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RESUMO
Estudos sobre a produgcdo de biossurfactantes por leveduras foram realizados,
considerando o potencial biotecnolégico e o grande numero de publicagbes com
leveduras do género Candida, estado anamorfo. A partir dessas informacdes foram
realizadas avaliagbes Candida lipolytica, estado anormofo, para esclarecer a influéncia
dos parametros quimicos e fisicos (pH. agitacdo, tempo de cultivo e composicao do
meio), associado as fontes de carbono (solUveis e insollveis) e nitrogénio, na producao
de agentes emulsificantes e na composi¢cdo quimica dos biopolimeros. Neste sentido, o
comportamento de quatro amostras de C. lipolytica de Cole¢des de Culturas de distintas
foi avaliado, tendo como variavel resposta atividade de emulsificagcdo e a composi¢cao
guimica dos emulsificantes. O perfil dos acidos graxos constituintes dos 6leos vegetais
empregados nos processos fermentativos foi estabelecido como: saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados. A avaliacao inicial foi com a fonte de carbono glicose,
indicando dois grupos distintos de estrutura quimica dos biossurfactantes, em fungéo da
concentracdo (1 e 1,5%). Com o uso de Oleo de babagu (elevado teor de acidos graxos
saturados) como fonte de carbono observou-se trés perfis distintos em funcdo da
velocidade de agitacdo e do tempo da fermentacdo, constituidos de: Proteinas-
Carboidratos- Lipideos e Carboidratos- Proteinas-Lipideos. Contudo, quando a fonte de
nitrogénio mudou ocorreu a formacao do complexo Proteinas- Carboidratos-Lipideos. O
uso de Oleos vegetais, residuo de refinaria e hidrocarboneto, permitiu a formacao de trés
grupos, onde apenas o hidrocarboneto formou um biopolimero de constituicdo apenas
por Carboidratos-Proteinas. Os demais complexos formados foram constituidos por
Proteinas-Lipideos- Carboidratos. Portanto, os estudos realizados evidenciaram a
relacdo direta da fonte de carbono/nitrogénio/agitacdo com os aspectos metabdlicos da
producdo dos biossurfactantes. Assim, os perfis aqui descritos relacionadas a estrutura
guimica dos biossurfactantes produzidos por Candida lipolytica, no estado anamorfo,
sugerem a estabilidade da estrutura, em residuos industriais, da redug¢édo dos custos do
processo de obtencéo, da eficiéncia do substrato e de baixo custo, além das excelentes
propriedades de emulsificacdo, reducdo da tensdo superficial, biodegradabilidade e

biocompatibilidade.

Palavras-Chave: Leveduras; emulsificantes; Candida lipolytica, substratos sollveis;

substratos insollveis.



ABSTRACT
Studies on the production of biosurfactants by yeasts were performed, considering the
biotechnological potential and the large number of publications with Candida yeasts,
anamorph state. Based on these data was performed with the yeast Candida lipolytica,
state anormofo, evaluations to clarify the influence of chemical and physical parameters
(pH. agitation, cultivation time and medium composition), associated with carbon sources
(soluble and insoluble) and nitrogen on the production of emulsifying agents, and
chemical composition of the polymers. In this sense, the behaviors of four strains of C.
lipolytica from Culture for Collection were evaluated, with the variable response
emulsification activity and chemical composition of the emulsifiers. The profile of the
constituent fatty acids of vegetable oils used in fermentation processes was established
as: saturated, monounsaturated and polyunsaturated. Initial evaluation was done with the
carbon source glucose, indicating two distinct groups of biosurfactants chemical structure
was influenced by carbon source concentration (1 and 1.5%). In the use of babassu oil
(high level of saturated fatty acids) as carbon source was observed three distinct profiles
in terms of speed of agitation and time of fermentation, consisting of: Protein-
Carbohydrate-Lipids and Carbohydrate-Protein-Lipids. However, the nitrogen source was
changed the formation of the complex Protein-Carbohydrate-Lipids. The use of vegetable
oils, and hydrocarbon refinery residue, allowed the formation of three groups, where only
the hydrocarbon polymer formed a constitution just for carbohydrates and proteins. The
other complexes were formed consisting of Proteins-Lipids- Carbohydrates. Therefore,
studies showed the direct influence of the carbon/nitrogen / sources,and agitation with the
metabolic aspects of the production of biosurfactants. Thus, the profiles described here
related to the chemical structure of biosurfactants produced by Candida lipolytica,
anamorph state, suggest the stability of the structure, using industrial waste, reducing the
process of costs production, the efficiency as substrate and low cost, and the excellent

emulsifying properties, surface tension reduction, biodegradability and biocompatibility.

Key words: Yeasts; emulsifiers; Candida lipolytica; soluble and insoluble substrate
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1.1 Introducéo

Os surfactantes constituem urna classe importante de compostos quimicos amplamente
utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria dos surfactantes disponiveis
comercialmente € sintetizada a partir de derivados de petroleo. Entretanto, o crescimento
industrial, relacionado aos problemas ambientais e legislacbes de controle do meio ambiente,
levou a procura por surfactantes naturais, como alternativa aos produtos existentes.

Os compostos de origem microbiana, denominados de biossurfactantes, exibem
propriedades de reducdo da tensdo superficial e alta capacidade emulsificante, consistindo de
produtos do metabolismo de bactérias e fungos (GAUTAM; TYAGI, 2006).

Um biossurfactante possui uma estrutura constituida por uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica, permitindo interagir com ambas as fases aquosa e orgénica de uma emulsdo. Essa
dupla possibilidade de reagéo faz com que a regido de maior estabilidade da molécula seja na
interface entre os dois liquidos. Quando um biossurfactante é adicionado a 4gua, suas moléculas
tendem se arranjar de modo a minimizar a repulsédo entre grupos hidrofébicos e a dgua. Os grupos
polares ficam na solugdo aquosa, proximos a superficie, e 0s grupos apolares ficam na interface
agua-6leo, minimizando o contato com a agua, gerando urna diminuicao na tensao superficial da
agua, devido a um desarranjo da superficie. O mesmo fundamento serve para biossurfactantes
soltveis em 6leo (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

O recente interesse por biossurfactantes é baseado nas propriedades funcionais que
esses compostos possuem corno detergéncia, lubrificagdo, emulsificagdo, separagdo de fases,
acdo umectante; espumante, solubilizante, inibicdo da corrosdo e redugcdo da viscosidade de
Oleos. Desta forma, o0s surfactantes sintéticos podem ser substituidos por surfactantes
microbianos em diversas areas industriais (MUKHERJEE et al., 2006).

Os biossurfactantes também tém atraido atencdo devido a baixa toxicidade,
biodegradabilidade, aceitacdo ecoldgica e habilidadade de serem produzidos a partir de fontes
renovaveis; contudo, essas moléculas, por razées funcionais e custos de producdo, tornam-se
compostos ainda ndo competitivos em relacdo aos surfactantes quimicos. Entretanto, o uso de
substratos de baixo custo ou residuos podem reduzir drasticamente o custo da producdo de
biossurfactantes. Desta forma, residuos orgénicos e industriais estdo sendo apontados como
possiveis substratos para a producéo de biossurfactantes (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Apesar dos grandes esforgos realizados por inUmeras investigacfes descritas pela
literatura, sao raros os trabalhos desenvolvidos associando a influéncia dos parametros fisicos e

guimicos na producéo de biossurtactantes por leveduras.
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Neste sentido, foram investigados o0s aspectos fisicos e quimicos relacionados as
propriedades e producdo de biossurfactantes por leveduras do género Candida, associando as
fontes de carbono e nitrogénio, substratos, temperatura, pH, agitacdo que possam influenciar nas
propriedades (tensdo superficial e emulsificacdo) na producdo e na estrutura quimica dos
biossurfactantes.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Selecionar e avaliar a influéncia dos parametros fontes de carbono e de nitrogénio, pH,
temperatura e agitacdo na producdo e propriedades dos biossurfactantes isolados a partir de

leveduras do género Candida.

1.2.2 Objetivos especificos

e Investigar os biossurfactantes produzidos por leveduras do género Candida;

e Selecionar dentre as leveduras do género Candida a C. lipolytica como a mais
estudada considerando a habilidade de producéo de biossurfactantes;

e |dentificar os tipos de substratos, solUveis e insollveis na composicdo dos meios de
cultivo utilizados para os biossurfactantes produzidos por C. lipolytica;

e Avaliar a influéncia do tempo, do processo de fermentacdo, do pH, da agitacédo, da
temperatura e dos substratos na estrutura quimica dos biossurfactantes produzidos por
C. lipolytica;

e Empregar modelagem para validar a influéncia dos parametros fisicos e quimicos

relacionadas a producao de biossurfactantes por C. lipolytica.
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1.3 Revisao de Literatura

1.3.1 Surfactantes e biossurfactantes: consideragdes gerais

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos amplamente
utilizados em diversos setores industriais (RON; ROSENBERG, 2001; NITSCHKE; PASTORE
2002;).

A producdo mundial de surfactantes chega a ultrapassar 3 milhdes de tonelada por ano
(BANAT et al., 2000).

Os primeiros surfactantes foram produzidos a partir de recursos renovaveis (gorduras e
6leos), embora atualmente a maior parte utilizada seja derivada de petréleo (DELEU; PAQUOT,
2004). Considerando, entretanto, a grande preocupacdo ambiental, as industrias pressionadas
pela legislacdo e organizacfes de defesa ao meio ambiente, buscam alternativas para minimizar
0s impactos ambientais e os riscos a salde humana, aumentando o interesse por surfactantes de
origem microbiana (BOGNOLO, 1999; BANAT et al., 2000).

Os biossurfactantes apresentam uma imensa gama de aplicacdes: na area de industrias
de processamentos de alimentos, na area médica, na recuperacdo de residuos oleosos, na
industria cosmética, dentre outras aplicagbes. (BEZBORODOV, 1991 citado por TURKOVSKAYA
et al. 1999; LANG, 2002; DELEU; PAQUOT, 2004).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem anfipatica que apresentam uma parte
hidrofilica e outra hidrofébica na mesma molécula, tendendo a se distribuir nas interfaces entre as
fases fluidas, com diferentes graus de polaridade (agua/ 6leo e 6leo/ 4gua). Os biossurfactantes
sdo capazes ainda de formar estruturas tais como: micelas, estruturas lamelares, vesiculas
esféricas ou irregulares (CHAMPION et al., 1995; CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). (Figura 1).
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Figura 1 - (a) mondmero surfactante, denotado por um circulo representando a cabeca hidrofilica
ligada a cadeia de hidrocarboneto; (b) micela circular; (c) micela cilindrica; (d) camada micelar; (e)
representacdo de uma vesicula.

Fonte: (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Os biossurfactantes tém a propriedade de aumentar a capacidade emulsificante e de
reduzir a tenséo superficial e interfacial pelo remanejamento molecular do acimulo na superficie
de compostos insollveis, influenciando as pontes de hidrogénio e outras interagdes hidrofébricas
e hidrofilicas (ANNA, 2000).

Atualmente, a utilizacdo de técnicas para a obtencdo de biossurfactantes a partir de
microrganismos representa um elevado interesse ambiental, pois os biossurfactantes consistem
em produtos do metabolismo de bactérias, fungos e leveduras, sendo ainda menos toxicos,
menos alergénicos e com maior potencial de biodegradacéo. Os biossurfactantes de um modo
geral reduzem e minimizam os impactos ambientais (SEM; SWAMINATHAN, 2005; MULLIGAN,
2005).

1.3.2. Tenséo superficial e concentracdo micelar critica (CMC)

A tenséo superficial dos biossurfactantes é a forga de atracédo existente entre as moléculas
dos liquidos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 - (a) Formagé&o de micelas na superficie e no interior do liquido
(Fonte: RUFINO, 2006)

A tensdo superficial diminui quando a concentragdo de surfactante no meio aquoso
aumenta, ocorrendo a formacdo de micelas, que sdo moléculas anfipaticas agregadas com as
porcdes hidrofilicas posicionadas para a face externa do meio liquido e hidrofébicas para a face
interna (Figura 3).

Figura 3 - Posicionamento das moléculas dos surfactantes em fase liquida:
a) moléculas na interface ar-agua; b) formacédo de micelas
(Fonte: RUFINO, 2006)

A concentracdo dessas micelas forma a Concentracdo Micelar Critica (CMC). Esta
concentracdo corresponde a minima concentracdo de biossurfactante necessaria para que a
tensdo superficial seja reduzida ao valor maximo. Quando a CMC é atingida, varias micelas séo
formadas (Figura 4).

A CMC é uma propriedade caracteristica de um surfactante que pode ser obtida a partir de
um grafico semi-logaritico da tenséo superficial de uma solucdo contra a concentracao surfactante
(KOSARIC, 1996).
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A CMC determina também, as caracteristicas basicas e essenciais de eficiéncia e
efetividade de um bom surfactante. Entretanto, a eficiéncia € medida através da CMC que varia de
1 a 2000mg/L, enquanto que a efetividade estd relacionada com as tensdes superficiais e
interfaciais, as quais devem atingir valores em torno de 31 a 1 mN/m, respectivamente (RON;
ROSENBERG, 2001).

Tensdo superiicial mN'm

S cmc’

Concentragdo de surfactante (g'l)

Figura 4 - Formacéo de micelas na CMC
(Fonte: RUFINO, 2006)

1.3.3. Classificagao e natureza quimica dos biossurfactantes

De um modo geral, todos biossurfactantes possuem uma mesma estrutura comum: uma
porgéo lipofilica, usualmente composta de hidrocarboneto com um ou mais acidos graxos, que
podem ser saturados, insaturados ou hidroxilados e ligados a uma outra porcao hidrofilica, que
pode ser um éster, grupo hidréxi, fostato ou carboxilato (COOPER, 1986; LANG, 2002).

Os surfactantes sdo caracterizados por uma estrutura anfipatica onde as propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas dependem da carga do grupo polar, o qual pode ser: anidnico, catiénico,
neutro ou anfotérico (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Na Tabela 1, est4 apresentado os biossurfactantes de acordo com a classificagdo, em
funcdo da composicdo quimica da molécula e com o microrganismo que o originou. As cinco
classes dos biossurfactante sdo: glicolipideos, lipoproteinas e lipopeptideos, lipideos neutros,
acidos graxos e fosfolipideos, poliméricos e particulados (DESAI; BANAT,1997). A Figura 5 ilustra

algumas estruturas quimicas de biossurfactantes.
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe / Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipideos
-ramnolipidecs
-soforolipideos
-trealolipideos
Lipopeptideos e lipoproteinas
-Peptideo-lipideo
-Viscosina
-Serrawetina

-Surfactina

Acidos graxos, lipideos neutros e

fosfolipideos
-Acidos graxos
-Lipideos neutros
-Fosfolipideos
Surfactantes poliméricos
-emulsan
-biodispersan
-liposan
-carboidrato-lipideo-proteina
-manana-lipidec-proteina
Surfactantes particulados
-vesiculas

-células

Prewdomonas aernginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus ervthropolis, Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Preudomonas fluorescens
Serratia marcenscens

Facillus subtilis

Corynebacierium lepus
Nocardia ervihrapolis

Thiobacillus thioocidans

Acinetobacier calcoaceticus
Acinetobacier calcoaceticus
Candida lipolyvtica
Prendomonas fluorescens

Candida tropicalis

Actnetobacter calcoaceticus

Virias bactérias

Fonte: DESAT; BATAT (1997)
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Figura 5 - Estruturas de biossurfactantes: (a) Soforolipidios; (b) Mono—raminolipidios;

(c) Di—raminolipidios; (d) Surfactina
(Fontes: KOWALL et al., 1998; BOGNOLO, 1999;SANDOVAL et al., 1999; LANG, 2002).

1.3.4 Producdao de surfactantes por microrganismos

Os microrganismos (bactérias, leveduras e alguns fungos filamentosos) que utilizam

substratos insoltveis como fonte de carbono apresentam inicialmente o processo de degradacao,

produzindo uma variedade de biossurfactantes (KARANTH et al., 1999).

Os soforolipideos que sao produzidos por varias espécies de Torulopsis, atualmente
classificada como Candida (KARANTH et al., 1999). Alguns microrganismos sao capazes de
mudar a estrutura de sua parede celular, sintetizando lipossacarideos ou surfactantes néo iénicos,
tendo como representantes desse grupo C. lipolytica, C. tropicalis e bactérias (Rhodococcus
erythropolis, Mycobacterium sp e Arthrobacter sp) (KARANTH et al., 1999). A tabela 2 apresenta

0s principais biossurfactantes e os microrganismos produtores.
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Tabela 2 - Biossurfactantes produzidos por microrganismos

Tipo de biossurfactante

Microorganizmo produtor

Manoproteina

Soforolipidecs

Manosileritrito] —
lipideos

Complexo carboidrato —
proteina - lipideo

Complexo carboidrato -
proteina

Acido graxo

ND®

Polidis — lipideos

Kluvveromyees marxianus
Saccharomvces cerevisiae
Wickerhamiella domercgiae
Candida bombicola
Torulopis petrophilum
Candida bogorienses

Candida antarctica

Candida sp. S5Y16
Kurtzmanonvces sp. [-11
Pseudozyma fusifornata,

P parantarctica,

P tsukubabaensis

P rugulosa

F aphidis
Yarrowia lipolvtica IMUFRJ

50682
Yarrowia lipolyvtica NCIM 3580
Debarvomyces polymorphus
Candida tropicalis

Candida lipolvtica IA 1055

Candida lipolvtica ATCC 8662

Candida ingens
Candida utilis
Candida valida
Candida boleticola
Rhodotorula glutings,
Rhodotorula graminis

Fonte: Fontes et al., (2008)

Entre as leveduras mais utilizadas, o género Candida tém sido empregado nos processos

de fermentacdo de hidrocarbonetos e conseqientemente, na producdo de biossurfactantes

(RUFINO, 2006).

Em 1977, Kappeli e Fiechter isolaram um complexo &cido graxo-polissacarideo da

superficie celular de C. tropicalis crescida em alcanos, obtendo como resultado um polimero

20

caracterizado por um manano constituido de 4% de acidos graxos (KAPPELI et al., 1978).
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Em 1979, Pareilleux observou a producdo de um polimero extracelular por C. lipolytica
com propriedades emulsificantes quando crescida no solvente organico n-tetradecano ou na
mistura de hidrocarbonetos lineares, observando que qualquer n-alcano utilizado como fonte de
carbono levava a formagéo de polimeros com moléculas de estruturas inalteradas. Por outro lado,
Cirigliano e Carman (1984), isolaram um bioemulsificante a partir de C. lipolytica quando crescida
em n-hexadecano. O emulsificante obtido, denominado de Liposan era composto principalmente,
por carboidratos. Posteriormente, o polimero obtido foi isolado e purificado demonstrando ser
constituido por 83% de carboidratos e 17% de proteinas (CIRIGLIANO; CARMAN, 1985).

Cooper e Paddock (1984), utilizando a C. bombicola ATCC 22214 obtiveram altos
rendimentos de biossurfactantes utilizando duas fontes de carbono, 6leo vegetal e carboidrato. O
produto obtido consistia num glicolipideo.

Sarkar et al., (1986), isolaram uma goma do tipo glucana a partir de Moniliella pollinis num
meio mineral simples, obtendo como resultado da analise do polissacarideo a presenca de glicose
em maior proporcao, acido urénico e manose.

Em 1990, Sing e colaboradores demonstraram que a C. tropicalis produziu “SCP” (single
cell protein) utilizando n-hexadecano como fonte de carbono e ainda, ocorreu a producao
extracelular de um bioemulsificante.

Kitamoto et al., (1990a), utilizando a C. antarctica T-34, observaram o acumulo de
biossurfactantes quando a levedura foi cultivada em 6leo de soja como fonte de carbono. Os
biopolimeros isolados consistiam em glicolipideos. Posteriormente, Kitamoto et al. (1990b),
utilizaram como teste, trés amostras de C. antarctica produtoras de biossurfactantes. Os
biopolimeros produzidos eram similares aqueles obtidos a partir da C. antarctica T-34, mas
diferentes na composicao das misturas dos lipideos. A amostra C. antarctica T-34 foi identificada
como a melhor produtora em termos de rendimento a partir de varios 6leos vegetais, mas nao teve
a capacidade de utilizar n-alcanos e carboidratos.

Davila et al., (1992) utilizaram a C. bombicola CB 56009, onde obtiveram a producédo de
glicolipideos a partir de acidos graxos de 6leo de linhaca e glicose, resultando em uma alta
producéo utilizando fermentagéo em batelada alimentada.

Zhou e Kosaric, (1993) a partir da Torulopsis bombicola, hoje considerada como Candida,
testaram a produgdo simultdnea de glicolipideos intra e extracelulares num Unico processo
fermentativo utilizando variaveis fontes de carbono. Nesta pesquisa foi investigado o efeito da
lactose, galactose, 6leo de oliva, 6leo de acgafrdo e soro de leite na producédo de biossurfactante,
observando que a glicose e o 6leo de agafrdo constituem boas fontes de carbono na producéo de
glicolipideos. A lactose juntamente com Oleo de oliva foram as fontes de carbono mais efetivas na

producédo simultanea destes polimeros.
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Mais tarde, em (1993), Huse e Hommel, obtiveram como resultado, a partir de glicose e
frutose, grandes quantidades de glicolipideos por C. apicola durante a fase estacionaria de
crescimento.

Kitamoto et al., (1993), utilizaram células na fase estacionaria de crescimento da C.
antarctica T-34, onde observou um aumento consideravel da producgéo de glicolipideos, a partir de
fontes de carbono hidrofébicas, sendo o maior rendimento obtido com células da levedura em
crescimento.

Mais tarde, SARUBBO et al.,, (2001) demonstraram resultados a partir da C. lipolytica
utilizando como substrato 6leo de babacu. A partir dos resultados obtidos novas pesquisas foram
estimuladas sobre os mecanismos de producdo de biossurfactantes por levedura do género
candida dentro do grupo de pesquisadores.

Brandao (2006) selecionou quatro leveduras produtoras de biossurfactantes apés uma pré-
selecdo avaliando o potencial de atividade de emulsificagdo (AE) por C. albicans, C. pelliculosa, C.
tropicalis e C. sphaerica. Apdés nova avaliacdo quanto ao poder de emulsificacdo, foram
selecionadas C. tropicalis e C. sphaerica. Os biossurfactantes produzidos com as leveduras
crescidas em fonte de carbono alternativa (6leo de babagu-5%) foram caracterizados como
moléculas com maior percentual de proteinas, seguido de lipideos e carboidratos como a menor
fracao.

Vance-Harrop et al., (2003) e (2004), demonstrou que a C. lipolytica IA 1055 possui
excelente potencial na producdo de biossurfactantes com habilidade de emulsificacdo, em meios
de cultivo de baixo custo. Considerando o potencial biotecnologico de C. lipolytica, novas
investigacdes foram realizadas utilizando os meios de cultivo a base de dgua do mar, adicionados
de dleo de babacu e glicose como controle da fonte de carbono. Observou-se maior producao de
biossurfactantes com os meios Yeast Salt Water-Babacu (YSW-B2) e Yeast-Salt Water-Babacu
(YSW-B3), cujas biomoléculas produzidas apresentaram excelente capacidade de emulsificagéao,
sendo consideradas como novos bioemulsificantes de constituigdo quimica de carboidratos,
proteinas e lipideos.

Rufino (2006) e Rufino et al. (2007,2008) a partir da C. lipolytica UCP0988, testou um meio
mineral contendo residuo de refinaria de 6leo de soja como substrato de baixo custo. Os
resultados obtidos demonstraram um rendimento de 4,5 g/L de biossurfactante, com reducéo da
tensdo superficial do meio para 32 mN/m. O biossurfactante isolado apresentou em sua
constituicdo 50 % de proteinas, 20% de lipideos e 8 % de carboidratos. Neste estudo, foi
concluido que o biossurfactante produzido por C. lipolytica quando cultivada em meio de baixo

custo contendo residuo de refinaria de 6leo de soja, representando uma alternativa de producgéo
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de um biopolimero com perspectivas de aplicacdes futuras no controle da poluicdo ambiental
causada por petréleo e derivados.

Amaral et al., (2006), detectaram atividade de emulsificagdo no meio de cultura por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ50682. O bioemulsificante, secretado durante o crescimento em
glicose como fonte de carbono, foi isolado e caracterizado com sucesso. O emulsificante isolado
foi nomeado de Yasan, sendo diferente de outros emulsificantes anteriores identificado por Y.
lipolytica. O biossurfactante apresentou uma alta atividade de emulsificacdo e estabilidade na
faixa de pH de 3,0 a 9,0, sendo capaz de estabilizar emulsdes de 6leo em agua com varios
hidrocarbonetos arométicos e alifaticos.

Albuquerque et al., (2006) usaram uma planejamento fracionario completo 2* para estudar
o bioemulsificante produzido, investigando os efeitos e intera¢des de 6leo de milho, uréia, sulfato
de amobnia e ortofosfato de potassio, tendo como variavel resposta a atividade de emulsificacéo
(AE).

Luna, (2006), em seu trabalho, teve como objetivo produzir agentes surfactantes e uma
nova linhagem C. glabrata UCP 1002, isolada de sedimento de mangue, utilizando 6leo de
algodao, glicose e extrato de levedura como substratos.

Bezerra, (2006), no intuito de avaliar a producdo de biossurfactante, utilizou um substrato
ndo convencional, melago de cana-de-agucar, proveniente da inddstria agucareira, para reduzir
os custos de produgdo. A linhagem codificada como AP029/GLVIIA, isolada de pocos de petroleo
do Estado do Rio Grande do Norte utilizada nos ensaios, pertencia a colecdo de cultura do
Departamento de Antibidticos da UFPE. Os cultivos foram submetidos a diferentes condigbes
utilizando um planejamento fatorial, no qual os fatores estudados foram concentracdo de melaco,
concentracao de nitrato (fonte de nitrogénio), agitacdo e razdo de aeracao.

Albuguerque, (2006) desenvolveu um softsensor baseado em redes neurais para
determinar a inferéncia da concentracdo de biomassa e da atividade de emulsificacdo do
biossurfactante produzido por C. lipolytica, visando de otimizar os componentes do meio de cultivo
e ampliar o processo para escala de biorreator. A otimizacdo dos componentes dos meios de
producdo de bioemulsificante foi realizada usando planejamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta, onde a variavel resposta, atividade de emulsificacdo demonstrou um

aumento de 262,8%.
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1.3.5 Funcao fisiolégica dos biossurfactantes

Segundo (RUFINO, 2006; SINGH et al., 2007) estudos ainda sdo necessarios para elucidar

totalmente a funcdo fisiolégica dos biossurfactantes, embora algumas funcdes possam ser

atribuidas a esses compostos:

transporte de hidrocarbonetos: funcdo atribuida aos biossurfactantes ligados a parede
celular de C. tropicalis (COOPER et al., 1981), onde um aumento significativo da por¢éo
lipidica do polissacarideo de membrana foi detectado quando © microrganismo crescia
em alcanos, indicando que o complexo polissacarideo - 4cido graxo presente na
superficie celular estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos;

emulsificagdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insoliveis em &gua,
facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (COOPER et al., 1981),
porém quando isolados Bacillus subtilis produzem surfactantes apenas em substratos
hidrossoltveis (FRANCY et al., 1991);

atividade antibiotica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente da classe
dos lipopeptideos e glicopeptideos. Os raminolipideos de P. aeruginosa e o surfactin de B.
subtilis, funcionam como antibidticos solubilizando os principais componentes das
membranas celulares microbianas. Através da excreg¢do destes biossurfactantes no meio,
0s microrganismos adquirem maior chance de sobrevivéncia e maior competitividade na

busca por nutrientes (LIN, 1996);
aderéncia-liberacdo da célula a superficies, uma das mais importantes estratégias de

sobrevivéncia dos microrganismos € sua habilidade em colonizar um nicho ecoldgico onde
possa se multiplicar. Os elementos chave nesta estratégia séo estruturas da superficie
celular responsaveis pela aderéncia das células as superficies. Os microrganismos podem
utilizar surfactantes ligados a parede para regular as propriedades da superficie celular,
visando aderir ou se desligar de um determinado local, de acordo com sua necessidade
para encontrar novos habitats com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de
ambientes desfavoraveis (ROSENBERG; RON, 1998).
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1.3.6 Fatores que influenciam a producéo de biossurfactantes

Existem varios fatores que influenciam qualitativamente e quantitativamente na producao
de biossurfactantes; dentre eles podemaos citar os fatores fisico-quimicos relacionados a estrutura
guimica, metabolismo celular, substrato, pH, temperatura, forca idnica e salinidade, além da
agitacdo, dos meios de cultura, dos tipos de cultivo (frasco ou reator) e tipos de processos
produtivos.

Um importantissimo fator, relacionado a producéo de biossurfactantes, sdo os substratos.
Os substratos influenciam no custo, quantidade e qualidade da producéo de biossurfactantes, na
constituicdo de sua estrutura quimica como também nos processos de fermentacéo, entre outros
fatores. Os substratos, em geral, podem ser classificados em soltveis (glicose, sacarose, glicerol,
etanol) ou insolaveis (hidrocarbonetos, 6leos vegetais) (SOUMEN et al., 2006).

Para reduzir custos dos processos de producgéo alguns substratos baratos sdo usados na
producdo de biossurfactantes. Dentre esses substratos pode-se destacar: 6leos de babacu, milho,
girassol, soja, jojoba, entre outros. Existem ainda os substratos baratos provenientes de recursos
renovaveis, aqueles que apresentam fonte de carbono, especialmente os de residuos
agroindustriais como: polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagaco de cana, cascas de frutas
processadas, batata, farinha de cereais e mandioca, entre outros (GUTIERREZ et al., 1992;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Os processos de fermentagdo sdo normalmente complexos, devido a sintese de produtos
pelo microrganismo, influéncia de fatores externos e internos (concentracfes de substrato,
produto, pH, etc), entre outros. Estes processos sao descritos por equacdes néo lineares, tendo o
tempo como o parametro variado. Geralmente o resultado 6timo e o perfil de controle séo
calculados para os parametros que sdo assumidos serem constantes (ndo podem ser percebidas
as 6timas solucdes na pratica) ou quando os parametros sao funcdes das condicdes fisicas ou
guimicas do processo, como pH, temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido, entre outros
(TSONEVA et al., 1998).

1.3.7 Propriedades e aplicacdes dos biossurfactantes

Entre diversas composi¢des quimicas e propriedades, algumas sdo comuns a maioria dos
biossurfactantes, pois apresentam diversas vantagens em relagdo aos surfactantes
convencionais, ressaltando (VAN HAMME et al., 2006):
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e Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sédo mais efetivos do que os
surfactantes convencionais, pois produzem menor tensdo superficial em menores
concentracoes;

e Seletividade para interfaces especificas: um dos varios principios das moléculas
biolégicas é sua notavel especificidade comparada aos materiais quimicamente
sintetizados;

e Tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica: os biossurfactantes possuem elevada
estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condicbes
mais drasticas;

¢ Biodegradabilidade: diferentes dos surfactantes quimicos os biossurfactantes sdo
facilmente degradados na agua e no solo;

o Baixa toxicidade: a baixa toxicidade dos biossurfactantes permite o uso em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (efeitos alérgicos).

O potencial de aplicacdo de compostos de superficie ativa, produzidos a partir de
microrganismos, esta baseado nas propriedades de emulsificacdo, separa¢do, umedecimento,
solubilizacdo, inibicdo de corrosdo, reducao de viscosidade de liquidos e reducdo da tenséo
superficial. Essas propriedades fornecem potencial de aplicagdo nas industrias de alimentos,
agricola, de construgdo, de bebidas, de papel, de metal, téxtil, farmacéutica e cosmética
(FIECHTER, 1992; BOGNOLO, 1999; MULLIGAN et al.,, 2001; NITSCHKE; PASTORE, 2006;
RUFINO, 2006) (Tabela 3).

Tabela 3- Potencial de aplicacdes dos biossurfactantes

Funcbes Campos de Aplicacéo

Emulsionantes e dipersantes Cosméticos, tintas, biorremediagdo, O6leos,
alimentos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotagédo
de minérios

Agentes espessantes Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais Mineragéo

Formadores de vesiculas Cosmeético e sistema de liberacé@o de drogas

Fonte: CAMEOTRA, 2000
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Continuacao da Tabela 3- Potencial de aplica¢des dos biossurfactantes

Funcbes Campos de Aplicacéo
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos
Demulsificantes Tratamento de residuos
Redutores de viscosidade Transporte em tubulag&o, oleodutos
Dispersantes Mistura carvdo-agua, calcareo-agua
Fungicida Controle bioldgico de fitopatdgenos
Agente de recuperacgao Recuperacdo melhorada do petréleo

Fonte: CAMEOTRA, 2000

Em seguida, sdo destacados os seguintes aspectos relacionados a aplicabilidade:

Controle da poluigéo

e Biorremediacdo

Os biossurfactantes aumentam a interacdo Oleo/agua, acelerando o processo de
degradacdo de varios Oleos por microorganismos e promovem a biorremediacdo de aguas e
solos. A capacidade dos biossurfactantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua faz
com gque aumente a degradacao destes compostos no meio ambiente. Os biossurfactantes podem
ser usados diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos
no solo (KARANTH et al., 1999; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

e Recuperacao de reservatoérios de 0leos

Muitos residuos ficam depositados no fundo dos reservatérios de Oleo e isso requer um
tratamento manual de lavagem que utiliza solventes muitos perigosos. Um processo alternativo de
limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a diminuicdo da viscosidade e a formacéao de
emulsdes, facilitando o bombeamento do residuo e a recuperacédo do 6leo cru apés quebra da
emulsdo. Os residuos solidos resultantes carregam uma quantidade limitada de 6leo residual pela
acao detergente do biossurfactante, tornando o descarte menos contaminante ao meio ambiente
(MUKHERJEE et al., 2006).
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¢ Recuperacdo melhorada de petréleo ( MEOR )

A MEOR consiste em uma tecnologia de recuperagdo tercidria do petréleo que utiliza
microrganismos ou produtos do seu metabolismo para a recuperacdo de Oleo residual. Os
microrganismos produzem polimeros e surfactantes que reduzem a tensdo superficial 6leo —
rocha, reduzindo as forcas capilares que impedem a movimentacdo do 6leo através dos poros da
rocha. Os biossurfactantes também auxiliam na emulsificacdo e na quebra dos filmes de 6leo das
rochas (MANEERAT, 2005).

A utilizacdo de biossurfactantes em MEOR envolve varias estratégias, como a injecdo de
microrganismos produtores de biossurfactantes no reservatério e subsequiente propagacao “in
situ”, ou a injecdo de nutrientes no reservatorio, estimulando o crescimento dos microrganismos
produtores de biossurfactantes (MULLIGAN, 2005).

Aplicages terapéuticas

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui varias aplicagbes
farmacéuticas como a inibicdo da formacdo de coagulos, formacdo de canais iGnicos em
membrana, atividade anti-bacteriana e antifgica, atividade antiviral e antitumoral. O
biossurfactante produzido por R. eryhropolis inibiu o virus da herpes e o virus parainfluenza
(VAN HAMME et al., 2006).

Agricultura

Os biossurfactantes s@o usados na agricultura especialmente em formulacbes de
herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulacdes sao geralmente hidrofébicos,
sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em solu¢do aquosas (KARANTH et
al., 1999; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Mineracé&o

Compostos tenso-ativos, produzidos por culturas de Pseudomonas sp e Alcaligenes sp,
foram utilizados para flotacdo e separacdo da calcita e eschelita. O Biodispersan, polissacarideo
anionico produzido por Acinetobacter calcoaceticus A2, foi utilizado na prevencéo da floculagdo e
dispersdo de mistura de pedra calcarea e agua. Biosurfactantes de C. bombicola demonstraram
eficiéncia na solubilizacéo de carvao (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Produtos de higiene e cosméticos

Devido a compatibilidade com a pele, os biossurfactantes podem ser usados em produtos
de higiene e cosméticos. A preparacao de biossurfactantes pela agdo enzimatica (principalmente
lipases) sobre moléculas hidrofébicas promoveu um novo direcionamento na producao destes
compostos, principalmente para utilizacdo em produtos de higiene e cosméticos (KARANTH et al.,
1999; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Industria de alimentos

Os biossurfactantes séo utilizados como emulsionantes no processamento de matérias-
primas. Os agentes tenso-ativos encontram aplicagdo em panificagdo e produtos derivados de
carne (GAUTAM; TYAGI, 2006).

A tabela 3 apresenta as principais aplicagdes comerciais dos biossurfactantes.

Tabela 4 — Principais aplicagbes comerciais dos biossurfactantes

Funcbes Campos de aplicacéo
Emulsionantes e dispersantes Cosmeéticos, tintas, biorremediagéo, 6leos,
alimentos

Solubilizantes
Agentes molhantes e
penetrantes
Detergentes
Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas
Fator de crescimento
microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicidas

Agentes de recuperacao

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotacao de
minérios

Tintas e alimentos

Mineracgéo

Cosméticos e sistemas de liberagéo de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperagéo de
petréleo

Transporte em tubulagdes, oleodutos
Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Controle biolégico de fitopatégenos
Recuperacao terciaria de petrdleo

Fonte: BANAT et al., (2000)
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1. Introducéo

Os biossurfactantes sdo moléculas constituidas por por¢cdes hidrofébicas e
hidrofilicas, que se acumulam nas interfaces entre as fases fluidas, com diferentes graus de
polaridade (6leo/dgua e agua/bleo), reduzindo a tenséo superficial e interfacial aumentando
a area superficial de compostos insollveis, permitindo assim, o aumento da mobilidade,
biodisponibilidade e subsequente biodegradacdo. S&o compostos com baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade®, com possibilidade de produco in situ e a partir de fontes renovaveis.
Apresentam as mesmas propriedades dos surfactantes quimicos, tais como: emulsificacao,
detergéncia, capacidade espumante, capacidade molhante, lubrificacdo, disperséo e
solubilizacdo de fases® , sendo sua aceitabilidade ecoldgica, a vantagem mais importante
sobre os surfactantes quimicos®.

Os biossurfactantes apresentam uma grande diversidade de aplicacdes, ressaltando-
se a industria petrolifera, principalmente, na recuperagdo terciaria do petréleo e
biorremediacdo de hidrocarbonetos. Contudo, sdo também relatados processos de
solubilizagdo e emulsificagdo de compostos quimicos toxicos. Os biossurfactantes também
apresentam aplicagbes nas indastrias de cosméticos, farmacéutica, tintas, alimenticias,
produtos de limpeza, na agricultura, entre outras”.

Os biossurfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria dos
biossurfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados de petréleo.
Entretanto, a preocupagdo ambiental entre os consumidores, combinado com as novas
legislagbes de controle do meio ambiente levam & procura de surfactantes naturais, como
alternativas aos produtos existentes”.

Portanto, a biodegradacéo apresenta-se como um método efetivo, uma vez que, o
petréleo é usado como fonte de carbono através dos processos microbianos, resultando na
quebra das moléculas em compostos de baixa massa molecular’. Porém, geralmente a
biodisponibilidade de compostos hidrofébicos para a conversdo microbiana € baixa, limitando
assim, a taxa de biodegradacdo no meio aquoso. A dispersdo e a solubilizacdo de
compostos organicos apresentam baixa solubilidade em agua, sendo no entanto, um passo
importante para a biorremediacdo®. O uso de compostos tensoativos, como
biossurfactantes, torna-se uma alternativa com possibilidade de aumento do processo de
biodegradac&o dos hidrocarbonetos’.

Muitos microrganimos séo capazes de emulsificar hidrocarbonetos em solucdo através
da producdo de biossurfactantes®, consequentemente, aumentando & ades&o de células ao

7

substrato®. Neste sentido, uma variedade de microrganismos é capaz de produzir
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biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares’®, no entanto, o potencial de
producdo € determinado pela genética microbiana. Contudo, outros fatores como a
natureza dos substratos (carbono e nitrogénio), o pH, agitagdo e tempo de cultivo
associados a relagdo carbono e nitrogénio influenciam fortemente a producdo de
biossurfactantes e a estrutura quimica*’.

Entre as leveduras, consideradas como GRAS (generally regarded as safe), o
género Candida, vem sendo bastante empregado com SucessO NOS pProcessos
fermentativos utilizando substratos hidrofébicos, com consequente producdo de
biossurfactantes tenso-ativos ou emulsificantes, ou ambos. O interesse por Candida vem
crescendo significativamente, devido ao seu potencial biotecnolégico, diversidade
metabodlica, natureza ecoldgica, possibilidade de produzir através de processos
fermentativos varios metabdlitos secundarios, como enzimas, antibiéticos, proteinas,
lipidios e biossurfactantes, com excelente atividade de emulsificagcdo, estabilidade gente
condi¢cbes de estresse, reducdo da tenséo superficial, interfacial e da concentragdo micelar
critica (CMC)12,13,14,15,16,17,18,19,20,22,23.

Considerando, a habilidade de Candida lipolytica utilizar um grande nimero de
substratos insolUveis, ressalta-se que existem grandes quantidades de residuos graxosos
liberados (1890 toneladas/ano), principalmente, a partir de refinarias de 6leo vegetal na
regido Nordeste do Brasil, cujos residuos poderiam ser reutilizados como substratos para a
producéo de biossurfactante, como forma alternativa de reduzir o custo de producéo®.

Este trabalho esta fundamentado em um grande nimero de investigacdes que vém
sendo realizadas com sucesso utilizando C.lipolytica na producdo de biossurfactantes,
visando a reducéo dos custos de obtencao de moléculas com atividade emulsificante e que
podem também reduzir a tensdo superficial. Desta forma, a presente revisao foi dirigida
para investigacdes com a levedura C. lipolytica no estado anamorfo, identificando a origem
microbiana das linhagens trabalhadas, destacando a influéncia dos paradmetros fisico-
guimicos e os provaveis pontos chave entre fontes de carbono e nitrogénio na fisiologia de
producédo de biossurfactantes, como também, a relacdo indireta com a composicao quimica

do biopolimero, além de perspectivas futuras.
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2. Amostras de Candida lipolytica produtoras de biossurfactantes e origem
microbiana

Os biossurfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria dos surfactantes
disponiveis comercialmente € sintetizada a partir de derivados de petréleo. Entretanto, a
preocupacdo ambiental entre os consumidores, combinado com as novas legislagbes de
controle do meio ambiente levam a busca de surfactantes naturais, como alternativas aos
produtos existentes®.

O aparecimento de bioemusificantes ou compostos de superficie ativa no meio de
cultura ou unido as paredes celulares é geralmente considerado um pré-requisito para as
interacdes iniciais entre os hidrocarbonetos e a célula microbiana, os quais reduzem a
tensdo superficial entre 0 dleo e a fase aquosa, reduzindo o didmetro médio das gotas de
6leo e propiciando o aumento da &rea interfacial®®>. Desta forma, os biossurfactantes
possuem a capacidade de emulsificar e dispersar os hidrocarbonetos em agua, tornando-os
disponiveis e com isso, retira-los do ambiente “naturalmente”, através de processos como
mineralizac&o e solubilizag&o®.

Assim, 0s recentes avangos no campo de surfactantes microbianos, vém sendo
atribuidos ao rapido desenvolvimento de avaliagdo do potencial de linhagens microbianas,
cujas Colecdes de Cultura séo responsaveis pela manutencdo do patrimoénio genético. Os
microrganismos representam um acervo em expansao da economia mundial, e sdo de
grande interesse, especialmente, para a industria. A habilidade notavel de degradacéo de
compostos por microrganismos € conseqiéncia da evolucdo dos sistemas enzimaticos, 0s
guais vém coexistindo, durante bilhdes de anos, com uma enorme variedade de substancias
naturais. Esta diversidade de substratos potenciais ao crescimento microbiano resultou no
aumento do conhecimento pela habilidade de producédo de metabdlitos secundarios, através
de sistemas enzimaticos aptos a produzir e transformar moléculas organicas. Segundo Van
der Meer?” e Van Der Meer et al. ® existem duas possibilidades para a adaptacdo dos
microrganismos as moléculas sintéticas:

1. Existéncia de enzimas produzidas pelas células microbianas que reconhecem a
estrutura do composto como substrato, conduzindo a uma "adaptacao bioquimica";

2. Alteracdo dos sistemas enzimaticos, pelo estimulo na expressdo de novos genes
necessarios a conversao do composto, conduzindo a uma "adaptacdo genética". Como
exemplo, o tratamento com derivados do petréleo que permite uma adaptacdo genética,

com diferentes graus de respostas a esses compostos®#°,
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Assim, as diversas amostras de leveduras foram avaliadas a habilidade na producéo
de agentes surfactantes e ou emulsificantes, ou ambos, destacando o potencial
biotecnol6gico da Candida lipolytica, dentre as leveduras a mais investigada na literatura.
As leveduras estdo agrupadas de acordo com a capacidade de reproducdo, sendo
considerada duas grandes Classes: Ascomycetes, estado sexuado, conhecido como
“leveduras verdadeiras”, ou ainda que formam ascésporos no interior da células,
dependendo da condicdo de cultivo. Outras sdo capazes de produzir esporos externos,
pertencentes a Classe dos Basidiomycetes, consideradas “falsas leveduras”, onde somente
a reproducdo assexuada é conhecida formando um conjunto artificial denominado de
Deuteromycetes. Desta forma, baseada nas caracteristicas muitas dessas leveduras que se
reproduz somente assexuadamente (Deuteromycetes), conhecido como estado anamorfo,
podem existir os Ascomycetes e ou Basidiomycetes (estados sexuado ou teleomorfo e
assexuado ou anamorfo)®*332, No caso de Candida lipolytica (estado anomorfo) o estado
sexuado ou teleomorfo denominado de Yarrowia lipolytica, € considerado como levedura
nao convencional, aerébia obrigatéria, da classe Ascomycetes, subclasse
Hemiascomycetes®:.

Desta forma, as investigacbes aqui descritas foram realizadas com o estado
anomorfo C. lipolytica, considerando os biossurfactantes com habilidade emulsificantes e a
origem microbiana, como apresentado na Tabela 1. Esta tabela apresenta as amostras
utilizadas de C. lipolytica de diferentes Cole¢cdes de Culturas, destacando-se 0s Varios
estudos realizados por diversos autores com as mesmas linhagens para producdo de
biossurfactantes emulsificantes. Desta forma, neste trabalho estd sendo considerada a
necessidade de avaliacdo do potencial de producdo de biossurfactantes, visando
estabelecer conhecimentos mais aprofundados com o metabolismo microbiano na producédo
de emulsificantes e a estrutura quimica. Portanto, os estudos selecionados que demonstram
a versatilidade da levedura Candida lipolytica, no estado anamorfo, vem sendo objeto de
varias pesquisas de sucesso com processos fermentativos usando diferentes substratos,
solaveis e insolaveis, inclusive residuos industriais, para a produgdo de biossurfactantes
gue apresentam excelente redugdo da tensdo superficial e atividade de

emu Isificagé015,16,17,18,19,20,21,22,24,34,35,36,37
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Tabela 1. Origem das amostras de Candida lipolytica produtoras de biossurfactantes

0

O O o o O O O

Amostras de ORIGEM DA LEVEDURA REFERENCIA
Candida lipolytica
. lipolytica ATCC 8662 Amostra padrdo da ATCC Cirigliano, Carman
(1984,1985)"°1

.lipolytica IA 1055 Colecado do Departamento de Antibiéticos- Marcal (1991)"'
UFPE

.lipolytica IA 1120 Colecéo do Departamento de Antibi6ticos- Sarubbo et al., (1997)"°
UFPE

. lipolytica IA 1055 Colecao do Departamento de Antibidticos Sarubbo et al., (1999)"

. lipolytica IA 1055 Colecao do Departamento de Antibiéticos Sarubbo et al., (2001)*°

.lipolytica IA 1055 Colecado do Departamento de Antibiéticos- Vance-Harrop et al., 2003)*
UFPE

. lipolytica UCP 0998 Colecao de Culturas (UCP), Nicleo de Albuquerque et al. (2006)**

Pesquisas em Ciéncias Ambientais-UNICAP

. lipolytica UCP 0998 Colecao de Culturas (UCP), Nicleo de Sarubbo et al., (2007)*

Pesquisas em Ciéncias Ambientais-UNICAP

. lipolytica UCP 0998 Colec¢éo de Culturas (UCP), Nucleo de Rufino et al.,(2006,

Pesquisas em Ciéncias Ambientais-UNICAP 2007,2008)%%3%"%8

. lipolytica UCP 0998 Colecao de Culturas (UCP, Nicleo de Andrade et al.,(2008)*°

Pesquisas em Ciéncias Ambientais-UNICAP

UCP=Universidade Catolica de Pernambuco
UFPE= Universidade Federal de Pernambuco

3. Influéncia dos parametros quimicos e fisicos na producdo de agentes
emulsificantes por amostras de Candida lipolytica

Em geral, a estrutura dos biossurfactantes produzidos por C. lipolytica inclui uma
parte hidrofilica, a qual pode ser constituida por aminoacidos, peptideos anions ou cations,
como também mono-di ou polissacarideo, e outra parte hidrofobica, podendo apresentar
acidos graxos saturados ou insaturados, observando-se na sua maioria estruturas quimicas
complexas %,

O comportamento fisiolégico particularmente de linhagens de C. lipolytica de
procedéncia de trés colecbes, em dezessete estudos de producdo de agentes
emulsificantes testando fontes de carbono sollveis e insolUveis, associados ao pH inicial e
final da fermentacé&o, tempo de cultivo e agitacdo, sob a resposta atividade de emulsificacédo
e composicdo quimica do emulsificante estdo sendo apresentados nas tabelas 2 (A-B), 3,
4(A-B) e 5 (A-B).

A tabela 2 (A) apresentam a composi¢do das fontes carbono e nitrogénio, associado aos

parametros pH inicial e final da fermentagéo, agitagdo e tempo de cultivo influenciando na
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producdo de agentes emulsificantes e na composicdo quimica dos bioemulsificantes
produzidos por amostras de C. lipolytica. Observou-se que o pH da fermentagdo nado é
alterado, apenas a agitacdo e a concentracdo da fonte de carbono exerceu um efeito na
composicao dos biopolimeros. A tabela 2(B) mostra que os emulsificantes produzidos pelas
amostras de C. lipolytica que podem ser agrupados em fungéo da concentracdo da glicose,
mesmo fonte de nitrogénio, pH, a velocidade e tempo de agitacdo da fermentacéo, de
acordo com a composicdo quimica, podendo ser distribuidos em dois grupos. Essas
informacfes sdo apoiadas pela utilizacdo de fontes de carbono sollveis, como a glicose,
explicadas através da Figura 1, que demonstra o metabolismo intermediario relacionado a
sintese de precursores de biossurfactante®.

A avaliagdo da fonte de carbono glicose, indicou dois grupos distintos de estrutura

guimica dos biossurfactantes, em fungéo da concentracao (1 e 1,5%).

Tabela. 2A- Influéncia das fontes de carbono (Soluvel) e Nitrogénio, do pH, agitacdo e do tempo na
atividade de emulsificacdo e na constituicdo dos biossurfactantes produzidos em batelada por
amostras de Candida lipolytica.

pH Agitacdo | Atividade de Composicao Referéncia
Amostra de Fontes de inicial /tempo Emulsificaca quimica dos
Candida carbono e e final | de cultivo (o] biossurfactante
lipolytica nitrogénio (UAE) S
1% glicose 1,0 60%
C. lipolytica IA 0,6% YNB 5,3- 150 rpm/ Carboidratos, Sarubbo et
1120 (Yeast Nitrogen | 2,0 23% Proteinas, e | al., (1997)*®
Base) 11% lipideos
1,5% glicose 15 47% Proteinas,
C. lipolytica IA 0,6% YNB 5,3- 150 rpm/ 45% Sarubbo et
1055 (Yeast Nitrogen 2,0 Carboidratos e al., (2001)*
Base) 5% Lipideos
1,5% glicose 15 54,3% Proteinas,
C. lipolytica IA 0,6% YNB 5,3- 150 rpm/ 35,5%Carboidrat Vance—Harroi)
1055 (Yeast Nitrogen 2,0 ose 8,4% et al., (2003) 2
Base) Lipideos

Tabela. 2B- Distribuicdo em grupos os bioemulsificantes produzidos por amostras
de Candida lipolytica em funcéo das fontes carbono glicose, Nitrogénio (YNB), pH,
agitacdo e o tempo da fermentacgéo influenciando na constituicdo quimica dos polimeros

Grupo | - Glicose 1%+
0,6% YNB (Yeast Nitrogen Base)

Grupo Il - Glicose 1,5%+ 0,6% YNB (Yeast
Nitrogen Base)

Agitacdo 150rpm

Agitacdo 150rpm

60% Carboidratos
23% Proteinas
11% Lipideos

47% Proteinas
45% Carboidratos
5% Lipideos

54,3% Proteinas,
35,5%Carboidratos
e 8,4% Lipideos
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Figura 1. Metabolismo intermediario relacionado a sintese de precursores de biossurfactante a partir
da utlizacdo de carboidratos como substrato. Enzimas chaves no controle do fluxo de carbono: (A)
fosfofruquinase; (B) piruvato quinase; (C) isocitrato desidrogenase; (D) citrato liase (presentes
apenas em leveduras oleaginosas e fungos); (E). piruvato desidrogenase; F. piruvato carboxilase.

(FONTES et al., 2008)“.

Portanto, as leveduras sdo conhecidas como produtoras de biomoléculas
extracelulares com atividade de emulsificagdo, quando cultivada em substratos misciveis
(glicose). Existem varios fatores que influenciam gqualitativamente e quantitativamente na
producdo de biossurfactantes; dentre eles podemos citar os fatores fisico-quimicos
relacionados a estrutura quimica, metabolismo celular, substrato, pH, temperatura, forca
ibnica e salinidade, além da agitacdo e a composi¢cdo dos meios de cultura. Desta forma, a
guantidade e qualidade dos biossurfactantes produzidos pelas diversas espécies de
microrganismos sao influenciadas tanto pela concentracdo da fonte de carbono quanto de
nitrogénio, além das condicdes de cultivo, como pH, temperatura e agitacdo®. Os
parametros utilizados para medir a eficiéncia dos biossurfactantes séo: reducdo da tenséo

superficial, reducéo da tensao interfacial, emulsificacdo e concentragéo micelar critica?.
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Zhang e Miller*® e Benincasa™*

relatam que a concentracdo necessaria de
biossurfactante para se atingir a CMC est4 entre | a 200 mg/L; contudo, estudos devem ser
realizados para definir a melhor relagéo entre carbono, nitrogénio, no sentido de se obter uma
alta producao de biossurfactantes. A literatura descreve que, apés o total consumo de nitrogénio
do meio de cultivo, 0 metabolismo microbiano é dirigido para a producgéo de biossurfactantes,

gue aumenta apos na fase estacionaria de crescimento.

Os biossurfactantes sao produzidos por uma grande variedade de microrganismos,
sendo secretados extracelularmente ou ligados a alguma parte da célula,
predominantemente produzido durante o crescimento em substratos imisciveis?. Desta
forma, estudos s&@o necessarios para elucidar totalmente a funcdo fisiolégica dos
biossurfactantes, embora algumas funcdes possam ser atribuidas ao uso de fonte de
carbono imiscivel®,

O transporte de hidrocarbonetos tem uma funcgéo atribuida aos biossurfactantes ligados
a parede celular de C. tropicalis, onde um aumento significativo da por¢éo lipidica do
polissacarideo de membrana foi detectado quando o microrganismo crescia em alcanos,
indicando que o complexo polissacarideo-acido graxo, presente na superficie celular

estaria envolvido no transporte de hidrocarboneto™.

Observa-se, que biossurfactantes complexos sao produzidos por um grande niamero
de linhagens de C. lipolytica, cujos estudos foram descritos inicialmente por Parellieux*. Em
1979, o autor observou que um biopolimero extracelular era produzido por C. lipolytica, o
gual apresentava propriedades emulsificantes, quando a levedura era crescida em n-
tetradecano ou numa mistura de hidrocarbonetos lineares. O autor observou ainda, que
qualquer n-alcano utilizado como fonte de carbono ocorria a producdo de biopolimero e
suas respectivas proporgbes na molécula permaneciam inalteradas, favorecendo a
propriedade surfactante do polimero como sendo, um possivel papel na assimilacdo dos
hidrocarbonetos pelas células. Por outro lado, Cirigliano e Carman®?*® isolaram um
bioemulsificante a partir de C. lipolytica, amostra da Cole¢cdo da ATCC (American Type
Culture Collection), quando crescida em n-hexadecano. O emulsificante produzido foi
denominado de Liposan, de constituicdo, principalmente, por carboidratos. Pouco depois, 0
polimero obtido foi isolado e purificado, sendo constituido por 83% de carboidratos e 17%
de proteinas’®. O liposan é biossurfactante extracelular, polimérico, solivel em &agua,
sintetizado por C. lipolytica, soluvel em &agua e a porcao carboidrato é um

heteropolissacarideo, constituido por glicose, galactose, galactosamina e acido urdnico;
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contudo, a porcao heteropolissacaridica ndo permite a capacidade de emulsificagdo, porém
torna-se um potente agente emulsificante quando associado as proteinas ou lipideos *.

No entanto, a natureza insolivel de substratos como o0s n-alcanos e outros
hidrocarbonetos em meio aquoso, requer a existéncia de mecanismos que facilitem seu consumo.
Estes substratos podem ser transportados de alguma forma para atingir o contato com a célula, sob
trés formas de transporte®®4°404748.

a) A interacdo das células com hidrocarbonetos dissolvidos na fase aquosa aplica-se quase que
exclusivamente a hidrocarbonetos de cadeia curta, pois a dissolu¢do de alcanos de cadeia
longa em meio aquoso, através de processos fisicos, é muito lenta e estas condicbes nao
favoreceriam o desenvolvimento celular;

b) Contato direto das células com grandes gotas de hidrocarbonetos: ocorre quando as células
microbianas aderem a superficie das gotas de hidrocarbonetos maiores que as proprias células,
sendo o substrato consumido por difusdo. A superficie das células tem sido sugerida como o
fator limitante para o consumo de substrato. A emulsificagdo dos hidrocarbonetos através da
producdo de agentes biossurfactantes aumenta a superficie entre estas duas fases; e

c) A interacdo das células com as gotas de hidrocarbonetos se faz mediante a producdo de
enzimas que interagem com particulas de hidrocarbonetos pseudosolubilizadas. A emulsificacéo
e solubilizacdo de hidrocarbonetos fornecem substratos que facilitam o crescimento de
microrganismos, porém o0s microrganismos podem também produzir surfactantes em
substratos hidrossoluveis, utilizados como fonte de carbono.

A producdo de biossurfactantes vem sendo fortemente influenciada pela analise
genética, que através de manipulacdes da engenharia genética produzem microrganismos
hiperprodutores®’. E possivel sugerir que a producéo dos biossurfactantes apresente etapas
em comuns com as vias biossintéticas utilizadas apresentada na Figura 2. Estudos tém
demonstrado ser possivel atingir elevadas concentra¢des celulares (>50 g/L) com altos
teores de polimero (cerca de 60% da massa celular seca) utilizando carboidratos. Por outro
lado, a composicdo dos Oleos vegetais utilizados, considerando a composicdo dos &cidos
graxos (Tabela 3). A tabela apresenta a composi¢cao quimica dos 0leos vegetais em fungéo
de saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.

Com os resultados obtidos com o uso de fonte de carbono hidrofobicos os perfis
observados foram biossurfactantes com maior conteddo em proteinas na composicao
guimica. No entanto, quando as fontes hidrofébicas apresentavam maior conteido em

acidos graxos saturados (Tabela 3 e Figuras 2 e 3).
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Desta forma, é observado que o microrganismo produtor de biossurfactantes a partir
de fontes hidrofobicas permite explorar matérias-primas renovaveis e abundantes no Brasil,
considerando a necessidade de se obter materiais bastante diversos em composicao
quimica e propriedades®. Ao mesmo tempo, outros caminhos sdo sugeridos utilizando
outras fontes de carbono. A utilizagdo de fontes hidrofobicas (6leos vegetais), os quais séo
degradados a acidos graxos, provavelmente, por lipases ou esterases, liberando &cidos
graxos que séo oxidados até acetil-CoA, através do ciclo da beta-oxidacao, podendo seguir
ou para o ciclo de Krebs ou para a sintese de biossurfactantes® .

A elevada produtividade de biossurfactantes é sem divida, uma estratégia de
grande potencial biotecnoldgico, podendo ser de grande utilidade o desvio de rotas
metabdlicas, visando a ampliacdo de escala, cuja biossintese e regulagdo necessitam de

maiores esclarecimentos.

Tabela 3 - Composi¢ao quimica dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e
Poliinsaturados dos 6leos vegetais utilizados como fontes hidrofébicas e carbono
por Candida lipolytica para a producéo de biossurfactantes.

- Oleos Vegetais
Acidos graxos
(%) Soja Milho Babacu Céco Canola | Dendé
Saturados 14,0 13,9 50,0 88,5 4,0 76,0
Monoinsaturados 23,2 26,6 40,0 9,0 53,0 15,0
Polinsaturados 62,8 59,5 10,0 2,5 43,0 9,0
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Figura 2 — Metabolismo intermediario relacionado a sintese de precursores de
biossurfactante a partir da utilizacdo de hidrocarbonetos como substratos. As enzimas
chaves séo: (A) isocitrato liase; (B) malato sintase; (C) fosfoenolpiruvato carboxilase; (D)

frutose — 1,6 bifosfatase. (FONTES et al., 2008)*
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Figura 3. Perfil dos acidos graxos componentes das fontes hidrofébicas (6leos vegetais) na
producédo de agentes emulsificantes utilizados por Candida lipolytica.

Desta forma, as fontes hidrofébicas forma previamente utilizadas por Pareilleux*, o
gual observou a producédo de um polimero extracelular por C. lipolytica com propriedades
emulsificantes quando crescida em n-tetradecano ou em uma mistura de hidrocarbonetos
lineares. O autor observou que qualquer n-alcano utilizado como fonte de carbono

produzem polimeros, onde suas respectivas propor¢des na molécula permaneciam
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inalteradas. A propriedade surfactante do biopolimero esta relacionada ao possivel papel na
assimilacdo dos hidrocarbonetos pelas células da levedura.

Mais tarde, Sarubbo et al.'****** demonstraram resultados a partir da C. lipolytica
utilizando como substrato 6leo de babacu. A partir deste resultado, surgiu espaco para
novas pesquisas, utilizando glicose como fonte alternativa de carbono na producdo de
bioemusificantes para aplicacdo em industria de alimentos. Observou-se que com o uso de
6leo de babacu (elevado teor de acidos graxos saturados) como fonte de carbono observou-
se trés perfis distintos em fun¢cdo da velocidade de agitacdo e do tempo da fermentacao,
constituidos de: Proteinas-Carboidratos-Lipideos e Carboidratos-Proteinas-Lipideos.
Contudo, quando a fonte de nitrogénio mudou ocorreu a formagéo do complexo Proteinas-

Carboidratos-Lipideos, conforme descrito nas tabelas 4A e 4B.

Tabela 4A- Influéncia das Fontes de carbono (6leo de babacu) e nitrogénio, do pH,
agitacéo e tempo na atividade de emulsificacdo e na constituicdo dos biossurfactantes
produzidos em batelada por amostras de Candida lipolytica.

Atividade de Composicao Referéncia
Amostras de Fontes de carbono e pH Agitacéao/ Emulsificagao quimica dos
Candida nitrogénio inicial e final tempo de (UAE) biossurfactantes
lipolytica cultivo
5% o6leo babacgu 70,3% Proteinas
C. lipolytica IA 0,6% YNB (Yeast 5,3-2,0 200rpm 19,79 17,3%Carboidratos Marcal
1055 Nitrogen Base) /144h 2,1% Lipideos (1991)"
C. lipolytica IA 5% babacu 5,3-2,3 150rpm / 0,66 60% Carboidratos Sarubbo et
1055 0,6% YNB (Yeast 60h 23% Proteinas al.,
Nitrogen Base) 11% Lipideos (1997;1999,
2001)*°
5% o6leo babagu 43% Proteinas
C. lipolytica IA 0,025% uréia; 0,01% 5,3-5,9 150rpm / 0,15 40%Carboidratos Vance-
1055 (NH4)2S0. 168h 16% Lipideos Harrop et al.,
(2003)*

Tabela 4B- Distribuicdo em grupos os bioemulsificantes produzidos por amostras de
Candida lipolytica em fungéo das fontes hidrofébicas, Nitrogénio, pH, agitagéo e o tempo da
fermentacgéo influenciando na constituicdo quimica dos polimeros

Grupo | — Oleo de babagu + YNB (Yeast Nitrogen Base) Grupo Il - Oleo de babacgu 5%+ uréia
Agitacdo 200rpm/144h Agitacdo 150rpm/60h Agitacdo 150rpm/168h
70,3% Proteinas 60% Carboidratos 43% Proteinas
17,3%Carboidratos 23% Proteinas 40% Carboidratos
2,1% Lipideos 11% Lipideos 16% Lipideos
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Neste sentido, estudos foram selecionados sobre a producéo de biossurfactante por
C. lipolytica utilizando fontes hidrofobicas, como apresentado na Tabela 5A. Observa-se
gue ocorre uma grande diversidade de substratos hidrofobicos, desde hidrocarbonetos
lineares, fontes agroindustriais, como também residuos industriais graxosos. Os 6leos cdco
e dendé que apresentam porcentagem elevada de acidos graxos saturados (Tabela 3)
contribuiram para produzir emulsificante com maior conteido em proteinas, seguido de
carboidratos e lipideos. No entanto, com o residuo de refinaria de 6leo de soja observou-se
composicao quimica distinta, no conteddo mais elevado em proteinas e lipideos, seguido de
carboidratos (Tabela 5A e 5B).

Desta forma, para Cooper e Paddock®, utilizando a C. bombicola ATCC 22214
obtiveram altos rendimentos de biossurfactantes utilizando duas fontes de carbono, éleo
vegetal e carboidrato.

Em 1990, Sing* e colaboradores demonstraram que a C. tropicalis produziu “SCP”
(single cell protein) utilizando n-hexadecano como fonte de carbono, resultando na
producéo extracelular de um bioemulsificante.

Kitamoto®®!, utilizando a C. antarctica T-34, observaram o acUmulo de
biossurfactantes quando a levedura foi cultivada em éleo de soja como fonte de carbono.
Os biopolimeros isolados consistiam em glicolipideos. Posteriormente, o autor como teste,
utilizou trés amostras de C. antarctica produtoras de biossurfactantes. Os biopolimeros
produzidos eram similares aqueles obtidos a partir da T-34, mas diferentes na composi¢ao
das misturas dos lipideos. Destas, a amostra T-34 foi identificada como a melhor produtora
em termos de rendimento a partir de varios 6leos vegetais, mas nao teve a capacidade de
utilizar n-alcanos e carboidratos.

Davila® utilizaram a C. bombicola CB 56009, onde obtiveram a producdo de
glicolipideos a partir de acidos graxos de 6leo de “rapeseed” e glicose, resultando em uma
alta producéo devido a utilizacdo da tecnologia de fermentacdo em batelada alimentada.

Em 1992, Johnson®® e colaboradores observaram a producdo de um agente
emulsificante extracelular por Rhodotorula glutinis ITP-30 quando utilizava glicose durante
em cultivo em batelada alimentada.

Zhou e Kosaric®, a partir da Torulopsis bombicola, hoje considerada como Candida,
testaram a producédo simultanea de glicolipideos intra e extracelulares num Unico processo
fermentativo utilizando variaveis fontes de carbono. Os autores examinaram o efeito da

lactose, galactose, Oleo de oliva, 6leo de acafrdo e soro de leite. Obtendo os seguintes
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resultados: A glicose e o 6leo de agafrdo também constituiram boas fontes de carbono para
a producéo de glicolipideos e a lactose juntamente com Oleo de oliva foram as fontes de
carbono mais efetivas na producao simultdnea destes polimeros.

Mais tarde, em 1993, Hommel e Huse®, obtiveram como resultado, a partir de
glicose e frutose, grandes quantidades de glicolipideos por C. apicola durante a fase
estacionaria de crescimento. Kitamoto®, utilizaram células na fase estacionaria de
crescimento da C. antarctica T-34, onde observou-se um aumento consideravel da
producdo de glicolipideos, a partir de fontes de carbono insolliveis em &agua, sendo o
rendimento obtido maior do que ao se utilizar células da levedura em crescimento.

Branddo>® selecionou quatro leveduras produtoras de biossurfactantes ap6s uma
pré-selecédo avaliando o potencial de atividade de emulsificagdo (AE) por C. albicans, C.
pelliculosa, C. tropicalis e C. sphaerica. Ap6és nova avaliagdo quanto ao poder de
emulsificagdo, foram selecionadas as C. tropicalis e C. sphaerica. Os biossurfactantes
produzidos com as leveduras crescidas em fonte de carbono alternativa (6leo de babagu-
5%) foram caracterizados como moléculas com maior percentual de proteinas, seguido de
lipideos e carboidratos como a menor fragéao.

Vance-Harrop®’ demonstrou que a C. lipolytica IA 1055 possui excelente potencial na
producdo de biossurfactantes com habilidade de emulsificagdo, em meios de cultura de
baixo custo. Considerando o potencial biotecnoldgico de C. lipolytica, novas investigacdes
foram realizadas utilizando os meios de cultura de baixo custo, a base de agua do mar,
adicionados de 6leo de babacu e glicose como controle da fonte de carbono. Observou-se
maior producdo de biossurfactantes com os meios Yeast Salt Water-Babacu (YSW-B2) e
Yeast-Salt Water-Babacu (YSW-B3), cujas moléculas produzidas apresentaram excelente
capacidade de emulsificagdo, sendo consideradas como novos bioemulsificantes,
constituidos quimicamente por carboidratos, proteinas e lipideos.

Rufino*3°3¢

, a partir da C. lipolytica UCP0988, testou um meio mineral contendo
residuo de refinaria de 6leo de soja como substrato de baixo custo. Os resultados obtidos
demonstraram um rendimento de 4,5 g/L de biossurfactante, com redugdo da tenséo
superficial do meio para 32 mN/m. O biossurfactante isolado apresentou em sua
constituicdo 50 % de proteinas, 20% de lipideos e 8% de carboidratos. Neste estudo, foi
concluido que o biossurfactante produzido por C. lipolytica quando cultivada em meio de
baixo custo como (residuo de refinaria de Oleo de soja) representa uma alternativa de
producdo de um biopolimero com perspectivas de aplicagbes futuras no controle da

poluicdo ambiental causada por petréleo e derivados.
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Albuquerque® usaram uma metodologia de superficie de resposta para estudar a
producdo de bioemulsificadores por C. lipolytica. Um planejamento fatorial 2* foi realizado
para investigar os efeitos e interacdes de 6leo de milho, uréia, sulfato de amobnia e
ortofosfato de potassio e atividade de emulsificacdo (AE) do bioemulsificante produzido.

Luna** obteve como objetivo a producéo de agentes surfactantes a partir de nova
linhagem de C. glabrata UCP 1002, isolada de sedimento de mangue, utilizando 6leo de
algodéo, glicose e extrato de levedura como substratos, onde foram avaliadas as cinéticas
de crescimento, producdo do biossurfactante e propriedades do biopolimero obtido,
isolamento, caracterizacao preliminar e aplicacdo na remocao de 6leos.

Bezerra®®, no intuito de avaliar a producdo de biossurfactante, utilizou um substrato
ndo convencional, melago de cana-de-agUcar, proveniente da inddstria agucareira, para
reduzir os custos de produgéo. A cepa identificada como AP029/GLVIIA, isolada de pocos
de petréleo do Estado do Rio Grande do Norte e utilizada nos ensaios, pertencia a colegéo
de cultura do Departamento de Antibiéticos da UFPE. Os cultivos foram submetidos a
diferentes condi¢des utilizando um planejamento fatorial, no qual os fatores estudados
foram concentracdo de melago, concentragdo de nitrato (fonte de nitrogénio), agitacdo e
razdo de aeracao.

Albuquerque® desenvolveu um softsensor baseado em redes neurais para fazer
inferéncia da concentracdo de biomassa e da atividade de emulsificacdo do biossurfactante
produzido por C. lipolytica, a fim de otimizar os componentes do meio de cultura e ampliar o
processo para escala de biorreator. A otimizacdo dos componentes dos meios de producéo
de bioemulsificante foi realizada usando planejamento fatorial e metodologia de superficie
de resposta, onde a atividade de emulsificagdo demonstrou um aumento da producéo de
bioemulsificante em 262,8%.

Os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir com o0s surfactantes
sintéticos devido ao seu alto custo de producdo e, para que possam competir
significativamente no mercado, devem ser seguidos dois pré-requisitos: 1) aumentar o
conhecimento e a habilidade em manipular o metabolismo de microrganismos produtores, de
forma que substratos de baixo custo possam ser usados; 2) otimiza¢éo de tecnologias de processo

para facilitar a recuperacéo do produto®*,

Um importantissimo fator, relacionado a producdo de biossurfactantes, sédo os
substratos, associados ao pH, a temperatura, agitacdo e tipo de fermentacéo, apresentados
nas Tabelas 2, 3 e 4. Os substratos influenciam no custo, quantidade e qualidade da
producdo de biossurfactantes, na constituicdo de sua estrutura quimica como também nos

processos de fermentacdo, entre outros fatores. Os substratos, em geral, podem ser
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classificados em soluveis (glicose, sacarose, glicerol, etanol) ou insoltveis (hidrocarbonetos,
Oleos vegetais). Para reduzir os custos dos processos de producdo alguns substratos
baratos sdo usados na producdo de biossurfactantes, destacando-se os 6leos de babagu,
milho, girassol, soja, jojoba, entre outros. Existem ainda os substratos baratos provenientes
de recursos renovaveis, aqueles que apresentam fonte de carbono, especialmente os de
residuos agroindustriais como: polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagaco de cana,
cascas de frutas processadas, batata, farinha de cereais e mandioca, entre outros>*®®

Os hidrocarbonetos sdo substratos especiais, devido a sua forte influéncia na
producao de biossurfactantes. Hidrocarbonetos incluem compostos formados por carbono e
hidrogénio com propriedades quimicas e fisicas definidas pelo nimero de &tomos e arranjo
das moléculas. O petréleo, por exemplo, € uma mistura complexa de hidrocarbonetos que
podem ser divididos em quatro fragbes: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos. A
fracdo dos compostos saturados inclui os n-alcanos, alcanos ramificados (isoalcanos) e
cicloalcanos. A fragdo aromatica contém hidrocarbonetos monoaromaticos volateis como
benzeno, tolueno e xileno; os hidrocarbonetos policiclicos aromomaéticos; os nafteno-
aromaticos e compostos de enxofre, tais como tiofenos e dibenzotiofenos. As resinas e a
fracdo asfalteno consistem de moléculas polares contendo nitrogénio, enxofre e oxigénio.
As resinas caracterizam-se por serem solidos amorfos dissolvidos no 6leo, enquanto os
asfaltenos apresentam-se como grandes moléculas coloidais dispersam no 6leo®.

Os processos de fermentacdo sdo normalmente complexos, devido a sintese de
produtos pelo microrganismo, influéncia de fatores externos e internos (concentracdes de
substrato, produto, pH, etc.), entre outros. Estes processos sdo descritos por equacdes nao
lineares, tendo o tempo como o parametro variado. Geralmente o resultado 6timo e o perfil
de controle sé@o calculados para os parametros que sdo assumidos serem constantes (nao
podem ser percebidas as 6timas solu¢des na pratica) ou quando os parametros sao funcdes
das condig@es fisicas ou quimicas do processo, como pH, temperatura e concentracdo de

oxigénio dissolvido, entre outros®.
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Tabela 5 A- Influéncia de fontes de carbono (insoluveis) e nitrogénio, do pH, da agitacdo e
do tempo na atividade de emulsificacdo (UEA ) dos biossurfactantes produzidos por
amostras de Candida lipolytica

Atividade de Composicao Referéncia
Amostras Fontes de Carbono e pH Agitacdo | Emulsificagao guimica dos
de Candida Nitrogénio inicial (rpm)/ (UAE) biossurfactantes
lipolytica e final | tempo de
cultivo
(h)
1% hexadecano/0,6% Cirigliano,
C. lipolytica YNB (Yeast Nitrogen 5,0-2.1 | 220/140 1,40 83,0%Carboidratos | Carman, (1984,
ATCC 8662 Base) e 17,0% Proteinas 1985)">1°
5% 6leo coco/0,6% YNB 85,6 % Proteinas,
C. lipolytica (Yeast Nitrogen Base) 5,3-2,0 200/144 20,49 12,3%Carboidratos 17
IAp1055 €1,9% lipideos | Mareal (1991)
5% 6leo dendé/0,6% 75,6% Proteinas,
C. lipolytica | YNB (Yeast Nitrogen 5,3-2,0 | 200/144 24,89 22,5%Carboidratos | Marcal (1991) '
IA 1055 Base) e 1,0% lipideos
5% de 6leo de Albuquerque et
C. lipolytica milho/YSW (0,544% 53-25 | 150/ 127 4,41 Nao informado al., (2006)*°
UCP 0998 uréia; 2,131 %
(NH4)2SO4 e KH2PO4
40,2 % Proteinas,
10% glicose e 10% o6leo 2,19 24,0% Lipideos e Sarubbo et al.,
C. lipolytica canola, 5,7-2.5 | 150/ 144 19,5%Carboidratos (2007)*
UCP 0998 0,1% NH4NOs3 e 0,2%
extrato de levedura
2,5% residuo de 50,0% Proteinas,
refinaria de 20,0% lipideos e | Rufino (2008)°¢;
C. lipolytica 6leo de so0ja/0,1% 5,7-5,5 150/144 4,80 8,0% Carboidratos Rufino et al.
UCP 0998 NHsNOs, 0,1% extrato (2007)*"
de levedura, 0,1%
KH>PO4 X 0,02%
MgS04.7H,0 ;

Tabela 5B- Distribuicdo em grupos os bioemulsificantes produzidos por amostras de
Candida lipolytica em funcéo das fontes hidrofébicas, Nitrogénio, pH, agitacédo e o tempo da
fermentacéo influenciando na constituicao quimica dos polimeros

Grupo | =YNB (Yeast Nitrogen Base)

Grupo Il — Residuo de refinaria
de 6leo de soja

Grupo Il - Oleo vegetal rico
em acidos graxos insaturados

Hexadecano
Agitacdo 200rpm

Oleos dendé e coco
Agitacdo 200rpm

0.1 % NH4NO3

Agitacdo 150rpm

10% glicose + 10% 6leo
canola/
0,1% NH4NO3

33,0%Carboidratos e
17,0% Proteinas

75,6-86% Proteinas,
22,1-13% Carboidratos
2,3-1,9% Lipideos

50% Proteinas
20% Lipideos
8% Carboidratos

40,2 % Proteinas,
24,0% Lipideos e
19,5%Carboidratos
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4. Perspectivas econdmicas dos emulsificantes produzidos por Candida lipolytica

Apesar de existirem varios estudos a respeito de aplicacBes industriais dos
biossurfactantes produzidos devido as suas propriedades quimicas, tecnoldgicas e
funcionais indicam fortes possibilidades de uso tanto industrial, como ambiental. O maior
mercado para 0s biossurfactantes tem sido a indastria petrolifera, ou incorporados em
formulacbes de Oleos lubrificantes. Outras aplicacbes na area petrolifera incluem a
biorremediacdo e dispersdo no derramamento de 6leos, remogéo e mobilizacdo de residuos de
6leo em tanques de estocagens e a recuperacao terciaria do petréleo. Grande parte do
biossurfactante produzido (400-500 toneladas/ano) tem sido usada nas aplicagfes
relacionadas ao petroleo®. Atualmente, as aplicacdes se distribuem entre os mais diversos
setores industriais, como apresentado na Tabela 6.

Contudo, as metodologias para recuperagdo utilizam extragbes com solventes
organicos, como cloroférmio-metanol, butanol, acetato de etila, pentano, hexano, acido
acético ou precipitacdo acida. No entanto, esses métodos de recuperagdo necessitam ser
estudados, visando a substituicdo por técnicas mais simples, menos onerosa, utilizando
novos processos, incluindo a cristalizac&o, adsorcéo e ultra-filtrac&o®”

A producdo mundial de 6leos e gorduras é de cerca de 147 milhdes de toneladas®,
sendo que 77,3% correspondem a 6leos vegetais. Por outro lado, os milhées de toneladas
de residuos industriais gerados todos os anos, poderia ser transformados na sua grande
maioria, com a finalidade de agregar valor e possibilitar o baixo custo na produgéo de
insumos biotecnoldgicos.

Os biossurfactantes sdo amplamente utilizados em diversas aplicagdes industriais,
porém, apesar de muitos elementos favoraveis a sua producao industrialainda € insuficiente
para aplicacdo. Este fato, se deve principalmente, aos custos envolvidos em seu processo
de producéo, associado aos métodos pouco eficientes de recuperacéo do produto. Contudo,
0s biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos,
podendo ser utilizados em vérias aplicagcdes industriais, considerando os altos custos de
producao, associados ao uso de substratos caros. O problema econémico da producao de
biossurfactantes pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas
de nutrientes, renovaveis, facilmente disponiveis e de baixo custo. Com o aumento dos
esforcos no desenvolvimento de novas tecnologias de aplicacdo, com o melhoramento
genético das linhagens os microrganismos hiperprodutores poderdao ser empregados nos
processos de producao e, principalmente, devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e

baixa toxicidade.
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Tabela 6 - Principais aplicacBes comerciais dos biossurfactantes

FUNCOES

CAMPOS DE APLICAGCAO

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes

Agentes molhantes e
penetrantes

Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento
microbiano

Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes
Fungicidas

Agentes de recuperacdo

Cosméticos, tintas, biorremediacgéo, 6leos,
alimentos

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de
minérios

Tintas e alimentos

Mineracdo

Cosméticos e sistemas de liberagéo de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperacéo de
petroleo

Transporte em tubulagdes, oleodutos
Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Controle biolégico de fitopatégenos

Recuperacdao terciéria de petroleo (MEOR)

Fonte: Banat®

5. Vantagens e desvantagens na producéo de biossurfactantes

|7l

Segundo Rahman et al.”” as vantagens dos biossurfactantes naturais frente os

surfactantes produzidos quimicamente sdo as seguintes:

Biodegradabilidade: os biossurfactantes sao facilmente degradados por Varios
microrganismos.
Baixa toxicidade: os biossurfactantes sdo apresentam baixa toxicidade ou total auséncia

de efeitos toxicos, permitindo assim a ampliacdo na sua utilizacao.
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Biocompatibilidade: considerando a baixa toxicidade os biossurfactantes apresentam
ampla aplicacdo em diferentes setores industriais.

Producdao a partir de residuos agroindustriais: os biossurfactantes séo produzidos a
partir materiais brutos, como residuos industriais para uma ampla produc¢éo e baixo custo.
Preservacéo e controle ambiental: os biossurfactantes podem ser usados cientificamente
na preparacgéo na biodegradacao, na detoxificacédo e na biorremediacéo.

Especificidade: os biossurfactantes sdo moléculas organicas complexas, com grupos
funcionais especificos que frequentemente apresentam acdo de reducdo da tensédo

superficial, interfacial e emulsificacao.

Os biossurfactantes também apresentam desvantagens no seu uso, segundo Pattanathu et
al., destacando-se:

e Aumento da escala de producdo, tendo em vista o alto custo. Contudo, alguns
autores sugerem a utilizacdo de residuos industriais como substratos, ao mesmo
tempo em que reduz as contaminagdes ambientais, minimizando os custos de
producéo.

e A dificuldade na obtengdo de substancias puras, cujos processos de recuperagéo
requerem o envolvimento de varios passos para obter biossurfactantes sem
contaminantes, com a finalidade de ampla aplicacéo.

e A dificuldade de encontrar amostras de microrganismos superprodutoras, como
também os meios de producéo, estavel que proporcione crescimento microbiano e
elevados niveis de producao de biossurfactantes e de baixo custo.

¢ A necessidade de ampliar o conhecimento das vias biossintéticas e de regulacdo da
sintese e do crescimento microbiano e da producdo de biossurfactante.
Estabelecimento do fendmeno correlacionado com fase estacionaria de crescimento
e producédo de metabdlito secundario, com as possiveis mudanc¢as morfologicas.

¢ O baixo rendimento na producédo extracelular do biossurfactante, considerando que
o mesmo fica diluido no liquido metabdlico, devendo existir estratégias para uma

maior recuperacédo do biopolimero.
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6. Conclusdes

Assim, o0s biossurfactantes poderdo se tornar compostos de uso comum nas
industrias, num futuro proximo, considerando as varias investigacdes que possibilitam o
surgimento de novas biomoléculas, com a reducdo de custos de producao, tendo em vista o
reaproveitamento de residuos industriais como substratos.

Pesquisas devem ser desenvolvidas visando selecionar substratos adequados e de
baixo custo para a producédo de biossurfactantes devem ser realizadas a partir dos perfis
estabelecidos na presente revisao. Portanto, estudos devem ser realizados para reutilizar os
residuos agro-industriais oriundos dos processamentos dos 6leos de soja, milho, coco,
amendoim e canola, gorduras animais, associado a fontes solUveis como beterraba, sorgo,
casca de soja, bagaco da cana-de-acgucar e residuos do processamento de algumas frutas
como magcd, banana e abacaxi. Esses residuos sédo considerados uma forma estratégica e
vantajosa para minimizar os custos e elevar a producédo de biossurfactantes*® pelo estado
anamorfo de C. lipolytica, devido as facilidades de manuseio e estabilidade da levedura.

Deve-se levar em consideracdo ainda, que as inumeras caracteristicas e
propriedades apresentadas pelos biossurfactantes produzidos por Candida lipolytica,
principalmente, reducdo a tensdo superficial ndo foi apresentada, considerando que a
maioria dos trabalhos citados abordaram os agentes emulsificantes. Outros aspectos
devem ser considerados, em especial, a estabilidade das emulsfes e a reducdo dos custos
de producéo, cujos produtos obtidos de C. lipolytica torna-se uma realidade o potencial
biotecnol6gico. Neste sentido, destaca-se o rufisan, como um polimero promissor,
considerando a versatilidade de aplicagéo, biodegrabilidade, agente emulsificante, reducéo

da tenséo superficial e concentragdo micelar critica-CMC.
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ANEXOS

NORMAS DE PUBLICACAO

GERAL Seréo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as é&reas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica,
Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc., além de artigos de areas afins, desde que
tenham acentuado contetdo quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das
modalidades abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos de
pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacéo, contendo Introducéo, Resultados e
Discusséo, Parte Experimental etc., de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverédo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc. e todas as
paginas deveréo ser numeradas.

Artigos de Revisao destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma viséo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo ter no maximo 40 paginas,
incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc. e todas as paginas deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida area, o autor tenha publicacdes que comprovem a
sua experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, o autor devera
submeter a editoria, por e-mail, um resumo da revisado pretendida, acompanhado de
uma carta explicativa da pertinéncia do trabalho. O material sera analisado pelos
Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do manuscrito
completo, dentro das normas de QN, e s6 entdo sera dado inicio ao processo de
avaliac&o pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN poderd, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para
submeter artigo de reviséo.

Artigos sobre Educacao (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas
relacionadas ao ensino de Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de
graduacgdo e pés-graduacgdo. Deverdo ter no maximo 25 péginas, incluindo figuras, tabelas,
esquemas, etc e todas as péaginas deverdo ser numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de comunicagéo de
métodos, validacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no
laboratorio de origem do autor do manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 péaginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc. e todas as paginas deverao ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de assuntos de interesse
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geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduacéo e pés-graduacao,
histéria da quimica etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas,
esquemas etc. e todas as paginas deverao ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverao ser digitados em espaco
duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um Unico arquivo no
formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de QN. A
revista ndo aceita mais a submissao de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e enderego dos autores.
Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverao vir imediatamente apds o nome
de cada autor. Os autores deverao ser agrupados por endereco. O autor para
correspondéncia, que devera ser o mesmo que submete o artigo on line, devera ser
indicado com asterisco (*) e seu e-mail colocado no rodapé da pagina (um s6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com
no maximo 100 (cem) palavras, e a indicagcéo de 3 palavras-chave (keywords), também em
inglés.

As figuras (gréficos, esquemas, etc.) deverdo ter qualidade grafica adequada (usar somente
fundo branco). As figuras, tabelas, esquemas, etc. deverao ser colocadas apds as
referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deveréo
ser em alta resolucéo (800 dpi/bitmap para tracos).. No caso particular de esquemas
contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensao, para que
possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica. Considerar que as
figuras deveréo ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm)

Figuras coloridas ter&o custo de publicacdo repassado aos autores, quando da publicacéo.
Esse valor s6 podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser
publicado, ocasido em que a grafica fornece o orgcamento.

Para figuras, gréficos, esquemas, tabelas, etc. idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverao pedir permissao para publicagéo junto a empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto com a versao
final do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes,
apos a pontuagdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final do texto.
As legendas das figuras, graficos e esquemas deverao ser colocadas em uma Unica folha a
parte, separadas das figuras. A seguir, deverao ser colocadas as figuras, os graficos, os
esquemas, as tabelas e os quadros. No texto, deveré ser indicada apenas indicar a insergéo
de cada um (a).

REFERENCIAS

Revistas:

Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source
Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma determinada

revista ndo puder ser localizada e néo for 6bvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se
citar o titulo completo.
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1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada nédo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu
namero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. |.; I1zv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas néo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. |. C.; Dall'Antonia, L. H.;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma
lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o seguinte:

Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7,
123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24,
473. Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (ha medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).

4. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, |.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)

5. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

6. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3, 1999.

Livros:

7. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz, M.;
Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

8. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacéo (Softwares):

9. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade de
Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

10. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil, 1997.
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Material apresentado em Congressos:

11. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pocos de Caldas, Brasil, 1998.

Péaginas Internet:

http://jbcs.sbq.org.br, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda nédo aceito: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc.,
submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicagdo pessoal: Magalhaes, U. H.;
trabalho ndo publicado ou Magalhées, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo
publicados sé poderao ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na
sua obtencao.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela
IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos
(orgénicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em Q.N.
Quanto aos Simbolos e Terminologias, onde néo ha traducao, espera-se que adaptacdo
seja feita pelos autores, criando entéo, paulatinamente, um conjunto de normas em
portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS - A QN oferece aos autores a submisséo on line, que pode
ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home
page (http://quimicanova.sbqg.org.br) usando a opcdo Novo Usuario.Usuarios da plataforma
do JBCS, ja estao cadastrados na base (pois ela € comum as duas revistas), devendo
utilizar o mesmo Login e Senha. ApGs estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente
seguir as instrugdes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um unico arquivo
do manuscrito completo, em formato PDF. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o
arquivo. pdf, a partir de arquivo.doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor.
Tao logo seja completada a submissao, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o
codigo temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria.
Ent&o sera enviado e-mail com o nimero de referéncia do trabalho.

Se nao for recebido o e-mail com cddigo de submisséo temporaria, por algum motivo, a
submissao nao foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, a situacdo de seu manuscrito.

Ao fazer a submisséo, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no
local indicado, sendo obrigatdria a apresentacéo dos e-mails de todos os autores. Além
disso, devem ser enviados também os nomes e e-mails de trés ou quatro possiveis
assessores, que nao podem pertencer a(s) mesma(s) instituicdo(des) dos autores.

Material Suplementar - Esta modalidade foi criada para que na verséo impressa da revista
aparega 0 numero estritamente necessério de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
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Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versao on line, figuras,
tabelas e ilustracBes coloridas apresentadas na forma de material suplementar néo terdo
custo repassado aos autores, nem limite de paginas. Porém, devem ter boa qualidade
gréfica

O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicacao clara.
Deveréa ser submetido um uUnico documento .pdf, incluindo o material suplementar.

Os Editores poderao solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacéo, a separacao de
Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS - Manuscritos enviados aos autores para revisao deverao
retornar a Editoria dentro de prazo méaximo de trés meses ou serao considerados retirados,
sendo que o sistema encerra 0 processo, hao permitindo que seja reaberto. Vencido o
prazo, devera ser feita nova submisséo, dando inicio a um novo processo.

A submiss&o do manuscrito revisado deverd ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instru¢des fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da verséo revisada e das respostas aos assessores,
detalhando as alteragfes feitas na nova versao e justificando as alteragdes sugeridas nos
pareceres e que nao foram aceitas pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados
através da secao Envio de Nova Versao, na Pagina do Autor, no sistema de submisséo on
line de QN.

Tao logo seja completada a submissao o sistema informara automaticamente, por e-mail, 0
codigo temporario de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria.
Entdo sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se nao receber o0 e-mail com cddigo de submisséo temporaria, por algum motivo, a
submissao nao foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a vers&o final, o autor recebera instrucdes
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc.).
Arquivos em formato.pdf ndo sédo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucéo (800 dpi/bitmap para
tragcos) com extensao tif ou jpg, desde que nas dimensdes especificadas pelos
Editores. As fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale) dever&o ser enviadas
com extenséo tif/jpg, com largura maxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas
ao aplicé-las no padréo da Revista. Outras extensdes possiveis: cdr, eps, cdx ou opj.
No caso particular de esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter
sempre a mesma dimensao, para que possam ser reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas alteracdes
nos manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais
claro, respeitando, naturalmente, o contetudo do trabalho. Qualquer que seja a natureza do
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manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacéo,
interpretacao ou critica. A qualificacéo do trabalho serd atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.

Copyright © 2008 Sociedade Brasileira de Quimica

Para publicacao, requer-se que 0s manuscritos submetidos a esta revista ndao tenham sido
publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou publicados simultaneamente em outro
periédico. Ao submeter 0 manuscrito, os autores concordam que o copyright de seu artigo
seja transferido a Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), se e quando o artigo for aceito
para publicacdo. O copyright abrange direitos exclusivos de reproducao e distribuicdo dos
artigos, inclusive separatas, reproducdes fotograficas, microfilmes ou quaisquer outras
reproducdes de natureza similar, inclusive tradugdes. Nenhuma parte desta publicacdo
pode ser reproduzida, armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma
ou meio, seja eletrénico, eletrostatico, mecéanico, por fotocopia, gravacdo, midia magnética
ou algum outro modo, sem permissdo por escrito da detentora do copyright. Embora todo
esforco seja feito pela SBQ, Editores e Conselho Editorial para garantir que nenhum dado,
opinido ou afirmativa errada ou enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que o
conteldo dos artigos e propagandas aqui publicados séo de responsabilidade, Unica e
exclusiva, dos respectivos autores e anunciantes envolvidos. Consequentemente, a SBQ, o
Conselho Editorial, os Editores e respectivos funcionarios, diretores e agentes isentam-se,
totalmente, de qualquer responsabilidade pelas consequéncias de quaisquer tais dados,
opinides ou afirmativas erradas ou enganosas.





