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RESUMO

Os biossurfactantes tém sido alvo de muitos estudos atualmente, sobretudo por suas vantagens
em relacdo aos surfactantes sintéticos. Entre as vantagens estdo a biodegradabilidade, baixa
toxicidade e capacidade de reduzir a tensao superficial. Dessa forma podem ser aplicadas em
varios setores industriais, tais como: alimentar, farmacéutico, cosméticos e petrolifero. Sendo
assim, objetivou-se selecionar microrganismos com potencial para producdo biossurfactantes.
Neste estudo foram isolados 250 microrganismos sendo 115 bactérias, 67 leveduras e 68 fungos
filamentosos. Os melhores resultados para o indice de emulsificagdo foram 57 % alcancado
para uma Gram positiva e 81 % para uma cepa de fungo filamentoso. Estes resultados
contribuem com a selegao de novas cepas potenciais para a produgao de biossuractantes .
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INTRODUCAO

O grupo de compostos conhecidos como surfactantes compreende moléculas
anfipaticas, ou seja, com porcoes hidrofilicas e hidrofébicas, que possuem a caracteristica de
reduzir a tensdo superficial, que é a forca existente entre uma superficie ar-liquido e a tensao
interfacial, forca existente entre uma superficie liquido-liquido'. Os indicadores mais utilizados
para medir a atividade surfactante sdo os parametros tensdo superficial, tensdo interfacial e a
concentragdo micelar critica (CMC).

Os surfactantes disponiveis comercialmente sdo sintetizados a partir de derivados de
petrdleo. O aumento da preocupacdo ambiental entre os consumidores, combinado com novas
legislagdes de controle do meio ambiente vém pressionando industrias a produzir surfactantes
menos toxicos, levando a procura por surfactantes naturais biodegradaveis como alternativas
aos produtos existentes®. S&o caracterizados por suas propriedades emulsificantes, que sdo
determinadas pelos parametros indice de emulsificacao, estabilidade de emulsdao e também pela
atividade de emulsificacao’.

Atualmente a producdo em larga escala ainda nao é vantajosa economicamente quando
comparada aos equivalentes sintéticos, devido ao custo de producdo, relacionada a alta
especificidade dos processos fermentativos que devem ser otimizados de acordo com cada
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microrganismo produtor, como também, técnicas pouco eficientes de
extracdo/purificacdo®. Sendo assim a descoberta de novos microrganismos produtores, ira
colaborar com o estudo do processo produtivo dos surfactantes de origem microbiana.

MATERIAL E METODOS

1-ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS: Os materiais utilizados para o isolamento das bactérias,
leveduras e fungos filamentosos foram sete amostras de solo e turfa contaminados com petrdleo
e provenientes das proximidades da Refinaria Getulio Vargas (REPAR-PR). Para cada amostra foi
pesado 1 g de material que foi entdo submetido a diluigdes seriadas (até 1 x10°) em salina
fisioldgica estéril cada uma das amostras diluidas foram semeadas alca de Drygalski em placas
de Petri contendo diferentes e incubadas a 28+2 °C por no minimo 48 e no maximo 96 horas.
2-MEI0S DE CULTIVO: Os meios de cultivo utilizados para o isolamento foram batata dextrose agar
(BDA) para isolamento de fungos filamentosos, extrato de levedura dextrose, peptona e agar
(YEPD) para isolamento de leveduras e meio de Dyg’s para isolamento de bactérias. Nos meios
BDA e YEPD foi adicionado amoxicilina, na concentracao de 2 mg/mL, para impedir o
crescimento das bactérias.

3-MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS: Os isolados foram mantidos em tubos de ensaio contendo
meio sdlido inclinado de BDA, YEPD e ou Dyg's sob refrigeragdo a 4+2 °C com repiques
trimestrais. Para a manutengao os BDA e YEPD foram utilizados sem a adigao de antibidtico.
4-CONDICOES DE CULTIVO PARA A FERMENTACAO SUBMERSA: As bactérias foram transferidas
assepticamente com o auxilio de alca de platina do meio de manutengao para Erlenmeyers de 50
mL, contendo separadamente 9 mL de solugdo de sais constituida de 3,0 g de KH,PO,4; 7,0 g de
K,HPO,; 0,2 g de MgS0,.7H,0 e 1,0 g de (NH,),S0, por litro>, adicionada de 1 mL de solucdo de
glucose 2 % (m/v) como fonte de carbono. Os frascos foram incubados por 48 horas a 28 £+ 2°C
e 180 rpm.

5-INTERRUPCAO DOS CULTIVOS E OBTENCAO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS (ELC): Apds interrupcao dos
cultivos, transferiu-se o conteido de cada frasco para tubos submetidos a centrifugacdo a 9000
X g a 4 £ 2°C. Os respectivos sobrenadantes foram coletados e armazenados como amostras
para as determinagbes analiticas, como pH e indice de emulsificagdo.

6-DETERMINACAO DO INDICE DE EMULSIFICACAO: A presenca de biossurfactantes no ELC foi
determinada indiretamente a partir da metodologia descrita por Chen, Baker e Darton (2007)
com algumas modificagdes. Para determinagao do indice foram utilizados 3 mL de ELC e 3 mL
de querosene em tubos de rosca, homogeneizado em vortex por 2 minutos. A leitura foi
realizada atrayés das medidas da altura da emulsao formada apos 24 horas, e foi calculado pela
da equacao: Indice da Emulsao (%) = He X 100 / Ht, onde He = altura da emulsao; Ht = altura
total do liquido®.

7-_COLORACAO DE GRAM: As bactérias que indicaram producdo de biossurfactantes foram
submetidas a coloracdo de Gram.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O processo de isolamento dos microrganismos foi desenvolvido durante sete meses,
neste periodo foram obtidos 250 isolados. Durante este periodo, um processo de selegao
exaustivo e criterioso foi desenvolvido para a obtencdao de puras. A Tabela 1 apresenta o
numero de isolados obtidos a partir das diferentes amostras de solo e turfa.

Tabela 1. Numero de isolados, fungos filamentosos, bactérias e leveduras, obtidos de cada
amostra de solo ou turfa utilizadas

Amostras _ (A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) TOTAL
BDA 31 10 33 04 02 12 23 115
DYG’S 11 08 18 0 0 06 24 67
YEPD 08 09 24 0 0 09 18 68

Amostras: (A): Solo A REPAR SUB 7-COLETA TURFA SOLO E; (B): Solo C: SUBAREA 7-PONTO E-TURFA-COLETA 01;
(C): Solo E: REPAR SUB 7 COL TURFA BURACO E; (D): Solo F: SOLO SUB 8 N-2; (E) Solo G: SOLO SUB 7 E; (F): Solo
H: SUBAREA 7 PONTO E- COLETA 01 SOLO; (G) Solo D: REPAR SUB 8. COL SOLO N-TURFA.

Foi possivel diferenciar 115 isolados de fungos filamentosos, 67 isolados de bactérias e
68 isolados de leveduras. Para a maioria dos solos (A, B, C, F e G) foi possivel recuperar todas
as classes de microrganismos (fungos, leveduras e bactérias). Nos solos D e E so foi possivel o
isolar fungos filamentosos, e o nimero de isolados foi bastante restrito, 04 para o solo (D) e 02
para o solo (E).

Dos 250 isolados 90 bactérias e 54 fungos filamentosos foram submetidos ao cultivo
em meio liquido e avaliados quanto a presenca indireta de biossurfactantes pel determinagao do
indice de emulsificacdo (IE»;) na presenca de querose. A Tabela 2 apresenta os resultados
referentes aos isolados bacterianos, quando foram determinados além do indice de
emulsificacao, pH final, crescimento e a classificacao quanto a coloragao de Gram.

Tabela 2. Condicao de produgao de biossurfactantes pelas cepas de bactérias selecionadas

ISOLADO SOLO MEIO DE pH [CRESCIMENTO] IE,, COLORAGAO DE

CULTURA GRAM
72 C DYG'S 6.8 + 57 Gram (-)
147 E BDA 6.8 ++ 57 Gram (-)
158 H DYG'S 6.8 ++++ 51 Gram (-)
223 D DYG'S 6.7 ++ 54 Gram (+)

Onde: (+) minimo (++) bom (+++) étimo (++++) excelente

A melhor producdo de biossurfactantes foi em pH 6,7 e 6,8, entre as trés cepas Gram
negativas, 72, 174 e 158, e uma positiva, a 223, apds 48 h de fermentagao.

A Tabela 3 apresenta os resultados referentes a avaliacdo dos fungos filamentosos,
para esses isolados foram determinados o indice de emulsificagdo e a biomassa. Foram obtidos
os maiores IE,4 para a cepa 268 com 81 % e 0,0950 g de biomassa e a cepa 275 com 71 % e
0,0991 g de biomassa. Estes resultados contribuem com a selegdo de novas cepas que serao
futuramente estudadas como produtoras de biossurfactantes.

Tabela 3. Condicdo de produgdo de biossurfactantes pelas cepas de bactérias selecionadas
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ISOLADOS BIOMASSA (g) INDICE DE EMULSIFICAGAO (IE,,)
116 0,0297 68
119 0,0633 67
142 0,0132 57
151 0,0767 52
152 0,0324 51
220 0,0570 50
268 0,0950 81
272 0,0387 62
275 0,0991 71
282 0,0971 50

CONCLUSOES

e Foi possivel confirmar a grande diversidade microbiana cultivavel presente nas amostras
de solo e turfa;

e A maioria das amostras de solo e turfa utilizadas apresentou a seguinte ordem
decrescente de isolados fungos filamentosos > leveduras > bactérias;

¢ Os melhores indices de emulsificacéo foram obtidos para a bactérias (Isolados 72 e 147)
Gram negativas de 57 % e para os fungos filamentosos (Isolado 268) de 81 %.
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