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RESUMO

Os biossurfactantes são compostos anfipáticos capazes de exibir uma variedade de

propriedades tensoativas que, entre outras funções, auxiliam os micro-organismos a

solubilizar e degradar substratos hidrofóbicos. Nos últimos anos, os biossurfactantes

têm sido investigados como possíveis substitutos para os surfactantes sintéticos,

especialmente por possuírem vastas aplicações ambientais. Nesse sentido, o

objetivo desse trabalho foi caracterizar o biossurfactante produzido pela bactéria

Pseudomonas cepacia CCT6659 cultivada em 2% de óleo de soja residual e 2% de

milhocina e aplicar a biomolécula na remediação de solo contaminado por derivados

de petróleo. O biossurfactante foi inicialmente produzido, isolado e submetido à

técnica de Cromatografia em Camada Delgada, sendo classificado como uma

biomolécula predominantemente hidrofóbica e aniônica contendo lipídeos e

carboidratos nas proporções de 75 e 25%, respectivamente. A caracterização por

Ressonância Magnética Nuclear (1H e 13C NMR) revelou a presença de grupos

carbonílicos, olefínicos e alifáticos, tipicamente observados em espectros de

lipídeos. Experimentos de biodegradação foram posteriormente conduzidos em solo

contaminado com compostos orgânicos hidrofóbicos coletado de uma antiga região

portuária na presença de um consórcio autóctone. As amostras de solo,

enriquecidas inicialmente com melaço de cana, foram submetidas aos seguintes

tratamentos: condição 1 – solo + células bacterianas, condição 2 – solo +

biossurfactante, condição 3 – solo + células bacterianas + biossurfactante, condição

4 – solo sem adição de células e biossurfactante (controle). Os resultados obtidos

demonstraram 83% de degradação dos contaminantes na presença de ambos

surfactante e micro-organismo produtor (condição 3) após os primeiros dez dias de

experimento, enquanto que percentuais de degradação acima de 95% foram

observados nas condições 1, 2 e 3 entre 35 e 60 dias. Os resultados obtidos

demonstram o potencial do biosssurfactante e de seu micro-organismo produtor

como coadjuvantes dos processos de remediação em solos contaminados com

derivados de petróleo.

Palavras-chave: biossurfactante, Pseudomonas cepacia, resíduos industriais,

biodegradação, contaminação por petróleo.
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ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic compounds capable of displaying a variety of

surface-active properties that, among other functions, assist microorganisms that

degrade and solubilize hydrophobic substrates. In recent years, the biosurfactants

have been investigated as possible replacements for synthetic surfactants, especially

because they have large environmental applications. In this sense, the bacterium

Pseudomonas cepacia CCT6659 cultured with 2% soybean waste frying oil and 2%

corn steep liquor as substrates produced a biosurfactant with potential to be applied

in bioremediation of soils. Firstly, the biosurfactant was produced, isolated and

submitted to Thin Layer Chromatography, being classified as an anionic biomolecule

with lipid and carbohydrate combination of 75 and 25% respectively. The

characterization by proton nuclear magnetic resonance (1H and 13C NMR) revealed

the presence of carbonyl, olefinic and aliphatic groups, being observed typical

spectra of lipids. Four sets of biodegradation experiments were carried out with a soil

contaminated by hydrophobic organic compounds amended with sugar cane

molasses in the presence of indigenous consortium as follows: set 1 – soil + bacterial

cells, set 2 –soil + biosurfactant, set 3 – soil + bacterial cells + biosurfactant, set 4 –

soil without bacterial cells and biosurfactant (control). Interestingly, when

biosurfactant and bacterial cells were used (set 3), significant oil biodegradation

activity occurred (83%) in the first ten days of experiments, while maximum

degradation of the organic compounds (above 95%) was observed in sets 1 , 2 and 3

between 35 and 60 days. It is evident from the results that the biosurfactant alone or

its producer specie is capable of promoting biodegradation to a large extent.

Key-words: biosurfactant, Pseudomonas cepacia, industrial residues,

biodegradation, petroleum contamination.
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1.1 INTRODUÇÃO

As refinarias são grandes geradoras de poluição, uma vez que consomem

enormes quantidades de água e de energia, produzem muitos despejos líquidos,

liberam diversos gases nocivos para a atmosfera e produzem resíduos sólidos de

difícil tratamento e disposição. Em decorrência desses fatos, a indústria de refino de

petróleo, pode ser, e é, muitas vezes, uma grande degradadora do meio ambiente,

pois tem potencial para afetar o mesmo em todos os níveis: ar, água e solo

(GONZINI et al., 2010; SEN, 2008).

Os acidentes ocorridos com derramamentos de petróleo e seus derivados no

Brasil, no período de 1975 a 2005, atingiram milhões de litros que contaminaram

solos, rios e mares. Diante dessa realidade, a possibilidade de contaminação

ambiental torna-se real e iminente, havendo necessidade urgente de

desenvolvimento de novas tecnologias que possam conter possíveis contaminações

(SILVA et al., 2009).

A contaminação por petróleo e derivados normalmente é tratada através de

metodologias físicas, químicas ou biológicas. Entretanto, as novas diretrizes de

recuperação de águas e solos têm restringido o uso de produtos químicos

(MUTHUSAMY et al., 2008; SINGH et al., 2007). Dentre as técnicas de remediação

disponíveis, a biorremediação tem se destacado, embora a solubilidade reduzida

dos hidrocarbonetos dificulte o acesso dos microrganismos e a conseqüente

biodegradação do poluente. (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; CALVO et al.,

2009).

A biorremediação teve um importante papel na limpeza do derramamento de

41 milhões de litros de petróleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do

Alasca, em 1989, dando início ao desenvolvimento dessa tecnologia. No citado

acidente, a medida inicial foi a lavagem física com jatos de água a alta pressão.

Subsequentemente, surfactantes foram aplicados nas áreas poluídas para acelerar

o crescimento e a atividade dos microrganismos degradadores de petróleo. Cerca

de três semanas depois as regiões tratadas com surfactantes estavam
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significantemente mais limpas do que as áreas controle, demonstrando a

importância do uso de surfactantes para aumentar a biodegradação do petróleo

(CONNOLLY et al., 2011; SAPTURE et al., 2010).

Os surfactantes são compostos anfipáticos que se particionam,

preferencialmente, na interface entre fases fluidas com diferentes graus de

polaridade, apresentando várias aplicações industriais (FRANZETTI et al., 2011). Os

surfactantes possuem estrutura molecular com grupos hidrofílicos e hidrofóbicos que

exibem propriedades como adsorção, formação de micelas, formação de macro ou

micro emulsões, ação espumante, solubilidade e detergência, todas ligadas à

capacidade de redução da tensão superficial por essas moléculas (BURGHOFF,

2012).

A grande maioria dos surfactantes disponível comercialmente é sintetizada a

partir de derivados de petróleo. Entretanto, a necessidade de preservação ambiental

e as legislações de controle do ambiente têm motivado pesquisas para o

desenvolvimento de compostos naturais como alternativas aos produtos existentes.

Nesse contexto, destacam-se os surfactantes de origem microbiológica, produzidos

principalmente por bactérias e leveduras (MARCHANT; BANAT, 2012).

Os biossurfactantes incluem uma grande variedade de estruturas químicas

(glicolipídeos, lipopeptídeos, complexos proteínas-polissacarídeos e fosfolipídeos)

produzidas por microrganismos quando cultivados em substratos insolúveis (óleos,

resíduos e hidrocarbonetos) e solúveis (carboidratos) (BANAT et al., 2010;

GAUTAM; TYAGI, 2006).

Extensas pesquisas para elecudição das estruturas químicas dessas

biomoléculas têm sido realizadas especialmente para glicolipídeos. O estudo desses

glicolípidos é extremamente importante do ponto de vista científico e comercial. As

informações obtidas das análises estruturais fornecem dicas para a otimização dos

rendimentos de produção e para a “montagem” de glicolipídios com características

estruturais diferentes. As técnicas experimentais utilizadas para isolar e purificar

biossurfactantes são extremamente variadas, envolvendo desde ensaios

colorimétricos que dão indicação aproximada do rendimento da produção, à

complexas técnicas espectrais de massa (SMYTH et al., 2010).
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Os primeiros estudos na área de biossurfactantes ocorreram na década de 80

e, desde então, as pesquisas permitiram o desenvolvimento e a comercialização de

dois produtos, a Surfactina, uma lipoproteína produzida pela bactéria Bacillus

subtilis, e os Raminolipídeos, grupo de glicolipídeos produzidos pela bactéria

Pseudomonas aeruginosa e comercializados pela Jeneil Biosurfactants Company

(USA). Esses dois biossurfactantes, embora extremamente eficientes, são

comercializados a um alto custo em função dos substratos utilizados para suas

produções e do nível de pureza exigido para aplicações nas áreas farmacêutica e

médica (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010; BARROS et al., 2007; SEYDLOVÁ;

SVOBODOVÁ, 2008).

Segundo a literatura, os custos típicos dos biossurfactantes variam de cerca

de 10 $/mg para Surfactina pura (98% de pureza), utilizada em pesquisas médicas, a

U.S. 24 $/kg para fórmulas propostas no início da década de 1980 para limpeza de

tanques e/ou recuperação avançada de petróleo (MARCHANT; BANAT, 2012).

Estimativas realizadas na década passada situaram os custos dos biossurfactantes

em U.S. 3-20 $/kg, enquanto o custo de produção de surfactantes sintéticos como

etoxilatos e alquil-poliglicosídeos pelas indústrias químicas estão na faixa de U.S. $

1-3/Kg (SEYDLOVÁ; SVOBODOVÁ, 2008).

Uma das alternativas para reduzir os custos relacionados aos

biossurfactantes, consiste na substituição dos substratos comumente utilizados por

matérias-primas de baixo custo, como os resíduos industriais (MAKKAR et al., 2011;

MANEERAT, 2005). Nesse sentido, propõe-se o uso de resíduos de óleos

lubrificantes, óleos residuais de fritura, resíduos de amido, de destilaria de óleos, de

indústrias lácteas, de melaço de cana-de-açúcar e de glicerina, esta última gerada

na obtenção de biodiesel, na produção de novos biossurfactantes com potencial de

aplicação industrial (RUFINO et al., 2007; 2008; SOBRINHO et al., 2008; COIMBRA

et al., 2009; SILVA et al., 2009; GUSMÃO et al., 2010). Vale ressaltar que a

disponibilidade e o tipo de matéria-prima podem contribuir consideravelmente para o

custo de produção. Estima-se que 10 % a 30 % da matéria-prima representem o

custo total de um produto biotecnológico. Por outro lado, resíduos poluentes são

gerados a cada ano por todo o mundo (MULLIGAN, 2009). O tratamento e a
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remoção destes resíduos também se traduzem em um alto custo para várias

indústrias. Com relação aos processos de purificação, que representam cerca de

60% do custo total de produção, estes não serão computados uma vez que os

biossurfactantes a serem produzidos poderão ser aplicados no meio ambiente na

forma bruta, eliminando essa dispendiosa etapa (MAKKAR et al., 2011; SHAH et al.,

2007).

Nos últimos anos, os estudos voltados para a produção de biossurfactantes

têm se intensificado em função das características desses compostos como

biodegradabilidade, baixa toxicidade, especificidade e estabilidade sob condições

ambientais extremas de temperatura, pH e salinidade (BANAT et al., 2010; FELSE et

al., 2006; MUKHERJEE et al., 2006). Nesse contexto, as indústrias de petróleo e

petroquímica destacam-se como os maiores campos de aplicação dessas

biomoléculas. A limpeza de solos e águas contaminados por derramamentos de

petróleo, a remoção da borra oleosa de tanques de estocagem assim como um

aumento geral nos processos de recuperação de óleo de reservatórios são possíveis

aplicações para os biossurfactantes, que atuam permitindo a ocorrência de

interações entre os resíduos e a célula microbiana, devido à redução da tensão

superficial mediada entre o óleo e a fase aquosa (PERFUMO et al., 2010;

FRANZETTI et al., 2011).

Considerando a habilidade das bactérias do gênero Pseudomonas em

produzir surfactantes atóxicos e biodegradáveis, estudos dirigidos para a

caracterização e aplicação de um biossurfactante de baixo custo na despoluição de

solos contaminados por derivado de petróleo foram conduzidos. O biossurfactante

foi inicialmente obtido a partir do cultivo da bactéria em meio contendo resíduos

industriais, sendo o processo de produção, isolamento e caracterização

acompanhados por metodologias microbiológicas e analíticas. Após a caracterização

da composição e da estrutura molecular do biossurfactante, seu potencial de

aplicação como coadjuvante dos processos de remediação de contaminantes

hidrofóbicos adsorvidos em solo foi avaliado na presença de um consórcio

autóctone.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Caracterizar e aplicar um biossurfactante de baixo custo na descontaminação

de derivados de petróleo em solo.

1.2.2 Específicos

 Produzir o biossurfactante a partir da bactéria Psedomonas cepacia em meios e

condições previamente estabelecidos.

 Isolar o biossurfactante produzido.

 Caracterizar bioquimicamente o biossurfactante isolado utilizando a técnica de

Cromatografia em Camada Delgada.

 Determinar os grupos funcionais do biossurfactante isolado utilizando a técnica

espectroscópica de Ressonância Magnética Nuclear.

 Investigar a aplicação do biossurfactante produzido no processo de biodegradação

de derivados de petróleo em consórcio autóctone em solo.

 Investigar a ação conjunta do biossurfactante e do seu micro-organsimo produtor

na biodegradação de derivados de petróleo em consórcio autóctone em solo.

 Investigar o potencial de degradação das células de P. cepacia na biodegradação

de derivados de petróleo em consórcio autóctone em solo.
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1.3 Revisão da Literatura

1.3.1 Surfactantes

Os surfactantes são compostos anfipáticos contendo porções hidrofílicas e

hidrofóbicas que se particionam, preferencialmente, na interface entre fases fluidas

com diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogênio, como interfaces

óleo/água ou ar/água (MARCHANT; BANAT, 2012). A porção apolar é

frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porção polar pode ser

iônica (catiônica ou aniônica), não-iônica ou anfotérica (SINGH et al., 2007;

MUKHERJEE et al., 2006).

Essas características permitem aos surfactantes reduzir a tensão superficial e

interfacial e com isso formar microemulsões onde os hidrocarbonetos possam se

solubilizar em água ou onde a água possa se solubilizar em hidrocarbonetos

(BURGHOFF, 2012; RON; ROSENBERG, 2002). Tais propriedades possibilitam

uma ampla gama de aplicações industriais envolvendo detergência, emulsificação,

lubrificação, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilização e dispersão

de fases (AL-ARAJI et al., 2007).

A propriedade de maior importância para os agentes tensoativos é a tensão

superficial, que é a força de atração existente entre as moléculas dos líquidos. A

tensão superficial diminui quando a concentração de surfactante no meio aquoso

aumenta, ocorrendo a formação de micelas, que são moléculas anfipáticas

agregadas com as porções hidrofílicas posicionadas para a parte externa da

molécula e as porções hidrofóbicas para a parte interna (BURGHOFF, 2012). A

concentração dessas micelas forma a Concentração Micelar Crítica (CMC) (BANAT

et al., 2010). Esta concentração corresponde à mínima concentração de surfactante

necessária para que a tensão superficial seja reduzida ao máximo (Figura 1).

Quando a CMC é atingida, várias micelas são formadas (CORTIS; GHEZZEHEI,

2007; VAN-HAMME et al., 2006).
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A eficiência e a efetividade são características básicas essenciais que

determinam um bom surfactante. A eficiência é medida através da CMC, enquanto

que a efetividade está relacionada com as tensões superficiais e interfaciais

(BARROS et al., 2007).

Figura 1: Formação da Micela.

1.3.2 Biossurfactantes

Os estudos relacionados aos biossurfactantes iniciaram-se em 1960 e a

utilização desses compostos se estendeu nas últimas décadas, surgindo como

alternativa aos surfactantes sintéticos, especialmente em indústrias farmacêuticas,

alimentícias e na petrolífera (MARCHANT; BANAT, 2012). A razão desta

notoriedade está relacionada à baixa toxicidade, biodegradabilidade, habilidade de

produção a partir de fontes renováveis, capacidade de ação em ambientes extremos,

como pH, temperatura e salinidade, além de estruturas químicas variadas

(MUTHUSAMY, et al., 2008).
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A grande maioria dos surfactantes disponíveis comercialmente é sintetizada a

partir de derivados de petróleo. Entretanto, as novas legislações de controle

ambiental têm incentivado o desenvolvimento de surfactantes naturais como

alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Vários compostos com propriedades tensoativas são sintetizados por

organismos vivos, desde plantas (saponinas) até micro-organismos (glicolipídeos) e

também no organismo humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes

naturais (MANEERAT, 2005).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes

são denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabólicos de

bactérias, leveduras e fungos filamentosos (SINGH et al., 2007).

A maioria dos biossurfactantes conhecidos é produzida em substratos

insolúveis em água como hidrocarbonetos sólidos e líquidos, óleos e gorduras,

embora muitos tenham sido obtidos a partir de substratos solúveis, ou pela

combinação destes (BANAT et al., 2010).

A possibilidade de produção dos biossurfactantes a partir de substratos

renováveis e de diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variação

de inúmeros parâmetros culturais como tempo de cultivo, velocidade de agitação, pH

do meio e nutrientes adicionados, permite a obtenção de compostos com

características estruturais e propriedades físicas distintas, o que os tornam

comparáveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de eficiência,

embora os custos de produção ainda não permitam uma maior competitividade com

seus similares petroquímicos (CANET et al., 2002). A CMC dos biossurfactantes

(medida de sua eficiência) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto que a tensão

interfacial (óleo/água) e superficial ficam em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente.

Dados sobre a CMC são escassos e, mais uma vez, difíceis de interpretar ou

correlacionar. A comparação entre os valores de CMC de biossurfactantes e de seus

equivalentes químicos está apresentada na Tabela 1 e mostra CMCs muito mais

baixas no caso dos biossurfactantes. Em princípio, quanto menor a CMC, mais

eficaz o surfactante e mais favorável, do ponto de vista econômico, a sua utilização

em processos industriais ((MARCHANT; BANAT, 2012; BOGNOLO, 1999).
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Tabela 1: Exemplos de Concentração Micelar Crítica de biossurfactantes e

surfactantes químicos.

Agente surfactante CMC (mg/L)

Fosfatidil etanolaminas 30

Ácidos fosfatídicos 70

Raminolipídeo 20

Surfactina 11

Alquil benzeno sulfonato 590

Lauril sulfato de sódio 2 000 – 2 900

Fonte: BOGNOLO, 1999.

1.3.3 Classificação

Os surfactantes sintéticos são classificados de acordo com a carga iônica que

reside na parte polar da molécula. Em função da presença ou ausência de cargas

elétricas, podem ser aniônicos, catiônicos, não-iônicos ou anfotéricos (MANEERAT,

2005; RON; ROSENBERG, 2001).

A maioria dos biossurfactantes é aniônica ou neutra. Apenas alguns são

catiônicos, como os que contêm grupamentos amina. A parte hidrofóbica é

caracterizada por ácidos graxos de cadeia longa, enquanto que a porção hidrofílica

pode ser um carboidrato, um aminoácido, um peptídeo cíclico, fosfato, um ácido

carboxílico ou um álcool (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes são comumente classificados de acordo com a natureza

bioquímica ou com a espécie microbiana produtora, quanto à estrutura, podem ser

classificados em cinco grandes grupos (RAHMAN; GAKPE, 2008).

 Glicolipídeos, cujo grau de polaridade depende dos hidrocarbonetos

utilizados como substratos. São exemplos os raminolipídeos
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produzidos por Pseudomonas aeruginosa, e os soforolipídeos

produzidos por espécies de Candida.

 Lipossacarídeos, os quais normalmente possuem massa molar elevada

e são solúveis em água, como o conhecido Emulsan, emulsificante

extracelular produzido por hidrocarbonetos a partir da bactéria

Acinotobacter calcoaceticus.

 Lipopeptídeos, como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis, um

dos biossurfactantes mais poderosos já relatados na literatura.

 Fosfolipídeos, estruturas comuns a muitos micro-organsimos, como o

biossurfactante de Corynebacterium lepus.

 Ácidos graxos e lipídeos neutros (alguns classificados como

glicolipídeos) e proteínas hidrofóbicas.

1.3.3.1 Biossurfactantes glicolipídicos

Existem quatro grandes grupos de glicolipídios microbianos, os raminolipídeo

e soforolípidos, os trealolipídios e manosileritritolipídios.

Os raminolipídeos estão entre os surfactantes mais eficientes conhecidos.

Eles possuem tensões superficiais reduzidas (32-27 mN/m), baixa Concentração

Micelar Crítica, atingindo 5 mg/L, alta capacidade emulsificante,  alta afinidade por

moléculas orgânicas hidrofóbicas, além de reduzir a tensão interfacial óleo /água de

43 mN/m para valores menores que 1 mN/m (MÜLLER et al., 2012; LANG,

WULLBRANDT, 1999). Tais propriedades conferem aos raminolipídeos

características atrativas para aplicação na despoluição de sistemas de solos. Outra

vantagem frente aos biossurfactantes consiste na facilidade de isolamento desses

do líquido metabólico, uma vez que são extracelulares, além de poderem ser

produzidos a partir de substratos hidrofóbicos e hidrofílicos de baixo custo, incluindo

hidrocarbonetos, óleo vegetais, carboidratos ou resíduos das indústrias de alimentos

(MAIER, SOBERÓN-CHÁVEZ, 2000; MULLIGAN, 2005, MONTEIRO et al., 2007).
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Em 1949, Jarvis e Johnson reportaram que o raminolipídeos produzido por P.

aerugionosa cultivada em glicerol como fonte de carbono possuía duas moléculas de

raminose ligadas a uma cadeia β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato. Desde então,

a compreensão acerca das complexas misturas desses compostos tem aumentado

(MONTEIRO et al., 2007). Em 1963, uma rota metabólica para a síntese dos

raminolipídeos por transferência seqüencial de glicosila foi proposta (BURGUER et

al., 1966). Em 1994, Ochsner et al., isolaram e analisaram o gene envolvido na

regulação da síntese dos raminolipídeos.

Os raminolipídeos produzidos pela P. aeruginosa têm sido tradicionalmente

reportados como misturas dos homólogos R1 [3-(-L-raminopiranosil)-β-

hidroxidecanoato] ou L-raminopiranosil-β-hidroxidecanoato (Rha-C10), R2 [3-(2’-O--

L-raminopiranosil--L-raminopiranosiloxi)--hidroxidecanoato] ou 2-O-L-

raminopiranosil-β-L-raminopiranosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato (Rha2-C10),

R3 3-[3’-(-L-raminopiranosil-hidroxidecanoil)--hidroxidecanoato] ou L-

raminopiranosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato (Rha-C10-C10) e R4 3-[3’-(2”-O-

-L-raminopiranosil--L-raminopiranosil-hidroxidecanoil)--hidroxidecanoato] ou (2-

O-L-raminopiranosil-β-L-raminopiranosil-β- hidroxidecanoato (Rha2-C10-C10), como

classificados por Syldatk e Wagner (1987). Vários autores reportam que o

raminolipídeo é produzido por P. aeruginosa como misturas de diferentes homólogos

onde o raminolipídeo Rha-C10-C10 predomina. Outros autores reportaram a presença

de outros raminolipídeos com diferentes cadeias de ácidos graxos (C18, C22 e C24)

em menor quantidade (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010). De fato, mais de 28

diferentes homólogos têm sido reportados, com cadeias saturadas e insaturadas

variando de C8 a C14 e com porções de carboidratos acopladas (NITSCHKE et al.,

2005; MULLIGAN, 2005; MÜLLER et al., 2012).

A Figura 2 ilustra a estrutura química dos raminolipídeos produzidos por P.

aeruginosa.

Enquanto um anel extra de raminose confere mais hidrofilicidade aos

raminolipídeos (monoraminolipídeos versus diraminolipídeos), carbonos adicionais

na cadeia de ácidos graxos podem aumentar a hidrofobicidade aos mesmos. Estas

propriedades podem afetar a estabilidade dos raminolipídeos na fase aquosa (na
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forma monomérica ou como aglomerados micelares), suas capacidades em

solubilizar compostos orgânicos hidrofóbicos e suas biodisponibilidades.

Raminolipídeos mais hidrofílicos como Rha-C10 e Rha2-C10 apresentam valores de

CMC na faixa de 200 mg/L, enquanto que valores menores, entre 5 e 60 mg/L têm

sido reportados para misturas contendo principalmente o monoraminolipídeo Rha-

C10-C10. O diraminolipídeo Rha2-C10-C10.apresenta valores intermediários de CMC,

entre 40-65 mg/L. A literatura descreve que a composição da mistura de

raminolipídeos irá influenciar de forma marcante sua performance como carreador

de contaminantes (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010).

Figura 2:- Diferentes tipos de raminolipídeos produzidos por P. aeruginosa

Fonte: KOCH et al., 1991.

Os soforolipídeos são glicolipídeos extracelulares produzidos principalmente

por espécies de Candida cultivadas em carboidratos ou ácidos graxos ou em ambos.

As leveduras Candida bombicola e Candida apicola se destacam como produtoras.
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Tipicamente, os soforolipídeos consistem de uma glicose dimérica (também

chamada soforose) ((1-2)glicose) ligada através de uma ligação glicosídica ao

penúltimo grupo hidroxila de um ácido graxo contendo 18 átomos de carbono. Os

soforolipídeos ocorrem como uma mistura de macrolactonas (Figura 3b) e ácidos

livres (Figura 3a) que são acetilados a várias extensões nas posições hidroxilas

primárias, ou seja, podem ter estruturas cíclicas e acíclicas. Na maioria dessas

estruturas, o ácido está ligado ao carboidrato pelo grupo hidroxila, deixando uma

função carboxila livre (estrutura aberta ou ácida); quando essa função carboxila

também está ligada à molécula de soforose, uma estrutura cíclica ou lactona é

formada. Ambas as estruturas mostram propriedades tensoativas semelhantes

(FELSE et al., 2006; SMYTH et al., 2010).

A soforose está sempre presente nos soforolipídeos, mas o comprimento e/ou

a natureza dos ácidos graxos pode variar dependendo da composição do meio,

embora a presença de ácidos graxos de 16 a 18 carbonos seja muito comum.

Figura 3: Estrutura de  soforolipídeos. (a) forma ácida livre e (b) forma lactônica

Fonte: SMYTH et al., 2010.
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1998). Os b-hidroxi-ácidos graxos a-ramificados são ligados ao C6 e C6 da estrutura

do carboidrato, no caso das trealoses dimicolatas e ao C6 para os monomicolatos

(Figura 4); outros tipos de estruturas também têm sido reportadas. A produção de

trealolípidos está associada com a maioria das espécies de Mycobacterium,

Rhodococcus e Corynebacterium (SMYTH et al., 2010).

Figura 4: Estrutura de  trealolipídeos. (a) forma micolato e (b) forma dimicolato

Fonte: SMYTH et al., 2010.

Os manosileritritolipídeos (MEL) têm quatro principais grupos estruturais e

compreendem geralmente 4-O-b-D-manopiranosil-D-eritritol ligado a duas cadeias

médias de ésteres de ácidos graxos (FUKUOKA et al., 2007). MEL são geralmente

produzidos por espécies das leveduras Pseudozyma, como a P. rugulosa, P. aphidis

e P. Antarctica (Figura 5)
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Figura 5: Estrutura de  trealolipídeos. (a) forma micolato e (b) forma dimicolato

Fonte: SMYTH et al., 2010.

1.3.4 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES

Os micro-organismos utilizam uma série de fontes de carbono e energia para

seu crescimento. A associação de fontes de carbono com substratos insolúveis

facilita a difusão intracelular e a produção de varias substâncias, dentre elas os

biossurfactantes (BANAT et al., 2010).

Alguns micro-organismos podem produzir biossurfactantes quando crescem

em diferentes substratos, cariando desde carboidratos até hidrocarbonetos. O uso

de diferentes fontes de carbono altera a estrutura dos biossurfactantes produzidos e,

consequentemente, suas propriedades emulsificantes. Estas mudanças podem ser

benéficas quando se deseja propriedades específicas para uma aplicação

direcionada (COOPER, 1986). Diversos são os estudos realizados por vários autores

(GUSMÃO et al., 2010; SILVA et al., 2010; SOBRINHO et al., 2008; LUNA et al.,

2009; LUNA et al., 2008; AMARAL et al., 2006; SARUBBO et al., 2006; KIM et at.,

2006) na produção de biossurfactantes, envolvendo propriedades físico-químicas.
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Uma grande variedade de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e

fungos filamentosos é capaz de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas

moleculares (DELEU, PAQUOT, 2004).

A grande maioria podem ser produtores de biossurfactantes, dentre as

bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus são descritas na literatura como

grandes produtoras de biossurfactantes (SILVA et al., 2010; GUERRA SANTOS et

al., 1986).

Os Bacillus subtilis são produtores de lipopeptídeos, como a chamada

surfactina, a qual contém sete aminoácidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila

do ácido C14 (KAKINUMA et al., 1969). Concentrações de surfactina menores que

0,005 % reduzem a tensão 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 resíduo utilizado como substrato (HUE

et al., 2001).

Entre as leveduras, espécies de Candida têm sido largamente empregadas

com sucesso na fermentação de hidrocarbonetos e, conseqüentemente, para

produção de biossurfactantes (FONTES et al., 2008). Em 1979, Pareilleux observou

a presença de um polímero extracelular por C. lipolytica com propriedades

emulsificantes, quando esta foi cultivada em n-tetradecano ou na mistura de

hidrocarbonetos lineares. Os polímeros recuperados do líquido metabólico

desmonstraram ser moléculas complexas, constituídas por uma fração lipídica, uma

protéica e outra carboidratos, sendo esta última, 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 Marçal (1991) demonstrou a

produção de biopolímeros por C. lipolytica com alta atividade de emulsificação

utilizando substratos regionais. Sarubbo et al. (1999; 2001) também utilizaram a C.

lipolytica na produção de agentes surfactantes em meios contendo óleo vegetal de

babaçu e glicose como substratos. Sarubbo et al. (2006; 2007) demonstraram a

possibilidade de combinação entre duas fontes, uma solúvel e outra insolúvel, para a

produção de biossurfactantes por espécies de Candida enquanto que Rufino et al.
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(2007; 2008), Coimbra et al. (2009) e Sobrinho et al. (2008) aplicaram com sucesso

um resíduo industrial de óleo de soja na produção de um biossurfactante por C.

lipolytica.

1.3.5 Propriedades

As propriedades físicas e químicas dos biossurfactantes, como redução da

tensão superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e estabilizante,

concentrações micelares críticas baixas, solubilidade e poder detergente são muito

importantes na avaliação de seu desempenho e na seleção de micro-organismos

com potencial de produção destes agentes (DELEU; PAQUOT, 2004).

Apesar da diversidade de composição química e de propriedades, algumas

características são comuns à maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas

características representam vantagens sobre os surfactantes convencionais

(NITSCHKE et al., 2007):

 Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais

eficientes e mais efetivos do que os surfactantes convencionais, pois

produzem menor tensão superficial a menores concentrações. A CMC

dos biossurfactantes (medida de sua eficiência) varia entre 1-2000

mg/L, enquanto que a tensão interfacial (óleo/água) e superficial fica

em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente.

 Tolerância à temperatura, pH e força iônica: muitos biossurfactantes

podem ser utilizados sob condições extremas. O lipopeptídeo de

Bacillus licheniformis JF-2, por exemplo, é estável a temperaturas em

torno de 75 ºC, por até 140 horas e pHs entre 5 e 12. Os

biossurfactantes suportam concentrações de 10 % de sal, enquanto

que 2 % de NaCl são suficientes para inativar surfactantes

convencionais.

 Biodegradabilidade: os biossurfactantes são facilmente degradados por

bactérias e outros micro-organismos microscópicos na água e no solo,
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o que os torna adequados para aplicações na biorremediação e

tratamento de resíduos.

 Baixa toxicidade: os biossurfactantes têm recebido maior atenção

devido à crescente preocupação da população com os efeitos alérgicos

dos produtos artificiais; além disso, sua baixa toxicidade permite o uso

em alimentos, em cosméticos e em produtos farmacêuticos.

 Disponibilidade: biossurfactantes podem ser produzidos a partir de

matérias-primas largamente disponíveis, além da possibilidade de

serem produzidos a partir de resíduos industriais.

 Especificidade: biossurfactantes, sendo moléculas orgânicas

complexas com grupos funcionais específicos também serão

específicos em suas ações. Essa propriedade pode ser de grande

interesse da detoxificação de poluentes específicos ou em

determinadas aplicações nas indústrias farmacêutica, cosmética ou

alimentícia.

 Biocompatibilidade e digestibilidade, o que garante a aplicação dessas

biomoléculas nos mais deviersos setores industriais, destacando as

indústrias farmacêutica, cosmética e alimentícia.

A despeito das vantagens, alguns pontos desfavoráveis devem ser citados,

como (RAHMAN; GAKPE, 2008):

 A produção em grande escala de biossurfactantes pode ser

dispendiosa. Esse problema, entretanto, pode ser resolvido pela

combinação de substratos de baixo custo.

 A obtenção de produtos com elevado grau de pureza, que se torna

difícil em virtude da necessidade de etapas consecutivas de purificação

do líquido metabólico.

 A existência de espécies super produtoras é rara e as conhecidas não

são capazes de produzir altos rendimentos em surfactantes, além de

necessitarem de meios de cultivo complexos.
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 A regulação da síntese de biossurfactantes não está totalmente

compreendida, uma vez que essas biomoléculas podem ser produzidas

como metabólitos secundários ou em associação ao crescimento

microbiano.

 O aumento da produtividade é muitas vezes prejudicado pela formação

de espuma, o que requer a utilização de meios diluídos.

1.3.6 Aplicações

A produção mundial de surfactantes somou 17 milhões de toneladas em

2000, esperando-se um aumento de ordem de 3-4 % ao ano. As aplicações

industriais são classificadas de acordo com seus usos: 54 % como detergentes, 13

% nas indústrias têxteis, de couro e de papel, 10 % em processos químicos, outros

10 % nas indústrias farmacêutica e de cosméticos, 3 % na indústria de alimentos, 2

% na agricultura e os 2 % restantes em outras aplicações (FRACCHIA et al., 2012;

MUTHUSAMY et al., 2008).

Devido às diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes

apresentam aplicações em vários processos industriais, além da possibilidade de

novas aplicações para estas biomoléculas. Acredita-se que os biossurfactantes

ficarão conhecidos como os “materiais multifuncionais” do novo século

(MUTHUSAMY et al., 2008).

Atualmente, os biossurfactantes têm sido utilizados principalmente nas

indústrias de óleos, incluindo a limpeza de derramamento de óleos, a remoção de

óleos

de tanques de estocagem, a recuperação avançada de petróleo e a biorremediação

de solos (CONNOLLY et al., 2011; GAUTAM; TYAGI, 2006; SINGH et al., 2007).
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1.3.6.1 Aplicação de Biossurfactante na Biorremediação

Biorremediação é a habilidade de organismos vivos em transformar ou

mineralizar contaminantes orgânicos gerando substâncias menos nocivas, que

possam ser integradas ao ciclo biogeoquímico natural. Contudo, a

biodegradabilidade desses contaminantes é influencidade por fatores como oxigênio,

pH, presença de macro e micro nutrientes, características físico-químicas do

histórico da poluição ambiental e das partículas de solo ou outras às quais os

organismos e contaminantes possam estar adsorvidos (PACWA-PLOCINICZAK et

al., 2011; MARGESIN; SCHINNER, 2002).

As substâncias contaminantes apresentam diferentes grupos funcionais tais

como OH, Cl, NH2, NO2 e SO3. Esses, por sua vez, comportam-se como doadores

de elétrons sendo oxidados ou em alguns casos mineralizados por diferentes

espécies microbianas. Alguns dos metabólitos intermediários produzidos nessas

reações são assimiladas como fonte de carbono para o crescimento microbiano

(MARGESIN; SCHINNER, 2002).

A biorremediação utilizando micro-organismos ou processos microbianos em

ambientes contaminados tem inúmeras aplicações incluindo a limpeza de águas

subterrâneas, solos, lagos e processos de tratamento de esgotos. Essa é uma

tecnologia bem aceita pela opinião pública na recuperação de ambientes poluídos

não afetando o equilíbrio ecológico, já que as bactérias, os fungos filamentosos e as

leveduras são agentes transformadores eficazes, face as suas habilidades em

degradar uma ampla diversidade de substâncias orgânicas (PERFUMO et al., 2010;

CALVO et al.; 2009; DESAI; BANAT, 1997).

Como os biossurfactantes aumentam a interação água/óleo, aceleram a

degradação de vários óleos por micro-organismos e promovem a biorremediação de

águas e solos contaminados (MULLIGAN, 2005). A capacidade dos surfactantes em

emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em água aumenta a degradação desses

compostos no ambiente. Os biossurfactantes também são úteis na biorremediação

de locais contaminados com metais pesados tóxicos como urânio, cádmio e chumbo

e na remoção de piche após a introdução de Pseudomonas, Arhtrobacter, e Bacillus
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subtilis, demonstrando resultados promissores (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011;

NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Pesquisas com consórcios microbianos e raminolipídeos demonstraram o

potencial de biorremediação de hidrocarbonetos de petróleo (RAHMAN et al., 2006).

A aplicação do raminolipídeo de Pseudomonas aeruginosa DS10-129 aumentou a

biorremediação de gasolina adsorvida em solo (RAHMAN et al., 2002).

Alguns estudos demonstraram o aumento da biodisponibilidade de compostos

aromáticos pouco solúveis como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HPAS)

pelo uso de biossurfactantes (MULLIGAN, 2005; SINGH et al., 2007).

A utilização de biossurfactantes na biodegradação de pesticidas vem sendo

objeto de investigação. A degradação de hexaclorociclohexano por surfactantes

produzidos por Pseudomonas foi primeiramente relatada, bem como a dos

organosclorados como DDT e ciclodienos (KARANTH et al., 1999).

1.3.6.2 Aplicação de Biossurfactantes na Limpeza de Reservatórios de Óleos

A aplicação de biossurfactantes no tratamento de resíduos oleosos torna-se

um dos pré-requisitos importantes para que ocorram interações entre os resíduos e

a célula microbiana, devido à redução da tensão superficial existente entre o óleo e

a fase aquosa (HUE et al., 2003; CALVO et al., 2009).

A utilização de biossurfactantes para a limpeza de tanques, em substituição

aos surfactantes convencionais, promoveu a limpeza e recuperação de 90 % dos

hidrocarbonetos presentes no resíduo (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011;

MULLIGAN, 2004). A remoção de resíduos e frações de óleos pesados requer

lavagens com solventes ou mesmo manuais, ambas perigosas, demoradas, e caras

já que os resíduos e as frações de óleos pesados que sedimentam no fundo dos

tanques são altamente viscosos e podem não ser removidos através de

bombeamento convencional. Um processo alternativo a esta limpeza é o uso de

biossurfactantes que promovem a diminuição na viscosidade e a formação de

emulsões óleo/água, facilitando o bombeamento dos resíduos e a recuperação do

óleo cru, após quebra da emulsão (SINGH et al., 2007; MULLIGAN, 2004).
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1.3.6.3 Aplicação de Biossurfactantes na Recuperação Avançada de Petróleo –
MEOR

Segundo Desai e Banat (1997), a recuperação de óleos utilizando

biossurfactantes constitui atualmente uma importante estratégia para a indústria do

petróleo, uma vez que micro-organismos e produtos de seu metabolismo são

utilizados para aumentar a recuperação do petróleo. Este processo conhecido como

“MEOR” (Microbial Oil Recovery Enhancement), recuperação avançada de óleo,

apresenta vantagens importantes em relação aos métodos convencionais. Os

surfactantes alteram algumas características físico-químicas do petróleo, facilitando

ou aumentando sua remoção nos poços (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011;

SINGH et al., 2007).

1.3.6.4 Aplicação de Biossurfactantes na Dispersão de Manchas de Petróleo

O derramamento de óleos ocorridos durante o seu transporte ou na

construção de oleodutos afeta drasticamente as regiões costeiras e praias, sendo

hoje uma das maiores causas de catástrofes ecológicas e sociais no mundo

(MUTHUSAMY et al., 2008).

Uma das técnicas de remediação de derramamentos de óleo é a aplicação de

dispersantes de manchas de óleo. Os dispersantes utilizados para este fim são

compostos de misturas complexas de surfactantes, solventes e aditivos qhe

aumentam a taxa de dispersão natural do óleo e sua retirada da superfície

contaminada (PERFUMO et al., 2010). A aplicação de dispersantes minimiza o

impacto do derramamento de óleo em aves e mamíferos marinhos, pois remove o

óleo da superfície da água. Além disso, o uso de dispersantes minimiza o impacto de

derramamento de óleo sobre os recursos sensíveis na orla costeira, reduzindo a

quantidade de óleo derramado. O aumento da área superficial do petróleo como

resultado da sua dispersão em pequenas gotículas facilita também sua

biodegradação através da atividade de micro-organismos de ocorrência natural

(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).
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Os biossurfactantes exercem influência sobre os processos de remediação

através de sua eficácia como agentes dispersantes. A literatura descreve o uso de

biossurfactantes no aumento da dispersão e biodegradação de hidrocarbonetos

(SAEKI et al., 2009). No entanto, poucos estudos têm investigado na prática a

aplicação de biossurfactantes como dispersantes de derramamento de óleo.

1.3.6.5 Aplicação de Biossurfactantes na Indústria de Alimentos

Na indústria alimentícia, a emulsificação tem um papel importante na

formação da consistência e textura, bem como na dispersão de fase e na

solubilização de aromas (RAHMAN; GAKPE, 2008). De forma geral, a função dos

emulsificantes em alimentos é promover a estabilidade da emulsão, controlando a

aglomeração de glóbulos de gordura e estabilizando sistemas aerados (NITSCHKE;

PASTORE, 2002).

Por definição, uma emulsão é um sistema heterogêneo, consistindo de ao

menos um líquido imiscível (fase interna descontínua) disperso em outro (fase

externa contínua) em forma de pequenas gotas (SARUBBO, 1997). Tais sistemas

possuem uma estabilidade mínima, a qual pode ser aumentada por aditivos

surfactantes, sólida finamente dividida que atuam reduzindo a tensão interfacial,

diminuindo a energia na superfície entre duas fases e prevenindo a coalescência

das partículas através da formação de barreiras estéricas e eletrostáticas

(VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Exemplos de alimentos processados, que são

emulsões, são creme de leite, manteiga, maionese, molhos para salada, salsicha,

recheios entre outros (VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Outras aplicações para os

emulsificantes são descritas, entre elas melhorar a textura e vida de prateleira de

produtos contendo amido, pela formação de complexos com os componentes

destes, modificar as propriedades reológicas da farinha de trigo, pela interação com

o glúten, melhorar a consistência e textura de produtos à base de gorduras, pelo

controle de polimorfismo e da estrutura cristalina das gorduras (BANAT, 2000;

SARUBBO, 1997).

Os biossurfactantes ainda podem ser utilizados como emulsificantes no

processamento de matérias-primas, no controle de aglomeração de glóbulos de
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gordura, na estabilização de sistemas aerados e para melhorar a consistência de

produtos gordurosos. O uso de raminolipídeos 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 manoproteína produzida por Saccharomyces cerevisiae pode estabilizar

emulsões água/óleo para produção de maionese, biscoitos, sorvetes, entre outros. É

produzida através de um processo biotecnológico simples, de larga escala e baixo

custo. Além de ser estável em uma larga faixa de pH seu subproduto pode ser

utilizado como ração animal (TORABIZADEH et al., 1996; BANAT, 2000).

Apesar da aplicação potencial, a indústria de alimentos não utiliza ainda os

biossurfactantes como aditivos em larga escala. Muitas propriedades dos

biossurfactantes, assim como sua regulamentação para aprovação como novo

ingrediente para alimentos necessitam de aprovação.

1.3.6.6 Aplicação de Biossurfactantes na Indústria Farmacêutica

Os biossurfactantes são amplamente utilizados em vários produtos, como em

cosméticos e em indústrias de medicamentos. Estima-se que num futuro próximo a

maioria dos cosméticos seja “biocosméticos”. Vários produtos necessitam de

surfactantes em seus ingredientes, incluindo repelentes de insetos, antiácidos,

soluções para lentes de contato, desodorantes, produtos para unhas, pasta de

dentes, etc. (FRACCHIA et al., 2012; 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, glicolipídeos obtidos de Torulopsis bombicola KSM 35 são usados

no Japão, como agentes de limpeza facial (DELEU; PAQUOT, 2004). Soforolipídeos

sofrem esterificação, resultando em um produto com aplicação em batons e como

hidratante para pele e cabelos (NITSCHKE; PASTORE, 2002).  A literatura também

descreve a ação de soforolipídeos na estimulação da síntese de colágeno, podendo

ser usados como medida preventiva do envelhecimento da pele e nas formulações

para a pele (MUTHUSAMY et al., 2008).
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1.3.6.7 Aplicação de Biossurfactantes na Mineração

Compostos tensoativos produzidos por Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp.

foram utilizados para flotação e separação de calcita. A recuperação foi de 95 %

para CWO4 e 30 % para CaCO3, ressaltando que reagentes químicos convencionais

são incapazes de separar estes dois minerais (NITSCHKE; PASTORE, 2002). O

biodispersan, polissacarídeo aniônico produzido por Acinetobacter calcoaceticus A2

foi utilizado na prevenção da floculação e dispersão de misturas de pedra calcárea e

água (RON; ROSENBERG, 2002).

1.3.6.8 Aplicação de Biossurfactantes na Agricultura

Na agricultura, os biossurfactantes são utilizados na hidrofilização de solos

argilosos para o obtenção de boa umidade e distribuição uniforme de fertilizantes

(NITSCHKE et al., 2007). A formulação de herbicidas e pesticidas contendo

bioemulsificantes também tem sido reportada (ROSENBERG; RON, 1999). Os

compostos ativos dessas formulações são, geralmente, hidrofóbicos, sendo

necessários agentes emulsificantes para dispersá-los em soluções aquosa.

Stanguellini e Miller (1997) demonstraram a eficiência de raminolipídeos contra

patógenos de plantas.

1.3.6.9 Aplicação de Biossurfactantes na Medicina

Os biossurfactantes também têm sido utilizados em várias aplicações

biológicas (terapêuticas) como atividade fungicida, bactericida, inseticida e antiviral,

agentes anti-adesivos e inibidores de enzimas (FRACCHIA et al., 2012; MEYLHEUC

et al., 2001; MUTHUSAMY et al., 2008; RODRIGUES el al., 2006).

Vários raminolipídeos podem exibir atividades antibacteriana e antifitoviral.

Abalos et al. (2001), por exemplo, identificaram seis raminolipídeos em culturas de

P. aeruginosa AT10 produzidos a partir de resíduo de refinaria de óleo de soja e

avaliaram as propriedades antimicrobianas da mistura. Esses raminolipídeos
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exibiram excelente propriedades antifúngicas contra vários fungos em concentrações

variando de 16µg/mL- 32 µg/mL (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004).

A chamada atividade anti-aderente, ou seja, a capacidade de inibir a adesão

de micro-organismos patogênicos em superfícies sólidas ou em sítios infecciosos

também tem sido reportada em biossurfactantes, levando à diminuição de infecções

hospitalares sem a necessidade de fármacos ou agentes químicos 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 adesão de Listeria monocytogenes LO28 as superfícies do

politetrafluoroetileno e do aço inoxidável.

A deficiência do sufactante pulmonar, um complexo proteína-fosfolipídeo é

responsável pela falência de respiração em bebês prematuros. O isolamento dos

genes para as moléculas protéicas desse surfactante e a clonagem em bactérias

permitiu sua produção fermentativa para aplicações médicas (FRACCHIA et al.,

2012; MUTHUSAMY et al., 2008).

Soforolipídeos de Candida bombicola têm sido estudados por sua atividade

espermicida, citotóxica e anti-HIV para reduzir a ploriferação do vírus da síndrome

da imunodeficiência adquirida (AIDS) e a incidência de gravidez indesejada.

Soforolipídeos também têm sido estudados como agentes antiinflamatórios para

doenças imonológicas (RODRIGUES et al., 2006; MUTHUSAMY et al., 2008).

A iturina, lipopeptídeo produzido por B. subtilis, demonstrou atividade

antifúngica, 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 vírus causador de herpes, assim como o retrovirus e outros

vírus de RNA e DNA compactados. A atividade antiviral da surfactina foi determinada

para uma larga gama de vírus. Os efeitos da surfactina da absorção de insulina em

pulmão de ratos foram examinados (MUTHUSAMY et al., 2008).
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1.3.7 Utilização de Resíduos Industriais na Produção de
Biossurfactantes

A sociedade atual caracteriza-se pelo aumento das despesas, a necessidade

de reutilizar materiais e com a preocupação ambiental. Consequentemente, vem

dando uma ênfase maior a recuperação, reciclagem e reutilização de diversos

resíduos (MARCHANT; BANAT, 2012).

A necessidade de preservação ambiental leva à reutilização de diversos

resíduos industriais. Isto particularmente é válido para os alimentos e as indústrias

de produção de alimentos cujos resíduos, efluentes e co-produtos podem ser

reutilizados. Estas indústrias produzem grandes volumes de resíduos sólidos e

líquidos, resultantes da produção, preparação e consumo dos alimentos e quando

descartados geram poluição e representam uma grande perda de nutrientes,

particularmente das indústrias de alimentos, vêm sendo utilizados na bioconversão e

chamando mais atenção devido à possibilidade de aplicação na produção de

bioadsorventes (MARCHANT; BANAT, 2012; MAKKAR et al., 2011; BANAT et al.,

2010; SINGH et al., 2007).

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de óleo vegetais,

resíduos de amido, resíduos de destilaria de óleos e substâncias lácteas têm sido

utilizados na produção de muitos metabólicos microbianos. A disponibilidade e o tipo

de matéria-prima podem contribuir consideravelmente para o custo de produção.

Estima-se que 10 % a 30 % da matéria-prima representa o custo total de um produto

biotecnológico (MUKHERJEE et al., 2006). Por outro lado, milhões de desperdícios

em resíduos poluentes são jogados a cada ano por todo o mundo. O tratamento e a

remoção destes resíduos também representam um alto custo para várias indústrias

(PANDEY, et al., 2000).

Nesse sentido, os resíduos industriais têm despertado grande interesse dos

pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo

para a produção de biossurfactantes (MAKKAR et al., 2011; BANAT et al., 2010).

Muitos biossurfactantes têm sido produzidos de substratos agroindustriais,

renováveis e de baixo custo. Óleos vegetais, resíduos de fritura de óleos vegetais,



Silva, E.J. Caracterização de um biossurfactante produzido por Pseudomonas cepacia CCT6659
e sua aplicação em solo impactado por derivados Petróleo

47

resíduos de destilaria de óleos, resíduos da indústria de laticínios (soro de leite),

melaço de cana e glicerina têm sido citados na literatura (MAKKAR; CAMEOTRA,

2002).

A seleção do substrato depende da escolha de um resíduo com um certo

balanço de nutrientes para crescimento e produção. Os resíduos industriais com

elevado valor de carboidratos ou lipídeos encontrados são muito atrativos como

substratos para produção de biossurfactantes (MARCHANT; BANAT, 2012;

MAKKAR; CAMEOTRA, 1999; MERCADE et al., 1994).

Barros et al. (2007) descreveram a importância da variedade de resíduos

industriais como matéria-prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores

desse trabalho, a utilização de resíduos agroindustriais para produção de

biossurfactantes é um dos passos para viabilização e implantação desses processos

em escala industrial, sendo necessário um balanço de nutrientes para desenvolver

condições adequadas no desenvolvimento e produção. Os efluentes do

processamento de batata foram evidenciados como substitutos atrativos dos

substratos convencionais, uma vez que são fontes de carboidratos na forma de

amido e açúcar, de nitrogênio e de carbono, considerando que a composição do

meio interfere na redução da tensão superficial.

Nitschke e Pastore (2006) utilizaram com sucesso resíduos industriais de

fritura de batata na produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis.

Anteriormente, Nitschke et al. (2004) selecionaram micro-organismos para a

produção de biopolímeros utilizando resíduos agroindustriais. Utilizaram melaço,

soro de leite e manipueira obtendo valores de tensão superficial em torno de 26

mN/m. Volbrecht et al. (1999) investigaram a produção de biossurfactantes usando

óleo vegetal doméstico como substrato da bactéria Tsukamurella spec DSM 44370,

conseguindo reduzir a tensão da água de 70 mN/m para 35 mN/m com CMC de 10

mg/L. Haba et al. (2000) compararam o uso de óleo de oliva e girassol para a

produção de biopolímeros usando valores de tensão superficial até 40 mN/m como

critério de seleção de micro-organismos potencialmente produtores. Rufino et al.,

(2007) utilizou um resíduo de refinaria na produção de biossurfactante por Candida

lipolytica obtendo resultados satisfatórios em termos de tensão superficial.
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Mukherjee et al. (2006) descreveram o uso de substratos de baixo custo como

alternativa econômica e promissora para a produção de biossurfactantes.

Derivados de óleo vegetal, substâncias a base de amido, soro de leite, óleo
de babaçu e girassol, melaço e efluente de arroz foram utilizados com eficiência na
produção de raminolipídeos e soforolipídeos por vários micro-organismos.

Diferentes elementos encontrados nos efluentes dos processos industriais
também são fontes de nutrientes. Nitrogênio e ferro foram utilizados para aumentar o
rendimento de biossurfactantes de Pseudomonas aeruginosa BS-2 e Ustilago
maydis (DUBEY et al., 2004).

Amezcua-Veja et al. (2006) descreveram a importância da relação entre
diferentes elementos como C e N, C e P, C e Fe ou C e Mg na produção de

biopolímeros e na otimização de seus processos de obtenção.

Recentemente, a borra oleosa do fundo de tanques da Petrobrás, contendo

querosene, óleo diesel e petróleo, foi utilizado como matéria-prima de baixo custo
para a produção de biossurfactante pela bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada

de solo contaminado (PIRÔLLO, 2006).

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

os respectivos micro-organismos utilizados na produção de biossurfactantes.

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

na produção de biossurfactantes.

Matéria-prima de baixo
custo ou resíduos

Tipo de
biossurfactante

Espécie microbiana produtora Rendimento
máximo (g/L)

Óleo de babaçu
Óleo de milho

Glicolipídeo
Glicolipídeo

Candida lipolytica IA 1055
Candida bombicola ATCC

22214

---

400
Óleo de girassol e óleo de
soja

Raminolipídeo
Lipídeo

manosileritritol

Pseudomonas aeruginosa
DS10-129

Candida sp. SY16

4,31 / 2,98

95
Óleo residual de fritura
(óleos de oliva e girassol)

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa 47T2
NCIB 40044

2,7

Óleo residual de fritura
(óleos de oliva e girassol)

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa 47T2
NCIB 40044

2,7

Resíduo de refinaria de
óleo vegetal

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa LBI 11,72

Resíduo de refinaria de
óleo de girassol

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa LBI 16

Resíduo de refinaria de
óleo vegetal

Glicolipídeo Candida antactica e/ou Candida
apicola

10,5 / 13,4

Solo e resíduo de refinaria Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa AT10 0,92
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de óleo vegetal
Efluentes do
processamento de Batatas

Lipopeptídeo Bacillus subtilis ---

Manipueira Lipopeptídeo Bacillus subtilis ATCC 21332 e
Bacillus subtilis LB5a

2,2 – 3,0

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006.

1.3.8 Desenvolvimento de Bioprocessos para a Produção e
Recuperação de Biossurfactantes

Um processo eficiente e econômico constitui a base de qualquer indústria

biotecnológica com fins lucrativos; assim, o desenvolvimento de bioprocessos é o

primeiro passo para a comercialização de todos os produtos biotecnológicos,

inclusive os biossurfactantes. Qualquer tentativa de aumentar o rendimento de um

biossurfactante exige a adição ótima de componentes do meio e a seleção das

condições ótimas que conduzam à produtividade máxima ou ótima (MARCHANT;

BANAT, 2012; MUKHERJEE et al., 2006).

De maneira semelhante, técnicas e métodos de processamento eficazes são

necessários para a máxima recuperação do produto.

Vários elementos, componentes do meio e precursores são mencionados

como capazes de afetar o processo de produção dos biossurfactantes e a

quantidade e a qualidade finais. Segundo a literatura, elementos como o nitrogênio,

o ferro e o manganês afetam o rendimento dos biossurfactantes. Da mesma

maneira, as proporções entre diferentes elementos como C:N, C:P, C:Fe ou C:Mg

afetam a produção de biossurfactantes e a sua otimização intensifica a produção

(MAKKAR et al., 2011; BANAT et al., 2010; AMEZCUA-VEJA et al., 2007). A

maximização da produtividade ou a minimização dos custos de produção exigem o

uso de estratégias de otimização do processo, envolvendo múltiplos fatores.

Mesmo que se obtenha uma produção ótima utilizando-se meios e condições

de cultivo adequados, o processo de produção ainda requer métodos eficazes e

econômicos de recuperação dos produtos. Assim, um fator importante na

determinação da viabilidade de um processo de produção em escala comercial é a

disponibilidade de procedimentos de recuperação e “downstream” econômicos. No
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caso de muitos produtos biotecnológicos, os custos do processamento

correspondem a 60% dos custos totais de produção. Vários métodos convencionais

para a recuperação de biossurfactantes como precipitação com ácidos, extração

com solventes, cristalização, precipitação com sulfato de amônio e centrifugação têm

sido amplamente mencionados na literatura (MUTHUSAMY et al., 2008).

Alguns métodos de recuperação não-convencionais foram utilizados nos

últimos anos. Esses procedimentos tiram vantagem de algumas propriedades dos

biossurfactantes – como a atividade superficial ou a capacidade de formar micelas –

e são particularmente adequados à recuperação contínua em larga escala de

biossurfactantes extracelulares do líquido metabólico. Alguns exemplos dessas

estratégias de recuperação de biossurfactantes incluem fracionamento de espuma

(DAVIS et al., 2001; NOAH et al., 2005), ultrafiltração (SEN, SWAMINATHAN et al.,

2005), adsorção-dessorção em resinas de poliestireno e cromatografia de troca

iônica (REILING et al., 1986). Uma das principais vantagens desses métodos é a

capacidade de operar de modo contínuo na recuperação de biossurfactantes com

um alto nível de pureza. Biossurfactantes com alto teor de pureza são exigidos em

indústrias como a farmacêutica, alimentícia e cosmética, as quais irão exigir a

aplicação dessas técnicas de recuperação.

Novas pesquisas são necessárias para aperfeiçoar as fases de

processamento já existentes, tornando-as mais competitivas em termos de custos.

Muitas vezes, uma só técnica de processamento não é suficiente para a

recuperação e purificação do produto. A Tabela 3 descreve os procedimentos de

recuperação dos biossurfactantes e suas vantagens.
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Tabela 3: Propriedades físico-químicas dos métodos de recuperação de

biossurfactantes e suas vantagens relativas.

Processo de
recuperação

Propriedade responsável
pela seleção do método

de separação
Instrumentação

necessária
Vantagens

Precipitação ácida Biossurfactantes se tornam
insolúveis a baixos pH

Não requer
equipamentos

Baixo custo; eficiente na
recuperação do surfactante

bruto

Extração com
solventes
orgânicos

Biossurfactantes são
solúveis em solventes

orgânicos devido à
presença da cadeia

hidrofóbica

Não requer
equipamentos

Eficiente na recuperação do
surfactante bruto e na

purificação parcial; natureza
reutilizável

Precipitação por
sulfato de amônio

Exclusão da fase saturada
em sal pelo biossurfactante
polimérico rico em proteínas

Não requer
equipamentos

Efetiva no isolamento de
determinados tipos de

biossurfact. Poliméricos

Centrifugação
Biossurfactantes insolúveis

precipitam em função da
força centrífuga

Necessidade de
Centrífuga

Reutilizável; efetiva na
recuperação do surfactante

bruto

Fracionamento de
espuma

Biossurfactantes, devido à
atividade surfactante,

formam e se particionam na
espuma

Construção de
biorreatores

especiais que
facilitem a

recuperação da
espuma durante
a fermentação

Utilizado em processos
contínuos de recuperação;

alta pureza do produto

Ultrafiltração em
membrana

Biossurf. formam micelas
acima da CMC, as quais

são retidas em membranas
poliméricas

Unidades de
ultrafiltração com

membrana
polimérica porosa

Rápido; recuperação em
apenas uma etapa; alto grau

de pureza

Adsorção em
resinas de
poliestireno

Biossurf. são adsorvidos em
resinas poliméricas e
podem ser desorvidos

usando solvente orgânico

Resina de
poliestireno

empacotada em
colunas de vidro

Rápido; recuperação em
apenas uma etapa; alto grau

de pureza; reutilizável

Adsorção em
carbono ativo

Biossurf. são adsorvidos em
carvão ativo e podem ser

desorvidos usando solvente
orgânico

Não requer
equipamentos;

pode ser
adicionado ao

meio de cultivo;
também pode ser
empregado em

colunas de vidro

Pureza elevada do
biossurfact.; baixo custo;

reutilizével; recuperação em
cultura contínua

Cromatografia de
troca iônica

Biossurf. carregados se
ligam a resinas trocadoras

de íons e podem ser eluídos
com um tampão específico

Resinas
trocadoras de

íons
empregadas em

colunas

Alta pureza, reutilização,
rápida recuperação do

produto
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Extração por
solvente (com
MTBE)

Biossurf. são solúveis em
solventes orgânicos devido

à presença de cadeia
hidrofóbica

Não requer
equipamentos

Menos tóxico do que os
solventes convencionais;

baixo custo

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006.

Nesses casos, uma estratégia de recuperação de múltiplas fases, utilizando

uma seqüência de fases de concentração e purificação, é muito mais eficaz

(REILING et al., 1986). Num processo de recuperação de múltiplas etapas dos

biossurfactantes, será possível obter o produto a qualquer grau de pureza desejado.

Biossurfactantes brutos ou impuros obtidos nas fases iniciais do processo de

recuperação podem ser utilizados em aplicações ambientais e também na

recuperação de petróleo e nas indústrias de tintas e têxtil e obtidas a custos mais

baixos (MARCHANT; BANAT, 2012). Em alternativa, os biossurfactantes de elevado

grau de pureza exigido pelas indústrias farmacêutica, alimentícia e cosmética podem

ser obtidos por meio de novos estágios de purificação. Este tipo de recuperação de

fases múltiplas deverá ser útil nas indústrias que produzem biossurfactantes para

uma vasta gama de aplicações (MUKHERJEE et al., 2006).

1.4 Métodos de Extração de Biossurfactantes

A análise química e estrutural de surfactantes microbianos pode ser realizada

utilizando uma grande variedade de técnicas, desde simples ensaios colorimétricos à

técnicas sofisticadas como espectrometria de massa (MS) e ressonância magnética

nuclear (RMN). Os métodos utilizados dependem grandemente da quantidade de

informação desejada. Recomenda-se que um procedimento experimental tenha

como base as seguintes etapas chave: (1) extracção de glicolípidos a partir do meio

de cultura, (2) detecção, (3) purificação e separação do produto bruto (4) análise

estrutural do produto através da utilização de CLAE, MS e RMN. Para uma

identificação completa, entretanto, é necessário o uso combinado de alguns ou de

todos esses recursos em conjunto para superar as dificuldades adicionais causadas

pela presença, por exemplo, de vários tipos estruturais ou de isômeros da mesma

molécula. Algumas das técnicas podem ser realizadas sem a necessidade de
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equipamentos complexos, enquanto outras utilizam equipamentos refinados que

requerem um técnico com conhecimento apurado para sua operação (SMYTH et al.,

2010). Os diferentes métodos estão descritos a seguir.

1.4.1 Extração de biossurfactantes

O objetivo dessa técnica é obter um extracto bruto livre a partir do meio de

cultura aquoso. Embora uma variedade de métodos esteja disponível, o mais

comumente utilizado é de extracção com solventes orgânicos como clorofórmio,

metanol e acetato de etila, entre outros.

1.4.2 Detecção colorimétrica

Métodos colorimétricos podem ser usados para determinar a presença dos

biossurfactantes em qualquer meio de cultura ou do extrato. A detecção pode ser

realizada utilizando ensaios de detecção de porções de açúcar, tais como antrona

(HODGE; HOFREITER, 1962) ou ensaio de orcinol sem a necessidade de extração.

No entanto, interferências de produtos químicos e fontes de carbono podem resultar

em resultados imprecisos e, portanto, só deve ser utilizado como um indicador

aproximado de biossurfactante (SMYTH et al., 2010).

1.4.3 Detecção e/ou purificação por Cromatografia em Camada Delgada

A Cromatografia em camada fina (TLC) é um método simples que permite a

detecção de glicolípidos e também pode fornecer informações sobre possíveis tipos

estruturais de biossurfactantes presentes. A detecção por TLC deve ser realizada

antes de procedimentos de purificação e também pode ser usada para determinar a

pureza, após as etapas de purificação. Geralmente, um número de impurezas é

geralmente co-extraída durante a extração, juntamente com vários tipos estruturais

do biossurfactante alvo, que são produzidos em quantidades variáveis. Estes podem

necessiatar de avaliação por separação e remoção das impurezas (SMYTH et al.,

2010).
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1.4.4 Cromatografia em Coluna de Sílica Gel

A cromatografia em coluna é um método de custo relativamente reduzido, que

pode ser usado para purificar biossurfactantes. Usando esta técnica, desde milli-

gramas a quilo gramas de biossurfactantes podem ser obtidos livre de impurezas; a

técnica também pode ser usada para separar os tipos estruturais de glicolípidos para

posterior análise (SMYTH et al., 2010).

1.4.5 Análise de biossurfactantes

Uma vez que os biossurfactantes são isolados na forma pura, a análise é

necessária para quantificar e/ou investigar características estruturais. Numerosas

técnicas têm sido desenvolvidas atualmente para analisar biossurfactantes, quer na

molécula intacta ou através do rompimento da estrutura em seus ácidos graxos e

carboidratos. Entre estas técnicas, a espectrometria de massa oferece a maior

quantidade de informações no que diz respeito à pureza e conformação estrutural

(SMYTH et al., 2010).

1.4.5.1 Análise de lipídeos

Os biossurfactantes glicolipídicos variam muito em sua porção lipídica;

portanto, a análise dos lipídeos fornece informação estrutural detalhada, que permite

a identificação de estruturas glicolípidicas. O processo envolve a clivagem hidrolítica

da ligação entre o hidrato de carbono e as porções lípidicas por hidrólise e

subsequente derivatização das cadeias de ácido graxo resultantes para ésteres

metílicos de ácidos graxos, que serão analisados por CG ou GC-MS (BRANDL et al.,

1988).

1.4.5.2 Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)

A CLAE é um método que permite a separação de biossurfactantes e quando

acoplado com detector de espalhamento de luz evaporativa (ELSD) ou
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espectrometria de massa fornece informações valiosas necessárias para a

identificação e quantificação dos biossurfactantes. A associação CLAE-UV (ultra

violeta) pode também ser utilizada quando os compostos teste foram derivatizados

para ésteres p-bromofenacil (MATA-SANDOVAL et al, 1999). Ambos CLAE-UV e

CLAE-ELSD requerem comparação com tempos de retenção de padrões para

permitir a identificação da estrutura, no entanto, a presença de isómeros não pode

ser detectado por espectrometria de massas (SMYTH et al., 2010).

1.4.5.3 Espectrometria de massa (MS)

A espectrometria de massa representa um poderoso método para análise de

biossurfactantes, proporcionando informação estrutural detalhada sobre a massa

molecular dos compostos em estudo. Tandem MS (MS/MS) resulta na fragmentação

das estruturas, permitindo assim a identificação de isómeros individuais, sem a

necessidade de separação. Além disso, quando combinado com a CLAE, oferece o

método mais sensível para identificação e quantificação de biossurfactantes. Uma

desvantagem, no entanto, é que requer elevado nível de purificação, livre de os sais

e lípidos não polares livres, que podem induzir supressão dos sinais de íons em

condições de esclerose múltipla. Biossurfactantes podem ser analisados em todos

os tipos de espectrômetros de massa, com ionização por electrospray (ESI-MS) com

a matriz de ionização de dessorção a laser assistida (MALDI). Tal como acontece

com todos os equipamentos, a técnica experimental irá variar muito, dependendo do

fabricante do instrumento e do software (SMYTH et al., 2010).

1.4.5.4 Análise por MALDI

A MALDI consiste em uma técnica de espectrometria de massa por ionização

leve que permite a identificação de compostos intactos. Basicamente, as amostras a

serem analisadas são misturadas com uma matriz e secas sobre uma plataforma na

qual um laser é disparado com vários graus de energia, formando assim íons

gasosos que podem então ser observados em um analisador de tempo de vôo (TOF)

(SMYTH et al., 2010; PRICE et al., 2008).
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1.4.5.5 Análise por Ressonância Magnética nuclear (RMN)

As metodologias previamente relatadas permitem quase que a identificação

completa da estrutura molecular de um biossurfactante. Para alcançar uma

determinação estrutural completa, a RMN é o método mais potente, capaz de

identificar os grupos funcionais, bem como a posição das ligações dentro do hidrato

de carbono e moléculas lipídicas. Utilizando uma série de experimentos de RMN, a

localização exata de cada grupo funcional pode ser obtida. Informações sobre os

isómeros estruturais também podem ser fixadas. Os biossurfactantes devem ser

dissolvidos em clorofórmio deuterado e uma série de 1D (1H e 13C) e experimentos

2D (tais como COSY, ROSY, HMQC e HMBC) devem ser realizados por RMN

(SMYTH et al., 2010).

1.4.5.6 Considerações sobre os processos de extração de biossurfactantes

O tempo necessário para executar os procedimentos de extração pode ser

afetado por diversos fatores, tais como volume da amostra ou presença da produção

de substratos residuais (óleos, em particular). Os métodos anteriormente descritos

requerem, em média, os intervalos de tempo discriminados a seguir (SMYTH et al.,

2010).

1- Extracção - varia de acordo com a quantidade de material a ser extraído.

Cerca de 100 ml poderia ser extraído e seco no espaço de 2 horas.

2- Ensaio colorimétrico e Cromatografia em Camada Delgada – dura cerca de

3 horas.

3- Purificação por Cromatografia em Coluna de Sílica Gel - depende da

quantidade a ser purificada, mas pode variar de 1 dia a 2 semanas.

4- Análise lipídica – a derivatização combinada e análise por GC-MS necessita

de 1 dia.

5- CLAE-ELSD – dura cerca de 1 hora por amostra.

6- ESI-MS - 10 minutos por amostra, incluindo as etapas de limpeza.
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7- CLAE-MS - entre meia hora a uma e meia por amostra, dependendo do

tempo de execução.

8- RMN - 1 hora por experiência ou, no máximo, 1 dia por amostra.

1.5 Economia na Produção de Biossurfactantes

Nos processos biotecnológicos a economia é sempre um fator importante,

especialmente nos casos de produção de biossurfactantes. O sucesso da produção

de biossurfactantes depende do desenvolvimento de processos de baixo custo e da

utilização de substratos mais baratos, que representam de 10 a 30 % do custo total

de produção. Os biossurfactantes têm que competir com os surfactantes

petroquímicos considerando três aspectos: custo, funcionalidade e capacidade de

produção junto à necessidade de aplicação pretendida (BANAT et al., 2010;

COIMBRA et al., 2009; RUFINO et al., 2008; MUTHUSAMY, 2008; CAMEOTRA;

MAKKAR, 1998).

O alto custo de produção de biossurfactantes pode ser absorvido, se usado

em pouca quantidade, na produção de cosméticos, de medicamentos e de

alimentos; por outro lado, para aplicações mais abrangentes, como a recuperação

de óleos, a qual requer altos volumes de surfactantes, o alto custo de produção

ainda dificulta a utilização destes biocompostos (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Pattanath et al. (2008), sugerem quatro fatores para a redução dos custos dos

biossurfactantes. Os micro-organismos (selecionados, adaptados ou criados para

produção em larga escala), o processo (selecionado, adaptado ou criado para

garantir baixo custo operacional), o meio de cultura (adaptado para baixo custo) e o

processamento de produtos reciclados (mínimos ou gerenciados para venda mais do

que para a queda).

A produção de biossurfactantes pode ser espontânea ou induzida pela

presença de compostos lipofílicos, por variações de pH, temperatura, aeração e

velocidade de agitação, ou ainda, quando o crescimento celular é mantido sob
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condições de estresse, como baixas concentrações da fonte de nitrogênio (DESAI;

BANAT, 1997).

A produção de biossurfactantes a um baixo custo é dificultada quando se faz

necessário uma refinação extensiva. Para o desenvolvimento de processos deve-se

usar biossurfactantes capazes de serem recuperados por técnicas simples e

baratas. O processo mais comum de recuperação dos biossurfactantes é a extração

com solventes (clorofórmio-metanol, diclorometano-metanol, butanol, acetato de

etila, pentano, hexano e ácido acético, entre outros). Todavia, tem sido reportada

técnicas de precipitação dos produtos como a precipitação por sulfato de amônia,

centrifugação por cristalização, adsorção, fermentação fracionária, etc. Vários

processos de recuperação de biossurfactantes estão demonstrados na Tabela 4

(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Tabela 4: Processos de recuperação de biossurfactantes.

Processo Recuperação de biossurfactante
Precipitação do sulfato de amônia Emulsan

Biodispersan
Bioemulsifier

Precipitação de acetona Bioemulsificantes
Glicolipídios

Precipitação de ácido Surfactin
Trealoselipídios

Extração de solvente Sophorolipídios
Liposan
Celobiolipídios

Cristalização Glicolipídios
Centrifugação Glicolipídios

Ramnolipídios

Adsorção Lipopeptídeos
Glicolipídios

Fermentação Fracionada Surfactin

Filtração de fluxo tangencial Biossurfactante misto

Precipitação Glicolipídios

Ultrafiltração Glicolipídios

Fonte: MAKKAR; CAMEOTRA, 2002.
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Abstract

The bacterium Pseudomonas cepacia CCT6659 cultivated with 2% soybean waste

frying oil and 2% corn steep liquor as substrates produced a biosurfactant with

potential application in the bioremediation of soils. The biosurfactant was classified

as an anionic biomolecule composed of 75% lipids and 25% carbohydrates.

Characterization by proton nuclear magnetic resonance (1H and 13C NMR) revealed

the presence of carbonyl, olefinic and aliphatic groups, with typical spectra of lipids.

Four sets of biodegradation experiments were carried out with soil contaminated by

hydrophobic organic compounds amended with molasses in the presence of an

indigenous consortium, as follows: Set 1 – soil + bacterial cells; Set 2 – soil +

biosurfactant; Set 3 – soil + bacterial cells + biosurfactant; and Set 4 – soil without

bacterial cells or biosurfactant (control). Significant oil biodegradation activity (83%)

occurred in the first ten days of the experiments when the biosurfactant and bacterial

cells were used together (Set 3), while maximum degradation of the organic

compounds (above 95%) was found in Sets 1 , 2 and 3 between 35 and 60 days. It is

evident from the results that the biosurfactant alone and its producer species are both

capable of promoting biodegradation to a large extent.

Keywords: biosurfactant, biodegradation, Pseudomonas, hydrophobic organic

compounds, industrial residues.
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1. Introduction

Environmental pollution caused by petroleum and its derivatives, such as

diesel fuel, heavy oil, gasoline, fuel residues, mineral oil and engine oil, is an issue of

the utmost importance regarding both economic development and ecological

restoration. Considerable amounts of petroleum products contaminate groundwater

and soil as a consequence of leaks and spills from petroleum refinery processes, oil

transportation and storage tanks. While contamination is caused by accidents in

some cases, it is often the result of negligent disposal [1].

Bioremediation is used for the degradation of hydrophobic organic compounds

(HOCs) in contaminated soil and water due to its environmental and economic

advantages over other physicochemical remediation methods, such as low

temperature thermal desorption [2], incineration, photodegradation [3] and

phytoremediation [4,5,6,7]. In this process, pollutants are mainly degraded by

microorganisms or specific enzymes in solutions in which contaminants are available

for microbial action [8,9,10]. However, the hydrophobicity and low degree of aqueous

solubility of most HOCs often result in very slow, frequently unsatisfactory

biodegradation. Therefore, overcoming the limited accessibility of these hydrophobic

pollutants to microbes or enzymes is a pivotal issue in bioremediation processes [11].

To date, the main approach for enhancing the bioavailability of HOCs is the

use of synthetic or natural surfactants [9,12,13,14,15], which promote the solubility of

HOCs and improve the biodegradation process [11]. Biosurfactants are surface-

active compounds produced by microorganisms and are characterized as organic

molecules containing a hydrophobic portion and a hydrophilic portion, allowing these
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substances to act at the interface of different compounds [16]. Biosurfactants are

classified based on their chemical composition as glycolipids, lipopolysaccharides,

oligosaccharides or lipopeptides and are produced by diverse bacterial genera

[17,18].

The chemical and structural analysis of biosurfactants can be carried out using

a broad range of techniques ranging from simple colorimetric assays to sophisticated

mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) techniques. The

method used greatly depends on the amount of information that is required. An

experimental procedure should be based on the following key steps: 1) extraction of

biosurfactant from the culture medium; 2) detection; 3) purification and separation of

the crude product; and 4) structural analysis through the use of high-performance

liquid chromatography, MS and/or NMR. Information from the analysis allows the

optimization of production yields and the assembly of glycolipids with different

structural characteristics. Therefore, the ability to drive production in a certain

direction allows microbiologists to produce different types of glycolipids depending on

the biological activity required, such as a reduction in surface tension [19].

Biosurfactants have received considerable attention in the field of

environmental remediation processes. These substances influence such processes

due to their efficacy as dispersion and remediation agents as well as their

environmentally friendly characteristics, such as low toxicity and high biodegradability

[20,21,22]. Despite these important advantages, biosurfactants have not yet been

employed extensively in industry due to their relatively high production cost. One

strategy for reducing this cost is the use of alternative substrates, such as

agroindustrial wastes [23].
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In the present study, soybean waste frying oil and corn steep liquor were used

as cheap substrates for biosurfactant production. The biosurfactant produced from

Pseudomonas cepacia was characterized and its HOC biodegradation potential was

investigated in contaminated soil.

2. Materials and Methods

2.1.Materials

All chemicals were of reagent grade. Growth media were purchased from

Difco Laboratories (USA). Soybean waste frying oil was obtained from a local

restaurant in the city of Recife, state of Pernambuco, Brazil, stored according to the

supplier’s recommendations and used without any further processing. Corn steep

liquor was obtained from “Corn Products do Brasil” in the municipality of Cabo de

Santo Agostinho, state of Pernambuco, Brazil.

2.2.Soil

Soil contaminated with HOCs was used in the experiments. The soil was

collected from old underground oil reservoirs located in the city of Recife, state of

Pernambuco, Brazil. Soil samples (1 Kg) were homogenized and left to stand at room

temperature for subsequent use.
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2.3.Bacterial strain and preparation of seed culture

A strain of P. cepacia CCT669 was obtained from the culture collection of the

André Tosello Research and Technology Foundation in the city of Campinas, state of

São Paulo, Brazil. The cultures were maintained on nutrient agar slants at 4 C. For

pre-culture, the strain from a 24-h culture on nutrient agar was transferred to 50 ml of

nutrient broth to prepare the seed culture. The cultivation conditions for the seed

culture were 28 C, 150 rpm and 10 to 14 h of incubation.

2.4. Fermentation media

The components of the production medium were dissolved in a mineral medium

containing 0.2% NaNO3, 0.05% KH2PO4, 0.1% K2HPO4, 0.05% MgSO4.7H2O, 0.01%

KCl and 0.001% FeSO4.7H2O. The pH was adjusted to 7.0 by 1.0 M HCl. Two

percent canola waste frying oil and 2% corn steep liquor were added. Two percent

aliquots (v/v) of the cell suspension (0.7 optical density at 600 nm), corresponding to

an inoculum of 107 CFU/ml, were used to inoculate 500-ml Erlenmeyer beakers

containing 100 ml of sterile production medium. Cultivation was carried out at 27 °C

with agitation at 200 rpm for 120 h in a Marconi MA832 shaker (Marconi LTDA,

Brazil). No pH adjustment was performed during cultivation. At the end of

fermentation, samples were taken from the liquid culture to determine the surface

tension.
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2.5. Determination of surface tension

Changes in surface tension were determined in the cell-free broth obtained by

centrifuging the cultures at 5000 x g for 20 min. Surface tension was determined

using a Sigma 70 Tensiometer (KSV Instruments LTD - Finland) at room

temperature. Tensiometers determine the surface tension with the aid of an optimally

wettable ring suspended from a precision scale. With the ring method, the liquid is

raised until contact with the surface is registered. The sample is then lowered again

so that the film produced beneath the liquid is stretched for the determination of

maximum force, which is used to calculate the surface tension. The instrument was

calibrated against Mill-Q-4 ultrapure distilled water (Millipore, Illinois, USA). Prior to

use, the platinum plate and all glassware were sequentially washed with chromic

acid, deionised water and acetone and flamed with a Bunsen burner.

2.6. Biosurfactant isolation

The biosurfactant was extracted from the culture media after cell removal by

centrifugation at 5000 x g for 30 min. The supernatant pH was adjusted to 2.0 with

HCl 6.0 M and an equal volume of CHCl3/CH3OH (2:1) was added. The mixture was

vigorously shaken for 15 min and allowed to set until phase separation. The organic

phase was removed and the operation was repeated twice. The product was

concentrated from the pooled organic phases using a rotary evaporator. The viscous

yellowish product was dissolved in methanol and concentrated again by evaporation

of the solvent at 45 °C [24]. The resulting residue was freeze dried. Partially purified
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freeze-dried biosurfactant was used in the subsequent analyses and biodegradation

experiments.

2.7. 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 phenol-sulfuric acid method [25]. Lipid content was determined

based on the method described by Manocha et al. [26]: 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 in a vacuum and the lipid content was

determined by gravimetric estimation.

2.8. Determination of ionic nature of biosurfactant

The ionic charge of the biosurfactant was determined using the agar double

diffusion method [27]. 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 nature of

the biosurfactant, was monitored over a 48-h period at room temperature.
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2.9. Biosurfactant characterization using thin-layer chromatography

After isolation of the biosurfactant, a 0.1-g sample was dissolved in methanol

and analyzed using 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 vapor 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 ºC for 30 to 40 min until the appearance of the respective

colors [28,29].

2.10. Biosurfactant characterization using Nuclear Magnetic Resonance

All NMR experiments were performed with a VNMRS400 spectrometer

(Varian, Palo Alto, USA) operating at 400.0 and 100.0 MHz for the 1H and 13C

nucleus, respectively. The biosurfactant was dissolved in CD3OD. The residual signal

of the solvent (δH 3.31 ppm) and the signal of the methyl group (δC 49.0 ppm) were

used as reference for the chemical shift to 1H and 13C NMR spectra, respectively. To

assess microbial action, the organic phase of the samples was extracted with CDCl3

and the residual signal of the solvent (δH 7.26 ppm) was used as reference. Spectra

were determined with a PFG 5 mm probe, pulse of RF equivalent at 45º, an

acquisition time of 3.2 s, delay of 1.0 s and 64 repetitions.
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2.11. Evaluation of oil-degrading ability in contaminated soil

Samples of contaminated soil (10 g) were added to 100 mL of drinking water

and the mixture was enriched with 1 mL of molasses. This mixture constituted the

indigenous consortium. Then, 2% of the isolated biosurfactant and/or 1% of its

microbial-producing species (previously cultivated in nutrient broth) were added and

the medium was placed in a rotary shaker at 150 rpm and 28 °C for 60 days (Table

1). The experiments were performed in triplicate using 125-ml Erlenmeyer beakers.

Samples of 5 mL were removed after 5, 10, 35, 45 and 60 days for HOC analysis by

NMR.

Please insert Table 1

2.12. Analysis of hydrophobic organic compounds

The degradation of HOCs was determined by 1H NMR spectroscopy. Soil

samples of 3.0 mL were extracted with 700 µL of chloroform-d. The organic phase

was transferred to the NMR tube and 1.12 x 10-5 mol of benzene (1.0 µL, 99%, d =

0.88 g.mL-1) was used as internal standard to estimate the variation in integration

area under the signal between δH 0.0 and 2.8 ppm in the spectra. The percentage of

degradation was estimated from the relationship between the integration area in the

control and each sample collected, according with the following equation:
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in which Acontrol and Aset are the relative areas under the signal in the control and set

spectra. The area under the benzene signal (δH 7.4 ppm) was maintained constant

and equal to 100.

3. Results and Discussion

3.1. Biosurfactant characterization

The production of the biosurfactant form P. cepacia CCT6659 cultivated in

mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste frying oil as the carbon

source and 2.0% corn steep liquor as the nitrogen source has been described. This

biosurfactant is able to reduce the surface tension of the medium from 70 mN/m to

27.57 mN/m and showed application potential in the oil industry as a complement to

remediation processes involving contaminated soil and water [30].

After fermentation for five days, the biosurfactant was isolated, the surface

tension was verified and the biomolecule was subjected to characterization. The

crude extract from P. cepacia appeared as a viscous, sticky, oily, brown residue. The

biosurfactant was soluble in organic solvents, such as chloroform, methanol, hexane,

ethylether and ethyl acetate. Agar double diffusion tests revealed precipitation lines

between the biosurfactant produced by P. cepacia and the cationic compound used

as reference (barium chloride), whereas no lines were formed between the

biosurfactant and the anionic compound (SDS). Under the experimental conditions of

the present study, this very simple test confirmed the anionic nature of the
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biosurfactant. Biosurfactants produced from other species of the genus

Pseudomonas have also been described as anionic using the same method [24, 27].

The biosurfactant extracted from the cell-free broth was analyzed using TLC

and visualized with specific reagents. A spot was produced with a retention factor

(Rf) of 0.9, which demonstrated positive reactions for sugars with Molish reagents

and for lipids with iodine vapors, but negative reactions for amino groups with

ninhydrin (Fig. 1). The presence of both glycosyl units and lipid moieties on the same

spot suggests that the sample was a glycolipid. These results are similar to the

profiles described for a biosurfactant from P. aeruginosa grown in glycerol, for which

the Rf for rhaminolipids was 0.85 [24].

The chemical composition analyses of the biosurfactant produced by P.

cepacia revealed the presence of 75% lipids and 25% carbohydrates, suggesting

once again the glycolipid nature of the compound, as demonstrated by TLC. A minor

fraction of protein was found in the samples, likely resulting from remaining culture

media co-precipitated with the biosurfactant during the extraction process. According

to the literature, most surfactants produced by species of Pseudomonas are

glycolipids in nature [24,31,32].

Please insert Figure 1

Biosurfactants are generally macromolecules and it is not easy to determine

their chemical structure, especially when these compounds are produced from

industrial waste. However, the determination of the structural formula of these

compounds is fundamental to increasing the production yield and designing of novel

compounds with specific structural features.
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Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is a powerful tool for

structural elucidation, which is obtained in 1D and 2D experiments. In organic

chemistry, the main tools for structural elucidation are 1H and 13C NMR spectra

associated with 2D experiments, such as 1H-1H COSY, 1H-1H TOCSY, 1H-13C

HMQC, 1H-13C HMBC and NOESY [33]. Other techniques also are used, such as

mass spectrometry (MS), especially MALDI-TOF, and infrared spectroscopy [34,35].

However, NMR and MS are the more powerful. In the present study, NMR was used

to identify the class of the biosurfactant produced and investigate the biodegradation

of petroleum-derived compounds. Fig. 2 shows the 13C NMR spectrum (Attached

Proton Transfer – APT) of samples containing the biosurfactant.

Please insert Figure 2

The APT spectrum shows the signals as a function of the phase or the number

of hydrogen nuclei bonded to carbon. CH3 and CH nuclei have a positive phase,

while CH2 and C nuclei have a negative phase. Figure 1 shows three different

regions: a) δ between 10.0 and 40.0 ppm, attributed to aliphatic groups; b) δ between

120.0 and 140.0 ppm, attributed to olefinic groups; and c) a signal at δ 177.5 ppm,

attributed to the carbonyl group. Two signals with a positive phase were found in the

aliphatic region and were therefore attributed to methyl groups. Moreover, a set of

signals with a negative phase were attributed to methylene groups. All signals in the

olefinic region had a positive phase and were attributed to CH groups.

Fig. 3 shows the 1H NMR spectrum of the biosurfactant from P. cepacia,

demonstrating two well-defined regions. The signals between δ 0.8 and 4.0 ppm and

those between δ 5.0 and 6.0 ppm were attributed to aliphatic and olefinic groups,
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respectively. The signals at δ 3.3 and 5.0 ppm were attributed to the residual signal

of the solvent (methanol) and water.

Please insert Figure 3

1H and 13C NMR of the biosurfactant are typical spectra of lipids [36].

Therefore, the biosurfactant studied is mainly made up of lipids. This conclusion was

corroborated by the TLC assays, which indicated that the biosurfactant was 75%

lipids.

Microbial glycolipids consist of four major groups: rhamnolipids, sophorolipids,

trehalose lipids and mannosylerythritol lipids. Extensive research has been carried

out on rhamnolipids and sophorolipids. Most biosurfactants produced by P.

aeruginosa strains are glycolipids [19]. However, a detailed structural analysis of the

biosurfactant produced by the P. cepacia strain is needed to confirm its glycolipid

nature. An MS analysis of the biosurfactant produced by Lactobacillus delbrueckii

confirmed lipid and glycolipid moieties [23]. NMR analysis has also demonstrated that

the novel isolate Pseudozyma sp. NII 08165 produced a glycolipid biosurfactant,

which was a combination of all the three mannosylerythritol lipid isomers along with

some unknown glycolipids [37].

3.2. Degradation of hydrophobic organic compounds

The oil in the soil was characterized as a complex mixture of aliphatic

compounds. In the present study, only fractions of alkanes were determined. The

initial sample characterization revealed approximately 100% aliphatic compounds.
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According to Toledo et al. [38], the relative proportions of these fractions vary from oil

to oil and the susceptibility of a specific oil to microbial degradation can be predicted

from this composition. According to Mohamed et al. [39], the biodegradability of

petroleum compounds follows a decreasing preferential order: n-alkanes > branched-

chain alkanes > branched chain alkenes > monoaromatic > cycloalkanes >

polyaromatic > asphaltenes. Fractions containing n-alkanes are usually more

susceptible to biodegradation, whereas saturated fractions containing branched

alkanes are less vulnerable to microbial attack [38].

One of the main factors affecting the biodegradation efficiency of complex oil

compounds is the low availability of contaminants for microbial attack. Increasing

substrate solubilization through the use of a biosurfactant is a way to the enhance

bioavailability and metabolism of contaminants. In the treatment of areas

contaminated with complex compounds, which are difficult to degrade, it is both

economically and environmentally advantageous to use indigenous microorganisms

that exhibit degradation capacity together with a biosurfactant [40, 41]. Biosurfactants

affect the biodegradation process by increasing the solubility and dispersion of the

compound in one of two ways: increasing the surface area of the hydrophobic water-

insoluble substrate or increasing the bioavailability of hydrophobic water-insoluble

substances [42].

As the rate of natural attenuation is generally slow, measures are often

adopted to speed up the removal of pollutants. The most widely used mechanism in

bioremediation is the stimulation of indigenous microorganisms through the addition

of carbon substrates and nutrients [43]. According to Teng et al. [44], indigenous soil

microorganisms have some capacity to degrade hydrocarbons, but effectiveness is
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limited and long periods of time are required. Thus, either carbon sources are added

as cometabolic substrates or soil enzymatic activity is accelerated to enhance the

bioremediation of soil contaminated with hydrocarbons. Su et al. [1] found that the

biodegradation of motor oil by P. aeruginosa SU-1 was accelerated from 55.9% to

64.4% by adding yeast extract. In the present study, molasses was added to increase

the rate of degradation of the HOCs in the soil. A laboratory-scale experiment of the

biosurfactant-enhanced degradation of HOCs in the soil samples was conducted.

Figure 4 displays the effects of the addition of the biosurfactant from P. cepacia alone

and with cells of the bacterium in the biodegradation process.

Please insert Figure 4

After five and ten days of cultivation, the experiment performed in the

presence of the biosurfactant and its producing species together (Set 3) was much

more efficient than the experiments conducted in the presence of the biosurfactant

alone (Set 2) or the bacterium cells alone (Set 1). However, the spectra obtained

after 35, 45 and 60 days of cultivation indicated similar performance among the three

conditions, demonstrating the efficiency of both the biosurfactant and its producing

species in degrading high percentages of the HOCs adsorbed to the soil samples.

These findings demonstrate the advantages of applying either the biosurfactant or P.

cepacia cells to enhance the degradation rate of aliphatic compounds from petroleum

derivatives.

Crude oil biodegradation experiments with a biosurfactant from

Oceanobacillus sp. BRI 10 grown in a medium containing 3% glucose resulted in
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56% and 90% degradation on 9th and 27th days, respectively [45]. Cerqueira et al.

[46] analyzed the biodegradation of aliphatic and aromatic hydrocarbons from

petrochemical oily sludge in a liquid medium by a bacterial consortium and five pure

bacterial cultures. The bacterial consortium demonstrated excellent degradation

capacity, reducing 90.7% of the aliphatic fraction and 51.8% of the aromatic fraction

of the oily sludge.

A biosurfactant from Lactobacillus delbrueckii cultured with peanut oil cake as

the carbon source was tested in biodegradation experiments with crude oil. In

agreement with the present findings, significant oil degradation occurred when the

biosurfactant and bacterial cells were used together. The biosurfactant alone was

also capable of promoting biodegradation to a large extent without added fertilizers

[23].

3. Conclusions

The biosurfactant produced by P. cepacia in the presence of industrial wastes

demonstrated potential for use in bioremediation processes. The findings

demonstrate that this biosurfactant can be synthesized from low cost substrates,

such as frying oil and corn steep liquor, for use in environmental applications. The

addition of both the biosurfactant and bacterial cells of P. cepacia favored the

biodegradation of hydrophobic organic compounds. As the insolubility of

hydrocarbons decreases the efficiency and rate of degradation, this limitation can be

overcome by either the addition of a surface active compound (surfactant) to the

growth medium, thereby making hydrocarbons more water soluble and available for
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cells to degrade, or by the addition of degrading microorganisms, such as P. cepacia.

Biosurfactants also stimulate the catabolism of hydrocarbons through a co-

metabolism process, as these organic compounds readily degradable by

microorganisms. All these approaches can make the bioremediation process an

economically and environmentally viable mitigation technology.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Biosurfactant components detected by thin layer chromatography; the

samples were applied in 20 μl volumes in TLC plates and developed with a

CHCl3:MeOH:H3COOH (65:15:2, v/v) solvent system

Fig. 2. 13C NMR spectrum (APT, CD3OD, 100 MHz) of the biosurfactant from P.

cepacia CCT6659 grown in mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste

frying oil and 2.0% corn steep liquor

Fig. 3. 1H NMR spectrum (CD3OD, 300 MHz) of biosurfactant from P.cepacia

CCT6659 grown in mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste frying

oil and 2.0% corn steep liquor

Fig. 4. Percentage of HOCs degradation from 1H NMR spectra data. Set 1 – soil + P.

cepacia cells; Set 2 –soil + P. cepacia biosurfactant; Set 3 – soil + P. cepacia cells +

P. cepacia biosurfactant. SD of 0.50
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Table 1

Formulated mixtures for HOCs biodegradation experiments in soil

Experiment Composition

Set 1 Contaminated soil + P. cepacia cells

Set 2 Contaminated soil + P. cepacia biosurfactant

Set 3 Contaminated soil + P. cepacia biosurfactant + P. cepacia cells

Set 4 Contaminated soil (control)
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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CONCLUSÕES GERAIS

Os estudos realizados permitem as seguintes conclusões:

 A Pseudomonas cepacia CCT6659 apresenta grande potencial como

microrganismo produtor de compostos com atividades surfactante a partir do uso

de resíduos industriais como substratos.

 Os resultados de caracterização obtidos a partir da Cromatografia em Camada

Delgada e da Ressonância Magnética Nuclear como técnicas de identificação

comprovam a eficiência do uso concomitante de uma técnica mais simples e

outra de refinada na identificação de biomoléculas surfactantes.

 A caracterização do biossurfactante sugere uma estrutura glicolipídica, a exemplo

das estruturas dos surfactantes produzidos por outras espécies de

Pseudomonas.

 O biossufactante produzido pela P. cepacia apresenta potencial como

coadjuvante dos processos de remediação de solos contaminados com

compostos orgânicos hidrofóbicos.

 O biossufactante produzido pela P. cepacia não apresenta efeito inibidor sobre

os microrganismos autóctones nas condições estudadas nesse trabalho.

 A bactéria P. cepacia apresenta potencial de aplicação como micro-organismo

degradador de compostos orgânicos hidrofóbicos adsorvidos em solos.

 O uso concomitante do biossurfactante e de seu micro-organismo produtor

apresenta-se como uma alternativa para reduzir o tempo de degradação de

compostos orgânicos hidrofóbicos adsorvidos em solos.
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ANEXOS
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Characterization of biosurfactant produced from industrial wastes by

Pseudomonas cepacia CCT6659 and application in biodegradation of

hydrophobic compounds in soil

Elias J. Silvaa,c, Nathália Maria P. Rocha e Silvab Raquel D. Rufinob, Juliana M. Lunab, Ricardo

O. Silvac, Leonie A. Sarubbob,

SUPPLEMENTARY DATA

The figures 1S-5S present 1H NMR spectra of samples of the experiments as function
of time of incubation.

Figure 1S – 1H NMR spectra (CDCl3, 400 MHz) of sets 1-4 after five days of incubation

Figure 2S – 1H NMR spectra (CDCl3, 400 MHz) of sets 1-4 after ten days of incubation
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Figure 3S – 1H NMR spectra (CDCl3, 400 MHz) of sets 1-4 after thirty five days of
incubation

Figure 4S – 1H NMR spectra (CDCl3, 400 MHz) of sets 1-4 after forty five days of incubation

Figure 5S – 1H NMR spectra (CDCl3, 400 MHz) of sets 1-4 after sixty days of incubation



Silva, E.J. Caracterização de um biossurfactante produzido por Pseudomonas cepacia CCT6659 e
sua aplicação em solo impactado por derivados Petróleo.

100

Colloids and Surfaces B:

Biointerfaces

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces is an international journal devoted to fundamental and

applied research on colloid and interfacial phenomena in relation to systems of biological

origin, having particular relevance to the medical, pharmaceutical, biotechnological, food and

cosmetic fields. The objective of the journal is to cover all aspects of biointerfaces. Therefore

contributions from both biological and physical scientists are strongly encouraged.

Examples of targeted topics are:

• Surface properties of materials of both synthetic and biological origin in relation to biological

interactions.

• Adsorption of surfactants, proteins and other biopolymers, bacteria and mammalian cells.

• Cell-cell interactions and membrane fusion.

• Diffusion and transport in membranes and vesicles.

• Biopolymer and cell immobilization.

• Biofouling of surfaces.

• Biosurfactants and biopolymers: synthesis, surface activity, aggregation, solubilization,

phase behaviour.

• Colloidal drug carriers, including nanoparticles, nanocapsules, liposomes, microspheres,

microcapsules: drug diffusion, drug release kinetics, interactions of drugs and carrier

materials.
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Papers on the use of experimental methods such as X-ray diffraction, ellipsometry; scanning

probe microscopes (STM, AFM), electron microscopy, light scattering techniques, XPS,

FTIR, NMR, and other methods for the study of rapid reactions (temperature jump, stopped

flow, time-resolved fluorescence) and their application to biological problems of an interfacial

nature will also be included.

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces publishes regular research papers, reviews, short

communications and invited perspective articles, called BioInterface Perspectives. The

BioInterface Perspectives provide researchers the opportunity to review their own work, as

well as provide insight into the work of others that inspired and influenced the author. As a

guideline, reviews should have a length of approximately 3500 words (about 3 - 4 printed

pages).

Ethics in Publishing
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Policy and ethics
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prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to

Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the

figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the

electronic text and on the manuscript. See also the section on Electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and

"grammar-check" functions of your wordprocessor.

Subdivision - unnumbered sections
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subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on.
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uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their

first mention in the abstract itself.

The abstract should be no longer than 250 words

Keywords
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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.



Silva, E.J. Caracterização de um biossurfactante produzido por Pseudomonas cepacia CCT6659 e
sua aplicação em solo impactado por derivados Petróleo.

108

Artwork

Electronic artwork

General points

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  bacterium  Pseudomonas  cepacia  CCT6659  cultivated  with  2%  soybean  waste  frying  oil and  2% corn
steep  liquor  as  substrates  produced  a biosurfactant  with  potential  application  in the  bioremediation
of  soils.  The  biosurfactant  was classified  as an  anionic  biomolecule  composed  of  75%  lipids  and  25%
carbohydrates.  Characterization  by proton  nuclear  magnetic  resonance  (1H  and 13C NMR)  revealed  the
presence  of carbonyl,  olefinic  and  aliphatic  groups,  with typical  spectra  of  lipids.  Four  sets  of  biodegrada-
tion  experiments  were  carried  out with  soil  contaminated  by hydrophobic  organic  compounds  amended
with  molasses  in  the  presence  of an indigenous  consortium,  as  follows:  Set  1—soil  +  bacterial  cells;  Set
2—soil  +  biosurfactant;  Set 3—soil  +  bacterial  cells + biosurfactant;  and  Set  4—soil  without  bacterial  cells
or  biosurfactant  (control).  Significant  oil biodegradation  activity  (83%)  occurred  in  the  first  10  days  of
the  experiments  when  the  biosurfactant  and bacterial  cells were  used  together  (Set  3),  while  maximum
degradation  of the  organic  compounds  (above  95%)  was found  in Sets  1–3  between  35 and  60  days.
It  is evident  from  the  results  that  the  biosurfactant  alone  and  its  producer  species  are  both  capable  of
promoting  biodegradation  to a large  extent.

© 2014  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Environmental pollution caused by petroleum and its deriva-
tives, such as diesel fuel, heavy oil, gasoline, fuel residues, mineral
oil and engine oil, is an issue of the utmost importance regarding
both economic development and ecological restoration. Consider-
able amounts of petroleum products contaminate groundwater and
soil as a consequence of leaks and spills from petroleum refinery
processes, oil transportation and storage tanks. While contamina-
tion is caused by accidents in some cases, it is often the result of
negligent disposal [1].

∗ Corresponding author’s at: Universidade Católica de Pernambuco, Centro de
Ciências e Tecnologia Tecnologia, Rua do Príncipe, n. 526, Bo Vista, CEP: 50050-900
Recife, PE, Brazil. Tel.: +55 81 21194084; fax: +55 81 21194000.

E-mail addresses: leonie@unicap.br, leonie@terra.com.br (L.A. Sarubbo).

Bioremediation is used for the degradation of hydrophobic
organic compounds (HOCs) in contaminated soil and water due to
its environmental and economic advantages over other physico-
chemical remediation methods, such as low temperature thermal
desorption [2], incineration, photodegradation [3] and phytore-
mediation [4–7]. In this process, pollutants are mainly degraded
by microorganisms or specific enzymes in solutions in which
contaminants are available for microbial action [8–10]. However,
the hydrophobicity and low degree of aqueous solubility of most
HOCs often result in very slow, frequently unsatisfactory biodegra-
dation. Therefore, overcoming the limited accessibility of these
hydrophobic pollutants to microbes or enzymes is a pivotal issue
in bioremediation processes [11].

To date, the main approach for enhancing the bioavailability
of HOCs is the use of synthetic or natural surfactants [9,12–15],
which promote the solubility of HOCs and improve the biodegra-
dation process [11]. Biosurfactants are surface-active compounds
produced by microorganisms and are characterized as organic

http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2014.02.012
0927-7765/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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molecules containing a hydrophobic portion and a hydrophilic
portion, allowing these substances to act at the interface of dif-
ferent compounds [16]. Biosurfactants are classified based on their
chemical composition as glycolipids, lipopolysaccharides, oligosac-
charides or lipopeptides and are produced by diverse bacterial
genera [17,18].

The chemical and structural analysis of biosurfactants can be
carried out using a broad range of techniques ranging from sim-
ple colorimetric assays to sophisticated mass spectrometry (MS)
and nuclear magnetic resonance (NMR) techniques. The method
used greatly depends on the amount of information that is required.
An experimental procedure should be based on the following key
steps: (1) extraction of biosurfactant from the culture medium; (2)
detection; (3) purification and separation of the crude product; and
(4) structural analysis through the use of high-performance liquid
chromatography, MS  and/or NMR. Information from the analysis
allows the optimization of production yields and the assembly of
glycolipids with different structural characteristics. Therefore, the
ability to drive production in a certain direction allows microbiol-
ogists to produce different types of glycolipids depending on the
biological activity required, such as a reduction in surface tension
[19].

Biosurfactants have received considerable attention in the
field of environmental remediation processes. These substances
influence such processes due to their efficacy as dispersion and
remediation agents as well as their environmentally friendly char-
acteristics, such as low toxicity and high biodegradability [20–22].
Despite these important advantages, biosurfactants have not yet
been employed extensively in industry due to their relatively high
production cost. One strategy for reducing this cost is the use of
alternative substrates, such as agroindustrial wastes [23].

In the present study, soybean waste frying oil and corn steep
liquor were used as cheap substrates for biosurfactant production.
The biosurfactant produced from Pseudomonas cepacia was charac-
terized and its HOC biodegradation potential was  investigated in
contaminated soil.

2. Materials and methods

2.1. Materials

All chemicals were of reagent grade. Growth media were pur-
chased from Difco Laboratories (USA). Soybean waste frying oil
was obtained from a local restaurant in the city of Recife, state of
Pernambuco, Brazil, stored according to the supplier’s recommen-
dations and used without any further processing. Corn steep liquor
was obtained from “Corn Products do Brasil” in the municipality of
Cabo de Santo Agostinho, state of Pernambuco, Brazil.

2.2. Soil

Soil contaminated with HOCs was used in the experiments. The
soil was collected from old underground oil reservoirs located in the
city of Recife, state of Pernambuco, Brazil. Soil samples (1 kg) were
homogenized and left to stand at room temperature for subsequent
use.

2.3. Bacterial strain and preparation of seed culture

A strain of P. cepacia CCT669 was obtained from the culture col-
lection of the André Tosello Research and Technology Foundation
in the city of Campinas, state of São Paulo, Brazil. The cultures
were maintained on nutrient agar slants at 4 ◦C. For pre-culture,
the strain from a 24-h culture on nutrient agar was transferred to
50 mL  of nutrient broth to prepare the seed culture. The cultivation

conditions for the seed culture were 28 ◦C, 150 rpm and 10 to 14 h
of incubation.

2.4. Fermentation media

The components of the production medium were dissolved in
a mineral medium containing 0.2% NaNO3, 0.05% KH2PO4, 0.1%
K2HPO4, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.01% KCl and 0.001% FeSO4·7H2O.
The pH was adjusted to 7.0 by 1.0 M HCl. Two percent canola waste
frying oil and 2% corn steep liquor were added. Two percent aliquots
(v/v) of the cell suspension (0.7 optical density at 600 nm), corre-
sponding to an inoculum of 107 CFU/mL, were used to inoculate
500-mL Erlenmeyer beakers containing 100 mL  of sterile produc-
tion medium. Cultivation was  carried out at 27 ◦C with agitation
at 200 rpm for 120 h in a Marconi MA832 shaker (Marconi LTDA,
Brazil). No pH adjustment was  performed during cultivation. At the
end of fermentation, samples were taken from the liquid culture to
determine the surface tension.

2.5. Determination of surface tension

Changes in surface tension were determined in the cell-free
broth obtained by centrifuging the cultures at 5000 × g for 20 min.
Surface tension was determined using a Sigma 70 Tensiometer
(KSV Instruments Ltd—Finland) at room temperature. Tensiome-
ters determine the surface tension with the aid of an optimally
wettable ring suspended from a precision scale. With the ring
method, the liquid is raised until contact with the surface is reg-
istered. The sample is then lowered again so that the film produced
beneath the liquid is stretched for the determination of maximum
force, which is used to calculate the surface tension. The instrument
was calibrated against Mill-Q-4 ultrapure distilled water (Millipore,
Illinois, USA). Prior to use, the platinum plate and all glassware
were sequentially washed with chromic acid, deionised water and
acetone and flamed with a Bunsen burner.

2.6. Biosurfactant isolation

The biosurfactant was extracted from the culture media after
cell removal by centrifugation at 5000 × g for 30 min. The super-
natant pH was adjusted to 2.0 with HCl 6.0 M and an equal volume of
CHCl3/CH3OH (2:1) was added. The mixture was vigorously shaken
for 15 min  and allowed to set until phase separation. The organic
phase was removed and the operation was repeated twice. The
product was  concentrated from the pooled organic phases using
a rotary evaporator. The viscous yellowish product was  dissolved
in methanol and concentrated again by evaporation of the solvent
at 45 ◦C [24]. The resulting residue was  freeze dried. Partially puri-
fied freeze-dried biosurfactant was used in the subsequent analyses
and biodegradation experiments.

2.7. Biosurfactant composition

Protein concentration in the isolated biosurfactant was esti-
mated using a total protein test kit (Labtest Diagnostica S.A.,
Brazil). Total carbohydrate content was estimated using the
phenol–sulfuric acid method [25]. Lipid content was  determined
based on the method described by Manocha et al. [26]: 0.5 g of the
isolated material was  extracted with different proportions of chlo-
roform:methanol (1:1 and 1:2, v/v). The organic extracts were then
evaporated in a vacuum and the lipid content was determined by
gravimetric estimation.
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Table  1
Formulated mixtures for HOC biodegradation experiments in soil.

Experiment Composition

Set 1 Contaminated soil + P. cepacia cells
Set 2 Contaminated soil + P. cepacia biosurfactant
Set 3 Contaminated soil + P. cepacia biosurfactant + P. cepacia cells
Set  4 Contaminated soil (control)

2.8. Determination of ionic nature of biosurfactant

The ionic charge of the biosurfactant was determined using the
agar double diffusion method [27]. 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 bar-
ium chloride 50 mM.  The appearance of precipitation lines between
the wells, indicative of the ionic nature of the biosurfactant, was
monitored over a 48-h period at room temperature.

2.9. Biosurfactant characterization using thin-layer
chromatography

After isolation of the biosurfactant, a 0.1-g sample was dis-
solved in methanol and analyzed using 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
vapor 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 colors
[28,29].

2.10. Biosurfactant characterization using nuclear magnetic
resonance

All NMR  experiments were performed with a VNMRS400 spec-
trometer (Varian, Palo Alto, USA) operating at 400.0 and 100.0 MHz
for the 1H and 13C nucleus, respectively. The biosurfactant was dis-
solved in CD3OD. The residual signal of the solvent (ıH 3.31 ppm)
and the signal of the methyl group (ıC 49.0 ppm) were used as
reference for the chemical shift to 1H and 13C NMR  spectra, respec-
tively. To assess microbial action, the organic phase of the samples
was extracted with CDCl3 and the residual signal of the solvent (ıH
7.26 ppm) was used as reference. Spectra were determined with a
PFG 5 mm probe, pulse of RF equivalent at 45◦, an acquisition time
of 3.2 s, delay of 1.0 s and 64 repetitions.

2.11. Evaluation of oil-degrading ability in contaminated soil

Samples of contaminated soil (10 g) were added to 100 mL
of drinking water and the mixture was enriched with 1 mL  of
molasses. This mixture constituted the indigenous consortium.
Then, 2% of the isolated biosurfactant and/or 1% of its microbial-
producing species (previously cultivated in nutrient broth) were
added and the medium was placed in a rotary shaker at 150 rpm
and 28 ◦C for 60 days (Table 1). The experiments were performed in
triplicate using 125-mL Erlenmeyer beakers. Samples of 5 mL  were
removed after 5, 10, 35, 45 and 60 days for HOC analysis by NMR.

2.12. Analysis of hydrophobic organic compounds

The degradation of HOCs was  determined by 1H NMR  spec-
troscopy. Soil samples of 3.0 mL  were extracted with 700 �L of
chloroform-d. The organic phase was  transferred to the NMR  tube
and 1.12 × 10−5 mol  of benzene (1.0 �L, 99%, d = 0.88 g/mL) was
used as internal standard to estimate the variation in integration
area under the signal between ıH 0.0 and 2.8 ppm in the spectra.
The percentage of degradation was  estimated from the relation-
ship between the integration area in the control and each sample
collected, according with the following equation:

% of degradation = (Acontrol − Aset) × 100
Acontrol

in which Acontrol and Aset are the relative areas under the signal in
the control and set spectra. The area under the benzene signal (ıH
7.4 ppm) was maintained constant and equal to 100.

3. Results and discussion

3.1. Biosurfactant characterization

The production of the biosurfactant form P. cepacia CCT6659 cul-
tivated in mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste
frying oil as the carbon source and 2.0% corn steep liquor as the
nitrogen source has been described. This biosurfactant is able to
reduce the surface tension of the medium from 70 to 27.57 mN/m
and showed application potential in the oil industry as a comple-
ment to remediation processes involving contaminated soil and
water [30].

After fermentation for five days, the biosurfactant was isolated,
the surface tension was  verified and the biomolecule was  subjected
to characterization. The crude extract from P. cepacia appeared as
a viscous, sticky, oily, brown residue. The biosurfactant was sol-
uble in organic solvents, such as chloroform, methanol, hexane,
ethylether and ethyl acetate. Agar double diffusion tests revealed
precipitation lines between the biosurfactant produced by P. cepa-
cia and the cationic compound used as reference (barium chloride),
whereas no lines were formed between the biosurfactant and the
anionic compound (SDS). Under the experimental conditions of the
present study, this very simple test confirmed the anionic nature
of the biosurfactant. Biosurfactants produced from other species of
the genus Pseudomonas have also been described as anionic using
the same method [24,27].

The biosurfactant extracted from the cell-free broth was  ana-
lyzed using TLC and visualized with specific reagents. A spot was
produced with a retention factor (Rf) of 0.9, which demonstrated
positive reactions for sugars with Molish reagents and for lipids
with iodine vapors, but negative reactions for amino groups with
ninhydrin (Fig. 1). The presence of both glycosyl units and lipid moi-
eties on the same spot suggests that the sample was  a glycolipid.
These results are similar to the profiles described for a biosurfac-
tant from Pseudomonas aeruginosa grown in glycerol, for which the
Rf for rhaminolipids was 0.85 [24].

The chemical composition analyses of the biosurfactant pro-
duced by P. cepacia revealed the presence of 75% lipids and 25%
carbohydrates, suggesting once again the glycolipid nature of the
compound, as demonstrated by TLC. A minor fraction of protein
was found in the samples, likely resulting from remaining culture
media co-precipitated with the biosurfactant during the extraction
process. According to the literature, most surfactants produced by
species of Pseudomonas are glycolipids in nature [24,31,32].

Biosurfactants are generally macromolecules and it is not easy
to determine their chemical structure, especially when these
compounds are produced from industrial wastes. However, the
determination of the structural formula of these compounds is
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Fig. 1. Biosurfactant components detected by thin layer chromatography. Sam-
ples were added at volumes of 20 �L to TLC plates and developed with a
CHCl3:MeOH:H3COOH (65:15:2, v/v) solvent system.

fundamental to increasing the production yield and designing of
novel compounds with specific structural features.

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is a power-
ful tool for structural elucidation, which is obtained in 1D and
2D experiments. In organic chemistry, the main tools for struc-
tural elucidation are 1H and 13C NMR  spectra associated with 2D
experiments, such as 1H–1H COSY, 1H–1H TOCSY, 1H–13C HMQC,
1H–13C HMBC and NOESY [33]. Other techniques also are used, such
as mass spectrometry (MS), especially MALDI-TOF, and infrared
spectroscopy [34,35]. However, NMR  and MS  are the more pow-
erful. In the present study, NMR  was used to identify the class of
the biosurfactant produced and investigate the biodegradation of
petroleum-derived compounds. Fig. 2 shows the 13C NMR  spec-
trum (Attached Proton Transfer—APT) of samples containing the
biosurfactant.

The APT spectrum shows the signals as a function of the phase
or the number of hydrogen nuclei bonded to carbon. CH3 and CH
nuclei have a positive phase, while CH2 and C nuclei have a nega-
tive phase. Fig. 1 shows three different regions: (a) ı between 10.0
and 40.0 ppm, attributed to aliphatic groups; (b) ı between 120.0
and 140.0 ppm, attributed to olefinic groups; and (c) a signal at ı
177.5 ppm, attributed to the carbonyl group. Two signals with a
positive phase were found in the aliphatic region and were there-
fore attributed to methyl groups. Moreover, a set of signals with a
negative phase were attributed to methylene groups. All signals in
the olefinic region had a positive phase and were attributed to CH
groups.

Fig. 3 shows the 1H NMR  spectrum of the biosurfactant from
P. cepacia, demonstrating two  well-defined regions. The signals
between ı 0.8 and 4.0 ppm and those between ı 5.0 and 6.0 ppm
were attributed to aliphatic and olefinic groups, respectively. The
signals at ı 3.3 and 5.0 ppm were attributed to the residual signal
of the solvent (methanol) and water.

1H and 13C NMR  of the biosurfactant are typical spectra of lipids
[36]. Therefore, the biosurfactant studied is mainly made up of
lipids. This conclusion was  corroborated by the TLC assays, which
indicated that the biosurfactant was 75% lipids.

Microbial glycolipids consist of four major groups: rham-
nolipids, sophorolipids, trehalose lipids and mannosylerythritol
lipids. Extensive research has been carried out on rhamnolipids
and sophorolipids. Most biosurfactants produced by P. aeruginosa
strains are glycolipids [19]. However, a detailed structural analysis
of the biosurfactant produced by the P. cepacia strain is needed to
confirm its glycolipid nature. An MS  analysis of the biosurfactant
produced by Lactobacillus delbrueckii confirmed lipid and glycolipid
moieties [23]. NMR  analysis has also demonstrated that the novel
isolate Pseudozyma sp. NII 08165 produced a glycolipid biosurfac-
tant, which was  a combination of all the three mannosylerythritol
lipid isomers along with some unknown glycolipids [37].

3.2. Degradation of hydrophobic organic compounds

The oil in the soil was characterized as a complex mixture
of aliphatic compounds. In the present study, only fractions of
alkanes were determined. The initial sample characterization
revealed approximately 100% aliphatic compounds. According
to Toledo et al. [38], the relative proportions of these fractions
vary from oil to oil and the susceptibility of a specific oil to
microbial degradation can be predicted from this composi-
tion. According to Mohamed et al. [39], the biodegradability
of petroleum compounds follows a decreasing preferential
order: n-alkanes > branched-chain alkanes > branched chain
alkenes > monoaromatic > cycloalkanes > polyaromatic > asphaltenes.
Fractions containing n-alkanes are usually more susceptible to
biodegradation, whereas saturated fractions containing branched
alkanes are less vulnerable to microbial attack [38].

One of the main factors affecting the biodegradation efficiency
of complex oil compounds is the low availability of contaminants
for microbial attack. Increasing substrate solubilization through
the use of a biosurfactant is a way  to the enhance bioavailabil-
ity and metabolism of contaminants. In the treatment of areas
contaminated with complex compounds, which are difficult to

Fig. 2. 13C NMR  spectrum (APT, CD3OD, 100 MHz) of the biosurfactant from P. cepacia CCT6659 grown in mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste frying oil
and  2.0% corn steep liquor.
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Fig. 3. 1H NMR  spectrum (CD3OD, 300 MHz) of biosurfactant from P. cepacia CCT6659 grown in mineral medium supplemented with 2.0% soybean waste frying oil and 2.0%
corn  steep liquor.

degrade, it is both economically and environmentally advanta-
geous to use indigenous microorganisms that exhibit degradation
capacity together with a biosurfactant [40,41]. Biosurfactants affect
the biodegradation process by increasing the solubility and disper-
sion of the compound in one of two ways: increasing the surface
area of the hydrophobic water-insoluble substrate or increasing the
bioavailability of hydrophobic water-insoluble substances [42].

As the rate of natural attenuation is generally slow, measures
are often adopted to speed up the removal of pollutants. The most
widely used mechanism in bioremediation is the stimulation of
indigenous microorganisms through the addition of carbon sub-
strates and nutrients [43]. According to Teng et al. [44], indigenous
soil microorganisms have some capacity to degrade hydrocarbons,
but effectiveness is limited and long periods of time are required.
Thus, either carbon sources are added as cometabolic substrates
or soil enzymatic activity is accelerated to enhance the bioremedi-
ation of soil contaminated with hydrocarbons. Su et al. [1] found
that the biodegradation of motor oil by P. aeruginosa SU-1 was
accelerated from 55.9% to 64.4% by adding yeast extract. In the
present study, molasses was added to increase the rate of degrada-
tion of the HOCs in the soil. A laboratory-scale experiment of the
biosurfactant-enhanced degradation of HOCs in the soil samples
was conducted. Fig. 4 displays the effects of the addition of the bio-
surfactant from P. cepacia alone and with cells of the bacterium in
the biodegradation process.

After five and ten days of cultivation, the experiment per-
formed in the presence of the biosurfactant and its producing
species together (Set 3) was much more efficient than the exper-
iments conducted in the presence of the biosurfactant alone
(Set 2) or the bacterium cells alone (Set 1). However, the spec-
tra obtained after 35, 45 and 60 days of cultivation indicated
similar performance among the three conditions, demonstrat-
ing the efficiency of both the biosurfactant and its producing
species in degrading high percentages of the HOCs adsorbed to
the soil samples. These findings demonstrate the advantages of
applying either the biosurfactant or P. cepacia cells to enhance
the degradation rate of aliphatic compounds from petroleum
derivatives.

Crude oil biodegradation experiments with a biosurfactant from
Oceanobacillus sp. BRI 10 grown in a medium containing 3% glu-
cose resulted in 56% and 90% degradation on 9th and 27th days,
respectively [45]. Cerqueira et al. [46] analyzed the biodegradation
of aliphatic and aromatic hydrocarbons from petrochemical oily
sludge in a liquid medium by a bacterial consortium and five pure
bacterial cultures. The bacterial consortium demonstrated excel-
lent degradation capacity, reducing 90.7% of the aliphatic fraction
and 51.8% of the aromatic fraction of the oily sludge.

A biosurfactant from L. delbrueckii cultured with peanut oil cake
as the carbon source was tested in biodegradation experiments
with crude oil. In agreement with the present findings, signifi-
cant oil degradation occurred when the biosurfactant and bacterial
cells were used together. The biosurfactant alone was also capa-
ble of promoting biodegradation to a large extent without added
fertilizers [23].

Fig. 4. Percentage of HOC degradation in 1H NMR  spectra data. Set 1—soil + P. cepacia
cells; Set 2—soil + P. cepacia biosurfactant; Set 3—soil + P. cepacia cells + P. cepacia
biosurfactant. Error bars represent SD, n = 3.



E.J. Silva et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 117 (2014) 36–41 41

4. Conclusions

The biosurfactant produced by P. cepacia in the presence of
industrial wastes demonstrated potential for use in bioremedia-
tion processes. The findings demonstrate that this biosurfactant
can be synthesized from low cost substrates, such as frying oil
and corn steep liquor, for use in environmental applications. The
addition of both the biosurfactant and bacterial cells of P. cepa-
cia favored the biodegradation of hydrophobic organic compounds.
As the insolubility of hydrocarbons decreases the efficiency and
rate of degradation, this limitation can be overcome by either the
addition of a surface active compound (surfactant) to the growth
medium, thereby making hydrocarbons more water soluble and
available for cells to degrade, or by the addition of degrading
microorganisms, such as P. cepacia. Biosurfactants also stimulate
the catabolism of hydrocarbons through a co-metabolism process,
as these organic compounds readily degradable by microorgan-
isms. All these approaches can make the bioremediation process an
economically and environmentally viable mitigation technology.
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