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RESUMO

Os biossurfactantes constituem uma classe de compostos obtidos por via microbiana
com estrutura molecular anfifilica, responsaveis pela reducéo de tensao superficial e
interfacial, com ampla aplicacdo no setor industrial alimenticio, farmacéutico,
cosmético, na biorremediacdo e na recuperacao de petréleo. A busca de alternativas
para o0 uso de residuos torna a producdo de biossurfactante mais competitiva e
viavel, minimizando os custos de producdo e consequentemente 0s impactos no
ambiente. Nesse contexto, estudos foram realizados com fungo isolado de solo da
caatinga (Pernambuco, Brasil). O fungo foi identificado como Cunninghamella
echinulata, sendo em seguido avaliado seu potencial biotecnologico na producéo de
biossurfactante. Realizou-se crescimento em meio utilizando residuos agroindustriais
de baixo custo, milhocina (M) e Oleo residual de soja (ORS) como substratos,
empregando um planejamentyo fatorial competo de 27, tendo como variavel resposta
a producéao de biossurfactante, a qual foi avaliada pela reducéo da tenséo superficial
e do indice emulsificacdo. Os resultados indicaram uma reducédo da tensdo da agua
de 72 para 36mN/m e indice de emulsdo de 80% para o 6leo queimado de motor. Os
testes de estabilidade com o liguido metabdlico livre de células frente diferentes
temperaturas, concentracdes de NaCl e pH tanto para tenséao superficial, como para
o indice de emulsificacdo. O biossurfactante apresentou carga ibnica, constituicdo
guimica polimérica com lipideos (40%), carboidratos (35,2%) e proteinas (20,3%). E
ainda apresentou propriedade como agente de dispersdo de 6leos e no aumento e
ou reducédo da viscosidade. Os resultados promissores com o fungo C. echinulata na
producdo do biossurfactantes/emulsificante sugerem o seu emprego, no futuro, em
processos de biorremediacdo, na reducdo da concentragcdo dos componentes do
petréleo, na limpeza de tanques, no derramamento de petréleo, como também em

outras aplicacdes industriais.

Palavras-Chave: Biossurfactante; Bioprocesso; Cunninghamella echinulata; Residuo

agroindustrial; Emulsificante.
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ABSTRACT

The biosurfactants are a class of compounds obtained by microbial way with
amphiphilic molecular structure, responsible for the reduction of surface and
interfacial tension, with wide application in the food industry, pharmaceutical,
cosmetic, in bioremediation and oil recovery. The search for alternatives to the use of
waste makes the production of more viable and competitive biosurfactant minimizing
production costs and hence the impact on the environment. In this context, studies
were performed with fungus isolated from Caatinga soil (Pernambuco, Brazil). The
fungus was identified as Cunninghamella echinulata, being evaluated in a row
biotechnological potential biosurfactant production. The growth medium was used
agro-industrial residues, corn steep liquor (M) and soybean oil waste (ORS) as
substrates, employing a complete planning design of 22 with the variable response
biosurfactant production which was evaluated by reduction of the surface tension and
emulsification index. The results indicated a reduction of water surface tension of 72
to 36mN/m, and emulsification index of 80% for the engine burning oil. Stability tests
with cell-free metabolic liquid against different temperatures, pH and NaCl
concentrations for surface tension, as well as the emulsification index. The
biosurfactant showed ionic charge, polymeric chemical composition constituted by
lipids (40%), carbohydrates (35.2%) and proteins (20.3%), and presented property as
ability to oil displacement area and increased or decreased the viscosity. The
promising results obtained with the fungus C. echinulata in the of
biosurfactant/emulsifier production suggest in future perspectives to use in
bioremediation processes, reducing the concentration of the components of
petroleum, cleaning tanks, the oil spill, as well as in other industrial applications.

Keywords: Biosurfactant; Bioprocess; Cunninghamella echinulata, Agroindustrial
substrates, Emulsifier
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CAPITULO 1

INTRODUCAO, OBJETIVOS E REVISAO DA LITERATURA
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1.1 INTRODUCAO

Uma das principais causas globais de poluicdo é o aumento do consumo
de petréleo e seus derivados, além dos efeitos poluentes dos residuos oleosos
emitidos pelas industrias, cuja remoc&o no ambiente contaminado é dificil (EPA
e Environmental Protection Agency of United States, 2008; LIN et al., 2010;
SOUZA et al., 2014). Uma das formas de amenizar tais impactos € através do
uso de surfactantes, classe de moléculas tensoativas e emulsificantes,
sintetizadas quimicamente com producdo mundial acima 7,5 milhdes de
toneladas, que pode gerar no mercado uma receita superior a US $41 bilhdes
(MARTI et al., 2013). S&o compostos extremamente importantes no setor
mundial, com producéo total de 54% em detergentes domésticos e lavanderia,
e apenas 32% destinado para uso industrial, aplicados na biorremediacdo, na
dispersdo de derrames de petrdleo, na remocdo e mobilizacdo de residuos
oleosos (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; BUENO et al., 2010;
BHADORIYA et al., 2013).

Uma estratégia de producdo ecoldgica é agregada ao alto valor dos
biossurfactantes, com base em suas propriedades e funcdes fisiol6gicas. Um
composto com estrutura molecular anfifilica, de porcéo hidrofébica e hidrofilica,
com habilidade de reduzir a tenséo superficial e interfacial, além de promover a
diminuicdo da viscosidade do 6leo. Essas biomoléculas sdo biodegradaveis, de
baixa toxicidade, ecologicamente segura, baixa irritabilidade e compatibilidade
com a pele humana com aplicabilidade nos setores farmacéuticos, industria de
cosmeéticos e de alimentos (BANAT et al., 2000; CAMEOTRA; MAKKAR, 2004;
BANAT et al., 2010). Por razdes econdmicas sua aplicacdo € pouco sucedida
no mercado mundial, cujo potencial de lucro ndo € competitivo o suficiente com
0s homologos quimicos, com base nos rendimentos e na adequacao das fontes

renovaveis ideais para os micro-organismos (APARNA et al., 2012).

A crescente preocupagao com a prote¢cdo ambiental resultou na utilizacao
de produtos quimicos menos agressivos ao meio e suas normas ambientais
impulsionaram tais recursos no mercado industrial, voltados ao potencial dos

processos biolégicos nas diversificadas areas de atuacdo. Assim, com 0
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avanco da biotecnologia associado a aplicacdo dos produtos naturais a partir
de substratos renovaveis como matéria prima com o intuito de substituir os
compostos derivados do petréleo. A busca por alternativas faz crescer o
interesse por subprodutos bioldgicos através da reducdo no custo de producéo.

Portanto, a utilizacdo de residuos industriais oleosos na producdo de
metabdlitos secundarios é uma abordagem importante que contribui para a
reducdo dos custos, aumentando o valor econdémico desses produtos e
consequentemente reduzindo os custos de producdo. Os Oleos vegetais
servem como fonte de carbono de alto valor lipidico, rica em &cidos graxos
saturados e insaturados, com producdo mundial de aproximadamente de 3
milhdes de toneladas, considerando o Brasil, um pais agricola (OLIVEIRA et
al., 2009; MAKKAR et al., 2011). Com uma producdo média de 100 bilhdes/L
por semana, outro tipo de substrato associado a industria vegetal € o 6leo
residual de soja obtido nas cozinhas dos restaurantes, é rico em nutrientes com
viavel potencial de reutilizacdo e producdo em escala mundial (SHAH et al.,
2007; ZHU et al., 2007; MAKKAR et al., 2011).

Neste contexto, o trabalho proposto visa a producdo de biossurfactante
por Cunninghamella echinulata empregando residuos agroindustriais, 6leo
residual de soja poés-fritura e milhocina, com a finalidade de obter um
biotensoativo de baixo custo, estavel, com propriedade de reducdo de tenséo
superficial e/ou de emulsificagdo. Desta forma, pretende-se com o uso de
residuos na producéo biotecnoldgica a partir de fungo filamentoso, minimizar
0os custos de producdo do biossurfactante, possibilitando a ampliacdo do

processo no futuro.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial biotecnolégico do fungo Cunninghamella echinulata
UCP 1297, isolado de solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, na
producdo de biossurfactante empregando residuos agroindustriais de baixo

custo, como substratos alternativos.

1.2.2 Objetivos Especificos

v Investigar a producdo biossurfactante de C. echinulata UCP 1297,
empregando residuos industriais e com Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 2%

v’ Selecionar a melhor condicdo de producdo do biossurfactante por C.
echinulata;

v Avaliar o crescimento C. echinulata e a producao do biossurfactante nas
condicBes de cultivo estabelecidos pelo planejamento fatorial composto;

v/ Avaliar a estabilidade do biossurfactante frente a condicdes de
temperatura, diferentes concentracfes de sal e pH;

v Realizar a caracterizacdo e composicdo bioquimica do biossurfacatnte
isolado;

v" Validar os resultados obtidos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Surfactantes

Os surfactantes constituem uma classe de compostos com estrutura
molecular anfifilica, devido a uma porcéo hidrofébica, apolar hidrocarbonada, e
outra hidrofilica, polar i6nica, ndo-ibnica ou anfotérica, responsaveis por
reduzirem a tensao superficial e interfacial (BANAT, 1995; SARUBBO et al.,
1997; APARNA et al., 2011).). A natureza quimica dessas moléculas promove
sua adsorcdo nas interfaces de camadas imisciveis, orientando a porcao
hidrofébica no meio apolar, e a hidrofilica no meio polar (ROSSI et al., 2006;
SOEMO, 2013).

Os surfactantes ibnicos se classificam negativamente como anibnicos
representados pelos sabdes, procedidos da saponificacdo de triglicerideos de
Oleos vegetais e animais, ou positivamente como catiénicos, destacados pelos
sais de amonio quaternarios e aminas de cadeia longa, apresentando utilidade
como agente germicida, porém contendo efeitos danosos ao meio ambiente e
expressiva toxicidade a animais aquaticos (SOEMO, 2013). Os né&o-ibnicos se
solubilizam em agua por meio dos grupamentos funcionais (6xido de propileno
e etileno e ésteres de sorbitano) e séo relativamente ndo toxicos, enquanto
que, os anféteros apresentam ambas as cargas, aniénicas e catinicas, o qual
dependem do pH e, capaz de melhorar a formagdo de espuma em solucéo
(ROSSI et al., 2006; CAMEOTRA, 2010; SOEMO, 2013). Sua classificacdo e o

percentual de producdo mundial sédo representados na tabela 1.1.

A regido hidrofilica, contém heteroatomos de nitrogénio, oxigénio, enxofre,
fésforo e carbono com diversos grupos funcionais, tais como alcoois, éteres,
aminas, fosfatos, na qual sé&o constituidas por mono ou polissacarideos,
peptideos ou proteinas; enquanto que, normalmente o grupamento hidrofébico
contem acidos graxos saturados, insaturados ou hidroxilados (GEORGIOU et
al., 1992; ROSSMANN, 2008; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Mostrando
especialidades de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) que afetam suas

propriedades fisico-quimicas.
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Tabela 1. 1 Classificacdo, exemplos e producdo mundial dos surfactantes.

Classificacao Exemplos Producdo Mundial (%)
Anibnicos Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) ~50
Catibnicos Brometo de cetiltrimetilaménio (CTBA) ~5-6

N&o-ibnicos Polissorbato (Tween) ~40
Anfoteros Betainas (aminoacidos de cadeia longa) ~1

Fonte: SOEMO, 2013.

Essas caracteristicas peculiares admitem a formacdo de microemulsdes
estaveis, em fluidos com grau de polaridades diferentes, os quais sdo
distribuidos nas interfaces dessas fases fluidas, assim, atribuindo a
solubilizacdo dos polimeros complexos; e também a formacdo de agregados
moleculares, como micelas, que propiciam a diminuicdo da viscosidade de
compostos no meio (DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE et al., 2002; RON;
ROSENBERG, 2002; LIMA, 2007; FELIX, 2012).

Sdo0 compostos quimicos derivados do petroleo, que apresentam
propriedades de detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizacéo,
dispersdo de fases, capacidade espumante e molhante; com grande
aplicabilidade nos setores alimenticios, farmacéuticos, cosméticos, agricola, de
petréleo, entre outros (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; BARROS et al., 2007).

by

Devido a origem do petrdleo, os surfactantes sintéticos vém sendo
substituidos gradativamente por surfactantes naturais, os biossurfactantes.
Esses compostos sdo subprodutos de origem microbiana (bactérias, fungos e
leveduras) com propriedades, igual ou superior aos surfactantes sintéticos
(CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; NITSCHKE et al.,, 2002). O aumento de
efluentes referente as probleméaticas ambientais adicionadas as leis de controle

do meio ambiente proporcionou tal substituicdo (BARROS et al., 2007).

Os compostos ativos em superficies biossintetizados por micro-
organismos sdo capazes de aumentar a area de superficie de substancias
insoltveis em agua e a biodisponibilidade em substratos hidrofébicos de tais

substancias, altera as propriedades de superficie bacteriana, proporcionar
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reducdo quanto a toxicidade dos metais pesados, e promover a atividade
antimicrobiana como também a formacao de biofilme (SINGH; MAKKAR, 2004;
BEZERRA et al., 2012). Os biossurfactantes apresentam diversas propriedades
e funcbes fisiolégicas que podem ser mais eficazes do que o0s seus
equivalentes quimicos, considerando ainda, tolerancia a elevada estabilidade
térmica e forca idnica, facil biodegradabilidade e baixa toxicidade (MULLIGAN;
GIBBS, 1993; URUM et al., 2004). De tal modo, sao facilmente afetados por
fatores ambientais, tais como temperatura, pH, forgca idnica e tém a propriedade
Unica de biocompatibilidade e digestibilidade (SEKHON et al., 2012).

A producdo microbiana desse metabdlito pode ser excretada no meio, ou
entdo, retida na parede -celular; facilitando assim, a emulsificacdo e
solubilizagdo dos compostos insollveis em &gua, e também no transporte
desses substratos através das membranas (NITSCHKE et al.,, 2002; FELIX,
2012). Sua atuacdo quanto aos aspectos da biotecnologia ambiental é capaz
de produzir efeitos significativos e eficientes em processos de remocdo de
poluentes, permitindo assim, um aumento quanto ao fluxo de biodegradacao

natural.

1.3.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao agentes tensoativos de superficie com
aplicabilidade industrial e biotecnolégica que apresentam diversidade quimica
estrutural, peso molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de acdo e
origem microbiana que os caracterizam, como glicolipideos, lipopeptideos,
poliméricos, particulados, entre outros (NITSCHKE et al.,, 2002; PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011). Quanto ao peso molecular, essas substancias se
diferem, em os de baixa massa molecular, denominados de biossurfactantes
gue podem reduzir a tensao superficial e interfacial, de forma eficaz, enquanto
que, os de alto peso molecular sdo mais eficientes na estabilizacdo de
emulsdo, e assim, chamados de bioemulsificantes (SMYTH et al., 2010;
BANAT et al., 2010; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

Os (glicolipideos, fosfolipideos e os lipopeptideos representam o0s

biossurfactantes de baixo peso molecular, enquanto que, os de alto peso sao
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constituidos por polissacarideos,

proteinas,

lipopolissacarideos, misturas

complexas desses biopolimeros e lipoproteinas (PACWA-PLOCINICZAK et al.,

2011). A variedade de células microbianas produtoras de biossurfactantes,

podem ser demonstradas na tabela 1.2.

Tabela 1. 2 Principais classes de surfactantes naturais e os micro-organismos produtores.

Tipos de biossurfactantes

Micro-organismos

Glicolipideos
Ramnolipideos
Sorofolipideos

Trealolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
Peptideo-lipideo
Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Subtilisina
Gramicidina

Polimixina

Acidos graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

Acidos graxos
Lipideos

Fosfolipideos

Surfactantes poliméricos
Emulsan
Biodispersan
Liposan
Carboidrato-lipideo-proteina

Manana-lipideo-proteina

Surfactantes particulados
vesiculas

células

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas sp.
Torulopsis bombicola; T. apicola

Rhodococcus
sp..

erythropolis; Mycobacterium

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcenscens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxia

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipoyitica
Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus

Varias bactérias

Fonte; MUTHUSAMY et al., 2008.
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Diante dos diferentes grupos de biossurfactante faz sentido ocorrer uma
variacdo quanto suas propriedades e funcdes, onde essas correspondem ao
seu tipo de classificacdo. Entre as variadas classes de biossurfactantes, os
lipopeptideos representam uma das com potencial de aplicagdo notavel em
atividades biolégicas, como antimicrobiana, antitumoral, antiviral e antiadesiva
(KHIRE; KHAN, 1994; BANAT, 1995; PEYPOUX et al., 1999); outro exemplo
dessa mesma classe de biossurfactante é a surfactina, a qual se apresenta
como uma molécula biotensoativa versatil com capacidade de inibir a formacéo
de coagulos de fibrina e, também aplicado para a recuperacdo melhorada de
petroleo (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013); esse tipo é produzido pelo Bacillus
subtilis, comumente localizado no solo. Essas propriedades os tornam
moléculas relevantes para aplicacdes no combate a diversas doencas e como
agentes terapéuticos (BHADORIYA et al.,, 2013). Os glicolipideos sé&o
promissores em atividade anticancerigena, e as substancias lipopeptidicas
encontram se envolvida na reducdo da superficie e interfacial tensdes dos
liquidos, porém n&o apresentam emulsdes estaveis como caracteristica comum
(IVSHINA; CHRISTOFI, 2002; BHADORIYA et al., 2013).

Desta forma, existem alguns exemplos de surfactantes produzidos por
micro-organismos como o emulsan por Acinetobacter, os soforolipideos por
Candida bombicola e os ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa; cujas

estruturas sao representadas pela figura 1.1.

Os soforolipideos sdo eficientes moduladores de resposta imune
(BHADORIYA et al., 2013). Atualmente, a aplicagdo de surfactantes no ramo
farmacéutico e de cosméticos vem adquirindo importancia na industria
biomédica jA& que sdo utilizados na solubilizacdo e biodisponibilidade de
farmacos poucos sollveis; nesse caso, os fosfolipideos sdo empregados no

tratamento pulmonar.

A maioria dos biossurfactantes € de natureza anidnica e neutra, com
notavel predominancia bacteriana como micro-organismo produtor, entretanto,
a literatura também relata a sintese dessa biomolécula por outros organismos,
no caso das leveduras e fungos (NITSCHKE; COSTA, 2007; MULLIGAN,
2009). Outra classe de surfactante com forte potencial em atividade superficial
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e emulsificante, denominada de flavolipideos mostrando fracdo polar de acido
citrico.

Figura 1. 1 Representacéo da estrutura molecular comum dos biossurfactantes
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Ramnolipideo R2 de Pseudomonas sp DSM 2874 Surfactina de Bacillus subtilis

Fonte: CAMEOTRA, 2010.

Como os biossurfactantes se acumulam em interface de dois liquidos
imisciveis, ou mesmo entre um liquido e um solido, ocorre uma reducao nas
forcas de repulsdo entre essas duas fases, incidindo uma melhor interacéo
entre as mesmas e, consequentemente diminuem a tensdo interfacial e
superficial. De tal modo, essa mistura e interagdo é facilmente observada na
figura 1.2 (BUENO, 2010; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).
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Figura 1. 2. Acumulago dos biossurfactantes nas interfaces de liquidos imisciveis.

Porgéo
hidrofébica

Porgéo
hidrofilica

Fonte: SOBERON-CHAVEZ, 2011.

by

Quando mondémeros de surfactante sdo adicionados a solucdo ocorre

uma diminuicdo na tenséao interfacial e superficial proporcional ao aumento de
sua concentracdo no meio, até atingir uma determinada concentracdo, a
Concentracao Micelar Critica (CMC), regido na qual ocorre redu¢cdo maxima da
tensdo e formacdo de micelas, significando que menos biotensoativo é
necessario para tal diminuicdo. Assim, quando atingem valores superiores a
CMC, ndo é observada nenhuma reducdo; os valores abaixo da CMC sao
representados na forma de mondmeros dispersos (IVSHINA; CHRISTOFI,
2002; ROSSI et al., 2006; CORDEIRO SILVA, 2008; PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2011). A relacéo entre os bissurfactantes, a tenséo das superficies e a

formacé&o de micelas € observada na figura 1.3.

Figura 1. 3 Representag&o esquematica da CMC.

Mondmeros de

biossurfactante H%{p .:3;\};:

e

/

CMC  Concentracdo de biossurfactante

Tensdo superficial

Fonte: WHANG et al., 2008.
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Os monbmeros se associam de forma espontanea como micelas,
vesiculas e lamelas; resultado de numerosas interagcbes quimicas entre 0s
grupos polares e apolares (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). As micelas
sdo termodinamicamente estaveis e formadas espontaneamente, capazes de
aumentam a energia livre do sistema na parte lipofilica; ndo apresenta papel
significativo na formacdo de microemulsdes, que sdo formadas quando uma
fase liquida é dispersa como gota em outra fase liquida. A estrutura hidrofébica
se decompbe em pseudofases através da formacdo das micelas permitem a
solubilizacdo, a qual é influenciada pela reducdo das forcas capilares
(IVSHINA; CHRISTOFI, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

A CMC dependera da estrutura do surfactante, cuja estrutura agregada é
determinada pela polaridade do solvente, no qual o surfactante € dissolvido.
Apesar da solubilizacdo em &agua, os biossurfactantes apresentam valores
baixos de CMC quando comparados aos sintéticos, porém o valor da CMC
varia com o aumento do pH. Existem parametros capazes de determinarem a
eficiéncia e a efetividade de um bom agente tensoativo de superficie, dentre
alguns pode se citar o valor minimo alcancado na tensdo superficial e a CMC
(BARROS et al.,2007). Como uma caracteristica fundamental e essencial, a
eficiéncia é avaliada pela CMC, a qual pode variar de 1 a 2000mg/L; entretanto,
a efetividade é correspondida por valores de tens@es interfaciais e superficiais
que variam de 31 a 1 mN/m (RON; ROSEMBERG, 2002; CORDEIRO-SILVA,
P. A., 2008).

A estabilidade dependera da natureza dos grupamentos hidrofilicos e
lipofilicos, em geral, classificados conforme o equilibrio hidrofilico-lipofilico, o
qual indica se a emulséo do biossurfactante é em agua-6leo ou em 6leo-agua;
logo, os emulsificantes com baixo valor (HLB) estabilizam emulsdo em agua-
Oleo e séao lipofilicos, considerando que os de elevado HLB possuem efeito
oposto, com melhor solubilizagdo em agua (SABATINI et al., 1995; DESAI;
BANAT, 1997; IVSHINA; CHRISTOFI, 2002).

A emulsao é tratada como um sistema heterogéneo de fases continuas ou

dispersas, internas ou externas que contem liquido imiscivel disperso em outro
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intensamente, sob a forma de goticulas; assim, possui estabilidade minima que
pode ser acentuada pela acdo de agentes de superficie ativa. Logo, 0s
biossurfactantes sédo capazes de estabilizar ou desestabilizar a emulséo
(NITSCHKE; COSTA, 2007).

No entanto, o principal fator que limita o uso generalizado de
biossurfactantes € o seu custo de producdo quando comparado aos sintéticos
homologos (MUKHERJEE et al.,, 2006; GOMAA, 2013). O custo pode ser
reduzido por melhoria de tensdo, otimizado por métodos estatisticos a
composi¢cdo do meio ou por meio de substratos de baixo custo alternativos. A
escolha de matérias-primas de baixo custo € importante no processo de
economia global, ja que essas correspondem a 50% do custo final de producéo
e também diminui os gastos com o tratamento de residuos (MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1999). O custo elevado da producdo de biossurfactante
associado a recuperacdo e a purificacdo ainda restringe sua aplicacdo em
técnicas de biorremediacdo de solos contaminados por petroleo (MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1998; MOLDES et al., 2011).

No momento, apenas alguns biossurfactantes estdo disponiveis
comercialmente, esses correspondem aos ramnolipideos e a surfactina. Os
ramnolipideos sdo os uUnicos que foram aprovados pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos EUA em diversos produtos alimentares, cosmeéticos e
farmacéuticos, representados pela empresa Jeneil Biossurfactante Company e
Ramnolipidicos, Inc (http://www.rhamnolipidholdings.com), proporcionando
diferentes finalidades, como biofungicida, papel comprovado pelo FDA, e uma
maior afinidade para moléculas organicas hidrofébicas, que conferem 6timas
caracteristicas como portadores de poluentes em sistemas de solo
(NITSCHKE; COSTA, 2007; SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Com o aumento gradativo do mercado global de biossurfactantes, a ampla
preocupacao de producao referente a sua competitividade de custo vem sendo
restrita pelos beneficios da tecnologia verde, auxiliada pela engenharia
recombinante de cepas produtoras mostrando atividade enzimatica da esterase
(SEKHON et al., 2012).
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Muitos biossurfactantes ndo sdo afetados por condicdes ambientais,
sendo assim, alguns micro-organismos psicrofilos produtores de biotensoativos
e um lipopeptideo sdo capazes de se manterem estaveis ap0s determinadas
alteracdes de pH, NaCl e temperatura. O recente interesse comercial pela
producado de surfactantes microbianos extremdofilos ultimamente vem ganhando
destaque (NITSCHKE; COSTA, 2007).

A maioria dos dados literarios correspondente a producdo de
biossurfactantes confirma baixa toxicidade quando comparados aos homélogos
sintéticos, cujo valor de concentragdo os adequam ao uso, como produtos
cosmeéticos, farmacéuticos e alimentares (NITSCHKE; COSTA, 2007).

1.3.3 O papel e aimportancia dos biossurfactantes

Os micro-organismos exercem funcdes ecoldgicas vitais no ecossistema,
dessa forma é necessario compreender sua fisiologia quanto ao potencial de
produgcdo e adequar sua aplicagdo comercial a partir de novas ferramentas
biolégicas. Os fungos sdo capazes de degradar e metabolizar uma grande
variedade de substratos, assim, podem utilizar substancias organicas
complexas, como o metanol, amdnio ou nitrato. Esses organismos apresentam
uma enorme capacidade adaptativa e regular, de seu metabolismo, e sé&o
importantes como fonte de alimento, no ciclo de nutrientes, na estabilizagéo e

aeracédo do solo.

Os surfactantes microbianos séo produzidos por uma gama de variedade
de espécies com multiplas funcbes e propriedades, além de possuirem
estruturas muito diversificadas. Porém ndo sdo apenas Uteis numa variedade
de processos industriais e ambientais, 0s biossurfactantes também sao
extremamente importantes para 0S micro-organismos quanto a adesao, a
emulsificacdo, a biodisponibilidade e dessor¢cdo, como também em estratégia
de defesa (CAMEOTRA et al., 2010). Alguns de seus papeis séo citados na
literatura como mecanismo fisiolégico para crescimento e sobrevivéncia celular
por meio de interacdes atrativas com 0 meio, cujos resultados sé&o

comprovados por propriedades de adesdao em Pseudomonas aeruginosa e
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Acinetobacter calcoaceticus regulando a superficie celular, aumentando ou

diminuindo, de acordo com a necessidade da estirpe.

A area interfacial e superficial pode ser um fator limitante para o
crescimento microbiano em hidrocarboneto, cuja emulsificacdo é indireta e
provocada pela acédo de agentes extracelulares, que promove vantagem para o
micro-organismo que o produz. Logo, seu potencial bioldgico é reconhecido na

natureza e inspira novas possibilidades de aplicacéo.

Existem alguns mecanismos que interferem no aumento da
biodisponibilidade de compostos hidrofobicos orgéanicos, esses confirmados
pela acdo de crescimento dos biossurfactantes, uma vez que sua funcdo
bioldgica esté relacionada captacédo de hidrocarbonetos e como sua liberacao
espontanea ocorre em diversos substratos, como O6leo residual, diesel, entre
outros carboidratos do tipo glicose, sacarose e glicerol (CHANDANKERE et al.,
2013).

1.3.4 Fatores que influenciam a producéo de biossurfactantes

A producao de biossurfactante depende das fontes de carbono e das
estirpes microbianas, e que podem ser produzidos por fermentacdo submersa,
tradicionalmente mais utilizada, mas também por fermentacdo em estado
sélido; no entanto, existem fatores ambientais e nutricionais que podem
comprometer a producdo desses biotensoativos, dentre esses esta relacionado
as condicdes de cultivo dos micro-organismos (DESAI; BANAT, 1997; PINTO,
2008). As pesquisas confirmam uma enorme variedade de fontes de carbono
utilizadas para a biossintese de surfactantes desde n-alcanos até o uso de
fontes renovaveis; entre alguns meios pode se citar, 0 hexadecano e alguns
Oleos (soja, oliva, algodao, milho) por Cirigliano e Carmam (1986); aléem de
alguns substratos hidrofilicos e hidrofébicos (FONTES et al., 2008). Entretanto,
o comprimento da cadeia do n-alcano utilizada como fonte de carbono é um

fator que pode alterar essa biossintese.

A literatura também afirma a necessidade de ferro para aumento da
producdo de biossurfactante por Pseudomonas sp., e reforgcar ainda mais poli
hidrocarbonetos arométicos (PAH) e a biodisponibilidade (SANTOS et al.,
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2008). Ramnolipideos sédo encontrados como sendo Uteis na remocao de poli
hidrocarbonetos aromaticos (POGGI-VARALDO; RINDERKNECHT-SEIJAS,
2003) e pentaclorofenol (MULLIGAN; EFTEKHARI, 2003) a partir do solo.
Assim, biotensioativos apresentam aplicabilidade no setor agricola, pois é

capaz de eliminar patégenos de plantas.

A producdo desses metabdlitos também é influenciada pelo nitrogénio,
importante para a sintese de proteinas e enzimas, consequentemente €
primordial no crescimento celular, presente nos meios de cultura e no ambiente
natural do solo (FONTES et al., 2008; BHARDWAJ et al., 2013). Entre os
variados tipos de nitrogénio que influenciam, esses sdo encontrados na forma
de NH*" NO?¥, uréia ou aminoacidos e, sua limitacdo proporciona efeitos
estimulantes para superprodugdo por micro-organismos. Sendo assim, a
aplicacdo na biorremediacdo tem relevancia, uma vez que ocorre
suplementacdo no sistema por nitratos e fosfatos, e que proporcionam o
aumento da atividade microbiana. Logo, o tipo de biossurfactante formado

depende das fontes nos quais crescem.

7

A qualidade e a quantidade do biossurfactante produzido também é
comprometido pela presenca de alguns elementos como, o fésforo, manganés
e 0 magnésio e determinados fatores bem como, pH, temperatura, agitacéo e a
forma de conducdo do processo fermentativo (FONTES et al., 2008). As
diferentes formas de cultivo podem associar se ao crescimento celular, inducéo
por substratos lipofilicos, otimizacdo da composicédo dos meios, das condi¢cdes
de pH, adicdo de reagentes, mas também por crescimento em condi¢cfes
limitantes, de nitrogénio, cations multivalentes, e “resting cell” (células livres ou

imobilizadas).

1.3.5 Aplicacao dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sao utilizados para aumentar a estabilidade da
tecnologia de microbolhas que tem mais amplo escopo na formacdo de
imagens moleculares, no diagnostico de doencas, como também no custo-
beneficio da purificacdo de agua, e no tratamento de aguas residuais (ZHANG

et al., 2011b,; Xu et al., 2011b). Apresentam importantes atividades bioldgicas,
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incluindo antibidticos, antifingica, inseticida, antiviral, imunomoduladora e
antitumorais, com varias aplicacbes como, controle biolégico de pragas,
tratamento de cancer, e cicatrizacdo de feridas (PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Estudos relatam vantagens para a humanidade quanto ao emprego
dessas biomoléculas como ferramenta Gt em numerosas aplicacdes
biotecnoldgicas, dentre varias areas de atuacdo a agricultura € uma dessas,
gue enfatiza a importancia delas na degradacao de poluentes a partir do solo,
sendo também utilizado na producdo de nanoparticulas, um novo campo de
atuacdo que esta emergindo da quimica verde (SACHDEV; CAMEOTRA,
2013).

Esses compostos biotensoativos podem substituir rigorosamente o0s
surfactantes presentes nas industrias de pesticidas, que passam a serem
utilizados como fonte de carbono pelos micro-organismos que habitam o solo e,
assim, explica a remocdo biolégica do solo agricola a partir dessas
biomoléculas (SCOTT; JONES, 2000; TAKENAKA et al., 2007; LIMA et al.,
2011; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013).

O setor agricola é afetado por poluentes organicos e inorganicos que séo
capazes de proporcionar estresse abiotico as plantas, no entanto, a técnica de
biorremediacdo que enriquece a qualidade desse solo, é consolidada através
do uso de micro-organismos produtores de moléculas tensoativas, responsavel
por aumentar a biodisponibilidade e efetuarem a biodegradacdo de compostos
hidrofébicos, no caso, dos hidrocarbonetos bem como os metais pesados (SUN
et al., 2006), combinada a tecnologia de lavagem do solo (SACHDEV;
CAMEOTRA, 2013). Além de promover dessor¢cdo de poluentes hidrofdbicos,
0os biossurfactantes sdo extraordinarios também na degradagdo de alguns
inseticidas quimicos que se acumulam no solo. Ha relatorio sobre as bactérias
pertencentes a Pseudomonas sp. e Burkholderia sp., no campo de arroz para

surfactantes degradam (NISHIO et al., 2002).

Como frequente elemento de pesquisa, numerosos levantamentos
referentes ao surgimento de novos produtores de biossurfactantes crescem,

pelo simples fato da demanda de producdo industrial associada tanto a
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conscientizacdo quanto a sustentabilidade ambiental; cujo papel mais comum
destinado ao uso desses agentes biotensoativos é proporcionar melhoras
quanto a distribuicdo de contaminantes na fase aquosa e, assim, aumentar a
sua biodisponibilidade (LAWNICZAK et al., 2013).

Alguns fatores podem limitar a biodisponibilidade e, consequentemente
reduz a eficiéncia da descontaminacao, dentre esses deve se ressalta a sor¢cao
de moléculas no interior da matriz do solo, a formacao de fases ndo aquosas,
interagdo com a matéria orgéanica, a biotransformacdo e o envelhecimento de
contaminantes, ou seja, processos comumente naturais (ALLARD; NEILSON,
1997; LAWNICZAK et al., 2013).

Nas ultimas décadas tem se constatados inumeros derramamentos de
petréleo e seus derivados, proporcionando uma crescente contaminacao dos
solos e aguas subterraneas ocorridas por liberacdes acidentais de combustivel
em reservatorios, falhas operacionais de descarga, como também no

transporte destes produtos quimicos (REGINATTO et al., 2011).

Os processos biolégicos se mostram como uma ferramenta tecnoldgica
consistente na remoc¢ao de contaminantes oleosos, devidamente comprovados
por sua alta eficiéncia e custo, quando comparado a outras alternativas
(REGINATTO et al., 2011); porém, a eficiéncia de todo tratamento biolégico é
influenciada de forma direta pela biodisponibilidade do poluente (LAWNICZAK
et al., 2013). A biorremediacdo consiste em um desses processos, no qual
organismos vivos sdo utilizados para reduzir poluentes ambientais, ou seja, um
tratamento que utiliza a ocorréncia natural de micro-organismos para degradar
substancias altamente toxicas, transformando-as em menos téxicas ou em néo
toxicas (ANDRADE et al., 2010). Ressaltando sua relacao custo-eficacia e, sem
interferir drasticamente no meio ambiente (REGINATTO et al.,, 2011). A
aplicacdo de micro-organismos nesses processos € explicada por sua
versatilidade nutricional em metabolizar poluentes téxicos, na obtencdo de
energia e de biomassa (AFROZ; SHARMA, 2013). O mecanismo de

degradacg&o microbiana pode ser representado, conforme a seguinte figura 1.4.
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Figura 1. 4 Processo estrutural de solubilizagdo de 6leo por biossurfactante e absorgdo por

células microbianas.
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Os micro-organismos crescem em ambiente rico em hidrocarbonetos,
ocorrem muitas adaptacoes, essa tal adequacao proporciona a producdo de
biossurfactante, que influencia a absor¢céo de hidrocarbonetos como substratos
(MARIN et al., 1996; JOHNSEN et al., 2005; APARNA et al., 2011). A producéo
de biotensoativos auxilia na biodegradacédo dos hidrocarbonetos aumentando a
disponibilidade biolégica dos micro-organismos nos substratos hidrofébicos,
com consequentes mudancas como a reducdo da tensdo de superficie do
ambiente ao redor dos micro-organismos, mas também a reducédo da tensao
interfacial entre moléculas da parede celular e dos hidrocarbonetos; essas
modificacdes na membrana aumentam a hidrofobicidade da parede celular e
reduz o teor de lipopolissacarideos da parede sem danificar, e assim, melhora
a dispersdo do hidrocarboneto por encapsulacdo do hidrocarboneto em
micelas. (APARNA et al., 2011; SOUZA et al., 2014). Muitos hidrocarbonetos
utilizados pelas bactérias e fungos possuem atividade emulsionante, devido a
célula inteira ou a superficie extracelular ativa dos compostos (APARNA et al.,
2011).
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Outras aplicacdes incluem a dispersdo no derramamento de odleos, a
remocao e mobilizacdo de residuos oleosos de tanques de armazenamento e a
recuperacdo melhorada de petréleo. No caso, os biossurfactantes adicionados
a este tipo de sistema podem promover o crescimento de bactérias em
hidrocarbonetos aumentando a area de superficie entre o 6leo e a agua. Logo,
interessantes estudos tém sido relatados nos ultimos 2 anos referentes a
mobilizacdo de metais pesados, como arsénio sob condi¢des alcalinas, cadmio,
chumbo, zinco, entre outros (BANAT et al., 2010). Como também estudos citam
a capacidade de crescimento do fungo Cladosporium resinae, isolado de
tanques combustiveis, ao utilizar misturas de alcanos, produzindo &cidos
graxos e fosfolipidios extracelulares, principalmente o acido dodecandico e a
fosfatidilcolina, aumentando a taxa de degradacdo do alcano em
aproximadamente 30% (MORAIS; ABUD, 2012).

Muitos micro-organismos tém capacidade de produzir uma ampla gama
de biossurfactantes, cujos estudos recentes sdo empregados na remediacéo
de metais pesados produzido por Candida lipolytica (RUFINO et al., 2011; Luna
et al., 2011). A atividade antimicrobiana de vérios biossurfactantes tem sido
relatada na literatura para muitas diferentes aplicacbes (CAMEOTRA;
MAKKAR, 2004). Essa caracteristica pode evitar a competicdo entre demais
micro-organismos. Alguns biossurfactantes sdo conhecidos por ter aplicacdes

terapéuticas como antibiéticos e compostos antivirais.

O potencial de aplicagdo desses bioprodutos se baseia em suas
propriedades, logo apresentam certas enzimas que facilitam a sua agdo na
reducdo das tensdes superficiais dos liquidos ou até mesmo proporcionando
melhoras quanto a solubilidade em agua dos substratos imisciveis. Dentre as
enzimas, a esterase, uma das quais é encontrada no meio de cultura, quando a
producdo encontra se elevada (SEKHON et al., 2012). O processo de
biodegradacéo dos hidrocarbonetos é complexo, o qual depende da natureza e
da quantidade dos mesmos, presentes no meio (COELHO et al., 2011). Com
base no aumento expressivo da degradacdo enzimatica dos hidrocarbonetos,
assim, tornando possivel em aplicacbes ambientais (CASTIGLIONI et al.,
2009).
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Como moléculas anfifilicas, os biotensoativos facilitam a degradacéo
desses compostos hidrofébicos através da interacdo especifica que resultam
na solubilizacdo e micelizagdo; proporcionam aumento na mobilizacdo de
poluentes e potencialmente suscetivel na biodegradagdo. Heteroatomos séo
comumente presentes em suas estruturas, existem Varios grupos quimicos
ativos (tais como hidroxila, carbonila, ou de amina), os quais participam no
processo de formagdo de complexos com ions metalicos pesados. Este
processo permite a remocéo desses metais podem aumentar a sua eficiéncia
em meétodos biolégicos de extracdo utilizando (OCHOA-LOZA et al., 2001;
ASCl et al., 2008)

Apresentam forte atividade biolégica, especialmente em nivel de
membrana celular; essas modificagdes podem resultar numa maior hidrofobia,
0 que € considerado como sendo relevante em termos eficiéncia de
biodegradacdo ou alterar a permeabilidade das membranas celulares, o que
seria potencialmente benéfico durante bioextracdo (JOHNSEN; KARLSON,
2004). Porém tenha sido estabelecido que as alteragcbes nas propriedades
celulares podem nao estar necessariamente relacionado com a capacidade de
utilizar certas fontes de carbono (CHAKRABORTY et al., 2010), e, por
conseguinte ndo podem ser facilmente correlacionados com eficiéncia

biorremediacgéao.

Contudo, qualquer modificacdo ocorrida na estrutura superficial celular
bacteriana proporciona aumento na acessibilidade dos hidrocarbonetos para a
célula microbiana; comprovados por ramnolipideos, em pequenas
concentracfes, causam alteracdes quimicas e estruturais na membrana
externa através das proteinas e da liberacdo de lipopolissacarideos, na
presenca de hexadecano (AI-TAHHAN et al.,, 2000; SOTIROVA et al., 2009;
PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011)

A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura é de
origem bacteriana, como: Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.,
Arthrobacter sp., e leveduras (FONTES et al.,, 2008). No entanto, existem

diversos estudos referentes a producdo dessas biomoléculas quanto a

utilizacdo de fungos com potencial enzimatico, como Aspergillus fumigatus,
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Phialemonium sp. (CASTIGLIONI et al., 2009), Aspergillus ssp. e do género
Trichoderma sp (COLLA et al., 2012). Na literatura dentro do grupo dos fungos
degradadores de xenobibticos, destacam-se o0s lignoliticos que utilizam o
citocromo P-450 monoxigenase e enzimas extracelulares lignoliticas (MACIEL
et al., 2010).

A versatilidade e diversidade das propriedades dos biotensoativos séo
Gteis na aplicacdo terapéutica pela inibicdo de células cancerigenas,
apresentando capacidade em promover a lise nas células da membrana por via
de apoptose, como promissores Vveiculos de entrega de drogas o0s
lipopeptideos e os glicolipideos, destacando um novo ramo de aplicacdes
(GUDINA et al., 2013). Além do desenvolvimento na area da nanotecnologia,

0s biossurfactantes s&o promissores.

1.3.6 Residuos agroindustriais

Como estratégia para viabilizar a producdo de metabdlitos microbianos
sdo utilizados substratos alternativos que apresentem uma COMpPOSICao
nutricional adequada na bioconversdo de produtos (teis, conforme a
necessidade de aplicacdo pretendida pelas varias industrias (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MORAIS; ABUD, 2011).

BN

O uso de residuos minimiza os custos relacionados a producdo como
também permite a valorizagdo econdmica de sua co-utilizacdo, e
consequentemente o tratamento e 0s impactos ao meio ambiente, assim, 0
sucesso para uma producdo econémica ocorre pelo equilibrio do desperdicio
permitindo o acumulo do produto. Além de considerar o potencial enzimatico de
varios micro-organismos de sintetizar biomoléculas em diversos substratos
imisciveis em agua, como 0s recursos renovaveis de 0leos vegetais e residuos
de destilarias e laticinios, entre outros (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Os residuos de 6leo vegetal obtidos de industria alimentar tém sido
utilizados como substratos apropriados por apresentarem potencial para o
crescimento microbiano e a produgéo de metabdlitos (SAHARAN et al., 2011).
O oleo de fritura € produzido em larga escala e ap0s seu uso, sua composi¢cao

€ alterada em 30% de seus componentes polares, que depende da variedade
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do produto alimentar, do tipo de fritura e a quantidade de vezes que foi utilizado
(KOCK et al.,1996; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Estudos realizados por
HABA et al., (2000) detectaram a presenca de 22,52% de acido graxo de baixo
comprimento de cadeia, além de &cido miristico e laurico em relagdo ao 6leo
padrao e comprovou que cepas de Pseudomonas (produtora de
biossurfactante do tipo ramnolipideo) apresentaram aceitaveis resultados de
crescimento, reducdo de tensdo em 6leo usado comparado com o Oleo
padrdo, no entanto, a producdo e o crescimento por Bacillus (produtor de
biossurfactante do tipo lipopeptideo) nao correspondeu de forma satisfatéria. O
surfactante produzido por Pseudomonas em meio contendo sais minerais e
glicose também apresentou resultado eficaz de atividade emulsificante com a
adicdo de Oleo diesel estérii (BENTO; GAYLARDE, 1996); e similarmente
estudo de Muriel et al., (1996) observou o crescimento extracelular de
biossurfactante produzido por Cladosporium resinae em meio contendo
combustivel de aviacdo. Deste modo, pesquisas relacionadas a producdo de
biossurfactante através de diversos 6leos como substratos é uma estratégia de
gestdo de residuo, para a industria de alimento e de automoével (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002). Além dos ramnolipideos, estudos relacionados a producéo
de biossurfactante a partir da reutilizacdo de 6leo de fritura também revelaram
o potencial de viabilidade dos soforolipideos e dos glicolipideos, em ambos os
casos eles demonstraram rendimentos elevados e com capacidade de
emulsificacdo e aplicagdo promissora em locais contaminados com
hidrocarbonetos e na recuperacdo melhorada por petroleo (MAKKAR et al.,
2011).

Na ultima década as utilizacBes desses tipos de residuos combinando a
outro substrato soluvel atuaram bem por espécies de Candida, embora que,
para cada tipo de substrato o crescimento celular vai depender do
comportamento do micro-organismo, mesmo que apresente resultado relevante
a reducéo de tensdo (RUFINO et al, 2013).

A milhocina é subproduto obtido a partir do beneficiamento do milho que
serve como fonte de nitrogénio, porém também apresenta variada composicéo
de aminoé&cidos entre outros nutrientes, a qual depende da condicdo e da

gualidade do grao de milho utilizado no processamento (AMARTEY & LEUNG,
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2000; DOMINGOS, 2009). Estudos realizados quanto as caracteristicas fisico-
quimica da milhocina correspondem a valores que variam de pH (3,5 a 4,1),
concentracbes de nitrogénio (acima de 3,8 a 40,1%), teores de acUcares e
acido latico de 5% e entre 5 e 15%, respectivamente, além da presenca de
matéria organica (LIGGET & KOFFLLER, 1998).

Diversos trabalhos utilizam a milhocina e o Oleo residual vegetal,
apresentado resultados satisfatérios na producdo de biomoléculas (PAIVA,
2004; COSTA et al., 2007; FONTES et al.,, 2008; ANTUNES et al., 2013). A
diversidade de residuos agroindustriais com potencial ambiental e econémico
na producdo de biomoléculas é crescente, desde meios de processamento de
batata, o soro de leite, 0 melaco subproduto da inddstria acucareira, como
também residuo de destilaria, o caju, manipueira entre outros (MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1997; DUBEY; JUWARKAR, 2001; RODRIGUES et al.,, 2006;
ROCHA et al., 2007).

1.3.7 Micro-organismo

Os fungos sé@o seres eucaridticos, heterotroficos por ndo possuirem
pigmentos fotossintéticos, capazes de absorver energia luminosa e utiliza-la
para sintese de compostos organicos, e capazes de aproveitarem a energia
contida nas ligacdes quimicas de varios nutrientes por absorcédo; possuem
parede celular constituida por quitina e B-glucano; cujo material de reserva
energética € encontrado na forma de glicogénio ou lipideos (SIDRIM et al.,
2004; KIRK et al., 2008).

Eles exibem caracteristicas proprias que os diferenciam dos demais
seres, possuindo estruturas soméaticas representadas por hifas, sendo seu
conjunto constituido de micélio. Podem ser unicelulares e/ou multicelulares,
microscopicos e/ou macroscopicos; com reproducdo assexuada e/ou sexuada,

resultando na formacéo de esporos.

A Ordem Mucorales integrante da Divisdo Zygomycota inclui micro-
organismos com grande potencial econdmico-biotecnoldgico, e esses
apresentam capacidade de adaptacao a diferentes condicdes ambientais, em

resposta as variagbes de suas atividades fisiologicas, bioquimicas, genéticas,
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exibindo elementos fundamentais para a compreensédo de seu comportamento
celular (GRIFFIN, 1984; CARLILE; WATKINSON, 1996). Os Mucorales,
atualmente classificados como Mucoromycotina, sdo saprébios ou parasitas
fracos amplamente distribuidos pelos diversos ambientes e admitem vérias
espécies cosmopolitas, das quais registradas 90 espécies no Brasil
(HESSELTINE; ELLIS, 1973; ALEXOPOULOS et al.,, 1996; HIBBERT et al.,
2007; SANTIAGO et al., 2012).

Esses micro-organismos sao resistentes a condicbes de estresse e
podem ser facilmente isolados de solos, aguas, estercos, plantas, até em
outros fungos; mas também reconhecidos como agentes causadores de
infeccbes sistematicas, principalmente em pessoas imunocomprometidas
(RIBES et al., 2000; BENNY, 2009; SANTIAGO, et al., 2013)

Com excecdo dos micro-organismos patdégenos, os fungos filamentosos
benéficos sdo fascinantes devido ao seu modo de crescimento apical e a
capacidade enzimatica e metabdlica, estes podem exibir potencial industrial,
desenvolvendo diversificadas aplicabilidades, como a producéo extracelular de
enzimas (amilase, lipase, inulinase, pectinase, renina e protease), producao de
bioemulsificantes, pigmentos, entre outros bioprodutos (ALVES et al., 2000;
SANTIAGO; SOUZA-MOTA, 2006; SANTIAGO et al., 2013). A literatura relata
Chonephora, Mycotipha, Cunningamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus,
Syncephalastrum e Radiomyces, como exemplares de géneros de grande
interesse econdmico, pois esses fungos sdo utilizados pelas industrias por
sintetizarem produtos relevantes como &cidos (lactico, oxalico, citrico,
linolénico, araquidbnico), enzimas e etanol, além do mais o papel dos
Mucorales na biorremediacdo, como controle biologico (YIN et al., 1998; ZHOU
et al , 1999; MAGNUSON; LASURE , 2004; WEKESA et al. , 2007; ZAFAR et
al. , 2007; SANTIAGO et al., 2013).

O Brasil expde breves mudancas ambientais que justificam a
precariedade de conhecimento acerca da diversidade de Mucorales, ganhando
destaque apenas 13 espécies encontradas nas regides semi-aridas

(SANTIAGO et al., 2013). Esse grupo de fungos sdo importantes indicadores
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de mudancas no ambiente, além de compor a microbiota, também influenciam

ecologicamente na manutencéo do ecossistema.

1.3.7.1 O género Cunninghamella e aplicacdes

O género Cunninghamella exibe como caracteristicas morfoldgicas,
colénias com crescimento rapido, coloracdo variando entre branca a cinza,
esporangioforo ereto, ramificado e na extremidade de cada ramificacéo,
formam-se vesiculas piriformes ou globosas com diversos esporangiolos. Sao
descritas mais de 12 espécies (DOMSCH et al., 1980; FREITAS SILVA et al.,
2007).

A Cunninghamella sp., considerada um fungo filamentoso de importancia
na micologia médica e em processos biotecnoldgicos, pois exibe uma
capacidade de metabolizar uma ampla diversidade de xenobioticos (compostos
aromaticos, drogas farmacolégicas, acido y-linoleico), semelhantes ao sistema
de enzimas de mamiferos, esses micro-organismos sao encontrados em solos
e plantas de zonas mediterraneas e subtropicais (SIH; CHEN, 1984; DAVIS,
1988; ANDRADE et al., 2000).

As espécies mais comuns sdo a Cunninghamella bertholletiae, elegans e
echinulata. A Cunninghamella bertholletiae e elegans apresentam estruturas
reprodutivas semelhantes, tornando dificil sua identificacdo e possui acéo
patbgena nos animais e no ser humano (SUN et al., 2004). Segundo estudos
comprovados por WHANG et al (2000), apresenta em sua parede celular altos
rendimentos de quitina e quitosana equivalentes aos encontrados nos
moluscos e crustaceos, assim, de grande aplicabilidade em processos de

biodegradacéao, biorremediacao, biotransformacgéo e biossor¢céo de metais.

A Cunninghamella echinulata € um bom produtor de acido y-linoleico e
lipideos, uma das mais estudadas, sendo cultiva em glicose, casca de laranja e
residuo de tomate, entre os meios (GEMMA et al., 2002; VICENTE et al., 2010;
ROSSI et al., 2011).
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1.3.7.2 Caatinga

A Regido Nordeste tem seu territério constituido por clima semi-arido,
comportando sua biota a condicbes extremas e com vegetacdo denominada
por Caatinga. O solo é um reservatorio rico em populacdes de micro-
organismos e, dentre estes, encontram-se os fungos, seres decompositores e
produtores de metabdlitos incluindo enzimas de uso biotecnoldgico tais como
amilase, celulase e protease (PAUL; CLARK, 1989; SILVA, LINS, 2008). Neste
habitat, os fungos sdo encontrados em comunidades variando de 104 a 106
organismos por grama de solo (ALEXOPOULOS et al., 1996), sua presenga
esta relacionada a varios fatores, tais como umidade, aeracao, pH, riqueza de

substratos, entre outros.

Os fungos nessa regido ainda sdo pouco conhecidos e ganham destaque
pelo potencial que representam, justificando estudos em busca de espécies ou
isolados capazes de degradar e sintetizar compostos utilizados em processos
biotecnolégicos de interesse agricola, industrial e ambiental (MAIA;
GIBERTONI, 2002). Os micro-organismos nos diversos ambientes s&o
ubiquos, e podem ser encontrados em regides Umidas ou desérticas, em aguas
doces ou salgadas, desde o solo superficial ao de qualquer profundidade, no
ar, em ambientes domeésticos ou industriais, em altas ou baixas temperaturas,
em ambientes poluidos ou ndo, e apresentam uma imensa diversidade
genética, desempenhando fun¢des Unicas e importantes no funcionamento dos
ecossistemas (MARCAL, 2005).
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Resumo

O fungo Mucorales foi isolado de solo Caatinga de Pernambuco, Nordeste do Brasil, e foi identificado
como Cunninghamella echinulata por testes morfologicos, fisiolégicos e bioquimicos. Esta linhagem
foi avaliada para producdo de biossurfactante/bioemulsificante utilizando 6leo residual de soja (ORS)
e milhocina (M) como substratos, sendo acrescentada uma solucdo salina como base e produc¢éo do
biosurfactante/bioemulsificante foi determinada pela medi¢cdo da tensdo superficial e indice e
atividade emulsificante. Os melhores resultados mostraram uma reducdo da tensédo superficial da
agua de 72 para 36mN/m, e indice de emulsificagdo (E,;) de 80%, utilizando 6leo de motor e 6leo
queimado de motor, respectivamente. A nova molécula de biotensioativo mostrou carga anibnica e
composicado quimica polimérica constituida por lipideos (40,0%), carboidratos (35,2%) e proteina
(20,3%). Além disso, a solugédo a 1% do biotensioativo demonstrou uma é&rea de dispersdo do 6leo
(ODA) de (37.36cm?), bastante semelhante ao Triton X-100 (38,46 cm?). A estabilidade da reducéo da
tensdo superficial da dgua, bem como o indice de emulsificagdo mostrou ser estavel em ampla faixa
de temperatura, pH e concentracdo de sal (4-6%). O biotensoativo demonstrou capacidade para
reduzir e aumentar a viscosidade de substratos hidrofébicos, sugerindo que essa molécula pode ser
uma candidata adequada para a recuperagdo melhorada de petréleo. Ao mesmo tempo, estes
estudos indicam que os recursos renovaveis, relativamente baratos e facilmente disponiveis podem
ser utilizados para importantes processos biotecnologicos.

Palavras-chave: = Cunninghamella  echinulata; substratos agroindustriais;  biossurfactante;
bioemulsificante; dispersao de 6leo, redugéo da viscosidade; molécula polimérica.
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1. Introducéo

Os biossurfatantes foram descobertos pela primeira vez como compostos extracelulares por
fermentacéo de bactérias, e que tém claramente definido ambos os grupos hidrofilicos e hidrofébicos.
Inicialmente, foram vistos como interessante devido a sua capacidade para aumentar a solubilidade
de hidrocarbonetos insolUveis ou fracamente sol(veis. Elas ocorrem na natureza em bactérias,
leveduras e fungos filamentosos [1].

No entanto, alguns fungos filamentosos sdo produtores de biossurfactantes utilizando fontes
renovaveis. Uma visdo geral do biosurfactantes produzidos por fungos sao informadas por espécie
bacteriana bem mais explorada, no entanto relativamente menos fungos séo conhecidos por produzir
biosurfactantes [2]. Entre os fungos, Candida bombicola [3,4,5,6], Candida lipolytica [7,8,9], Candida
sphaerica [10,11], Candida ishiwadae [12], Candida batistae [13], Aspergillus ustus [14] Ustilago
maydis [15], e Trichosporon ashii, [16] sdo os explorados. Muitos deles sdo conhecidos por produzir
biossurfactante em baixo custo de matérias-primas. Os quatro tipos principais de biotensioativo sao
descritos: (a) glicolipideos, (b) fosfolipideos, (c) lipoproteinas ou lipopéptideos, (d) poliméricos. O
principal tipo de biossurfactante produzido por essas cepas é sophorolipideo (glicolipideo) [2] .

Os biosurfactantes sdo compostos tensioativos anfifilicos produzidos por uma variedade de micro-
organismos, com atraentes e ambientalmente aceitdvel no mercado industrial, devido propriedades
peculiares, aplicadas principalmente na recuperagdo melhorada de petréleo [17].

Os hiossurfactantes sdo considerados superiores aos produtos quimicos sintéticos devido a sua
origem, diversidade estrutural, maior seletividade do substrato, baixa concentragdo micelar critica,
biodegradabilidade e baixa toxicidade. Nos Ultimos anos, estas caracteristicas vantajosas das
biomoléculas tém ganho destaque no setor terapéutico e biomédico, como uso na agricultura,
produtos farmacolégicos, dermatologia, na indistria de alimentos e cosméticos [18,19]. Os
biossurfactantes apresentam propriedades como atividade antimicrobiana, e atividade anti-adesiva
contra micro-organismos patégenos [ 20,21].

As composi¢Bes quimicas dos biosurfactants sdo descritas como glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipideos, &cidos graxos, lipopolissacarideos, complexos de proteinas, lipideos neutros, e
polimeros [19,22].

O biotensioativo é considerado metabdlito secundario extracelular ou associado a membrana celular,
cuja estrutura depende da relacdo entre as fontes de carbono e nitrogénio, que influenciam
fortemente a producéo [21,23].

As patentes em nivel de producéo industrial de biossurfactante vem aumentado, e também o aumento
da biodiversidade de micro-organismos que produzem biotensoativo ou bioemulsificante a partir de
fontes renovéveis [20,24,25] .

No entanto, 0 uso destas biomoléculas sédo limitadas, considerando o alto custo de producéo, e
também o baixo potencial de producdo [9,26,27]. A fim de aumentar a produtividade de
biossurfactante véarios pesquisadores sugerem a otimizacdo dos bioprocessos, métodos estatisticos,
uso de matérias-primas de baixo custo, mas a disponibilidade de residuos varia de pais [25,28,29].

Assim, a literatura descreve que o éxito na producdo de um tensioativo depende da utilizacdo de
substratos de fontes renovaveis de processos biotecnolégicos que minimizem cerca de 50% do custo
total, bem como o processo de purificagdo se torna mais um obstaculo para a producao desses
compostos a partir de origem microbiana [11,30,31,32].

Neste estudo, o isolamento de fungos indigenas do solo da Caatinga de Pernambuco, Brasil, foi
capaz de produzir uma nova molécula de biossurfactante/bioemulsificante. O fungo isolado foi
identificado por estudos morfolégicos e fisiolégicos e producdo de biossurfactante/bioemulsificante
foram investigados utilizando residuos agroindustriais milhocina (M) e éleo residual de soja (ORS).
Além disso, algumas propriedades do biossurfactante/bioemulsificante foram investigadas para
confirmar as perspectivas comerciais e aplicabilidade.
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2 . Resultados e Discusséao

2.1 . Descrigédo da Cunninghamella echinulata

O fungo isolado do solo da caatinga apresentou col6nias cotonosas, creme claro ao castanho-claro;
os esporoforos apresentam ramos primarios monopodiais, pseudoverticais, raramente verticilado;
ramificacdes longas e curtas podem surgir a partir da mesmo basidioma, que pode ser formado ramos
simples ou ser ramificado varias vezes. Foram observados dois tipos de esporangiolos: 1-subhialino
ou hialino, elipséide equinulates alguns punctates em uma extremidade, 8,5-17,5 (-21,5) x 7-13,5 (-
15,5) mm ou globosa (8 14,5 milimetros de didmetro), 2 - esporangiolos, em comum, somente
globosa, 8,5-19,5 (-27) de diametro mm obviamente equinulado e espinhos longos e finos, escuros e
culturas gigante mais velha. O fungo foi identificado como C. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee,
de acordo com Zeng & Chen[33].

Coldnias de Cunninghamella echinulata apresentam crescimento rapido em temperaturas de 28°C a
45°C, bom desenvolvimento em pH 4, 7 e 9, e nivel de salinidade de até 15 %. O crescimento da
colénia é aveludado verso da coldnia apresenta coloragdo branca, assim como o reverso da col6nia.
A microscopia 6ptica da cultura mostrou hifas sem septos, muitas vesiculas, esporéforos simples e
curtos. As suas caracteristicas podem ser observados na Figura 1 (A-B). Estes dados sao
confirmados pela literatura [33,34,35].

Figura 1. Caracteristicas microscopicas e
macroscopicas de Cunninghamella echinulata
isolada do solo da Caatinga do Nordeste do Brasil.

2.2 Curva de crescimento, consumo de carboidratos, pH e producao de
biossurfactante.

Neste trabalho foram utilizados dois residuos milhocina (M) e éleo residual de soja (ORS) como
fontes de carbono e nitrogénio na solucdo salina para a producdo de biossurfactante por C.
echinulata crescido por 96 horas, utilizando um planejamento fatorial completo 2%, com variaveis
dependentes e independentes. Os resultados demonstraram que o fungo tem a capacidade de
reduzir a tensao de superficie, e a melhor condigcéo foi confirmada utilizando 3 % de M e 4 % ORS e 7
% de cloreto de sodio, descritos no quadro 2. Todas as analises foram realizadas a partir desta
condicao selecionada para investigar a produc&o de biossurfactante .

De acordo com a literatura, alguns fungos podem ser eficazes na reducéo da tensdo de superficial em
relacdo as bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, que possuem resultados mais
significativos no que diz respeito & reducdo da tens@o. No entanto, as leveduras demonstraram
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valores consistentes de tensoativos de acordo Bhardwaj et al. [2]. A melhor producdo de
biotensioativo conseguida por Fusarium sp foi BS-8 reduziu a tenséo superficial da agua de 72-32 mN
/ m sob a condicao de pH 7,0, temperatura 30 ° C [37].

As fontes de carbono e nitrogénio, além da associacdo com a solucdo base de sais e componentes
nutricionais influenciam o tipo e as propriedades dos biosurfactantes, tais como a acumulacdo de
biomassa. A literatura descreve varios substratos hidrofilicos e hidrofébicos alternativos, tais como
fontes de carbono e de nitrogénio para a sintese de biomoléculas. Neste estudo, de condi¢cdes
semelhantes foi usado, isto €, ORS como substrato hidrofébico e M molécula hidroéfila [40,41].

O estudo demonstrou um perfil de crescimento gradual nas primeiras 48 horas, com pequenas
modificacdes, até ao fim do cultivo (Tabela 1). O fungo é capaz de reportar que o 6leo vegetal (ORS)
como fonte de carbono, proporcionando um efeito adicional com a biomassa e o processo de indu¢éo
da producédo biotensoativo. A literatura relata que a producao de biossurfactante ocorreu por meio da
ativacdo de genes responsaveis pela sua biossintese, e também através dos acidos graxos que
prolongam a cadeia lipidica no dominio hidrofébico [37,41] .

O crescimento nas primeiras 48 horas de cultura mostrou atingindo um valor maximo de 30,0 gl- 1, e
aumenta levemente a seguir até 96 horas. A tensdo superficial reduziu até as 48 horas de
crescimento, com valores inferiores a 40mN/m, e continua a reduzir para 36.0mN/m. O pH & um fator
gue também determina a produc¢do de biomoléculas, a escala variou entre espécies de Candida 5.0 ,
5.7, 6.0, 7.8, no entanto, Pichia anamola e Aspergillus ustus MFS3 mostrou produ¢cdo maxima com
os valores de 7,0 e 5,5, respectivamente. Assim, a producdo de moléculas de tensoativos torna-se
possivel, com a possibilidade de utilizar substratos de baixo custo, permitindo o processo
biotecnolégico [2,13,14,37,38,39] .

A producdo do biotensoativo é também influenciada pelo tempo de incubacdo, e varios micro-
organismos sao capazes de produzir em intervalos de tempo diferentes, como observado em
Aspergillus ustus apés 5 dias, em Fusarium sp. BS-8 para 15 dias de incubacdo, enquanto a
producgéo por Candida bombicola foi no periodo de 7 a 11 dias [1,37,42].

Considerando que o crescimento fungo de C. echinulata sobre as condi¢cdes de producdo do
tensoativo por consumo total de fontes oferecidas pela ORS e residuos M. A producdo dessas
biomoléculas foi observada pela reducdo da tensdo surpeficial e consumo de -carboidratos
gradualmente ao longo de 96 horas de cultivo.

Tabela 1. Curva de crescimento, pH, consumo de carboidratos e producdo de biossurfactante
utilizando residuos industriais (M e ORS).

_ . Consumo de *Ten_séo superficial do
Tempo (h) Biomassa g.L" pH . 1 biossurfactante
carboidratosg.L mN/m
24 15.0 5.0 2.30 42.9
48 30.0 5.7 1.72 41.0
72 31.0 7.1 0.17 37.0
96 32.0 7.1 0.07 36.0

* Tensdo superficial da agua: 72mN/ m

A figura 2 ilustra o gréfico de Pareto, com 95% de nivel de confianga, para os efeitos estimados da M
sobre a reducdo da tensdo superficial. E possivel observar que a interacdo nos dois substratos M
(hidrofilica) e ORS (hidrofébico) é baixa nas condi¢cdes de 3% e 4% M, e 7% de NaCl, as quais
influenciaram significativamente a reducdo da tensdo superficial. Ambos os substratos foram
estatisticamente significativos para a produgéo biosurfactante por C. echinulata. Estes resultados
estdo em conformidade com a literatura, que descreve que a producdo de biotensoativo
fisiologicamente estd relacionada com o mecanismo de assimilacdo em resposta a exposicdo a
substratos hidrofébicos [1,2,17].
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Figura 2.Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados do caldo livre de células de Cunninghamella
echinulata apés 96 h de cultivo para os experimentos do planejamento fatorial completo de 2°. O
ponto que estima o efeito estatistico significativo (em p = 0,05). (A) Tensado Superficial.

Pareto ChartofStandardized Effects; Variable: Tens&o superficial (mN/m)
2 factors, 1 Blocks,20 Runs; MSPure Error=1,369886
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Oleo de soja p6s fritura %(Q) %ﬁ 224342

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

2.3 Caracteristicas de emulsificacdo do biossurfactante

Durante as duas Ultimas décadas os biossurfactantes tém estado sob investigagdo continua.
esperando um com potencial para substituir os surfactantes sintéticos. Varias aplica¢des industriais e
ambientais relacionadas, principalmente a propriedades como a detergéncia, emulsificacdo, disperséo
e a solubilizagdo de compostos hidrofébicos [30]. Devido as suas propriedades, como
biodegradabilidade, compatibilidade ambiental, baixa toxicidade, alta seletividade e atividade
especifica em temperaturas extremas, pH e salinidade terem conquistado uma maior importancia em
aplicacBes industriais e ambientais, tais como biorremediacdo, lavagem do solo, recuperacao
avancada de petréleo e outros processamentos de 6leo relacionados as industrias em geral
[22,23,24,25,28].

Amiriyan et al. [39] sugere que a atividade emulsionante depende da afinidade do bioemulsificante
com 0s substratos como hidrocarbonetos, que envolve uma interag&o direta com o proprio em vez de
um efeito sobre a tenséo superficial do meio. No presente estudo, uma emulsédo consistente foi
formada em ambos os substratos hidrofébicos do 6leo motor e com o 6leo queimado de motor, com
valores acima de 80%. No entanto, os 6leos vegetais de canola e soja mostraram valores préximos
de 60% (Figura 2). Os nossos resultados com bioemulsificante confirmaram a producédo de um
biotensoativo por C. echinulata constituido por radicais polares e ndo polares, e que as moléculas
eram capazes de causar a emulsificacéo de sistemas bifasicos (Agua e 6leo). Estes valores obtidos
foram compativeis com a produgdo bioemulsificante fdngica e bacteriana descritas na literatura
[2,9,10,37,43,44].
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Figura 3. indice de Emulsificacdo (E,s (B) do biossurfactante produzido por Cunninghamella
echinulata usando milhocina e 6leo residual de soja.
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2.4 Os estudos de estabilidade

Como pode ser observado nas Figuras 4 (A, B, C) e 5 (A, B, C), os resultados de estabilidade de
biossurfactante sdo bastante impressionantes em comparagdo com o biotensoativo mais potente
descrito na literatura [45,46,47].

A estabilidade da tensdo superficial e o indice de emulsificacdo s@o fatores importantes para a
utilizacdo de biossurfactantes em condicbes ambientais especificas. A capacidade de reduzir a
tensdo superficial e interfacial € um parametro fundamental para a deteccdo da producdo de
compostos tensoativos. Por outro lado, a formacdo da emulsdo é também um indicador da
propriedade emulsificante do biotensioativo isolado [48,49,50].

Os efeitos da temperatura, do pH e da salinidade concentracdo sédo fatores que influenciam a
atividade e a estabilidade da tensédo superficial e o indice de emulsificagdo, como devido a presenca
dos grupos funcionais sdo importantes propriedades do biotensioativo produzido por C. echinulata
(Figuras 4 e 5). Estes resultados obtidos do biotensioativo produzido por C. echinulata mostrou que o
caldo sem células foi termicamente estavel. Com o aumento gradual do pH foi observado uma
estabilidade notavel no valor de tensédo superficial até pH 12. O caldo livre de células de C. echinulata
foi ajustado a vérios pH na raz8o de 2-12, a temperatura ambiente, ap6s foram medidas a atividade
de superficial. As tensBes superficiais foram mantidas praticamente uniforme em todos os pHs,
indicando que a variagdo do pH néo teve efeito significativo sobre a tensdo superficial ou indice de
emulsificacéo.

No entanto, uma pequena mudanca foi observada a um pH de 12, deve ser consequéncia da
desnaturacdo de compostos proteicos do biotensoativo sob condi¢cdes extremas de pH, como
sugerido por Ghurye et al. [51]. No entanto, nas varia¢cdes na concentragdo de sais, foi observado
valores estaveis em concentragfes de 8 e 10%. Também foram observados comportamentos
similares em termos de estabilidade para os biosurfactantes produzidos pelo Fusarium sp [37],
Candida lipolytica [8], e Candida sphaerica [11]. Foram observadas alterages com o aumento dos
efeitos de cloreto de sodio.

A estabilidade do biotensoativo C. echinulata a diferentes temperaturas foi testado e mostrou-se
estavel durante um hora de incubagdo a 0-100 °C, tal como na Figura 4 (B). A estabilidade foi
mantida em ambos os 6leos a 5°C, usando o 6leo de motor mostrou uma eficiéncia maxima de 80%,
guando o aumento da temperatura diminuiu o indice. No entanto, os resultados da queima de 6leo do
motor mostrou mais de 60%, quando se atingiu 100 °C.
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Em diferentes concentracdes de NaCl o biossurfactante foi estavel em toda a atividade de
emulsificacéo. Os valores sao correspondentes a 50% de 6leo de motor queimado, embora o 6leo de
motor apresente valores mais baixos do que 40% nas concentracdes de 4 e 12. O maior aumento de
emulsificacao do biotensoativo nos dois 6leos (motor e motor queimado) e sugeriu que dependem da
afinidade com os substratos, como mostrado na Figura 5 (C). Os resultados do indice de
emulsificacdo obtidos sado corroborados também pela interacdo da porcdo hidrofébica do
biotensoativo com os substratos de hidrocarbonetos, de acordo com Shavandi et al. [52].

Figura 4. Estabilidade do biossurfactante produzido por Cunninghamella echinulata usando M
(milhocina) e (6leo residual de soja) ORS.
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2.5 Rendimento, CMC, cargaiénica e composi¢cado quimica preliminar do
biossurfactante

Os resultados obtidos mostraram um maior rendimento de 4,0 g.L - ! do biotensoativo isolado
produzido por C. echinulata . Estes resultados mostraram que fungo Mucorales C. echinulata é
excelente produtor tensoativo/bioemulsificante, quando comparado com fungos mencionados como
produtores de biossurfactante a partir de fontes renovaveis, tais como glicerol, acido oleico e outros
residuos [1,3,53].

A caracterizagdo quimica da molécula do biotensoativo isolado mostrou a presenga de lipideos (40%),
carboidratos (35,2%) e proteinas (20,3%). O biotensioativo mostrou um perfil anibnico por metro Zeta
com -64,9 ZPmv, 4.13uS/cm a 26,4 °C, escala completa. O potencial Zeta determina a fungéo da
carga de superficie da particula que servem para prever e controlar a estabilidade de suspensdes
coloidais e emulsdes, e confirmou os valores mais elevados obtidos indicam uma boa estabilidade por
repulsdo entre as particulas hidréfilas, de acordo com a literatura [46,48, 54].

2.6 Area de disperséo do 6leo (ODA)

A Figura 5 (A, B, C, D) apresenta resultados da area de dispersdo do 6leo. Os resultados indicam
auséncia de éarea foi formada por adi¢cdo de agua correspondente a 0 (Fig. 5-A); o uso de detergente
comercial apresentou 19,52 cm? (Fig. 5-B); o uso de Triton X-100 (1%) mostrou uma é&rea de 38,46
cm?, (Fig. 5-C), e a aplicacéo do biotensoativo produzido por C. echinulata (solucdo a 1%) foi de
37.36cm” de area de deslocamento do 6leo (Fig. 5-D). No entanto, sdo poucas informa¢des sobre a
area de dispersdo do 6leo (ODA) por biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos na
literatura. No entanto, de Bacillus spp (SH SH 20 e 26) cultivados no meio ISM complementado com
Oleos vegetais, eles falharam em produzir biosurfactantes ativos, enquanto que na presenca de
melacgo que eles foram capazes de produzir os tensoativos com halos de 51,2 + 3,5e 32,1 + 2,7 cm?,
respectivamente. Os mesmos autores relataram que Pseudomonas aeruginosa foi cultivada em meio
ISM suplementado com 6leo de residuos, foi capaz de produzir um biossurfactante e ODA
correspondeu a 45,3+ 2,8 cm’ [55].
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Figura 5. Area de dispersdo do 6leo formado de acordo com substratos: (A) 6leo
motor queimado + agua destilada; (B) 6leo de motor queimado + detergente
comercial; (C) 6leo de motor queimado + Triton X-100 (1%), e (D) 6leo de motor
queimado + biossurfactante isolado (1%), produzida por Cunninghamella echinulata.

2.7 Efeito da viscosidade do biossurfactante.

Foi determinada a viscosidade do 6leo do motor, 6leo do motor queimado, Diesel, Biodiesel, éleo de
canola, 6leo de milho, éleo de soja, 6leo residual de soja, dleo de girassol, éleo de palma , 6leo de
arroz, 6leo mineral e agua (controle) isolado e apos a adicdo de biossurfactante C. echinulata. A
determinacéo foi realizada em (cP) e percentagem (%) dos substratos hidréfobos, antes e apds a
solubilizagdo pela a utilizagdo de biotensoativo em solugdo a 1% durante 30 min. Portanto, os
melhores resultados que alcangamos pela ordem de uso do biossurfactante. A determinacdo da
viscosidade foi diminuida com 6éleo do motor 736,6 cP a 179,0 cP; Diesel 159,1-43,8 cP; dleo de
canola 374,0 cP a 110,9 cP; e 6leo de mamona 187,9 cP para 185.4cP (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades de redugcdo e aumento dos substratos de viscosidade pelo biossurfactante
produzido por Cunninghamella echinulata.

Substratos Viscosidade sem o Viscosidade com o biossurfactante
hidrofébicos biossurfactante (cP) (%)
(cP) (%)

Oleo de motor 736.6 59.9 179.0 725
Oleo de motor 148.9 48.3 210.7 87.9
queimado
Diesel 154.1 25.1 43.8 35.7
Biodiesel 36.0 29.3 51.3 41.9
Oleo canola 374 60.8 110.9 78.5
Oleo de milho 47.6 38.8 404.0 66.1
Oleo de soja 472.8 38.2 970.1 38.9
Oleo de soja pos- 380.1 61.9 556.3 45.3
fritura
Oleo de mamona 187.9 75.1 185.4 61.6
Oleo de girassol 355.5 57.6 493.3 40.9
Oleo de palma 403.0 67.7 536.3 45.1
Oleo de arroz 459.9 74.8 461.1 75.2
Oleo mineral 27.0 22.0 102.2 83.3
Agua (Controle) 0.96 0.9 1.35 1.1

A viscosidade foi aumentada apés a adicdo de biossurfactante como: éleo de queimado de motor
148,9 cP a 210,7 cP; Biodiesel 36,0 cP para 51.3cP; 6leo de milho 47.6¢cP para 404.0cP; 472.8cP
para 970.1cP; residuos de 6leo de soja para 380.1cP 556.3cP; Girassol éleo 355,5 cP para 493,3;
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Oleo de palma 403,0 cP a 536,3 cP; 459.9cP 6leo de arroz para 461,1 cP; 6leo mineral 27.0cP para
102,2 cP e agua como controle e, por vezes, observada o aumento se justifica por sua propriedade,
uma vez que sao doadores consistentes.

Por conseguinte, os resultados do biotensoativo produzida por C. echinulata é indicado para limpeza
das placas de 6leo contaminado, tal como descrito. Os resultados indicam dois mecanismos de
aumentar e diminuir a viscosidade usando substratos hidr6fobos através da utilizacdo do novo
biotensioativo solucdo a 1%. Os resultados sugerem que a viscosidade novo biossurfactante é um
candidato para a recuperacdo avangada de petr6leo mediada e outras aplicacdes quando é
necessario aumento da viscosidade de acordo com a literatura [56,57].

3. Secao Experimental

3.1 Isolamento, Identificacao e preservacdo de micro-organismo

O isolamento do microorganismo foi realizada durante o periodo de verdo a partir de solo da Caatinga
de Pernambuco , Nordeste do Brasil. O isolamento foi realizado utilizando o método de diluicdo
sucessiva do solo / agua ( 107, 107, 10° e 10*) . Para o isolamento de fungos foi realizada através
da midia : marTT in (1,0 g K2HPO4 , MgS04 0,5 g ; H20 , 5,0 g peptona , 10g de dextrose ; 0,03 g
Rosa Bengala ; 16g de agar para 1000 mL de agua destilada, com cloranfenicol 0,008 %) ;
Sabouraud agar de dextrose ( 5 g de peptona , 20 g de glicose , 15 g de agar , 1000 mL de agua
destilada , pH 6,5 ) . As placas foram incubadas a 280C até que as coldnias foram contadas, e as
colénias purificadas foram transferidas para novas placas de Petri contendo 0 meio semelhante e
incubou-se a 28°C. ApGs este periodo, a cultura monosporica foi transferida para tubos de ensaio
contendo agar de dextrose Sabouraud e preservada, a 5 °C. Cada experimento foi realizado em
triplicata. A identificacdo foi feita utilizando a chave para fungos Mucoralean descritos [37]. O fungo foi
isolado e identificado preservadas por congelagéo e em solugéo de glicerol liofilizada .

3.2 Substratos Agroindustriais

Os residuos agroindustriais foram gentilmente cedidos de Corn Products-Cabo, PE, Brasil (milhocina)
e informal de alimentos industria - Recife , PE, Brasil (6leo residual de soja-ORS).

3.3 Condicdes culturais e producdo de biossurfactante

O fungo foi inoculado isolamento em placas de Petri contendo meio de agar dextrose de batata e
incubados a 28°C durante 72 horas até esporulacdo . ApOs estas sporangioles periodo foram
contados (10” / mL) utilizando camara heamatimeter , e aliquotas de 5% de suspensdo foram
inoculadas em frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade , contendo 100 ml do meio de
producédo biotensioactivo [ KH2PO4 2,0 g , MgSO4 1,0 g ] e além de elementos 1 mL / L solucdo
rastrear [ FeS0O4.7H20 0,63 mg , 0,01 mg de MnSO4 , ZnS0O4 0,62 mg / L , pH 5,0 ]. A 4gua de
maceracdo do milho e substratos 6leo de soja poOs fritura e foram utilizados como substratos
agroindustriais, de acordo com planejamentos fatoriais 2%, Os frascos foram incubados num agitador
orbital a 150 rpm , 28 ° C. As células livres de liquidos metabdlicas foi obtido a partir de centrifugacéo
a 10.000G durante 15 minutos, depois filtrada.

3.4 . Cinética de crescimento e producgao de biossurfactante.

O crescimento de estirpes de C. echinulata foi acompanhada por biomassa e os resultados foram
expressos em (g/L). Aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo definidos e submetidos a
andlise para determinacdo de biomassa, o consumo total de carboidratos, pH, tensdo superficial,
estabilidade de bioprodutos, extracdo e caracterizacdo de biossurfactante. Todas as experiéncias
foram realizadas em triplicata .
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3.5 Determinacéao do pH

Aliquotas de células livres metabdlicas liquidos foi realizado para a determinacdo do pH por Orion
potenciémetro (Modelo 310).

3.6 Determinacéao tensao Superficial

A tensao superficial foi monitorizada a producéo de biotensoativo célula liquido metabdlico utilizando
0 modelo tensiometro Sigma 70 (KSV Instruments Ltd. , Finlandia), utilizando o método do anel de Du
Nouy a temperatura ambiente (+ 28°C) , de acordo com Kuyukina et al. [58]. As medi¢gbes da tensao
superficial da agua destilada e do meio convencional foram usados como controle .

3.7 Determinacéo do indice e atividade de emulsificagéo

Para a determinacdo da emulsificacdo, as amostras retiradas apds 96 horas de fermentacdo foram
centrifugados a 10.000G durante 15 minutos e, em seguida, analisados de acordo com a metodologia
descrita por Cooper e Goldenberg [59]. Foi adicionado a um tubo graduado de 1,0 mL de substratos
hidrofébicos e 2 mL de células livres contendo liquido metabdlico do biotensioativo, e a mistura foi
agitada em vortex durante 2 minutos. Os substratos hidrofébicos 6leo do motor e o 6leo do motor
gueimado foram testados. A percentagem de emulsificac@o foi calculado pela seguinte férmula: 1E
(E24) = AT \ AE x100.

3.8 Determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC)

A concentragdo micelar critica de biossurfactante isolado durante 96 horas de cultivo foi determinado
em solucdo aquosa a medicdo da tensdo superficial em tensidmetro automético (modelo Sigma 70
KSV Ltd., Finlandia) usando um anel de platina - iridio. A amostra do biotensioativo isolado foi diluido
em diferentes concentragcdes, comecando com uma concentracdo minima de 0,001 mg/mL até
alcancar a CMC observada com o objetivo de atingir um valor constante de tens&o de superficial . Um
gréfico da concentragdo em percentagem do biotensioativo (%) x TS (tensd@o superficial) foi
representada graficamente.

3.9 Determinacéao da estabilidade do biossurfactante

Os estudos de estabilidade foram realizados usando o caldo livre de células obtido a centrifugacao
das culturas a 10.000 g durante 15 min. Quatro mililitros do meio de cultura livre de células foi
aquecida a 0, 5, 70, e 100 °C durante 1 h, e resfriada até a temperatura ambiente, em seguida a
tensdo superficial e a atividade de emulsificagdo foram medidas. A tensdo superficial e indice de
emulsificacdo do caldo de cultura livre de células foram também determinadas apds a exposicdo as
mesmas temperaturas. Para estudar a estabilidade do caldo livre de células, o pH foi ajustado para
diferentes valores de pH (2-12) e a atividade de tens&o superficial e emulsificacdo foi medido. O pH
da cultura liquida foi ajustada com NaOH 1 M. O efeito das concentragbes de NaCl (2-12%) na
reducdo da superficie e capacidade de emulsificacdo do caldo de cultura livre de células também
foram determinados. Os testes foram realizados em triplicado .

3.10 Isolamento do biossurfactante

O biotensioativo produzido por C. echinulata foi isolado pelo método de precipitacdo utilizando o
periodo de liquido isento de células metabdlica com acetona 1:1 (v/v) de acordo com a Paraszkiewicz
et al [20]. O precipitado foi deixado em repouso durante 24h a 4°C, e apés este periodo foi
centrifugado a 4000 rpm durante 15 min, a 5°C. O sobrenadante foi descartado e o biotensioativo
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isolado foi submetido a dialise contra agua desionizada durante 96 horas a 5°C, e muda a cada 3
horas. O biossurfactante foi coletado e liofilizado [52] .

3.11 Carga ibnica e viscosidade

A determinacdo da carga ibnica do biossurfactante foi realizada através do potencial zeta Modelo
ZM3 -DG, Zeta Medidor 3,0 sistema+, com Imagem Direta paragrafo Video da Zeta medidor, Inc.,
EUA. A linha de topo do poco foi cheio com um composto puro da conhecida carga i6nica. A
substancia foi conhecido aniénico de dodecil sulfato de sddio (SDS) a uma concentracdo de (0,02 M)
substancia catiénica e o cloreto de bario (0,05 M). A placa de Petri foi mantida a temperatura
ambiente durante 48 horas. O resultado foi obtido com a aparéncia de linhas de precipitacdo, de
acordo com Meylheuc [60].

3.12 Teste de dispersédo do 6leo (area de dispersao 6leo - ODA)

O teste de dispersao do 6leo foi realizado utilizando a metodologia descrita por Diab e El Din (2013)
[55], a fim de avaliar o efeito do biotensioativo sobre a area de dispersdo do 6leo. O teste foi
introduzida em cada placa de Petri (diametro de 9 mm) 20 ml de 6leo de motor queimado, e seguido o
foi espalhada sobre o centro da pelicula de 6leo, 1 ml de agua destilada (A), 1 mL de detergente
comercial (B), 1 mL de surfactante sintético Triton X-100 (C), e 1 ml de biotensioativo bruto produzido
por Cunninghamella echinulata (D). As placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente
(28°C) durante 24 h. ApGs este periodo, o didmetro das zonas claras dos ensaios foram medidos em
cm?. Agua destilada foi utilizada como controle. Todos os dados foram registados como a gama de
amostras em triplicado .

O didmetro da zona clara formado foi medido e, em seguida, a &rea de clara circulo zona foi calculada
como area de deslocamento de 6leo (ODA), utilizando a seguinte equacéo:

ODA = 3,14 x

3.13 Determinacéo da viscosidade do Oleo

A fim de investigar os efeitos do biotensioativo produzido nos testes de viscosidade foram realizadas
a teste foi fixada ao volume de 6 mL . Estas viscosidades foram medidas usando um viscosimetro de
nivel ( Brookfield - TC 500 ) a 25 ° C. Os substratos hidrofébicos foram o 6leo de motor, 6leo de motor
queimado, Diesel, Biodiesel, 6leo de milho, éleo de coco, 6leo mineral, 6leo de soja , 6leo de soja
pos- fritura e Agua como controle foram testados . Na mesma sequéncia dos substratos hidréfobos
gue adicionado 2 mL de solucdo de biotensioactivo em 1,0% (w/v), para vortices 1min. e a
viscosidade foi medida de novo. Os resultados de viscosidade foram expressos em cP e %.

3.14 A analise estatistica

A fim de verificar o efeito das variaveis independentes (concentracdo de residuos industriais,
milhocina e Oleo de soja pos- fritura) sobre a producdo de biossurfactante, planejamento fatorial
completo 2°, com trés valores centrais, foi utilizado (Tabela 3). Os resultados foram, entéo,
examinados para determinar os principais efeitos de todos os fatores e foram realizados para
determinar quais fatores séo estatisticamente significativas. A analise dos dados e graficos , e todos
0s célculos foram realizados utilizando o pacote de software estatistico 7.0, eo significado dos
resultados foi testada em (p < 0,05).
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Tabela 3. Nivel e fatores aplicados ao composto planejamento fatorial 2°

Ensaios (-1.68) (-1) 0 (+1) (+1.68)
Oleo residual de soja 0.62 3 6.5 10 12.38
(%)
Milhocina (%) 2.64 4 6 8 9.36

4 . Conclusbes

O novo biossurfactante produzido pelo fungo Mucorales C. echinulata, além de ser um bom
surfactante, tem propriedades atraentes como um composto tensoativo e emulsificante. O
biossurfactante tem varias propriedades e ndo é afetado pela temperatura , pH e concentracdo de
cloreto de sédio. A composi¢do bioquimica preliminar sugere que a molécula € novo biotensioativo
polimérico, constituido por lipideos (40%), carboidratos (35,2%) e proteinas (20,3%). O
biossurfactante induziu uma area de maior dispersdo de 6leo utilizando 6leo do motor queimado, e
reduziu a viscosidade. Estas caracteristicas sdo desejaveis para 0s processos industriais,
considerando as varias propriedades que tém e podem ser atraentes, um composto de superficie
ativo e emulsificante Gtil em muitos campos da indastria. Esta abordagem do biotensioativo produzido
por C. echinulata representam uma ferramenta promissora, simples e de custo eficaz para o
tratamento de lamas oleosas gerado durante a limpeza de tanques de armazenamento de petréleo, e
outras industrias, com outras aplicagdes, quando um aumento na viscosidade é necessario.
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CONCLUSOES GERAIS

Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee, fungo indigena isolado da
micobiota da Caatinga de Pernambuco.

O biossurfactante produzido apresenta atividade surfactante e emulsificante.

O micro-organismo C. echinulata demonstra ser produtora de biossurfactante.

O biossurfactante/emulsificante produzido é estavel frente diferentes temperaturas,
pH e concentracdes de NaCl.

O biossurfactante/emulsificante apresenta carga anionica e constituicdo quimica
preliminar polimérica constituido por lipideos (40,0%), carboidratoss (35,2 %) e
proteinas (20,3%).

O biossurfactante/emulsificante demonstra elevado potencial na disperséo de 6leos,

na reducéo e aumento da viscosidade de substancias hidrofébicas.

O isolado C. echinulata neste trabalho indica uma alternativa promissora em
processos de Biorremediacdo auxiliando na reducdo da concentracdo dos varios
componentes do petréleo, na limpeza de tanques, em caso de derramamento, como

também em outras aplicacdes industriais.

Os proximos passos a serem realizados incluem a identificacdo molecular e por
Maldi Tof, como também, otimizacdo do processo de producdo e ampliacdo da

escala de producéo.
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Abstract: A Mucoralean fungus was isolated from Caatinga soil of Pernambuco. Northeast
of Brazil, and was identified as Cunninghamella echinulata by morphological, physiological,
and biochemical tests. This strain was evaluated for biosurfactant/bioemulsifier production
using soybean oil waste (SOW) and corn steep liquor (CSL) as substrates, added to basic
saline solution, by measuring surface tension and emulsifier index and activity. The best
results showed the surface water tension was reduced from 72 to 36 mN/m, and an
emulsification index (E.s) of 80% was obtained using engine oil and burnt engine oil,
respectively. A new molecule of biosurfactant showed an anionic charge and a polymeric
chemical composition consisting of lipids (40.0% w/w), carbohydrates (35.2% w/w) and
protein (20.3% w/w). In addition, the biosurfactant solution (1%) demonstrated its ability
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for an oil displacement area (ODA) of 37.36 cm’, which is quite similar to that for Triton
X-100 (38.46 cm’). The stability of the reduction in the surface water tension as well as of
the emulsifier index proved to be stable over a wide range of temperatures, in pH, and in
salt concentration (4%—6% w/v). The biosurfactant showed an ability to reduce and
increase the viscosity of hydrophobic substrates and their molecules, suggesting that it is
a suitable candidate for mediated enhanced oil recovery. At the same time, these studies
indicate that renewable, relatively inexpensive and easily available resources can be used

for important biotechnological processes.

Keywords: Cunninghamella  echinulata; agroindustrial —substrates: biosurfactant:
biocemulsifier; spread oil; reduction in viscosity; polymeric molecule

1. Introduction

Biosurfactants were first discovered as extracellular compounds of fermentation by bactersa but
which have both clearly defined hydrophilic and hydrophobic groups. Initially they were regarded as
interesting due to their ability to increase the solubility of insoluble or poorly soluble hydrocarbons.
Thev occur in nature in bacteria, yeasts, and filamentous fungi [1].

However, there are few filamentous fingi that produce biosurfactants from renewable sources. An
overview of biosurfactants produced by reported bacterial species is well investigated, however
relatively fewer fungi are known to produce biosurfactants [2]. Among fungi, Candida bombicola [3-85].
Candida lipolytica [7-9], Candida sphaerica [10,11], Candida ishiwadae [12], Candida batistae [13].
Aspergillus ustus [14). Usfilago maydis [15], and Trichosporon ashii [16] have been mvestigated.
Many of these are known to produce biosurfactants from low cost raw materials. The four main classes
of biosurfactant are: (a) glycolipids; (b) phospholipids; (c) lipoproteins or lipopeptides; and (d)
polymeric biosurfactants. The best known glycolipids produced by these strains are sophorolipids [2].

Biosurfactants are amphiphilic surface active compounds produced by a vanety of micro-organisms,
with an attractive and environmentally acceptable industrial market due to their properties, and are
mainly applied in enhanced oil recovery [17].

Biosurfactants are considered supenior to chemically synthetic products due to their origin, structural
diversity, greater substrate selectivity, low critical micelle concentration, biodegradability and low
foxicity. In recent vears, these advantageous features and biomolecules have gained prominence in
the therapeutic and biomedical sector, and are used in pharmacological and dermatological products,
and in the agriculiural, food and cosmetics industries [18.19]. Biosurfactants have properties such as
anfimicrobial activity, and anti-adhesive activity against pathogenic microorgamsms [20,21].

The chemical compositions of biosurfactants are described as glycolipids, lipopeptides, phospholipids,
fatty acids, lipopolysacchanides, protein complexes. neutral lipids, and polymers [19.22].

Biosurfactants are considered extracellular secondary mefabolites or associated with the cell
membrane, the structure of which depends on the ratio of carbon and nitrogen sources. This has a
strong influence on total production [21.23].
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Patents on producing biosurfactants at an industrial level have increased. as have those that exploit
the biodiversity of microorganisms for biotensioactive production, or to produce bioemulsifiers from
renewable sources [20,24,25].

However. the use of these biomolecules is limited since the cost of production is high. and the
production potential is low [9.26,27]. In order to raise the productivity of biosurfactant, several
researchers have suggested: optimizing the bioprocess: statistical methods: using low cost, raw
materials; and noted that greater availability of waste varies from country to country [25.28.29].

Thus, the literature affirms that the suecessful production of a tensioactive material depends on the
use of renewable substrates from biotechnological processes as this cuts total costs by around 50%.
despite the purification process being another obstacle to producing these compounds from a microbial
origin [11,30-32].

In this study. an isolate of indigenous fungus from Caatinga soil of Pernambuco, Brazil is shown
to be capable of producing a new biosurfactant/bioemulsifier molecule. The isolated fungus was
identified by morphological and physiological studies and biosurfactant/bioemulsifier production was
mnvestigated using corn steep liquor (CSL) and soybean oil waste (SOW) which are agroindustrial
wastes. In addition, some properties of the biosurfactant/bioemulsifier were investigated to confirm

what the commercial prospects are and their applicability.

2. Results and Discussion
2.1. Description of the Isolate of Cunninghamella echinulata

The isolated fungus from caatinga soil was seen to have pale cream to light brown, cottony
colonies; its sporophores present pnimary monopodial, pseudoverticilate, rarely verticillate branches:
Long and short ramifications can arise from the same sporophore, which can form single branches or
be branched several times. Two types of sporangioles were observed: (1) subhialines or hyaline,
ellipsoid equinulates with some punctates in one end. 8.5 to 17.5-21.5 x 7 to 13.5-15.5 pum or globose
(8-14.5 pm in diameter); (2) sporangioles, in cob:.mom only globose, 8.5 to 19.5-27 pm in diameter
which were obviously equinulates and dark, giant, long, thin spines in older cultures. The fungus was
identified as C. echinulata (Thaxt) Thaxt. ex Blakeslee, as per Zeng and Chen [33].

Figure 1. Light microscopic and macroscopic characteristics of Cunninghamella echinulata
1solated from Caatinga soil of Northeastem Brazil. Photographes of light microscopy (A)
and growth on Sabouraud dextrose agar (B).
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Crurminghamella echinulma colonies display fast-Zowing at temperamres of 28 fo 25 °C, develop
well ai pH 4, 7 and ©, and have a salimity level of ap te 15%. The prowih of the cobooy bas a vebvety
app=arance with a white coloring, as does the reverse of the celeny. The lisht micrescopy cultirs
showed byphas without sephum, mamy vesicles, and single and shom sporopherss; its faatmes can be
observed in Figure 1A B and these data are in agresment with that found in the Hteratare [34.35].

2.2 Timg-Cowrse of Growdh, Caorbalpdraie Concumprion, pH, and Bissurfliciaont Produciion

In thds study, two residuss—eom steep liquor (C51) and serybean ofl waste (SOW—wers usad as
carbon and nitrogen sources o the salme soluton to produce biosurfactant by O echinulare, sTown
within ©§ b, using a fiull 2* factorial design, with its dependent and independent variables and their
valoss. The results demonsiraied that the fumzus had the ability to reduce surfacs tension, and the best
condition was confirmed using S0W (3% wh) and C5L (4% w) and Wall (7% w'v), descoibed
in Tabls . From this selected condition, all apalyses to investmate the bicsurfactant production
were performed

According o the literature, thers are few fimgi that can be effective in reducing surface tension in
relation o bacteria such as Prewdamonar aeruginasg and Baciliwr tebifils, which have the most
significant results with regard to redocimg soch t=nsion. However, yeasts demeonsizate consistent values
of tensipactives [1.36). The best biosurfaciant prodoction achieved by Fusarium sp was B5-8 and
thiz reduced the water surface fension fTom 721 to 32 mN'm under the condition pH 7.0, Empemrs
0= [37]

The carbon and pitrogen sources, in addition to the association with the basic solation of salts and
mrace elements, infhasnced the type and propertes of biosurfactants, swch as biomass accupmilaton
The Gteratare describes varions altermative hydrophilic and hydrophobic substrates, such as additional
spurces of carbon and mifrogen for synthesinng blomoleculss. In this study, similar conditions wers
used, namely SOW az hydrophebic and 5L as hydrophilic subsirates [35-30].

The siudy demonsirated a profils of growith m the first 48 b, with slight medificateons il the end
of cultivaton (Table 1). The fongas is able to use the vegetable of (S0W) as a carbon source that
provides additoral effect to biomass and the process of indocings bissurfactant production. The literaturs
repaorts that biesarfactant prodoction ocoumed by actvating the penes resporsibls for thelr biesynthesis,
and alse by providing fatry acids that lenprhen the lipid chain in the kydropkabic demain [41].

Table 1 Time-course of growth pH, carbobydrate consumption and bissurfactamt
prochuction using indastrial wastes (oom steep liquor—CSL and sovhean odl waste—50W).

Time  Biemas H Carbohydrace Coniumpoon * Biozmrfactant Surface Tension
m gLy P (L) ()
4 134 50 2.30 2.9
e 300 57 1.7k 41.0
2 ERR 71 0.17 3o
] 320 7.1 0.07 6.0

* Surface mmsion of water: 72 o 'm and e average was 45 mNm.
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The growth in the first 48 b of culture reached a maximum vale of 30.0 gL', and shightly
mereased thereafter until &5 h. The surface tension decreased at 28 h of growih with valaes less than
40 m™'m, and cootimuensly decreased to 350 mMN'm. The pH is a factor that also defermines the
production of biomalecules, scales ranged from Cindida species 500, 5.7, 6.0 and 7.2, However,
Pichia anamola and dspergilinr urtur MFS3 showed maximom production with valoes im 7.0 and
5.5 pH. respectively. Thus, the production of tensioactives becomes feasible if it is pessible to use Low
cost subsirates that enable the Metecknolomcal process [2,13,14,37-39).

The produciion of the bieswiacant is alse mfluenced by the length of inogbation, and wariouos
micrerganizms are able to produce at different infervals of time as ebsarved for drpergiiins wrius
afier 5 days, Fusarinm sp. BS afier § io 15 days, and Candide bombicols after 7 to 11 days of
imcabation [1,37,43].

The . echinuiata growth in sach working conditions is related to the consumption of the sources
ofered by 30W apd CSL residuss. Af the same time, the produoction of biosurfactaot showed the
surfacs tenzion reduced pradually during the 96 b of coltvation (Table 1)

Figure 2 dlustrates the Pareto chart, with a 95%: confidence level, for the estimated effects of CSL
and S0W in reducing the surface tension It was seen that the ineracton of the o subsmates C5L
(bydrephilic) and S0W (hydrophebic) at 3% S0W and 2% CSL., and 7 of WaCl had a significant
milnence on reducing the surface t=nsion. Both subsirates were stabstically significant for biosurfactant
productson by O echinuiriy. These results are in accordance with the liferatare that afirms that
phyziological biosurfactant production is associated with the assimilatory mechanism in response o
expozure o bydrophobic substrates [1,2,17].

Fizure 1. Pareto Chant of sandardized effects of the cell-fes broth by Cunmimehamelin
echimulara after 96 b of cultivation for the 2° full experimental factorial designs on surface
tenzion. The point estimates the statistcal siznificance (3t p = 0.05).

Porws Ched o Seeioe Bce . Y ersbie Dorkes Brdoe=iiem)
O Sushoe § b orweiien)

o : |m-:t

Eie sl M| i |:4-rrr|

s A Ry T AW

1 Scstaan pow neg MeiL) : |:w-:-:

2.7, Emuisifcamon Characteristic gf the Fiosurficiant

Cnuring the past mo decadss, biosurfactants have been undsr contioous iovestgation as a potential
replacement for symthetic surfactants. Due fo thelr having properties suwch as biodegradabilicy,
emvmonmeental compatibility, low toracity, high selectivity and specific adivity at exirsms femperaires,
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pH and salmity, they bawve steadily zained in sipnificance in indusimial and eovironmenial applications
such as bloremediation, sofl washing enhamced oil recovery and other peneral ofl processing and
related mdusiries [X2-135 28 30].

Amiriyan ¢ al. [39] sugpested that epmilzifier activity depends oo the affnity of hicemulsifier for
bpdrocarbon substrates which mvelves a direct interaction with itself rather than an effect on surface
tension of the mediom. In the present shady, a consistent emwalsion was formed with the hydrephobic
subsiabes of tumi engins oils and engine oils, and showed valuss above 80%. However, the vegeiable
ails of canala and sovhean shewsd values near 80%: (Fimmre 3). The supplementary Figore 51 was used
as conirel of epmlsification acivity by culime medivm: and the Figure 52 showed stable emulsion
to four bydrophobic substrates using the CMO (20 L) of the izolate biosarfactant prodwced by
. echinulate forming §5%, 70%, 20%: and 85% index (Ei,) to sovhean cil canola oi, meotor odl and
burmet moder oll, respectively.

Ampng the vanans hisactive compounds, biosorfactant (BS)hisenmizifiers (BE) are atracting
major iofersst and attention due fo therr strochmal and funciopal diversity. Cheo resolis show the
bisenmilsifisr (BE) property of the bissurfactant (BS) prodoced by C. echinnlere, a componnd which
compound comprisss the polar and nonpelar maietes of the molecule and is able to epmlsify biphasic
systems (water and oil). The epmlzification vahies obitained were compaiible with those of the fumgal
and bacterial bisemulsifiers described in the literature [1.9.10,37.43].

Figore 1. Emulsifier Index (Eyy) of the hioarfactant produced by Cummwinshomella echmmior
using corn stesp liquar (C5L) and sovbean oil waste (30W) tesied with engine oil, ot
enging oil, canels and soy all

Emnbsificafion imdax (€5 %)
cEEuEED el

Ergine ol Bumt Carnclacl Soy ol
mpirm ol

2.4 Stability Sdies

As observed in Fimmes 4A-C and 5A-C. the hioarfactant stability resolts of some of these resulfz ae
uite impressive compared fo those of the most petent biosmfactant descmbed in the literure [42-44].

The stability of the surface temsion and emvolsifier index are imporfamt factors for wsing
bigsurfactants under specific envirommental condifions. The ability te reduce the surface and
mierfacial temsion is a key parametst for deteciing the producton of surface-acfve compoumds
O the ather hand the formation of emoulsion &5 alse an indicator of the emvolsifier property of
izolated hiosurfactant [47-39].
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Figore 5. GSwhbility of biceppdsifier of the biosuwrfctant produced Ty
Cunninghamelly echinmiong using O5L (com steep liquor) and S0W (sovbean of waste).
Shadies of the effect of pH (A); temperahurs (B); and sodnmm chlonde concentrations (C)

oo enmulsifier mdex (Eqy).
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At diferent WalCl concenirattons, the biosmiacant was stable throoghout the epmlsification activify.
Valoes comespond to 50% of hant moter oil, althoush the enzine oil showed values lower than 40%
in the concentrations of 4 and 12. The major increase of biosurfactant emulsification for the mee oils
(engine and bumt engine) sogeested that this depends on the affnity for sobstrates, as shown in Figare 5C.
The results ebtained for the enmilsification mdes are cormobarated as is the mteraction of the ydrophobic
portion of the bisnurfactant with ydrecarbon substrates, according to Shavandi er al. [31].

2.5 Toeld, CMC, Jomic Charge and Prelimingry Chemical Compasiaon qf Fiesugiciont

The results obtained showed a higher yield of 40 gL' of isolated hiosurfactant produced by
. echinmiara. These results show that the Muceralean fomems O echinglera is an excellsmt
fensioactvebisemulsifier producer, when compared with fongl menfioned as producing biosurfactant
from renewable sources such as glycerol, eleic acid and other wastes [1,3,52].

The chemical characterization of the isolste molecole of the bosarfactant showed the presence of
lipids (40°%:), carbobydrates (352%) apd proteins (20.3%). The bissufac@nt showed an anfonic
prefils by Zeta meter with —64.9 ZPmw, 413 pSiom at 254 “C, fall scale The zeta potemtial
determines the functon of the surface charze of the particle that serves to predict and commol the
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The effects of temperanae, pH and salinity concentration are facters that influenced the activity and
sability of the emnlsifier indsx and surface tension due to the presence of their fmcitional groups and
are imporiant propertes of the bosurfactnt produced by C echimulms (Figores 4 and 33 Thess
results obtamed for biosurfactant produced by O echinuiarg showed that the cell-fr=s broth was
thermally sfable. When the pH was zradually increased, there was a nodiceable stability in the surfacs
tension valoe ol pH 12 was obsarved. The cell-free broth of O echimulzre was adjusted for vanoos
pH m the range 2-12 af room temperahoe, following which the surface activities were meanmed. The
surface fensions remained practically umiform at all pHs, indicating that vanation in pH had ne
appraciable effect on surface fension or the emulsifier index.

Fignre 4. Swability of surface tension of bipsurfactant produced by Crominghamella chinan
using com steep lgoor (CSL) and soybean oil waste ($0W). Influence of pH (A);
temperabare (B); and sodivm chlprde cons enfrations () on surface tension stability.

) ol
1 B # E & w0 |

Surtioe wenian (mbim)
E B 8 & B

Temperature [*C)

H ]

DOG00E0! |

'S

However, a small changze was observed at pH 12 which omst be the comsequence of the
desnataradon of protemacecus compeunds of the biosurfctnt under extreme pH, as ;uggested by
Ghurye ef @l [530] Howewver, the varatons in sali concentration values were stable af 8% and 10%:
Similar behaviors regarding stability were alse observed for the biosurfactants produced by
Frsarium sp [37]. Candida iipedytica [B]. and Condide spheerica [11]. Changes were obsemved with
the increass of sodium chloride effects.

The stability of the bsurfactamt O echimulms at different temperanme: was tested and
demonstrated to be stable dunng one bour of incubation af 0-100 *C as shown in Figure 4B. The
smbilify was mainfamed in both oils at 5 °C, using the engine oil, and showed a maxmmom efficiency
of 205 whils increasing the temperatae deceases the index. However, the bumt engine ofl results
showed @ madnmm efficiency of ower 60%: when the temperanme reached 100 “C.

75
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stability of colloidal suspensions and epmisions, and confirmed the hizher values obtined. mdicating
goad stabilify by repulsion between hydrophilic particles, as per the liferatare [23.47,33).

The cmtical micelle conceniration (CMC) is the minimum biosurfactant concenimbon needed fo
reduce the surface tension fo the mrommm exznt. The bissurfactant fTom O ecfimuara showed a preat
capacity for reducing surface fension since the water surface tension was reduced from 70 fo 30 m'm
when the CMC was inoeased to 20 gL (Fizme §). Abowe this point, inmeasing the biosoiactant
concenmation did not lead to forther redoctions in water surface fension, thos mdicating that the CMC
had been reached The results obtained show that the biosurfacant produced by O echmwlas pessesses
an mereased capacity o reduce tension as compared to the biesurfactants produced by yveasts [2,8-11].

Figore 6. Surface temskon vernur conceniration of bBolated bieswrfactant produced by
Cimminghamella echinuiaiy grown in soybean oll waste (S0W) and com steep Bgoor (C51)
&3 subsiraies, added to basic saline sobuton oo the Crtical Micelar Concentraton [CWC).

i s 8 Wil | vl o )
MWL & HBED & &
i

2.8 O Dirplacemenr drag-0Dd

Frzure TA-T) showrs ol displacement area resalts. Thess results mndicated a low area was formed when
water was added, comresponding to 0 (Figure 3A). using commercial detergent remalted in 19,52 ow®
(Figare 5B), the use of Trton X-100 (1%:) in 3846 o, (Figmre 5C), and the application of the
biosurfactant produced by O echimwlasz (1%) m a 3735 o’ oil displacement area (Fipure D).
However, there is lifile information about il displacement areas (0D A) brought about by biosafactands
prodoced by Glamenfous fung in the literaiure. Howsver, Baciins spp. (5H 20 and SH 2§) were grown
m I5M medium supplemented with vegetabls eds but this fafled to produce active biosurfactants,
while in the presence of molasses they were able to produce sufactantz of 512 =35 and 321 =27 o’
QDA respectively. The same authors reported that Pseudomonas asmginosa, zrown m I8N mednum
supplemented with waste oil, was able to produce bionurfactant and an ODA comesponding i
453 =28 cm’ [54].
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Figure 7. O displacement area formad according to substrates: (A) Bumt engine oil +
distilled warter; (B) Bumt engine oil + commercial detergent; (C) Bumt engme oil = Tnton
X-100 (1%); and (D) Burnt enzine oil + isolared beosurfactant (1°%) produced by
Cunninghamelia echinuiata.

sw

2.7. Effect of the Biosurfactans on Fiscosity

We determined the viscosiry in Engzine oil, Bumt Enzme oil Dieszl, Biodieszl. Canola oil, Com oil,
Soybean oil, Soybean waste oil. Sunflower oil, Palm oil, Rice of. Mmenl oil and Water (Control)
isolate and after addng bioswrfactant isolate from C. echinuiara. The centipoise (cP) and
percentage (°:) of the hydrophobic substrates was determined befors and post solubilisation by using
biosurfactant at 1% solution for 30 min The best results were achieved when biosurfactant was used
Viscosity decreased as follows: Engine oil fom 736.6 to 179.0 cP; Diesel from 139.1 to 438 cP:
Canola oil from 374.0 to 110.9 cP, and Castor oil fom 187.9 to 185.4 cP (Table 2).

Table 2. Influence of the beosurfactant produced by Cuwminghamelia echmuiata m the

viscosity of hydrophobic substrates

Hydrophobic Viscosity without Biozurfactant Vizcosity with Biozurfactant
Subztrates (cP) (%) (cP) (%)
Exngine ol 7366 59.9 178.0 23
Burnt sogine oil 1489 483 210.7 879
Digsel 154.1 251 438 357
Biodiesel 360 23 513 219
Canola cil 3740 60.8 110.9 785
Com otl 476 388 204.0 66.1
Soybean cil 4728 38.2 870.1 389
Soybean wasts cil 380.1 619 556.3 433
Castor cal 1879 75.1 185.4 616
Sunflower cil 3555 57.6 4033 409
Palm oil 403.0 67.7 5363 451
Rice oil 4399 748 461.1 752
Minoral ozl 270 220 102.2 833
W ater(Ccatral) 09 09 13 1.1

The viscosity mcreased after adding beosurfactant as follows: Bumnt enzine od from 1489 10 210.7 2,
Biodiesel from 36.0 to 51.3 ¢P; Canola oil 374.0 to 110.9 cP; Com oil from 47.6 to 404.0 cP; Soybean
from 472 .8 to0 970.1 cP; Soybzan waste ot from 3801 o 536.3 cP; Sunflower otl from 355.5 t0 493.3 2,

77
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Palm odl from 403.0 te 5353 P Rice ol from 4599 to 2611 P, Mipeml ail fom 270 w 102.2
and Water as Coptrol. And sometimes the mcreaze observed is justfisd becanse of the oils” propenties,
since they are consistent donors. Accordingly, the result of the biesurfactant produced by C. echinulzna
for cleaning oil confaminated plates &= described. The resulis indscate fwo mechanisms that increass
and decrease the viscesiy wsing hydrophebic substrates when the pew biosurfactant sehmion is wsed
at CMC (20 gL). The wiscosity results suggest the pew biosurfactant is a candidate for mediated
enhanced oil recovery and other applications when if is necessary to increase viscosity and this is in
accardance with the literatare [53,54].

3. Expermmental Section
3.1 Belagian, Identificaton and Preservation of the Microorganizm

The isolation of the microorganism fom Caatinga soil of the Permambuce, MNortheast of Brazil was
carried out duming the supomer perigd. The isolation was performed using the successive dilution
method sedl'water (10", 107, 10" and 10 *). The isalation of fungi was camied out using media:
Marttin (1.0 g E-HPO,, 0.5 g Me50,; H,Q, 5.0 g peptone, 10 g dexross; 0.03 g Fose Bengal: 16 g
agar w 1000 ml of distlled water, with chloramphenicel 0000B%:);, Sabouraud dextrose agar
(peptone 5 g glocose 30 g, 15 g agar, 1000 mL distilled water, pH §.5). Plates were incubated at 28 °C
unfil colonies appeared and were then coumted The purified colomies were transferred fo new
Pen dishes combining a similar mediom and incobated at 28 °C, at 5 days. After thiz penod
the monespornc culiure was transfered fo test fubes confaiming Sabourand dexirese agar and preserved
at 3 "C. Each experiment was camied out in friplicate. Jdentification was mads using the kay to
Mucomalean fimzi given by [37]. The olated and idenrified faneus was preserved by fresze-drying
and freezing in glycerel sehition.

3.2 Agroindusmial Substrares

The agroindusimial residues were kindly provided fom Com Products, (Cabe, PE. Brazl) (com
steep liquar-CSL) and from strest stalls that sell bet food m Fecife-PE (sovbean waste oll-500W).

3.7 Cuimire Condisions and Biasuribcrtans Praducton

The isolate of the fungus was inecolated m Peim dishes containing Pofafe dexirose agar medium
and incubated at 28 °C for 72 h unfil sporalaton Afier this perigd, the sporansioles were counted
(107/mL) using a hematimeter chamber, and aliquots of 3% (vY) suspension were inoculated into
250 ml Eremmeyer flasks contammz 100 mL of the mediom for bicswfactant production
(EHPOy 2.0z Mg50, 1.0 g) and | mL/L elements of mace soluton was added (Fe50,-TH-O 0053 mE,
MnS50y 001 me, ZnS50y 0062 maT, pH 5.0). The subsmates of soybean waste odl (S0W) and com
steep liquor (CSL) were used as agreindustrial substrates, according to factorial desipns 2°. The fasks
were moubated in an ortial chaker ar 150 rpm. at 28 °C at 9§ b, The call-free metabolic hoquid was
obfained fom cenirifozaton at 10.000= g fior 15 min and then fltered.
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3.4 Kinetics gf Growsh and Bicowricamr Production

The zrowth of strain: of C. echinuizsry was accompanied by a biomass and resules were expressed
m (gL} Aliquots were collected at defined intervals of dme and submitied 0 analysis to defemmine
the biomass, tefal carbehydrate consumpiion, pH. surface tension, the stability of bioprodocts, and fo
extract and characterire the biosurfactant. All experimerts were performesd n triplicate.

3.5 Determining the pH

Aliquots of the cell-fes membolic liquid were used to defermine pH wsing an Omion potenticmetsr
(Model 310) (Crion Research Inc, Cambridge, M4 T54).

3.6 Determming the Surfare Tension

The surface tension was monitared for besurfactant prodoction fom the cell-fes menbolic liquid
uzing 3 Tensiometer model Sigma 70 (K5V Instraments Lid, Helsinki, Fmland) by the Cu Mowuy ring
method at room temperabare (=18 °C), as per Kuyukina er ai. [57]. Measursments of surface tension
from distillad water and fom the conventioral medium were nsad as coniral

3.7 Detgrmining rthe Emultjffcation fade mnd Aciivity

To determine the percentage of emalsification, the samples removed after 96 h fermentation wers
cemmifirged at 10000= g for 15 min and then analyzed according to the methodology described by
Cooper and Goldenberg [58]. 1.0 mL of hydrophobic sobstrates and 3 ml. of cell-fres metabalic liquid
containing the bicsurfactant was added to a gradoated mbe, and the mixtore was vorexsd for 2 min
Hydrophobic subsmates of enzins oil and buomi engine il ware tested. The percentaze of emulsificaton
(Ezq) mdex is given as percentage of height of emmlsified layer (mm) divided by tofal heighf of the
Yicyuid codumn. ().

3.8 Detgrminme the Criacal Micelle Concentration (CHC)

The ritical micelle concenmation of hicsurfactant isolated during 96 h of cultivation was determined
I aguects soluiten. The surface fensioh was measmed on an amtamafic tensiometer (mode] Sizma 70
K5V Led , Helzinki, Finland) using a platinum-iridiom ring. The sample of the isolated biosurfactant
was diluted in different concentrations. starting with a mmmmm conceniraton of 0001 mzml. unil
reaching the CMC was seen to have producsd a surface tension of a constant value A graph of the
percentage concentration of biesurfactant (32)TS (surface tension) was plotted.

3.9, Determining the Stability af the Biorurfactant

Stabality stodies were undsriaken using the cell-free broth obfamed after cenirifurms the cultares at
10,000 g fior 15 mm Four milliliters of this broth were heated at 0, 3, 70, and 100 °C for 1 b and
conled to reom temperature, after which the anface tension and emvolsification activity were measmed.
The surface tension and ewmlsification index of the broth were alse determined afier exposure at
the ames temperaturss. To stady the pH stabilicy of the czll-fee broth its pH was adjustsd to diffenemt
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pH values (2-17) and the surface tension and emmalsification activity were measured The Souid-calrs
pH was adposted with 1 M NaOH The effect of Nall concenimations (2%—-12%) on reducing the
surface temsion and emulsification capacity of the cell-free culture broth were alse defermined. The
fests wers performed in mplicate.

310 Loiation gf the Biomrgfaciani

The bipswiactant produced by C echimwiang was isolated by the precipimtion method wsng the
cell-free metabolic liqgud with acetone 1-1 (vW) as per Paraszidewicz of al. [20]. The precipitaie was
allowred to stand for 24 b at 2 °C, and after this period was cenmifozsd at 4000 rpm for 15 mm, at 5 °C.
The supemmatant was discardsd and the isolated biosurfactant was sobmdtted to dialysis against
deionized water, which was changed every 3 b, for 26 h at 5 5C. The biosurfactant was collected and
freeze-dried [51].

311, Charactwerzaion qf the Blosurfnciont

Protein coptemt m the olated Wosurfactamt was estimated by tofal protsin test kit fom
Labiest Dapoostca 5.A., Minas Cerais, Brazid. The total carbohydrate cootent was estimated
by the phemol-sulphunc acid methed [59]. The lipnd cootent was defermined accomding to
Manocha ef @i, [#0].

312, Tomic Charge and Ficosily

The tonic charge of the bioanfactant was determined by wsmg a Zefa pofentiometer modsl ZM35-D-G,
ZLota Meter System 3.0+, with direct images to the video of the Zefa Meter, San Francisce, CA, TUSA
The top row was filled with a pure compound of a known womic charge. The substance is known as
amianic sediom dedecy]l sulfate (SD5) af a conceniration of (.02 M) cationic substance and barum
chloride (0.05 M) The Pemd dish was kept at room temperarore for 28 h. The result was caloolated
when the precipitation lines appsar, as per Mevibeuc oral [61].

313, Ol Spread Test (05 Displrcement Area-0D4)

The 0l spreading test was camed out using the methodology descrbed by Diab and El Dhn [34]
order to evahaie the efect of the hiosurfactant on the cil displacement area. T'wenty pulliliter of bumt
engine odl was placed oo each Pemi dish (7 mm diameter), and this was followed by spreading 1 ml of
distilled water (A), 1 mL of conmercial defergent (B), | ml of synibetic surfactant Triton X-100 (2.,
and 1 mL of crade bissuriactant prodoced by by Connfmghamels echimulosr (D) io the cenire of a lm
of oil. The Peiri dishes were incobated at room temperapare (28 %C) for 24 b Afer this period, the
diameters of clear zones of the assays were measured in cm’. Distillad water was usad as control. All
data were reported as the range of miplicare samples. The diameter of the clear zone formed was
calculated as an odl displacement area (ODA) according to Morikawa er @i, [62] using the following
equation [60]- ODA = X2/7 (radius)” cm®.



ANDRADE SILVA, N.R. Potencial Biotecnol6gico de Cunninghamella echinulata... 81

314, Davermining Ol Fizcoziy

In order to mvestizate the effects that the hieswfactant prodoced on the wiscosiy, tests were
carmied out at a fxed volume of 6 mL. These viscosities were measured at 25 *C using a standard
viscometer (Brookfisld (Middleboro, M4 T154) TC 500). The hydrophebic substrates of Engine oil
burned engime ofl Dissel Biodiesel, Com ol Coconuot of, Mineral oil, Sovbemn oil Seybemn
post-fiying il and water as conmol were fested. In the same ssquence as the hydrophobic ubsimates
we added I ml of biosurfactant selution at 1.0% (%), which was wortexed for 1 min. and the
viscosity was measured agam  The viscosity resulis were expressed in ¢ and %,

315 Smaostical dmalysiz

In crder to verify the sffect of ind=pendent vaniables (the concenimations of indusirial residues, com
steep liquor-C5L and sovbean ofl waste-500W7 on biosurfactant preduction, a compless facterial
dezipn I°, with thres central valnes, was used (Table 3). The results were then examined to determins
the main effects of all faciors and tests were performed fo determine which factors are statistcally
significant. Analysis and graphs of the data, and all calrulations were performed wsing the Statistica
version 7.0 soffware package (Statsoft Inc., Tolsa, OF USA). and the sipnificance of the results was
tested at (p < 0L03).

Table 3. Level and factors applied to the facioral desien compound 2°.

Parameter: (-168) (=13 0 (+l) (=L&8)
Soybean ofl wasi (SOW) (%) 062 300 630 1000 1236
Corn steep liquee{CSL) (%) 264 400 500 BOO 936

4. Conclosions

The new biesurfactant produced by the Mucoralean fongas O echimulatz, besides being a zood
surfactamt, has atracive properties as a tensioaciive and emulsifier compoumd. The hiosuwfactant has
several properties and it is not affected by temperature, pH, por the sodium chlorides concenmation, The
preliminary bischemical composition suggests that the molecule is a new polymernc biosurfac@nt,
comprising lpids (40%), carbohydrates (35.2%) and profeins {20.3%%). The biosurfactant mdoced a
larger odl displacement area nsine umt engme oil, and reduced viscosify. These are characteristcs that
are dssirable for indostmal processes, given that it has several properties which could be aftractive
and is a potent emmlsifier and surface-actve compound which are usefil in many fslds of indusoy.
Thiz approach io the bionafactant produced by O echimwlone represents a promising, simple and cost
effective tool for weadng the cily shudze generated during the pemodical cleaning of oil storage tanks
and by other petreleum industriss, and has other applications when an increase I viscosity IS DeCessary.

Sopplementary Materials

Supplementary materials can be found at hbtpe e mdpd. comT4223-0067/1 500 5377/s1.
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