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RESUMO

Os surfactantes sdo agentes anfipaticos com aplicagdo em varios segmentos
industriais, destacando as industrias petroliferas, alimenticias e farmacéuticas. Os
biossurfactantes, agentes tensoativos obtidos por via microbiolégica, apresentam
inumeras vantagens frente aos surfactantes sintéticos como biodegradabilidade e
toxicidade reduzida, embora ainda ndo sejam comercializados em grande escala em
virtude do alto custo de produgao. Nesse sentido, um meio de cultivo formulado com
5% de gordura animal e 2,5% de milhocina como substratos foi previamente
selecionado para a produg¢ao de um biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988
durante 144h a 200 rpm. O biossurfactante, isolado a partir de diferentes sistemas
de extragcdo, demonstrou capacidade de redugao de tenséo superficial da agua de
50 para aproximadamente 30 mN/m a uma CMC de 80 mg/L, estabilidade térmica e
a diferentes pHs relacionadas a capacidade de emulsificacdo e reducédo da tensao
superficial, além de tolerancia a elevadas concentragdes salinas. A caracterizagao
do biossurfactante indicou sua natureza aniénica e a presenca de 70% de lipideos e
30% de carboidratos, sugerindo uma estrutura glicolipidica. O biossurfactante bruto
foi eficaz na recuperacao de cerca de 70% de 6leo de motor adsorvido em amostras
de areia e no deslocamento de 54% do 6leo em agua do mar. O biotensoativo foi
eficaz na remocao de 100% do 6leo de motor presente em superficie solida. Os
resultados obtidos nas condi¢cdes testadas demonstram que o biossurfactante de C.
lipolytica apresenta propriedades promissoras para aplicagdo na biorremediagdo de

compostos hidrofébicos em aguas e solos.

Palavras-chave: biossurfactante, Candida, residuos industriais.
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ABSTRACT

Surfactants are amphipathic agents with application in several industries, highlighting
the oil industry, food and pharmaceutical. The biosurfactants, surfactants obtained
through microbiology, have numerous advantages compared to their similar
synthetics as biodegradability and reduced toxicity, although they have not yet
commercialized on a large scale because of the high production cost. Thus, a culture
medium formulated with 5% animal fat and 2.5% corn steep liquor as substrates was
previously selected for production of a biosurfactant by Candida lipolytica CPU 0988
for 144h at 200 rpm. The biosurfactant was isolated from different extraction systems
and demonstrated the ability to reduce the surface tension of water from 50 to around
30 mN/m at a CMC of 80 mg/L. The biosurfactant showed thermal stability and
related to different pHs and tolerance to saline conditions regarding its emulsifying
capacity and surface tension reduction ability. The characterization of the
biosurfactant revealed its anionic nature and indicated the presence of 70% fat and
30% carbohydrate, suggesting a glycolipidic structure. The crude biosurfactant was
effective in the recovery of approximately 70% of engine oil adsorbed on sand
samples and displacement of 54% of the oil in sea water. The biotensoactive was
effective in removal of 100% of engine oil present in solid surface. The results
demonstrate that under the conditions tested the biosurfactant from C. lipolytica
shows promising properties for application in bioremediation of hydrophobic

compounds in soil and water.

Key-words: biosurfactant, Candida lipolytica, industrial residues, petroleum

contamination.
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1. Introducao

As refinarias sdo grandes geradoras de poluigdo. Elas consomem enormes quantidades de
agua e de energia, produzem muitos despejos liquidos, liberam diversos gases nocivos para a
atmosfera e produzem residuos solidos de dificil tratamento e disposicao. Em decorréncia de tais
fatos, a industria de refino de petréleo, pode ser, e € muitas vezes, uma grande degradadora do
meio ambiente, pois tem potencial para afetar o mesmo em todos os niveis: ar, agua e solo
(GONZINI et al., 2010; SEN, 2008).

Um bom exemplo da gravidade do problema de poluigdo provocada por refinaria de
petroleo € a poluicdo da Baia da Guanabara, atualmente em processo de despoluicdo. Segundo a
FEEMA (Fundacéo Estadual de Engenharia do Meio Ambiente), a REDUC (Refinaria Duque de
Caxias) despeja diariamente seis toneladas de residuos de petréleo nas aguas da Baia de
Guanabara, além de manter cerca de oitenta mil toneladas de residuos de tanques e unidades de
producao estocados em terreno reservado da refinaria, incluindo cerca de oito mil tambores com
borras, que podem alcancar o lencgol freatico da regido, assim como a propria Baia da Guanabara
(MARIANO, 2006).

A questdo da poluicdo, ndao apenas aquela provocada pelas refinarias de petréleo, mas a
produzida pela industria de um modo geral, constitui um desafio para a geréncia das empresas,
que precisa posicionar-se de maneira efetiva e eficaz perante a situagdo, abandonando, de uma
vez por todas, a tendéncia de minimizar a questao.

Os acidentes ocorridos com derramamentos de petréleo e seus derivados no Brasil, no
periodo de 1975 a 2005, atingiram milhdes de litros que contaminaram solos, rios e mares. Diante
dessa realidade, a possibilidade de contaminagdo ambiental é real e iminente, havendo
necessidade urgente de desenvolvimento de novas tecnologias que possam conter possiveis
contaminacdes (SILVA et al., 2009).

A contaminagao por petroleo e derivados normalmente € tratada através de metodologias
fisicas, quimicas ou biolégicas. Entretanto, as novas diretrizes de recuperagdo de aguas e solos
tém restringido o uso de produtos quimicos (MUTHUSAMY et al., 2008; SINGH et al., 2007).
Dentre as técnicas de remediacédo disponiveis, a biorremediacdo tem se destacado, embora a
solubilidade reduzida dos hidrocarbonetos dificulte o acesso dos micro-organismos e a
consequente biodegradagao do poluente (CALVO et al., 2009).

A biorremediacao teve importante papel na limpeza do derramamento de 41 milhdes de
litros de petréleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989, dando inicio ao
desenvolvimento dessa tecnologia, demonstrando que ha boas razdes para se acreditar na
aplicacao efetiva deste método no tratamento de futuros derramamentos de 6leo em

circunstancias apropriadas. No citado acidente com o Exxon Valdez, a primeira medida tomada
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foi a lavagem fisica com jatos de agua a alta pressao. Subsequentemente, surfactantes foram
aplicados nas areas poluidas para acelerar o crescimento e a atividade dos microrganismos
degradadores de petrdleo. Duas ou trés semanas depois, as regides tratadas com os
surfactantes estavam significantemente mais limpas do que as areas controle. Contudo, foi dificil
avaliar os efeitos de tratamento devido a heterogeneidade da contaminag¢do. De qualquer forma,
outros estudos demonstraram a importdncia do uso de surfactantes para aumentar a
biodegradagao do petréleo (SAPTURE et al., 2010).

Nesse sentido, a utilizacdo de compostos surfactantes torna-se uma alternativa atrativa na
remogao de contaminantes hidrofébicos gerados pela industria de petréleo.

Os surfactantes sdao compostos anfipaticos que se particionam, preferencialmente, na
interface entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade, apresentando varias aplicagoes
industriais. Os surfactantes possuem estrutura molecular com grupos hidrofilicos e hidrofdbicos,
que exibem propriedades como adsorcao, formacido de micelas, formacdo de macro ou micro
emulsdes, acao espumante, solubilidade e detergéncia, todas ligadas a capacidade de redugéo da
tenséao superficial (SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008).

A tensao superficial € um efeito que ocorre na camada superficial de um liquido, que leva
sua superficie a se comportar como uma membrana elastica, ou seja, é a forga de atracdo
existente entre as moléculas dos liquidos. A tensao superficial diminui quando a concentracao de
surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formacao de micelas, que sao moléculas
anfipaticas agregadas com as porg¢des hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula
e as porgdes hidrofébicas para a parte interna (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007). A concentragao
dessas micelas forma a Concentragdao Micelar Critica (CMC). Esta concentragdo corresponde a
minima concentragdo de surfactante necessaria para que a tensao superficial seja reduzida ao
maximo. Quando a CMC é atingida, varias micelas sao formadas (VAN-HAMME et al., 2006). A
eficiéncia e a efetividade sao caracteristicas basicas essenciais que determinam um bom
surfactante. A eficiéncia é medida através da CMC, enquanto que a efetividade esta relacionada
com as tensdes superficiais e interfaciais (BANAT et al., 2010; BARROS et al., 2007).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petroleo. Entretanto, a necessidade de preservagcdo ambiental e as legislagdes de
controle do ambiente tém levado pesquisadores a procura por produtos naturais como alternativas
aos produtos existentes. Nesse contexto, destacam-se os surfactantes de origem microbioldgica,
produzidos principalmente por bactérias e leveduras (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007).

Os biossurfactantes incluem uma grande variedade de estruturas quimicas tais como
glicolipideos, lipopeptideos, complexos proteinas-polissacarideos, fosfolipideos, acidos graxos e
lipideos neutros produzidos por microrganismos quando cultivados em substratos insoluveis
(6leos, residuos e hidrocarbonetos) e soluveis (carboidratos) (GAUTAM; TYAGI, 2006).
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Os primeiros estudos na area de biossurfactantes ocorreram na década de 80 e, desde
entdo, as pesquisas permitiram o desenvolvimento e a comercializagdo de dois produtos, a
Surfactina, uma lipoproteina produzida pela bactéria Bacillus subtilis, e os Raminolipideos, grupo
de glicolipideos produzidos pela bactéria Pseudomonas aeruginosa e comercializados pela Jeneil
Biosurfactants Company (USA). Esses dois biossurfactantes, embora extremamente eficientes,
sao comercializados a um alto custo em funcdo dos substratos utilizados para suas producdes e
do nivel de pureza exigido para aplicagdes nas areas farmacéutica e médica (ABDEL-MAWGOUD
etal., 2010; BARROS et al., 2007; SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008).

Segundo a literatura, os custos tipicos dos biossurfactantes variam de cerca de 10 U$/mg
para Surfactina pura (98% de pureza) e utilizada em pesquisas médicas, a 24 U$/kg para férmulas
propostas no inicio da década de 1980 para limpeza de tanques e/ou recuperacdo avangada de
petréleo. Estimativas realizadas na década passada situaram os custos dos biossurfactantes em
3-20 U$/kg, enquanto o custo de producdo de surfactantes sintéticos como etoxilatos e alquil-
poliglicosideos pelas industrias quimicas estdo na faixa de 1-3 U$/kg (SEYDLOVA; SVOBODOVA,
2008).

Uma das alternativas para reduzir os custos relacionados aos biossurfactantes, consiste na
substituicdo dos substratos comumente utilizados por matérias-primas de baixo custo, como os
residuos industriais (MANEERAT, 2005). Nesse sentido, propde-se o uso de residuos de 6leos
lubrificantes, oleos residuais de fritura, residuos de amido, de destilaria de dleos, de industrias
lacteas, de melago de cana-de-agucar e de glicerina, esta ultima gerada na obtengéo de biodiesel,
na producdo de novos biossurfactantes com potencial de aplicagéo industrial (RUFINO et al.,
2007; 2008; SOUZA-SOBRINHO et al., 2008; COIMBRA et al.,, 2009; SILVA et al., 2009;
GUSMAO et al., 2010). Vale ressaltar que a disponibilidade e o tipo de matéria-prima podem
contribuir consideravelmente para o custo de producgao. Estima-se que 10 % a 30 % da matéria-
prima representem o custo total de um produto biotecnolégico. Por outro lado, residuos poluentes
sdo gerados a cada ano por todo o mundo (MULLIGAN, 2009). O tratamento e a remogao destes
residuos também se traduzem em um alto custo para varias industrias. Com relagdo aos
processos de purificacdo, que representam cerca de 60% do custo total de producao, estes nao
serao computados uma vez que os biossurfactantes a serem produzidos poderao ser aplicados no
meio ambiente na forma bruta, eliminando essa dispendiosa etapa (SHAH et al., 2007).

Nos ultimos anos, os estudos voltados para a produgdao de biossurfactantes tém se
intensificado em fungdo das caracteristicas desses compostos como biodegradabilidade, baixa
toxicidade, especificidade e estabilidade sob condi¢cbes extremas de temperatura, pH e salinidade
(FELSE et al., 2006; MUKHERJEE et al.,, 2006). Nesse contexto, as industrias de petroleo e
petroquimica destacam-se como os maiores campos de aplicacdo dos biossurfactantes. A limpeza
de solos e aguas contaminados por derramamentos de petrdleo, a remogéo da borra oleosa de

tanques de estocagem, a remocéo de metais pesados de solos contaminados, assim como um
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aumento geral nos processos de recuperacao de 6leo de reservatérios sdo possiveis aplicagbes
para os biossurfactantes. Os biossurfactantes ainda podem ser utilizados como agente inibitério
da corrosao de equipamentos, oleodutos e tanques de caminhdes transportadores (MUTHUSAMY
et al., 2008).

A aplicacdo de biossurfactantes no tratamento de residuos oleosos torna-se um dos pré-
requisitos importantes para que ocorram interagcoes entre os residuos e a célula microbiana, devido
a reducao da tensao superficial mediada entre o 6leo e a fase aquosa.

A remocao de residuos e fragcdes de 6leos pesados requer lavagens com solventes ou
mesmo manuais, ambas perigosas, demoradas, e caras ja que os residuos e as fragdes de oleos
pesados que sedimentem no fundo dos tanques sdo altamente viscosos e podem n&o ser
removidos através de bombeamento convencional. Um processo alternativo a esta limpeza é o uso
de biossurfactantes que promovem a diminuicdo na viscosidade e a formacdao de emulsbes
Oleo/agua, facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperagao do 6leo bruto, apds a quebra
da emulsado (NITSCHKE; COSTA, 2007).

Nesse contexto, o Pdélo Petroquimico de SUAPE, embora venha permitindo ao Estado de
Pernambuco alcangar niveis de desenvolvimento elevados, pode se inserir como um
empreendimento de alto risco para o meio ambiente em funcao da instalagado da Refinaria Abreu e
Lima, a qual tem despertado a preocupacao das industrias instaladas no seu entorno, que estao
sujeitas ao perigo iminente de derramamento ou vazamento de petréleo e/ou derivados.

Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias tecnolégicas inovadoras
para prevenir problemas indesejaveis causados por possiveis acidentes ambientais provocados
pelo derramamento de 6leos. Assim, o desenvolvimento de uma tecnologia de aplicagdo de
biossurfactantes na contencio de residuos de derivados de petréleo apresenta-se como solugao

para evitar danos a industrias e ao préprio meio ambiente marinho.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Produzir um biossurfactante com possibilidades de baixo custo com potencial de

aplicagao na descontaminacdo ambiental de petréleo e derivados.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a influéncia de diferentes combinacbes de substratos e selecionar nas
condicdes testadas o melhor meio de cultivo para a producéo do biossurfactante.

* Avaliar a capacidade tensoativa e emulsificante do biossurfactante frente a
diferentes substratos hidrofébicos e condigdes ambientais especificas.

» Testar diferentes metodologias de isolamento de acordo com o maior rendimento.

* Avaliar a eficiéncia do biossurfactante através da determinagcao da Concentracao
Micelar Critica (CMC).

» Caracterizar bioquimicamente o biossurfactante produzido através da técnica de
Cromatografia em Camada Delgada.

* Determinar a carga iénica do biossurfactante.

* Aplicar o biossurfactante na remocao de composto hidrofébico adsorvido em areia.

* Realizar testes de aplicacdo do biossurfactante na dispersdo de manchas de
derivados de petréleo em agua do mar.

* Avaliar a capacidade de remocao de derivados de petréleo aderidos a superficies
sélidas.

» Estabelecer as possiveis condicbes de aplicagdo do biossurfactante na remocao

dos poluentes hidrofébicos, considerando os parametros avaliados.
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3. Revisao da Literatura

3.1 Surfactantes

Os surfactantes sdao compostos anfipaticos, contendo porcdes hidrofilicas e hidrofébicas
que se particionam, preferencialmente, na interface entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade e pontes de hidrogénio, como interfaces oleo/agua ou ar/agua. A porcao apolar é
freqientemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porgao polar pode ser ibnica (catidbnica ou
anidnica), nao-idnica ou anfotérica (SINGH et al., 2007; MUKHERJEE et al., 2006; BANAT et al.,

2010), como ilustrado na Figura 1.

Hidrofilico Lipofilico

Figura 1 - Molécula surfactante com porgao apolar (hidrofébica) e polar (hidrofilica)

Fonte: http://pensandoprafrente.blogspot.com/2010/08/surfactante-desenvolvido-em- projeto.html

Essas caracteristicas permitem aos surfactantes reduzir a tenséo superficial e interfacial e
com isso formar microemulsdes onde os hidrocarbonetos possam se solubilizar em agua ou onde
a agua possa se solubilizar em hidrocarbonetos (RON; ROSENBERG, 2002). Tais propriedades
possibilitam uma ampla gama de aplicagdes industriais envolvendo detergéncia, emulsificagéo,
lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases
(AL-ARAJI et al.,2007).

A propriedade de maior importancia para os agentes tensoativos € a tensédo superficial,

que é a forca de atracdo existente entre as moléculas dos liquidos. A tensdo superficial diminui
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quando a concentracdo de surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formacido de
micelas, que sdo moléculas anfipaticas agregadas com as por¢des hidrofilicas posicionadas para
a parte externa da molécula e as por¢des hidrofobicas para a parte interna (Figura 2). A
concentragcado dessas micelas forma a Concentragcdo Micelar Critica (CMC). Esta concentracao
corresponde a minima concentragao de surfactante necessaria para que a tensao superficial seja
reduzida ao maximo (Figura 3). Quando a CMC é atingida, varias micelas sao formadas, como
mostra na Figura 4 (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007; VAN-HAMME et al., 2006).

A eficiéncia e a efetividade sdo caracteristicas basicas essenciais que determinam um bom
surfactante. A eficiéncia é medida através da CMC, enquanto que a efetividade esta relacionada

com as tensdes superficiais e interfaciais (BARROS et al., 2007).

Farte hidrofilica
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Figura 2 - Formacéo da Micela

Fonte: http://www.quimicadostensoativos.blogspot.com
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Figura 3 - Grafico ilustrativo das regiées onde ocorre a formagao de micelas (CMC)

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne
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molecula anfifilica

xtremo soluble en
agua

extremo insoluble en agua

Figura 4 - Micela formada

Fonte: http://www.galileog.com/ciencia/biologia/celulas/celulas_procariotas.htm

3.2 Biossurfactantes

Os estudos relacionados aos biossurfactantes iniciaram-se em 1960 e a utilizacdo desses
compostos se estendeu nas ultimas décadas, surgindo como alternativa aos surfactantes
sintéticos, especialmente em industrias farmacéuticas, alimenticias e refinarias. A razdo desta
notoriedade esta relacionada a baixa toxicidade, biodegradabilidade, capacidade de agdo em
ambientes extremos, como pH, temperatura e salinidade, além de estruturas quimicas Unicas
(MUTHUSAMY et al., 2008; CERQUEIRA et al.,, 2011; MAKKAR et al., 2011), habilidade de
produgdo a partir de fontes renovaveis/residuos industriais e de subprodutos (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011). Esta ultima carateristica torna uma produc¢ao de biossurfactante com
possibilidades de baixo custo, uma vez que permite a utilizagdo de substratos, de modo que a
aplicagdo do mesmo na remediagao ambiental € considerado um dos maiores mercados para os
surfactantes naturais (DAS; MUKHERJEE, 2007; NITSCHKE et al., 2011; REIS et al., 2011;
DUBEY et al., 2012).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petréleo. Entretanto, a preocupacao ambiental entre os consumidores, combinada a
novas legislagbes de controle do meio ambiente tém levado a procura por surfactantes naturais
como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE; PASTORE, 2002; CERQUEIRA et al.,
2011; DUBEY et al., 2012).
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Varios compostos com propriedades tensoativas sao sintetizados por organismos vivos,
desde plantas (saponinas) até micro-organismos (glicolipideos) e também no organismo humano
(sais biliares), sendo considerados surfactantes naturais (MANEERAT, 2005).

Nessa area, as pesquisas biotecnoldgicas permitiram ampliar os limites de aplicacédo dos
aditivos sintéticos, desenvolvendo novos produtos baseados na capacidade sintética dos
microrganismos. Estas perspectivas, relacionadas a produtos de elevado interesse industrial, tém
conduzido a investigacado e o desenvolvimento de modelos que constituem as bases das novas
tecnologias na producgédo de agentes surfactantes por microrganismos (PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2011).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto é,
diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sdo denominados
biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (SINGH et al., 2007; BANAT et al., 2010).

A maioria dos biossurfactantes conhecidos € produzida em substratos insoluveis em agua
como hidrocarbonetos solidos e liquidos, 6leos e gorduras, embora muitos tenham sido obtidos a
partir de substratos soluveis, ou pela combinagao destes (VAN-HAMME et al., 2006).

A possibilidade de producdo dos biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e por
diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variacdo de inUmeros pardmetros de
cultivo como tempo de cultivo, velocidade de agitagdo, pH do meio e nutrientes adicionados,
permite a obtengdo de compostos com caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas,
0 que os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de eficiéncia,
embora os custos de producdo ainda ndao permitam uma maior competitividade com seus
similares petroquimicos (CANET et al., 2002).

Dados sobre a CMC s&o escassos e, mais uma vez, dificeis de interpretar ou correlacionar.
A comparagéao entre os valores de CMC de biossurfactantes e de seus equivalentes quimicos esta
apresentada na Tabela 1 e mostra CMCs muito mais baixas no caso dos biossurfactantes. Em
principio, quanto menor a CMC, mais eficaz o surfactante e mais favoravel, do ponto de vista

econdmico, a sua utilizagdo em processos industriais (BOGNOLO, 1999).

Tabela 1 - Exemplos de Concentragao Micelar Critica de biossurfactantes e surfactantes quimicos

Agente surfactante CMC (mg/L)
Fosfatidil etanolaminas 30
Acidos fosfatidicos 70
Raminolipideo 20
Surfactina 11
Alquil benzeno sulfonato 590
Lauril sulfato de sédio 2000-2900

Fonte: BOGNOLO (1999).
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3.3 Classificacao

Os surfactantes sintéticos séo classificados de acordo com a carga ibnica que reside na
parte polar da molécula. Em fungdo da presenga ou auséncia de cargas elétricas, podem ser
anibénicos, catibnicos, nao-idnicos ou anfotéricos (MANEERAT, 2005; RON; ROSENBERG, 2001).

A maioria dos biossurfactantes € anibnica ou neutra. Apenas alguns sédo catiénicos, como
0s que contém grupamentos amina. A parte hidrofébica € caracterizada por acidos graxos de
cadeia longa, enquanto que a porcao hidrofilica pode ser carboidrato, um aminoacido, um
peptideo ciclico, fosfato, um acido carboxilico ou um alcool (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes sao comumente classificados de acordo com a natureza bioquimica ou
com a espécie microbiana produtora. Quanto a estrutura, podem ser classificados em cinco
grandes grupos (RAHMAN; GAKPE, 2008):

* Glicolipideos, cujo grau de polaridade depende dos hidrocarbonetos utilizados
como substratos. Sdo exemplos os raminolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa, e os soforolipideos produzidos por espécies de Candida.

* Lipossacarideos, os quais normalmente possuem massa molar elevada e séao
soluveis em agua, como o conhecido Emulsan, emulsificante extracelular produzido
por hidrocarbonetos a partir da bactéria Acinotobacter calcoaceticus.

* Lipopeptideos, como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis, um dos
biossurfactantes mais poderosos ja relatados na literatura.

* Fosfolipideos, estruturas comuns a muitos microrganismos, como o biossurfactante
de Corynebacterium lepus.

» Acidos graxos e lipideos neutros (alguns classificados como glicolipideos) e

proteinas hidrofobicas.

3.4 Micro-organismos produtores

Os micro-organismos utilizam uma série de fontes de carbono e energia para seu
crescimento. A associacao de fontes de carbono com substratos insoluveis facilita a difuséo
intracelular e a produgao de varias substancias, dentre elas os biossurfactantes (BANAT, 2010).

Alguns micro-organismos podem produzir biossurfactantes quando crescem em diferentes
substratos, variando desde carboidratos até hidrocarbonetos. O uso de diferentes fontes de
carbono altera a estrutura dos biossurfactantes produzidos e, consequentemente, suas
propriedades emulsificantes. Estas mudangas podem ser benéficas quando se deseja

propriedades especificas para uma aplicagdo direcionada (COOPER, 1986). Diversos s&o o0s
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estudos realizados por varios autores (GUSMAO et al., 2010; SILVA et al., 2010; SOUZA-
SOBRINHO et al., 2008; LUNA et al., 2009; LUNA et al., 2008; AMARAL et al., 2006; SARUBBO
et al., 2006; KIM et al., 2006) na producdo de biossurfactantes, envolvendo propriedades fisico-
quimicas.

Uma grande variedade de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e uma minoria
de fungos filamentosos sdo capazes de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas
moleculares (DELEU, PAQUOT, 2004).

As bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus séo descritas na literatura como
grandes produtoras de biossurfactantes (SILVA et al., 2010; GUERRA SANTOS et al., 1986).

Os raminolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (GUERRA-SANTOS et al.,
1984) tém sido extensivamente estudados (ROBERT et al.,, 1989). A composigcdo e o0s
rendimentos dependem do tipo do fermentador, do pH, da composicdo dos nutrientes, dos
substratos e das temperaturas utilizadas (MULLLIGAN, 2005).

Os Isolados de Bacillus subtilis sao produtores de lipopeptideos, como a chamada
surfactina, a qual contém sete aminoacidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila do acido C14
(KAKINUMA et al., 1969). Concentragdes de surfactina menores que 0,005 % reduzem a tensao
superficial para 27 mN/m, tornando a surfactina um dos mais poderosos biossurfactantes. A
solubilidade e a capacidade surfactante da surfactina, por outro lado, depende do tipo de residuo
utilizado como substrato (HUE et al., 2001).

Entre as leveduras, espécies de Candida tém sido largamente empregadas com sucesso
na fermentagcdo de hidrocarbonetos e, consequentemente, para producdo de biossurfactantes
(FONTES; BALA, 2008). Em 1979, Pareilleux observou a presenga de um polimero em C.
lipolytica com propriedades emulsificantes, quando esta foi cultivada em n-tetradecano ou na
mistura de hidrocarbonetos lineares. Os polimeros recuperados do liquido metabdlico
demonstraram ser moléculas complexas, constituidas por uma fracdo lipidica, uma protéica e
outra carboidratos, sendo esta ultima, em maior quantidade. Cirigliano e Carman (1985) isolaram,
inicialmente, um bioemulsificante produzido por C. lipolytica cultivada em meio contendo n-
hexadecano, demonstrando perspectivas e potencial para uso em sistemas alimentares, enquanto
que Margal (1991) demonstrou a produgao de biopolimeros por C. lipolytica com alta atividade de
emulsificagdo utilizando substratos regionais. Sarubbo et al. (1999; 2001) também utilizaram a C.
lipolytica na producdo de agentes surfactantes em meios contendo 6leo vegetal de babagu e
glicose como substratos. Sarubbo et al. (2006; 2007) demonstraram a possibilidade de
combinacao entre duas fontes, uma soluvel e outra insoluvel, para a produgao de biossurfactantes
por espécies de Candida enquanto que Rufino et al. (2007; 2008), Coimbra et al. (2009) e Souza-
Sobrinho et al. (2008) aplicaram com sucesso um residuo industrial de 6leo de soja na produgao

de um biossurfactante por Candida lipolytica.
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3.5 Propriedades

As propriedades fisicas e quimicas dos biossurfactantes, como redugdo da tensao

superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e estabilizante, concentracdes

micelares criticas baixas, solubilidade e poder detergente sdo muito importantes na avaliagéo de

seu desempenho e na selecdo de micro-organismos com potencial de producdo destes agentes
(DELEU; PAQUOT, 2004).

Apesar da diversidade de composigao quimica e de propriedades, algumas caracteristicas

sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas caracteristicas representam vantagens

sobre os surfactantes convencionais (NITSCHKE et al., 2007):

Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais, pois produzem menor tensao
superficial a menores concentragdes. A CMC dos biossurfactantes (medida de sua
eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto que a tensao interfacial (6leo/agua) e
superficial fica em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente.

Tolerancia a temperatura, pH e forgca idnica: muitos biossurfactantes podem ser
utilizados sob condicdes extremas. O lipopeptideo de Bacillus licheniformis JF-2,
por exemplo, é estavel a temperaturas em torno de 75 °C, por até 140 horas e
variagdes de pH entre 5 e 12. Os biossurfactantes suportam concentragdes de 10
% de sal, enquanto que 2 % de NaCl sao suficientes para inativar surfactantes
convencionais.

Biodegradabilidade: os biossurfactantes sao faciimente degradados por bactérias e
outros micro-organismos na agua e no solo, o0 que os torna adequados para
aplicacdes na biorremediacao e tratamento de residuos.

Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencdo devido a
crescente preocupagdo da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos
artificiais; além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, em
cosméticos e em produtos farmacéuticos.

Disponibilidade: biossurfactantes podem ser produzidos a partir de matérias-primas
largamente disponiveis, além da possibilidade de serem produzidos a partir de
residuos industriais.

Especificidade: biossurfactantes, sendo moléculas organicas complexas com
grupos funcionais especificos também serdo especificos em suas agdes. Essa
propriedade pode ser de grande interesse da detoxificacdo de poluentes
especificos ou em determinadas aplicagdes nas industrias farmacéutica, cosmética

ou alimenticia.
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* Biocompatibilidade e digestibilidade, o que garante a aplicagdo dessas
biomoléculas nos mais deviersos setores industriais, destacando as industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia.

A despeito das vantagens, alguns pontos desfavoraveis devem ser citados, como
(RAHMAN; GAKPE, 2008):

* A producdo em grande escala de biossurfactantes pode ser dispendiosa. Esse
problema, entretanto, pode ser resolvido pela combinagdo de substratos de baixo
custo.

* A obtencdo de produtos com elevado grau de pureza, que se torna dificil em virtude
da necessidade de etapas consecutivas de purificagao do liquido metabdlico.

* A existéncia de espécies super produtoras é rara e as conhecidas nao sao capazes
de produzir altos rendimentos de surfactantes, além de necessitarem de meios de
cultivo complexos.

* A regulagdo da sintese de biossurfactantes ndo esta totalmente compreendida,
uma vez que essas biomoléculas podem ser produzidas como metabdlitos
secundarios ou em associag¢ao ao crescimento microbiano.

* O aumento da produtividade € muitas vezes prejudicado pela formagao de espuma,

0 que requer a utilizagao de meios diluidos.

3.6 Aplicagoes do biossurfactante

A produgao mundial de surfactantes somou 17 milhdes de toneladas em 2000, esperando-
se um aumento de ordem de 3-4% ao ano. As aplicacbes industriais sdo classificadas de acordo
com seus usos: 54% como detergentes, 13% nas industrias téxteis, de couro e de papel, 10% em
processos quimicos, outros 10% nas industrias farmacéutica e de cosméticos, 3% na industria de
alimentos, 2% na agricultura e os 2% restantes em outras aplicagbes (MUTHUSAMY et al., 2008).

Devido as diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam aplicacdes
em varios processos industriais, além da possibilidade de novas aplicacbes para estas
biomoléculas. Acredita-se que o0s biossurfactantes ficardo conhecidos como os “materiais
multifuncionais” do novo século (MUTHUSAMY et al., 2008).

Atualmente, os biossurfactantes tém sido utilizados principalmente nas industrias de dleos,
incluindo a limpeza de derramamento de 6leos, a remogao de 6leos de tanques de estocagem, a
recuperagao avangada de petréleo e a biorremediagao de solos (GAUTAM; TYAGI, 2006; SINGH
et al., 2007).

Outros campos de utilizacdo dos biossurfactantes incluem as industrias de papel, téxtil e
ceramica (DELEU; PAQUOT, 2004).



SANTOS, D.K.F. Utilizagao de gordura animal e residuo... 33

3.6.1 Biorremediagao

Biorremediagdo é a habilidade de organismos vivos em transformar ou mineralizar
contaminantes orgéanicos gerando substancias menos nocivas, que possam ser integradas ao
ciclo biogeoquimico natural. Contudo, a biodegradabilidade desses contaminantes € influenciada
por fatores como tensao de oxigénio, pH, presenca de macro e micro nutrientes, caracteristicas
fisico-quimicas do agente e das particulas de solo ou outros aos quais os organismos e
contaminantes possam estar adsorvidos (MARGESIN; SCHINNER, 2002).

As substancias contaminantes apresentam diferentes grupos funcionais tais como OH, Cl,
NH,, NO, e SOs;. Esses, por sua vez, comportam-se como doadores de elétrons sendo oxidados,
ou em alguns casos mineralizados, por diferentes espécies microbianas. Alguns dos metabdlitos
intermediarios produzidos nessas reacfes sdo assimilados como fonte de carbono para o
crescimento microbiano (MARGESIN; SCHINNER, 2002).

A biorremediagao utilizando micro-organismos ou processos microbianos em ambientes
contaminados tem inumeras aplicagdes incluindo a limpeza de aguas subterraneas, solos, lagos e
processos de tratamento de esgotos. Essa € uma tecnologia bem aceita pela opinido publica na
recuperagao de ambientes poluidos n&o afetando o equilibrio ecoldgico, ja que as bactérias, os
fungos filamentosos e as leveduras sdo agentes transformadores eficazes, face as suas
habilidades em degradar uma ampla diversidade de substancias orgénicas (CALVO et al., 2009;
DESAI; BANAT, 1997).

Como os biossurfactantes aumentam a interagdo agua/éleo, aceleram a degradacao de
varios Oleos por micro-organismos e promovem a biorremediagdo de aguas e solos contaminados
(MULLIGAN, 2005). A capacidade dos surfactantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos
em agua aumenta a degradagao desses compostos no ambiente. Os biossurfactantes também
sao Uteis na biorremediacido de locais contaminados com metais pesados téxicos como uranio,
cadmio e chumbo e na remocao de piche apds a introdugcdo de Pseudomonas, Arhtrobacter, e
Bacillus subtilis, demonstrando resultados promissores (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Pesquisas com consorcios microbianos e raminolipideos demonstraram o potencial de
biorremediagcdo de hidrocarbonetos de petroleo (RAHMAN et al.,, 2006). A aplicacdo do
raminolipideo de Pseudomonas aeruginosa DS10-129 aumentou a biorremediagdo de gasolina
adsorvida em solo (RAHMAN et al., 2002).

Alguns estudos demonstraram o aumento da biodisponibilidade de compostos aromaticos
pouco soluveis, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS), pelo uso de
biossurfactantes (MULLIGAN, 2005; SINGH et al., 2007).

A utilizacdo de biossurfactantes na biodegradacdo de pesticidas vem sendo objeto de

investigagdo. A degradagdo de hexaclorociclohexano por surfactantes produzidos por
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Pseudomonas foi primeiramente relatada, bem como a dos organoclorados como DDT e
ciclodienos (KARANTH et al., 1999).

3.6.2 Limpeza de reservatoérios de 6leos

A aplicacédo de biossurfactantes no tratamento de residuos oleosos torna-se um dos pré-
requisitos importantes para que ocorram interagcdes entre os residuos e a célula microbiana,
devido a redugao da tensao superficial existente entre o 6leo e a fase aquosa (HUE et al., 2003;
CALVO et al., 2009).

A utilizacdo de biossurfactantes para a limpeza de tanques, em substituicAdo aos
surfactantes convencionais, promoveu a limpeza e recuperagdao de 90 % dos hidrocarbonetos
presentes no residuo (MULLIGAN; WANG, 2004). A remocgao de residuos e fragbes de 6leos
pesados requer lavagens com solventes ou mesmo manuais, ambas perigosas, demoradas, e
caras ja que os residuos e as fragdes de 6leos pesados que sedimentam no fundo dos tanques
sao altamente viscosos e podem nao ser removidos através de bombeamento convencional. Um
processo alternativo a esta limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a diminuicdo na
viscosidade e a formacdo de emulsdes 6leo/agua, facilitando o bombeamento dos residuos e a
recuperagao do oOleo cru, apés quebra da emulséo (SINGH et al., 2007; MULLIGAN; WANG,
2004).

3.6.3 Recuperacao avancada de petroleo — MEOR

Segundo Desai e Banat (1997), a recuperagédo de Oleos utilizando biossurfactantes
constitui atualmente uma importante estratégia para a industria do petréleo, uma vez que micro-
organismos e produtos de seu metabolismo sao utilizados para aumentar a recuperagdo do
petroleo. Este processo conhecido como “MEOR” (Microbial Oil Recovery Enhancement),
recuperagdo avancada de 6leo, apresenta vantagens importantes em relagdo aos métodos
convencionais. Os surfactantes alteram algumas caracteristicas fisico-quimicas do petrdleo,

facilitando ou aumentando sua remogao nos pogos (SINGH et al., 2007).

3.6.4 Dispersao de manchas de petréleo

O derramamento de dleos ocorridos durante o seu transporte ou na construcido de
oleodutos afeta drasticamente as regides costeiras e praias, sendo hoje uma das maiores causas
de catastrofes ecolégicas e sociais no mundo (MUTHUSAMY et al., 2008).

Uma das técnicas de remediacao de derramamentos de 6leo é a aplicacao de dispersantes

de manchas de o6leo. Os dispersantes utilizados para este fim sido compostos de misturas
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complexas de surfactantes, solventes e aditivos que aumentam a taxa de dispersao natural do
Oleo e sua retirada da superficie contaminada. A aplicacédo de dispersantes minimiza o impacto do
derramamento de dleo sobre aves e mamiferos marinhos, pois remove o 6leo da superficie da
agua. Além disso, o uso de dispersantes minimiza o impacto de derramamento de éleo sobre os
recursos sensiveis na orla costeira, reduzindo a quantidade de 6leo derramado. O aumento da
area superficial do petréleo como resultado da sua dispersdao em pequenas goticulas facilita
também sua biodegradacao através da atividade de micro-organismos de ocorréncia natural
(SAEKI et al., 2009).

Os biossurfactantes exercem influéncia sobre os processos de remediacao através de sua
eficacia como agentes dispersantes. A literatura descreve o uso de biossurfactantes no aumento
da dispersao e biodegradagao de hidrocarbonetos (SAEKI et al., 2009). No entanto, poucos
estudos tém investigado na pratica a aplicagdo de biossurfactantes como dispersantes de

derramamento de dleo.

3.6.5 Industria de alimentos

Na industria alimenticia, a emulsificacdo tem um papel importante na formacido da
consisténcia e textura, bem como na dispersao de fase e na solubilizagdo de aromas (RAHMAN;
GAKPE, 2008). De forma geral, a funcdo dos emulsificantes em alimentos & promover a
estabilidade da emulséo, controlando a aglomeragdo de glébulos de gordura e estabilizando
sistemas aerados (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Uma emulsédo é um sistema heterogéneo, consistindo de pelo menos um liquido imiscivel
(fase interna descontinua) disperso em outro (fase externa continua) em forma de pequenas gotas
(COOPER; GOLDENBERG, 1987). Tais sistemas possuem uma estabilidade minima, a qual pode
ser aumentada por aditivos surfactantes, que atuam reduzindo a tensao interfacial, diminuindo a
energia na superficie entre duas fases e prevenindo a coalescéncia das particulas através da
formacao de barreiras estéricas e eletrostaticas (VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Exemplos de
alimentos processados, que sdo emulsdes, sdo creme de leite, manteiga, maionese, molhos para
salada, recheios entre outros (VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Outras aplicagdes para os
emulsificantes sdo descritas, entre elas melhorar a textura e vida de prateleira de produtos
contendo amido, pela formacdo de complexos com os componentes destes, modificar as
propriedades reoldgicas da farinha de trigo, pela interagdo com o gluten, melhorar a consisténcia e
textura de produtos a base de gorduras, pelo controle de polimorfismo e da estrutura cristalina das
gorduras (BANAT et al., 2000; SARUBBO et al., 1997).

Os biossurfactantes ainda podem ser utilizados como emulsificantes no processamento de
matérias-primas, no controle de aglomeracdo de glébulos de gordura, na estabilizagdo de

sistemas aerados e para melhorar a consisténcia de produtos gordurosos. O uso de
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raminolipideos para melhorar as propriedades emulsificantes da manteiga, de croissants e de
produtos de confeitaria congelados também foi reportado (MUTHUSAMY et al.,, 2008). O
bioemulsificante produzido por Candida utilis em sido utilizado em molhos prontos para saladas.

A manoproteina produzida por Saccharomyces cerevisiae pode estabilizar emulsdes
agua/dleo para produgdo de maionese, biscoitos, sorvetes, entre outros. E produzida através de
um processo biotecnolégico simples, de larga escala e baixo custo. Além de ser estavel em uma
larga faixa de pH, seu subproduto pode ser utilizado como ragdo animal (TORABIZADEH et al.,
1996; BANAT et al., 2000).

Apesar da aplicagdo potencial, a industria de alimentos n&o utiliza ainda os
biossurfactantes como aditivos em larga escala. Muitas propriedades dos biossurfactantes, assim
como sua regulamentacéo para aprovagdo como novo ingrediente para alimentos necessitam de

aprovacao.

3.6.6 Industria farmacéutica

Os biossurfactantes sdo amplamente utilizados em varios produtos, como em cosmeéticos e
em industrias de medicamentos. Estima-se que num futuro préximo a maioria dos cosméticos seja
“biocosméticos”. Varios produtos necessitam de surfactantes em seus ingredientes, incluindo
repelentes de insetos, antiacidos, solugdes para lentes de contato, desodorantes, produtos para
unhas, pasta de dentes, etc. (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes podem ser usados em
produtos de higiene e cosméticos (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Com essa finalidade,
glicolipideos obtidos de Torulopsis bombicola KSM 35 s&o usados no Japao, como agentes de
limpeza facial (DELEU; PAQUOT, 2004). Soforolipideos sofrem esterificagdo, resultando em um
produto com aplicagdo em batons e como hidratante para pele e cabelos (NITSCHKE; PASTORE,
2002). A literatura também descreve a acdo de soforolipideos na estimulagcdo da sintese de
colageno, podendo ser usados como medida preventiva do envelhecimento da pele e nas
formulagdes para a pele (MUTHUSAMY et al., 2008).

3.6.7 Mineragao

Compostos tensoativos produzidos por Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp. foram
utilizados para flotagdo e separacao de calcita. A recuperacao foi de 95 % para CWO, e 30 %
para CaCOg, ressaltando que reagentes quimicos convencionais séo incapazes de separar estes
dois minerais (NITSCHKE; PASTORE, 2002). O biodispersan, polissacarideo aniénico produzido
por Acinetobacter calcoaceticus A2 foi utilizado na prevencédo da floculacido e dispersdo de
misturas de pedra calcarea e agua (RON; ROSENBERG, 2002).
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3.6.8 Agricultura

Na agricultura, os biossurfactantes sao utilizados na hidrofilizagdo de solos argilosos para
o obtengao de boa umidade e distribuicdo uniforme de fertilizantes (NITSCHKE; COSTA, 2007). A
formulacdo de herbicidas e pesticidas contendo bioemulsificantes também tem sido reportada
(ROSENBERG; RON, 1999). Os compostos ativos dessas formulagdes sao, geralmente,
hidrofébicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em solu¢des aquosa.
Stanguellini e Miller (1997) demonstraram a eficiéncia de raminolipideos contra patégenos de

plantas.

3.6.9 Medicina

Os biossurfactantes também tém sido utilizados em varias aplicagdes bioldgicas
(terapéuticas) como atividade fungicida, bactericida, inseticida e antiviral, agentes anti-adesivos e
inibidores de enzimas (MEYLHEUC et al., 2001; MUTHUSAMY et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2006).

Varios raminolipideos podem exibir atividades antibacteriana e antifitoviral. Abalos et al.
(2001), por exemplo, identificaram seis raminolipideos em culturas de P. aeruginosa AT10
produzidos a partir de residuo de refinaria de 6leo de soja e avaliaram as propriedades
antimicrobianas da mistura. Esses raminolipideos exibiram excelente propriedades antifungicas
contra varios fungos em concentra¢des variando de 16ug/mL a 32 pyg/mL (CAMEOTRA; MAKKAR,
2004).

A chamada atividade anti-aderente, ou seja, a capacidade de inibir a adesao de micro-
organismos patogénicos em superficies sélidas ou em sitios infecciosos também tem sido
reportada para biossurfactantes, levando a diminuicdo de infeccdes hospitalares sem a
necessidade de farmacos ou agentes quimicos sintéticos (RODRIGUES et al.,, 2006;
MUTHUSAMY et al., 2008). Meylheuc et al. (2001) estudaram um biossurfactante obtido de P.
fluorescens dotado de propriedades inibidoras da adeséo de Listeria monocytogenes LO28 as
superficies do politetrafluoroetileno e do ago inoxidavel.

A deficiéncia do sufactante pulmonar, um complexo proteina-fosfolipideo é responsavel
pela faléncia de respiragdo em bebés prematuros. O isolamento dos genes para as moléculas
protéicas desse surfactante e a clonagem em bactérias permitiu sua producao fermentativa para
aplicagbes médicas (MUTHUSAMY et al., 2008).

Soforolipideos de Candida bombicola tém sido estudados por sua atividade espermicida,

citotoxica e anti-HIV para reduzir a proliferacdo do virus da sindrome da imunodeficiéncia
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adquirida (AIDS). Soforolipideos também tém sido estudados como agentes antiinflamatérios para
doencgas imunoldgicas (RODRIGUES et al., 2006; MUTHUSAMY et al., 2008).

A iturina, lipopeptideo produzido por B. subtilis, demonstrou atividade antifungica, afetando
a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras (MUTHUSAMY et al., 2008).
Experimentos in vitro mostraram que a surfactina inativou eficazmente o virus causador de
herpes, assim como o retrovirus e outros virus de RNA e DNA compactados. A atividade antiviral
da surfactina foi determinada para uma larga gama de virus. Além disso, ha os efeitos na
surfactina da absorgéo de insulina em pulmao de ratos foram examinados (MUTHUSAMY et al.,
2008).

3.7 Utilizacao de residuos industriais na producao de biossurfactantes

A sociedade atual caracteriza-se pelo aumento das despesas, a necessidade de reutilizar
materiais e com a preocupacao ambiental. Consequentemente, vem dando uma énfase maior a
recuperagao, reciclagem e reutilizagao de diversos residuos.

A necessidade de preservacdo ambiental leva a reutilizacdo de diversos residuos
industriais. Isto particularmente é valido para os alimentos e as industrias de producdo de
alimentos cujos residuos, efluentes e co-produtos podem ser reutilizados. Estas industrias
produzem grandes volumes de residuos sdlidos e liquidos, resultantes da produgéo, preparagéo e
consumo dos alimentos e quando descartados geram poluicéo e representam uma grande perda
de nutrientes, particularmente das industrias de alimentos. Tais residuos solidos e liquidos vém
sendo utilizados na bioconversdo e chamando mais atencao devido a possibilidade de aplicacéo
na produgao de bioadsorventes (SINGH et al., 2007).

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de 6leo vegetais, residuos de amido,
residuos de destilaria de 6leos e substancias lacteas tém sido utilizados na producao de muitos
metabdlicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de matéria-prima podem contribuir
consideravelmente para o custo de producdo. Estima-se que 10% a 30% da matéria-prima
representa o custo total de um produto biotecnolégico (MUKHERJEE et al., 2006). Por outro lado,
milhées de desperdicios em residuos poluentes sdo jogados a cada ano por todo o mundo. O
tratamento e a remocéao destes residuos também representam um alto custo para varias industrias
(PANDEY et al., 2000).

Nesse sentido, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores
como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo para a producdo de
biossurfactantes; com isso, Gusméao et al. (2010) demonstraram a produg¢do de biossurfactantes
utilizando meios de baixo custo.

Muitos biossurfactantes tém sido produzidos de substratos agroindustriais, renovaveis e de

baixo custo. Oleos vegetais, residuos de fritura de éleos vegetais, residuos de destilaria de éleos,
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residuos da industria de laticinios (soro de leite), melago de cana e glicerina tém sido citados na
literatura (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Os residuos industriais com elevado valor de carboidratos ou lipideos encontrados sao
muito atrativos como substratos para producédo de biossurfactantes (MAKKAR; CAMEOTRA,
1999; MERCADE et al., 1994).

Recentemente, Barros et al. (2007) descreveram a importancia da variedade de residuos
industriais como matéria-prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores, a utilizagao de
residuos agroindustriais para produgédo de biossurfactantes € um dos passos para viabilizagéo e
implantacado desses processos em escala industrial, sendo necessario um balango de nutrientes
para proporcionar condigbes adequadas no desenvolvimento e produgao dessas biomoléculas. Os
efluentes do processamento de batata foram evidenciados como substitutos atrativos dos
substratos convencionais, uma vez que sio fontes de carboidratos na forma de amido e agucar,
de nitrogénio e de carbono, considerando que a composi¢ado do meio interfere na redugao da
tenséao superficial.

Nitschke & Pastore (2006) utilizaram com sucesso residuos industriais de fritura de batata
na producgao de biossurfactantes por Bacillus subtilis.

Anteriormente, Nitschke et al. (2004) selecionaram micro-organismos para a produgao de
biopolimeros utilizando residuos agroindustriais. Utilizaram melago, soro de leite e manipueira
obtendo valores de tens&o superficial em torno de 26 mN/m. Volbrecht et al. (1999) investigaram a
producdo de biossurfactantes usando o6leo vegetal doméstico como substrato da bactéria
Tsukamurella spec DSM 44370, conseguindo reduzir a tensdo da agua de 70 mN/m para 35
mN/m com CMC de 10 mg/L. Haba et al. (2000) compararam o uso de 6leo de oliva e girassol
para a producao de biopolimeros usando valores de tensao superficial até 40 mN/m como critério
de selegéo de micro-organismos potencialmente produtores. Recentemente, Rufino (2006) utilizou
um residuo de refinaria na produgao de biossurfactante por Candida lipolytica obtendo resultados
satisfatorios em termos de tensao superficial.

Mukherjee et al. (2006) descreveram o uso de substratos de baixo custo como alternativa
econbmica e promissora para a produgao de biossurfactantes.

Derivados de 6leo vegetal, substancias a base de amido, soro de leite, 6leo de babacgu e
girassol, melacgo e efluente de arroz foram utilizados com eficiéncia na produc¢ao de raminolipideos
e soforolipideos por varios micro-organismos (MUKHERJEE et al., 2006).

Diferentes elementos encontrados nos efluentes dos processos industriais também sao
fontes de nutrientes. Nitrogénio e ferro foram utilizados para aumentar o rendimento de
biossurfactantes de Pseudomonas aeruginosa BS-2 e Ustilago maydis (DUBEY; JUWARKAR,
2004).
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Amezcua-Veja et al. (2006) descreveram a importancia da relagdo entre diferentes
elementos como Ce N, C e P, C e Fe ou C e Mg na produgéo de biopolimeros e na otimizagéo de
seus processos de obtencéo.

Recentemente, a borra oleosa do fundo de tanques da Petrobras, contendo querosene,
Oleo diesel e petrdleo, foi utilizado como matéria-prima de baixo custo para a producado de

biossurfactante pela bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada de solo contaminado (PIROLLO,

2006).

A Tabela 2 mostra um resumo de algumas matérias-primas de baixo custo e os respectivos

micro-organismos utilizados na produgao de biossurfactantes.

Tabela 2 - Matérias-primas de baixo custo e respectivos micro-organismos utilizados na produgao de

biossurfactantes

Matéria-prima de Tipo de Espécie microbiana Rendimento
baixo custo ou biossurfactante produtora maximo (g/L)
residuos

Oleo de babagu Glicolipideo Candida lipolytica 1A ---
Oleo de milho Glicolipideo 1055

Candida bombicola 4,00

ATCC 22214
Oleo de girassol e Raminolipideo Pseudomonas 4,31/2,98
Oleo de soja Lipideo aeruginosa DS10-
manosileritritol 129

Candida sp. SY16 95
Oleo residual de Raminolipideo Pseudomonas 2,7
fritura (6leos de oliva aeruginosa 4772
e girassol) NCIB 40044
Residuo de refinaria Raminolipideo Pseudomonas 11,72
de 6leo vegetal aeruginosa LBI
Residuo de refinaria Raminolipideo Pseudomonas 16
de dleo de girassol aeruginosa LBI
Residuo de refinaria Glicolipideo Candida antactica 10,5/13,4
de 6leo vegetal e/ou Candida apicola
Solo e residuo de Raminolipideo Pseudomonas 0,92
refinaria de  dleo aeruginosa AT10
vegetal
Efluentes do Lipopeptideo Bacillus subtilis -
processamento  de
batatas
Manipueira Lipopeptideo Bacillus subtilis 2,2-3,0
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ATCC 21332 e
Bacillus subtilis LB5a

Fonte: MUKHERJEE et al. (2006).

3.7.1 Substratos utilizados na producao de biossurfactantes

3.7.1.1 Efluente de 6leo de oliva verde (OOME)

A extracdo do 6leo de oliva envolve um consumo intenso de agua produzindo grandes
quantidades de efluente proveniente do moinho do 6leo de oliva, causando efeitos nocivos ao
ambiente. O Efluente do Oleo de Oliva Verde (OOME) é um licor preto com um elevado indice de
matéria organica (20-60 kg COD/m?), dependendo do procedimento da extracdo do dleo oliva
verde (MARQUES, 2001). O OOME contém substancias téxicas, tais como polifenol, mas também
possui valiosas substancias organicas como agucares, combinagdo de nitrogénio com acidos
organicos e oleos residuais (MERCADE et al., 1993; HAMMAN et al., 1999; MARQUES, 2001).

3.7.1.2 Gordura animal

A gordura animal e o sebo podem ser obtidos em grandes quantidades nas industrias de
processamento de carne e tém sido usados como meio para cozinhar alimentos. Recentemente,
entretanto, estas gorduras tém perdido a maior parte do mercado para os 6leos vegetais devido
ao menor dano provocado por estes ultimos a saude (MANEERAT, 2005).

Deshpande e Daniels (1995) usaram gordura animal para a produgédo de biossurfactantes
compostos por soforolipideos de Candida bombicola. A utilizagdo de gordura como fonte de
carbono, entretanto, promoveu pouco crescimento, embora a adigdo de glicose tenha permitido

um nivel mais elevado de crescimento da biomassa.

3.7.1.3 Oleos de fritura

Os residuos de 6leos e gorduras comestiveis sdo considerados 6timas fonte de carbono,
tornando o seu descarte um desperdicio de fonte energética contribuindo ainda para a poluicao
ambiental. E importante destacar que os micro-organismos sdo capazes de crescer nos 6leos
vegetais ou em gordura, produzindo novos produtos com potencial de aplicagdo industrial, tal
como a lipase e o biodiesel (HABA et al., 2000a; ALCANTARA, et al., 2000; MANEERAT, 2005).

Haba et al. (2000b) cozinharam o 6leo de girassol e também o de oliva para utiliza-los

como fonte de carbono na producdo de biossurfactantes por 36 isolados bacterianos. Estirpes de
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Pseudomonas testadas mostrou crescimento satisfatorio quando cultivadas em déleos de oliva e de
girassol ja utilizados. Entretanto, o 6leo de girassol ndo foi tdo bom para o crescimento celular ou

para a producao de biossurfactante quanto o 6leo de oliva.

3.7.1.4 Borra de sabao

A borra de sabdo é uma goma colorida resultante do produto gerado pelo processamento
da semente. E produzido quando o hexano e outros produtos quimicos sdo usados para extrair e
refinar o 6leo comestivel das sementes (MANEERAT, 2005).

Shabtai (1990) relatou a produgédo de dois heteropolisacarideos extracelulares, emulsan e
biodispersan, por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 e A. calcoaceticus A2, respectivamente,
usando borra de sabdo como uma fonte do carbono.

Pseudomonas aeruginosa LBI, isolada de solo contaminado por petréleo, foi cultivada em
meio composto por sais minerais e borra de sabdo como fonte de carbono, produzindo grandes
quantidades de biossurfactantes (BENINCASA et al., 2002).

3.7.1.5 Melaco

O melago é um co-produto gerado na produgédo de agucar, originado de fontes como a
cana-de-agucar e a beterraba. O melago é constituido geralmente por 48-56% de acgucar total,
principalmente sacarose; 9-12% de matéria orgéanica; 2,4% de proteina (Nx 6,25); 15% a 5% de
potassio; 0,4% a 0,8% de calcio; 0,06% de magnésio; 0,6% a 2,0% fosforo; 1,0-3,0 mg/kg de
biotina; 15% a 55% mg/kg de acido pantoténico; 2500-6000 mg/kg de inositol e 1,8 mg/kg de
tiamina (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

O melago foi usado como o principal material bruto para a produ¢do da goma pullulana
(LAZARIDOU et al., 2002), de goma xantana (KALOGIANNIS et al., 2003), fermento de padaria
(SHOUNTZOU et al., 2003), acido citrico (IKRAN-UL et al., 2004) e como fonte de fruto-
oligosacarideos (SHIN et al., 2004).

Ghurye & Vipulanandan (1994) usaram o lodo ativado, do tratamento de efluente como
fonte dos micro-organismos para a produgao biossurfactante. Foi utilizado como fonte de carbono
uma concentracdo de melago igual a 20 g/L. A producédo de biossurfactantes mostrou estar
associada com o crescimento, o que foi observado através da determinacao da diluicdo micelar

critica (CMD), da capacidade do aumento da emulsificacado e do crescimento da biomassa.
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3.7.1.6 Efluente de amido

O processamento de materiais brutos agroindustriais, tais como a mandioca ou a batata,
produz uma grande quantidade de residuo, cujo acumulo conduz a poluigdo ambiental. Devido as
elevadas quantidades de amido ou de acucares, € importante reduzir o desperdicio desse
material, uma vez que eles foram reconhecidos como fontes apropriadas de energia para
fermentagbes industriais, tais como a produgdo de gomas (BARNETT et al., 1999; CHRISTEN et
al., 2000).

Os substratos da batata foram avaliados como possuidores de energia, ou seja, servem
como fonte do carbono para a producado do surfactantes por Bacillus subtilis ATCC 21332. As
tensdes superficiais foram reduzidas de 71,3 mN/m a 28,3 mN/m e de 27,5 mN/m quando os
meios de batata e o meio mineral constituido de sal, foram utilizados, respectivamente. Apos
extragcdo com solvente organico obteve-se uma concentracdo micelar critica de 0,10 g/L (FOX;
BALA, 2000). Além disso, efluentes do processamento da batata com elevado teor de solidos
dissolvidos (HS) e com baixo teor de sdlidos dissolvidos (LS) foram usados como substratos para
a producao de surfactina por B. subtilis ATCC 21332 (THOMPSON et al., 2000).

3.7.1.7 Milhocina

A agroindustrializacédo de produtos a base de milho através de processamento
Umido resulta em subprodutos sdlidos e liquidos, que dispostos de forma inadequada tornam-se
fontes de contaminagdo e agressdo ao meio ambiente. A milhocina é um rejeito da agua de
lavagem e embebicdo dos grédos de milho quando do fracionamento em amido e germe (6leo),
contendo 40% de solidos. Possui entre 21% a 45% de proteinas, 20% a 26% de acido latico,
cerca de 8% de cinzas (contendo Ca?’, Mg?*, K*, etc.), cerca de 3% de carboidratos e baixo teor
de gordura (0,9% - 1,2 %), de acordo com a literatura (CARDINAL; HEDRICK, 1947; AKHTAR et
al., 1997).

3.8 Perspectivas de utilizagao

Muitos dos potenciais de aplicagcbes dos biossurfactantes, bem como uma expansao dos
poucos ja firmados no mercado, dependem da possibilidade de um processo de produgao
econbmico. Muito trabalho ainda sera necessario para a otimizacdo de processos ao nivel
biologico e de engenharia. Os custos tipicos dos biossurfactantes variam de cerca de 10 $/mg
para surfactina pura (98% de pureza), utilizada em pesquisas médicas, a U.S. 24 $/kg para

formulas de emulsan propostas no inicio da década de 1980 para limpeza de tanques e/ou
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recuperagao avangada de petroleo. Segundo Mulligan (2009) as aplicagbes mais promissoras sao
no derramamento de 6leo, na limpeza de tanques de estocagem, na remogéo de dleo bruto, na
recuperacgao de dleo e na biorremediacido de locais contaminados com hidrocarbonetos ou outros
poluentes como os metais pesados. Pattanath et al. (2008) estimaram que os biossurfactantes
capturariam em torno de 10% do mercado dos surfactantes comerciais, 0 que representava um
investimento de U$ 200 milhdes.

Embora se admita que o aperfeicoamento da tecnologia de produgao dos biossurfactantes

ja tenha possibilitado um aumento de 10-20 vezes da sua produtividade, € provavel que novos e
significativos progressos (ainda que de uma ordem de magnitude inferior) sejam necessarios para
tornar essa tecnologia comercialmente viavel (GAUTAM; TYAGI, 2006).

Os parametros que podem ser variados na tentativa de otimizar a producao de

biossurfactantes incluem:

a) Selecao de matérias-primas de baixo custo, possibilitando o equilibrio adequado
de C, N, P e outros oligoelementos para maximizagdo do rendimento e o
desenvolvimento de cepas de micro-organismos capazes de metabolizar
qualquer subproduto residual.

b) Bioprocessamento, que pode ser otimizado por meio das condicbes
operacionais do reator e da reciclagem do meio utilizado.

c) Isolamento/recuperacdo do produto: a maioria das tecnologias inicialmente
propostas envolvia formas mais elaboradas de purificagdo e isolamento. A
possibilidade de desenvolvimento in-situ ou a utilizacdo de liquidos metabdlicos,
ou seja, do biossurfactante bruto, pode, sem duvida, conduzir a uma redugao
substancial de custos (BOGNOLO, 1999).

3.8.1 Desenvolvimento de bioprocessos para a produgao e recuperagao

de biossurfactantes

Um processo eficiente e econdmico constitui a base de qualquer industria biotecnologica
com fins lucrativos. Assim, o desenvolvimento de bioprocessos &€ o primeiro passo para a
comercializagdo de todos os produtos biotecnolégicos, inclusive os biossurfactantes. Qualquer
tentativa de aumentar o rendimento de um biossurfactante exige a adigdo 6tima de componentes
do meio e a selecdo das condicbes o6timas que conduzam a produtividade maxima ou 6tima
(MUKHERJEE et al., 2006).

De maneira semelhante, técnicas e métodos de processamento eficazes sdo necessarios

para a maxima recuperac¢ao do produto.
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Varios elementos, componentes do meio e precursores sdo mencionados como capazes
de afetar o processo de produgdo dos biossurfactantes e a quantidade e a qualidade finais.
Segundo a literatura, elementos como o nitrogénio, o ferro e o manganés afetam o rendimento dos
biossurfactantes. Da mesma maneira, as proporcdes entre diferentes elementos como C:N, C:P,
C:Fe ou C:Mg afetam a produgéo de biossurfactantes e a sua otimizacao intensifica a produgao
(AMEZCUA-VEJA et al., 2007). A maximizagao da produtividade ou a minimizagcao dos custos de
produgdo exigem o uso de estratégias de otimizagédo do processo, envolvendo multiplos fatores.

Mesmo que se obtenha uma producao 6tima utilizando-se meios e condigbes de cultivo
adequados, o processo de producdo ainda requer métodos eficazes e econdmicos de
recuperagao dos produtos. Assim, um fator importante na determinacdo da viabilidade de um
processo de producdo em escala comercial é a disponibilidade de procedimentos de recuperagao
e “downstream” econbmicos. No caso de muitos produtos biotecnoldgicos, os custos do
processamento correspondem a 60% dos custos totais de producdo. Varios métodos
convencionais para a recuperagao de biossurfactantes como precipitacdo com acidos, extracéo
com solventes, cristalizagdo, precipitacdo com sulfato de amoénio e centrifugagdo tém sido
amplamente mencionados na literatura (MUTHUSAMY et al., 2008).

Alguns métodos de recuperagao nao-convencionais foram utilizados nos ultimos anos.
Esses procedimentos tiram vantagem de algumas propriedades dos biossurfactantes — como a
atividade superficial ou a capacidade de formar micelas — e sdo particularmente adequados a
recuperagao continua em larga escala de biossurfactantes extracelulares do liquido metabdlico.
Alguns exemplos dessas estratégias de recuperagdo de biossurfactantes incluem fracionamento
de espuma (DAVIS et al., 2001; NOAH, 2005), ultrafiltracdo (SEN; SWAMINATHAN, 2005),
adsorcao-dessorgdo em resinas de poliestireno e cromatografia de troca i6nica (REILING et al.,
1986). Uma das principais vantagens desses métodos é a capacidade de operar de modo
continuo na recuperacao de biossurfactantes com um alto nivel de pureza. Biossurfactantes com
alto teor de pureza sdo exigidos em industrias como a farmacéutica, alimenticia e cosmética, as
quais irdo exigir a aplicagao dessas técnicas de recuperagao.

Novas pesquisas sao necessarias para aperfeicoar as fases de processamento ja
existentes, tornando-as mais competitivas em termos de custos. Muitas vezes, uma so6 técnica de
processamento nao é suficiente para a recuperacéo e purificagdo do produto. A Tabela 3 descreve

os procedimentos de recuperacéo dos biossurfactantes e suas vantagens.

Tabela 3 - Métodos de recuperacao de biossurfactante com base nas propriedades fisico-quimicas

Propriedade responsavel
Processo de pela sele¢ao do método Instrumentagéao Vantagens

recuperagao de separacgao necessaria

Precipitagdo acida  Biossurfactantes se tornam Nao requer Baixo custo; eficiente na
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insoluveis a baixos pH

Biossurfactantes sao
Extragdo com soluveis em solventes
solventes organicos devido a
organicos presenca da cadeia

hidrofobica
Excluséo da fase saturada
Precipitagao por em sal pelo biossurfactante
sulfato de amoénio  polimérico rico em proteinas
Biossurfactantes insoluveis
Centrifugagao precipitam em funcéo da
forga centrifuga
Biossurfactantes, devido a
atividade surfactante,

Fracionamento de = formam e se particionam na

espuma espuma

Biossurfactantes formam
Ultrafiltragao em micelas acima da CMC, as
membrana quais sao retidas em

membranas poliméricas

Biossurfactantes sao
Adsorgcao em adsorvidos em resinas
resinas de poliméricas e podem ser
poliestireno desorvidos usando solvente

organico

Biossurfactantes sao
adsorvidos em carvao ativo
e podem ser desorvidos
Adsorgcao em usando solvente orgénico

carbono ativo

equipamentos

Nao requer

equipamentos

Nao requer

equipamentos

Necessidade de

Centrifuga

Construgdo de
biorreatores especiais
que facilitem a
recuperacgao da
espuma durante a
fermentacao
Unidades de
ultrafiltragcdo com
membrana polimérica

porosa

Resina de poliestireno
empacotada em

colunas de vidro

Nao requer
equipamentos; pode
ser adicionado ao
meio de cultivo;
também pode ser
empregado em

colunas de vidro

recuperagao do surfactante
bruto
Eficiente na recuperagéo do
surfactante bruto e na
purificagdo parcial; natureza

reutilizavel

Efetiva no isolamento de
determinados tipos de
biossurfactantes poliméricos
Reutilizavel; efetiva na
recuperagao do surfactante
bruto
Utilizado em processos
continuos de recuperagao;

alta pureza do produto

Rapido; recuperagdo em
apenas uma etapa; alto grau

de pureza

Rapido; recuperagdo em
apenas uma etapa; alto grau

de pureza; reutilizavel

Pureza elevada do
biossurfactantes; baixo custo;
reutilizével; recuperagdo em

cultura continua
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Cromatografia de Biossurfactantes Alta pureza, reutilizagao,
troca idnica carregados se ligam a Resinas trocadoras de rapida recuperagao do
resinas trocadoras de ions e ions empregadas em produto
podem ser eluidos com um colunas

tampao especifico

Extragéo por Biossurfactantes sao Menos téxico do que os
solvente (com soluveis em solventes N&o requer solventes convencionais;
MTBE) organicos devido a equipamentos baixo custo

presencga de cadeia

hidrofébica

Fonte: MUKHERJEE et al. (2006).

Nesses casos, uma estratégia de recuperagao de multiplas fases, utilizando uma
sequéncia de fases de concentragédo e purificagdo, € muito mais eficaz (REILING et al., 1986).
Num processo de recuperacdo de multiplas etapas dos biossurfactantes, sera possivel obter o
produto a qualquer grau de pureza desejado. Biossurfactantes brutos ou impuros obtidos nas
fases iniciais do processo de recuperacao podem ser utilizados em aplicagdes ambientais e
também na recuperacao de petrdleo e nas industrias de tintas e téxtil e obtidas a custos mais
baixos. Em alternativa, os biossurfactantes de elevado grau de pureza exigido pelas industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética podem ser obtidos por meio de novos estagios de
purificacdo. Este tipo de recuperacdao de fases multiplas devera ser util nas industrias que

produzem biossurfactantes para uma vasta gama de aplicagdes (MUKHERJEE et al., 2006).

3.8.1.1 Otimizacao das condi¢c6es operacionais

O controle e a otimizagado das condi¢gbes operacionais como temperatura, agitagdo, pH e
aeracdo sao fundamentais para o sucesso da ampliacdo de escala de producédo de
biossurfactantes, capazes de torna-los economicamente competitivos em relacdo aos surfactantes
quimicos (MULLIGAN, 2009).

O efeito do pH em relagdo a producéo de biossurfactante por C. antarctica foi estudado
utilizando-se tampao fosfato em diferentes valores de pH (4-8). Todos os tampdes utilizados
resultaram em uma diminuicdo do rendimento da producdo do biossurfactante, quando
comparados com a agua destilada (KITAMOTO et al., 2001).
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Zinjarde & Pant (2002) estudaram a influéncia do pH inicial na producéo do biossurfactante
por Y. lipolytica. Observaram que a maior produg¢do foi obtida em pH inicial igual a 8,0, que
corresponde ao pH natural da agua do mar.

O efeito da temperatura na produgdo de manosileritritol por resting cell e em condi¢des de
crescimento celular por C. antarctica foi estudado. Em ambos os casos, a maior produgéo foi
observada a 25 °C, sendo que por resting cell a produgdo de biossurfactantes ocorreu em uma
faixa ampla de temperatura. O efeito da aeragdo também foi testado utilizando diferentes volumes
de meio (20-60 mL) em um erlenmeyer de 300 mL. O melhor rendimento foi obtido em um volume
de 30 mL, que indica uma relagdo Vm (volume de meio) / Vf (volume final) = 0,1, demonstrando a
forte influéncia da aeracéo neste sistema (KITAMOTO et al., 1992).

Na mesma dire¢cdo, Desphande & Daniels (1995) também avaliaram o efeito da
temperatura no crescimento de C. bombicola e na producdo de soforolipideos. O crescimento
celular maximo foi obtido a 30°C, enquanto que a producéo de soforolipideos foi maxima a 27°C.

A maioria das fermentacdes realizadas para a producao de biossurfactante ocorre em uma
faixa de temperatura de 25°C a 30°C. Existem varios trabalhos na literatura que estudaram a
influéncia desse parédmetro. Casas e Ochoa (1999) mostraram que as quantidades de
soforolipideo obtidas por C. bombicola em ambas as temperaturas (25°C e 30°C) foram proximas.
A fermentagao realizada a 25°C apresentou crescimento menor de biomassa e maior taxa de
consumo de glicose em comparagao a fermentagéao realizada a 30°C.

A acidez do meio de producgao foi um parametro correlacionado com a eficiéncia da sintese
de glicolipideos por C. antarctica e C. apicola. Mantendo-se o pH 5,5 foi obtido maior producgéo de
glicolipideos. Contudo, quando ndo se ajustou o pH no meio de cultura, obteve-se um efeito
negativo na eficiéncia de sintese (BEDNARSKI et al., 2004). Um efeito similar foi observado na
producéao de glicolipideos por C. antarctica, através de batelada alimentada. O melhor rendimento
da produgao foi com controle do pH 4, sendo significativamente melhorada quando comparada
com a fermentagao sem o controle do pH (LUNA et al., 2009).

Aeracdo e agitagcdo sdo dois fatores importantes que influenciam a produgdo de
biossurfactante, pois facilitam a transferéncia de oxigénio. Cunha et al.(2004) observaram que a
agitagdo exerceu um efeito negativo sobre a reducéo da tensao superficial pelo biossurfactante de
Serratia SP. SVGG16, cultivada em hidrocarbonetos, sendo os melhores resultados obtidos para a
menor velocidade testada, ou seja, 100 rpm, quando comparada com velocidades de 200 rpm e
300 rpm. Desai & Banat (1997) também verificaram que o aumento da velocidade de agitagao

resultou na menor producéo de biossurfactante por Nocardia erythropolis.
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3.9 Economia na producao de biossurfactantes

Nos processos biotecnoldgicos a economia é sempre um fator importante, especialmente
nos casos de producao de biossurfactantes. O sucesso da producao de biossurfactantes depende
do desenvolvimento de processos de baixo custo e da utilizacdo de substratos mais baratos, que
representam de 10 a 30 % do custo total de produgao. Os biossurfactantes tém que competir com
os surfactantes petroquimicos considerando trés aspectos: custo, funcionalidade e capacidade de
produgdo junto a necessidade de aplicagdo pretendida (BANAT et al., 2010; COIMBRA et al.,
2009; RUFINO et al., 2008; MUTHUSAMY et al., 2008; CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

O custo de producdo de biossurfactantes pode ser absorvido, caso os mesmos sejam
utilizados em baixa concentragcdo, para a producdo de cosméticos, de medicamentos e de
alimentos. Para aplicagbes mais abrangentes, por outro lado, como a recuperagao de oleos, a
qual requer grandes volumes de surfactantes, o custo de produgédo pode dificultar a utilizagao
destes biocompostos (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Pattanath et al. (2008) sugerem quatro fatores para a redugdo dos custos dos
biossurfactantes. Os micro-organismos (selecionados, adaptados ou criados para produgédo em
larga escala), o processo (selecionado, adaptado ou criado para garantir baixo custo operacional),
0 meio de cultura (adaptado para baixo custo) e o processamento de produtos reciclados
(minimos ou gerenciados para venda mais do que para a queda).

A producdo de biossurfactantes pode ser espontanea ou induzida pela presenca de
compostos lipofilicos, por variagbes de pH, temperatura, aeragdo e velocidade de agitagao, ou
ainda, quando o crescimento celular € mantido sob condicdes de estresse, como baixas
concentracdes da fonte de nitrogénio (DESAI; BANAT, 1997).

A produgao de biossurfactantes a um baixo custo é dificultada quando se faz necessario
uma refinagdo extensiva. Para o desenvolvimento de processos deve-se usar biossurfactantes
capazes de serem recuperados por técnicas simples e baratas. O processo mais comum de
recuperagdo dos biossurfactantes €& a extragdo com solventes (cloroférmio-metanol,
diclorometano-metanol, butanol, acetato de etila, pentano, hexano e acido acético, entre outros).
Todavia, tém sido reportadas técnicas de precipitacdo dos produtos como a precipitacdo por
sulfato de amodnio, centrifugagado por cristalizagdo, adsorcédo e fermentagédo fracionaria. Varios
processos de recuperagdo de biossurfactantes estdo demonstrados na Tabela 4 (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002).
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Tabela 4 - Processos de recuperagéo de biossurfactantes

Processo

Recuperagao de biossurfactante

Precipitagdo do sulfato de amdnio

Precipitagdo de acetona

Precipitagdo de acido

Extragdo de solvente

Cristalizacao

Centrifugagao

Adsorcao

Fermentacéao fracionada
Filtragdo de fluxo tangencial
Precipitagcao

Ultrafiltragéo

Emulsan
Biodispersan
Bioemulsifier
Bioemulsificantes
Glicolipidios
Surfactin
Trealoselipidios
Soforolipidios
Liposan
Celobiolipidios
Glicolipidios
Glicolipidios

Ramnolipidios

Lipopeptideos
Glicolipidios

Surfactina
Biossurfactante misto
Glicolipidios
Glicolipidios

Fonte: MAKKAR; CAMEOTRA (2002).
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Abstract

In the present study, low-cost media based on animal fat and corn steep liquor combined with
glucose, yeast extract, urea and other inorganic nitrogen sources were evaluated for the
production of biosurfactants by the yeast Candida lipolytica UCP(0988 in batch shake flasks.
At the end of the six-day fermentation period, the medium containing only animal fat (5%)
and corn steep liquor (2.5%) yielded the maximal reduction in surface tension (from 50 to 28
mN/m). The properties of the biosurfactant separated by different organic solvent extractions
were investigated and the critical micelle concentration was determined. Preliminary chemical
characterisation revealed the anionic nature of the biosurfactant. Compositional analysis of
the biosurfactant was carried out using thin layer chromatography. The biosurfactant
produced by the isolate was characterised as a glycolipid. Emulsification activity and surface
tension stability of the biosurfactant produced using different hydrocarbons and vegetable oils
and the effect of pH, temperature and the addition of salt were also studied. The cell-free
broth (crude biosurfactant) was effective at recovering up to 70% of the residual oil from oil-
saturated sand samples and also effective at oil displacement (54%). The crude biosurfactant
from C. lipolytica and aqueous solutions of the isolated biosurfactant at 0.04, 0.08 and 0.16%
were effective in recovering up to 100% of the motor oil from the walls of the beakers. These
properties indicate the potential of a cheaply produced glycolipid for application in the oil

industry.

Keywords: biosurfactant; Candida; animal fat; stability; oil; surface tension
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1. Introduction

Surfactants are amphipathic molecules that reduce the surface tension between water and
hydrocarbons (Kitamoto et al., 2002). These substances have a wide variety of applications in
medicine, household products, agriculture and the petroleum industry, including oil extraction
and processing, the cleaning of residual oil vessels, the acceleration of well drilling and the
enhancement of oil recovery; surfactants can also be used for ecosystem bioremediation.
Currently, nearly all the industrially produced surfactants are chemically derived from
petroleum and require both synthesis and several purification steps, thereby rendering the
process costly and prone to contamination, the hazards of which are unknown (Banat et al.,
2010).

As a result of increasing environmental awareness and the emphasis placed on a
sustainable society in harmony with the global environment, natural surfactants of microbial
origin (biosurfactants) have recently been recommended to replace chemically synthesised
surface active agents (Das and Mukherjee, 2007; Gusmao et al., 2010). Such natural
surfactants offer a number of advantages over chemical surfactants, such as low toxicity,
adequate inherent biodegradability and ecological acceptability. These substances may also be
used at extremes of temperature, acidity and salt concentration and can be produced from
inexpensive, renewable substrates (Banat et al., 2010).

The key factor governing the success of biosurfactant production is the development of an
economical process that uses low-cost materials and yields high productivity (Rufino et al.,
2007; 2008). To enhance the efficiency of biosurfactant production by microorganisms,
inexpensive medium components should be explored, such as food industry by-products or
waste, as medium components represent approximately 50% of the total production cost
(Haba et al., 2000). The food industry generates large amounts of polluting organic wastes

and residues that can be used for the production of biosurfactants (Makkar and Cameotra,
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2002). Animal fat and tallow are available in large quantities from the meat processing
industry and are used as raw materials for production of fatty acids, soaps and lubricants
(Desphande and Daniels, 1995). A major application of edible fats is as a cooking medium for
foods, but fats have recently lost most of this market to vegetable oils. Hence, it is important
to seek new applications for animal fat. Edible fat is about 40% cheaper than vegetable oils
(Buchanan and Gaylinn, 1992). Inedible fat is even cheaper and is the preferred candidate for
microbial fermentation processes.

Many yeasts can grow on fat (Kajs and Vanderzant, 1980), vegetable oil (Sarubbo et al.,
2006, 2007; Batista et al., 2009), alkane (Cooper et al., 1975), deproteinised cheese whey
(Daniel et al., 1998) and soy molasses (Solaiman et al., 2007). Some yeasts produce surface
active agents during growth on such substrates (Gusmao et al., 2010; Luna et al., 2009)
thereby suggesting the possibility of using fat to produce single-cell proteins and/or
biosurfactants from yeast. Moreover, corn steep liquor is a by-product of corn wet milling and
is an excellent source of organic nitrogen that has been used as an important constituent in
some growth media, including biosurfactant-producing media (Coimbra et al., 2009; Luna et
al., 2009, 2011; Sobrinho et al., 2008).

In the present study, the production of a biosurfactant from the yeast Candida lipolytica
UCP0988 was carried out using low-cost fermentative substrates (animal fat and corn steep
liquor). The properties of the biosurfactant produced with different oils and the effect of

environmental factors on emulsification activity and stability are reported.

2. Materials and methods

2.1. Materials
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All chemicals were of reagent grade. Growth media were purchased from Difco
Laboratories, USA. The animal fat used was white choice grease from a bovine processing
plant located in the city of Recife (Brazil) and was used without any further processing. The
fatty acid composition is listed in Table 1.

Corn steep liquor was obtained from Corn Products do Brasil in the city of Cabo de
Santo Agostinho (Brazil). According to Akhtar et al. (1997) and Cardinal and Hedrick (1948),
corn steep liquor is 21 to 45% protein, 20 to 26% lactic acid, 8% ash (containing Ca*", Mg”",

K"), 3% sugar and has low fat content (0.9 to 1.2%).

2.2. Microorganism

Candida lipolytica UCP0988 was obtained from the culture collection of the
Universidade Catolica de Pernambuco (Brazil). The microorganism was maintained at 5 °C
on yeast mould agar slants containing (w/v) yeast extract (0.3%), malt extract (0.3%),
tryptone (0.5%), D-glucose (1.0%) and agar (5.0%). Transfers were made to fresh agar slants

each month to maintain viability.

2.3. Growth conditions

The inoculum of Candida lipolytica was prepared by transferring cells grown on a
slant to 50 ml of yeast mould broth. The seed culture was incubated for 24 h at 28 °C and
agitated at 150 rpm. The yeast was cultivated in a submerged culture with agitation in a New
Bruswick C-24 shaker. Different combinations of the production medium were tested for
biosurfactant production (Table 2). The media were sterilised by autoclaving at 121 °C for 20
min (all components were sterilised together). The final pH of the media was 5.3. The

inoculum (1% v/v) was introduced in the amount of 10* cells/ml to a cool medium yeast.
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Cultivation was carried out in Erlenmeyer flasks at 27°C with shaking at 200 rpm for 144 h.
At regular intervals, samples were withdrawn for analyses. All assays were carried out in

triplicate and did not vary more than 5%.

2.4. Biomass estimation

Biomass was monitored by estimating the cell dry weight after removal of the
hydrophobic substrates at 10000 g for 15 min. Briefly, a 10-ml aliquot of the fermentation

broth was centrifuged to obtain a cell pellet. The supernatant was discarded and the cell pellet
was washed twice with distilled water to remove the medium components. The pellet was
then washed with 10 ml of ethyl acetate to remove hydrophobic substances. The washed cells
were centrifuged to obtain a pellet, which was dried in vacuum to a constant weight (indicated
by a variation of less than + 0.2 g). Suitable calculations were made to express cell mass in

terms of g/l (Felse et al., 2007).

2.5. Emulsifying activity with different hydrophobic compounds

The emulsification index (EI) was determined using the method described by Cooper
and Goldenberg (1987). Two ml of a liquid hydrophobic compound (petroleum, diesel,
benzene, lubricating motor oil, n-hexane and five different vegetables oils) were added to 2
ml of the cell-free culture broth in a graduated screwcap test tube and vortexed at high speed
for 2 min. Emulsion stability was determined after 24 h and the EI was calculated by dividing
the height of the emulsion layer by the total height of the mixture and multiplying by 100, as

described by the following equation:

EI (%) = Hp/Hry x 100 (1)

Where Hgy is the height of the emulsion layer and Hr is the height of the total mixture.
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2.6. Surface tension and determination of critical micelle concentration

The surface tension of the culture supernatants obtained by centrifuging the cultures at
5000 g for 20 minutes was measured using a Sigma 700 digital surface tensiometer (KSV
Instruments LTD - Finland) working on the principle of the Du Nuoy ring method. Ten
millilitres of each sample were transferred to a clean 20-ml beaker and placed on the
tensiometer platform. A platinum wire ring was submerged in the solution and then slowly
pulled through the liquid-air interface to measure surface tension (mN/m). Between each
measurement, the platinum wire ring was rinsed with chromic acid, deionised water and
acetone and was then flamed and allowed to dry. Calibration was performed using Mill-Q-4
ultrapure distilled water (surface tension =71.5 mN/m #0.5) before taking measurements of
the samples.

The critical micelle concentration (CMC) was determined by measuring the surface
tension of the dilutions of the isolated biosurfactant in distilled water up to a constant surface
tension value. Stabilisation was allowed to occur until the standard deviation of 10 successive
measurements was less than 0.4 mN/m. Each result was the mean of 10 determinations after
stabilisation. The CMC was obtained by plotting surface tension against surfactant

concentration and expressed as g/l of biosurfactant.

2.7. Effect of environmental factors on biosurfactant activity

The effect of the addition of different concentrations of NaCl on the activity of the
biosurfactant was investigated in the cell-free broth. A specific concentration of NaCl (2 to
12%, w/v) was added and surface tension and emulsification activity were determined, as
stated previously. The cell-free broth was also maintained at a constant temperature (4, 27, 70

and 120 °C) for 60 min and used for the measurement of surface tension and emulsification.
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The effect of pH on surface tension and emulsification was evaluated after adjustment of the

broth pH to 2, 4, 6, 8, 10 and 12 with 6.0 M NaOH or HCI.

2.8. Biosurfactant isolation

The biosurfactant was extracted using different solvent system methods. The first
method is that described by Pareilleux (1979). The cell-free broth was acidified with 6 M HCI
to pH 2.0 and precipitated with two volumes of methanol. After 24 h at 4 °C, samples were
centrifuged at 5000 g for 30 min, washed twice with cold methanol and dried at 37 °C for 24
to 48 h. The yield in isolated biosurfactant was expressed in g/l.
In the second method, the biosurfactant was recovered from the cell-free broth by cold
acetone precipitation, as described by Ilori et al. (2005). Three volumes of chilled acetone
were added and allowed to stand for 10 h at 4 °C. The precipitate was collected by
centrifugation and evaporated to dryness to remove residual acetone. The precipitate was then
re-dissolved in sterile water. The third method was that described by Amézcua-Vega et al.
(2006). A sample of the cell broth was placed in a separatory funnel and an equal volume of
ethyl acetate was added. The broth and ethyl acetate mixture formed two phases. The upper
phase was transferred to a round-bottom flask. The lower phase was extracted with an equal
volume of ethyl acetate three times for complete recovery of the biosurfactant. The round-
bottom flask was placed on a rotoevaporator and the ethyl acetate was evaporated under
vacuum at 80 °C. The residue was washed twice with hexane and dried in the oven to a

constant weight.

2.9. Biosurfactant composition
Protein concentration in the isolated biosurfactant was estimated using a total protein

test kit (Labtest Diagnostica S.A., Brazil). Total carbohydrate content was estimated using the
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phenol-sulphuric acid method (Dubois et al., 1956). Lipid content was determined based on
the method described by Manocha et al. (1980): 0.5 g of the isolated material was extracted
with different proportions of chloroform: methanol (1:1 and 1:2, v/v). The organic extracts
were then evaporated under vacuum and the lipid content was determined by gravimetric

estimation.

2.10. Biosurfactant characterisation by thin-layer chromatography

After isolating the biosurfactant, a 0.1-g sample was dissolved in methanol and
analysed by thin layer chromatography (TLC) on silica gel plates (G60; Merck, Germany).
Chromatograms were developed with chloroform:methanol:acetic acid (65:15:2, v/v) and
detection was performed as follows: (1) exposure to iodine vapour for lipid stains; (2)
exposure to the Molish reagent for sugar detection; and (3) exposure to 1% ninhydrin solution
for free amino groups. The reagents were sprayed and the plates were heated at 110 °C for 30
to 40 min until the appearance of the respective colours (Desphande and Daniels, 1995;

Santos et al., 2002).

2.11. Determination of biosurfactant ionic character

The ionic charge of the biosurfactant was determined using the agar double diffusion
method (Meylheuc et al., 2001). Two regularly spaced rows of wells were made in agar with a
low degree of hardness (1% agar). The wells in one row were filled with the biosurfactant
solution and the wells in the other row were filled a pure compound of known ionic charge.
The anionic substance chosen was sodium dodecyl sulphate (SDS) 20 Mm and the cationic
substance was barium chloride 50 mM. The appearance of precipitation lines between the
wells, indicative of the ionic character of the biosurfactant, was monitored over a 48-h period

at room temperature.
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2.12. Application of biosurfactant in hydrophobic contaminant removal from sand

Biosurfactant suitability for enhanced oil recovery was determined using artificially
contaminated sand containing 5% motor oil. Fifty-g samples of 40/50 mesh (0.3 to 0.42mm)
and 20/30 mesh (0.6 to 0.85mm) fractions of contaminated Brazilian NBR 7214 standard sand
(ABNT, 1982) were transferred to 250-ml Erlenmeyer flasks and submitted to the following
treatments: addition of 50 ml of distilled water (control), 50 ml of the cell-free broth or 50 ml
of a solution of the isolated biosurfactant at 0.08 (CMC), 0.8 and 2%. The samples were
incubated on a rotary shaker (150 rpm) for 24 h at 27 °C and then centrifuged at 5000 g for 20
minutes for separation of the laundering solution and sand. The pH of the samples was
determined before and after treatment. The amount of oil remaining in the sand after the
impact of the biosurfactant was gravimetrically determined by the amount of material

extracted from the sand by hexane (Luna et al., 2009).

2.13. Application of biosurfactant in hydrophobic contaminant spreading

The oil displacement test was carried out slowly by dripping 15 pl of motor oil onto
the surface of 40 ml of distilled water layer contained in a Petri dish (15 cm in diameter),
which spread over the entire water surface area. This was followed by the addition of 10 pl of
the cell-free broth or aqueous solutions containing the isolated surfactant at 0.04 and 0.08
(CMC) and 0.16% onto the surface of the oil layer. The mean value of the diameter of the
clear zones in triplicate experiments was determined and then calculated as the percentage of

the Petri dish diameter (Ohno et al., 1993).

2.14. Application of biosurfactant in hydrophobic contaminant cleaning test
To determine the cleaning ability of the biosurfactant, the inner walls of a set

of beakers were coated with motor oil. To remove the adhered o0il, 50.0 ml of the cell-
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free broth or wash solutions containing 0.04 and 0.08 (CMC) and 0.16% aqueous
solution of the isolated biosurfactant were added to each beaker, vortexed for 1.0 min

and allowed to stand for 6 h (Pruthi and Cameotra, 2000).

2.15. Statistical analysis
The determination of all surface tensions, biosurfactant concentrations and
emulsification activities was performed at least three times. Mean and standard error values

were calculated using the Microsoft Office Excel 2003 (Version 7).

3. Results and discussion

3.1. Biosurfactant production

Biosurfactants must compete with surfactants of petrochemical origin in cost and
production capacity to meet high-volume commodity applications, such as oil recovery and
industrial cleaning (Banat et al., 2010). High production costs can be tolerated for
biosurfactants used in low-volume specialty markets (e.g. cosmetics, healthcare, etc.). In
process economics, the cost of raw materials is an important factor governing the price of the
product. Well-defined, pure compounds can be used as the lipid source without compromising
the economic viability of the process for the production of biosurfactants designated toward
specialty applications. For low-cost applications, however, inexpensive feed-stocks are
required for the process to be economically competitive. Indeed, the efficient conversion via
economically sustainable fermentation processes of nutrient-rich industrial wastes and low-
value agricultural by-products into useful, value-added products, such as biosurfactants, is an
important strategy for solving a wide range of solid waste disposal problems. Moreover, the
successful use of industrial residues for the production of biosurfactants can provide a cost-

effective, revenue-generating manner of disposing of these wastes.
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With this in mind, a preliminary experiment was conducted to select an appropriate

medium for biosurfactant production by C. lipolytica. For such, medium compositions with
different combinations of animal fat, corn steep liquor, glucose, urea, yeast extract, NaNOs,
K,HPO4, KH,PO4, MgS04.7H,0 and NaCl were tested. Table 2 displays the surface tension
and biomass results obtained after 144 h.

The medium formulated with 5.0% animal fat and 2.5% corn steep liquor yielded the
highest reduction in surface tension (from 50 to 28 mN/m) and thus was chosen for further
experiments. The data demonstrate that corn steep liquor favoured growth, as growth was
poor when fat alone was provided as the carbon source. Daverey and Pakshirajan (2009)
found a reduced amount of biomass when using only sugarcane molasses and oil in the
medium for biosurfactant production by C. bombicola. The authors concluded that this result
could mainly be attributed to the fact that the medium was not supplemented with external
nitrogen sources (yeast extract and urea). In the present study, corn steep liquor was sufficient
to provide the necessary nitrogen source. This study proves that simplified media containing
only animal fat and corn steep liquor can very well replace the costly conventional synthetic

and other types of media for biosurfactant production by the yeast C. lipolytica.

3.2. Biosurfactant emulsification capacity

Biosurfactant production is sometimes detected by measuring emulsification (Makkar
and Cameotra, 1998). Although a direct correlation has been found between surface activity
and emulsification activity and the emulsion index has been used as a screening method, the
ability of a molecule to form a stable emulsion is not always associated with lowered surface
tension activity (Cooper and Golgenberg, 1987; Youssef et al., 2004). Table 3 presents the
hydrophobic substrates tested for emulsification by the cell-free broth containing the
biosurfactant from C. lipolytica UCP(0988. Petroleum and motor oil were the best substrates,

whereas corn and soybean vegetable oil were the poorest. The water-oil emulsions were
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compact and remained stable for more than six months at room temperature, suggesting that
the addition of the biosurfactant to a remediation process may enhance the availability of the
recalcitrant hydrocarbon.

Different oil-degrading microorganisms produce surface active substances and some
make a stable oil-in-water emulsion. These microorganisms can be divided into two
categories — those that produce a low-molecular-weight surfactant but do not generally make
stable emulsions and others that produce polymers that primarily act as emulsion stabilisers
but do not generally affect surface tension. A few bacteria and yeasts have both types of
properties (Bredhold et al., 1998). The present data suggest that C. lipolytica UCP0988 could
be included in the latter category of microorganisms, as this strain was able to produce a
biosurfactant that can reduces the surface tension and make stable emulsions with motor oil,
as will be shown later.

Based on the data obtained, petroleum and motor oil were selected to study the
influence of pH, NaCl concentration and temperature on the stability of the emulsions formed,

as will be discussed below.

3.3. Biosurfactant stability related to surface tension and emulsification

Table 4 displays the results of the stability of the cell-free broth containing the crude
biosurfactant from C. lipolytica regarding temperature, pH, salinity and heating time. The
stability of a biosurfactant at different pH values is an important issue that can affect its
application spectrum. In the present study, surface tension remained unchanged at acid pH,
whereas a slight increase in surface tension was observed in the alkaline region.
Emulsification activity for the biosurfactant with petroleum was found to be nearly same in
the entire pH range tested, whereas maximal emulsification of 90% was observed with motor

oil at pH 2.0. In contrast, alkaline pH exerted a negative influence over this substrate. For a
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biosurfactant from C. bombicola cultivated in sugarcane molasses and soybean oil, Daverey
and Pakshirajan (2009) also found that emulsification activity with the soybean oil remained
unchanged in the pH range 4 to 8. According to Sarubbo et al. (2007), extremes of pH may
transform less surface-active species into more active surfactants/emulsifiers by either the
denaturation of proteinaceous components or increased ionisation.

Various amounts of NaCl were mixed completely into the cell-free broth and surface
tension was then measured. The biosurfactant maintained the capacity to reduce the surface
tension with up to 12% NaCl. The addition of NaCl also favoured the reduction of the cell-
free broth surface tension. Sobrinho et al. (2008) found that a biosurfactant produced by C.
sphearica grown in a medium formulated with distilled water supplemented with ground nut
refinery residue and corn steep liquor maintained the surface tension reduction capacity with
up to 10% NaCl. The analysis of the influence of different concentrations of NaCl on
emulsification activity revealed that emulsions with motor oil remained stable with up to 10%
NaCl, with values around 100%, while emulsions with petroleum remained stable up to a 6%
concentration of NaCl. According to Desai and Banat (1997), NaCl concentrations above 2%
are sufficient to inactivate a synthetic surfactant. The effect of salinity was evaluated to
investigate the applicability of the biosurfactant in the bioremediation of contaminated marine
environments. As that the normal sea salinity in the world is 3.5%, and some seawater can
reached 5.7%, the biosurfactant from C. lipolytica UCP0988 could be applied in such
environments.

The stability of the biosurfactant was also tested over a wide temperature range. The
surface tension of the biosurfactant proved stable during incubation for 1 h at temperatures
ranging from 4 to 120 °C, suggesting indicating the usefulness of the biosurfactant in
industries in which heating is of paramount importance to achieve sterility. The thermal

stability analysis of the cell-free broth was carried out between 4 and 120 °C, revealing that
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the emulsions with petroleum remained stable at high temperatures, with a small 10%
decrease at 4 °C. The emulsions formed with motor oil, on the other hand, showed a reduction
of 20% at 120 °C. Studies conducted by Rufino et al. (2008) showed the loss of emulsifying
ability in the biosurfactant from C. lipolytica at 100 °C. According to Cirigliano and Carman
(1984), the biosurfactant from C. lipolytica exhibited a significant 60% reduction in
emulsification when the cell-free broth was heated at 100 °C. For the biosurfactant from C.
bombicola, Daverey and Pakshirajan (2009) found that emulsification activity was more
reduced at 20 °C than at higher temperatures (30 to 100 °C).

These findings suggest that the robust characteristics of the crude biosurfactant are
very beneficial for applications under extreme conditions of salinity, temperature and pH.
Considering the economics of the oil industry and the fact that purification accounts for up to
60% of the total biosurfactant production cost, most biosurfactants would require either
whole-cell culture broths or crude preparations. Therefore, the use of the biosurfactant from
C. lipolytica UCP0988 in its crude form can be considered another advantage of this new

biomolecule in the petroleum market.

3.4. Biosurfactant isolation

Different solvent systems were tested to isolate the biosurfactant from C. /lipolytica
UCP0988 after 144 h of cultivation. Acetone extracted 2.2 g/l of crude surfactant, whereas a
yield of 0.7 g/l was obtained by the system composed of methanol. Ethyl acetate extracted 1.0
g/l, with a maximal SD of 0.06. The results for extraction of the crude biosurfactant by
acetone are similar to those reported for a biosurfactant isolated from C. lipolytica cultivated
in vegetable oil plus glucose (Sarubbo et al., 2007). In contrast, C. lipolytica grown on
industrial refinery residue has been found to produce 4.50 g/l of biosurfactant after 144 h

(Rufino et al., 2007).
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3.5. Biosurfactant characterisation

The crude extract from C. lipolytica UCP0988 appeared as a viscous, sticky, oily
residue of a brown colour. The biosurfactant was soluble in an aqueous solution and organic
solvents, such as chloroform, methanol, hexane, ethylether and ethylacetate.

Agar double diffusion tests revealed the appearance of precipitation lines between the
biosurfactant produced by C. lipolytica UCP0988 and the selected cationic compound (barium
chloride), whereas no lines formed between the biosurfactant and the anionic compound
(SDS). Under the experimental conditions of the present study, this very simple test
confirmed the anionic character of the biosurfactant produced. Other yeast biosurfactants have
been described as anionic using the same method, as described by Sobrinho et al. (2008).

The biosurfactant extracted from the cell-free broth was analysed by thin-layer
chromatography (TLC) and visualised with specific reagents. A spot was produced with a
retention factor (Rf) of 0.8, which showed positive reactions for sugars with Molish reagents
and for lipids with iodine vapours, but negative reactions for amino groups with ninhydrin
(Fig. 1). The presence of both glycosyl units and lipid moieties on the same spot suggested
that the sample was a glycolipid.

The determination of the biochemical composition of the biosurfactant revealed the
presence of 70% lipids and 30% carbohydrates, suggesting its glycolipid nature. Many
surfactants produced by yeasts are glycolipids in nature (Pekin and Vardar-Sukan, 2006;

Sarubbo et al., 2007; Sobrinho et al., 2008).

3.6. Surface tension and critical micelle concentration of biosurfactant
The surface-active properties of a biosurfactant mainly depend on its ability to lower

surface tension, the CMC value and the formation of a stable emulsion. The isolated
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biosurfactant effectively reduced the surface tension of water from 70 to 33 mN/m (Fig. 2).
Surface tension reduction depends on the specific concentration of surface-active compounds,
1.e., the CMC, which is defined as the minimal concentration of a biosurfactant required to
yield maximal surface tension reduction of water and initiate micelle formation. Efficient
surfactants have very low CMC values, i.e., less surfactant is required to decrease surface
tension (Cooper and Zajic, 1980). The CMC of the biosurfactant was computed as 0.08%,
which is within the range of CMC values reported for different types of effective yeast
biosurfactants (Adamczac and Bednarski, 2000; Gusmao et al., 2010; Luna et al., 2009;

Rufino et al., 2007; Sarubbo et al., 2007).

3.7. Application of biosurfactant in hydrophobic contaminant removal

Poorly soluble in water, hydrocarbons remain partitioned in a separate non-aqueous-
phase liquid, which may be present as droplets or films on soil particles and, thus, relatively
unavailable to microorganisms. Various processes have been developed to remove oil from
contaminated areas, among which the mechanical recovery of oil by sorbents is one of the
most promising. This process includes the transfer of oil from the contaminated area to a
transportable form for temporary storage with the aid of oil sorbents (Choi et al., 1993).
However, most of the sorbents used in this process end up in landfills or incinerated, which
either produces another source of pollution or increases the oil recovery cost. Thus, there has
been increased interest in promoting environmental responsibility through the use of cleaning
products other than those that have traditionally been discarded after a single use.
Biosurfactants allow the desorption and solubilisation of petroleum hydrocarbons, thus
facilitating their assimilation by microbial cells (Banat et al., 2010).

To investigate the application of the biosurfactant produced by C. lipolytica UCP0988

in contaminant removal, a preliminary experiment using the cell-free broth (crude
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biosurfactant) and solutions of the isolated surfactant at and above the CMC were performed
to determine the removal of a hydrocarbon from sand samples (Table 5). High percentages of
motor oil removal were observed for all solutions. Sand particle size exerted an influence over
the percentage of contaminant removal, with higher percentages were observed with 40/50
mesh sand. This finding is likely due to the high degree of biosurfactant adsorption to the oil,
as there is a greater surface area available in fine sand, thus allowing greater contact with the
contaminant and facilitating oil removal by the biosurfactant.

The cell-free broth containing the crude biosurfactant was more effective in removing
motor oil than the isolated biosurfactant, thereby indicating the possible use of the
biosurfactant without purification steps and a consequent reduction in production cost.

Biosurfactants have been investigated for their efficacy in removing hydrocarbons
from sand and soil. It has been reported that some biosurfactants have greater removal
efficiency than synthetic surfactants (Kuyukina et al., 2005; Shin and Kim, 2004).

Promising results have been obtained by biosurfactants produced from Candida species.
The biosurfactant from C. antarctica removed about 50% of the oil adsorbed to sand
(Adamczac and Bednarski, 2000), while the biosurfactant isolated from C. glabrata removed
84% of motor oil (Luna et al., 2009). The biosurfactant produced by C. sphaerica cultivated
in low-cost medium removed 65% of the motor oil adsorbed to beach sand (Sobrinho et al.,
2008). With a cell-free broth containing a biosurfactant produced by C. tropicallis, Batista et
al. (2009) found an 80% recovery rate of residual crude oil adsorbed to sand. Coimbra et al.
(2009) demonstrated the considerable ability of biosurfactants produced by C. guilliermondii
and C. lipolytica in removing motor oil and petroleum adsorbed to sand.

The removal efficiency of crude oil from contaminated sea sand has been investigated
using a remediation agent containing a biosurfactant, which was prepared by spraying a

sterilised culture broth of the JE-1058 strain of Gordonia sp.; the removal rate reached 80% at
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40 mg/l of the JE1058BS-seawater suspension, whereas oil removal efficiency was only 15%
when seawater alone was used (Saeki et al., 2009). Abu-Ruwaida et al. (1991) and Kuyukina
et al. (2005) report a removal rate of 86% of crude oil adsorbed to sand using biosurfactants
from Rhodococcus. Biosurfactants produced by Bacillus species cultivated in residues of
molasses and cheese whey removed about 30% of the oil contained in a packed column (Joshi

et al., 2008).

3.8. Application of biosurfactant in hydrophobic contaminant spreading

The cell-free broth containing the biosurfactant produced by C. lipolytica UCP0988
achieved high oil spreading efficiency (54% oil displacement). This was more effective than
the aqueous solutions of the isolated biosurfactant at 0.04, which displaced 47% of the oil.
The biosurfactant solution at the CMC (0.08%) displaced 60% of the oil and the solution at
0.16% (2 x CMC) displaced 74% of the oil. According to Sitohy et al. (2010) the
biosurfactant produced by B. subtilis NRRL B-94C (0.1%) achieved an oil spreading
efficiency of 57%, while the well-known industrial surfactant Triton X-100 displaced 80% of

the oil at the same concentration.

3.9. Cleaning test

The cell-free broth from C. lipolytica UCP0988 and the aqueous solutions of the
isolated biosurfactant at 0.04, 0.08 and 0.16% were effective at recovering up to 100% motor
oil from the walls of the beakers. These results suggest the suitability of this biosurfactant in
the removal of sticky crude oil from the walls of containers.

In the present study, a low-cost fermentative medium based on animal fat and corn
steep liquor was successfully evaluated with regard to biosurfactant production by the yeast

C. lipolytica. Costly glucose and nitrogen sources (yeast extract and urea) were replaced to
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reduce the cost of the production medium. The biosurfactant showed tensoactive and
emulsification properties. The stability and activity of the emulsion formed with various oils
were tested. The biosurfactant also retained its activity and stability at extreme conditions of
pH and temperature as well as under high NaCl concentrations. Overall, the results
demonstrated that this biosurfactant has significant potential for a future application in the oil

industry.
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Legends to figures

Fig. 1. Biosurfactant components detected by thin layer chromatography; the samples were
applied in 20 uL volumes in TLC plates and developed with a CHCl;:MeOH:H;COOH

(65:15:2, v/v) solvent system

Fig. 2. Surface tension versus concentration of biosurfactant isolated from C. lipolytica
cultivated in distilled water supplemented with 5.0% animal fat and 2.5% corn steep liquor for

144 h at 200 rpm and 28 °C
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Tables

Table 1

Composition of fatty acids in animal fat

Fatty acid %

Miristic 6.03%
Palmitic 26.40%
Stearic 43.41%

Oleic 24.16%
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Table 2

Surface tension and biomass values obtained after C. lipolytica cultivation for 144 h at 200

rpm and 28 °C
Production media Surface tension  Biomass

(mN/m) (g/)

5.0% animal fat, 2.5% glucose, 2.5% corn steep liquor 41.14 0.90

2.5% animal fat, 2.5% glucose, 2.5% corn steep liquor 39.06 0.70

5.0% animal fat, 2.5% corn steep liquor 27.75 1.18

5.0% animal fat, 0.15% urea, 0.1% K,;HPOy4, 0.01% NaCl 36.33 0.01

5.0% animal fat, 0.15% urea, 0.10% K,;HPOy4, 0.01% NaCl, 56.36 0.14

0.1% yeast extract

5.0% animal fat, 2.5% corn steep liquor, 0.15% urea, 0.1% 40.76 0.87

K>HPOy4, 0.01% NaCl

2.5% animal fat, 2.5% glucose, 2.5% corn steep liquor, 43.17 1.18

0.15% urea, 0.1% K,HPOy4, 0.01% NaCl

2.5% animal fat, 2.5% glucose, 0.15% urea, 0.10% K,;HPOy,, 47.68 0.45

0.40% corn steep liquor, 0.01% NaCl

5.0% animal fat, 2.5% glucose, 0.15% urea, 0.10% K,;HPOs, 51.38 0.80

0.40% corn steep liquor, 0.01% NaCl

2.5% animal fat, 5.0% glucose, 0.40% corn steep liquor, 47.76 0.40

0.15% urea, 0.10% K,HPOy4, 0.01% NaCl

5.0% animal fat, 0.30% NaNO;, 0.03% MgS04.7H,0, 60.24 0.60

0.03% KH,POy4, 0.10% yeast extract

5.0% animal fat, 2.5% glucose, 0.3% NaNOs, 0.03% 35.66 0.18
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MgS04.7H,0, 0.03% KH,;PO4, 0.1% yeast extract
5.0% animal fat, 5% glucose, 0.10% yeast extract, 0.15% 0.16

urca
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Table 3
Emulsification index (EI) of hydrophobic substrates by cell-free broth containing
biosurfactant from C. lipolytica cultivated in distilled water supplemented with 5.0% animal

fat and 2.5% corn steep liquor for 144 h at 200 rpm and 28 °C

Substrate EI (%)
Petroleum 100.0+1.30
Diesel 54.41+2.80
Benzene 56.25+2.40
Hexane 58.82+2.02
Motor oil 94.11£1.45
Soybean oil 47.05£1.25
Corn oil 47.05+1.89
Rice oil 50.00+2.34
Cotton seed oil 48.50£1.15

Sunflower oil 47.05+£2.77
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Table 4
Influences of salt concentration, temperature and pH on surface-tension-reducing activity and
emulsifying activity of cell-free broth containing biosurfactant from C. lipolytica cultivated in

distilled water supplemented with 5.0% animal fat and 2.5% corn steep liquor for 144 h at 200

rpm and 28 °C
NaCl (%) Surface tension (mN/m) EI (%)* EI (%)’
0.0 27.75+0.31 94.11£1.45 100.00+1.30
2.0 26.90+0.14 93.33+4.02 100.00+1.10
4.0 26.50+0.20 92.85+2.87 100.00+1.09
6.0 26.80+0.17 92.85+£2.96 58.82+2.07
8.0 26.00+0.10 92.30+£2.58 73.33+£1.93
10.0 25.70+0.20 92.85+3.88 68.75+4.01
12.0 25.70+0.24 7.144+2.53  73.33+2.17
Temperature (°C) Surface tension (mN/m) EI (%)* EI (%)’
4 28.97+0.25 93.33+4.00 90.00+1.07
27 27.7540.31 85.71£3.21 100.0+1.03
70 29.31+0.26 78.57£3.98 100.1£1.70
120 30.07+0.41 73.33£2.26 100.1£1.10
pH Surface tension (mN/m) EI (%)* EI (%)’
2 33.8+0.15 86.66+£2.01 100.0+1.12
4 33.7+0.10 76.92+3.00 100.0£1.00
6 28.3+0.17 80.00£1.09 100.0+1.30
8 27.7+0.22 80.00£1.03 100.0+1.01
10 31.2+0.31 80.00£1.51 100.0£1.11
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12 35.240.12 14.30+1.25

100.0+1.03

# Emulsification index of motor oil

® Emulsification index of petroleum
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Table 5
Removal of motor oil adsorbed in standard sand samples by biosurfactant produced by C.
lipolytica UCP0988 cultivated in distilled water supplemented with 5.0% animal fat and 2.5%

corn steep liquor for 144 h at 200 rpm and 28 °C and by distilled water (control)

Motor oil removal from sand (%)

Removal agent 40/50 mesh (0.3- 20/30 mesh (0.6-
0.42mm) 0.85mm)
Crude biosurfactant (cell-free broth) 92.30+0.3 70.50+0.3
Isolated biosurfactant solution at 0.08% 70.70+0.4 63.00+0.2
Isolated biosurfactant solution at 2.0% 69.32+0.5 64.01+0.4

Control (distilled water) 49.00+0.2 45.20+0.3




SANTOS, D.K.F. Utilizagado de gordura animal e residuo...

Figures

Rf=0,82

Fig. 1
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados com a linhagem de Candida lipolytica UCP 0988

permitem as seguintes conclusoes:

a utilizacdo de um meio de formulado com residuos agroindustriais
mostra-se promissora para a producao de biossurfactante com aplicagao
industrial,

a C. lipolytica apresenta grande potencial como micro-organismo
produtor de compostos com atividade de emulsificacdo e atividade
surfactante;

o biossurfactante bruto ndo apresenta alteragdes significativas quando
submetido a diferentes temperaturas, pH’s e concentracées de NaCl;

o biossurfactante foi caracterizado como um glicolipideo de natureza
aniobnica;

o biossurfactante bruto foi eficaz na recuperacdo de 6leo de motor a
partir de amostras de areia;

o biossurfactante bruto foi eficaz no deslocamento de éleo de motor
disperso em agua do mar;

o biossurfactante isolado foi eficaz na recuperacdo de 6leo de motor
aderido a superficie sélida;

o biossurfactante apresentou potencial de aplicagdo na industria do
petroleo, especialmente em relacdo a recuperacdo avangada de
petroleo, limpeza de tanques e biorremediacdo de derrames no mar € no

solo.
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and formulae where possible.

+ Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
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below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's
name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name and, if available, the e-mail address of each author.
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be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done,
or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to
that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main,
affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research,
the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it
must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the
author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential
they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should not count more than 500 words
Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that
clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate
file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best presentation
of their images also in accordance with all technical requirements: lllustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the
core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be
used for indexing purposes.

Provide 4 - 6 keywords taken from the AGI GeoiRef Thesaurus and place them beneath the abstract
Classification codes

Please identify your manuscript's areas of interest and specialization by selecting one or more
classifications from the list supplied on-line during the submission.
Abbreviations
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Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the
article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there,
as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading
the article, etc.).

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other
units are mentioned, please give their equivalent in SI.
Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics.
Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have
to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript
Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

+ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts
that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

+ Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

+ Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please
supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized,
please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low
number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with the
correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only.
For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray scale'
(for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and
white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text
in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working with LaTeX and
have such features embedded in the text, these can be left. See further under Electronic artwork.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing
in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described
elsewhere in the article.

References

The reference list should be in alphabetical order

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa).
Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal
and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for
publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should
also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different
heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the
text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010)
have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the
letters 'a', 'b', 'c, etc., placed after the year of publication.

Examples:
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Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): hitp://www.cas.org/content/references/corejournals.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly
encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a
figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content.
In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of
our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied
will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons
and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video
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be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
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