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EDUCACAO INTEGRAL

“A importancia da educacgdo transcende ao que lhe tem sido atribuido, face
ao imediatismo dos objetivos que os métodos aplicados perseguem,

A falta de estrutura moral do educador - isto &, o equilibrio psicologico e
afetivo, as no¢bes de responsabilidade e dever, a abnegacdo em favor do aprendiz,
a paciéncia para repetir a licBo até impregnar o ouvinte, sem irritagdo nem
reprimenda e amor - constitui fator adverso ao exito do empreendiments que é a
base da vida na construgdo do homem integral.

Quando se educa, sio canalizados os valores latentes no individuo para o
seu progresso, fornecendo os recursos que facullam a germminacio dessas
poténcias no cerne do ser. Educar ¢ libertar com responsabilidade e consciéncia de
atitude em relagao ao educando, a sl mesmo, ao proximo € a Humanidade.

Gluando se reprime e se impde condicionamentos pela violéncia, uma reacéo
am cadeia provoca a inrupcao da revolta que explode em atos de agressividade que
asselvaja. A tarefa da educacdo é, sobretudo, de iluminacidc de consciéncia,
mediante a informac&o e vivéncia do conhecimenio gue se transmite.

Quem educa evita a manifestacio da delingiéncia e do desequilibrio social,
estabelecendo metas de promogéo da vida.

A punicdo significa faléncia na area educativa.
A repressao representa inseguranca educacional.
A reprovacdo demonstra fracasso metodologico.

( educando é material maleavel, que aguarda modelagem propria para fixar
os caracteres que conduzem a perfeicio.

O educador cria habitos, estimula atitudes, desenvolve aptiddes, conduz. E
guia habil e gentil, ensinando sempre pela palavra e pelo exemplo, ndo se cansando
nunca do ministério que abraga.

A escola & o prosseguimento do lar e este é a escola abengoada na qual se
fixam valores condizentes com a dignidade e engrandecimento ético-moral do ser.

A educacio é fendmeno presente em todas as épocas. O pajé que ensing, o
guru que orienta, o mestre que transmite ligbes, séo educadores diversos através
dos tempos.

A verdadeira educagdo ocorre no intimo do individuo, sendo um processo
verdadeiramente transformador.

Qual semente que sai do fruto e semelhante a vida que esplende saindo da
semente, quando os fatores sfo-lhe propicios, a educag8o € mecanismo
semelhante da vida a servico da vida. E certo gue o homem se apresenta imperfeito,
por enquanto, todavia é, potencialmente, perfeito e a educagao compete o papel de
o desenvolver, A divina semente que nele jaz, a educagio pde a germinar.

Sempre se educa e se sai educado, quando se esta atento e predisposto ac
ensino e a aprendizagem. Todos somos educadores e educandos, conscientemente
ou ndo. A educagéo porém, ha de ser integral, do homem total.

Jesus, o Educador por Exceléncia, procegue, paciente, amando-nos e
educando-nos, havendo apenas aceito o titulo de Mestre, porque, em verdade O &.7

(Momentos de Meditac&o - Divaldo P. Santos e Joana de Angelis)
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SUMARIO

O interesse por microrganismos produtores de bioemulsificantes tem crescido
nas ultimas decadas pelo seu potencial de aplicacdo na indistria de alimentos,
agricola, farmacéutica e petroquimica assim como em biorremediacao, devido as
suas caracteristicas de biodegradabilidade, néo toxicidade e pela possibilidade de
producdio a partir de subsfratos renovaveis. Bactérias, fungos filamentosos e
leveduras com capacidade de produzir bicemulsificantes tem sido isolados de varias
fontes de carbono como hidrocarbonetos, agticares, éleos 'vegetais e residuocs
industriais,

Foram isoladas 111 linhagens de microrganismos a partir de efluente de
indUstria de margarina e sabdo, sendo estas linhagens testadas quanto a
capacidade de produzir bicemulsificante.

Dentre estes microrganismos as linhagens B1 e BS, identificadas como
Bacilius sp, apresentaram os melhores valores de emulsificagdo. Foi estudada a
produgdo de bioemuisificante em funcéo da fonte de carbono {0leo de soja e glicose)
e pH do meio de cultivo (pH 5,0, 7,0 e 11.0) bem como sua capacidade de
emulsionar compostos aromaticos (tolueno e xileno) e misturas de hicrocarbonstos
alifaticos e ciclicos (querosene e dleo diesel) além de triglicerideos (Sleo de soja).

Os melhores Indices de Emulsificagdo ocorreram quando as linhagens B1 e RY
foram cultivadas em méio GYP (glicose, extrato de levedura, peptona,) em pH 7.0
apds 10 horas de cultivo em refagéo & dleo de soja (43,39%), querosene (44,00%),
tolueno (40,42%), o6lec diesel (44,85%) e xileno (45,00%). Estas linhagens
provocaram pequena diminuiggo da tenséo superficial dos meios de cultivo.

Os Bacillus sp B1 e Bacillus sp B2 produziram bicemulsificantes capazes de
emulsionar dlec de soja, querosene, tolueno, 6leo diesel e xileno apresentando

potencial de aplicagdo em biorremediagéo.



SUMMARY

The interest for microorganisms able to produce bicemulsifiers is growing in
last decade by their potencial application in food, pharmaceutical, agriculture,
petrolium industries as so as biorremediation application because the bioemulsifiers
are biodegradable, non toxic and they can be produced from renovable substracts.
Many bacterias, veasts and molds have been isolated to produce bicemulsifiers from

sugars, hidrocarbon, vegetable oils and industrial wastes.

One hundred eleven strains of microorganisms isolated from wastewater of
margarine and soap industry at Campinas region - S&o Paulo were studied in relation

to their bioemuisier production capacity.

Two strains of that the strains B1 and B9 identified Bacillus sp showed best
bioemulsifier activity. The influence of various factors were studied such as: pH (5.0,
7.0 and 11.0), carbon souce (soya bean oil and glucose) and the bioemuisifier
activity against aromatic compounds (foluene and xilene) and mixtures of
hidrocarbons (kerosen and diesel oil) and tryglicerides { soya bean oil) were tested.

In the study of bicemulsifier activity the Bacillus sp B1 and Bacillus sp B2 had the
best when were growing in GYP medium (glucose, yeast extract, pepetone) was
used in pH adjusted to 7.0 at 10 hours related to soy bean oil (43,39%), kerosen
{44,00%), toluen (40,42%), diesel oil (44,85%) and xilene {45,00%). There was not

significative superficial tension decrease.

The strains Bacillus sp B1 and Bacillus sp B9 were able to emulsify soya bean
oil, kerosen, toluene, diesel oil and xilene. It is showing a potential application in

biorremediation.



1. INTRODUCAO

Os emulsificantes s8o compostos de superficie ativa com ampla aplicacio
nas industrias de alimentos, agricola, farmacéutica, quimica e pefroquimica. A
demanda por emuisificantes é grande e com alto valor de mercado. A maioria dos
emulsificantes séo sintetizados quimicamente tendo o petréleo como matéria prima,
tornando a producdo e uso dos emuisificantes sintéticos um problema ambiental,
pois sdo altamente tOxicos e de dificil biodegradacio.

Nas ultimas décadas o interesse por emulsificantes produzidos por
microrganismos, 0§ bioemulsificantes, tém crescido devido ao fato destes
microrganismos produzirem emuisificantes biodegradaveis e ndo téxicos, além da
possibilidade de se utiizar matérias primas renovaveis como oOleos vegetais,
aglcares, residuos industriais dentre outros,

Os bicemulsificantes tém grande potencial de aplicagdo na indiustria de
alimentos, de cosmeéticos, farmacéutica e agricola, porém tém sido reportados com
maior énfase na aplicacdo em induastrias petroquimicas e em biorremediacdo com o
objetivo de aumentar o rendimento da .extragdo de petroleo, promover a limpeza de
tanques de petréleo, para remogdo de petrdleo e seus derivados contaminantes do
meio ambiente e remocdo de metais pesados contaminantes do solo.

A producéo de bioemulsificantes ndo é economicamente competitiva, quando
comparada a producdo de emulsificantes sintetizados quimicamente, devido ao seu
alto custo de produgdo, 4 metodologia de bioprocessamento empregada e baixo
rendimento das linhagens de microrganismos utilizadas ¢ do alto custo dos
hidrocarbonetos. A busca por microrganismos capazes de produzir bioemulsificantes
com alto rendimento a partir de subsiratos renovaveis e de baixo custo sdo
importantes parametros a serem estudados para a viabilizac8o da produgio dos
bioemulsificantes.

O presente trabatho teve como objetivo o uso de efluentes de fabrica de
margarina e sab8o para isolar & selecionar cepas produtoras de bioemulsificantes;
verificar a capacidade de produgio de bioemuisificantes pelas cepas selecionadas a
partir do cultivo nos meios de cultura GYP (glicose, ext. levedura, peptona) ¢ 08
{Oleo de soja e sais) com diferentes valores de pH e medir o indice de emulsificacdo

em relagéio a: dleo de soja, querosene, oleo diesel, tolueno, vaselina e xileno.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EMULSOES, EMULSIFICANTES E BIOEMULSIFICANTES

Uma emulsdo € um sistema coloidal disperso, no qual as fases sdo liquidos
imisciveis ou parcialmente misciveis e os gldbulos do Hquido disperso apresentam,
geraimente, didmetros entre 0.1 gm e 10 um. As dispersdes coloidais sio
amplamente utilizados em alimentos conforme apresentado na Tabela 1.

Em quase todas as emulsGes uma das fases é agua e a outra é um liquido
ndc miscivel aqui chamados de oleo, Se o dleo for a fase dispersa, a emulsdo é
chamada emulsdo dleo em agua (O/A); se o meio aquoso for a fase dispersa, &
chamada de emuls@o de agua em dlea (A/O) (SHAW, 1975). Na Tabela 2 sao

apresentados exemplos dos tipos de emulsdo gue ocorrem em alimentos.

TABELA1 - Disperstes em Alimentos

Fase Fase Classificagéo Exemplo

Dispersa Dispersante

Sélido Liquido Sol Solucdo de
Pectina
Liguido Liquido Emulsdo Maionese
Gas Liquido Espuma Clara de Ovo
Batida
(Gas Solido Espuma Sdlida Sorvete

Fonte: BOBBIQ & BOBRIO, 1862



TABELA 2 - TIPOS DE EMULSOES EM ALIMENTOS

Alimento Tipo Estabilizadas por
Leite O/A Fasfolipideos
Creme de leite AIO Fosfolipideos, proteinas

e emulsionantes sintéticos

Maionese AIOC Proteinas, fosfolipideos, e

polissacarideos

Sorvete QA Proteinas, fosfolipideos

e polissacarideos

Fonte: BOBBIOZBOBBIO, 1992,

A propriedade mais importante de uma emulsdo € a sua estabilidade. Esta
estabilidade depende de varios fatores como: diferenca de densidade entre as
fases, viscosidade do sistema, dimensées do disperséide, relagdc entre os volumes
das fases, existéncia e valor das cargas elétricas, presenca de substancias
tensoativas e da tenséo superficial. (BOBBIO & BOBBIO, 1992: SHAW, 1975)

As substancias tensoativas sdo compostos anfipaticos, isto &, t8m em sua
molécula uma parte muito grande apolar de natureza de hidrocarboneto, solivel em
dleo e uma extremidade polar, solivel em agua. Estas substancias sdo capazes de
se solubilizar tanto em agua quanto em 6leo. A sua solubilidade em dleo é conferida
pela cadeia carbbnica enquanto que o grupo polar, por sua afinidade em agua, &
capaz de arrastar consigo uma cadeia carbénica ndo muito longa e constituir uma
solugdo aquosa. Quando estas substéncias sfo colocadas em meio dleo-agua ou
agua-ar elas se orientam de modo a manter os grupos hidrofilicos na fase aquosa e
as cadeias carbinicas na fase oleosa ou ar (MORRISON & BOYD ,1983).



O comportamento  destas substancias, que se adsorvem fortemente na
superficie de liquidos ou na interface de separacac entre dois liquidos imisciveis
formando monocamadas moleculares orientadas, & denominado  atividade
superficial. O abaixamento da tensdo superficial de um sistema prossegue com o
aumento da concentragdo da substincia tensoativa até que, a partir de uma
determinada concentragdoe ndo ha alteracdo da tensio superficial. Esta
concentracio da substancia tensoativa & conhecida como concentracdo critica de
micela {c.m.c.). O aumento da concentragdo acima da c.m.c. nio produz afteragio
da tenséo superficial do sistema. Isto sugere a ocorréncia de associagdo entre as
particulas (SHAW, 1875).

BOBBIO & BOBBIO (1992} denominam emulsionantes as substancias
tensoativas e SHAW (1975) as denomina como agentes emulsionantes, porém na
regulamentacdo de aditivos para alimentos a legislagéo brasileira é utilizado o termo
estabilizante para indicar compostos que estabilizam emulsdes, ndo sendo utilizados
08 termos emulsificantes ou agentes emulsionantes.

Na literatura referente a produgdo de substancias tenso ativas por
microrganismos, os termos surfactante e emulsificante tem sido freqlientemente
mencionados com o mesmo significado para indicar compostos que estabilizam
emulsGes. No entanto, FIECHTER (1992) e GUTNICK & SHABTAL (1987)
descreveram o termo surfactante para compostos que possuem na mesma molécula
estruturas hidrofilicas e hidrofébicas, sendo o termo biosurfactante foi descrito para
a molacula de superficie ativa produzida, em geral, extracelularmente por
microrganismos, O termo bioemulsificante foi usado como a combinagdo de todos
0s compostos de superficie ativa e séo liberados por microrganismos. No presente
trabalho ultilizaremos o termo bicemulsificante com esta mesma definicdo,

A propriedade mais freqiiente dos bicemulsificantes em solugdo aquosa é a
redugio da tensdo superficial, assim o uso de bicemuisificante reduz a tensao
superficial da agua pura que & de 72 mN/m até 20 mN/m & 25°C,

Por terem caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, 0s bioemulsificantes
ficam acumulados na interface formando micelas, mediando as fases de diferentes
polaridades como dleo-agua, ar-agua ou agua-solido. A dinamica do processo de
emulsificacdio ¢ baseada na habilidade de reduzir a tenséo superficial através do
arranjo das moléculas hidrofilicas, influenciando na formagdo de ligacées de

hidrogénio e interactes hidrofobicas.



A maioria dos bioemulsificantes sio aniénicos ou neutros, ndo havendo
registros de bioemulsificantes catidnicos na literatura. Os bicemulsificantes sdo
classificados de acordo com as caracteristicas da parte hidrofilica de suas
moleéculas, como:; acidos graxos, glicolipideos, lipopolissacarideos, lipopeptideos,
fosfolipideos (GERSON, et al.,1979: KOSARIC ef al., 1987, HOMMEL, 1990: VAN
DYKE et af,, 1991; FIECHTER, 1992).

Varios bioemulsificantes sdo produzidos por bactérias, fungos e leveduras,
em geral, isolados de solos e 4guas contaminados com hidrocarbonetos, sendo os
glicolipideos os mais produzidos. Alguns exemplos de microrganismos produtores e

seus respectivos bioemulsificantes sdo mostrados na Tabels 3.

TABELA 3 - BIOEMULSIFICANTES PRODUZIDOS POR MICRORGANISMOS

COMPONENTES PROPRIEDADES MICRORGANISMOS
Celobioselipideo Glicolipideo, anibnico Ustilago maydis, Ustilago
Zeae

Manosileritritol lipideo |Glicolipideo, nao i8nico Candida sp

Ramnolipideos Glicolipideo, anidnico, Pseudomonas sp

Soforolipideo Glicolipideo, néo iénico ou Torulopis sp, Candida
a.niﬁnico, bogoriensis

“Emulsan” lipoheterossacarideo, Acinetobacter calcoacsticus
polianidnico

“Surfactinag”, Lipopeptideo, extracelular |Bacillus subfilis

“subtilisina”

Peptidoglicolipideo Extracelular | Pseudomonas aeruginosa

Fonte: KOSARICK, of af, 1087



2.2 PRODUGAO DE BIOEMULSIFICANTES

Nos ditimos anos, o interesse por compostos de superficie ativa tém crescido
significativamente. A demanda industrial de emulsificantes & grande sendo que o
mercado de sables e detergentes movimentou 12.8 trilhGes de dolares em 1990.
Espera-se que até o ano 2000 haja um aumento de 35% dg producdo atual de
surfactantes para atender uma demanda crescente (FIECHTER, 1992).

Devido a enorme demanda, grandes quantidades destes surfactantes
sintéticos tém se depositado no ecossisterna através da descarga de residuos
aquosos ou pela aplicagdo direta. Os surfactantes sintéticos sio potencialmente
perigosos ao meio ambiente, sendo téxicos para algas, peixes e bactérias em
concentragbes de 1 mg/l. |

O estudo de emulsificantes  produzidos por  microrganismos
(bicemulsificantes) tém despertado muito interesse, porque estes freqientemente
possuem algumas propriedades superiores aos surfactantes sintéticos o que inciue
baixa toxicidade, biodegradabilidade, especificidade e um grande ndmero de
estruturas.

Tém sido usados hidrocarbonetos para a produgdo de bioemulsificantes, o
que resulta em dificuldades de processamento por serem compostos ndo misciveis
com agua, sendc necessaria a utifizacdo de equipamentos especiais com um baixo
rendimento de producéo. Estes fatores tornam o bioemulsificante um produto de alto
custo,

O primeiro bicemulsificante produzido comerciaimente a partir de
hidrocarbonetos foi o “Emulsan” pela bactéria Acinetobactar calcoaceticus RAG-1
(ATCC 31012). O “Emuilsan” & um heteropolissacarideo polianiénico com peso
molecular de 8,8 x10° D, sendo os seus polissacarideos constituidas por trés amino-
agucares: D-galactosamina, acido D-galactosamina urénico e um terceiro nio
identificado,

Os bioemulsificantes também podem ser produzidos a partir substratos
renovaveis como Oleos vegetais, carboidratos e até residuos industriais, Muitos
fatores influenciam a produgiio de bioemulsificantes tais como a natureza da fonte

de carbono, limitagSes nutricionais, temperatura, aeracao e o tipo de microrganismo
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utllizado (GERSON & ZAJIC, 1879; GUTNICK &SHABTAI, 1987: KOSARICK et al.,
1987; FIECHTER, 1992; GINKEL, 1996: SKIPINA ef al., 1998).

Geralmente, os hidrocarbonetos induzem a sintese de biocemulsificante,
porém a presenca deste substrato ndo & um pré-requisito para todos os
microrganismos. Os microrganismos podem crescer e produzir bioemulsificantes
tanto em meio contendo substratos insoliveis quanto soliveis. Dependendo do
substrato utilizado, freqilentemente observa-se que a estrutura do bicemulsificante
formado é alterada (SYLDATK ef al., 1987; CARRILLO of al.,19986),

2.2.1 BIOEMULSIFICANTES PRODUZIDOS POR BACTERIAS

Dentre os bicemulsificantes produzidos por bactérias a partir de n-alcanos,
carboidratos e meios complexos, os glicolipideos e os lipopeptideos sdo os mais
conhecidos (LANG & WAGNER, 1987).

Varias espécies de Pseudomonas tém sido reportadas como sendo capazes
de produzir ramnolipidecs. A bactéria Pseudomonas fluorescens & um
microrganismo capaz de produzir bicemulsificante a partir de glicose e seu
bicemulsificante foi identificado como sendo um Hipopeptideo  denominado
"Viscosin®, encontrado também na espécie Pseudomonas viscosa { LAYCOCK ef
al. 1991},

A partir de meios de cultura contendo xileno e quercsene como fontes de
carbono uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa fol capaz de produzir
bioemulsificantes, A alividade do bicemulsificante foi medida em relagiio a
capacidade de emulsionar querosene e chegou a 62% de emulsdc quando a
bacteria foi cultivada em meio contendo querosens, porém demonstrou uma
pequena reduclo de tensdo superficial de 13mN/m e quando cultivada em meio
contendo xileno a redugéo da tenséo superficial foi de apenas 8mN/m. (COOPER, ot
al,1981a).

Outra linhagem de Pseudomonas aeruginosa DSM2659 foi capaz de produzir

bioemulsificante, porém a parir de glicose em processo continuo, Neste estudo



GUERRA-SANTOS (1984) obteve melhor eficiéncia com o uso de: nitrato como
fonte de nitrogénio e relagdo de C:N de 18; fon ferro (27,5 ug de sulfato de ferro/g
de glicose) e a relacdo C:P de 16. Para 18,29 de glicose/| obteve-se 1.5 g de
ramnolipideo/l de meio livre de células.

Uma outra linhagem de Pseudomonas aeruginosa UG2 foi estudada por VAN
DYKE ef al. (1893), apresentando também produgdo de bicemulsificantes a partir de
glicose. Estes foram identificados como dois diferentes raminolipidecs: alfa-L-
ramnopiranosi-beta-hidroxidecanoil-beta-hidroxidecancato 2-0-aifa-1.-
ramnopiramosif«alfa-L—raminopiranosil—beta-hidroxidecanai!~beta-hidrcsxidecanoato.
Eles foram comparados a emulsificantes sintéticos quanio a capacidade de remover
fenantreno do solo, sendo que o primeiro ramnolipideo removeu 29% de fenantreno,
0 segundo removeu 46% e o emulsificante sintético SDS {sédio dodecil sulfato)
removel apenas 3%. |

Ja nos estudos realizados por ZHANG & MILLER (1995) uma outra linhagem
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) produziu também ramnolipideos, porém
a partir do uso de hexadecano como fonte de carbono. Os dois ramnolipideos
apresentaram-se sob a forma de metil ester (dR-Me) e na forma &cida {(dR-A). Estes
mostraram ter propriedades diferentes em relagdo a tensdo superficial, sendo que a
forma dR-Me diminuiu a tensao superficial da agua de 72mN/m para menos de
0,7mN/m enquanto que a forma dR-A diminuiu para SmN/m.

Um dlicolipideo contendo também ramnose foi reportado por BABU, et al.
(1996) quando uma outra linhagem de Pseudomonas aeruginosa BS2, produtora de
glicolipideo foi capaz de produzir bicemulsificante a partir de residuos industriais de
destilaria de uisque e soro de leite. Comparando-se a producdio de bioemuisificante
a partir de residuos e a partir de meio sintético contendo glicose, constatou-se
maior producéo de bioemulsificante quando usados os residuos industriais.

Também a partir de residuos industriais MERCADE & MANRESA (1994)
relataram a produgio de um raminolipideo por outra linhagem de Pssudomonas
aeruginosa, onde residuo industrial da produgéo de dleo de oliva foi utilizado. O
bioemulsificante produzido apresentou um potencial de reducdo da tensio
superficial de 50 para 30 mN/m.

Vérios Bacillus sp tém sido reportados como produtores de lipopeptideo.
COOPER (1981b) estudou o lipopeptideo “Surfactina” (que tém na sua moléoula
sefe peptideos na seqiiéncia LGlu-Lleu-Dieu-Lval-Lasp-Dieu-fley ligados ao
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betahidroxi &cido graxo nos carbonos 13, 14 & 15), produzido por Bacifius subfilis,
utilizando glicose como fonte de carbono, quando cultivado em fermentador
continuo a 30°C/200mpm e aeragdo. A extragdo da “Surfacting” foi feita pelo
tratamento 4cido da espuma formada durante a fermentacdo. A adicdo de ferro e
manganés ao meio de cultura apds 62 h aumentou exponencialmente a producéo
de "Surfactina” e a biomassa do Bacillus subtilis. A adicdo de hexadecano ao meio
inibiu totalmente a producdo de “Surfacting”. A tensdo superficial da agua foi
reduzida para 27mN/m com uma concentragdo de 0,8g/l de "Surfactina”.

Uma outra linhagem de Bacillus subtilis (5499) foi estudada por PEYPOUX
(1994), produziu uma mistura de "Surfactinas” quando cultivada em meio contendo
L-alanina como fonte de nitrogénio. Estas “Surfactinas” foram isoladas e
_identificadas por estes autores apresentando uma seqgliéncia de peptideos que
diferem da "Surfacting” padrio pela substituicio de L-valina por L-alanina na
posigdo 4, sendo denominadas “JAla4] Surfactina”

Varias linhagens de Bacillus licheniformis também tém sido reportadas como
produtoras de lipopeptideos. LIN ef al (1994) estudou a producdo de
bicemulsificantes a partir de glicose como fonte de carbono pela linhagem de
Bacillus licheniformis JF-2, tanto aerobicamente quanio anaerobicamente. Nas
condicBes Otimas (42°C/pH 6,0/15 h) apresentou uma c.m.c de 0,01/ e reducdo da
tensdo interfacial contra hexadecano de 0,006 mN/m quando na concentracido de
0.05g/1. Esta reducdo da tensdo interfacial foi considerad a maior j& reportada sobre
um microrganismo produtor de biocemulsificante. O bicemulsificante produzido foi
identificado como um lipopeptideo com peso molecular de 1.035 Da, tendo um acido
graxo de 15 carbonos ligado a um peptideo muito similar a “Surfactina” produzida
por Bacillus subtilis.

Outra linhagem denominada Bacillus licheniformis 86 também foi reportada
por HOROWITZ ef al. {1990) por produzir bicemulsificante a partir de glicose. Este
bioemulsificante foi extraido do meio de cultivo com metano e denominado de BL8S,
sendo classificado como anibnico, capaz de diminuir a tensao superficial da agua
de 72 para 27 mN/m, afingir uma c.m.c. com 1 Oug de surfactante/m! e tensido
interfacial contra n-hexadecano foi de 0,36mN/m. Este lipopeptideo foi estavel a
variagbes de pH entre 4 e 13 e as temperaturas de 25 a 120°C.

Um composto de supetficie ativa produzido por uma outra linhagem de
Bacillus licheniformis também a partir de glicose como fonte de carbono, foi
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estudado por JENNY, et al (1991) que identificaram neste biaemuisiﬁcante uma
estrutura com tracos de acidos graxos saturados como palmitico e estedrico, com
Uma pequena quantidade de hidrocarbonetos de 20-22 carbonos e os peptideos
constituidos por Gly, Asp, Val, trés Leu ¢ uma leu. Com uma corncentracédo de
0,015¢9/l este bioemulsificante reduziy a tensdio superficial da agua de 72 para 27
mN/m

A bactéria  Acinetobacter radioresisitens  KA53  também produz
bioemulsificante, denominado “‘Alasan”, porém a partir de etanol como forte de
carbono, Este foi extraido por precipitagdo com sulfato de amdnia e identificado
como um complexo de alto peso molecular da mistura de heteropolissacarideos e
proteina. A maxima atividade de emulsificagdo ocorreu a pH 5,0 na concentracdo de
4g de "Alasan"/l, sendo que uma grande variedade de emulsées dleo em agua
tambem foram estabilizadas incluindo alcanos, parafina, Sleo de soja e dleo de céco
(NAVON-VENEZIA ef a1 995).

A partir de hexadecano como fonte de carbono, o Arthrobacter paraffineus
(ATCC 19558) apresentou atividade de emulsdo, porém quando foi adicionado
glicose ao meio houve uma diminuigido de 21% na produgéio do bioemulsificante
(DUVNJAK,1982). Uma outra linhagem de Arthrobacter paraffineus (ATCC 15591)
foi inoculado em meio contendo 1% de hexadecano com baixo rendimento de
produgéo (1,2g/). A atividade de emulsificacdo foi testada em relacio a vérios
compostos aromaticos incluindo tolueno e xileno (SINGH & DESAI, 1988).

2.2.2 PRODUGAO DE BIOEMULSIFICANTE POR LEVEDURAS

As leveduras em geral produzem bioemulsificantes que contém em sug
estrutura  peptideos. A manoproteina componente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae foi estudada por CAMERON et al, (1988), onde pela
exiragdo de manoproteina por dois metodos, autoclavagem em fampdo citrato
neutro e a digestdo com zimolase (beta 1,3 glucanase) apresentaram bom
rendimento. O produto da extracdo a quente foi purificado por ultrafiitracio e foi
encontrado 44% de manose e 17 % de proteina, apresentou peso molecular de
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aproximadamente 10.000 Da. O tratamento com enzima eliminou a capacidade de
emulsificaglo do extrato. EmulsSes com querosene foram estabilizadas com a
manoproteina em variagdo de pH de 2,0 a 11,0 e os maximos valores de atividade,
95 e 97%, foram obtidos quando utilizou-se a massa celular residual do processo de
fabricagéo de cerveja e vinho respectivaments, para a extragfo de manoproteina.
Estes residuos industriais podem ser utilizados para produzir este bicemulsificante
que provavelmente n&o é t0xico, pois a Saccharomyces cerevisiae é utilizada para a
producéo de varios tipos de alimentos.

Uma linhagem de Torulopsis apicola (IMET 43747} fol estudada por
HOMMEL, et al. (1987). Estes autores descreveram que esta levedura foi capaz de
produzir bioemulsificantes solliveis em dgua capazes de baixar a tensao superficial
da agua de 72 para 30 mN/m, cuja produgdo foi possivel tanto utilizando glicose
quanto n-hexadecano como fonte de carbono. A tenséo superficial foi reduzida a
30mN/m logo apos o inicio do crescimento (apés 2 dias) em meio contendo glicose
com pequena producdo do bioemulsificante. A produgéo do bioemulsificante a partir
de n-hexadecano iniciou-se na metade da fase exponencial, {apbs 7 dias) sendo a
tensdo superficial reduzida a 20 mN/m com maior producdo do bioemulsificante.
Foram produzidos de seis a nove diferentes glicolipideos denominados soforosideos
hidrofobicos, que apresentaram propriedades antibidticas sobre microrganismos
gram negativos como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris & outros.

Uma outra levedura Candida antarctica utilizando Gleos vegetais tais como
Oleo de soja, Oleo de girassol, dleo de algodéo, éleo de milho e dleo de palma
produziu uma mistura de 4 manosileritritol fipideo (MEL) (KITAMOTO ef al.,1990).
Foi obtido maior rendimento (0,034g de MEL/m!) quando foi utilizado dleo de 80ja
{80mifl) como fonte de carbono com 0,2% de nitrato de sédio como fonte de
nitrogénio, incubada & 30°C foi reportada por Estes mesmos autores ndo obtiveram
producéo de bicemulsificante a partir de glicose como fonte de carbono.

Uma outra linhagem a Candida apicola (estado anamorfico de Torulopsis
aplicola) foi reportada por HOMMEL & HUSE (1993), produziu grande quantidade de
glicolipideo (soforose lipideo) durante a fase estacionaria a partir de glicose, frutose
e sacarcse, porem ndo foi capaz de produzir glicolipideos a partir de maltose ou
galactose,

A levedura Rhodoturula glutinis linhagem 1IP-30 foi capaz de produzir
bioemulsificante extracelularmente utilizando glicose como fonte de carbono a pH
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4,0 e 30°C, cujo indice de emulsificagdio maximo ocorreu durante a fase
exponencial, quando foi utilizada a razéo de C:N de 40, Este bioemulsificante foi
Capaz de emulsionar n-hexadecano, xileno, tolueno, dleo diesel e querosene
(JOHNSON et al.,1992).

A partir de sacarose como fonte de carbono uma linhagem de Sphingomonas
paucimobilis GS1 produziu exopolissacarideo (EPS) com capacidade de emuisionar
xileno, parafina e querosene. A concentragdo de 1g/l de emuisificante foi mais
eficiente que as gomas comerciais como arabica e xantana. As emulses foram
estaveis por 6 meses de 4 a 40°C e nos valores de pH entre 4,0 a 10,0. Foi
estudado também a toxicidade de ingestdo deste EPS por ratos, sendo a
quantidade administrada muito maior que a recomendada pela FAO (Food and
Agriculture Organization) para aditivos em alimentos. Foi testada a concentracéo de
Smg/kg de peso corpdreo, o que é muifc; maior que a concentracdo de
emulsificantes em alimentos, ndo sendo constatados problemas de toxicidade
{ASHTAPUTRE & SHAH,1995).

2.2.3 PRODUCAO DE BIEMULSIFICANTES POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Varios fungos tém sido citados na literatura como produtores  de
bioemulsificantes como o Ustilago maydis produtor de manosileritritol lipideo e
acidos e o Ustifago zeae produtor de celobioselipideo (LANG & WAGNER, 1887).

O fungo Cladosporium resinae freqlientemente isolado de tanque de
combustiveis & capaz de produzir bicemulsificantes a partir de varias fontes de
carbono como dleo diesel, combustivel de avidio, parafina e hexadecano. O
bioemuisificante produzido foi extraido da espuma formada durante a fermentacgéo e
purificado com uso de uma mistura de cloroformio:metanol (2:1), sendo capaz de
reduzir a tensfio superficial da agua de 72mN/m para Z5mN/m apds 25 dias de
fermentacéo. A atividade emulsificante apresentou maior valor quando comparada a

emulsionantes comerciais como triton X100 e SDS {(MURIEL, et 2/.1998).
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2.3 USO DOS BIOEMULSIFICANTES

O aumento de interesse pelo potencial de aplicacdo de bicemulsificantes se
baseia na sua gama de propriedades funcionais como emulsificacéo, separacao,
poder umectante, solubilizagéo, de-emulsificacdo, inibicdo da corrosdo e reducdo de
viscosidade. Ha entretanto varias areas de aplicagdo onde os bicemulsificantes
podem substituir os surfactantes sintéticos como na agricultura, inddstrias de
alimentos, limpeza e cosméticos, papeleira, téxtil, farmacéutica, de refino de
petrdleo e petroguimicas.

Alguns bioemulsificantes j& foram patenteados como o “Emulsan”, o Gnico
comercializado até o momento, para uso na limpeza de tanques de petroleo,
methoria na extragio de petrdleo e controle ambiental no caso de derramamento de
petrdleo. Outros bioemulsificantes foram patenteados como aquele produzido por
Candida sp. com potencial uso para indGstria téxtil, farmacéutica e cosmética. Os
japoneses tém patenteado o uso de Pseudomonas, Arthrobacfer, Bacillus, e
Alkaligenes sp. para produzirem bicemuisificantes (KOSARICK ef al, 1987:
FIECHTER, 1992).

Com a finalidade de encontrar microrganismos produtores de glicolipideos
INOUE (1988) isolou do solo a levedura Torulopsis bombicola KSM36, que a partir
de Gleo de palma e giicbse produziu soforose lipideo com rendimento de 0,15gA.
Este glicolipideo tém compatibilidade com a pele, podendo ser utilizado
comercialmente pela indistria cosmética como hidratante para pele.

O uso de bioemulsificantes em produtos alimenticios & mais restrito pelas
questbes de toxicidade, caracteristicas sensoriais, custo, propriedades funcionais,
fornecedores e legislagfo. A questio da toxicidade é o fator determinante, sendo
necessario que o bicemulsificante seja biologicamente degradado de forma nso
toxica, ndo apenas pelo corpo humano como também pelo meio ambiente (KUDO,
1988).

Outra aplicacdo possivel para alguns microrganismos produtores  de
bicemulsificantes € a produgdo de proteina unicelular {SCP) para alimentacéo.

Dentre estes microrganismos, podemos citar a levedura Candida tropicalis l1P-4 que
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foi cultivada em meio contendo n-hexadecano como fonte de carbono, produzindo
bioemuisificantes capares de emulsionar xileno, tolueno, e hexadecano {SINGH,
1990).

A produgdo de proteina unicelular e 3 atividade de emulsificacdo por
Saccharomyces lipolytica a partir da fermentacéo em 6leo diesel (5%} como fonte de
carbono, apresentaram bons resultados em pH 35,0, com producdo de 39% de
proteina celular em fermentador de bancada. (SAMPAIO, 1995). A utifizacdo de
residuos aquosos da extracdo de dleo de oliva pela levedura Yarrowia lipolytica
(ATCC 20255) produziu 22,5 g/l de proteina unicelular, sendo que apods 24 horas de
cultivo houve uma redugéo de 80% da DQO (DE FELICE, 1997).

Apesar de todas as possibilidades de uso dos bicemulsificantes, eles tém
sido relatados na literatura com maior fregiiéncia pela aplicacdo na industria
petrolifera para aumentar o rendimento dg extragao de petroleo, devido a
capacidade de reduzir a tensdo interfacial entre a agua e o oleo com baixa adsorcdo
nas rochas dos reservatorios de petrdleo e pelo seu uso em biorremediagéio, tendo
grande vantagem quando comparados aos emulsificantes sintéticos por serem
biodegradaveis e terem baixa toxicidade (BROWN & MOSES,1988).

2.3.1 USO DE BIOEMULSIFICANTES EM BIORREMEDIACAO

A capacidade de microrganismos degradarem hidrocarbonetos foi revisada
pioneiramente por ZOBELL (1948), que observou g oxidagdo de gasolina,
querosene e dleo de lubrificagéo por microrganismos, sugerindo que onde guer que
0s produtos de petroles sejam estocados estes estio expostos & presenca de agua
por longos perfodos, © que possibilita a existéncia da degradacdo dos
hidrocarbonetos por microrganismos capazes de emulsiond-los. Varias bactérias,
fungos filamentosos e leveduras t8m sido estudados como possiveis degradadores
de petrdleo, porém muitos deles ndo sio capazes de degradar uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, em geral & necessario um consércio de
microrganismos para degradar os diversos hidrocarbonetos que compéem o

petroleo. Este mesmo autor observou que, nos motores 3 olec de barcos gue
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estavam sem uso por muito tempo, houve emulsificagio do dleo dos motores com a
agua do mar contaminante, além de corrosdo do motor. Foram isoladas hactérias de
dentro dos motores dos barcos com capacidade de oxidar grande niimero de
hidrocarbonetos, sendo estas as responsaveis pela emulsificacdo do dleo com a
agua contaminante e a corrosdo dos motores pela produgéo de acidos. A reducédo
da guantidade de octano da gasolina de avido estocada com residuos de agua foi
tambem atribuida por este autor a acéo das bactérias.

O reconhecimento de que os microrganismos degradam os hidrocarbonetos
de petroleo naturaimente leva a possibilidade de utilizar microrganismos para
remover poluentes derivados de petroleo. A maior fonte de contaminacdo domar é o
petroleo proveniente dos navios petroleiros. A composicdo do hidrocarboneto e as
condigbes do meic ambiente tém grande influéncia na biodegradacdo do dlec
contaminante.

A rapida remocéo fisica e a prevencio de acidentes sdo métodos preferidos
para prevenir a polui¢do que a biorremediaggo, que ¢ um método mais lento, porém
quando ha falhas ou impedimento da remocdo fisica a estimulacdo da
biodegradacéo pode minimizar a contaminagéo do meio ambiente. Um exemplo do
uso de biorremediagdo foi o acidente ocorrido com o navio petroleiro “Exxon
Valdez’, onde o derramamento de pefroleo se estendeu pelas aguas e praias do
Alasca. Neste episddio foram utilizados fertilizantes hidrofobicos para fornecer
nitrogénio e fosforo aos microrganismos autdctones para auxiliar na remogao do
Gleo (ATLAS, 1978). Segundo este autor o uso de emulsificantes sintéticos em
locais onde houve derramamento de petroleo causa mais problemas de poluicdo
que beneficios, devido a sua toxicidade e por serem recalcitrantes. A degradacdo de
petréleo através do uso de microrganismos produtores de biocemulsificantes tém sido
indicada freqientemente como a methor maneira de remogdo de dleo do meio
ambiente.

A eficiéncia da biorremediagdo também foi comprovada, quando uma
populagdo mista de oito bactérias isoladas da espuma formada numa zona
cronicamente poluida por hidrocarbonetos, foram capazes de degradar petroleo de
forma eficaz e agua do mar suplementada por nitrogénio, fosforo e ferro, obtendo
81% de degradacdo do Oleo apés 12 dias de incubagéio & 30°C e pH 8,0. Estas
bactérias também foram capazes de produzir bioemulsificantes com lipideos e
aglicares na sua estrutura com alta atividade de emulsificacéo, comprovando que a
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producdo de biocemulsificantes tém grande importancia na degradagio de
hidrocarbonetos num meio ambiente poluido com estes (RAMBELOARISOA of
al.,1984).

Uma limitagéo do uso de biorremediag&o na recuperacgio de aguas e solos
contaminados por hidrocarbonetos é devido a falta de nitrogénio e fésforo para o
crescimento dos microrganismos. Fertilizantes a base de sais de fosforo e sulfato de
ambnia juntamente com um consércio de bactérias foi utilizado numa tentativa de
degradar petroleo contaminante, no litoral de Israel, A adesdo dos microrganismos e
dos fertilizantes na interface Oleo/agua foi observada por microscépio. Apods
otimizagio das condigGes de crescimento, um consércio de microrganismos foi
inoculado em areia contaminada com petrdleo e apbés 28 dias foi obtida uma
degradagéo de 86%, quando comparado a uma amostra controle {sem adicfo de
bacterias), que apresentou apenas 15 % de degradacdo. Baseados nesta mesma
tecnica procedeu-se a limpeza de 200 toneladas de 6leo das areias das praias de
Israel (ROSENBERG ef al.,1992).

No acidente com o petroleiro “Exxon Valdez", ja citado anteriormente,
também foi utilizado um glicolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa, em
uma das praias do Alasca, na tentativa de remover o petrélec aderido as rochas.
Varias condigdes foram testadas: tempo, temperatura e presenca ou ndo de goma
xantana. Os resultados mostraram que a 50°C, 1% de bicemulsificante foi mais
eficaz removendo 60% do dleo, enquanto que a goma xantana removeu apenas
30% de dleo (HARVEY ef al.,1990).

Adigdo de varios tipos de fertilizantes foram testados em uma praia do
Alasca, contaminada pelo derramamento de petrdlec do navio petroleiro “Exxon
Valdez", na tentativa de degradar o 6leo pela microflora natural. Foi verificado gque
os fertilizantes oleofilicos foram duas vezes mais eficientes se comparados a testes
sem adic8o de fertilizantes. Concluiu-se nesta experiéncia que a biorremediagdo em
larga escala teve mérito, verificando-se visualmente a remogéo do 6leo das praias 8-
10 dias apds a aplicagéo dos fertilizantes e que além disso diminuiu as chances do
oleo voltar para as aguas (PRITCHARD ef al.,1992).

A rtemogio de sete hidrocarbonetos contaminantes do solo (54% de
sedimentos, 30% areia e 16% de argila) foi conseguida pelo uso de ramnolipideo
parcialmente purificado de uma linhagem de Pseudomonas UG2. Utilizando-se uma
concentragao de 0,0059/t de ramnolipideo foi conseguida a extragdo de 80% de
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piridina, 69% de naftaleno, de 30-40 % de antraceno, fenantreno e fluoreno, além de
68% de hexaclorobifenil e 43% de tetraciorobifenil (VAN DIKE, ef al.,1993). A
degradacéo de dleo diesel, um dos maiores poluentes do solo e das aguas proximas
a refinarias de peftroleo, pode atingir um nivel de 82% através do uso de um
consdreio de microrganismos apos 1 dia em reator de batelada (GEERDINK, ef
al.,1996).

As propriedades dos bioemulsificantes na degradagéo de hidrocarbonetos
Gue contaminam o meio ambiente sfo uma ferramenta poderosa no controle da
poluicdo ambiental, com a vantagem sobre os emulsificantes sintéticos por serem
biodegradéveis (BANAT, 1995).

Ainda relacionado 3 biorremediagdo, podemos comprovar a importancia dos
bioemulsificantes para recuperar locais contaminados por metais pesados. Cadmioc
€ o segundo metal pesado que mais contamina o solo sendo considerado
carcinogénico. O uso de bioemulsificantes para a remediacdo de solos
contaminados por metais pesados foi estudado pela primeira vez por TAN (1994),
que utilizou ramnolipidec de Pseudomonas aeruginosa para a remocao de cadmio.
Cadmio de uma solucéo 0,36 miM foi 100 % recuperado por uma solugdo de 4mM

de ramnolipideo, demonstrando seu potencial de biorremediacio de solos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 EQUIPAMENTOS

-Espectrofotdmetro Spectronic 20 Baush & Lomb

-Agitador de tubos Vortex Genie

-Tensidmetro Kruess Processor Tensiometer K 12 V3.11 (Kruss Gmbh Alemanha)
-Centrifuga refrigerada modelo Himac CR 21, Marca Hitachi

-Agitador rotatério “Shaker”, marca New Brunswich Scientific

-Balanca analitica e semi-analitica marca Mettler

-Autoclave marca Fabbe

Estufas marca Fanen

~-pHmetros marca Micronal.

~ Microscopio optico Karl Zeiss

3.1.2 REAGENTES

-Hidroxido de sodio (lentilhas), fosfato de sddio monobasico e dibasico, fenolftaleina:
etanol; benzoato de sddio; glicose; sulfato de manganés, fosfato de sédio dibasico,
nitrato de sodio,tolueno; hexano e xileno - grau p.a., marca Merck
-Querosene p.a. marca Fluka; vaselina comercial Conelgo
-Oleo diesel proveniente da Refinaria de Paulinia (REPLAN)} com a seguinte
composigdo (dados fornecidos pela REPLAN):

Parafina 18-27%

Aromaticos 23-34%

Nafténicos 35-45%

Saturados 60-70%

Clefinas 30-46%



-Oleo de soja com a seguinte composigao (dados fornecidos pelo fabricante):
Acidos Graxos Saturados 13.13%
Acidos Graxos Insaturados 26.5%
Acido Graxo Linolénico 54.5%

Vitamina £

3.1.3 MEIOS DE CULTURA

-Meios de cultura agar e caldo Extrato de Malte; Peptona; Extrato de Levedura;
Caldo Nutriente (CN), agar-agar, todos da marca Difco.

-Meio formulado GYP (2% glicose, 0.5% extrato de levedura, 0,1% peptona)

-Meio formulado Exirato de Malte (EM) { 2% extrato de malte, 0,1% peptona, 2%

glicose)

-Meio de cultura formulado com Efluente (Meios EF).
Contendo: 1,5% (v/v) de Efluente EF, ou EF, ou EF; ou EF, 0,05%
MgSO,.7H,0, 0,1% KH,PO, 03% NaNG; , 0.,1% extrato de Ilevedura,

0.03%.peptona. Sendo as amostras de efluente:

EF, - Efluente bruto proveniente da fabrica de sabdo (pH de 11,0 a 12,0;
temperatura de 60 - 50°C)

EF, - Efluente bruto pfoveniante da fabrica de margarina (pH de 4,5 a 5.5;
temperatura de 60 - 50°C)

EF, - Efluente do tanque de mistura (pH de 5,5 a 7.0; temperatura de 60 - 50°C)

EF, - Efluente do tanque de separacfo de gordura *Fat Trap® (pH de 3,8 a 4,5;
temperatura de 30 - 40°C)

Meio de cultura formulado com 6leo de Soja (Meios OS)

Contendo dleo de soja nas seguintes concentragfes: 1,5%, 3% ou 5%
adicionados de 0,05% MgS0,.7H.0, 0,1% KH,PO,, 0,3% NaNG,, 0,1% extrato de

levedura, 0,03%.peptona.
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3.2 METODOS

3.21 OBTENGCAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
BIOEMULSIFICANTES

3.2.1.1 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas de quatro diferentes pontos da estagdo de
tratamento aerdbico de efluentes da fabrica de margarina e sabfo da industria
Gessy Lever Lida., Divisdo Van Der Berg Alimentos situada na cidade de Valinhos,
de acordo com a Figura 1.

As amostras foram coletadas em frascos plasticos, previamente esterilizados
e mantidas em caixa isotérmica durante o transporte até o laboratorio, sendo as
mesmas assim identificadas:

EF, - Efluente bruto proveniente da fabrica de sabo
EF, - Efluente bruto proveniente da fabrica de margarina

EF, - Efluente do tanque de mistura (EF, + EF,)

EF, - Efluente do tanque de separagdo de gordura “Fat Trap”
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Figura 1. Diagrama esquematico da estacédo de tratamento de efluentes
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3.2.1.2 ISOLAMENTO, PURIFICAGAO E PRESERVACAQ

Fot inoculado 1 mi das amostras de efluente EF,, EF,, EF, e EF, em 5ml dos
meios de cultura liquidos e estéreis: EM, CN e meios de cultura EF comrespondentes
aos efluentes (1 ml da amostra de EF, no meio de cultivo EF, assim
sucessivamente) para enriquecimento. Todos os meios foram ajustados para os
seguintes valores de pH 5,0, 7,0 e 11,0 e incubados as {femperaturas de 30°C, 37°C

e 55°C por 72 horas de acordo com exemplo da Figura 2.

Apés crescimento no meio de enriquecimento foi realizado o isolamento em
placas pela técnica de estriamento em superficie, utilizando o mesmo meio de
cultura de enriquecimento acrescido de 2% de agar. As placas foram incubadas nas
temperaturas previamente utilizadas e foram retiradas as colnias isoladas apos 24,
48, 72, 96 horas.

Uma algada das colbnias isoladas foi colocada em tudo de ensaio com 5 ml
de agua estéril e os tubos agitados vigorosamente. Uma alcada da suspenséo de
ricrorganismos de cada um dos tubos foi inoculada em placas com meios de
origem pela técnica de estriamento em superficie e incubadas conforme descrito
acima. Foram feilas lAminas das colbnias reisoladas para estudos da pureza,
morfologia além do teste de coloragdio de Gram no caso de bactérias, Este
procedimento foi repetido tantas vezes quantas foram necessarias até a obtencgio

de cepas puras.

As cepas puras foram inoculadas em tubos contendo meio solido de origem,
inclinado, sendo incubados nas temperaturas de origem. Apds crescimento as
cepas puras foram preservadas pela adigfio de vaselina aos tubos e 0s mesmos

mantidos a temperatura de 10°C.
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\ 55°C
1mi da amostra EF ___ 5ml de meio EF,EM, CN / 30°C

N pH 7.0 / 37°C
\ 5500

30°C

pH11.0 43?00

55°C

Figura 2. - Esquema de enriquecimento das amostras de efluente.

3.2.3. DETERMINAGAO DA CAPACIDADE DE PRODUGCAO DE
BIOEMULSIFICANTES DOS MICRORGANISMOS

3.2.3.1 CONDIGOES DE CULTIVO

Os isolados obtidos foram cultivados em frascos erlenmeyers de 125 mi de
capacidade cortendo 50 ml dos meios de cultura a serem testados em agitador
rotatorio a 150 rpm/30°C. Apds o tempo de incubagdo, o caldo fermentado foi
centrifugado (10min/10000rpm/10°C), sendo seus sobrenadantes filtrados em papel
Whatman n°1. Os sobrenadantes foram conservados a temperatura de ~18°C para

ensaios posteriores. Todos 0s ensaios foram conduzidos em duplicata.

3.2.3.2 DETERMINACAO DO iNDICE DE EMULSAO

Para a determinagéio do Indice de Emulsdo (E,,) foi utilizado a metodologia

desenvolvida por COOPER & GOLDENBERG, (1987) madificado por CARVALHO &
DURRANT (1996), onde 2ml da fase hidrofobica (6leo de soja ou tolueno ou

querosene ou diesel ou vaselina ou xileno) a ser testada foi adicionada a 3.5 mi do
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sobrenadante, em tubo teste (10 mm x 100 mm). O tubo foi agitado em Vortex por 1
minuto e deixado em repouso por 24 horas. O mesmo foi feito para o tubo conirole
de todos os compostos hidrofobos testados usando os meios de cultura estérejs.

Apbs uma hora da agitagdo do tubo teste foi determinada a absorbancia a
240 nm na parte inferior do tubo teste utilizando o métoda descrito por JOHNSON ef
al. (1992) modificado por CARVALHO & DURRANT (1996).

Para a medida da atividade de emulsificagdo foi considerada a altura em
centimetros da coluna emulsionada (h) subtraido da altura da coluna emulsionada
formada no tubo controle (h,), quando houve a3 formacdo de emulsSo no tubo
controle, dividido pela altura da coluna de liquido total (hy), multiplicado por 100,

obtendo assim o Indice de Emulsao (Es,) de acordo com a Figura 3.

Ex=h-h X 100
h, h

\N z A

Figura 3 - Medida do Indice de Emulsio (E,, )

Apos as 24 horas de repouso, no mesmo tubo teste, foi determinado o
nimero de gotas emulsionadas (GE) formadas de acordo com o relatado por
BRODRERICH et al. (1981) de acordo com a observagdo visual da coluna
emulsionada formada sendo definida uma escala arbitraria que varia 0 g ++++
correspondendo ao nimero de gotas emulsionadas. Na Figura 4 podemas observar
além da escala de 0 & ++++, 0 exemplo da coluna emulsionada formada guandc o
substrato utilizado € dleo de soja que forma uma coluna emulsionada turva (T) no

tubo controle,
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Figura 4 - NOmero de gotas emulsionadas (GE) de acordo com a escala de

intensidade: +, ++, +++, ++++ ¢ T (exemplo de coluna emulsionada turva).

324 SELEGAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
BIOEMULSIFICANTES

Para uma selegdo preliminar foi inoculado uma aigada de cada isolado em
frasco erlenmeyer contendo 50 mi de EF, ou EF, ou EF, ou EF, adicionados de sais
(0,05% MgS0,.7H,0, 0,1% KH,PO,, 0,3% NaNQ,, 0,1% extrato de levedura, 0,03%
peptona) sendo o pH ajustado para o pH caracteristico de cada efluente de origeme
cultivados por 48 horas no caso de bactérias e leveduras , e 120 horas para fungos.

Os sobrenadantes foram submetidos a teste de emulsdo utilizando oleo de
soja. Foram selecionadas as linhagens que apresentaram indice de Emulsdo By 2
5.0 efou absorbancia > 0,35 e com o maior numero de gotas emulsionadas.

Os microrganismos selecionados foram submetidos a segunda fase de
selecdo, sendo inoculados da mesma forma em meio GYP e em meio 08 contendo

3% de 6leo de soja, previamente descritos em 3.2.3.1 e tiveram pH ajustado para
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7.0. Os frascos foram incubados por 48 horas em agitador rotatério {150rpm/30°).
Foi realizado o teste de emulsfo utilizando dleo de soja como composto
hidrofobico e as linhagens que apresentaram E,, 33,0 % e/ou absorbancia > 0,35 e

com no minimo ++ na escala de gotas emulsionadas.

Os microrganismos selecionados na segunda etapa foram cultivados em meio
08 contendo diferentes concentragdes de 6leo de soja (1,5, 3.0 e 5,0%) e em meio
GYP. Os tempos de incubagéo foram 10, 24, 48 e 96 horas 2 30°C na terceira etapa
de selegfo. Os filirados foram testados quanto a capacidade de emulsionar: dleo de
soja, querosene, tolueno, vaselina e xileno. Foram selecionados os microrganismos
que apresentaram 0s maiores valores de E,, e/ou absorbancia > 0,35 e com
- maximo de gotas emulsionadas nos menores tempos de fermentacdo, além de

apresentarem capacidade de emulsionar todos os compostos hidréfohos testados.

3.25 PRODUGAO DE BIOEMULSIFICANTE EM DIFERENTES
VALORES DE pH E TEMPOS DE CULTIVO

Os microrganismos selecionados foram testados no meio de melhor atividade
obtido no item 3.2.4, usando como pré-intoulo (2% viv) uma cultura de 24 horas
cultivada em 50 mi de meio incubado sob agitagéo(150rpm/30°C). O pH do meio foi
ajustado para 5,0, 7,0 e 11,0 e os frascos foram mantidos em agitador rotatdrio
{(150rpm/30°C). Apos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacdo foi
determinado o indice de Emulsdo (E,,) usando dleo de soja, quercsene, tolueno,
oleo diesel e xileno para cada valor de pH e tempo de cultivo de acordo com o

método descrito no item 3.2.3.

3.2.6 DETERMINAGAO DA TENSAO SUPERFICIAL

Foi utilizado 0 mesmo ajuste de metodologia adapta_do por SANTOS (1997).

Um volume de 48 ml de sobrenadante das culturas cultivadas no item 3.2.5 foi
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utilizado para medida da Tens8o Superficial. Foi utilizado o tensibmetro Kruess
Processor K12 V3.11 com placa de platina iriada (Placa de Wilhelm) de perimetro
molhado de 40 mm, 19,9 mm de comprimento e 0,1 mm de espessura. O
equipamento foi programado para trabalhar com desvio padrao referente a 5
medidas < 0,2 mN/m. A calibragBo do aparetho foi feita com agua destilada de

tensdo superficial aproximada de 72 mN/m.

3.2.7 DETERMINAGCAO DA BIOMASSA

A Biomassa seca foi determinada pelo método descrito por COOPER &
GOLDENBERG (1987) através da centrifugagéb {10000rpm/10min/10°C) dos caldos
fermentados descritos no item 3.2.5 em tubos de centrifuga tarados. A massa
celular obtida foi lavada 2 vezes com agua destilada no caso do meio utilizado ser
GYP, e lavada 2 vezes com hexano no caso de meio OS. Os tubos foram secos por
24h em estufa a 100 °C, resfriados em dessecador, a massa seca foi determinada

pela diferenga de pesos obtida em balanga analitica.

3.2.8 DETERMINACAQ DA REDUGAO DA DQO PELO CULTIVO EM
EFLUENTE

As linhagens obtidas da terceira etapa de seleg8o foram pré-inoculadas em
100% do efluente de origem dos microrganismos selecionados adicionado de sais
(0.05% MgS80,.7H,0, 0,1% KH,PO,, 0,3% NaNO, 0,1% extrato de levedura,
0,03%.peptona) estéril por 48 horas. Foram inoculados 2% deste pré-indculo em
meio estéril contendo 100% do efluente EF adicionado de sais e incubados por 10,
24, 48 e 96 horas sob agitagéo (150rpm/30°C).

A determinagdo de redugdo da DQO foi realizada no Laboratorio de
Tratamento de Efluentes da Gessy Lever, utilizando o padrdo desenvolvido por

GREENBERG, ef al. (1992) o qual se baseia na medida do oxigénio equivalente ao
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contetido da matéria organica na amostra que € suceptivel a oxidagéo por um forte
oxidante quimico. O método de DQO baseia-se no fato de que a maioria das
matérias organicas s&o oxidadas pela mistura de acido sulfurico e acido crémico em
ebulicdo. A mistura é refluxada em forte solugdo acida com massa conhecida de
dicromato de potassio em excesso. Apds a digestdo o dicromato de potacio ndo
reduzido remanescente é titulado com sulfato de ferro amoniacal para determinar a
quantidade de dicromato de postassio consumida e a matéria organica oxidavel é
calculada em termos de oxigénio equivalente. Para amostras de fontes especificas a
DQO pode ser relacionada empiricamente com a DBO.

A DBO é a medida da demanda bioquimica de oxigénio tendo como principio
a determinacéo empirica dos requerimentos de oxigénio de residuos aquosos,
efluentes e aguas poluidas. Este método é aplicado a plantas de fratamento de
efluentas para avaliar a eficiéncia de remogao de DBO. Este teste mede o oxigénio
utilizado durante um periodo de incubagéo especifico (b ou 20 dias) para a
degradagdo bioquimica da matéria orgénica. Por ser um metodo demorado

comumente utiliza-se a determinacéo de DQO e faz-se uma correlagéo com a DBO.

3.2.9 VERIFICAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Segundo SINGER citado por WAGNER (1988) a atividade hemalitica indica a
produgdo extracelular de compostos de superficie ativa, em geral de natureza
glicolipidica. Para verificar a atividade hemolitica foram inoculadas, em uma placa
de petri contendo o meio Agar Sangue, as linhagens selecionadas previamente da
terceira etapa de selegdo e incubada a 30°C. O resultado positivo € dado pela
formagdo de halo claro em volta da colonia devido a lise das células vermelhas do

sangue na placa apos 48 horas de incubacgao.
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3.2.10 IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
BIOEMULSIFICANTES

As linhagens isoladas com melhor capacidade de produgdo de
bioemulsificantes foram identificadas de acordo com o descrito no manual Bergey
(1986) e McFaddin (1980).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MICRORGANISMOS ISOLADOS DE EFLUENTES

Foram obtidas 111 cepas puras a partir dos efluentes EF,, EF,, EF, e EF,
sendo 30 cepas provenientes do EF,, 20 do EF,, 23 do EF,, e 38 do EF, Dentre
estes isolados 88 sdo bactérias, 12 s8o fungos filamentosos e 11 sdo leveduras,
sendo a maioria das bactérias isoladas bastonetes gram positivos. A porcentagem
de bactérias, fungos filamentosos e leveduras isolados dos efluentes s&o mostrados
na Tabela 4 e as caracteristicas morfologicas e origem das cepas isoladas podem
ser observadas nas Tabelas A1, A2, A3 e A4 no apéndice A.

Néo fot encontrado na literatura o uso de efluentes de indGstrias de alimentos
como fonte de isolamento de microrganismos produtores de bioemulsificantes. As
fontes usuais de obten¢fo destes microrganismos em geral sfo solos e aguas
contaminados por hidrocarbonetos e 6leo (KOSARIC, et af.,1987).

Segundo comunicagdo verbal da equipe técnica da estacio de tratamento de
efluentes 'da Gessy Lever a malor parte da carga orgénica dos efluentes
provenientes da fabrica de margarina e sab&o sfo dleos e gorduras, sendo estes de
dificit degradacao na estaco de tratamento de efluentes. Os efluentes da fabrica de
margarina s&o constituidos de misturas de dleos vegetais e os efluentes da fabrica
de sabdo contém gordura animal (sebo) além de misturas de oleos vegetais. Devido
a composicdo destes efluentes os mesmos foram escolhidos como fonte de
isolamento  de microrganismos produtores de bicemulsificantes devideo a
probabilidade de encontrar microrganismos capazes de  produzirem
bicemulsificantes, o que foi confirmado pelos resultados descritos neste trabalho.

A utiizagio de efluentes industriais para a produgéo de bivemulsificantes tem
sido descrita na literatura por MERCADE & MANRESA (1994) que utilizaram
residuos industriais da produgdo de oleo de oliva para a produgdo de ramnolipideo
por Pseudomonas sp. e por BABU ef al. (1996), que reportaram o uso de efluentes
industriais de destilarias de uisque e soro de leite de usinas de beneficiamento de

leite para a producéo de bioemulsificantes por Pseudomonas aeruginosa.
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TABELA 4 - PORCENTAGEM DE MICRORGANISMOS ISOLADOS DE
EFLUENTES DE INDUSTRIA DE MARGARINA E SABAO

EF, EF, EF, EF,
Microrganismo {%o) (%) {%) {%)
Bactérias 80 85 66,7 83,8
Fungos 10 10 25 2.7
filamentosos
Leveduras 10 5 8,3 13.5

4.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOEMULSIFICANTES
SELECIONADQOS

As Tabelas 5, 6, 7, 8 e O apresentam os valores de Indice de Emulsificagéo
(E,,) e 0s valores de absorbancia (A= 540 nm) para os 111 microrganismos isolados
dos efluentes. Dezoito microrganismos apresentaram capacidade de produzir
bioemulsificantes a partir de efluente de industria de margarina e sabdo e foi
possivel observar que a coluna emulsionada formada é turva. Utilizou-se como
critério de selegéo o valor de E,, = 5,0 e absorbancia > 0,35 nas condigbes ja

descritas.

Os dezoitos isolados selecionados foram A17, A28, B1, B4, BY, B12, C8,
C16, D3, D12, D13, D14, D17, D19, D20, D24, D29 e D30 conforme apresentado
nas Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 por apresentarem E,, > 5,0 e absorbdncia = 0, 35. Os
fungos apesar de apresentarem E,, 2 5,0 nédo foram selecionados devido ao longo
tempo de incubacBo (120 horas) e por apresentarem valores de [ndice de
Emulsificagdo semelhantes as bactérias e leveduras selecionadas com 48 horas de

cultivo.
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TABELA 5 -indice de Emulsdo (E,,), absorbancia (540 nm) e gotas
emulsionadas (GE) de emulsio de dleo de soja em agua
estabilizadas por sobrenadante de efluentes de fabrica de
sabao (EF,) fermentados por bactérias e leveduras a 30°C
por 48 horas

Amostra E.. GE ABS,
A2B* 0 - 0,56
At7* 0 - 0,43

A2 0 - 0,34
A7 0 - 0,28
A8 0 - 0,14
Ale 0 - 0,13
A21 0 - 0,11
AL 0 - 0,10
AZ0 0 - 0,10
A27 0 - 0,10
A1l4 0 - 0,08
A25 0 - 0,08
A24 0 - 0,05
A4 0 - 0,03
A3 0 - 0,03
At 0 - 0,00
AB 0 - 0,00
AS 0 - 0,00
A10 0 - 0,00
At 0 . 0,00
A2 0 - (0,00
A13 0 - 0,00
A15 0 - (3,00
A18 0 - 0,00
A19 0 - 0,00
A22 0 - 0,00
A23 0 - 0,00

(-1 Nao formacio de gotas emulsionadas
T ~ Formagéao de emulso turva
* - Linhagens selecionadas
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TABELA 6 -indice de Emulsdo {E,), absorbancia (540 nm) e gotas
emulsionadas (GE) de emulsiio de dleo de soja em agua
estabilizadas por sobrenadante de efluentes de fabrica de
margarina (EF,} fermentados por bactérias e leveduras 3
30°C por 48 horas

Amostra £, GE ABS.
B12* 8,33 T 0,29
B1* 5,00 T 0,01
Bo* 5,00 T 0,04
B4* 6,60 T 0,00
B10 1,67 T 0,00
B11 1,67 T 0,00
B85 1,60 T 0,00
B6 1,60 T 0,00
B2 0 - 0,04
B3 0 - 0,00
B7 0 - 0,00
B8 0 - 0,00
B13 0 - 0,00
B14 0 - 0,00
B15 0 - 0,00
B16 0 - 0,00
B17 0 - 0,00
B18 0 - 0,17

{-} N&o formacao de gotas emulsionadas
T - Formagao de emuisio turva
* - Linhagens selecionadas
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TABELA 7 indice de Emulséo (Ex), absorbancia (540 nm) e gotas
emulsionadas (GE) de emulsiio de odleo de soja em agua
estabilizadas por sobrenadante de efluentes do tangue de
mistura (EF,) fermentados por bactérias e leveduras a 30°C
por 48 horas

Amostra E,, GE ABS.
Ci6* 5,83 T 0,03
Ce* 5,00 T 0
C12 4,16 T 0
C15 4,16 T 0,10
Ci4 2,50 T 0,29
C1 0 - 0,08
Cc2 0 - 0,10
C3 0 - 0,04
C4 0 - 0,00
C5 0 - 0,03
C7 0 - 0
C8 0 - 0,07
CY 0 - 0,07
C10 0 - 0,14
C11 0 - 0
C13 0 - 0,03
C17 0 - 0,31

(-} Néo formagao de gotas emuisionadas
T - Formagdo de emuis&o turva
* - Linhagens selecionadas
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TABELA 8 - indice de Emulsao {(E,,), absorbancia (540 nm} e gotas
emulsionadas (GE) de emulsdo de oOleo de soja em agua
estabilizadas por sobrenadante de efluentes do tanque “fat
trap” (EF,) fermentados por bactérias e leveduras a 30°C por 48

horas
Amosira E24 GE ABS.
D8 4,20 T 0
D11* 4,20 T 0,27
D6 2,50 T 0
D35 1,66 T 0
D5 1,60 T 0,07
D1 0 - 0
D2 0 - 0,02
D3 0 . 0,45
D4 0 - 0,23
D7 0 - 0
Do 0 - 0
D10 0 - 0
D12* 0 - 0,60
D13* 0 - 0,36
D14 0 - 0,71
315 4 - 0,09
D16 0 - 0,06
D17 0 - 0,58
D18 0 - 0,19
D19* 0 - 0,81
Dz2o* 0 - 0,75
D21 0 - 0
D22 0 - 0
D23 0 - 0
D24 0 - 0,28
D25 0 - 0
026 0 - 0
D27 0 - 0
D28 0 - 0
D29* 0 - 0,85
D30* 0 . 0,73
D31 0 - 0
D3z 0 - 0
D33 0 - 0
D34 0 - 0
D36 ¢ - 0
D37 0 - 0

(-} N&o formagao de gotas emuisionadas

T - Formagdo de emulsdo turva
* - Linhagens selecionadas
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TABELA 9 - Indice de Emulsio (E24),absorbancia (540 nm} e gotas
emuisionadas (GE) de emulsio de Sleo de soja em agua
estabilizadas pelos sobrenadantes dos efluentes EF,, EF,,
EF, e EF, fermentados por  fungos filamentosos a 30°C
por 120 horas

Amostra Meio EZ24 GE ABS.
C20 EF3 6,60 T 0,10
C21 EF3 6,60 T 0
A29 EF1 5,83 T 0,07
A28 EF1 3,33 T 0,05
A30 EF1 0 - 0
B13 EF2 0 - 0
B14 EF2 0 - 0
C18 EF3 0 - 0,19
€19 EF3 0 - 0,05
C22 EF3 0 T 0
C23 EF3 0 - 0,22
D32 EF4 0 - 0,03

{-} N&o formagéo de gotas emuisionadas
T - Formag&o de emulsdo turva

Os dezoito isolados selecionados na primeira etapa de selecdo foram
testados quanto a capacidade de produzir bioemulsificantes a partir dos meios de
cultura GYP contendo glicose como principal fonte de carbono e meio OS contendo
3% de dleo de soja de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.4.

A partir dos resultados mostrados na Tabela 10 podemos observar que
algumas linhagens apresentaram alto Indice de Emulsificagéio (> 44,0%) quando
cultivadas nos dois meios testados. Observa-se também que as gotas emulsionadas
(GE) apresentaram variagéio de T para até ++++, indicando uma maior produgdo de
biovemulsificantes a partir destes substratos. Os valores de absorbancia foram
menores que os obtidos a partir do meio EF ndo sendo maiores que 0,22.0s
isolados que apresentaram maior Indice de Emulséo, maior absorbancia e maior
namero de gotas emulsionadas (GE) foram selecionados.

As treze linhagens selecionadas foram: A26, B1, B4, B9, B12, D3, D11, D13,
D14, D19, D20, D29 e D30.
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TABELA 10 - indice de Emulsdo (Es), absorbincia (540 nm) e gotas
emulsionadas (GE} da emulsao de 6leo de soja em agua estabilizadas
pelos sobrenadantes dos meios de cultivo GYP e OS 3% fermentados por
bactérias e leveduras a 30°C por 48 horas

MEIO GYP MEIO 08 3%
Amostra Eas GE ABS, Ezq GE ABS.
B1* 44,08 o 0,21 36,03 F 0
Bo* 41,67 depbt 0,22 41,66 ++++ 0
D3* 41,67 Fobebt 0,10 33,33 + 0
D19 41,67 ++ 0 12,50 T 0
D29* 41,66 bk 0 10,83 T 0
D20* 39,09 +H++ 0 4,16 + 0
D11* 35,83 ++ 0 12,5 T 0
D13* 28,95 + 0 33,33 + 0,10
D14* 10,83 + 0 36,37 ++ 0
D34 10,83 + 0 4,18 T 0
Cé 10,83 + 0 12,25 T 0
D3o* 10,00 T 0 36,67 FHt 0
D12 8,10 T 0 12,50 T 0
D18 7,50 T 0 12,50 T 0,02
B4* 6,67 T 0 33,33 At 0
A17 0 - 0 8,70 T 0
B12* 0 - 0 35,0 o 0
AZB* 0 - 0 38,33 ++ 0,20

*- Linhagens selecichadas

(-} Nao formagao de gotas emulsionadas
{+) Escala de GE: +, ++, +++, ++++ & T (Formacio de emuisio turva),

A utilizagao de glicose e dOleos vegetais para a producdo de bioemulsificantes
vem sendo estudada por varios autores. KITAMOTO ef al. (1990) reportaram o uso
de diferentes oOleos vegetais por Candida anfarctica para a producdo do
bicemulsificante manosil eritritol lipideo. A partir de glicose uma linhagem de
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Pseudomonas aeruginosa produziu ramnolipidec nos estudos conduzidos por
GUERRA-SANTOS ef a/. (1984).

Os treze microrganismos selecionados foram inoculados em meio GYP e
meios OS contendo 1,5, 3,0 e 5,0% de 6leo de soja e incubados por 10, 24, 48,72 e
96 horas em agitador rotatério (150rpm/30°) cujos resultados dos indices de
Emulsificag@o, GE e absorbancia em retacdo a emulséo de dleo de soja, querosene,
tolueno e vaselina estdo apresentados nas Tabelas B1 & B13 no apéndice B.

A partir destas tabelas foi construida a Tabela 11 onde podemos observar
que as linhagens denominadas B1 e BY, isoladas a partir do efluente proveniente da
fabrica de margarina, apresentaram os maiores indices de Emulsificagdo quando
cultivadas em meio GYP e OS nos menores tempos de incubacéo.

As linhagens B1 e B9 foram capazes de emulsionar todos os compostos
testados exceto vaselina que ndo apresentou bons indices de emuisdo quando
estas linhagens foram cultivadas no meio 0S, portanto nos demais testes a vaseling
foi substituida por dleo diesel.

As demais linhagens apresentaram baixos Indices de Emulsificacio em
ambos os meios e ndo foram capazes de emulsionar todos os compostos testados,
Na Tabela 11 podemos comparar a linhagem D14 que representa o comportamento
da maioria das linhagens ndo selecionadas, com as finhagens B1 & B29
selecionadas como melhores produtores de bicemulsificantes.

O cultivo em meio GYP apresentou os melhores indices de emulsificacio nos
menores tempos de cultivo, sendo utilizado como o methor meio para a producéo de
bioemulsificantes para os demais testes.

Nesta etapa de selscdo observamos que a medida de absorbancia foi
prejudicada devido a aderéncia de goticulas do composto testado na parte inferior
do tubo teste. Os valores da absorbancia obtidos ndo foram reprodutiveis ndo sendo
utifizada a absorbancia como parametro de sele¢io. Para os testes posteriores a
esta etapa foram realizados apenas a determinacéio do indice de Emulsificagdo (E,,)

e o nimero de Gotas Emulsionadas (GE),
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4.3 INFLUENCIA DO pH DO MEIO DE CULTIVO NA REDUGAO DA
TENSAO SUPERFICIAL

A influéncia do pH do meio de cultivo sobre as linhagens selecionadas B1 e
B9 foi analisada quanto a produgdo de bicemulsificantes capazes de reduzir a
tensdo superficial do meio GYP, durante os seguintes tempos de cultivo 2, 4, 6, 8,
10, 12, 24, 48, 72 e 96 horas.

De acordo com a Tabela Cl e C2 no apéndice C observou-se que a reducéo
da tensdo superficial foi pequena para ambas as finhagens quando cultivadas em
meioc GYP nos valores de pH 5,0, 7,0 & 11,0.

A linhagem B1 guando cultivada em pH 5,0 apresentou apés um valor médio
de redugdo da tensdo superficial de 9,61 mN/m apés 24 horas de cultivo. Quando
cultivada em pH 7.0 apresentou um valor médio de redugdo da tensdo superficial de
8,44 mN/m apds 10 horas de cultivo e quando cultivada em pH 11,0 apresentou um
valor medio de reducdo da tensdo superficial de 12,76 mN/m apos 72 horas de
cultivo.

A linhagem B9 quando cultivada em pH 5,0 apresentou um valor médio de
reducdo da tensfo superficial de 10,06 mN/m apds 48 horas de cultivo. Quando
cultivada em pH 7,0 apresentou um valor médio de reducdo de tensfio superficial de
7.72 mN/m apds 12 horas de cultivo e guando cultivada em pH 11,0 apresentou g

maior redugao da tenséo superficial de 10,88 mN/m apos 48 horas de cultivo.

Na literatura séo relatados estudos de bioemulsificantes com capacidade de
reduzir a tensdo superficial da agua ou meio de cultura. Porém ha varios exemplos
de microrganismos com atividade bicemulsificante ndo associada a reducdo da
tensdo superficial.

Nos estudos relatados por HOROWITZ et al.(1990) onde a partir de glicose
como fonte de carbono uma linhagem de Bacillus licheniformis (86) foi relatada
como produtora de bioemulsificantes que reduzem a tensdo superficial da agua de
72 mN/m para 27 mN/m na concentragfo de 10 pg/mi (bioemulsificante parcialmente
purificado). Estes mesmos valores de redugéio da tensdo superficial {de 72 pars
27N/mj) foram obtidos por JENNY ef al,(1991), quando uma linhagem de Bacillus

licheniformis foi fermentada em meio contendo glicose como fonte de carbono,
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utilizando a concentragéo de 15 mg/l de bioemulsificante, valores de reducdo de
tens&o superficial que foram considerados altos por estes autores.

Porém os dados obtidos por COOPER ef al. (1981a) mostram que estes
autores obfiveram uma pequena diminuicdo dos valores de tensdo superficial,
quando uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa (17423) foi cultivada em meio
contendo xileno e querosene como fonte de carbono, provocando uma reducdo da
tenséo superficial de 13 mN/m quando crescida em meio contendo querosene e de
8mN/m quando em meio contendo xileno. Apesar dos baixos valores de tensdo
superficial esta linhagem conseguiu emulsionar uma mistura de guerosene e fase
aquosa contendo bicemulsificante atingindo 62% de emulsificacio.

Uma pequena diminuicdo de tensso superficial também foi reportada por
ASHTAPUTRE & SHAH (1995), quando Sphingomonas paucimobilis cultivada em
meio contendo sacarose produziu um exopolissacarideo. A reducéo da tensdo
superficial foi pequena mas este bioemulsificante foi capaz de estabilizar emulsfes
com diversos hidrocarbonetos. Estes mesmos autores acraditam que o fato de
ocorrer emulséo apesar da pequena reducdio da tensdo superficial indica que o
efeito de estabilizacdo da emulsdo ndo se deve as propriedades de tenséo
superficial e sim pela formacdo de um filme interfacial que funciona como uma
barreira prevenindo a coalescéncia das gotas dispersas.

Os autores GUTNICK & SHABTAI (1987) estudando o “Emulsan” produzido
por Acinetobacter calcoaceticus, também observaram pequena reduglo de tenséo
superficial e sugerem a formagso de um filme interfacial. Os valores de tensio
superficial obtidos neste estudo s&o considerado baixos quando comparados aos
dados encontrados na literatura e podem ser explicados pelos argumentos
apresentados por ASHTAPUTRE & SHAH (1996)e GUTNICK & SHABTAI (tegn).

4.4 INFLUENCIA DO pH NA PRODUGAO DA BIOMASSA

Pela analise dos dados das Tabelas 12 ¢ 13 e das Figuras 5 e 6 podemos
observar, no pH 7,0 apds 12 horas de fermentacdo, que a biomassa produzida pela

linhagem B1 (0,47g/1) e B9 (0,51 gll) foi praticamente a mesma. Nio houve
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alteracdes significativas de biomassa apos 24 horas de cultivo da linhagem B1 em
pH 7.0, porém a linhagem B9 dobrou a biomassa apds 98 horas de cultivo neste
mesmo pH.

A linhagem B1 apresentou valores maximos de biomassa apds 72 horas de
cultivo quando cultivada em pH 11,0, apds 48 horas de cultivo no pH 5,0 e apos 24
horas no pH 7,0.

Os valores maximos de biomassa da linhagem B8 foram atingidos também no
tempo de 72 horas quando cultivada em pH 11,0 e ap6s 48 horas de cultivo em pH
5,0 e 7,0. Os valores maximos do indice de emulsificagdo foi verificado apés o

maximo de producao de massa celular,

TABELA 12 - Efeito do pH do meio GYP na produgio

de massa seca (g/l) pela linhagem B1
TEMPO (h) pH5,0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 0 0

12 0,05 0,47 0,03
24 0,17 0,57 0,08
48 0,41 0,56 0,34
72 0,45 0,46 0,76
96 0,52 0,68 1,13

TABELA 13 - Efeito do pH do meio GYP na producgéo
de massa seca (g/l) pela linhagem B9

TEMPO (h) pH50 pH7,0 pH11,0

0 0 0 0

12 0,08 0,51 0,02
24 0,37 0,64 0,11
48 0,82 0,74 0,79
72 0,91 0,74 1,15

96 0,85 1,08 1,18
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4.5 EFEITO DO pH DO MEIO DE CULTURA NO INDICE DE EMULSIFICAGAO DA
EMULSAO DE OLEO DE SOJA, QUEROSENE, TOLUENO, XILENO E OLEOD
DIESEL EM SOBRENADANTE DAS CULTURAS B1 E B9

Os resuitados da influéneia do pH no Indice de Emulsio em relacdo aos
diversos compostos testados estéo expostos nas Tabelas D1 a D10 no apéndice D.
Na Tabela 14 podemos verificar que tanto para a linhagem B1 quanto B9 a formacao
maxima de emulsfo, isto é maior niimero de gotas emulsionadas (++++) tem inicio
para todos os compostos testados apos 24 horas de cultivo quando o meio GYP foi
ajustado a pH 5,0: 10 horas quando em pH 7.0 exceto para dleo diesel {onde o
tempo foi de 12 horas) e 72 horas para o pH 11,0, com excecdo de tolueno para a
linhagem B1., O dleo diesel ndo foi emulsionado pelo sobrenadante do cultivo da
linhagem B8 com pH inicial 11,0,

As linhagens B1 e B9 produziram bicemulsificantes em todos os valores de
pH testados que foram capazes de emulsionar compostos arométicos, como tolueno
e xileno, assim como misturas de hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos, como
querosene e 6leo diesel, além de triglicerideos como oleo de soja.

Os maiores valores de Indice de Emulsdo foram obtidos quando estas
linhagens foram cultivadas em meio GYP 4 pH 7,0, com valores variando de 33,0 %
@ 46,6 %, dependendo do composto testado, apds 10 horas de cultivo, Apos atingido
0 maximo de gotas emulsionadas os valores médios do Indice de Emulsio
mantiveram-se constanteé até o tempo de 96 horas de cultivo.

Nas Figuras 7, 8, 9, 10 e 11 sdo0 apresentados os graficos do Indice de
Emulséo da linhagem B1 para 6lec de soja, querosene, tolueno, oleo diesel, xileno
nos diferentes valores de pH testados e nas Figuras 12, 13, 14, 15 e 16

encontramos os dados referentes para a linhagem B9.
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Tabela 14 - Inicio da formagio da emulsio maxima (GE++++) das linhagens B1 ¢ B9

quando cuitivadas em meio GYP em pH 5,0, 7,0 € 11,0 em relagéo aos compostos
testados

LINHAGEM B1

Oleo de soja Querosene Tolueno Oleo diesel Xileno

Tempo| E24 | Tempoi| E24 Tempo | E24 | Tempo E24 Tempo | E24
pH inicio | médio | inicio | médio | inicio | médio | inicio meédio | inicio |[médio
5,0 244 40,84 24 h 4342 24 h 41,27 24h 24,54 24h 144,58
7,0 16 h 43,39 10h 44,00 i0h 40,42 12h 44 85 10h §4500

0 | 72h | 4545 § 72h | 4414 | 48h | 4340 | 725 | 4454 | 72n | 4gs
LINHAGEM B9

Oleo de soja Querosene |Tolueno Oleo diesel Xileno

Tempo| E24 [Tempo| E24 |Tempo!| E24 Tempo E24 Tempo | E24
pH inicio | médio | inicio | médio | inicio | médio | inicio | médio { inicio médio
5,0 24h 44,54 1 24h | 4600 | 24h | 4404 | 24nh 39,56 24h }47.52
7.0 1W0h | 43,28 100 | 4572 10h | 44,07 12h 31,68 10h | 46,70

11,0 72 h 36,38 72 h 37,68 72h 41,39 96 h 0 48h 41,09

COOPER & GOLDENGERG (1987) estudaram a producdo de
bioemulsificantes por Bacillus sp. IAF 343 e Bacillus cereus IAF346 2 partir de
fermentagdo de sacarose como fonte de carbono. O indice de emulsio E,, foi
medido pela mistura de 8 ml de querosene a 4 mi de fase aquosa (2g ds
bioemulsisficante/l) em vortex por 2 min. Para o Bacillus cereus o valor de Maximo
de emulsificacdo 58% foi obtido apos 30h de fermentagéo no pH 6,5 logo apés o
inicio da fase estacionaria de crescimento, provocando um abaixamento da tenséo
superficial da agua de 72 para 31 mN/m. A linhagem IAF 343 atingiu 80% de Indice
de Emulso (1,25 g/l de bicemulsificante) apos 20 horas de fermentacdo em meio
com pH controlado em 6,5, ndo ocasionando abaixamento de tensdo superficial.

CAMERON et al(1988) extrafram manoproteina da parede celular de

Saccharomyces cerevisiae verificando a capacidade de emulséo pelc mesmo
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metodo de COOPER & GOLDENGERG (1987), porém testando o indice de emulsdo
apbs uma hora da agitacéo do tubo. A concentragao de 0,1% de manoproteina (p/iv)
foi obtida emulsfo com querosene, dleo vegetal, dleo mineral, pentano, octano,
hexadecano, etilacetato, cloroférmio, diclorometano, tolueno e xileno sendo indice

de emulséo médio de 97% apés 30 horas de cultivo.

ASHTAPUTRE & SHAH (1995) estudaram a produgéo de expolissacarideo
por Sphingomonas paucimobilis a partir da fermentacdo de sacarose como fonte de
carbono. O expolissacarideo foi capaz de emulsionar xifeno, benzeno, 2
metilalfanaftaleno, hexadecana, hexano, querosene, Oleo de castor, Sleo de oliva,
oleo de coco com indice de emulsdo medic de 98% utilizando o metodo de
COOPER & GOLDENGERG (1987) modificado.

4.6 COMPARAGAO ENTRE O NUMERO DE GOTAS EMULSIONADAS
(GE) E O iINDICE DE EMULSIFICACAO

Para analise do tipo de emulséo formada foi utilizado o método descrito por
BRODERICK & COONEY (1981). Comparando os dados das Tabelas D1 a D10 no
apéndice D e a Tabela 14 com as Figuras de 7 a 16 podemos observar que o
numero de gotas emulsionadas (GE) atinge o maximo {(++++) quando o indice de
emulsificacéio & maximo. Nas Figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22 temos folos onde
podemos observar claramente a formagiio maxima da emulsao pelo sobrenadante
do cultivo da linhagem B9 em meio GYP em pH 7.0 por2, 4,6, 8e 10 horas e o
ntimero de gotas emuisionadas formadas pela emulsao com os compostos testados.

Foi possivel observar nos tubos com GE maximo que a emulsio formada era
to consistente que o tubo podia ser invertido que a emulséo e a fase aquosa ndo
escoavam. Este mesmo fato foi observado por BRODERICK & COONEY (1981)
durante o estudo da desta metodologia de inspecdo visual. A inspecdo visual foi
considerada por estes autores como o método mais reprodutivo, quando comparado
a imobilizaglo de gotas de olec emulsionadas em gelatina com analise de

freqliéncia e tamanho das gotas emulsionadas, com o método de colapso da
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emulsdo pela medida do volume de querosene necessario para provocar ¢ colapso
da emulsdo.

Fol observado que quanto maior o indice de emulsdo maior o ndmero de
gotas emuisionadas e menor é o tamanho das gotas emulsionadas, portanto, maior
a area interfacial total entre os dois liquidos imisciveis. Sequndo SHAW {1975) o

aumento da area interfacial é uma caracteristica dos bioemulsificantes.
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Fig. 17 - Escala do nimero de gotas emulsionadas Fig.18-Oleo de soja emulsionado pelo
(GE): +,++, +++ ++++ e coluna emulsionada turva (T) sobrenadante da cultura da cepa B9

em meio GYP pH 7.0 por2 4 6.8 _10h

Fig.19 - Querosene emulsionada pelo Figura 20 - Tolueno emulsionado pelo
sobrenadante da cultura da cepa B9 em sobrenadante da cultura da cepa B9 em
meio GYP pH 7.0 por2,4,6,8e 10 h meio GYP pH 7,0 por 2, 4,6,8e 10 h

Fig. 21 - Oleo diesel emulsionado pelo Figura 22 - Xileno emulsionado pelo
sobrenadante da cultura da cepa B9 em sobrenadante da cultura da cepa B9 em
meio GYPpH 7 0por2,4,6,8e10h meio GYP pH 7,0 por2,4,6,8e 10 h
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4.7 ATIVIDADE HEMOLITICA DAS LINHAGENS B1 E B9

A atividade hemolitica positiva & observada quando ha formagdo de halo
incolor ao redor das coldnias que crescem meio Agar Sangue. Tanto a finhagem B1
e BY cresceram em meio Agar Sangue, porém nado houve formacao de halo incolor
em volta das coldnias, sendo negativa a atividade hemolitica.

Este método foi descrito por Wagner {(1988) como um teste rapido para
selecéo de microrganismos produtores de glicolipideos extracelulares soluveis em
agua. O método baseia-se na Capacidade dos glicolipideos provocarem lise das
células vermelhas do sangue durante o crescimento dos microrganismos, Este
mesmo metodo também foi utilizado por CARRILLO et al.(1996), como critério de
selegdo primério de microrganismos produtores de bioemuisificantes, onde das 492
linhagens isoladas, apenas 37 apresentaram atividade hemolitica. Estas linhagens
com atividade hemoilitica junto com outras 49 linhagens ndo hemoliticas foram
lestadas quanto a capacidade de reduzir g tensado superficial da agua. Apenas 5
finhagens apresentaram atividade hemolitica & capacidade de reduzir a tensdo
superficial do meio.

De acordo com dados obtidos e com o relatado na literatura podemos supor
que os bioemulsifcantes produzidos pelas linhagens B1 e B9 nédo sso ghcolipideos

por ndo apresentarem atividade hemolitica.

4.8 REDUGAO DA DQO DO EFLUENTE EF2 PROVENIENTE DA
INDUSTRIA DE MARGARINA PELAS LINHAGENS B1 E B9

As linhagens B1 e B9 foram inoculadas em efluente EF, acrescido de sais
{0,05% MgS0,.7H,0, 0,1% KH,PO,, 0,3% NaNO, , 0,1% extrato de levedura,
0,03%.peptona) estéril incubadas por 96 horas. De acordo com a Tabela 15
podemos observar que a reducdo média da DQO apos 48 horas foi de 58% para a
finhagem BY com méxima reducdo apds 968 horas de incubacdo (59,89%). A
linhagem B1apresentou reducio de DQO de 63,66% apos 96 horas de incubacso,
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Com estes resuliados podemos supor que a producéo de bicemulsificantes
pode auxiliar na redugdo da DQO porem nio foi possivel estabelecer uma relagdo
direta entre o indice de emulsificacéio e a capacidade de reducdo da DQO.

Os resultados deste estudo foram considerados bastante satisfatérios
segundo o L.aboratério de Tratamento de Efluentes da Gessy Lever, pois de acordo
com o fluxograma do tratamento de efluentes (Figura 1) sdo necessarias varias
etapas de tratamento fisico-quimicos antes que este chegue ao tanque de asracio,
onde se da o tratamento biologico dos efluentes. O tratamento biolégico leva 150h
para que se atinja uma reducio de 95% de DBO em relagio a mistura dos efluentes
brutos (EF, + EF,), que entram na estacdo de tratamento de efluentes. Existe uma
relagdo de correspondéncia de redugdo de DQO e DBO que foi constatada pela
Gessy onde a DBO corresponde a 61% da DQO. As linhagens B1 e BY apresentam

assim potencial para aplicacdo no tratamento biologico de efiuentes.

TABELA 15 - Redugio da DQO do EF, pela linhagem B9

Tempo DQO % de reducio
{hj {mg oxigénio/l} da DQO
0 2284 -
24 1339 41,37
48 1048 54,11
72 992 56,56
96 9186 53,80

A degradagdo de residuos industriais aquosos da extracdo de dleo de oliva
por Yarrowia lipolitica {ATCC20255) foi estudada por DE FELICE (1997), obteve
uma reduglo de 80% da DQO apoés 24horas de fermentacio além de verificar a

produgéio de proteina unicelular de 2245 gil.
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4.9 IDENTIFICAGAO GENERO DAS LINHAGENS B1 e B9

As linhagens B1 e B2 isoladas do efluente EF2 proveniente da industria de
margarina apresentaram os melhores indices de emulsificacéo e foram identificadas
guanto a genero. De acordo com as caracteristicas morfofisioldgicas descritas pelo
manual de Bergey (1986) e Mac Faddin (1980) as linhagens B1 e B2 foram
identificadas como Baciflus sp. Os resultados dos testes de identificagio realizados

estao descritos na Tabela 16

TABELA 16 - Caracteristicas morfofisiolégicas das linhagens B1 e B9

Caracteristica 'B1 B9
Forma Bastonete Bastonete
Gram + 4
Formacg&o de Esporo + +
Catalase + | +

Oxidase + +
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5. CONCLUSOES

1 - Foram isoladas 111 cepas puras a partir dos efluentes da indastria de
margarina e sabio sendo 79,28% bactérias, 10,81% fungos filamentosos e 9,91%
leveduras. As linhagens B1 e B9 foram Capazes de crescer e produzir
bioemulsificantes quando cultivadas em meio contendo principal fonte de carbono
glicose (meio GYP), dlec de soja (meio O8) e efluente da fabrica de margarina
(meio EF,),

2 - As linhagens B1 e B9 foram selecionadas como as melhores produtoras
de bicemulsificantes, apresentando altos Indices de Emulsificacdo quando
cultivadas em meio GYP ajustado a pH 7,0 apds 10 horas de cultivo. Estas
linhagens foram iscoladas do efluente EF; proveniente da industria de margarina e

foram identificadas como Bacillus sp.

3 - As linhagens de Bacillus sp B1 e Bacillus sp B9 produziram
bioemulsificantes capazes de emulsionar os compostos festados sendo estes
aromaticos (tolueno e xileno), misturas de compostos alifaticos e ciclicos {querosene

e diesel) e triglicerideos (dleo de 80ja).

4 - As linhagens de Bacillus sp B1 e Bacillus sp BY nédo apresentaram
atividade hemolitica e os bicemulsificantes produzidos provocaram pequena

reducéio da Tens&o Superficial do meio de cultivo GYP.,
5 - A linhagem de Bacillus sp B1 reduziu a DQO do efluente da fabrica de
margarina (EF,) em 58% apods 48 horas de cultivo e o Bacillus sp BY reduziu a DQO

em 63,66% apds 96 horas de cultivo no mesmo efluente.

6 - Os resultados acima indicam um potencial de utilizacdo dos Baciflus sp B1

e Bacillus sp B9 para biorremediagao e tratamento de efluentes industriais.
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APENDICE

Apéndice A - Dados das linhagens isoladas dos efluentes EF1, EF2, EF3 e EF4

TABELA A1 - Condigdes de isclamento, morfologia e coloragdo de Gram
das bactérias isoladas do effuente EF1

Amostra Meio pH Temp. Forma Gram
Al EF1 50 37 Coco +
A2 EF1 11,0 37 Coco +
A3 NA 5,0 30 coCo -
Ad EF1 7.0 30 bastonete +
AB EF1 11,0 30 bastonste +
AB EF1 7.0 37 cOCo +
AT NA 50 37 hastonete -
A8 NA 5,0 37 oGO +

At0 EF1 11,0 37 hastonete +
At MNA 5,0 30 COCo +
A13 MA 50 a7 bastonete +
INE NA 50 30 basfonete +
Al1G EF1 7,0 30 bastonete +
AT NA 50 37 bastanete +
A8 NA 50 37 bastonete +
A19 EF1 7.0 37 bastonete *
AZG BNA 5,0 a7 hastonete +
A2 EF1 7.0 37 COGO +
B2 EF1 11,0 30 | bastonete N
A23 A 5,0 30 basionate -
Azd EF1 7.0 37 | bastonste ¥
AZ5 NA 5,0 30 COCO +
AZ6 EF1 11,0 30 bastonete +
A27 NA 50 37 basionete +

TABELA A2 - CondicSes de isolamento, morfologia e coloragiio de Gram
das bactérias iscladas do efluente EF2

Amostra Meio pH Temp. Forma Gram
B1 EF2 11,0 37 hastonete +
B2 EF2 1.0 30 | bastonete +
B3 EF2 7.0 30 cOCo +
B4 NA T.0 37 bastonete +
BS EF2 11,0 30 | bastonete +
86 NA 7.0 37 § bastonste +
B7 EF? 1.0 37 |bastonete ¥
B8 NA 7.0 37 | bastonete T
B9 EF? 11,0 37 bastonete ¥
B10 EFZ 7.0 30 coco +
Bi1 EF2 14.0 30 hastonete +
B13 =F2 11,0 30 bastonele *+
B14 EF2 11,0 a7 bastonels +
Bi15 EF2 11,0 37 | bastonete ¥
816 EF2 11,0 30 | basionete +
B17 EF2 11,0 37 | bastonete +
B8 EF2 7.0 360 bastonete +
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das bactérias isoladas do efluente EF3 e EF4

TABELA A3- Condigbes de isolamento, morfologia e coloragdo de Gram

EF3
Amostra | Meio pH | Temp.lC)| Forma | Gram

G2 NA 5,0 30 cOCo ¥
C3 NA 70 37 Coco ¥
CA NA 5.0 37 bastonete rx
c5 NA '?',0 30 cocn +
Ch NA, 7.0 37 bastonete +
C7 EFa 7.0 30 1 bastonete +
CB £F3 7.0 30 bastonete ¥
932 NA 50 30 hasionete +
Wk EF3 11,0 37 |bastonete ¥
C12 EM 7.0 37 bastonete +
Ci3 NA 5.0 30| bastonete +
G4 EM 7.0 30 bastonete ¥
15 EM ?j,{} 37  hastonete +
Ci6 RS 7.0 30 bastonele +
A7 EF3 7.0 30 bastonete T

EF4
B EF 5,0 30 bastoneie +
D2 EF 11,0 37 | bastonete +
D3 EE 7.0 37§ bastonete +
D4 EF 7,0 30 bastonete Iy
DR EF 50 37 bastonete +
DB EM 7.0 30 bastonete +
B7 EM 7.0 30 | bastonete +
D8 EF 5.0 37 | basionete +
D9 [53 50 37 bastonete +
D11 EM 7.0 30 bastonete +
D13 EM 7.0 37 bastonete T
D15 EF 5.0 30 | bastonete s
D16 NA 7.0 30 | bastonete ¥
D17 NA ?,O 30 £OC0o +
020 NA 7.0 37 ) +
D21 EF 7.0 30§ bastonete s
D22 EF 7.0 37 bastonete T
D23 EF 5,0 37 hastonele ¥
D24 EM 7.0 30 | bastonete ¥
D25 EF 11,0 37 bastonete +
D26 NA 7.0 37 hastonete ¥
D27 RA, 7.0 30 bastonete ¥
D28 EE 11,0 37 | bastonete +
D29 EF 7.0 30 bastonete +
D30 EM 7.0 30 hastonete +
D31 EM 70 30 | bastonete ¥
D32 EF 7.0 30 CoCo *
333 EF 7.0 30 hastonate +
034 NA 7,0 30 bastonete +
0235 EE 11,0 a0 COGo +
D36 EF 1,0 37 coco "
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TABELA A4 - Condigdes de isolamento dos fungos filamentosos e leveduras
isolados dos efluentes EF1, EF2, EF3 ¢ EF4.

EF1
Amostra Msio pH Temp. Tipo

AS NA 50 37 levedura
AlZ EM 7,0 37 levedura
XY EM 7.0 37 levedura
A28 EM 7.0 36 fungo
AZS EFt 11,0 30 fungo
A30 EM 7.0 37 fungo

EF2

812 EM 70 30 levedura
B13 EM 7.0 J7 fungo
B14 EF2 7.0 30 fungo

EF3 -

Ci NA 50 306 tevedurs
C18 EM 7.0 55 fungo
C10 EM 7.0 55 fungo
C20 kM 7.0 37 fungo
c21 EM 7.0 30 fungo
C22 EF3 7.0 30 fungo
C23 EM 7.0 30 fungo

EF4

210 EF4 7.0 55 tevedura
D12 EM 7.0 30 levedura
D14 EnM 7,0 ar levedura
D18 EM 7.0 30 ievedura
D19 EM 7.0 30 levedura
D37 EM 7.0 30 fungo
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Apéndice B - Dados da terceira etapa de selegéo
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Anexo C - Dados referentes a tensio superficial.

TABELA C1- [Influéncia do pH do meio GYP na produgio de

bioemulsificante pela linhagem B1 na reducéo
da tensdo superficial {TS-mN/m)

Tempo (h) pH 5,0 pH 7,0 pH 11,0
0 50,73 48,68 51,85
2 45 53 4473 46,65
4 45,14 48,41 4376
6 46 40 47.00 45,16
8 46 52 4504 40,75
10 45,08 42 02 45,66
12 4550 40,98 44 58
24 40,80 40,75 48,36
48 41,5 38,71 42,71
72 40,76 40,53 39,00
96 41,31 40,08 37,76

QObs: Tensao superficial da agua - 72 miN/m

TABELA C2 - Influéncia do pH do meio GYP na producio de
bioemulsificante pela linhagem B9 na redugac
da tensio superficial {TS-mN/m)

Tempo (h) pH 5,0 pH7,0 pH 11,0
0 50,73 48,66 51,04
2 46,80 48,82 46,71
4 45,24 44 95 44 87
8 44 35 41,48 43,25
8 46,52 45,25 42,00
10 47,19 48,00 41,54
12 46,37 40,35 47 13
24 46,38 42,49 45,67
48 40,27 40,35 41,08
72 40,34 41,35 44 25
96 41,53 41,90 48,34

Obs, Tenséo superficial da agua - 72 mN/m
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Anexo D - Dados referentes a Influéncia do pH no E24 e GE

TABELA D1 - indice de Emulsio {(E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B1 em relagéo a Oleo de Soja
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo E24 GE E24 GE E24 GE
(h) pH 5,0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 - 0 - 0 -

2 0 - 0 - 0 .

4 0 - 0 - 0 -

6 0 - 0 - 0 .

8 0 - 0 - 0 -
10 0 - 44 64  ++++ 0 -
12 0 - 45,45 oo 0 -
24 43,12 +iott 41,82  ++++ 0 -
438 35,458 bt 44 44 ++++ 22,33 +
72 44 64 ++++ 38,88 Hbed 45 45 -t
96 40,18 ++++ 45 12 ++++ 4579 ++++

{-} Ndo houve formacado de gotas emulsionadas

{+} Escala do nimero de gotas emuisionas: +, ++, +44 4t

TABELA D2 - indice de Emulsio (E24) ¢ Gotas Emulsionadas
{(GE) da linhagem B1 em relagdo a Querosene
guando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo E24 GE E24 GE E24 GE
{h) pH 5,0 pH 7,0 pH 11,0
0 0 . 0 - 0 -
2 0 p 0 p 0 -
4 0 p 0 p 0 -
6 0 P 0 p 0 -
8 0 p 0 p 0 -
10 0 p 44 84 i+t O "
12 4,50 ++++ 4313 R 31,81 ++
24 44 54 et 42 86 A 35,00 ++
48 42,85 bt 4272 bbb 37,27 ++
72 4545  ++++ 4561 ++th 42,98 +++
96 40,00 ++++ 4505 ++++ 44 14 bt

{-} Nac houve formacdo de gotas emulsionadas

{+) Escala do numero de gotas emulsionas: +, ++, +++, ++++
{p) Gotas aderidas g parede
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TABELA D3 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B1 em relagiio a Tolueno
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo  E24 GE E24 GE E24 GE

(h} pH 5,0 pH 7,0 pH 11,06

0 0 - 0 - 0 ~

2 0 p 0 P 0 -

4 0 p 0 P 0 -

6 0 p 0 p 0 -

8 0 p 0 D 0 -
10 0 D 39,28 444+ 0 -
12 8,10 4+ 4077  ++++ 33,06 +++
24 43,14 t+++ 40,91 ++e+ 33000+
43 42,15 ++++ 38,53 #+++ 40,00 4+
72 3846  ++++ 41,90 e+ 4206 FHe+
96 41,35  ++++ 4118 ++++ 4815 44+

{-) N&o houve formacio de gotas emuisionadas
(+) Escala do nimero de gotas emulsionas: +, ++, +++ ++++
{p} Gotas aderidas a parede

TABELA D4 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B1 em relacio a Oleo diesel
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo E24 GE E24 GE E24 GE

{(h) pH 5,0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 - 0 - 0 -

2 0 ~ 0 - 0 -

4 0 - 0 - 0 -

B 0 - 0 - 0 -

8 0 - 0 - 0 -
10 0 - 8,70 p 0 -
12 3,70 ++++ 29,56 ++++ D -
24 26,13 +td 36,36 Akt 0 -
48 30,00 Abob+ 25,45 bt 1, -
72 24,54 +dbb 36,38 i+ 44 54 kb
86 17,88 ++++ 44 .85 it 33,62 bt

{+) N&o houve formagiio de gotas emulsionadas
{+) Escala do Umero de gotas emulsionas: +, ++, +++ i
{p) Gotas aderidas a parede
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TABELA D5 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
{GE) da linhagem B1 em relacio a Xileno
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo £24 GE E24 GE E24 GE
{h) pH 5.0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 - 0 - 0 -

2 0 p 0 P 0 -

4 0 B 0 D 0 -

6 0 p 0 D 0 -

8 D p 0 D 0 -
10 0 p 45,00 ++++ 0 -
12 5,60 +t 44 04 oot 0 -
24 47 81 b 44,95 +4++ 0 -
48 45 45 +tid 45 45 bt 0 -
72 44 54 +++ 486,00 F+++ 44 54 ++++
96 40,74 R 44 85 bt 48,65 Fop

(-} N&o houve formaco de gotas emuisionadas
{+) Escala do numere de gotas emulsionas; +, +F, +4++, ++++
{p) Gotas aderidas a parede
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TABELA D6 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B9 em relagdo a Oleo de soja
quando cultivada em meic GYP em diferentes pHs

Tempo E24 GE E24 GE E24 GE
{h} pH5,0 pH 7.0 pH 11,0
0 0 - 0 - 0 -
2 4§ - 0 - 0 -
4 0 - 0 - 0 -
B 0 - 0 P 0 -
8 32,72 + 0 p 0 -
10 32,72 + 4300  ++++ 20,37 +
12 32,72 + 4311 -t 27,10 +
24 43,51 e+ 3929 e+ 23,00 +
48 4273 4+ 4352 ++++ 33,03 +4
72 45,94 ++++ 4580 4+t 36,38 4
98 42 98 ++i-+ 45,00 ++4e+ 36,36 4+t

{-} Nao houve formagao de gotas emulsionadas

(+) Escata do nimero de gotas emulsionas: +, ++, +++, s+t
{p) Gotas aderidas a parede

TABELA D7 - indice de Emulséo {(E24) e Gotas Emulsionadas

(GE) da linhagem B9 em relagédo a Querosene

quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo E24 GE E24 GE E24 GE
(h} pH5,0 pH 7.0 pH 11,0
0 0 - 0 - 0 -
2 0 p 0 p 0 -
4 0 p 0 p 0 -
B 0 D 0 D 0 -
8 0 p 0 p 0 -
10 877 At 46,42  +bt 0 -
12 10,00 e x 4553 i+ 11,00 +
24 45 87 e+ 4585 +Htt 17,85 ++
48 4828 4+t 44,64 i 37,50 -+
72 45,04 ++++ 4545 b+ 43,24 bt
96 46,02 Ftd 48,36 +4obt 32,14 ot

(-) N&o houve formagao de gotas arauisionadas

(+) Escala do nimero dg gotas ermuisionas: +, ++, +++, bt
(p} Gotas aderidas a parede
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TABELA D8 - indice de Emulsio {(E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B9 em relagdo a Tolueno
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo  E24 GE E24 GE E24 GE

{h} pH5,0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 - 0 - 0 -
2 0 p 0 p 0 -
4 0 D 0 p 0 -
8 0 p 0 p 0 -
8 0 p 0 3] 0 -
10 0 p 4313 44+ 0 -
12 11,11 + 42,85  +++t 7,27 +

24 46,78 ++++ 44 34 At 12,12 ++

48 45,79 4+t 42 99 +++3 42,20 4+
72 41,00 +4te+ 46,15 bt 41,28 Aot
95 42,59 ++++ 44 95 e 41,50 Aot

(-} N&o houve formagao de gotas emulsionadas
{+} Escala do nimero de gotas emuisionas: +, ++, ++, 44+
(p) Gotas aderidas a parede

TABELA D9 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B9 em relagéo a Oleo diesel
guando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo  E24 GE E24 GE E24 GE

{h) pH5,0 pH 7,0 pH 11,8
0 0 - 0 - 0 -
2 0 - 0 - 0 -
4 0 - 0 - 0 -
o 0 - 0 - 0 “
8 0 - 0 - 0 -
10 0 - 0 D 0 -
12 0 - 33,03 ottt 0 -
24 36,03 +4+4+ 43,63 -+t 0 -
48 36,36 ++++ 27,03 +t+ 0 -
72 43,63 bt 22,52 o 0 -
96 42.00 ++++ 3211 +at 0 -

(-} N&o houve formagso de gotas emuisionadas
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TABELA D10 - indice de Emulsio (E24) e Gotas Emulsionadas
(GE) da linhagem B9 em refagdo a Xileno
quando cultivada em meio GYP em diferentes pHs

Tempo FE24 GE  E24 GE  E24  GE

()  pH5,0 pH 7,0 pH 11,0

0 0 - 0 - 0 -
2 0 p 0 p 0 -
4 0 p 0 D 0 -
6 0 p 0 p 0 B
8 0 D 0 P 0 ;
10 0 p 4727 AeHE 0 )
12 9,25 + 4727 bt 0 -
24 4736  t+++ 4537 it 0 )

48 4878  ++++ 4766 At 30,60 it
72 4554 4+ 4727 bt 4405 i+t
96 4842 bt 4B37  +erd 3873 vt

(-} Nao houve formagio de gotas emuisionadas
{+) Escatla do nimero de gotas emulsionas. +, ++, ++¥, P
{p) Gotas aderidas a parede
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