2,44 98,77 +2,14 64,94 +1,16
72 horas 61,15 + 27,47 63,06 +0,19 100,0 0,0 64,93 + 2,38
96 horas 36,19 + 1,47 NF 40,37 +0,52 59,44 + 0,37

Tabela 3 — indice de Emulsificagéo (%) do biossurfactante produzido pela bactéria LUB P1 com fontes
de carbono alternativas e diferentes tempos de fermentacéo na concetra¢do de 5% de in6culo

Nota: NF: ndo formou emulsao.
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41 DISCUSSAO

CONCENTRACAO CELULAR E pH

O ensaio fermentativo teve duracdo de 48, 72 e 96 h. No que diz respeito ao
crescimento celular, nota-se na Tabela 1, que a maxima producéao de biomassa foi
da glicerina como fonte de carbono com 3,5403 + 0,03 g/L no periodo de 48 h. Ja
para o polissacarideo natural foi de 2,5493 + 0,61 g/L no periodo de 96 h, ou seja,
necessita de um periodo de fermentacao maior e apresentou um rendimento menor.
Soares (2014), ao realizar um trabalho utilizando a glicose como fonte de carbono
obteve um valor maximo de 3,21 + 0,19 g/L no periodo de 48 h, valor proximo ao
obtido no presente estudo.

Em relacédo ao pH, nenhuma apresentou pH < 5,0 ndo havendo a necessidade
do ajuste antes da remocao das células.

PRODUCAO DE SURFACTANTE E TENSAO SUPERFICIAL

Na Tabela 2 estéo dispostos os resultados para a producéo de biossurfactante e
foi possivel verificar que, tanto o polissacarideo quanto a glicerina ndo apresentaram
grandes diferencas entre os periodos de 48, 72 e 96 h n&o havendo a necessidade
o prolongamento do periodo de fermentacdo. Em comparacdo as duas fontes
alternativas, a que apresentou um melhor resultado foi a glicerina com 1,62 + 0,20
g/L no periodo de 48 h e para o polissacarideo obteve o resultado de 1,13 + 0,03
g/L no periodo de 48 h, ambos utilizando a concentracao do inéculo de 5%. Soares
(2014), ao realizar um estudo utilizando a glicose como fonte de carbono obteve um
valor maximo de 0,322 g/L na concentracao de 10% no periodo de 72 h, valor inferior
ao obtido no presente estudo.

Para Da Silva e Alvarez (2002), um organismo € considerado um bom produtor
de biossurfactante quando produz compostos tensoativos capazes de reduzir
a tensao superficial a valores inferiores a 35 mN/m. Os resultados para a tenséo
superficial estdo disponiveis também na Tabela 2 e como é possivel observar, nas
duas fontes de alternativas e em todos os periodos estudados houve essa reducéo,
logo, o biossurfactante estéa apto para processos de biorremediacéo.

INDICE DE EMULSAO

Através do indice de emulsdo (Tabela 3) foi verificado que meio contendo o
surfactante foi capaz de emulsionar o 6leo de soja e 0 querosene (com exce¢ao do
polissacarideo natural em 96 h com o querosene que nao formou emulséo), indicando
a producao do biossurfactante. De acordo com Youssef et al. (2004), para que a
emulséo seja considerada satisfatoria, o IE,, deve apresentar valores superiores a
40%. O periodo que obteve melhores resultados foi o de 72 h tanto com o 6leo de
soja quanto com o querosene para as duas fontes alternativas, tendo como destaque

a glicerina com o 6leo de soja que obteve o IE,, de 100%.
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51 CONSIDERACOES FINAIS

Atendendo a proposta inicial do trabalho, as duas fontes de carbono em estudo
apresentaram-se alternativas promissoras na produc¢éo de biossurfactantes de valor
agregado. Tendo como base testes que sdo de extrema importancia para avaliar
a capacidade de biossurfactantes em processos de biorremediagdao como, o da
reducdo da tenséo superficial onde todos foram capazes de reduzir e o indice de
emulsdo que teve como destaque a glicerina com o 6leo de soja, apresentando um
IE,, de 100%.

Com os dados apresentados, podemos concluir que o biossurfactante produzido
no presente estudo € evidenciado como agentes de superficie, com possibilidades
de amplas aplicacbes e com potencial para substituicdo de tensoativos de origem
quimica.

Mesmo assim, ainda se fazem necessarios a realizacao de estudos mais amplos
com 0s microrganismos e meios em questdo, quanto a otimizacéo da producéao, a
fim de alcancar maiores concentra¢des do bioproduto obtido.
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