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Produc¢ao de biotensoativos a partir de residuos de 6leos e gorduras

Fats and oils wastes as substrates for biosurfactant production
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Resumo

O presente trabalho visou a sele¢ao de microrganismos com capacidade de produzir biotensoativos a partir de residuos de 6leos e gorduras
gerados em restaurantes e industrias alimenticias. Borra de soja, gordura de frango, gordura vegetal hidrogenada e 6leo de soja usado em
frituras foram estudados como fonte de carbono. Os isolados LMI 6¢ e LMI 7a, ambos pertencentes ao género Pseudomonas, foram selecionados
como potenciais produtores de biotensoativos. Dentre os residuos propostos, a borra de soja foi considerada o melhor substrato, gerando

9,69 g.L™! de ramnolipidios e uma tensao superficial de 31 mN/m.
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Abstract

The purpose of this study was to select microorganisms that were able to produce biosurfactants from fats and oils wastes generated by the
food industry and restaurants. Soybean soapstock, chicken fat, hydrogenated vegetable fat and soybean frying oil were evaluated as alternative
substrates. Pseudomonas sp. isolates LMI 6¢ and LMI 7a showed a capacity to utilize the substrates and to produce rhamnolipid surfactants.
Soybean soapstock was considered the best substrate, generating 9.69 g.L! of rhamnolipids and a surface tension of 31 mN/m.

Keywords: biosurfactants; rhamnolipids; Pseudomonas sp.; oil wastes.

1 Introdugio

Compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfatantes, isto é, reduzem a tensdo superficial e interfacial,
além de apresentarem capacidade emulsificante, sio conhecidos
como biossurfatantes ou biotensoativos. Os biossurfatantes
sdo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica e
sua origem microbiana, e os microrganismos produtores se
distribuem em diversos géneros, em sua maioria bactérias.
As principais classes de biossurfatantes incluem: glicolipidios,
lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, sur-
fatantes poliméricos e surfatantes particulados (CAMEOTRA;
MAKKAR, 1998).

A maior vantagem dos biossurfatantes quando comparados
aos surfatantes sintéticos reside na sua diversidade estrutural,
baixa toxicidade e biodegradabilidade. Devido a essas pro-
priedades podem ser usados para diversas aplicacdes que se
estendem desde a biorremediagao de poluentes, até a industria
de alimentos, farmacéutica e cosmética (COSTA et al., 2006;
VATER, 1986).

Os biotensoativos podem ser sintetizados a partir de
substratos renovéveis (agucares, 6leos vegetais e glicerol) e
possuem grande diversidade quimica, possibilitando aplica-
¢Oes especificas para cada caso particular. Outra vantagem dos
biossurfatantes reside no fato de serem compostos que néo sdo
derivados de petroleo, fator importante na medida em que os
precos do petréleo aumentam (DESAL BANAT, 1997).

Apesar das vantagens apresentadas, os biossurfatantes
ndo sdo amplamente utilizados pelas industrias devido ao alto
custo de producio, associado a baixa produtividade e ao uso de
substratos caros. Uma possivel estratégia para reduzir os custos
da produgéo seria o uso de substratos alternativos, como os
residuos agroindustriais ou de industrias alimenticias, que ge-
ralmente contém altos niveis de carboidratos ou lipidios neces-
sarios para a biossintese de biossurfatantes (BANAT; MAKKAR;
CAMEQOTRA, 2000). Além disto, o uso de residuos contribui
para a redu¢ao da polui¢do ambiental e para a valorizagdo eco-
ndmica destes produtos. O uso de substratos alternativos como
borra oleosa, 6leos usados, melago de cana, residuos do proces-
samento de queijo, batata e mandioca, sdo alguns exemplos de
residuos e subprodutos com potencialidade para produgdo de
biotensoativos (ABALOS et al., 2001; COSTA et al., 2006; HABA
etal., 2000; NITSCHKE et al., 2005; NITSCHKE; COSTA, 2007;
VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sao capazes
de sintetizar biossurfatantes conhecidos como ramnolipidios,
que estruturalmente sdo glicolipidios contendo acidos gra-
xos ligados a moléculas de ramnose (NITSCHKE; COSTA;
CONTIERO, 2005). Os ramnolipidios sdo considerados como
a classe de biotensoativos mais promissores em termos de
produgéo industrial, pelas suas caracteristicas fisico-quimicas
e bioldgicas distintas, e por serem obtidos em concentragdes
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superiores aos outros biossurfatantes, o que contribui para a
difusdo do uso destes compostos, especialmente em situagdes
onde o beneficio da aplicagdo supera os custos de producio.

Este trabalho teve como objetivos isolar e selecionar linha-
gens de Pseudomonas sp. produtoras de biossurfatantes, e inves-
tigar a capacidade das culturas selecionadas em utilizar residuos
de 6leos e gorduras como substratos alternativos para a produgéo
destes compostos. As propriedades tensoativas e a caracterizagio
dos biossurfatantes obtidos também foram avaliadas

2 Material e métodos

2.1 Isolamento de microrganismos

Foram utilizados microrganismos isolados de amostras de
solo oriundos de aterros de industrias de 6leos, abatedouros
de aves e postos de gasolina. Inicialmente, 10 g de solo foram
diluidos em 50 mL de agua destilada estéril, e desta suspensao
transferiu-se 1 mL para Erlenmeyer contendo 20 mL de caldo
nutriente. O frasco foi incubado em mesa agitadora a 30 °C e
200 rpm por 24 horas, e aliquotas de 0,1 mL do meio fermen-
tado foram transferidas para placas de Petri contendo agar
nutriente. As colonias isoladas obtidas foram inoculadas em
placas contendo Blue Agar (SIEGMUND; FRITZ, 1991) paraa
deteccdo de glicolipidios extracelulares; e para placas contendo
o meio de King B. (KING; WARD; RANEY, 1954) utilizado
para crescimento e detecgdo de pigmentos caracteristicos de
Pseudomonas spp. A linhagem Pseudomonas aeruginosa LBI
produtora de ramnolipidios (BENINCASA et al., 2002) foi
utilizada como controle positivo. Todos os microrganismos
isolados foram estocados em caldo nutriente contendo 20% de
glicerol e mantidos a -20 °C.

2.2 Produgao de biotensoativos

Os isolados selecionados foram testados quanto a capaci-
dade de produzir biotensoativos; inicialmente testou-se o 6leo
de soja refinado e novo como fonte de carbono.

Preparo do inéculo

Partindo-se da cultura estoque de cada isolado selecionado,
transferiu-se uma al¢ada para tubo contendo agar nutriente
incubando-o por 24 horas a 30 °C. Aproximadamente 3 mL de
agua destilada estéril foram adicionados a cultura obtendo-se
uma suspensio bacteriana cuja densidade dptica (610 nm)
foi ajustada para 0,65, correspondendo a aproximadamente
108 UFC.mL%; 1 mL desta suspenséo foi inoculada em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo
salino descrito por Robert et al. (1989), contendo (g.L™):
NaNO,, 4.0; K, HPO,, 1.0; KH PO, 0.5; MgSO,.7H,0, 0.5; KCl,
0.1; FeSO,.7H,0, 0.01; CaClz, 0.01; extrato de levedura, 0.01 e
0.05 mL.L™' de uma solugdo de elementos tracos: B(0,026%),
Cu (0,05%), Mn (0,05%), Mo (0,06%) e Zn (0,07%), suplemen-
tados com 2% (p.v ') de 6leo de soja como fonte de carbono. O
indculo foi incubado por 24 horas, 30 °C e 200 rpm em mesa
agitadora (New Brunswick, USA).
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Produgdo de biotensoativos em dleo de soja

Foi transferido 1 mL do indculo para frascos Erlenmeyer de
125 mL, contendo 25 mL do meio salino, adicionado de 2% de
6leo de soja incubando-se por 120 horas, 30 °C e 200 rpm em
mesa agitadora (New Brunswick, USA). O pH inicial do meio
foi ajustado para 6,8 - 6,9.

Produgio em substratos alternativos

Os testes com residuos foram realizados apenas com os
isolados que mostraram capacidade de reduzir a tensdo su-
perficial do meio contendo 6leo de soja para valores abaixo de
40 mN/m. Os ensaios foram realizados conforme descrito acima
utilizando-se residuos de borra de soja, dleo de fritura, gordura
de frango e gordura vegetal hidrogenada que foram adicionados
ao meio de producdo na concentracio de 2% (p.v™'). Aborrade
soja consiste em um residuo do refino do 6leo de soja, resultante
do processo de neutraliza¢do, que contém quantidade conside-
ravel de 6leo, podendo ser utilizada como fonte de carbono para
a produgcéo de biossurfatantes (NITSCHKE et al., 2005).

2.3 Determinagoes analiticas

Amostras do meio foram retiradas ao final de 120 horas de
cultivo ou em intervalos de tempo pré-estabelecidos (ensaios
de cinética), sendo submetidas a analise. Para a determinagio
de biomassa celular foi utilizada aliquota da amostra contendo
as células.

O restante da amostra foi centrifugado a 10.000 rpm por
20 minutos e o sobrenadante foi submetido a medidas de
tensdo superficial, atividade emulsificante e concentragio de
ramnolipidios.

Determinagdo da biomassa celular

O crescimento celular foi acompanhado através da medida
da concentracdo de proteinas presentes no meio de cultivo,
segundo o método de Lowry et al. (1951).

Quantificagdo de ramnolipidios (biossurfatante)

A concentragdo de ramnose foi determinada utilizando-se
o método de Chandrasekaran e Bemiller (1980). A conversio
do valor de ramnose para ramnolipidio foi calculada através
da multiplicagdo do valor da ramnose por 3 (ITOH; HONDA;
TOMOTA, 1971).

Determinagdo da tensdo superficial

O monitoramento da produgio de biotensoativos foi rea-
lizado medindo-se a tensio superficial, segundo o método do
anel de DENOUY (ZAJIC; SEFFENS, 1984) e utilizando-se um
Tensidometro Kriiss (modelo K12).

Atividade emulsificante

Em um tubo de ensaio com tampa rosca adicionou-se 4 mL
do meio obtido apds 120 horas de cultivo e 6 mL do composto
hidrofébico a ser testado: querosene, benzeno ou dleo de soja.
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O tubo foi fechado e agitado vigorosamente em agitador vortex
por 2 minutos, deixando-se em repouso por 24 horas. A ativi-
dade emulsificante (E,,) foi calculada como: (altura da camada
emulsionada/altura total de liquido) X 100 (IQBAL; KHALIL
MALIK, 1995).

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e as barras
de erro (quando mostradas) representam o desvio padrao.

3 Resultados e discussao

Dezoito microrganismos foram isolados e submetidos ao
teste descrito por Siegmund e Fritz (1991) para a detec¢do de
secrecdo de glicolipidios. Dos 18 isolados obtidos, 13 mostraram
resultados positivos ao teste de Blue Agar, indicando produg¢ao
de glicolipidios anidnicos. Inicialmente os 13 isolados foram
testados, visando determinar o potencial para a produgio de
biotensoativos em meio contendo déleo de soja como fonte
unica de carbono. Partindo-se de uma tenséo superficial inicial
de 60 mN/m, verificou-se a capacidade dos microrganismos
em reduzir a tensio superficial do meio. Dos 13 isolados testa-
dos, 2 (LMI 6¢ e LMI 7a) reduziram a tensdo superficial para
32 mN/m (Figura 1). Segundo Haba et al. (2000), um produtor
potencial de biossurfatante deve ser capaz de reduzir a tensdo
superficial do meio para valores abaixo de 40 mN/m, portanto
os dois isolados foram selecionados para a continuidade dos
estudos.

Os isolados selecionados foram obtidos de amostras de solo
contaminadas com dleo diesel, e no meio King, Ward e Raney
(1954) observou-se a producdo de pigmentos caracteristicos
de Pseudomonas spp. Posteriormente estes isolados foram
classificados como pertencentes ao género Pseudomonas sp. e
designados como LMI 6¢ e LMI 7a.

Os dados obtidos da produgéo de ramnolipidios nos dife-
rentes substratos apos 120 horas de cultivo sio mostrados na
Tabela 1. Pseudomonas sp. LMI 6¢ e 7a, assim como a linhagem
Pseudomonas aeruginosa LBI foram capazes de utilizar os re-
siduos testados e sintetizar o biotensoativo, sendo que a maior

concentra¢do de ramnolipidios foi obtida quando a borra de
soja foi utilizada como substrato alternativo.

Em relagdo ao pH, observou-se variagao entre 5,7 a 8,6 e
uma tendéncia para valores finais superiores a 8,0 quando as
gorduras foram utilizadas como substratos. O maior aumento de
biomassa celular (teor de proteina) foi observado para o isolado
LMI 7a, sugerindo sua maior adaptag¢éo aos substratos propos-
tos, se comparado aos outros microrganismos. A produgio de
ramnolipidios atingiu 9,69 g.L™' quando o isolado LMI 6¢ foi
cultivado em borra de soja e 7,73 g.L™* quando LMI 7a cresceu
em Oleo de fritura como fonte de carbono. Também se observa
que a produgao de ramnolipidios utilizando residuos de gordura
foi inferior & produ¢do em residuos de dleos (Tabela 1). Em
comparag¢do com a linhagem LBI (considerada padrio para a
produgao de ramnolipidios) os isolados LMI 6¢ e LMI 7a gera-
ram concentra¢des de biotensoativo superiores na maioria dos
residuos testados. A tensédo superficial final do meio de cultura
nos substratos borra de soja, 6leo de fritura e gordura de frango

la 1b 2a 2b 3 4

Microrganismos

5 6b 6¢c 7a 7b 8 9

Figura 1. Selegdo de microrganismos produtores de biotensoativos.

Tabela 1. Parametros da produgdo de ramnolipidios pelos isolados LMI 6¢, LMI 7a e por P. aeruginosa LBI ap6s 120 horas de cultivo nos dife-

rentes residuos oleosos testados.

Microrganismos Substratos Parametros
Oleo soja usado Borra de soja Gordura de frango Gordura vegetal
LBI 1,69 1,67 1,67 1,85 Proteina (g.L™!)
5,09 7,52 3,9 1,71 RL! (g.L )
32,6 33,2 32,3 35 TS* (mN/m)
7,23 7,72 8,46 8,64 pH
LMI 6¢ 1,62 1,57 0,73 1,44 Proteina (g.L™")
6,1 9,69 3,04 2,03 RL (g.L ™)
31 31,9 34 35 TS (mN/m)
57 7,01 8,43 8,25 pH
LMI 7a 2,1 1,86 2,74 2,07 Proteina (g.L™')
7,73 7,49 4,88 1,87 RL (g.L7)
34 31,9 34,1 35 TS (mN/m)
8,22 7,03 8,31 8,5 pH

'RL : ramnolipidios; e *TS: tensdo superficial.
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variou entre 31 a 33 mN/m, ja a gordura vegetal hidrogenada
variou de 35 a 37 mN/m. Estes resultados sdo similares aos
descritos para P. aeruginosa LBI (BENINCASA et al., 2002;
NITSCHKE et al., 2005), P. aeruginosa AT10 (ABALOS et al,,
2001) e P aeruginosa BS2 (DUBEY; JUWAKAR, 2001).

Habaetal. (2000) selecionaram 9 isolados de Pseudomonas sp.
capazes de crescer em meio contendo 6leo de fritura (6leos de
girassol e oliva) e acumular compostos tensoativos; sendo que
a tensdo superficial final do meio variou entre 34 a 36 mN/m.
O isolado P. aeruginosa 47T2 mostrou uma producéo final de
ramnolipidios de 2,7 g.L"! Ja Costa et al. (2006) obtiveram uma
concentragao final de 9,9 e 9,2 g.L ! de ramnolipidios quando
P aeruginosa LBI cresceu em 6leos de castanha-do-pard e ma-
racujd, respectivamente.

A cinética de produgdo de ramnolipidios pelos isola-
dos LMI 6¢ e LMI 7a em 6leo de soja usado é mostrada nas
Figuras 2 e 3. Nota-se que a biomassa celular aumentou durante
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Figura 2. Cinética da produgao de ramnolipidios por Pseudomonas sp.
LMI 6¢ usando 6leo de soja usado.
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Figura 3. Cinética da produgao de ramnolipidios por Pseudomonas sp.
LMI 7a utilizando 6leo de soja usado.
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as primeiras 24 horas de cultivo e posteriormente se manteve
constante, sugerindo que os microrganismos se mantiveram
em fase estaciondria. O maior incremento da producao de
ramnolipidios ocorreu entre 24 e 96 horas, demonstrando que
a produgdo ndo estd associada ao crescimento celular e que o
produto se acumula como um metabdlico secundario. Em fun-
¢do do acumulo de biotensoativo no meio também se observa
queda na tensdo superficial.

A Figura 4 mostra os valores da atividade emulsificante (E, )
obtidos pelos ramnolipidios de Pseudomonas LMI 6¢ e LMI 7a
contra querosene, benzeno e d6leo de soja apds 24 horas. Os
biotensoativos produzidos em dleo usado (OU) demonstraram
maior capacidade emulsionante contra dleo de soja e benzeno
do que os biotensoativos produzidos em borra de soja (BS). As
emulsdes formadas foram do tipo dleo-agua (O/A) e dgua-dleo
(A/O). A estabilidade contra 6leo de soja foi de 6 dias e contra
querosene e benzeno de 30 dias. Estes resultados revelam o
excelente potencial destes compostos para uso na biorremedia-
¢do de poluentes e na industria de alimentos e cosmética como
agentes emulsionantes e solubilizantes.

O tipo da fonte de carbono afetou as propriedades e a con-
centragdo final dos ramnolipidios produzidos, ou seja, a produgio
em residuos de gorduras foi inferior a produgdo em residuos
de dleos, e as propriedades como tensdo superficial e atividade
emulsificante também variaram. Estas diferencas podem estar
associadas a composicdo de triglicérides dos substratos utilizados
(VATER, 1986) e a atividade da lipase microbiana (SHABTAI;
DAYA-MISHNE, 1992) sobre estes substratos. Cabe ressaltar
que também foram observadas diferencas na produg¢do de ram-
nolipidios entre os microrganismos testados mesmo quando se
utilizou 0 mesmo tipo de substrato. Diferencas na composi¢io dos
ramnolipidios produzidos também podem resultar em diferencas
nas propriedades biotensoativas (NITSCHKE et al., 2005).

1 Borra de soja Oleo usado
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Figura 4. Atividade emulsificante dos biotensoativos produzidos pelos
isolados LMI 6¢c e LMI 7a em meio contendo borra de soja e 6leo usado
frente a 6leo de soja, querosene e benzeno.
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Mesmo com a menor concentragio de ramnolipidios
obtida, quando os isolados LMI 6¢ e LMI 7a cresceram em
residuos de gorduras, os resultados sdo semelhantes aos dados
relatados na literatura (ABALOS et al., 2001; HABA et al., 2000;
NITSCHKE et al., 2005; NITSCHKE; COSTA, 2006), sugerindo
que estes substratos podem ser utilizados, desde que se busque
maior adapta¢éo dos isolados obtidos ou de novos microrga-
nismos a estes residuos.

Nitschke et al. (2005) utilizaram fontes hidrofilicas (glicerol
e glicose) e hidrofdbicas (borra de soja, 6leo de fritura e gordura
de frango) como fonte de carbono para a produgdo de ramno-
lipidios, e verificaram que os substratos oleosos apresentaram
uma produgdo de ramnolipidios 64% maior do que os substratos
ndo oleosos. Assim sendo, este trabalho valorizou as fontes hi-
drofdbicas como fonte de carbono e mostrou resultados iguais
ou superiores aos relatados na literatura (ABALOS et al., 2001;
BENINCASA etal., 2002; COSTA et al., 2006; NITSCHKE et al.,
2005; NITSCHKE; COSTA, 2007).

Os residuos oleosos estudados sdo produzidos em grande
quantidade pelas industrias de processamento de 6leos vegetais
e alimenticias, sendo que a utilizacdo destes residuos podera
contribuir ndo somente com a redugdo dos custos de tratamento,
mas também com a valoriza¢do econémica destes.

Considerando que o custo de produgéo é o maior problema
para a expansdo do mercado de biossurfatantes, a procura por
substratos alternativos e o isolamento de novos microrganismos
constituem uma estratégia para implementar a obtengao e o uso
destas moléculas. Este trabalho mostrou o potencial de uso de
residuos de industrias alimenticias como fonte de carbono na
producio de biotensoativos, bem como o isolamento de dois
Novos microrganismos.

4 Conclusao

Osisolados selecionados, Pseudomonas sp. LMI 6¢ e LMI 7a,
demonstraram capacidade para sintetizar ramnolipidios a partir
de residuos de 6leos e gorduras como substratos alternativos. A
borra de soja e o 6leo de soja usado destacaram-se como fontes
potenciais para o desenvolvimento do processo alternativo para
producdo de biotensoativos.
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