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INTRODUCAO

A utilizacdo de fontes complementares e alternativas de energia € uma das grandes
prioridades atuais, visando contornar alguns graves problemas ocasionados pelo
desenvolvimento tecnoldgico. A crescente preocupacdo com a poluicdo e a crise energética tem
estimulado o mercado mundial de biocombustiveis (BILGEN et alii, apud RIVALDI, 2007).

A producdo de biodiesel no Brasil apresenta vantagens, devido a potencial
disponibilidade farta de matéria-prima. Esta producdo encontra-se significativamente acelerada,
desde que o governo estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao combustivel de
petréleo, com a Lei 11.097/2005 (BRASIL, 2005).

A producdo do biodiesel, mediante a alcoolise (etapa também chamada de
transesterificacdo) de 6leos vegetais e animais, gera uma grande quantidade de glicerol (também
chamada de glicerina) como subproduto. Visando evitar problemas com o acumulo deste co-
produto, é pertinente encontrar novas opc¢des para a sua utilizacdo direta, ou dos seus derivados.
Entre estes derivados encontram-se 0s mono- e di-ésteres graxos de glicerol, que, entre outras
possiveis aplicacdes, sdo utilizados como emulsificantes na industria de alimentos: visto que
atualmente esses materiais sdo importados, € apropriado desenvolver conhecimento nacional a
respeito da producéo deles (PEREIRA-SOARES e SILVA, 2007).

Tensoativos (também nominados com o anglicismo surfactantes) sdo compostos capazes
de reduzir a tensdo interfacial nas interfaces entre liquidos, sélidos e gases, permitindo-lhes
reduzir a superficie de contato e, decorrentemente, se misturar e dispersar facilmente como
emulsdes, um(ns) em outro(s) (BANAT et alii, 2000). Sdo moléculas anfifilicas, que consistem
de um dominio hidrofilico e outro hidrofébico: enquanto que no segundo caso frequentemente se
trata de uma cadeia hidrocarbonacea, para 0 componente polar ocorrem muitas variacdes
(GEORGIU et al, 1992).

Quando originados do metabolismo microbiano sdo denominados biotensoativos, e
incluem uma vasta gama de estruturas quimicas, tais como glicolipideos, lipopeptideos, proteinas
polissacarideos complexos, fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros (RODRIGUES et alii,
2006).

Sdo vérias as vantagens dos biotensoativos sobre os tensoativos quimicos. Estes
apresentam menor toxidade, maior biodegradabilidade e eficacia em condi¢bes extremas de
temperatura e pH (RODRIGUES et alii, 2006).

O maior mercado para os biotensoativos € a industria petrolifera, onde sdo utilizados na
producdo de petrdleo, incorporados a formulagdes de 6leos lubrificantes, na biorremediacdo e
dispersdo de Oleo derramado, remocdo e mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques de
estocagem e a recuperacdo terciaria de petrdleo. Outras aplicacfes se distribuem entre 0s mais
diversos setores industriais: alimenticias e cosméticas, de produtos de limpeza industrial e de
produtos agricolas também fazem uso dos tensoativos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).



626

Anais do XIV Seminario de Iniciacdo Cientifica da Universidade Estadual de Feira de
Santana, UEFS, Feira de Santana, 18 a 22 de outubro de 2010

METODOLOGIA

Foram coletadas 5 amostras de solo no campo de producdo de Buracica, distrito de
Alagoinhas, estado da Bahia. Uma das amostras foi recolhida dos arredores de um poco de
producdo de petréleo e as outras quatro de uma regido chamada Fazenda Panelas, por onde
passam tubulacdes que escoam petroleo, em um local onde ja tinha tido um derramamento
acidental, seis meses antes da época da coleta. Destas amostras foram preparados isolados de
microrganismos, utilizados nas etapas subsequentes.

Para propagacdo das amostras, foram utilizadas aliquotas de 100g de amostra
homogeneizadas durante 5 minutos em 500 mL de solug&o salina a 5%, contendo 6leo diesel
em proporcdo de 5% v/v e deixadas em repouso durante 5 minutos. Posteriormente, foi
retirado 1mL da mistura e inoculado em placas de Petri contendo meio sélido com a seguinte
composicdo, por litro: 125g NaCl, 160g MgCl,-6H,0, 5g K,SO,, 0,1g CaCl,-2H,0, 1g
extrato levedura, 1g extrato de carne, 15g Agar. Os indculos foram incubados a 37°C por 15
dias. O experimento foi realizado em triplicata.

Para a determinacdo da morfologia, foi feita a coloracdo de Gram das diferentes
colonias encontradas nas culturas em placa.

Para a verificagdo da producédo de tensoativos, inocularam-se os isolados B1, B2, B3,
B5, B10 e B11, primeiramente em meio KAY (5 mL glicerol, 2g K;HPO,, 1,5 g NH4H,PO,,
1,59 NH4HPO,, 1g MgSQO4-7H,0, 0,5mg FeSO4-7H20.) a 30°C, 200 rpm, por 24, em seguida
estes isolados foram inoculados em meio STB (10mL glicerol, 0,4g acido citrico, 1g
(NH4)2804, 3,539 Na,HPO4-2H,0, 3,49 KH5POy, 0,4g MgSO4'7H20, 0,4g CaCI2-2HZO, 2mL
de solucdo de oligoelementos (MgSO4-H,O (1mg), CuCl,-2H,O (250mg), ZnSO4-7H,0
(250mg), Na;MoO, (25mg), NiSO4-6H,0 (10mg), CoCl,-6H,0 (10mg), Na,B40;-10H,0
(5mg)) também a 30°C, 200 rpm, por 6 dias (144 horas). Em seguida foram reinoculados em
um novo meio STB, por mais 6 dias, totalizando 12 dias (288 horas). Os isolados restantes
continuaram em incubacdo no mesmo inoculo por mais 6 dias, totalizando os mesmos 12 dias
de incubacao.

Para medir a tensdo superficial utilizou-se o principio do estalagmdmetro, em
instalacdo com bureta e erlenmeyer, medindo densidade do liquido, volume e raio das gotas
dele em gotejamento (BEHRING et alii, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das alternativas para obter boa eficiéncia na producdo de tensoativos é isolar
linhagens de microrganismos da natureza e cultivar essas cepas para determinar se elas
possuem capacidade de producdo aumentada ou superior (ROONEY, 2009). Degradacédo de
hidrocarbonetos por microorganismos presentes no solo contaminado é o principal método
para remover 0s poluentes hidrocarbonetos do solo (BANAT, 2000). Segundo Barathi e
Vasudevan (2001), microrganismos que assimilam petr6leo ou derivados sdo encontrados em
locais em que ocorre contaminagdo ou em areas que, historicamente, tenham sido expostas a
algum tipo de contaminacdo por hidrocarboneto.

Na tentativa de isolar linhagens bacterianas que produzem tensoativos, a estratégia foi
isolar cepas do solo sobre o qual houve vazamento de petréleo, usando 6leo diesel como fonte
placas semeadas para as 4 amostras de solo coletadas no local onde houve vazamento de
petrdleo, 7 placas apresentaram crescimento de colénias, sendo que em 4 delas, percebeu-se 0
crescimento de dois tipos de colbnias distintos.



627

Anais do XIV Seminario de Iniciacdo Cientifica da Universidade Estadual de Feira de
Santana, UEFS, Feira de Santana, 18 a 22 de outubro de 2010

Esses dados demonstram a capacidade desses microrganismos de emulsificar esses
hidrocarbonetos do petroleo, durante o processo da degradacdo desses substratos, e
provavelmente produzir de carbono. Como resultado, das 5 amostras analisadas, somente a
amostra retirada do poco de captacdo de petrdleo ndo apresentou crescimento celular no
tempo de incubacgéo proposto. E das 12 biotensoativos nestas condi¢es.

Segundo Wetler (2006), as espécies observadas ap0s a incubacdo do sedimento com o
petroleo, provavelmente representam a comunidade de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos, que aumentou em ndmero para ocupar 0s nichos disponiveis ap6s a morte
dos microrganismos que nao foram capazes de utilizar o petroleo.

A partir do crescimento das culturas em placas foram feitos um total de 11 esfregacos
para determinacdo da morfologia dos microrganismos.

Tabela 1: Gram, morfologia e tensao superficial das amostras de bactérias isoladas
(controle y = 75 [dina/cm])

isolados y [dina/cm]
Bl - bacilos sem arranjo caracteristico 82
B2 + filamentos longos 67
B3 - bacilos longos, sem arranjo caracteristico 79
B4 + filamentos longos 79
B5 - COCOS Sem arranjo caracteristico 77
B6 - bacilos sem arranjo caracteristico 80
B7 - bacilos pequenos, sem arranjo caracteristico 80
B8 - bacilos pequenos, sem arranjo caracteristico 79
B9 - bacilos pequenos, sem arranjo caracteristico 76
B10 - bacilos pequenos sem arranjo caracteristico 77
B11 - bacilos longos, sem arranjo caracteristico 80

Como mostra a Tabela 1, na coloracdo de Gram foi encontrado em cocos Gram
negativos; dois filamentos longos Gram positivos, 0s quais podem se tratar da mesma
bactéria, pelas suas semelhancas morfoldgicas; e bacilos Gram negativos, sendo os isolados
B7, B8, B9 e B10, bastante semelhantes, podendo se tratar também da mesma bactéria.

Todos 0s meios sintéticos com crescimento dos isolados bacterianos, exceto um,
evidenciaram resultados de tensdo superficial maiores aos do controle (o meio de cultura sem
inoculacdo). Embora isso pareca indicar que neles ndo ocorreu a producdo de tensoativo, nem
conseqiientemente reducdo da tensdo superficial, o aumento da concentracdo de
microrganismos no meio modifica outras caracteristicas do meio (eleva-se a viscosidade por
exemplo, reduz-se o teor de acUcares, por exemplo), 0 que permite pensar que a medida direta
da tensdo superficial no meio com crescimento bacteriano insere um possivel erro por
superestimacdo, medidas com falso-negativos. Ou seja, a determinacdo direta ndo indica
necessariamente que estas bactérias ndo produzem tensoativos, pois s0 o0 fato de crescerem
com fonte de carbono oriunda da fase oleosa ja& comprova a existéncia destas moléculas
anfifilicas. A confirmacéo da existéncia ou ndo de tensoativos, em quantidades interessantes
para a producdo em maior escala, ira ser possivel mediante a extracdo e purificacdo dessas
moléculas.

Levisauskas e colaboradores (2004) relatam que a concentracéo de carbono, nitrogénio

e fontes de nutrientes especificos para a taxa de crescimento celular sdo 0os mais importantes
fatores que influenciam a biossintese de biotensoativo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Das amostras de solo contaminados com petroleo, coletadas em Buracica (Alagoinhas-
BA, quatro apresentaram crescimento de bactérias. Onde foram isolados cocos e bacilos Gram
negativos e filamentos Gram positivos.

O presente estudo possibilitou a selecdo de microrganismos com potencial
biotecnologico para a degradacéo e emulsificacdo de hidrocarbonetos do petroleo.

Dos isolados obtidos, apenas o isolado B2 (bacilo Gram positivo, filamento longo),
apresentou producao de biotensoativo, reduzindo a tenséo superficial do meio em uma taxa de
11%. Os outros isolados apresentaram aumento na tensdo superficial, o que néo significa que
eles ndo produzam tensoativos.

Este trabalho representa um estudo inicial, gerando pelo menos uma cepa produtora,
qgue permite continuidade e aprofundamento na identificacdo da cepa e dos produtos, e
utilizacdo dessa cepa para producéo de tensoativos em maior escala.
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