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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos que possuem aplicacdes potenciais em muitas areas, pois sdo
considerados ndo téxicos e biodegradaveis, além de exibirem Gtimas propriedades de superficie,
como abaixamento de tens&o superficial e interfacial entre duas fases e capacidade de emulsificagéo.
Portanto, neste trabalho foi empregado o uso da tecnologia aliada ao uso de microrganismos como
agentes produtores de biossurfactantes e degradadores de petroderivados visando reduzir os
impactos ambientais por eles causados. O objetivo deste trabalho é verificar a producdo e a
caracterizacdo de biossurfactante produzido por Serratia marcescens UCP 1549 nos residuos
solidos: casca de abacaxi e rejeitos de gordura animal, afim de alcancar um correto balango
nutricional entre fonte de carbono e nitrogénio na producdo de biossurfactante pelo microrganismo
Serratia marcescens UCP 1549, utilizando como substrato gordura animal e 6leos vegetais pds-
fritura. As variaveis medidas foram emulsificacdo e tensdo superficial utilizando os substratos
hidrofdébicos oleo pos-fritura, 6leo de milho e 6leo de girassol. O melhor resultado obtido para
indice de emulsificacdo e tensdo superficial, respectivamente, foi de 100% na condicéo
fermentada por 96 h e 27,7 mN/m na condicdo fermentada por 48 h. Com a melhor condicao
representada pelo resultado da reducédo da tensdo superficial foi produzido 1 L do meio para a sua
extracdo. Os resultados demonstram boa capacidade de S. marcescens UCP 1549 para produzir
biossurfactante com propriedades para aplicacfes na descontaminacdo ambiental de petroleo e
derivados.

Palavra-chaves: indice de emulsificagdo. Tens&o superficial. Extracao.

ABSTRACT

Biosurfactants are compounds that have applications used in many areas, as they are considered
non-toxic and biodegradable, in addition to exhibiting excellent surface characteristics, such as the
muffling of surface and interfacial tension between two phases and the emulsification capacity.
Therefore, in this work, the use of technology combined with the use of microorganisms was used,
as agents producing biosurfactants and petrodivirus degraders, which reduce the effects caused by
them. The objective of this work is to verify the production and characterize the biosurfactant
produced by Serratia Marcescens UCP 1549 in the residues: pineapple peel and animal fat rejects,
in addition to achieving a nutritional control between carbon and nitrogen source in the production
of biosurfactant by the microorganism Serratia marcescens UCP 1549, using animal fat and post-
frying vegetable oils as substrate. The measured variables were emulsification and surface tension
using the hydrophobic substrates post-frying oil, corn oil and sunflower oil. The best result obtained
for emulsification index and surface tension, respectively, was 100% in the fermented condition for
96 h and 27.7 mN / m in the fermented condition for 48 h. With the best condition represented by
the result of the reduction of the surface tension, 1 L of the medium was produced for its extraction.
The results demonstrate good ability of S. marcescens UCP 1549 to produce biosurfactant with
properties to apply to environmental decontamination of pretroleum and derivatives.

Keywords: Emulsification index. Surface tension. Extraction.
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1 INTRODUCAO

Devido ao crescimento industrial e populacional no mundo, ha um aumento da polui¢do
devido aos residuos produzidos por estes. Além disso, constantes acidentes ambientais envolvendo
derramamentos de petroleo e seus derivados vém desencadeando a preocupacdo com O
desenvolvimento de técnicas que objetivam a descontaminacdo das regifes impactadas
(LAWNICZAK, MARECIK, CHRZANOWSK, 2013).

Os hidrocarbonetos sdo descritos como potenciais extremamente poluentes, toxicos,
cancerigenos e mutagénicos para humanos, além de apresentarem uma complexa remocéao do meio
ambiente, pois eles se ligam a diferentes matrizes devido a sua propriedade hidrofébica. A
contaminacdo da agua e do solo por hidrocarbonetos aroméaticos vem aumentando devido a sua
utilizacdo em varios segmentos industriais e 0s métodos de remediacdo para esses ambientes
contaminados sdo baseados em atividades quimica, fisica ou bioldgica, a exemplo da utilizacdo de
surfactes quimicos que estdo disponiveis comercialmente, sendo estes derivados do petroleo.
(MORAIS et al., 2015).

O uso de surfactantes quimicos provoca danos ambientais associados a sua producédo e ao
seu descarte, como a reducdo da tensdo superficial da agua diminuindo sua taxa de evaporacao e o
aumento da solubilidade de compostos organicos presentes nos corpos hidricos. Considerando a
crescente preocupacdo ambiental e econbmica, a substituicdo dos surfactantes quimicos pelos
bioldgicos torna-se de grande interesse devido as caracteristicas de baixa toxidade,
biodegradabilidade e sintese a partir de fontes renovaveis e de baixo custo, fatores esses que 0s
caracteriza como compostos reconhecidamente seguros (CAMPOS-TAKAKI, SARUBBO,
ALBUQUERQUE, 2010).

Os biossurfactantes sdo surfactantes produzidos principalmente por microrganismos que
possuem funcdo bioldgica de obter o acesso a substratos hidrofobicos, aumentando sua
disponibilidade de nutrientes para 0s microrganismos produtores, e exposi¢cdo a bactérias,
favorecendo a biodegradacdo de hidrocarbonetos. Recentemente, eles atraem a atencdo para
possiveis aplicacbes em muitos aspectos da industria, variando da biotecnologia a limpeza
ambiental (GARGOURI et al., 2017).

Os biossurfactantes sdo estaveis, mesmo em condi¢fes extremas, em uma ampla gama de
pH, temperatura e salinidade, e sua producdo é afetada por varios fatores que dependem do
microrganismo utilizado, meio (fonte de Carbono, Nitrogénio e salinidade) e condicGes
operacionais (pH, temperatura e velocidade de agitacdo). Uma das caracteristicas mais importantes

do biossurfactante produzido é a sua capacidade para emulsionar hidrocarbonetos em solucéo,
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produzindo agentes tensoativos que podem causar a dispers@o de hidrocarbonetos em emulsées de
agua em micro gotas ou micelas, ou seja, possuem atividade superficial (IBRAHIM et al., 2013).

Serratia marcescens tem sido relatada como um microrganismo promissor na
biodegradacdo de petrdleo e derivados em processos de descontaminacdo ambiental (OKORO et
al., 2012; IBRAHIM et al., 2013). A ampliacdo da escala de producdo de biossurfactante por
Serratia marcescens, nas condi¢cdes otimizadas representa consideravel contribuicdo a salde
publica e ao meio ambiente, tendo em vista a persisténcia e toxicidade dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos derivados do petréleo, em especial, o éleo diesel.

O grande problema na producéo dos biossurfactantes é o custo envolvido no processo, sendo
a fonte de carbono, como os alcanos, responsavel por parte consideravel destes custos. As fontes
mais exploradas para a extracdo dos biossurfactantes sdo matérias-primas renovaveis, proteinas e
sais minerais industrializados (LI et al., 2016). Como consequéncia, sdo realizadas diversas
pesquisas avaliando subprodutos e rejeitos agroindustriais como fontes nutricionais alternativas,
tornando-se uma estratégia atraente e de baixo custo e possibilitando a minimizacao dos problemas
ambientais causados pelo descarte sem o tratamento prévio (BERGER et al., 2014).

Os residuos de varias frutas, legumes e hortalicas sdo, na maioria das vezes, desprezados
pelas industrias. Atualmente, estes residuos estdo sendo utilizados como fonte alternativa de
nutrientes para a producéo de biopolimeros. O abacaxi destaca se pelo seu valor energético, devido
a sua alta composicdo de acucares e valor nutritivo pela presenca de sais minerais e vitaminas. A
gordura animal e o sebo podem ser obtidos em grandes quantidades nas industrias de
processamento de carne. Estas gorduras tém perdido a maior parte do mercado para os 6leos
vegetais devido ao menor dano provocado por estes Ultimos a saide (MANEERAT, 2005).

Portanto, sera explorado nesse trabalho a producéo de um biossurfactante com possibilidade
de baixo custo e seu potencial de aplicacdo na descontaminacdo ambiental de petroleo e derivados.
Avaliando assim, a influéncia de diferentes combinacdes de substratos para selecionar nas condigdes

testadas o melhor meio de cultivo para a producédo do biossurfactante.

2 METODOLOGIA
2.1 PLANEJAMENTO FATORIAL DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL (DCC)

O experimento foi realizado com o planejamento experimental Delineamento Composto
Central (DCC) do tipo 22, sendo realizado de acordo com as condigGes estabelecidas na Tabela 1
com o objetivo de avaliar a influéncia das variaveis independentes casca de abacaxi e gordura animal

sobre a variavel resposta tensdo superficial e indice de emulsificacao.
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Tabela 1: Matriz codificada do planejamento fatorial DCC 22

CONDICOES CAABSACCAA?(IE GORDURA ANIMAL
1 1 1
2 1 1
3 1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0

Fatores (%): Casca de Abacaxi: -1 (59), 1 (7 g); 0 (6 g); Gordura animal: -1 (2 g), 1 (6 9); 0 (4 9).

A produgdo do biossurfactante foi realizada por fermentacdo com frascos de 100 mL do
meio, misturando os fatores de acordo com o planejamento experimental. As variaveis casca de
abacaxi e gordura animal foram cortadas em pedagos com tamanhos aproximados de 1 cm? para a
uniformizacéo do processo. Os frascos foram mantidos sob agitacédo orbital por um periodo de 48
h, 72 h, 96 h e 120 h. Aliquotas foram retiradas até o final da fermentag&o. As células foram
separadas do liquido metabdlico por centrifugacdo a 10.000 g por 15 min, a 10°C, com posterior
filtracdo em Millipore de 0,45 pum para separacdo total das células. O liquido metabdlico

livre de células foi utilizado para as determinacdes de tensao superficial e indice de emulsificacao.

2.2 TENSAO SUPERFICIAL

A tensdo superficial do liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante foi
medido em um tensidbmetro automatico (modelo Sigma 70-KSV Ltda., Finland), utilizando o anel
de DU NUQY, atraves de sua imersdao no liquido, registrando-se a forca requerida para retira-lo
através da interface ar-liquido (KUYUKINA, et al., 2001).

2.3 INDICE DE EMULSIFICAGAO

A determinacdo do indice de emulsificacdo foi realizada durante 24 horas (E24) em todas as
condicdes do planejamento experimental utilizando 6leo girassol, 6leo pos-fritura e 6leo de milho
para cada condicdo produzida. Foi determinado pela adi¢do de 2,0 mL dos substratos testados em
2,0 mL do sobrenadante, misturando-se em vortex por 2 min e deixando em repouso por 24 h. O
indice foi calculado como porcentagem da altura da camada emulsificada (cm) dividida pela altura
total da coluna do liquido (cm) (COOPER E GOLDENBERG, 1987).

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 8, p. 54790-54801 aug. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

2.4 ISOLAMENTO E EXTRAQAO DO BIOSSURFACTANTE

O biossurfactante produzido na melhor condigéo selecionada do planejamento fatorial, com
48 horas de cultivo da S. marcescens UCP 1549 devido a menor tenséo superficial, apos ter passado
por testes de estabilidade frente a pH e forca i6nica, foi extraido a partir do liquido metabolico livre
de células submetido ao processo de extracdo de acordo com a metodologia descrita por Nitschke e
Pastore (2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TENSAO SUPERFICIAL

Apos o procedimento de producdo do biossurfactante, foi medido a Tensdo Superficial das
condicOes produzidas. A Tabela 2 apresenta os resultados das condigfes fermentadas em modo
cinético da bactéria Serratia marcescens UCP 1549 em 48 h, 72 h, 96 h e 120 h.

Tabela 2 — Resultados da Tensdo Superficial (TS) da fermentacdo em modo cinético da Serratia marcescens UCP 1549
em 48h, 72h, 96h e 120h

CASCA TS Ts Ts  Ts

CONDICOES  DE GAONRI',?AUARLA (MN/mM)- (MN/m)- (mN/m) (mN/m)-
ABACAXI a8h  72h  -96h  120h
1 1 1 2770 4138 27,90 3153
2 1 1 2046 2946 36,50 29,52
3 1 1 3478 3675 36,00 30,55
4 1 1 3353 47,66 31,23 28,00
5 0 0 39,01 40,13 3850 36,98
6 0 0 4032 4006 3730 3029
7 0 0 39,78 37,83 3820 34,25
8 0 0 30,65 3640 3840 36,30

Fatores (%): Casca de Abacaxi: -1 (59), 1 (7 g); 0 (6 g); Gordura animal: -1 (2 g), 1 (6 9); 0 (4 ).

Entre as condi¢fes analisadas, a que apresentou o melhor resultado para tensao superficial,
de acordo com os dados apresentados na Tabela 2, foi a condi¢do 1 que continha 5 gramas de casca
de abacaxi e 2 gramas de gordura animal fermentado por 48 horas com 27,7 mN/m. Esse resultado
exibiu uma grande atividade superficial, propriedade esta que o caracteriza como um bom
tensoativo.

Com a finalidade de obter uma andlise mais detalhada da eficiéncia na reducdo da tensdo
superficial, através da interacdo das varidveis (casca de abacaxi e gordura animal), foi feito o
Diagrama de Pareto realizado pelo pacote computacional “STATISTICA” versao 10, sendo

considerada a condicdo 1 que apresentou melhor resultado de Tensdo Superficial. A Figura 1
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apresenta o Diagrama de Paretos para a cinética 155rpm na producéo do biossurfactante em 48, 72,
96 e 120h.

Figura 1 — Diagrama de Pareto para avaliacdo da Tensdo Superficial na producédo de biossurfactante utilizando Serratia
marcescens UCP 1549, a 155rpm, 28°C, em 48h (A), 72h (B), 96h (C) e 120h (D)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: T S 48h Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: T S 72h
2**%(2-0) design; MS Pure Error=,2896667 2**(2-0) design; MS Pure Error=3,301767
(A) DV: T S48h (B) DV: TS 72h
1by2 / -10,35 (2)Gord Animal / 6,2
(2)Gord Animal 2,796322 1by2 -3,73402
(1)Casca de Abacaxi ,4737955 (1)Casca de Abacaxi -,277919
p=,05 p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: T S 96h . . q .
2+%(2-0) design: MS Pure Error=3 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: T S 120h

(C) DV: T S 96h (D) 2**(2-0) design; MS Pure Error=9,0563
DV: T S 120h

(2)Gord Animal 12,9 X
(1)Casca de Abacaxi -,948704
(1)Casca de Abacaxi 4,208335 lby2 / ,6064395

(2)Gord Animal ,2807898
lby2 é -3,29546
p=,05
p=,05 Standardized Effect Estimate (Absolute
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Value)

De acordo com a Figura 1 (A) e 1 (B) as interacGes entre a casca de abacaxi e a gordura
animal foram significativas estatisticamente e contribuiram positivamente para a reducao da tensdo
superficial. Entretanto, o efeito da variavel independente casca de abacaxi foi estatisticamente
representativa, mas contribuiu negativamente para a reducdo da tensdo superficial com as condicdes
estabelecidas pelo planejamento fatorial de 22 sobre a variavel resposta tensdo superficial, apds 48
horas de cultivo a 28° C e 155 rpm com nivel de confianca de 95%.

Na Figura 1 (C) as interacdes entre a casca de abacaxi e a gordura animal foram significativas
estatisticamente e contribuiram positivamente para a reducdo da tensdo superficial, assim como o

efeito das variaveis independentes gordura animal e casca de abacaxi.
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Para a Figura 1 (D) as interacOes entre a casca de abacaxi e a gordura animal ndo foram
significativas estatisticamente e contribuiram negativamente para a reducao da tensdo superficial,
assim como o efeito das variaveis independentes gordura animal e casca de abacaxi. Portanto, na
cinética de 120h a reducdo da tenséo superficial ndo obteve um resultado satisfatério, uma vez que,
a interacdo dos substratos analisados ndo apresentou resultados significativos.

Santos et al., (2018) utilizando como microrganismo Streptomyces sp. DPUA1559 isolado
de liquenes da regido amazonica para producdo de biossurfactante, obteve uma cinética da producéo
de biossurfactante acompanhada pela reducédo da tensdo superficial do meio de cultura de 60 para
valores em torno de 27,14 mN/m.

3.2 INDICE DE EMULSIFICACAO

O indice de emulsificacdo avaliado refere-se ao valor quantitativo da emulsao produzida pelo
biossurfactante presente no liquido metabdlico, e quanto maior esse valor, mais estavel sera a
emulsdo formada. As andlises de indice de emulsificacdo, de acordo com o planejamento estatistico,
foram representadas a partir de graficos comparativos entre os diferentes tipos de 6leos (p6s - fritura,
girassol e milho) e tempos de rotacdo. A Figura 2 mostra o comparativo dos Indices de
Emulsificacdo para as condi¢cdes do modo cinético de 48h, 72h, 96h e 120h a 28°C, modo cinético.

Figura 2 — Comparativo dos indice de Emulsificacdo em 48h (A), em 72h (B), em 96h (C), em 120h (D)

100 A 100 B
el N (B)
s s

80 = 80
3 . 3
= 70} Z 7
g 60 b @

é_’ L S = OLEO POS. FRITURA 2 % #OLEO POS- FRITURA

g 40 OLEO GIRASSOL g OLEO GIRASSOL
=

1‘5- 30 F #OLEO DE MILHO E 30 #OLEO DE MILHO

g 20 g 2
=<

& 10 & 10

Q- o U
1 2 3 Rl S 6 7 8 1 2 3 K s 6 7 8
Condigdes do Planejamento Fatorial 2* Condigdes do Planejamento Fatorial 22
100 100

Porcentagem de Emulsdo (%)
3

Porcentagem de Emulsio (%)

” (C) " (D)
80 $ 80

70 2 70
60 60
3 = OLEO POS- FRITURA g 30 # OLEO POS- FRITURA
40 OLEO GIRASSOL 40 OLEO GIRASSOL
30 = OLEO DE MILHO 2 30 #OLEO DE MILHO
20 2 2
10 10

0 ad 0 -

2 3 s 6 7

1 2 3 4 s 6 7 8 1 4 8

Condigdes do Planejamento Fatorial 2* Condigdes do Planejamento Fatorial 22
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A capacidade de emulsificagéo foi melhor observada na condigdo 3 apresentada na Figura 2
(C), que continha 5 gramas de casca de abacaxi e 6 gramas de gordura animal, fermentada por 96
horas utilizando o 6leo pos-fritura e dleo girassol, com uma emulsdo de 100%. Concomitantemente,
obteve-se 0 mesmo resultado para as condigdes 7 e 8 da Figura 2 (B), fermentadas por 72 horas,
utilizando o 6leo de milho e 6leo pos- fritura, respectivamente.

Na andlise dos resultados de todas as condices referentes a emulsificacdo do 6leo de girassol
neste trabalho, observou-se que a efetividade dos biossurfactantes foi baixa quando comparado com
a efetividade de emulséo formada pelos 6leos pos-fritura e milho.

Martins (2017), obteve uma producdo eficiente de biossurfactante utilizando o
microrganismo Corynebacterium aquaticum e peixe e residuos de bagaco como fonte de carbono.
A tensdo superficial obtida para esses tratamentos foi de 27,8 e 33,9 mN /m e capacidade de emulsao
foi de 87,6 e 61,6%, respectivamente. Desta forma, é possivel observar que o biossurfactante
produzido com o microrganismo Serratia marcescens teve um resultado satisfatorio quanto aos
resultados apresentados de indice de emulsificagéo.

No estudo feito por de Souza Mendonca et al. (2019) utilizando Absidia sp. UCP 1144 na
producdo de biossurfactante, os resultados obtidos demonstraram que o fungo produziu uma
molécula com atividade emulsificante na condi¢do que continha glicerol (3%), milhocina (3%) e
soro de leite (4%) com indice de emulsificacdo de 79,17% utilizando 6leo motor queimado, 73,68%
com Oleo de mamona e 92,31% com O6leo motor in natura. A analise estatistica comprovou a
influéncia significativa das concentracfes dos residuos glicerol bruto, milhocina e soro de leite na
producdo do biossurfactante, constituindo substratos alternativos e de baixo custo, sendo um

bioprocesso econdmico e atrativo para a inddstria.

3.3 EXTRACAO DO BIOSSURFACTANTE

O biossurfactante produzido na melhor condicéo selecionada do planejamento experimental,
ou seja, condicdo que contém 5 gramas de casca de abacaxi e 2 gramas de gordura animal
fermentado por 48 horas, devido a menor tensdo superficial, foi extraido de 1L do liquido
metabolico livre de células, seguido de filtragio em membrana de millipore e acidificado com uma
solucdo de HCI 5N até atingir o pH 2,0. Colocou-se entdo para descansar por 16 h e centrifugou o
sistema, descartando o sobrenadante e recolhendo o precipitado para ficar na estufa por
aproximadamente 24 h, a uma temperatura de 37 °C.

O po6 extraido apresentou +0,8677g/L, representando a quantidade de biossurfactante

desidratado obtido em 1L do liquido metabolico. Segundo o trabalho de Santos et al. (2018),
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utilizando o microrganismo Streptomyces sp. DPUA1559 para producdo de biossurfactante, obteve

um rendimento do biossurfactante isolado de 1,74 g/ L.

4 CONCLUSOES

Pode-se concluir, que a eficiéncia do biopolimero produzido por S. marcescens UCP 1549
foi de boa qualidade, e obteve potencial biotecnoldgico, uma vez que, utilizando residuos
agroindustriais como a casca de abacaxi e gordura animal, obtiveram-se resultados satisfatorios para
a producéo do biossurfactante. O biossurfactante produzido na melhor condigdo selecionada do
planejamento experimental fermentado por 48 horas, devido a menor tenséo superficial, apresentou
um resultado de 27,7 mN/m. Este mostrou um 6timo potencial de metabolizacdo dos rejeitos
industriais como fonte de Carbono e Nitrogénio para seu crescimento, gerando assim, insumos com
alto valor biotecnoldgico.

Portanto, pode-se comprovar a capacidade de emulsificacdo do biossurfactante produzido
pela bactéria Serratia marcescens UCP 1549, uma vez que, este foi capaz de formar emulsdes entre
duas fases fluidas que apresentavam diferentes graus de polaridade, chegando a apresentar 100% de
emulsdo. O biossurfactante produzido tem potencial de aplicacdo na descontaminacdo ambiental de
petréleo e derivados com um baixo custo, uma vez que, um fator responsavel pela diminuicdo desse
custo seria a necessidade de concentrac@es inferiores de biossurfactante em relacdo ao surfactante

quimico para atingir os resultados esperados.
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