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Neste trabalho, estudou-se a producdo de biossurfactantes através do cultivo de cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 em suco de caju e avaliou-se a estabilidade do biossurfactante
produzido frente a altas concentragcdes de NaCl (0 a 20 % m/v), variagdo de pH (3 a 12) e tempo de
exposicao a altas temperaturas. Os ensaios de produgdo do biossurfactante foram conduzidos em mesa
agitadora a 30°C e 150 rpm, utilizando suco de caju como meio de cultivo suplementado com peptona. O
biossurfactante produzido reduziu a tensdo superficial do meio de cultura de 50,00 + 0,8 para 29,50 + 0,5
dina.cm™ nas condigdes experimentais estudadas e com 24 horas de cultivo, como também, emulsificou
todos os hidrocarbonetos avaliados e 6leo de soja e manteve-se estavel a variacdo de NaCl, pH e
temperatura. Levando em consideragdo os resultados obtidos no presente trabalho e os descritos em
literatura, o biossurfactante produzido ¢ adequado para aplicacdes em biorremediagdo, uma vez que
apresenta estabilidade na presenga de altas concentragdes de NaCl, na faixa de pH estudada e quando
exposto a altas temperaturas.
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1. INTRODUCAO

As atividades relacionadas a industria do petréleo envolvem grandes riscos ambientais, face a
possibilidade de contaminagdo do ar, dos solos e das dguas por uma gama de compostos organicos
altamente poluentes. Os riscos vao desde a extragdo até o consumo, sendo que, os danos mais graves
acontecem, geralmente, durante o transporte de combustivel, devido a vazamentos de oleodutos e navios
petroleiros.

Atualmente, as solugdes mais freqiientemente utilizadas para resolver problemas de
derramamento de 6leo compreendem a utilizagdo de substincias quimicas dispersantes, coagulantes e/ou
uso de redes de contengdo de 6leo. Contudo, essas praticas além de ndo serem muito eficientes, sdo de
alto custo. Uma alternativa atraente ¢ a biorremediacdo, que consiste na utilizagdo de microrganismos (ou
de seus produtos) capazes de degradar o petroleo e/ou seus derivados. Geralmente, esses microrganismos
atacam os poluentes com o auxilio de biossurfactantes por eles produzidos.

Tensoativos ou surfactantes constituem uma importante classe de produtos quimicos amplamente
utilizados em varios setores industriais. S8o substincias que possuem acdo superficial, devido as suas
caracteristicas anfifilicas (presenga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos numa mesma molécula). Os
surfactantes de origem microbiana ou biossurfactantes sdo uma alternativa aos tensoativos sintéticos,
apresentando iniimeras vantagens em relag@o a estes: biodegradabilidade, baixa toxidade e podem atuar
em condi¢des mais drasticas de temperatura ou pH (Banat et al., 2000). Segundo Santa Anna (2002), a
industria do petroleo ¢ o maior mercado para a utilizagdo de biossurfactantes. Estes agentes tensoativos
biodegradaveis vém sendo utilizados em sistemas de controle de polui¢do do meio ambiente em
derramamentos de petrdleo e seus derivados, visto que aumentam a biodisponibilidade dos contaminantes
(Desai e Banat, 1997). Além desta aplicagdo, podem ser utilizados como meio para aumentar a produgio
de pocos de petroleo, limpeza de tanques, fabricagdo de peliculas ultrafinas, processamento quimico de
papel, etc. (Nitschke e Pastore, 2002). As industrias de medicamentos, alimentos, cosméticos, detergentes
para roupas, agentes processadores de minério, entre outras, também tém se beneficiado das propriedades
dos agentes tensoativos.

Do ponto de vista econdmico, os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir com o0s
surfactantes quimicos, devido principalmente ao seu alto custo (Banat et al., 2000) associado a processos
ineficientes de recuperagdo e purificagdo (Fox e Bala, 2000, Rocha et al., 2006). Porém, o uso de
substratos alternativos como, residuos agroindustriais, pode contribuir para a redugdo de custos, uma vez
que o meio de cultivo representa aproximadamente 50 % do valor do produto final (Makkar e Cameotra,
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1999). O principal problema na utilizagdo de residuos em processos biotecnologicos envolve a selegdo de
um substrato que contenha um balango correto de nutrientes que suportem tanto o crescimento celular
quanto a produ¢do do composto de interesse (Nistchke e Pastore, 2006). Outras dificuldades importantes
sdo: a padronizagdo e os custos com transportes, armazenagem e tratamento prévio.

Neste contexto, este trabalho propde o estudo de um processo fermentativo que permita a
obtencdo de biossurfactantes utilizando como substrato alternativo, o pedunculo de caju, por se tratar de
matéria-prima de baixo custo e abundante no estado do Ceara e avaliar sua estabilidade frente a variagdo
de NaCl, pH e temperatura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A poluigdo por petréleo e seus derivados, em ambientes marinhos, tem sido um dos principais
problemas ambientais das Gltimas décadas. Diversas técnicas fisicas e quimicas foram desenvolvidas para
a retirada do petroleo derramado no mar ou para a redugdo dos seus efeitos sobre o ecossistema, como
rede de contencdes. A descoberta de certas bactérias que vivem nos sedimentos marinhos, inclusive na
areia das praias, e que podem degradar os componentes do petroleo, abriu a possibilidade de usar métodos
biologicos para o tratamento dos derrames. Esses métodos, objeto de pesquisas recentes no Brasil, sdo
chamados, em seu conjunto, de biorremediacao (Crapez et al., 2002).

Segundo Nitschke e Pastore (2002) os compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto €, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sdo
denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabolicos de bactérias, fungos e leveduras.

Os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais efetivos que os surfactantes convencionais
(detergentes anidnicos sulfatados), pois produz menor tensdo superficial em menores concentragdes de
biossurfactante (Nitschke e Pastore, 2002). Segundo Mulligan e Gibbs (1993), a concentracdo micelar
critica (CMC) dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg.L™", enquanto que a
tensdo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em tomo de 1 e 30 dina.cm™ respectivamente.

Dentre os biossurfactantes, destacam-se os ramnolipideos, formados por uma ou duas moléculas
de ramnose, ligadas a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxidecandico (Desai e Banat, 1997). Os
ramnolipideos produzidos por Pseudomonas sp. tém a capacidade de diminuir a tensdo interfacial contra
n-hexadecano para 1 dina.cm’ e a tensdo superficial da agua para 25 a 30 dina.cm™, usando
concentragdes entre 10 e 200 mg.L"' (Lang ¢ Wagner, 1987). Além de reduzirem a tensio superficial,
estabilizam emulsdes e sdo geralmente atoxicos e biodegradaveis (Banat et al., 2000).

Embora o potencial de producdo de ramnolipideos seja determinado pela genética do
microrganismo outros fatores, como por exemplo, condigdes ambientais e a natureza do substrato também
influenciam no nivel de expressdo (Rahman et al., 2002). P. aeruginosa pode utilizar diferentes substratos
como: alcanos, piruvato, glicerol, succinato, frutose, 6leo de oliva, glicose ¢ manitol para produzir
ramnolipideos (Mulligan et al., 2001).

Alguns biossurfactantes apresentam elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados
em condi¢cdes ambientais drasticas. Diferentes dos surfactantes quimicos, os biossurfactantes sdo
facilmente degradaveis na 4gua e no solo, o que os torna adequados para aplicagdes em biorremediagdo e
tratamento de residuos (Horowitz e Currie, 1990). Os biossurfactantes suportam concentragdes de 10 %
de NaCl, enquanto concentracdes salina de 2 a 3 % s@o suficientes para inativar surfactantes
convencionais (Bognolo, 1999).

Um grande nimero de aplicagdes industriais para utilizacdo de biossurfactante tem sido
investigado (Desai et al., 1994). O maior mercado para os biossurfactantes ¢ a indastria petrolifera, no
qual ndo requer alto grau de pureza, onde sdo utilizados na produgdo de petrdleo ou incorporados em
formulagdes de oleos lubrificantes. Entretanto, ainda ndo sdo amplamente utilizados devido aos altos
custos de producdo, associados a métodos ineficientes de recuperagdo do produto e ao uso de substratos
caros.

Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de
contaminantes hidrofobicos no solo. Segundo Mesquita (2004), o uso de biossurfactantes na
biodegradacgdo de pesticidas vem sendo objeto de investigacao. A degradacdo de hexaciorociciohexano
por surfactante produzido por Pseudomonas foi relatada, sendo que outros organoclorados e ciclodienos
também foram emulsificados em menor grau (Mesquita, 2004). Os biossurfactantes também sao uteis na
biorremediagdo de locais contaminados com metais pesados toxicos como uranio, cadmio e chumbo.
Bognolo (1999) relatou que surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e
B. subtilis demonstraram resultados promissores na remog¢do de piche em areias contaminada.

Além das propriedades surfactantes, os ramnolipideos podem ser utilizados com agentes de
quelagdo e remogdo de metais pesados, como cadmio e zinco (Kitamoto et al., 2002; Lang ¢ Wullbrandt,
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1999; Sandri et al., 1990). Também podem ser usados como fonte de L-ramnose e (R)-3-
hidroxidecanoato através de sua hidrolise. A L-ramnose ¢ usada comercialmente na produgdo de
compostos flavorizantes de alta qualidade e o (R)-3-hidroxidecanoato pode ser usado como bloco de
construcdo quiral (Lang e Wullbrandt, 1999).

Lang e Wullbrandt (1999) estimam que ramnolipideos custam em torno de 5,00 a 20,00 ddlares
por quilo quando produzidos por fermentagio, nas quantidades de 20 m® (US$ 20,00/Kg) para 100 m’
(US$ 5,00/Kg). Em contraste, alquil-poliglicosideo, custa em torno de US$ 1-3/Kg. A utilizagdo de
substratos alternativos como, por exemplo, residuos agroindustriais, podem contribuir para a reducéo do
custo de produgdo de biossurfactantes uma vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 30%
do valor do produto final (Makkar e Cameotra, 1999).

No Estado do Ceara, por exemplo, o problema econdmico da produgdo de biossurfactantes pode
ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de nutrientes, facilmente disponiveis
e de baixo custo, como por exemplo, o pedinculo do caju. A agroindustria do caju contribui de forma
relevante para a pauta das exportagdes nordestinas (améndoa, suco e LCC) e, sem davida, é o setor mais
importante da economia regional. No entanto, apenas uma pequena parte do pedinculo produzido ¢
aproveitada industrialmente, em torno de 2 a 6 % (Morton, 1997; Campos et al., 2002). A quantidade
desperdigada (92 a 94 %) apresenta elevado potencial, pois ¢ matéria-prima rica em carboidratos (agucar
e amido), fibras, vitaminas e sais minerais.

3. METODOLOGIA
3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Matéria-Prima

Neste trabalho avaliou-se a produgdo de biossurfactantes utilizando suco de caju integral, como
meio de cultivo. O suco de caju integral foi preparado a partir de cajus (Anacardium occidentale L.)
coletados na Horta da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.1.2. Microrganismo

Utilizou-se a bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, gentilmente cedida pela
Pesquisadora Dra. Fatima Borges da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard. A cepa foi
mantida em agar nutritivo (extrato de levedura 3 g.L™!, peptona 5 g.L"' ¢ 4gar 15 g.L"!, marca Biolife) em
camada alta, recobertas com 6leo mineral, sob refrigerag@o a 4°C e repicadas a cada 60 dias.

3.2. Preparacgdo e Caracterizacdo da Matéria-Prima
3.2.1. Preparacdo do Suco de Caju Integral

Apds a coleta, o caju foi conduzido ao Laboratério de Bioengenharia (UFC), onde foi
processado. Primeiramente, retirou-se a castanha e o pseudofruto (pedunculo) que foi lavado com éagua.
Apds a lavagem, o suco de caju foi obtido por prensagem do pseudofruto. Com a finalidade de retirar o
bagaco e outras particulas solidas, o suco de caju foi centrifugado a 3500 rpm por 20 minutos e filtrado
em papel de filtro com poros de 25 pm. Para armazenagem, o suco foi distribuido em garrafas plasticas e
mantido a -10 °C, sem adicao de conservantes.

3.2.2. Caracterizagéo do Suco de Caju Integral

O suco de caju integral foi caracterizado quando a composi¢do de nitrogénio, carbono e
aminoacidos. O pH do suco foi medido utilizando um medidor de pH (marca Tecnal, modelo Tec-3MP).
A concentragdo de proteinas totais foi determinada segundo o método de Baethgen e Alley (1989), mais
conhecido como método de Kjeldahl, e proteinas solaveis pelo método de Bradford (1976). A
composi¢do de aminoacidos foi analisada no Laboratério de Analises Quimicas e Bioquimicas
Clementino Fraga, por cromatografia de liquida de alta eficiéncia. A concentragdo de glicose e frutose foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando cromatégrafo Waters (Modelo 2414)
acoplado a detector de indice de refragao (célula a 40°C), coluna Shodex SC 1011 (8,0 mmID x 30 mmL)
e fase movel H,O MiliQ com vazdo de 0,6 mL.min"! a 80°C. Os aglicares presentes no suco foram
determinados através de comparagdo com os tempos de retengdo de solugdes padroes de glicose e frutose.
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3.3. Producéo de Biossurfactantes por P. aeruginosa ATCC 10145 usando Suco de Caju Integral
como Meio de Cultivo

3.3.1. Preparacéo do Inoculo

O inoculo de P. aeruginosa ATCC 10145 foi preparado inserindo-se 3 algas do slant contendo o
microrganismo em 50 mL de Caldo Nutritivo (peptona 5 gL' e extrato de carne 3 gL' da marca
Biolife). A seguir, incubou-se a 150 rpm e 30°C, durante 24 h, em agitador rotatorio (shaker Tecnal TE-
480). Apos este tempo, diluiu-se o indculo com Caldo Nutritivo até obter uma densidade otica de 0,5,
medida a 600 nm. Posteriormente, retirou-se aliquotas de 1 mL (2 % v/v), que foram utilizadas para
inocular os meios de cultivos utilizados na produgéo do biossurfactante.

3.3.2. Producéo de Biossurfactante

Para a produgdo de biossurfactantes com P. aeruginosa ATCC 10145, utilizou-se suco de caju
natural, diluido com &4gua na propor¢do de 1:10, suplementado com peptona (CAJP) como fonte de
nitrogénio, na concentragio de 5 g.L"'. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 1M. Posteriormente,
esterilizou-se o meio por filtragdo utilizando membrana com didmetro de poro de 0,45 um. A fermentacao
foi conduzida nas mesmas condigdes utilizadas para o preparo do inoculo. Em tempos pré-determinados,
foram retiradas amostras para medidas do pH e tensdo superficial do meio de cultivo e determinagéo da
concentragdo de agucares, quando presentes. Antes de analisadas, as amostras eram primeiramente
filtradas em membrana com diametro de 0,45 pm para a remogao de células.

3.4. Determinagédo do Efeito de NaCl, Temperatura e pH na atividade do Biossurfactante
3.4.1. Estabilidade frente a Forca I6nica

Apds a purificagdo, diluiu-se o biossurfactante em agua destilada contendo uma concentragdo
conhecida de NaCl (entre 0,5 e 20 %, m/v) e a sua atividade foi avaliada através da medida de tensao
superficial (Ilori et al., 2005).
3.4.2. Estabilidade frente a pH

Para determinar o efeito do pH na atividade emulsificante, variou-se o pH da solugdo contendo o
biossurfactante purificado e dissolvido em agua destilada, entre 2,0 e 12,0. Utilizou-se uma solugéo de
NaOH ou HCI 1M para ajuste do pH no valor desejado. O efeito do pH na atividade emulsificante foi
avaliado através da medida de tensdo superficial (Ilori et al., 2005).
3.4.3. Estabilidade frente a Temperatura

Para se avaliar o efeito da temperatura na atividade emulsificante, uma solugdo contendo o
biossurfactante foi mantida a temperatura de 100°C por 15, 30, 60 e 75 minutos e a 121°C por 15
minutos. Apos a solugdo atingir a temperatura ambiente, determinou-se a tensao superficial.
3.5. Métodos Analiticos

3.5.1. Determinacédo do pH do meio de cultivo

O pH do meio de cultivo fermentado foi determinado utilizando-se um potencidmetro da marca
Tecnal, modelo Tec-3MP a aproximadamente 27°C.

3.5.2. Determinacdo da tensao superficial
Como a presenca do biossurfactante diminui a tensdo superficial do meio, este parametro foi
utilizado para acompanhar a sua produgdo (Lima Lobato et al., 2002; Santa Anna et al., 2002; Rocha et

al., 2006). Para a determinagéo da tensdo superficial (TS) utilizou-se tensidmetro Kriiss K6 a temperatura
de 30°C.
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3.5.3. Determinagéo do Indice de Emulsificagio

Este procedimento consistiu em colocar 2 mL do meio de cultura fermentado (livre de células)
em tubo de ensaio, com fundo chato, adicionando o mesmo volume de hidrocarboneto ou 6leo de soja.
Agitou-se em vortex por um minuto, em alta rotagdo (Cooper e Goldenberg, 1987). Apos 24 horas
calculou-se a razdo entre a altura da regido emulsificada e altura total (Equagdo 1). O teste do indice de
emulsificacdo foi realizado em triplicata.

— HEL
E.. (%) == *100 )

S

sendo Hg_ a altura da regido emulsificada e Hs a altura total da solucéo.
4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Caracterizagédo do Suco de Caju

A composicao fisico-quimica do pedinculo do caju varia largamente em funcdo, da variedade,
estado de maturacdo, tamanho, duracdo da colheita e variacdes ambientais regionais (Damasceno e
Bezerra, 2002). Desta forma, neste trabalho, padronizou-se e caracterizou-se todo o suco utilizado, de
forma a obter resultados consistentes. Além disso, os microrganismos tém necessidades nutricionais que
precisam ser satisfeitas pelo meio de cultivo utilizado. Portanto, esta caracterizagdo indicou também se
havia necessidade de suplementacdo do suco com nutrientes essenciais. A Tabela 1 apresenta os
principais parametros avaliados para o suco de caju integral.

Tabela 1: Composi¢ao do suco de caju integral.

Parametro Concentracéo
Concentragio de glicose (g.L™) 55,99 +1,3
Concentragio de frutose (g.L™) 47,89 +0,1
Proteinas solaveis (mg.mL™") 0,73 +0,0
Proteinas Totais (mg.mL™") 3,61+0,2
Acido aspartico (ug.mL™) 128,94
Acido glutdmico (umol mL™) 181,45
Serina (umol mL™) 172,42
Glicina (umol mL™) 22434
Histidina (umol mL™) 33,10
Treonina (umol mL™") 371,47
Alanina (umol mL™) 284,75
Prolina (umol mL™) 152,13
Tirosina (umol mL™) 81,76
Valina (umol mL™) 27,94
Metionina (umol mL™") 7,38
Cisteina (umol mL™) 9,74
Isoleucina (pmol mL™) 39,00
Leucina (umol mL™) 99,44
Fenilalanina (umol mL™) 12,86
Lisina (umol mL™) 13,09
pH=4,47+0,1

4.2. Caracterizagdo do Biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

Com a finalidade de investigar possiveis aplica¢des do biossurfactante obtido por P. aeruginosa
ATCC 10145 em CAJP, procederam-se estudos de atividade emulsificante. Uma emulsdo ¢ formada
quando uma fase liquida ¢ dispersada como gotas microscopicas em uma outra fase continua liquida,
sendo que as ambas as fases, sdo imisciveis entre si (Desai e Banat, 1997). Para avaliar a capacidade de
formar emulsdes, diversos hidrocarbonetos (hexano, heptano, gasolina e querosene) e 6leo de soja foram
colocados em contato com o biossurfactante, e os resultados sdo mostrados na Figura 1. A Figura 2
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mostra uma fotografia da emulsdo obtida quando se utilizou o biossurfactante e querosene. Todos os
hidrocarbonetos avaliados foram emulsionados pelo biossurfactante. O maior indice de emulsificag@o foi
obtido com 6leo de soja (71,79 % de emulsificagdo), enquanto o menor indice foi com querosene (16,50
% de emulsificagdo). A maioria dos surfactantes de origem microbiana sdo especificos, solubilizando ou
emulsionando hidrocarbonetos diferentes de forma distinta (Ilori et al., 2005).

Ativiadade Emulsificante (E,,%)

Hexano Heptano Gaszolina Guerozene  Oleo de Soja

Figura 1: Atividade Emulsificante (IE,4%) do biossurfactante (produzido por P. aeruginosa ATCC
10145 no meio com suco de caju suplementado com peptona (CAJP)) frente a diferentes hidrocarbonetos
e dleo de soja. Barras de erros representam o desvio padréo.

Figura 2: Emulsificagdo do querosene pelo biossurfactante produzido por P. aeruginosa ATCC 10145
em suco de caju suplementado com peptona (CAINP): (A) 0 hora de cultivo e (B) 24 horas de cultivo.

4.2. Estudo da Estabilidade do Biossurfactante produzido por fermentacdo de CAJP por P.
aeruginosa ATCC 10145 frente a variagdes de pH, Temperatura e Concentragdo de NaCl

Fatores ambientais como salinidade, pH e temperatura afetam a atividade do biossurfactante
(Ilori et al., 2005). Portanto, estudou-se a estabilidade do biossurfactante produzido neste trabalho usando
CAJP como meio de cultivo por P. aeruginosa ATCC 10145. As Figuras 3 a 5 apresentam a estabilidade
do biossurfactante frente a variagdes na concentragdo de NaCl, modificacdo de pH e diferentes tempos de
exposicao a temperatura de 100°C, respectivamente.

Observou-se, na Figura 3, que ndo houve um aumento expressivo na tensdo superficial, da
solucdo contendo o biossurfactante, quando exposto as diferentes concentragdes de cloreto de sodio,
variando de 0 a 20 % (m/v). Uma andlise estatistica, realizada utilizando o software Origin versao 6.0,
mostrou que ndo houve diferenca significativa, com 95 % de confianga, entre os valores de tensdo
superficial nas diferentes concentracdes de NaCl utilizadas. Este resultado ¢é interessante quando se
considera o uso do biosurfactante na bioremediagdo em ambientes salinos, como por exemplo, na
recuperagdo de derramamentos de petréleo em ambientes marinhos. Os biossurfactantes suportam
concentragdes de 10 % de NaCl enquanto que concentragdes salina de 2 a 3 % sdo suficientes para
inativar surfactantes convencionais (Nitschke e Pastore, 2002).
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Figura 3: Efeito da concentragdo de NaCl na atividade do biossurfactante produzido por P. aeruginosa
ATCC 10145 no meio CAJP a 30°C e 150 rpm.

Na Figura 4 verificou-se uma diminui¢ao na atividade tensoativa na faixa de pH de 6 a 9. Na
escala de pH de 3 a 5, a atividade tensoativa se manteve praticamente constante. Porém, uma anéalise
estatistica, realizada utilizando o software Origin versdo 6.0, mostrou que ndo ha diferenca significativa,
com 95 % de confianca, entre os valores de tensdo superficial nos diferentes valores de pH estudados.
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Figura 4: Efeito da variagdo do pH na atividade do biossurfactante produzido por P. aeruginosa ATCC
10145 no meio CAJP a 30°C e 150 rpm.
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Figura 5: Efeito do tempo de exposi¢do a temperatura de 100°C na atividade do biossurfactante
produzido por P. aeruginosa ATCC 10145 no meio CAJNP a 30°C e 150 rpm.

Com relagdo aos resultados obtidos quanto ao efeito do tratamento térmico na atividade do
biossurfactante (Figura 5), pode-se observar que a tensdo superficial diminuiu apo6s exposi¢ao a altas
temperaturas (100°C), por 75 minutos, ou quando submetida a esterilizacdo em autoclave (121°C por 15
min). No entanto, através da analise estatistica realizada (software Origin 6.0), observou-se que ndo ha
diferenca significativa, com 95 % de confianca, entre os valores de tensdo superficial ao longo do tempo
de exposic¢ao a 100°C ou por 15 min a 121°C.

Biossurfactantes que apresentam elevada estabilidade frente a temperatura e pH podem ser
utilizados em ambientes com condigdes mais drasticas. O lipopeptideo de Bacillus licheniformis JF-2 é
estavel a temperaturas em torno de 75°C por 140 h e pH entre 5 e 12 (Horowitz et al., 1990). Ilori et al.
(2005) avaliou a estabilidade do biossurfactante produzido por Aeromonas ssp., e verificou que este
apresentava melhor atividade surfactante na concentragao de 5 % (m/v) de NaCl, pH de 8,0 e temperatura
de 40°C, e permaneceu com 77 % de sua atividade apds exposi¢do por 120 min a 100°C. Levando em
consideragdo os relatos de literatura, e as caracteristicas apresentadas pelo biossurfactante produzido no
presente trabalho, pode-se dizer que o mesmo ¢ adequado para aplicacdo em biorremedia¢do, como por
exemplo, em derramamento de petroleo e seus derivados em mares ou solos, uma vez que ¢é estavel na
presenga de altas concentragdes de NaCl, na faixa de pH estudada e quando exposto a altas temperaturas.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o suco de caju pode ser utilizado como substrato para o cultivo
de Pseudomonas aeruginosa para a produgdo de biossurfactantes. Além disso, a explora¢do do suco de
caju como meio de cultivo ndo sera apenas reducdo no custo da producdo de biosurfactante, mas também
trard uma finalidade a um material que geralmente fica no chdo dos locais de colheita e contribui a
polui¢do ambiental. Os hidrocarbonetos: hexano, heptano, gasolina e querosene, ¢ 6leo de soja foram
emulsionados pelo biosurfactante. O 6leo de soja (71,79% de emulsificagdo) foi o melhor substrato,
enquanto o querosene (16,5% de emulsificagdo) foi o pior substrato. Com base nos estudos da
estabilidade do biosurfactante produzido no suco de caju suplementado, verifica-se que o produto de
interesse pode ser aplicado na bioremediacdo, em ambientes com alta salinidade, temperatura e pH como,
por exemplo, em derramamento de petroleo e seus derivados em mares ou solos.
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STABILITY STUDY OF BIOSURFACTANT PRODUCED BY Pseudomonas
aeruginosa IN CASHEW APPLE JUICE

The aim of this work was to investigate the use of natural cashew apple juice as an alternative
raw material for biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 and evaluate the
stability of the biosurfactant produced against NaCl (0 a 20 % w/v), pH (3 a 12) and the effect of periods
of exposition to high temperatures. The assays of biosurfactant production were conduced on rotary
shaker at 30°C and 150 rpm, using as medium cashew apple juice supplemented with peptone (nitrogen
source). A reduction in the surface tension of 50.00 £ 0.8 to 29.50 £ 0.5 dina.cm™ was observed in the
experimental studied and 24 hours of culture. Furthermore, it emulsified all the studied hydrocarbons and
soybean oil. Taking into consideration the obtained results in the present work and the ones reported in
the literature, the produced biosurfactant showed potential for the applications in bioremediation once it
was stable in extreme conditions such as high concentrations of NaCl, large range of pH values and when
exposed to high temperatures.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biosurfactants, stability, cashew apple juice
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