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Os surfactantes quimicos ou bioldgicos sio compostos anfi-
filicos que apresentam propriedades de reduc¢do das tensdes
superficial e interfacial pela acumulacdo na interface de fluidos
imisciveis, aumento da solubilidade e da biodegradabilidade
de compostos hidrofébicos. Nesse sentido, o potencial de
producdo de biossurfactante por Pseudomonas fluorescens foi
investigado utilizando o meio de cultura Luria Bertani, con-
tendo petréleo como substrato nas concentracoes de 4 e 8%,
sob agitacao orbital de 150 rpm, a temperatura de 37°C, por
60 horas. Os resultados obtidos indicaram que P. fluorescens
produziu um biossurfactante que reduziu a tensao superficial
de 70 para 30,04 mN/m. Esses dados demonstraram também
sua habilidade para remover e degradar petréleo, por meio da
producdo de agente surfactante, sugerindo uma possibilidade
futura de aplicagao nos processos de contaminantes hidrof6bi-
cos como o petrdleo.

Palavras-chave: Biossurfactante. Petrdleo.
Pseudomonas fluorescen.



1 Introducao

A poluicao ambiental por hidrocarbonetos
derivados de petroleo é um problema de impor-
tancia mundial, pois a cada ano aumenta a quanti-
dade de residuos oleosos emitidos pelas industrias.
Estima-se que anualmente 600 mil toneladas de
petroleo bruto contaminam o ambiente por meio
de derramamentos por acidentes durante o trans-
porte, da rebentacao de pogos de petrdleo, de pro-
cessos de descargas ilegais de efluentes industriais
e de limpeza de tanques e lastros de navios no
mar. Assim, o petréleo derramado flutua e exten-
sas manchas negras sio formadas, denominadas
marés negras, altamente destruidoras, podendo
ocorrer efeitos imediatos ou a longo prazo. Nesse
sentido, quando as marés negras atingem as zonas
costeiras, a fauna e flora recebem grande carga de
substancias hidrofdbicas e toxicas, representando
um perigo para a cadeia trofica e alimentar, além
de consequéncias econdmicas e sociais (DAMAS
et al., 2000; HOLMBERG, 2001).

Com isso, cresce o estimulo aos estudos de
isolamento, aplicagdo de micro-organismos e ino-
vacdo tecnoldgica no tratamento desses residuos,
para impedir a alteracdo da qualidade de vida e
saude da populagio que esta intrinsecamente liga-
da a qualidade ambiental (VANCE-HARROP et
al., 2003; URUM et al., 2004).

A pesquisa na drea dos biossurfactantes vem
crescendo cada vez mais nos dltimos anos, em
decorréncia de seu alto potencial e uso nas dife-
rentes areas, tais como inddstria alimenticia, far-
macéutica e petroquimica (SOUMEN et al., 2006;
PATTANATU et al., 2008).

Os biossurfactantes sdo utilizados nos proces-
sos de biorremediacdo, por apresentarem capaci-
dade para degradar substratos insoluveis em dgua
como hidrocarbonetos sélidos e liquidos, gordu-
ras, Oleos e graxas, auxiliando, assim, o processo

de despolui¢do; contudo, podem também produ-

zir substancias com propriedades emulsificantes
(MULLIGAN, 2005; PATTANATHU et al., 2008).

O género Pseudomonas, particularmente
Pseudomonas fluorescens, esta envolvido com a
conservacao ambiental, em raziao de sua habili-
dade de degradacio de compostos xenobidticos,
como hidrocarbonetos do petroleo, principalmente
n-alcanos, hexadecano, hexano, decano, querose-
ne, hidrocarbonetos aromaticos como o naftaleno
e fenantreno, 6leos vegetais e 6leo cru (RIDGWAY
et al., 1990; LATOUR, LEMANCEAU, 1997;
SCHMID et al, 1998; HUY et al., 1999;
HOLMBERG, 2001; BARATHI et al. 2001;
ABOUSEOUD et al., 2008).

Além disso, esse micro-organismo apresenta
habilidade para usar substratos hidrofilicos, tais
como glicerol manitol, frutose, glicose e 6leos ve-
getais, para produzir biossurfactantes do tipo ra-
minolipideos (KOCH et al., 1991; DESAI et al.,
1997). Varios estudos vém sendo realizados para
definir a melhor relagdo entre carbono, nitrogénio,
fosforo e ferro, necessarios para obter uma alta
producdo dos biossurfactantes (ABOUSEOUD et
al., 2008).

Por apresentarem tais propriedades, os sur-
factantes alteram o comportamento interfacial e
o modo como outras moléculas se comportam nas
interfaces e na solugdo, possibilitando a reducdo
na tensao superficial e interfacial, além da forma-
¢ao de microemulsdes em que os hidrocarbone-
tos possam solubilizar-se em dgua, ou vice-versa
(RON et al., 2001; VAN HAMME et al., 2006).

Portanto, essas caracteristicas conferem ex-
celentes propriedades aos surfactantes, como de-
tergéncia, emulsificacido e acdo dispersante, tor-
nando-os produtos quimicos versateis (GALLERT
et al., 2002). Neste trabalho, investigou-se a pro-
ducdo de agente surfactante por P. fluorescens,
utilizando petréleo como substrato, para produ-
¢ao alternativa de biopolimeros com propriedades

de reducdo da poluicdo ambiental.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais
Micro-organismo: a bactéria Pseudomonas
fluorescens foi isolada de sedimentos de man-
gue do Rio Formoso (PE) e pertence a Colegao
de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
(NPCIAMB) da

Catolica de Pernambuco, recentemente cadastra-

Ambientais Universidade
da na Federation Culture Collection-FCC, sob o
niimero UCP 1514. A cultura foi mantida no meio
Luria Bertani (LB), a temperatura de 5°C.

Substratos: os substratos utilizados foram
dois tipos de petroleos A e B, provenientes da pla-
taforma da cidade do Reconcavo Baiano-Salvador
(BA) e de Mossord, po¢o na cidade de Mossor6
(RN), ambos campos maduros.

Meio de cultura: para crescimento, utilizou-
se o meio agar nutriente- AN [(g.L7') peptona
10,0 g, extrato de carne 3,0 g, NaCl 5,0 g, dgua
destilada q.s.p 1000 ml, pH 7,0], e para o pro-
cesso fermentativo de Pseuddémonas, o meio liqui-
do Luria Bertani -LB [Triptona — 10 g, extrato de
levedura - § g, Cloreto de s6dio — 5 g, Glicose —
5 g, agua destilada — 1000 mL, pH 6,5-7,0].

2.2 Métodos

Condic¢oes de cultivo e produgao

de biossurfactante

Preparagao do inoculo: P. fluorescens foi
mantida no meio LB, sob agita¢ao orbital de
150 rpm, a 37°C, por 16 horas, para obtengao
do pré-inéculo correspondente a 107 UFC/mL.
As fermentacdes foram realizadas em frascos de
Erlenmyer de 250 mL de capacidade, contendo
50 mL do meio LB adicionado de 4 e 8% das
amostras de petrdleo, inoculados com uma sus-
pensao de 107 UFC/mL, mantidos sob agitacao
orbital de 150 rpm, a 37°C, por 60 horas de in-
cubagao. O crescimento foi monitorado pelo nu-

mero de coldénias formadas pela técnica de pour
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plate. O liquido metabdlico livre de células foi
obtido por centrifugaciao de 10.000 g, por 15
minutos, a 6°C, seguido de filtragio em filtro
Millipore de 0,22pm, sendo submetido a deter-
minacao do pH, indice de emulsificacdo e a ten-
sao superficial.

Crescimento celular: o crescimento celular
foi avaliado por meio da técnica de pour plate,
inoculando aliquotas de 0,1 mL de cada condi-
¢a0, colocadas em placas de Petri, contendo meio
agar nutriente-AN, por 24, 48 e 72 horas. As pla-
cas foram incubadas em estufa a 37°C, durante
24 horas, e, em seguida, contadas as colonias via-
veis. Os resultados do crescimento foram expres-
sos em UFC/mL.

Métodos analiticos

® Determinacdo do pH: o comportamento do
pH das fermentacoes foi determinado por
potenciometria das aliquotas durante 24, 48
e 60 horas de incubacio.

e Atividade de emulsificacdo: os liquidos me-
tabdlicos obtidos das fermentacoes com 24,
48 e 60 horas, livres de células, foram utili-
zados para estimar a atividade de emulsifi-
cac¢ao durante a produc¢io do biossurfactan-
te, utilizando o método descrito por Cooper
& Paddock (1984), por meio da densidade
optica a 540nm.

® Determinacdo da tensdo superficial: a deter-
minac¢do da tensdo superficial foi realizada
em tensiometro automatico (modelo Sigma
70 KSV Ltd., Finland), utilizando-se um anel
de platina — iridium. As andlises foram reali-
zadas a 25°C, e o aparelho, previamente ca-
librado conforme o método descrito por Du
Nouy (COOPER et al., 1979). Avaliaram-se
as aliquotas coletadas nos periodos de 24,
48 e 60 horas, nas concentragdes de 4 € 8%

dos substratos utilizados.



3 Resultados e discussdao

Efeitos dos substratos (petréleo A e B)

como fontes carbono no crescimento

de Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens foi cultivada no
meio LB, contendo 4 e 8% do petrdleo A e do
B como substratos, durante 24 e 60 horas de
incubacido. De acordo com os resultados obti-
dos, observando-se um pH que variou de 7 a
8,2 e uma produc¢do maxima de biomassa com
24 horas de crescimento em todas as condicdes
estudadas, exceto para o controle (tendo glicose
como substrato) e petroleo B na concentragdo de
4%, verificou-se que esse processo ocorreu em
48 horas de incubacio, seguida da fase de de-
clinio. Apenas com o petroleo A na concentra-
¢ao de 8% como substrato, observou-se o feno-
meno de diauxia com 48 horas de crescimento
(Figuras 1 e 2).

Portanto, sugere-se que P. fluorescens foi
capaz de usar como nutriente os substratos hi-
drofilico (glicose) e hidrofébicos (petrdleo A e
B), confirmando sua habilidade de utilizar varios
substratos, encontrando, provavelmente, uma
rela¢do ideal de C:N, quando ocorre aumento
do pH , demonstrando, assim, o consumo da
fonte de nitrogénio existente (peptona e extrato
de carne), na promoc¢io do crescimento (KOCH
et al., 1991; DESAI et al., 1997; SOUMEN et
al., 2006; ABOUSEOUD et al., 2007, 2008).

Producdo de biossurfactante por

Pseudomonas fluorescens utilizando

petréleo como substrato

No mesmo intervalo de tempo, verificou-
se a produ¢do de biossurfactante por P. fluo-
rescens, utilizando petréleo como substrato, e
observou-se que ocorreu uma redu¢do na ten-
sao superficial e valores significativos na ati-

vidade de emulsifica¢do, indicando excelentes
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Figura 1: Curva de crescimento de P.
Fluorencens nas concentracoes de 4 e 8% dos
substratos, petréleo A e B, durante as 60 horas
de incubac¢ado

Fonte: Os autores.
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Figura 2: Efeito do pH durante a produc¢do de
biossurfactante por Pseudomonas fluorescens nas
concentracoes de 4 e 8% dos substratos; petréleo
A e B, durante as 60 horas de incubagdo

Fonte: Os autores.

propriedades superficiais do biossurfactante,
sendo o melhor resultado na concentracdo de
4% do petroleo B, em que a tensdo foi reduzida
de 70mN/m, para 30,04 mN/m e a atividade
de emulsificacido foi de 3,194 U.A.E. (Figuras
3 e 4). A P. fluorescens demonstrou também
ser capaz de emulsificar esses hidrocarbone-
tos do petréleo A e B, durante o processo da
degradacdo desses substratos. Esses dados sdo
sugeridos pela literatura, considerando que os
micro-organismos que assimilam petréleo ou
derivados sao comumente encontrados em lo-
cais em que ocorre contaminagao ou em areas

que, historicamente, tenham sido expostas a

Exacta, Sao Paulo, v. 7, n. 1, p. 31-37, 2009.



algum tipo de contaminagdo por hidrocarbo-
neto (BARATHI et al., 2001).

O efeito do pH na atividade superficial
tem sido atribuido aos biossurfactantes produ-
zidos por diferentes micro-organismos (ABU-
RUWAIDA et al., 1991).

Resultados similares foram encontrados
por Abouseoud e colaboradores (2008), em que
P. fluorescens apresentou excelente crescimen-
to e producdo de biossurfactante em diferentes
substratos na fase estaciondria. Observaram que
o aumento do pH durante a fermentagao apre-
sentou-se como um efeito positivo na redu¢do da
tensdo e na estabilidade da emulsdo. Uma impor-
tante propriedade dos biossurfactantes potentes

¢ a habilidade de atuarem na reducio da tensdo
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Figura 3: Variagao da tensao superficial de
biossurfactante produzido por P. fluorescens na
concentracdo de 4 e 8% dos substratos; petréleo A

Fonte: Os autores.
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Figura 4: Variagdo da tensao superficial de
biossurfactante por P. fluorescens na concentracdo
de 4 e 8% do substrato; petréleo A e B

Fonte: Os autores.

Exacta, Sdo Paulo, v. 7, n. 1, p. 31-37, 2009.

4T o 4%
8%

~ 3--
€
s
ui
< 11
N

0 I }

24 48 60

Tempo (horas)

Figura 5: Atividade de emulsificagdo (AE) de
biossurfactante produzido por P. fluorescens na
concentracdo de 4 e 8% do substrato; petroleo A

Fonte: Os autores.

3 —+
2 | |_I‘
0 t t

24 48 60

Tempo (horas)

0 4%
o 8%

U.A.E. (540 nm)

Figura 6: Atividade de emulsificagdo (AE) de
biossurfactante produzido por P. fluorescens na
concentracdo de 4 e 8% do substrato; petréleo B

Fonte: Os autores.

superficial de solu¢oes aquosas (NITSCHKE et
al., 2004; YOUSSEEF et al., 2004).

Haba e colaboradores (2000) realizaram
a selecao de 36 micro-organismos para pro-
ducao de biossurfactante em meio liquido de
cultura, contendo 2% de residuo de 6leo de oli-
va ou de girassol como fonte de carbono, bai-
xando a tensdo superficial para 40mN/m. Essa
medida foi utilizada como critério de sele¢do.
Apés 72 horas de crescimento, muitas espécies
de Pseudomonas testadas apresentaram cres-
cimento celular e producdo de biossurfactan-
te satisfatorios, sendo a tensdao superficial de
35mN/m. Os resultados obtidos foram corro-
borados pelas investigacdes de Levisaukas e co-

laboradores (2004), demonstrando que carbo-



no e nitrogénio sao nutrientes especificos para
estimular a taxa de crescimento celular.

Nesse sentido, sabe-se que o raminolipi-
deo apresenta capacidade de baixar a tensao
superficial da dgua de 72 mN/m para 25-30
mN/m, nas concentracoes de 10-200 mg/mL.
Portanto, é provavel que o biossurfactante, se-
cretado por P. fluorescens que reduziu a ten-
sao superficial da dgua de 72 mN/m para 30,4
mN/m (Figuras 5 e 6), indique a presenga do
raminolipideo, considerando a efetiva eficién-
cia de ambos os substratos utilizados (petré-
leo A e B) . Observa-se ainda que um dos fato-
res mais importantes que podem influenciar a
biossintese de biossurfactante esta relaciona-
do com a utilizagcao de substratos insolaveis,
como o petroleo, sendo também uma das alter-
nativas estudadas para o aumento da produti-
vidade de biossurfactantes (ALBUQUERQUE
et al., 2006; RUFINO et al., 2007; SARUBBO
et al., 2007).

4 Conclusoes

A nova linhagem de P. fluorescens de-
monstrou grande potencial biotecnoldgico por
utilizar petréleo como fonte de carbono, desen-
volvendo e excretando agentes surfactantes efi-
cientes na reducido da tensdo superficial e com
atividades emulsificantes. Assim, sugerem-se
novas investigagdes para aplica¢ao nos proces-

sos de descontaminacdao ambiental.
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Biotechnological potential
of the new strain of
Pseudomonas fluorescens on
the biosurfactant production
utilizing petroleum as substrate

The chemical or biological surfactants are
amphiphilic compounds which can reduce the
superficial and interfacial tensions by accu-
mulation on the interface of immiscible fluids,
increase of solubility and biodegradability of
hydrophobic compounds. Thus, the potential of
biosurfactant production by Pseudomonas fluo-
rescens was investigated utilizing Luria Bertani
medium culture, containing petroleum as sub-
strate supplemented with 4 and 8%, maintained
in orbital shaking at 150 rpm, and temperature of
37°C, during 60 hours. The experimental results
showed that P. fluorescens produced a biosur-
factant which reduced the surface tension of 70
to 30,04 mN/m. These findings also confirmed
its ability to remove and degrade petroleum,
by means of production of surfactant agent,
suggesting a possibility to apply in processes of
hydrophobic contaminants, as petroleum.

Key words: Biosurfactant. Petroleum.
Pseudomonas fluorescens.
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