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RESUMO

Os surfactantes sao poderosos agentes anfipaticos com aplicagdo nas industrias
petrolifera, alimenticia e farmacéutica, entre outras. Varios surfactantes quimicamente
sintetizados sao hoje utilizados, embora o desenvolvimento de produtos biodegradaveis e
menos téxicos, os chamados biossurfactantes, agentes obtidos por via microbiologica,
torna-se uma estratégia importante na obtencio de componentes compativeis com o meio
ambiente. Muitos biossurfactantes tém sido produzidos, embora poucos sejam
comercializados em virtude do alto custo de producdo envolvido na obtengdo desses
compostos, principalmente no que se refere a utilizacdo de substratos caros a e aos
processos de purificagdo. Neste sentido, a utilizagdo de glicerol, substrato gerado em
grandes quantidades a custos cada vez mais reduzidos em fungéo da crescente demanda
mundial de biodiesel, aliada a habilidade da bactéria Pseudomonas aeruginosa UCP0992
em produzir biossurfactantes, foi avaliada para a produgdo de um biossurfactante com
vistas a aplicacdo na area ambiental. Inicialmente, a influéncia da concentragdo do
glicerol (2-7%), do tipo (NaNQO3s;, NH4NOs, uréia, (NH4).S0,, peptona, extrato de levedura e
milhocina) e da concentragdao (0,05-0,6%) da fonte de nitrogénio e das condigbes de
cultivo (temperatura — 28 e 37°C, aeracédo — 60, 80 e 90% e agitagdo — 150 e 200 rpm)
foram avaliadas na producéo do biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa UCP0992.
A cinética de crescimento do microrganismo e de produgao do biossurfactante foi descrita
para o meio mineral suplementado com 3% de glicerol e 0,6% de NaNO3, a 28 °C durante
120 horas sob agitagdo de 200 rpm. Uma relagido paralela entre o crescimento do
microrganismo, o consumo de glicerol, a obtengdo do biossurfactante e a emulsificacdo
do hexadecano foi observada, indicando uma produgdo associada ao crescimento. O
rendimento em biossurfactante isolado apds 96 horas foi de 8,0 g/L, para uma biomassa
de 4,0 g/L. A tenséo tensao superficial do meio foi reduzida de 56 mN/m para 27,4 mN/ e
a emulsificagdo do hexadecando permaneceu inalterada a partir das 72 horas, com
percentual de 75%. O biossurfactante apresentou CMC (Concentracdo Micelar Critica) de
700 mg/L, tensdo interfacial contra o hexadecano de 2 mN/m, estabilidade térmica
(4-120°C) e estabilidade a diferentes pH (4-12) relacionadas a capacidade de reducao da
tensdo superficial e & atividade de emulsificagdo de dleos vegetais e diesel, além de
tolerancia a concentragbes salinas (2-10%). O biossurfactante demonstrou pequenas
variacbes na tens@o superficial e na capacidade de emulsificagdo quando submetido a
90°C durante duas horas. O biossurfactante foi caracterizado como um grupo de
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raminolipideos de natureza anidnica. O biossurfactante bruto ndo apresentou toxicidade
frente ao microcrustaceo Arfemnia salina e ao repolho (Brassica oleracea) nas condigbes
testadas, enquanto que o biossurfactante isolado apresentou toxicidade frente ao
microcrustaceo na CMC. O potencial de aplicagdo do biossurfactante na remogao de
diesel foi demonstrado pelos elevados percentuais de remocdo (85%). Os resultados
promissores obtidos nesse trabalho indicam a viabilidade de produgao de biossurfactantes
potentes a partir de glicerol como fonte de carbono.

Palavras-chave: Biossurfactantes; glicerol;, Pseudomonas aeruginosa, Residuos

industriais; Tensao superficial; Emulsificagao; Toxicidade.
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ABSTRACT

Surfactants are amphipathic agents with application in different industries, such as the
petroleum, food and pharmaceutical. Many kinds of chemical surfactants are being used
nowadays, although the development of alternative products, with biodegradable nature
and lower toxicity, as the so called biosurfactants, metabolites from microorganisms, is a
sound strategy for the development of compounds with ecological acceptability and for the
knowledge of specific properties and application of these compounds. Different
biosurfactants have been produced, but few are being commercialised due the high
production costs regarded the utilisation of substrates and purification techniques. Thus,
the purpose of this work is to combine the glycerol generated from biodiesel at low cost
with the ability of the bacterium Pseudomonas aeruginosa UCP0992 to produce a
biosurfactant with ability to remove a hydrophobic pollutant from the petroleum industry.
First, the influence of glycerol concentration (2-7%), of type (NaNOs, NHsNOs, urea,
(NH4)2SO., peptone, yeast extract and corn steep liquor), and concentration (0,05-0,6%) of
the nitrogen source and of the cultivation conditions (temperature — 28 and 37°C, aeration
— 60, 80 and 90% and agitation — 150 and 200 rpm) was studied for biosurfactant
production by Pseudomonas aeruginosa UCP0992. The kinetic of growth and production
of the biosurfactant has been described for the medium supplemented with 3% glycerol
and 0.6% NaNOs;, at 28 °C during 120 hours under 200 rpm. A parallel relation between
biomass, consume of glycerol, biosurfactant production, surface tension reduction and
hexadecane emulsification showed a growth-associated production. The isolated
biosurfactant corresponded to a yield of 8.0 g/L after 96 hours with a biomass of 4.0 g/L.
The medium surface tension was reduced from 56 mN/m for 27,4 mN/ and the
hexadecane emulsification remained unchanged after 72 hours, with values around 75%.
The biosurfactant showed a CMC (critical micelle concentration) of 700 mg/L an interfacial
tension against hexadecane of 2 mN/m, thermal (4-120°C) and pH (4-12) stability
regarding the surface tension reduction and the emulsification capacity of vegetable oils
and diesel, and tolerance under salt concentrations (2-10%). Little changes in the surface
tension and in the emulsification activity were observed when the cell-free broth containing
the biosurfactant was submitted under 90°C during two hours. The biosurfactant has been
characterized as a group of rhamnolipids with anionic nature. The crude biosurfactant did
not show toxicity against the micro crustacean Artemia salina and the cabbage (Brassica
oleracea) in the conditions tested, while the isolated biosurfactant showed toxicity against
the micro crustacean at the CMC. The potential application of the biosurfactant in
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petroleum and diesel recovery from sand was demonstrated by the percentiles of oils
removal (85%). The promising results obtained in this work are noteworthy for possible
biosurfactant production from glycerol.

Keywords: Biosurfactants; glycerol; Pseudomonas aeruginosa ; Industrial residues; Surface

tension; Emulsification; Toxicity
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SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produgao de biossurfactante ...

CAPITULO 1
1.1 Introdugao

Os surfactantes constituem uma classe de compostos quimicos utilizados em
diversos setores industriais. Esses compostos sé@o formados por estruturas moleculares
contendo porgdes hidrofilicas e hidrofébicas que tendem a se distribuir nas interfaces entre
fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua) (MUTHUSAMI et al., 2008),
promovendo a reducdo da tensdo superficial e interfacial, conferindo a capacidade de
detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, solubilizacdo e dispersdo de fases (GAUTAM;
TYAGI, 2006; DELEU; PAQUOT, 2004; NITSCHKE et al., 2007).

A importancia comercial dos surfactantes torna-se evidente a partir da tendéncia do
mercado em aumentar a produgdo desses compostos em decorréncia da diversidade de
utilizagdes industriais (CALVO et al., 2009). Os surfactantes podem ser aplicados na
agricultura, na industria alimenticia, nas industrias farmacéuticas, de higiene, téxtil e de
cosmeéticos (SINGH et al., 2007, BARROS et a., 2007), embora o maior mercado para
essas biomoléculas seja a industria petrolifera, onde podem ser amplamente utilizados, a
recuperagéo avancada de petréleo (MEOR — microbial enhanced oil recovery), na remogéo
e mobilizagdo de residuos oleosos, na limpeza de tanques de estocagem e na
biorremediacdo (MUKHERJEE et al., 2006).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo. Entretanto, as novas legislagées de controle ambiental tém levado
a procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (MAYER;
SOBERON-CHAVES, 2000).

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos
principalmente por bactérias e leveduras, embora alguns fungos também os produzam
(RON; ROSENBERG, 2002). Esses compostos, em fungio de suas biodegradabilidade e
compatibilidade com o meio ambiente, ao contrario dos similares petroquimicos (sintéticos),
tém sido cada vez mais estudados (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Os biossurfactantes
apresentam, ainda, inumeras vantagens sobre os surfactantes de origem quimica, tais como
baixa toxicidade, estabilidade frente & ampla faixa de pH e sob temperaturas elevadas, bem
como resisténcia a elevadas concentracdes salinas (SINGH et al., 2007). Os tipos de
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estrutura e as quantidades de biossurfactantes produzidas sdo determinados a partir da
escolha e concentracao do(s) substrato(s) utilizado(s) que podem ser sollveis e insollveis,
bem como pela concentracdo de ions como P, N, Mg, O e Fe no meio de cultura, além das
condicdes de cultive (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007).

Os surfactantes sintéticos sdo classificados pela natureza do seu grupo polar,
enquanto que os biossurfactantes sdo diferenciados por sua natureza bioquimica e pela
especie microbiana produtora. As principais classes incluem os glicolipideos, os
lipopeptideos, as lipoproteinas, os biossurfactantes poliméricos, os fosfolipideos e alguns
acidos graxos (VAN-HAMME et al., 2006).

A classe dos glicolipideos compreende um grupo dos mais conhecidos e estudados,
apresentando longas cadeias de acidos graxos alifaticos ou acidos hidroxialifaticos. Nessa
classe destacam-se os raminolipideos da bactéria Pseudomonas aeruginosa e os
soforolipideos de espécies de leveduras do género Candida (SEYDLOVA; SVOBODOVA,
2008; TULEVA et al., 2002).

Os raminolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (GUERRA-SANTOS et
al., 1984) tém sido extensivamente estudados e apresentam grande potencial de aplicacéao
na industria de petréleo (ROBERT et al., 1989). A composicdo e os rendimentos obtidos
dependem do tipo da composi¢do dos nutrientes e das condigdes de cultivo (MULLIGAN,
2005; MONTEIRO et al., 2007).

A despeito das vantagens dos biossurfactantes frente aos similares petroquimicos,
esses ainda né@o séo amplamente utilizados devido aos altos custos de produgéo associados
a metodos ineficientes de recuperacdo do produto e ao uso de substratos caros, embora
esse custo possa ser significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de
nutrientes, facilmente disponiveis, bem como através da obtencéo de altos rendimentos do
produto (GALLERT, WINTER, 2002; TULEVA et al., 2002).

Nesse contexto, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos
pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo para a
producéo de biossurfactantes, uma vez que a escolha do substrato possa representar uma
reducéo de até 30% do custo total do processo (MANEERAT, 2005). Residuos de destilaria
(BABU et al., 1996, DUBEY; JUWARKAR, 2001), soro de queijo (KOCH et al., 1988),
melago (PATEL; DESAI, 1997) e efluente de dleo de oliva (MERCADE et al., 1994), entre
outros, tém sido descritos como substratos para a produgéo de biossurfactantes.
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Dentre as fontes renovaveis de baixo custo, o glicerol originado como co-produto da
producgao de biodiesel surge como uma alternativa atrativa, uma vez que a quantidade anual
dessa asdubstancia gerada em todo mundo vem aumentando em fungdo da demanda
crescente de biodiesel (EASTERLING et al., 2009; DINIZ, 2006). '

Nesse sentido, a possibilidade de substituir fontes de carbono tradicionais pelo
glicerol, aliada ao potencial produtor da Pseudomonas aeruginosa UCP0992, representa
uma alternativa atrativa na geragdo de um produto biotecnolégico de um baixo custo para
aplicac@o na area ambiental.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Utilizar o glicerol como substrato de baixo custo para a producédo de agentes surfactantes
por Pseudomonas aeruginosa UCP 0992.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia da concentragéo de glicerol na producdo dos biossurfactantes.

e Avaliar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na produgao dos biossurfactantes.

e Avaliar a influéncia da relagdo C/N na producédo dos biossurfactantes.

e Estabelecer o melhor meio de producdo dos biossurfactantes a partir dos parametros
estudados.

s Avaliar a influéncia do tempo de cultivo, da temperatura, da aeracédo e da velocidade de
rotacdo na producgdo dos biossurfactantes.

e Descrever a cinética de crescimento do microrganismo e de producdo do biossurfactante
a partir do meio e das condi¢des de cultivo previamente estabelecidos.

* |solar o biossurfactante e determinar o rendimento de produgéao.

¢ Determinar a Concentragdo Micelar Critica do biossurfactante.

» Determinar a tensao superficial e a tensao interfacial do biossurfactante.

e Caracterizar os acidos graxos do biossurfactante por Cromatografia Gasosa.

¢ Determinar a carga iénica do biossurfactante.

» |dentificar a composi¢do quimica do biossurfactante por Cromatografia em Camada
Delgada.

o Determinar a capacidade de emulsificacdo de diferentes hidrocarbonetos e o6leos
vegetais pelo biossurfactante.

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante, em relagdo a tensado superficial e ao poder de
emulsificagdo, frente a condi¢cbes especificas de temperatura, pH e na presenca de sal.

¢ Determinar a toxicidade do biossurfactante.

e Avaliar o potencial de aplicagdo do biossurfactante na remocdo de poluentes
hidrofobicos adsorvidos em areia através de ensaio cinético.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos contendo porgbes hidrofilicas e
hidrofébicas que se particionam, preferencialmente, na interface entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, como interfaces oleofagua ou
ar/agua. A porgao apolar é frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porgao
polar pode ser idnica (catidnica ou anibnica), ndo-idnica ou anfotérica (SINGH et al., 2007;
MUKHERJEE et al., 2006), como ilustrado na Figura 1. Essas caracteristicas permitem aos
surfactantes reduzir a tensdo superficial e interfacial e formar microemulsées onde os
hidrocarbonetos possam se solubilizar em agua ou onde a 4gua possa se solubilizar em
hidrocarbonetos (RON; ROSENBERG, 2002). Tais propriedades possibilitam uma ampla
gama de aplicagbes industriais envolvendo detergéncia, emulsificagdo, lubrificagao,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizagdo e dispersdo de fases (AL-ARAJI
et al., 2007).

: O'Na’
cadela apolar

extremidade pol
@apaz de interagiv potar

com o dleo capaz de interagir

COMm 5 30usd

Fonte: http:/iwww.virtuallaboratory.ne
Figura 1 — Estrutura quimica representativa de um mondmero surfactante

A propriedade de maior importancia para os agentes tensoativos é a tenso
superficial, que € a forca de atragdo existente entre as moléculas dos liquidos. A tensio
superficial diminui quando a concentragdo de surfactante no meio aquoso aumenta,
ocorrendo a formag&o de micelas, que sdo moléculas anfipaticas agregadas com as porgoes
hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula e as porgdes hidrofobicas para a
parte interna (Figura 2). A concentragdo dessas micelas forma a Concentragdo Micelar
Critica (CMC). Esta concentragdo corresponde & minima concentracio de surfactante
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necessaria para que a tensdo superficial seja reduzida ao maximo (Figura 3). Quando a
CMC é atingida, varias micelas sao formadas (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007, VAN-HAMME
et al., 2006).

a

Fonte: SAINT-BLANQUAT, 1994

Figura 2 - Surfactantes tendem a se associar em interfaces ou em micelas. (a) monémero
surfactante, denotado por um circulo representando a cabeca hidrofilica atacada a cadeia de
hidrocarboneto; (b) micela circular; (c) micela cilindrica; (d) camada micelar e (e)

representagdo de uma vesicula

A eficiéncia e a efetividade séo caracteristicas basicas essenciais que determinam
um bom surfactante. A eficiéncia &€ medida através da CMC, enquanto que a efetividade esta
relacionada com as tensdes superficiais e interfaciais (BARROS et al., 2007).
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Concentragio de surfactante (g/L)

Fonte: hitp://www.virtuallaboratory.ne

Figura 3 — Grafico ilustrativo das regiées onde ocorre a formagéo de micelas (CMC)
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1.3.2 Biossurfactantes

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo. Entretanto, a preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinada a novas legislacdes de controle do meio ambiente tém levado & procura por
surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE; PASTORE,
2002).

Varios compostos com propriedades tensoativas sdo sintetizados por organismos
vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipidios) e também no organismo
humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes naturais (MANEERAT, 2005).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto é,
diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, s3o denominados
biossurfactantes e consistem em subprodutos metabblicos de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (SINGH et al., 2007).

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

A possibilidade de producdo dos biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e
de diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variagdo de inumeros
parametros culturais como tempo de cultivo, velocidade de agitacdo, pH do meio e
nutrientes adicionados, permite a obtengio de compostos com caracteristicas estruturais e
propriedades fisicas distintas, o que os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes
sintéticos em termos de eficiéncia, embora os custos de producgéo ainda ndo permitam uma
maior competitividade com seus similares petroquimicos (CANET et al., 2002). A CMC dos
biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto gue a tensao
interfacial (6leo/agua) e superficial ficam em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente.

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

mais favoravel, do ponto de vista econémico, a sua utilizagdo em processos industriais
(BOGNOLO, 1999).
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Tabela 1 — Exemplos de Concentragdo Micelar Critica de biossurfactantes e surfactantes

quimicos

Agente surfactante CMC (mg/L)
Fosfatidil etanolaminas 30
Acidos fosfatidicos 70
Raminolipideo 20
Raminolipideo 20
Surfactina 11
Alquil benzeno sulfonato 590
Lauril sulfato de sddio 2 000 -2 900

Fonte: BOGNOLO, 1999

1.3.2.1 Classificacao

Os surfactantes sintéticos sdo classificados de acordo com a carga iénica que reside
na parte polar da molécula. Em fungédo da presenca ou auséncia de cargas elétricas, podem
ser anibnicos, catibnicos, nao-idnicos ou anfotéricos (MANEERAT, 2005, RON;
ROSENBERG, 2001).

A maioria dos biossurfactantes é ani6nica ou neutra. Apenas alguns sdo catiénicos,
como os que contém grupamentos amina. A parte hidrofébica é caracterizada por acidos
graxos de cadeia longa, enquanto que a porgdo hidrofilica pode ser um carboidrato, um
aminoacido, um peptideo ciclico, fosfato, um acido carboxilico ou um alcool
(BOGNOLO,1999 ).

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

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

» Lipossacarideos, os quais normalmente possuem massa molar elevada e s3o
soltveis em agua, como o conhecido Emulsan, emulsificante extracelular produzido
por hidrocarbonetos a partir da bactéria Acinotobacter calcoaceticus.

* Lipopeptideos, como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis, um dos
biossurfactantes mais poderosos ja relatados na literatura.
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¢ Fosfolipideos, estruturas comuns a muitos microrganismos, como o biossurfactante

de Corynebacterium lepus.

e Acidos graxos e lipideos neutros (alguns classificados como glicolipideos) e
proteinas hidrofobicas.

A Figura 4 ilustra algumas estruturas de biossurfactantes, cujos exemplos

apresentam o lipossacarideo emulsan e os glicolipideos raminolipideo e

soforolipideo
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Fonte: MUKHERJEE et al., 2006

Figura 4 - Estruturas tipicas de biossurfactantes glicolipidicos

1.3.2.2 Microrganismos Produtores

Uma grande variedade de microrganismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos & capaz de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares
(DELEU, PAQUQOT, 2004).

As bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus sdo descritas na literatura como
grandes produtoras de biossurfactantes.

Os raminolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (GUERRA-SANTOS et
al., 1984) tém sido extensivamente estudados (ROBERT et al., 1989). A composicdo e os

rendimentos dependem do tipo do fermentador, do pH, da composicao dos nutrientes, dos
substratos e das temperaturas utilizadas (MULLIGAN, 2005).

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

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

A Tabela 2 resume as principais classes de biossurfactantes e os respectivos
microrganismos produtores descritos na literatura.
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Tabela 2 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe / Tipo de Biossurfactante Microrganismo

Glicolipideos

-ramnolipidecs Pseudomonas aeruginosa
-soforolipideos Torulopsis bombicola, T. apicola
~trealolipideos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.
Lipopeptideos e lipoproteinas

-Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis

-Viscosina Pseudomonas fluorescens
-Serrawetina Serratia marcenscens
-Surfactina Bacillus subtilis
-Subtilisina Bacillus subtilis
-Gramicidina Bacillus brevis

-Polimixina Bacillus polymyxia

Acidos graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

-Acidos graxos Corynebacterium lepus
-Lipideos neutros Nocardia erythropolis
-Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

-emulsan

-biodispersan

-liposan
-carboidrato-lipideo-proteina
-manana-lipideo-proteina
Surfactantes particulados
-vesiculas

-células

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: MUTHUSAMY et al., 2008

1.3.2.2.1

aeruginosa

Producdo de Raminolipideos por Pseudomonas

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas s&o reconhecidas por sua
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habilidade em degradar compostos de dificil assimilagéo por outros organismos, incluindo
desde moléculas simples a compostos organicos complexos (HUSANUZZAMAN et al.,
2004). Espécies deste género apresentam diversas aplicagdes biotecnoldgicas, em especial
na area ambiental, pois sdo capazes de sintetizar uma variedade de enzimas sob as mais
diversas condigoes de cultivo (WARD et al., 2003).

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa ambientalmente versatil a
qual pode provocar doengas em individuos susceptiveis (oportunista) e é resistente a
antibidticos. A P. aeruginosa é capaz de metabolizar varios compostos organicos como
substrato, o que a permite uma excepcional habilidade para colonizar nichos ecoldgicos
onde ha escassez de nutrientes (WARD et al., 2003).

A P. aeruginosa secreta um grupo de biossurfactantes aniénicos de natureza
glicolipidica, os raminolipideos. Os raminolipideos estdo entre os surfactantes mais
eficientes conhecidos. Eles possuem tensdes superficiais reduzidas (32-27 mN/m), baixa
Concentragéo Micelar Critica, atingindo 5 mg/L, alta capacidade emulsificante, alta
afinidade por moléculas organicas hidrofébicas, além de reduzir a tensio interfacial 6leo
/agua de 43 mN/m para valores menores que 1 mN/m (LANG, WULLBRANDT, 1999). Tais
propriedades conferem aos raminolipideos caracteristicas atrativas para aplicacdo na
despoluigdo de sistemas de solos. Outra vantagem frente aos biossurfactantes consiste na
facilidade de isolamento desses do liquido metabdlico, uma vez que sao extracelulares,
além de poderem ser produzidos a partir de substratos hidrofobicos e hidrofilicos de baixo
custo, incluindo hidrocarbonetos, 6leo vegetais, carboidratos ou residuos das industrias de
alimentos (MAIER, SOBERON-CHAVEZ, 2000; MULLIGAN, 2005, MONTEIRO et al., 2007).

Em 1949, Jarvis e Johnson reportaram que o raminolipideos produzido por P.
aerugionosa cultivada em glicerol como fonte de carbono possuia duas moléculas de
raminose ligadas a uma cadeia B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato. Desde entdo, a
compreensao acerca das complexas misturas desses compostos tem aumentado
(MONTEIRO et al., 2007). Em 1963, uma rota metabdélica para a sintese dos raminolipideos
por transferéncia seqiiencial de glicosila foi proposta (BURGUER et al., 1966). Em 1994,
Ochsner et al., isolaram e analisaram o gene envolvido na regulacdo da sintese dos
raminolipideos.

Os raminolipideos produzidos pela P. aeruginosa tém sido tradicionalmente
reportados como misturas dos homélogos R1 [3-(a-L-raminopiranosil)-B-hidroxidecanoato]
ou L-raminopiranosil-B-hidroxidecanoato (Rha-Cy), R2 [3-(2-O-a-L-raminopiranosil-o-L-
raminopiranosiloxi)-B-hidroxidecanoato] ou 2-O-L-raminopiranosil-B-L-raminopiranosil-B-

hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha,-C,p), R3 3-[3'-(a-L-raminopiranosil-
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hidroxidecanoil)-B-hidroxidecanoato] ou L-raminopiranosil-B-hidroxidecanoil-B-
hidroxidecanoato (Rha-C;;-C;0) € R4 3-[3'-(2"-O-a-L-raminopiranosil-a-L-raminopiranosil-
hidroxidecanoil)-p-hidroxidecanoato] ou (2-O-L-raminopiranosil-B-L-raminopiranosil-B-
hidroxidecanoato (Rha,-C+¢-C40), como classificados por Syldatk e Wagner (1987). Varios
autores reportam que o raminolipideo € produzido por P. aeruginosa como misturas de
diferentes homologos onde o raminolipideo Rha-Ci-Cio predomina. Outros autores
reportaram a presenga de outros raminolipideos com diferentes cadeias de acidos graxos
(C1a, C2z € Ca4) em menor quantidade (ABDEL-MAWGOUD et al., 2008). De fato, mais de 28
diferentes homologos tém sido reportados, com cadeias saturadas e insaturadas variando
de C8 a C14 e com porgbes de carboidratos acopladas (NITSCHKE et al., 2005;
MULLIGAN, 2005). A Figura 5 ilustra a estrutura quimica dos raminolipideos produzidos por
P. aeruginosa.
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Fonte: KOCH et al., 1991

Figura 5 - Diferentes tipos de raminolipideos produzidos por P. aeruginosa
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Enquanto um anel extra de raminose confere mais hidrofilicidade aos raminolipideos
(monoraminolipideos versus diraminolipideos), carbonos adicionais na cadeia de acidos
graxos podem aumentar a hidrofobicidade aos mesmos. Estas propriedades podem afetar a
estabilidade dos raminolipideos na fase aquosa (na forma monomérica ou como
aglomerados micelares), suas capacidades em solubilizar compostos orgénicos hidrofébicos
e suas biodisponibilidades. Raminolipideos mais hidrofilicos como Rha-Ci; € Rhax-Cip
apresentam valores de CMC na faixa de 200 mg/L, enquanto que valores menores, entre 5 e
60 mg/L tém sido reportados para misturas contendo principalmente o monoraminolipideo
Rha-C44-C1o. O diraminolipideo Rha,-C4-Cq.apresenta valores intermediarios de CMC,
entre 40-65 mg/L. A literatura descreve que a composicédo da mistura de raminolipideos ira
influenciar de forma marcante sua performance como carreador de contaminantes (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2008).

A Tabela 3 mostra a composi¢cao das misturas de raminolipideos produzidas por
diferentes amostras de P. aeruginosa

Tabela 3 - Composigéo de misturas de raminolipideos produzidas por diferentes amostras

de P. aeruginosa

Monoraminolipideo Diraminolipideo (2 Mono/Diraminolipideo

(2 acidos graxos) acidos graxos) (1 acido graxo) Referéncia
Glicerol (12 hom6logos detectados)
Rha-Cio-C1g Rhas-C10-C1o Nao detectado
Rha-Cs-C1p Rhaz-Cs-C1g MONTEIRO et
Rha—Cm-Cs Rhaz-Cw-Cg al., 2007
Rha—C12-C1D Rha,-C12-Cqp
Rha—C1n-C12 Rhaz'C1u"'C12
Rha-C1p-C12.1 Rhaz-C15-C12.4
Glicerol (10 homologos detectados
Rha-Co-C1o Rhaz-Cm-Cm Rha,-Cy
Rha—C12—010 Rhaz-Ca-Cm Rha-C,q PERFUMO et al.,
Rha—Cm—Cm Rhaz-CﬂrCs 2006
Rhay-C12-C1o
RhaxC1o-Ci2
Oleo de fritura (de soja) (02 homélogos detectados) THANMSUB et
Nao detectado Rhay-C10-Cyg Nao detectado al., 2006

Rha,-C1o-Cy2
Residuo de refinaria (06 homélogos detectados)

Rha-C44-C1p Rhas-C15-Cig N&o detectado
Rha-C1o—C12 Rhag‘Cm—Cu BENINCASA et
Rha—C10—C12_-1 Rhaz-C10-C12;1 al., 2004

Acidos graxos livres residuais de oleo de soja (08 homologos
detectados)

Rha-C;¢-C1o Rhay-C10-Cqo Rha-Cg 1 HABA et al.,
Rha'C1 2'C12 Rhaz‘C1o"C12 Rha-Ciz. 2003
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Rha-C1U-C12_-1 RhaTC1ﬂ_C12.‘1

Oleos de fritura (14 homélogos detectados)

Rha-C4o-C1o Rhas-C4¢-C1o Rha-Cys4 HABA et al.,
Rha-C;p-Ci24 Rhaz-C10-C12:1 2003
Rha—C12—C1g Rhaz-C12-C1o
Rha-C44-C12 Rhaz-Cm-Cjz
Rha-CS-Cm Rhaz-CB'Cm
Rha-Cm-Ca Rhaz"Cm-Ca
N&o detectado Rhaz"C1u~C14;1
Oleo de girassol/oliva (03 homélogos detectados) HABA et al.,
Rha-C1-C1o Rhaz-Cm-Cm Rhax-Ci» 2003
Oleos de fritura (14 homélogos detectados)
Rha‘Cg—Cﬂ; Rha-CB-Cm
Rha-C,-Cs Rha-C;-Cg
Rha-C5-Ci2- Rha-C+-Ci2.4
Rha—C10—C12 Rha-C1 u-C12 HABA et al_,
Rha-C>-Cqp Rha—C1 2-010 2003
Rhaz-Cg-C2.4
Rhaz-C10-Ca4:1
Rhay-Cqo-Cio
Rhaz-C15-C+2
Residuo de refinaria de éleo de soja (05 homdélogos detectados) ABALOS et al.,
Rha-C4¢-C1o Rha-C;;., 2001
Rha-C44-C12 Rha-Cg.»
Rha-C12.4-C1o
Oleo de milho (04 homélogos detectados)
Rha-C10—C1g Rhaz‘C10-C1o Nao detectado MATA-
Rhaz-C1u"C12 SANDOVAL et
Rhaz-C1o—C12—H al., 1999
Manitol e naftaleno (28 homolégos detectados)
Rha—C1D-C1Q Rhas-C1-C1g Rha-Cqg
Rha—CB—Cm Rhaz—Ca—Cu) Rha—C12
Rha-Cﬂ)"Cs Rhag-Cﬂ)-Ca Rha-Cg
Rha-C,-Cig Rhaz-C12-C1g Rha,-Cg DEZ'EL etal.,
Rha-C, D-C12 Rhag-C10-C12 Rhaz-Cm 1999
Rha-C12-Cy2 Rhaz-C1>-Cy; Rha;z-Ci2.4
Rha-C1p-C124 Rhay-C10-C12.4 Rhaz-Ciz
Rha-Ci.4-Cyg Rhax-C12:4-Cyg
Rha—CS"Ca Rhaz-Ca-Cs
Rhax-Ci2.4-Cyz
Rhaz-C1g-Ci4-1
Rhaz-Cg-Ciz4
Substrato n&o especificado (05 homélogos detectados)
Rhay-C4¢-C1o Nao detectado
Rhaz-Cg-C1g MANSO
Rhaz-Cm-Ca PAJARRON et
Rha,-C12-Cqg al., 1993
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Rhaz-C1-Ci2

Glicose (14 homélogos detectados)

Bha-Cio-Cio Rhaz-Cm'Cm Nao detectado

Rha—CB"Cw Rhax-Cs-Cyp .
Rha'Cm-CB Rhas-C10-Cs RENDELL et al.,
Rha-C12-C1u Rhaz-C1-C1o 1990
Rha-C4p-C12 Rhaz-C4p-Ci2

Rha-C42-C12 Rhaz-C1z-qu
Rha-C10-C12:1 Rhaz-C10-Ci2:4

Fonte: MONTEIRO et al., 2007

1.3.2.3 Propriedades

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

superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e estabilizante,
concentracbes micelares criticas baixas, solubilidade e poder detergente sdo muito
importantes na avaliacdo de seu desempenho e na selegdo de microrganismos com

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

Apesar da diversidade de composicdo quimica e de propriedades, algumas

caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas caracteristicas
representam vantagens sobre os surfactantes convencionais (NITSCHKE et al., 2007):

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

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

biodegradabilidade: os biossurfactantes sdo facilmente degradados por bactérias e
outros microrganismos microscopicos na agua e no solo, o que os torna adequados para
aplicagdes na biorremediagéo e tratamento de residuos;

baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencéo devido a crescente

preocupacao da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais; além disso,
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sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, em cosméticos e em produtos
farmacéuticos;

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

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

o biocompatibilidade e digestibilidade, o que garante a aplicacdo dessas biomoléculas nas
industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia.

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

+ a produgédo em grande escala de biossurfactantes pode ser dispendiosa. Esse problema,
entretanto, pode ser resolvido pela combinagéo de substratos de baixo custo;

¢ a obtengdo de produtos com elevado grau de pureza, que se torna dificil em virtude da
necessidade de etapas consecutivas de purificagdo do liquido metabélico;

» a existéncia de especies superprodutoras & rara e as conhecidas ndo sao capazes de
produzir altos rendimentos em surfactantes, além de necessitarem meios de cultivo
complexos;

* a regulacdo da sintese de biossurfactantes ndo esta totalmente compreendida, uma vez
que essas biomoléculas podem ser produzidas como metabdlitos secundarios ou em
associagao ao crescimento microbiano e

¢ o0 aumento da produtividade € muitas vezes prejudicado pela formagdo de espuma, o
que requer a utilizacao de meios diluidos.

1.3.2.4 Aplicacoes

A produgdo mundial de surfactantes somou 17 milhdes de toneladas em 2000,
esperando-se um aumento da ordem de 3-4% ao ano. As aplicagdes industriais s&o
classificadas de acordo com seus usos: 54% como detergentes, 13% nas industrias téxteis,

de couro e de papel, 10% em processos quimicos, outros 10% nas industrias farmacéutica e
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de cosméticos, 3% na industria de alimentos, 2% na agricultura e os 2% restantes em outras
aplicagtes (MUTHUSAMY et al., 2008).

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

O derramamento de 6leos ocorridos durante o seu transporte ou na construgdo de
oleodutos afeta drasticamente as regides costeiras e praias, sendo hoje uma das maiores
causas de catastrofes ecologicas e sociais no mundo (MUTHUSAMY et al., 2008).

Até o presente momento, os biossurfactantes tém sido usados principalmente nas
indastrias de 6leos, incluindo a limpeza de derramamento de 6leos, a remocéo de dleos de
tanques de estocagem, a recuperagdo avancada de petroleo e a biorremediagéo de solos
(GAUTAM; TYAGI, 2006; SINGH et al., 2007).

1.3.2.4.1 Aplicagdo de Biossurfactantes na Biorremediagédo

Biorremediacédo é a habilidade de organismos vivos em transformar ou mineralizar
contaminantes organicos gerando substancias menos nocivas, que possam ser integradas
ao cilco biogeoquimico natural. Contudo, a biodegradabilidade desses contaminantes é
influenciada por fatores como oxigénio, pH, presenga de macro e micro nutrientes,
caracteristicas fisico-quimicas do histérico da poluicdo do contaminante ambiental e das
particulas de solo ou outras as quais os organismos e contaminantes possam estar
adsorvidos (MARGESIN; SCHINNER, 2002).

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

A biorremediacdo utilizando micro-organismos ou processos microbianos em
ambientes contaminados tem inumeras aplicagdes incluindo a limpeza de aguas
subterréneas, solos, lagos e processos de tratamento de esgotos. Essa é uma tecnologia
bem aceita pela opinido publica na recuperagdo de ambientes poluidos n&o afetando o
equilibrio ecologico, ja que as bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras séo agentes
transformadores eficazes, face as suas habilidades em degradar uma ampla diversidade de
substancias organicas (CALVO et al.; 2009; DESAI; BANAT, 1997).
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Como os biossurfactantes aumentam a interagdo agua/6leo, aceleram a degradagéo
de varios o6leos por microrganismos e promovem a biorremediacdo de aguas e solos
contaminados (MULLIGAN, 2005). A capacidade dos surfactantes em emulsificar e
dispersar hidrocarbonetos em &gua aumenta a degradacio desses compostos no
ambiente. Os biossurfactantes também s&o uteis na biorremediacdo de locais
contaminados com metais pesados téxicos como uranio, cadmio e chumbo e na remocao
de piche apés a introducdo de Pseudomonas, Arhtrobacter, e Bacillus subtilis,
demonstrando resultados promissores (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Pesquisas com consércios microbianos e raminolipideos demonstraram o potencial
de biorremediagdo de hidrocarbonetos de petrdleo (RAHMAN et al., 2008). A aplicacao do
raminolipideo de Pseudomonas aeruginosa DS10-129 aumentou a biorremediacdo de
gasolina adosorvida em solo (RAHAMN et al., 2002).

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

A utilizagdo de biossurfactantes na biodegradagdo de pesticidas vem sendo objeto
de investigagdo. A degradagdo de hexaclorociclohexano por surfactantes produzidos por
Pseudomonas foi primeiramente relatada, bem como a dos organosclorados como DDT e
ciclodienos (KARANTH et al., 1999).

1.3.2.4.2 Aplicacdo de Biossurfactantes na Limpeza de Reservatérios de Oleos

A aplicagdo de biossurfactantes no tratamento de residuos oleosos torna-se um dos
pré-requisitos importantes para que ocorram interagbes entre os residuos e a célula
microbiana, devido a redugdo da tensio superficial mediada entre o 6leo e a fase aquosa
(HUA et al., 2003; CALVO et al., 2009).

A utilizacdo de biossurfactantes para a limpeza de tanques, em substituicido aos
surfactantes convencionais, promoveu a limpeza e recuperacgao de 90% dos hidrocarbonetos
presentes no residuo (MULLIGAN, 2004). A remogéo de residuos e fragbes de 6leos pesados
requer lavagens com solventes ou mesmo manuais, ambas perigosas, demoradas, e caras ja
que os residuos e as fragdes de 6leos pesados que sedimentam no fundo dos tanques séo
altamente viscosos e podem n#o ser removidos através de bombeamento convencional. Um
processo alternativo a esta limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a diminuigdo

na viscosidade e a formacdo de emulsbes 6leo/agua, facilitando o bombeamento dos
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residuos e a recuperacdao do dleo cru, apés quebra da emulsdo (SINGH et al.,, 2007;
MULLIGAN 2004).

1.3.2.4.3 Aplicagdo de Biossurfactantes na Recuperagdo Avancada de Petréieo - MEOR

Segundo Desai e Banat, (1997) a recuperagdo de 6leos utilizando biossurfactantes
constitui atualmente uma importante estratégia para a indastria do petroleo, uma vez que
micro-organismos e produtos de seu metabolismo sdo utilizados para aumentar a
recuperacao do petrdleo. Este processo conhecido como “MEOR” (Microbial Qil Recovery
Enhancement), recuperagédo avancgada de 6leo, apresenta vantagens importantes em relacdo
aos métodos convencionais. Os surfactantes alteram algumas caracteristicas fisico-quimicas
do petrdleo, facilitando ou aumentando sua remog¢ao nos pogos (SINGH et al., 2007).

1.3.2.4.4 Aplicagao de Biossurfactantes na Indistria de Alimentos

Na industria alimenticia, a emulsificacdo tem um papel importante na formagéo da
consisténcia e textura, bem como na dispersdo de fase e na solubilizagio de aromas
(RAHMAN; GAKPE, 2008). De forma geral, a fungdo dos emulsificantes em alimentos é
promover a estabilidade da emulsdo, controlando a aglomeragé@o de glébulos de gordura e
estabilizando sistemas aerados (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Por definicdo, uma emulsdo € um sistema heterogéneo, consistindo de ao menos um
liquido imiscivel (fase interna descontinua) disperso em outro (fase externa continua) em
forma de pequenas gotas. (SARUBBO, 1997). Tais sistemas possuem uma estabilidade
minima, a qual pode ser aumentada por aditivos surfactantes, sélida finamente dividida que
atuarh reduzindo a tensao interfacial, diminuindo a energia na superficie entre as duas fases
e prevenindo a coalescéncia das particulas através da formagéo de barreiras estéricas e
eletrostaticas (VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Exemplos de alimentos processados, que s&o
emulsbes, sdo creme de leite, manteiga, margarina, maionese, molhos para salada,
salsicha, recheios entre outros (VELIKONJA; KOSARIC, 1993). Outras aplicacdes para os
emulsificantes s&o descritas, entre elas melhorar a textura e vida de prateleira de produtos
contendo amido, pela formacdo de complexos com os componentes destes, modificar as
propriedades reologicas da farinha de trigo, pela interagdo com o glaten, melhorar a
consisténcia e textura de produtos a base de gorduras, pelo controle de polimorfismo e da
estrutura cristalina das gorduras (BANAT, 2000; SARUBBO, 1997).
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Os Dbiossurfactantes ainda podem ser utilizados como emulsificantes no
processamento de matérias-primas, no controle da aglomeracédo de glébulos de gordura, na
estabilizagéo de sistemas aerados e para melhorar a consisténcia de produtos gordurosos.
O uso de raminolipideos para melhorar as propriedades da manteiga, de croissants e de
produtos de confeitaria congelados também foi reportado (MUTHUSAMY et al., 2008). O
bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido utilizado em molhos prontos para
saladas.

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

Apesar da aplicagdo potencial, a industria de alimentos ndo utiliza ainda os
biossurfactantes como aditivos em larga escala. Muitas propriedades dos biossurfactantes,

assim como sua regulamentagdo para aprovagdo como novo ingrediente para alimentos
necessitam de aprovacéo.

1.3.2.4.5 Aplicagao de Biossurfactantes na Indistria Farmacéutica

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

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

1.3.2.4.6 Aplicagdo de Biossurfactantes na Mineragéo
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Compostos tensoativos produzidos por Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp. foram
utilizados para flotagdo e separacao de calcita e eschelita. A recuperagéo foi de 95% para
CaWO, e 30% para CaCOQO,, ressaltando que reagentes quimicos convenciohais s&o
incapazes de separar estes dois minerais (NITSCHKE; PASTORE, 2002). O biodispersan,
polissacarideo ani6nico produzido por Acinetobacter calcoaceticus A2 foi utilizado na
prevengdo da floculagdo e dispersdo de misturas de pedra calcarea e agua (RON,
ROSENBER, 2002).

1.3.2.4.7 Aplicagao de Biossurfactantes na Agricultura

Na agricultura, os biossurfactantes sao utilizados na hidrofilizagdo de solos argilosos
para a obtengdo de boa umidade e distribuicido uniforme de fertilizantes (NITSCHKE et al.,
2007). A formulagdo de herbicidas e pesticidas contendo bioemulsificantes também tem sido
reportada (ROSENBERG; RON, 1999). Os compostos ativos dessas formulagbes séo,
geralmente, hidrofobicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em
solugdes aquosa. Stanguellini e Miller (1997) demonstraram a eficiéncia de raminolipideos

contra patégenos de plantas.
1.3.2.4.8 Aplicacdo de Biossurfactantes na Medicina

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

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

A chamada atividade anti-aderente, ou seja, a capacidade de inibir a adesdo de
microrganismos patogénicos em superficies sélidas ou em sitios infecciosos também tem

sido reportada em biossurfactantes, levando a diminuigdo de infecgdes hospitalares sem a
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necessidade de farmacos ou agentes quimicos sintéticos (RODRIGUES et al., 2006;
MUTHUSAMY et al., 2008). Meylheus et al., (2001) estudaram um biossurfactante obtido de
P. fluorescens dotado de propriedades inibidoras da ades@o de Listeria monocytogenes
LO28 as superficies do politetrafluoroetileno e do ago inoxidavel.

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

Soforolipideos de Candida bombicola tém sido estudados por sua atividade
espermicida, citotoxica e anti-HIV para reduzir a proliferagdo do virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e a incidéncia de gravidez indesejada. Soforolipideos
também tém sido estudados como agentes antiinflamatérios para doencas imunolégicas
(RODRIGUES et al., 2006; MUTHUSAMY et al., 2008).

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

1.3.2.4.9 Outras Aplicactes
Outros campos de utilizagdo dos biossurfactantes incluem as industrias de papel,

téxtil'e ceramica (DELEU; PAQUQOT, 2004). A Tabela 4 descreve as aplicagdes industriais
dos biossurfactantes.
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Tabela 4 — Aplicagdes industriais dos biossurfactantes

Indastria Aplicacdo Papel dos biossurfactantes
Aumento da drenagem de o6leo em pogos
perfurados; estimulagcdo da liberacdo de odleo
Recuperagéo entranhado por forgas capilares; reducdo da
avancgada de viscosidade; molhabilidade de superficies sdlidas;
Petréleo Oleos reducdo da viscosidade de oOleos; reducido da
tensao interfacial; solubilizagdo de 6leos
Desemulsificacado de  emulsbes  oleosas,
Desemulsificagdo sequestro de metais pesados; redugdo da tenséo
interfacial; agente de molhabilidade
Emulsificagdo de hidrocarbonetos; redugdo da
Biorremediagao tensdo interfacial; seqiiestro de metais
Ambiental Emulsificacdcédo através da aderéncia a
Remediagao de hidrocarbonetos; dispersantes; agentes
solos espumantes; detergentes
Emulsificantes; estabilizantes; desemuisificantes:
Emulsificacéo e suspensao; solubilizantes; espumantes; inibidores
Alimentos desemulsificagdo de espumas; amaciantes; lubrificantes
Ingrediente Interacdo com lipideos, proteinas e carboidratos
funcional
Fungao fisiolégica como mobilidade celular,
Microbioldgica acesso a nutrientes, competicdo célula-célula,
patogénese em plantas e animais
Biol6gica Antibacterianos; antifingicos; agentes antivirus;
Farmacéutica e vacinas; mecanismos de adesao:
terapéutica
Facilitadores de mecanismos de biocontrole de
Agricultura Biocontrole micrébios como parasitismo e competicao
Biocatalise em sistemas bifasicos aquosos e em
emulsbes; biotransformagdes; recuperagdo de
Bioprocessamento “Downstream” compostos intracelulares; aumento da produgéo
de metabdlitos fermentativos e enzimas
extracelulares
Emulsificantes; solubilizantes; espumantes;
Cosmética Produtos de agentes microbianos, mediadores de acdo
beleza e saude enzimatica

Fonte: MUTHUSAMY et al., 2008

1.3.2.5 Perspectivas de Utilizagdo

Muitas das potenciais aplicagées dos biossurfactantes, bem como uma expansao dos

poucos ja firmados no mercado dependem da possibilidade de um processo de produgéo

econdmico. Muito trabalho ainda sera necessario para a otimizagdo de processos a nivel

biologico e de engenharia. Os custos tipicos dos biossurfactantes variam de cerca de 10

$/mg para surfactina pura (98% de pureza), utilizada em pesquisas médicas, a U.S. 24 $/kg
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para formulas de emulsan propostas no inicio da década de 1980 para limpeza de tanques
e/ou recuperagao avancgada de petrdleo. Estimativas realizadas na década passada
situaram os custos dos biossurfactantes em U.S. 3-20 $/kg, enquanto o custo de producéo
de surfactantes sintéticos como etoxilatos e alquil-poliglicosideos pelas industrias quimicas
estdo na faixa de U.S. $ 1-3/Kg (BOGNOLO, 1999).

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

Os parametros que podem ser variados na tentativa de otimizar a produgio de
biossurfactantes incluem:

a) Selecao de matérias-primas de baixo custo, possibilitando o equilibrio adequado de C,
N, P e outros oligoelementos para maximizagédo do rendimento e o desenvolvimento

de cepas de micro-organismos capazes de metabolizar qualquer subproduto residual.

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

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

1.3.2.5.1 Desenvolvimento de Bioprocessos para a Produgdo e
Recuperacao de Biossurfactantes

Um processo eficiente e econdmico constitui a base de qualquer industria
biotecnologica com fins lucrativos; assim, o desenvolvimento de bioprocessos & o primeiro
passo para a comercializagdo de todos os produtos biotecnolégicos, inclusive os
biossurfactantes. Qualquer tentativa de aumentar o rendimento de um biossurfactante exige
a adicdo otima de componentes do meio e a selegdo das condigdes 6timas que conduzam a
produtividade maxima ou étima (MUKHERJEE et al., 2006).

De maneira semelhante, técnicas e métodos de processamento eficazes sdo
necessarios para a maxima recuperagio do produto.

Vérios elementos, componentes do meio e precursores s3o mencionados como

capazes de afetar o processo de produgdo dos biossurfactantes e a quantidade e a
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qualidade finais. Segundo a literatura, elementos como o nitrogénio, o ferro e o manganés
afetam o rendimento dos biossurfactantes. Da mesma maneira, as proporgdes entre
diferentes elementos como C:N, C:P, C:Fe ou C:Mg afetam a produgio de biossurfactantes
e a sua otimizag&o intensifica a produgdo (AMEZCUA-VEGA et al., 2007). A maximizagio
da produtividade ou a minimizagéo dos custos de produgéo exigem o uso de estratégias de
otimizagdo do processo, envolvendo multiplos fatores.

Mesmo que se obtenha uma produgdo 6tima utilizando-se meios e condigbes de
cultivo adequados, o processo de producéo ainda requer métodos eficazes e econdmicos de
recuperacéo dos produtos. Assim, um fator importante na determinacdo da viabilidade de
um processo de produg@o em escala comercial € a disponibilidade de procedimentos de
recuperagdo e “"downstream” econdmicos. No caso de muitos produtos biotecnolégicos, os
custos do processamento correspondem a 60% dos custos totais de produgdo. Varios
métodos convencionais para a recuperagdo de biossurfactantes como precipitagdo com
acidos, extragdo com solventes, cristalizacdo, precipitagdo com sulfato de aménio e
centrifugacao tém sido amplamente mencionados na literatura (MUTHUSAMY et al., 2008).

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

Novas pesquisas sdo necessarias para aperfeicoar as fases de processamento ja
existentes, tomando-as mais competitivas em termos de custos. Muitas vezes, uma so
técnica de processamento n&o é suficiente para a recuperagéo e purificagio do produto. A

Tabela 5 descreve os procedimentos de recuperagdo dos biossurfactantes e suas
vantagens.
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos métodos de recuperagdo de biossurfactantes e

suas vantagens relativas

Processo de
recuperacao

Propriedade
responsavel pela
selegdao do método de
separagao

Instrumentacao
necessaria

Vantagens

Precipitagao
acida

Extracdao com
solventes
organicos

Precipitacao
por sulfato de
amonio

Centrifugagao

Fracionamento
de espuma

Ultrafiltracao
em membrana

i

Adsorcao em
resinas de
poliestireno

Adsorgao em
carbono ativo

Cromatografia
de troca idnica

Biossurfactantes se
tornam insollveis a
baixos pH
Biossurfactantes sao
soluveis em solventes
organicos devido a
presenga da cadeia
hidrofébica
Exclusao da fase
saturada em sal pelo
biossurfactante
polimeérico rico em
proteinas
Biossurfactantes
insoluveis precipitam
em fungao da forga
centrifuga
Biossurfactantes,
devido a atividade
surfactante, formam e
se particionam na
espuma

Biossurf. formam
micelas acima da CMC,
as quais sio retidas em
membranas poliméricas

Biossurf. sdo
adsorvidos em resinas
poliméricas e podem
ser desorvidos usando
solvente organico
Biossurf. sao
adsorvidos em carvédo
ativo e podem ser
desorvidos usando
solvente orgénico

Biossurf. carregados se
ligam a resinas
trocadoras de fons e

Nao requer
equipamentos

N&o requer
equipamentos

N&o requer
equipamentos

Necessidade de
Centrifuga

Construgdo de
biorreatores
especiais que
facilitem a
recuperacao da

espuma durante a

fermentagéo
Unidades de

ultrafiltracdo com

membrana

polimérica porosa

Resina de
poliestireno
empacotada em
colunas de vidro
N&o requer
equipamentos;
pode ser
adicionado ao
meio de cultivo;

também pode ser

empregado em
colunas de vidro

Resinas trocadoras

de ions

Baixo custo; eficiente na
recuperacao do
surfactante bruto
Eficiente na recuperacao
do surfactante bruto e na
purificacao parcial;
natureza reutilizavel

Efetiva no isolamento de
determinados tipos de
biossurfact. poliméricos

Reutilizavel; efetiva na
recuperacao do
surfactante bruto

Utilizado em processos
continuos de
recuperacdo; alta pureza
do produto

Rapido; recuperacdo em
apenas uma etapa; alto
grau de pureza

Rapido; recuperagdo em
apenas uma etapa; alto
grau de pureza;
reutilizavel

Pureza elevada do
biossurfact.; baixo custo;
reutilizével; recuperacéo

em cultura continua

Alta pureza, reutilizacéo,
rapida recuperacéao do
produto
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podem ser eluidos com  empregadas em

um tampéo especifico colunas
Extragao por Biossurf. sdo soluveis Menos téxico do que os
solvente (com em solventes organicos N&o requer solventes convencionais;
MTBE) devido a presenca de equipamentos baixo custo

cadeia hidrofébica

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006

Nesses casos, uma estratégia de recuperacdo de multiplas fases, utilizando uma
sequéncia de fases de concentracdo e purificagdo, € muito mais eficaz (REILING et al.,
1986). Num processo de recuperacdo de multiplas etapas dos biossurfactantes, sera
possivel obter o produto a qualquer grau de pureza desejado. Biossurfactantes brutos ou
impuros obtidos nas fases iniciais do processo de recuperagdo podem ser utilizados em
aplicagcbes ambientais e também na recuperagdo de petroleo e nas industrias de tintas e
téxtil e obtidas a custos mais baixos. Em alternativa, os biossurfactantes de elevado grau de
pureza exigido pelas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética podem ser obtidos por
meio de novos estagios de purificagéo. Este tipo de recuperacéo de fases muiltiplas devera
ser util nas industrias que produzem biossurfactantes para uma vasta gama de aplicagdes
(MUKHERJEE et al., 2006).

1.3.2.5.2 Glicerol como Alternativa Econémica Promissora para a

Producado de Biossurfactantes

A reducgéo dos custos de producdo & o maior problema na viabilizagdo do uso de
biossurfactantes, como também acontece com a maioria dos processos biotecnolégicos.
Muitas vezes, a quantidade e o tipo de matéria-prima podem contribuir consideravelmente
para o custo de producgdo; estima-se que as matérias primas representam entre 10 e 30%
dos custos totais de produgdo na maioria dos processos biotecnologicos. Assim, para
reduzir esses custos & desejavel utilizar matérias-primas de baixo custo. Uma possibilidade
explorada extensivamente & a utilizacdo de matérias-primas baseadas em produtos
agricolas baratas como substratos na produgdo de biossurfactantes. Uma variedade de
matérias-primas baratas, inclusive 6leos vegetais, residuos de éleo, amidos, soro lacteo e
residuos de destilaria j& foram mencionados como substancias utilizadas na produgdo de
biossurfactantes (SILVA et al., 2009).

Dentre as fontes de baixo custo, o glicerol, co-produto originado do processo de
transesterificacdo dos oleos vegetais e animais na produgdo de biodiesel (MORRISON,

1994; DINIZ, 2006), surge como uma alternativa de grande interesse, uma vez que a
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quantidade anual gerada em todo mundo vem aumentando em funcdo da demanda
crescente de biodiesel e de outros derivados (EASTERLING et al., 2009).

Com o langamento do Programa Nacional de Produgio e Uso de Biodiesel pelo
Governo Federal, espera-se um aumento da oferta do glicerol. Os excedentes de glicerol
poderdo ocasionar grandes reducgdes no preco e eliminar parte da produgdo de gliéerol de
outras fontes, que hoje & de 0,8 a 1,0 t/ ano. Na Europa, o aumento de biodiesel para atingir
apenas alguns pontos porcentuais do diesel, cobriria grande parte da demanda atual por
glicerol. Buscam-se novas aplicagdes de grandes volumes para glicerol no mundo, e isto
provavelmente se dara nos intermedidrios para plasticos, como o propanodiol — PDO.

O Gilicerol pode ser produzido por técnica quimica ou fermentativa e tem muitas
utilidades, principalmente na industria quimica. Os processos de produgdo sdo de baixa
complexidade tecnolégica (SILVA et al., 2009; BRISSON et al., 2001). A sintese microbiana
predominou até que a sintese quimica, de subproduto do propileno, cresceu a partir de 1950
(NEVOIGT; STAHL, 1997). Agora, com o declinio na producdo de polipropileno, as
fermentacdes recuperaram seu espaco no mercado (REHM, 1988; SHARMA et al, 2008,
SILVA et al., 2009). O comércio de volumes e preg¢os oscilou muito na ultima década. Entre
1995-2003, os precos oscilaram entre US$ 1.08/ Ib e US$ 0.60/ Ib, com tendéncia, nos
Ultimos anos, para US$ 1.00/ Ib. De acordo com a literatura, o glicerol tem sido usado com
sucesso como fonte de carbono soltvel na producdo de muitos metabdlitos microbianos
(SHARMA et al, 2008; SILVA et al., 2009).

As principais aplicagbes do glicerol hoje s&o em cosméticos (40%), em alimentos
(24%), na sintese de resinas e ésteres (18%) e em aplicagbes farmacéuticas (7%). A
demanda continua crescendo mais em mercados de uso pessoal, higiene dental e
alimentos, correspondendo a 64% do total. As grandes fontes existentes na Europa e nos
Estados Unidos est&io apostando no glicerol proveniente do biodiesel (DINIZ, 2006).

O glicerol é atualmente um dos ingredientes mais utilizados na indastria
farmacéutica, na composigdo de capsulas, supositorios, anestésicos, xaropes e emolientes
para cremes e pomadas, antibiéticos e anti-septicos (TOSETTO; ANDRIETTA, 2003). Por
ser ndo-téxico, ndo-irritante, sem cheiro e sabor, o glicerol tem sido aplicado como emoliente
e umectante em cremes dentais, hidratantes, logbes pos-barba, desodorantes, batons e
magquiagens. O glicerol tem sido empregado no processamento de tabaco com objetivo de
tornar as fibras do fumo mais resistentes e evitar quebras. E empregado na composicao dos
filtros de cigarros e como condutor de aromas. E usado para amaciar e aumentar a
flexibilidade das fibras téxteis. Pode ainda ser empregado como lubrificante de maquinas

processadoras de alimentos, para fabricagéo de tintas e resinas, montagem de dinamites
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etc. O glicerol pode ser usado como umectante e para conservar bebidas e alimentos tais

como refrigerantes, balas, bolos, pastas de queijo e carne, ragéo animal seca.

Por ser um componente estrutural de lipideos é utilizado em preparagées de molho
para salada, coberturas de doces e sobremesas geladas. Outro mercado muito ifnportante,
e exclusivo, que provavelmente vai se desenvolver com a maior oferta de glicerol € a
aplicacao deste componente na sintese de moléculas de alto valor agregado (BOEHMAN,
2005). Entre estas esta o PDO (propanodiol), que se da a partir de fermentagao do glicerol,
para uso em plasticos. Se o glicerol obtiver um bom crescimento de oferta e grande parte do
mercado de sorbitol for substituido por glicerol nas aplicagbes de drogas, cosméticos e
outros, ocorrera uma nova demanda estimada em 300 mil toneladas por ano (McCOY,

2006).

A Figura 6 ilustra as caracteristicas e a estrutura do glicerol.

Caracteristicas/Estrutura do Glicerol

Nome IUPAC
(sistematica)

Propano-1,2,3-triol

Outros nomes

Glicerol (mais

HO/Y\OH
OH

usado),

Glicerina

(comercial)
Férmula quimica CsHs(OH)3
Massa molar 92,094 g-mol™
Cor e aparéncia liquido incolor

J

9 JI

Figura 6 — Caracteristicas e estrutura do glicerol
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2.1 Resumo

Nesse trabalho, a influéncia da concentragdo da fonte de carbono, do tipo e da
concentragdo da fonte de nitrogénio e das condigées de cultivo (temperatura, ‘aeragdo e
agitagao) em meio mineral formulado com glicerol foi inicialmente avaliada para a produgéo
de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa UCP0992. A cinética de crescimento do
microrganismo e de producdo do biossurfactante, descrita para o meio suplementado com
3% de glicerol e 0,6% de NaNO;, a 28 °C durante 120 horas sob agitagdo de 200 rpm,
indicou uma producao associada ao crescimento. O rendimento em biossurfactante isolado
apos 96 horas foi de 8,0 g/l. A tensao superficial foi reduzida de 56 mN/m para 27,4 mN/ e a
emulsificacdo do hexadecando atingiu percentuais de 75% a partir das 72 horas,
permanecendo estavel até o fim do cultivo. O biossurfactante apresentou CMC de 700 mg/l,
tensdo interfacial contra o hexadecano de 2 mN/m, estabilidade térmica (4-120°C),
estabilidade a 90°C por duas horas e em diferentes pH (4-12) frente a redugdo da tensio
superficial e a atividade de emulsificacdo de oleos vegetais e hidrocarbonetos, além de
tolerancia a concentragdes salinas (2-10%). O biossurfactante foi caracterizado como um
grupo de raminolipideos de natureza anidnica. O biossurfactante bruto ndo apresentou
toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina e ao repolho (Brassica oleracea) nas
condigdes testadas, enquanto que o biossurfactante isolado apresentou toxicidade frente ao
microcrustaceo na CMC. O potencial de aplicagdo do biossurfactante na remogio de diesel
adsorvido em areia foi demonstrado pelos percentuais de remogéo superiores a 85%. Os
resultados obtidos nesse trabalho indicam a viabilidade de produgdo de biossurfactantes a

partir de glicerol com potencial de aplicagdo na area ambiental.

Palavras-chave: Biossurfactantes; glicerol; Pseudomonas aeruginosa; Residuos industriais;

Tenséo superficial;, Emulsificagdo; Toxicidade
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2.2 Abstract

In this work the influence of the carbon source concentration, of the type and concentration
of the nitrogen source and of the cultivation conditions (temperature, aeration and) in mineral
medium formulated with glycerol was studied for biosurfactant production by Pseudomonas
aeruginosa UCP0992. The kinetic of growth and production of the biosurfactant has been
described for the medium supplemented with 3% glycerol and 0.6% NaNO3, at 28 °C during
120 hours under 200 rpm, showing a growth-associated production. The isolated
biosurfactant corresponded to a yield of 8.0 g/l after 96 hours. The medium surface tension
was reduced from 56 mN/m for 27,4 mN/m and the hexadecane emulsification remained
unchanged after 72 hours, with values around 75%. A CMC of 700 mg/l and an interfacial
tension against hexadecane of 4 mN/m were obtained. The biosurfactant showed stability
when submitted at 90°C during two hours, and thermal (4-120°C) and pH (4-12) stability
regarding the surface tension reduction and the emulsification capacity of vegetable oils and
hydrocarbons, and tolerance under high salt concentrations (2-10%). The biosurfactant has
been characterized as a group of rhamnolipids with anionic nature. The crude biosurfactant
did not show toxicity against the microcrustacean Artemia salina and the cabbage (Brassica
oleracea) in the conditions tested, while the isolated biosurfactant showed toxicity against the
microcrustacean at the CMC. The potential application of the biosurfactant in diesel recovery
from sand was demonstrated by the percentiles of oil removal above 85%. The results
obtained in this work are noteworthy for possible biosurfactant production from glycerol with

potential of application in the environment.

Keywords: Biosurfactants; glycerol; Pseudomonas aeruginosa ; Industrial residues; Surface

tension; Emulsification; Toxicity
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2.3 Introducgao

O derramamento de hidrocarbonetos provoca a contaminagdo ambiental, gerando
conseqiiéncias desastrosas para os organismos vivos. Estima-se que 0,08%-0,4% da
produgdo mundial de petroleo alcancem, eventualmente, os oceanos [1]. No Brasil,
acidentes envolvendo hidrocarbonetos derivados de petréleo tais como gasolina e éleo
combustivel, tém causado sérios problemas ambientais. Em 1998, 1200m*® de odleo
combustivel foram derramados devido a corrosdo de um oleoduto na cidade de Cubat&o, no
Estado de Sao Paulo. A corrosao de oleodutos também foi responsavel pelo derramamento
de 1300 m® de 6leo combustivel na Baia de Guanabara, que ja havia sido contaminada
anteriormente por outros derramamentos de petréleo [2].

Acidentes como os citados acima tém intensificado o desenvolvimento de
procedimentos e técnicas de combate & poluicdo ambiental por derivados de petréleo. Os
solos contaminados por petroleo e derivados normalmente s&@o tratados através de
metodologias fisicas, quimicas ou biolégicas. Entretanto, as novas diretrizes de recuperagao
de solos e aguas tém restringido o uso de produtos quimicos. Dentre as técnicas de
remediagdo disponiveis, a biorremediagdo tem se destacado, embora a solubilidade
reduzida dos hidrocarbonetos dificulte o acesso dos microrganismos e a consequente
biodegradagéo do poluente [2,3].

Uma das possiveis solugdes para a baixa disponibilidade dos poluentes hidrofobicos
consiste no uso de surfactantes, que, em fungéo de sua natureza anfipética, séo capazes de
aumentar a solubilidade dos hidrocarbonetos, embora também representem outro risco de
poluicdo ambiental. O uso de surfactantes microbianos pode evitar esses problemas uma
vez que os biossurfactantes sdo biodegradaveis e menos toxicos do que os convencionais
sintéticos, sendo mais aceitaveis do ponto de vista social e ambiental [2].

Muitos biossurfactantes tém sido produzidos e aplicados na biodegradacdo de

hidrocarbonetos, destacando-se os raminolipideos da bactéria gram-negativa Pseudomonas
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aeruginosa [4]. Os raminolipideos sédo surfactantes do tipo glicolipideos, compostos por uma
cabeca hidrofilica, constituida por uma ou duas moléculas de raminose chamadas,
respectivamente, de monoraminolipideo e diraminolipideos e por uma cadeia- hidrofébica
constituida por um ou dois acidos graxos [5]. Os tipos de raminolipideos produzidos
dependem da bactéria, da fonte de carbono utilizada e das condigdes de cultivo [4]. Os
raminolipideos representam uma das classes mais importantes de biossurfactantes, uma
vez que apresentam inumeras vantagens como altos rendimentos e podem ser produzidos a
partir de residuos industriais sollveis e insollveis [6]. Os raminolipideos sdo capazes de
reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN/m para valores abaixo de 30 mN/m [7]. A
CMC de raminolipideos puros ou de suas misturas depende, grandemente, da composi¢ao
das diferentes espécies, mas varia de 50 a 200 mg/l [1].

A despeito das vantagens dos biossurfactantes, poucos tém sido comercializados em
funcdo dos altos custos de producgdo envolvidos no processo. De fato, o fator econémico
tem sido o entrave no desenvolvimento dos produtos biotecnolégicos. O sucesso da
producdo de biossurfactantes depende do desenvolvimento de um processo mais
econdmico, incluindo o uso de substratos menos dispendiosos, 0 que representa uma
redugao de 10-30% do custo total do processo.

Nesse cenario, a conversdo de matérias-primas renovaveis em compostos de alto
valor agregado tem recebido grande atengdo do ponto de vista ambiental. Entre os recursos
disponiveis estdo os 6leos, os agucares, o amido e a celulose das plantas e uma grande
variedades de residuos organicos oriundos da agricultura e das industrias [8]. Dentre essas
fontes renovaveis, o glicerol obtido no processo de transesterificagdo de éleos e gorduras
tem se destacado em fungdo da crescente produgio de biodiesel, o que também tem
contribuido para a redugéo de seu preco [9]. Por outro lado, o glicerol tem sido usado com
sucesso como fonte de carbono solGvel na produgio de muitos metabélitos microbianos,

como reportado na literatura [10,11].
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Nesse sentido, a produgdo e a caracterizacdo de um biossurfactante por
Pseudomonas aeruginosa UCP0992 foram avaliadas em meio mineral suplementado com
glicerol como fonte de carbono com vistas a aplicagdo dos raminolipideos como

coadjuvantes nos processos de descontaminacdo ambiental de petréleo e derivados.

2.4 Material e métodos

2.4.1 Microrganismo

A Pseudomonas aeruginosa, bactéria depositada no Banco de Culturas do Ncleo de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da Universidade Catdlica de Pernambuco

sob o codigo UCP0992 foi utilizada como microrganismo produtor dos biossurfactantes.

2.4.2 Meios de cultura

A bactéria foi mantida em Agar Nutriente (AN), contendo 0,5% de extrato de carne,
1% de peptona 0,5% de NaCl e 0,5% de Agar. Para crescimento do indculo foi utilizado o
meio Caldo Nutritivo (CN), com a seguinte composigdo: 0,5% de extrato de carme 1,5% de
peptona 0,5% de NaCl e 0,5% de K;HPO,

A producéo dos biossurfactantes foi realizada em meio mineral formulado com 0,1%
de KH,PO,, 0,1% de K;HPO,, 0,02% de MgS0O,.7H,0, 0,002% de CaCl,.2H,0, 0,005%
FeCl;.6H,0, 0,2% de NaNOj; e glicerol [12].

O pH dos meios foi ajustado para 7,0, sendo os constituintes solubilizados e

esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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2.4.3 Preparacéo do inéculo

Culturas jovens da bactéria obtidas apés 24 horas de cultivo em meio AN foram
transferidas para Erlenmeyer contendo 50 ml de Caldo Nutritivo (CN), o qual foi mantido sob
agitacdo orbital de 150 rpm durante um periodo de 10-14 horas a 28°C para obtencgéo de
uma D.O. (Densidade Optica) de 0,7 (correspondente a um in6culo de 107 U.F.C./ml) a 600

nm. Esta leitura foi utilizada como inéculo na concentracdo de 2% (v/v).

2.4.4 Produgédo do biossurfactante

As fermentacbes para producdo dos biossurfactantes foram realizadas em
frascos Erlenmeyer de 500 ml de capacidade, contendo 100 ml do meio de produgdo e
incubados com 2% do pré-inéculo. Os frascos foram mantidos sob agitag3o orbital de 150
rpm durante 120 horas, a temperatura de 28°C. Ao fim do cultivo, amostras foram retiradas

para determinacao da tensao superficial e do rendimento em biossurfactante isolado.

2.4.5 Influéncia da concentragdo da fonte de carbono na produgdo do biossurfactante

A influéncia do glicerol foi avaliada nas concentragdes de 2, 3, 5 e 7%. Os
frascos foram mantidos sob agitacéo orbital de 150 rpm durante 120 horas, a temperatura
de 28°C. Ao fim do cultivo, amostras foram retiradas para determinacido da tensdo

superficial e do rendimento em biossurfactante isolado.

2.4.6 Influéncia do tipo da fonte de nitrogénio na produgdo do biossurfactante

Apos selecdo da melhor concentragdo de glicerol, a fonte de nitrogénio (NaNO3)

foi substituida por uma das seguintes fontes, na mesma concentragdo (0,2%): NH,NO;,
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ureia, (NH4),SO,, peptona, extrato de levedura e milhocina, residuo da produgéo de milho e
derivados, gentiimente cedida pela Corn Products LTDA., Cabo de Santo Agostinho-PE. Os
frascos foram mantidos sob agitacédo orbital de 150 rpm durante 120 horas, a temperatura
de 28°C. Ao fim do cultivo, amostras foram retiradas para determinagdo da tensdo

superficial e do rendimento em biossurfactante isolado.
2.4.7 Influéncia da concentragéo da fonte de nifrogénio na produgdo do biossurfactante

Apos estabelecimento da melhor fonte de nitrogénio para a producgédo do
biossurfactante, a concentracdo desse nutriente foi testada para concentragdes de 0,05, 0,1,
0,2, 0.4 e 0,6%, resultando em diferentes razbes C/N. Os frascos foram mantidos sob
agitagao orbital de 150 rpm durante 120 horas, a temperatura de 28°C. Ao fim do cultivo,
amostras foram retiradas para determinagdo da tensdo superficial e do rendimento em

biossurfactante isolado.
2.4.8 Influéncia das condigbes de cultivo na produgéo do biossurfactante

A producdo do biossurfactante foi realizada, a partir do meio previamente
estabelecido, em diferentes temperaturas (28 e 37°C), aeracdes através da razdo do volume
da cultura e capacidade do Erlenmeyer (60, 80 e 90%) e velocidades de rotagdo de 150 e

200 rpm.

2.4.9 Determinagdo das cinéticas de crescimento do microrganismo e de produgdo do

biossurfactante

Apbs o estabelecimento do meio e das melhores condicbes de producédo, as

cinéticas de crescimento do microrganismo e de produgdo do biossurfactante foram
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determinadas. Amostras foram retiradas ao longo do cultivo e submetidas as seguintes
determinacgdes: biomassa, tensdo superficial, emulsificagdo do hexadecano, pH, rendimento
em surfactante isolado e consumo de glicerol. As analises foram realizadas em triplicata e

nao variaram mais do que 5 %.

2.4.10 Determinagéo da biomassa

O crescimento do microrganismo foi acompanhado através do peso seco, obtido
apos centrifugacéo do liquido metabdlico a 5000 rpm por 30 minutos e posterior secagem da

biomassa em estufa a 105°C até peso constante.

2.4.11 Consumo de glicerol

O consumo de glicerol foi avaliado através do Kit enzimatico para quantificagcao de

triglicerideos (Bioclin-Quibasa, Brasil).

2.4.12 Quantificagdo de Raminose

A concentragdo de raminolipideos no liquido metabdlico livre de células foi estimada
pela determinacdo do conteido em raminose pelo método colorimétrico para determinagao
de aglcares totais, descrito por Dubois et al. [13].

O principio deste método baseia-se na agdo do acido sulfurico sobre a estrutura
piranosidica do agtcar, a qual é aberta e consequentemente complexada pelo fenol, dando
lugar a formagao de uma coloragao amarelo-alaranjada.

Aliquotas de 1 ml do liquido metabdlico livre de células foram distribuidas em tubos
de ensaio e a estes foram adicionados 0,5 ml da solu¢édo de fenol a 80% de concentracao e

2.5 ml de acido sulfirico concentrado, em banho de gelo. Os tubos foram deixados em
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repouso por 10 min e apo6s agitados a 25-30°C procedeu-se as leituras a 490 nm. Como
padrao foi utilizada uma curva de calibragdo de uma solugdo de raminose (100 pug/mi). Os

brancos foram preparados substituindo a solugédo de agulcar por agua destilada. Os valores

de raminolipideos foram determinados [1].

2.4.13 Determinagéo da atividade de emulsificagdo

Para a determinagéo da atividade de emulsificagdo, amostras do liquido metabélico
livre de células foram analisadas segundo a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg
[14]: 1,0 ml de um substrato olecso (n-hexadecano, benzeno, diesel, 6leo lubrificante de
motor, petroleo, dleos vegetais de algodao, milho, arroz e soja) foi adicionado a 1,0 ml do
liquido metabdlico em tubo graduado e a mistura agitada em vortex por 2 minutos. Apos 24
horas as emuisdes agua em 6leo foram expressas em centimetros, devido & altura do halo

formado.

2.4.14 Determinagdo das tensbes superficial e interfacial e da concentragdo micelar critica

(CMC)

A tensao superficial foi medida no liquido metabdlico livre de células em
tensiémetro KSV Sigma 70 (Finland) utilizando-se o anel de NUOY. O anel de platina foi
imerso no liquido metabdlico, registrando-se a forga requerida para puxa-lo através da
interface ar-liquido. A tensao interfacial contra n-hexadecano foi medida da mesma forma,
para a solugdo do surfactante na CMC.

A CMC do biossurfactante isolado apés o cultivo foi determinada automaticamente
por medidas das tensdes superficiais de uma amostra de agua gradativamente adicionada

do surfactante até se atingir um valor constante de tens&o. O valor da CMC foi determinado
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como g/l do biossurfactante isolado. Como controle, a tensdo superficial inicial do meio de
cultivo, antes da inoculagao, também foi medida.

A estabilizagdo do equipamento foi atingida até que o desvio padrio de medidas
sucessivas fosse menor do que 0,4 mN/m. Cada resultado foi a média de dez
determinacgbes apos a estabilizacio da leitura.

Entre os experimentos, a cubeta de vidro, bem como o anel de platina foram lavados
sucessivamente com agua e acetona, por 3 vezes. O anel também flambado em bico de

Bunsen ateé atingir coloragdo avermelhada e resfriado antes do uso.

2.4.15 Avaliagdo da estabilidade do biossurfactante (efeitos do pH, da adigdo de NaCl, do

tempo sob aquecimento e da temperatura)

Os efeitos de diferentes temperaturas (4, 28, 70, 100 e 120 °C), de diferentes
concentragbes de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 %), de diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10, 12 e
14) e de diferentes tempos de aquecimento a 90°C (10, 20, 40, 60 e 120 minutos) na
atividade do biossurfactante foram avaliados no liquido metabdlico livre de células para a
tensdo superficial e a atividade de emulsificagdo. O pH das amostras foi variado com auxilio
de solugdes de HCI ou NaOH 6M, enquanto que para o efeito de diferentes temperaturas as

amostras foram mantidas nas temperaturas acima indicadas durante uma hora.

2.4.16 Isolamenio do biossurfactante

O pH do liquido metabdlico livre de células foi inicialmente ajustado para 2 com uma
solugdo 6M de HCl. Em seguida, o mesmo volume de cloroférmio/metanol (2:1) foi
adicionado ao liquido metabdlico, sendo a mistura vigorosamente agitada por 15 minutos e
deixada em repouso para separagao das fases. A fase organica foi removida e a operagao

repetida por mais duas vezes. O produto obtido foi concentrado a partir das fases organicas
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coletadas usando rota-evaporador, dissolvido em metanol e novamente concentrado por

evaporacao do solvente a 45°C, sendo posteriormente pesado [15].

2.4.17 Caracterizagdo da mistura dos raminolipideos por cromatografia em camada delgada

A técnica de Cromatografia em Camada Delgada foi utilizada para confirmar a
producdo de glicolipideos. 0,1 g do biossurfactante isolado foi dissolvido em metanol e
aplicado em Placas de silica gel (G60, MERCK, Alemanha), desenvolvidas com o sistema
cloroformio:metanol: acido acético (65:15:2, v/iv) como eluente. A presenga de gordura foi
confirmada por vapores de iodo. A vaporizagdo das placas com o reagente de Molish foi
utilizada para detectar a presenca de carboidratos, que foram aquecidas a 110°C por 10
minutos enquanto que a solugéo de ninhidrina a 1% em etanol foi utilizada para detectar a

presenca de aminoacidos no biossurfactante [16,17].

2.4.18 Determinagdo da composigdo em acidos graxos do biossurfactante

A composigdo dos &cidos graxos do biossurfactante isolado foi analisada por
cromatografia gasosa dos acidos graxos metilados [18]. Os metil ésteres de acidos graxos
foram resuspensos em 0,5 ml de n-hexano e analisados como descrito abaixo.

As anadlises foram realizadas em um cromatégrafo a gas Varian modelo CP-3380
(Californai — USA) equipado com amostrador automatico CP-8200 e coluna capilar CP SIL
(30 m x 0,25 mm), utilizando gas hélio com gas carregador. A temperatura do injetor e
detecor (FID) foi de 250°C e a temperatura “oven” inicialmente em 130°C, ajustada para
170°C em 1°C/min e para 180°C em 3°C/min, mantida isotermicamente por 10 minutos. Os
acidos graxos foram identificados comparando os tempos de retencdo das amostras com

uma mistura de padrdes de acidos graxos obtidos da Sigma Chemical Company USA.
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Quantidades relativas de metil ésteres foram calculados pela integracdo das areas dos

picos.

2.4.19 Determinagdo da carga idnica do biossurfactante

A carga idnica do biossurfactante foi determinada pela técnica de difus&o dupla em
Agar modificada [19]. Duas fileiras regularmente espacadas de pocos foram feitas em agar
de baixa viscosidade (solucdo a 1 %). Os pogos das fileiras inferiores foram preenchidos
com a solugdo do surfactante isolado. Cada pogo da fileira superior foi preenchido com um
composto puro de carga idnica conhecida. A substancia aniénica selecionada foi o dodecil
sulfato de sddio (SDS), na concentragdo de 0,02 M, enquanto que a substancia catiénica foi
o cloreto de bario, na concentracéo de 0,05 M. O surgimento de linhas de precipitacdo entre
0s pogos, indicativas do carater idnico do biossurfactante, foi monitorado durante 48 horas a

temperatura ambiente.

2.4.20 Determinag&o da toxicidade do biossurfactante

Teste de fitotoxicidade

A fitotoxicidade do biossurfactante foi avaliada em ensaio estatico através da
germinagao da semente e do crescimento da raiz de repolho (Brassica oleracea), de acordo
com Tiquia et al. [20]. Solugdes teste do biossurfactante isolado foram preparadas em agua
destilada nas concentragbes de 175, 350, 520 e 700 mg/l. A toxicidade foi determinada em
placas de Petri estéreis (10 cm) contendo discos de papel de filtro Whatman N°1. As
sementes foram previamente tratadas com NaClO, sendo 10 sementes simetricamente
adicionadas por placa, que foram inoculadas com 5 ml da solugéo teste a 28°C. Agua

destilada foi utilizada como controle. Apés cinco dias de incubagdo no escuro, a germinagéo
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das sementes, o crescimento da raiz (2 5 mm) e o indice de germinacdo (IG) foram

calculados de acordo com as formulas abaixo:

Germinacao relativa da semente (%) = (n°® de sementes germinadas no extrato / n° de

sementes germinadas no controle) x 100

Comprimento relativo da raiz (%) = (média do comprimento da raiz no extrato / média do

comprimento da raiz no controle) x 100

IG= [(% germinacao da semente)x(%crescimento da raiz)]/ 100%

Teste da Artemia salina

A toxicidade do biossurfactante isolado foi avaliada utilizando-se larvas de camarao
(do microcrustaceo Artemia salina) como indicador. As larvas foram usadas apés 24 horas
de incubacéo.

Solugbes do biossurfactante em sal marinho sintético (33 mg/l) nas concentragdes de
175, 350, 525 e 700 mg/l foram usadas. O liquido metabdlico livre de células também foi
testado. As andlises foram conduzidas em frascos de penicilina de 10 ml de capacidade
contendo 10 larvas em 5 ml de sal marinho sintético por frasco. As larvas contidas em cada
frasco foram expostas a 5 ml das solugbes do biossurfactante nas concentracdes testadas
durante 24 horas e depois foram observadas quanto a mortalidade [21,22]. O sal marinho
sintético foi utilizado como controle. A concentragdo toxica limite foi definida como a menor

concentragéo capaz de provocar a morte do crustaceo em 24 horas.

2.4.21 Aplicacdo do biossurfactante na remogédo de poluentes hidrofébicos adsorvidos em

areia através de ensaio cinético
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A capacidade de remocdo dos contaminantes hidrofébicos petroleo e diesel
adsorvidos em areia foi testada através da saturacdo de 20g de areia para ensaio de
cimento NBR 7214 [23], cuja matéria organica é expressa em termos de acido tanico; num
nivel ndo superior a 100 partes por milhdo, sendo a mesma retida entre as peneiras de
abertura nominal de 0,3 mm (denominacéo fina) e de 0,6 mm (denominacéo grossa),
impregnadas com 10% do contaminante. Por¢cdes de 20g dos sistemas (areia e
contaminante) artificialmente obtidos foram transferidas para Erlenmeyers de 250 ml,
adicionando-se 40 ml de agua (controle), 40 ml do liquido metabdlico livre de células ou 40
ml de solu¢do aquosa do biossurfactante isolado na CMC e cinco vezes acima da CMC. Os
frascos foram agitados a 150 rpm por 24 horas, a temperatura ambiente e entdo,
centrifugados a 2000 g por 20 minutos para separacéo da solugdo de lavagem das amostras
de areia. Os percentuais dos contaminantes hidrofébicos na areia lavada foram

determinados por gravimetria, apés extragdo com hexano [24].

2.4.22 Analises estatisticas

Os dados apresentados sao as médias aritméticas de trés réplicas, sendo as médias
€ 0s desvios padrao apresentados nas Tabelas de resultados. As analises foram conduzidas

com o software Microsoft Excel, versdo 2000 (Microsoft Corporation).

2.5 Resultados e discussao

As pesquisas desenvolvidas na area de biossurfactantes revelam a influéncia que a
composi¢ao do meio e as condigdes de cultivo exercem sobre os tipos e os rendimentos dos
surfactantes produzidos, sendo de fundamental importancia o estudo desses parametros

[25].
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Nesse sentido, a influéncia da concentragéo da fonte de carbono, dos tipos de fonte
de nitrogénio e da concentracdo de nitrogénio, bem como das condigbes de cultivo
envolvendo velocidade de rotagao, aeragcao e temperatura foram avaliadas-a fim de

estabelecer melhores condigdes de producédo do biossurfactante.
2.5.1 Influéncia da concentragdo de glicerol na produgédo do biossurfactante

Inicialmente, a influéncia da concentragdo de glicerol foi avaliada, sendo a melhor
concentragdo selecionada com base na maior redugao de tensdo superficial e no maior
rendimento em biossurfactante isolado. As concentragdes testadas foram selecionadas a
partir de estudos prévios, bem como de resultados descritos na literatura [26]. Os resultados
obtidos demonstraram que a concentragao de 3% foi mais favoravel em termos de tensdo
superficial e rendimento (Tabela 1).

Santa Anna et al. [27] estudaram o efeito da concentragdo de glicerol (3, 4, 5 e 6%)
na produgao de biossurfactante por Pseudomoas aeruginosa PA1 cultivada em meio mineral
contendo (NH,),SO, como fonte de nitrogénio. Os autores observaram que a melhor
producéo também foi obtida com 3% de glicerol, correspondendo a uma razéo C/N -de 60.

Wu et al. [26] determinaram a producdo de 4,9 g/l de raminolipideos quando a P.
aeruginosa EM1 foi cultivada em meio mineral contendo 4% de glicerol como fonte de
carbono apés 7 dias de fermentag@o, com uma redugdo da tensdo superficial do meio para
26,4 mN/m.

A influéncia da concentracao da fonte de carbono na produg&o de raminolipideos em
biorreator por P. aeruginosa zju.u1M foi investigada de 1 a 5%. Os resultados indicaram

maior produgao, de 12,54g/l, para a concentracédo de 4% de 6leo de fritura [28].
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2.5.2 Influéncia da fonte de nitrogénio na produgéo do biossurfactante

A fonte de nitrogénio, assim como a fonte de carbono, exerce grande influéncia na
producéo de biossurfactantes [29]. A partir da melhor concentragdo de glicerol, a influéncia
da fonte de nitrogénio foi avaliada para as fontes orgéanicas e inorganicas mais comumente
citadas na literatura, observando-se que o NaNO; e a milhocina forneceram os melhores
resultados. Foi selecionado o NaNO,, considerando o baixo custo desse sal e a provavel
variagdo na composicdo da milhocina, o que poderia alterar os valores de tensdo e
rendimento obtidos em funcdo de sua natureza residual (Tabela 2). Os sais de amonio e a
uréia, por outro lado, ndo foram utilizados para a producdo de biossurfactantes, como
também demonstrado para o cultivo de Bacillus subtilis cultivado em 2% de sacarose [29].

Santa Anna et al, [27] também estudaram o efeito da fonte de nitrogénio na
producéo de biossurfactante por P. aeruginosa PA1 cultivada em meio mineral contendo 3%
de glicerol. O NaNO; foi mais efetivo do que o (NH,).SO,, para uma razdo C/N de 60, ou
seja, correspondente a 0,145% de NaNO;, descrevendo que a limitagdo de nutrientes
direciona o metabolismo celular para a formacao de produto.

De acordo com Mulligan e Gibbs [30], a P. aeruginosa usa amonia, nitratos e
aminoacidos como fontes de nitrogénio. A aménia pode ser assimilada pela glutamato
desidrogenase (EC 1.4.1.4) para formar glutamato ou, com o glutamato, pela agdo da
glutamina sintetase (EC 6.3.1.2.) para formar glutamina. A glutamina e o a—cetoglutarato
sao entdo convertidos em glutamato pela L-glutamina 2-oxiglutarato aminotransferase (EC
1.4.1.13). Os nitratos, por sua vez, devem ser reduzidos a nitrito e, em seguida, a aménia.
Consequentemente, em comparacdo com a amodnia, a assimilagio de nitrato € mais lenta,
simulando, assim, uma condicado limitante de nitrogénio, que & favoravel a producdo do
raminolipideo [31]. Por outro lado, durante a sintese de um raminolipideo, a formag&o do

lipideo & a etapa determinante, e a limitagdo de nitrogénio pode promover o actimulo de
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lipideo.

Wu et al. [26] também observaram que o NaNO; foi a fonte de nitrogénio mais
eficiente na produgao de raminolipideos (8,63 g/l) quando a P. aeruginosa EM1 foi cultivada
em meio mineral contendo glicerol como fonte de carbono apés 7 dias de fermentagéo.

A literatura tem demonstrado que as fontes organicas de nitrogénio, embora
favoraveis ao crescimento celular, ndo favorecem a produgéo de surfactantes glicolipidicos
[26,32,33].

Guerra-Santos et al. [34] observaram que a producio de biossurfactante foi reduzida
em presenca de nitrato e extrato de levedura. Quando o extrato de levedura foi omitido, a
concentragdo de biomassa diminuiu, mas o acumulo de raminolipideos aumentou, indicando
uma condi¢ao limitante de nitrogénio.

A bactéria Arthrobacter paraffineus demonstrou preferéncia por sais de aménio e
ureia como fonte de nitrogénio, enquanto que a P. aeruginosa 44T1 cultivada em 6leo de
oliva [35] e glicose [32] e a P. aeruginosa CRTF-6 [36] cultivada em glicose produziram
maiores quantidades de biossurfactante, medidas como redugdo da tensio superficial,
quando utilizaram NaNO; em preferéncia aos sais de aménio (NH,).SO4, NH;NO; e NH4CI.
Makkar e Cameotra [25], estudando a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio a 0,3% de
concentragao tambem observaram a preferéncia do Bacillus subtilis MTCC2423 por ions
nitrato. Por outro lado, Cha et al. [37], testando varias fontes de nitrogénio, determinaram
maxima produgao de biossurfactante por P. aeruginosa EMS1 cultivada em 2% de 6leo de
soja com 0,3% de NH,NO;. O rendimento obtido foi de 5 g/l em produto isolado. Ja Prieto et
al. [38], estudando a producgéo de biossurfacante por P. aeruginosa LBM10, embora tenham
observado efeitos semelhantes entre o NH,NO; (0,4%) e 0 NaNOj; (0,85%) no que se refere
ao rendimento de produgéo, observaram uma redugéo significativa nas emulsées formadas
em presenca do NH4sNO3, sendo o nitrato de sédio considerado a melhor fonte de nitrogé&nio

para a producdo de raminolipideos, que atingiu um rendimento de 0,94g/l em raminose. O
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sulfato de amdnio e a uréia, assim como os resultados apresentados nesse trabalho, ndo

foram considerados fontes de nitrogénio adequadas para a produgio de biossurfactante.

2.5.3 Influéncia da concentragéo da fonte de nitrogénio na produgao do biossurfactante

Em muitos processos fermentativos, a relagdo C/N € um parametro extremamente
sensivel, influenciando consideravelmente o acimulo de metabdlitos no meio de cultivo.
Relacbes de C/N elevadas, ou seja, niveis reduzidos de nitrogénio no meio limitam o
crescimento bacteriando, favorecendo o metabolismo celular em diregdo a produgdo de
metabolitos. Em contrapartida, um excesso da fonte de nitrogénio direciona o substrato para
a sintese de material celular, limitando relativamente o acimulo de produtos [32].

Apo6s a selecao da fonte de nitrogénio, a influéncia da concentragdo do NaNO; foi
testada, observando-se melhores resultados, em termos de reducdo da tensio e de
rendimento em surfactante isolado, para a concentracdo de 0,6%, o que correspondeu a
uma razédo C/N de 12,24 (Tabela 3). O aumento da razdo C/N para 18, 46, 37,5, 75 e 150
exerceu influéncia negativa na producao do biossurfactante.

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo semelhantes aos observados por Haba et
al. [39] que variaram a concentragdo de NaNO; para 0,3, 0,4, 0,5 e 0,7%, observando que o
maior rendimento em biossurfactante de P. aeruginosa foi obtido para 0,5% de NaNOs,
correspondendo a uma razdo C/N de 8. Benincasa e Accorsini [40] também estudaram o
efeito da concentragdo de NaNO; na producdo de raminolipideos por P. aeruginosa LB1
culivada em 3,2% de residuo de refinaria nas concentragdes 04, 05, 0,6 e 0,7%,
observando que a maior producéo, de 7,5g/l, correspondeu a uma razéo C/N de 8.

Wu et al. [26], para o cultivo de P. aeruginosa em 4% de glicerol, obtiveram maior
produgdo de raminolipideos, de 7,5 g/l, quando o NaNO; foi utilizado na concentragdo de
0.2%, correspondendo a uma razao C/N de 52. Nesse mesmo trabalho observou-se que o

rendimento em surfactante foi similar para razées C/N de 6,5 a 52, enquanto que o aumento
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da razéo para 130 provocou uma queda acentuada na producgéo. Por outro lado, Lima et al.,
[41], que estudaram a variagdo da concentragdo de NH4,NO; para valores de 0,125, 0,56 e
1,0% no cultivo de P. aeruginosa em oleo residual de fritura, apés 48 horas, demonstraram
maior rendimento, de 2,2 g/l calculados como raminose, para a concentragdo de 0,56% do

sal.

2.5.4 Influéncia das condigbes de cultivo na produgdo do biossurfactante

A influéncia da velocidade de rotagdo na reducio da tensdo superficial e no
rendimento em biossurfactante foi testada a 150 e 200 rpm. Os resultados obtidos
demonstraram que a velocidade de 200 rpm favoreceu o acimulo de biossurfactante, que
atingiu 6,5 g/l, enquanto que o rendimento obtido a 150 rpm foi de 5,0 g/l. Por outro lado, a
tensao superficial permaneceu inalterada para as duas velocidades de agitagdo, em torno
de 27,5 mN/m.

A influéncia da velocidade de agitagdo na produgio de biossurfactante foi avaliada
para o cultivo em frascos de Pseudomonas alcaligenes em 0,5% de éleo de palma,
observando-se que o aumento da velocidade de rotagio de 260 para 300 favoreceu a
reducao da tensdo superficial para 27,6 mN/m [42].

Oliveira et al. [43], por outro lado, estudando a producgéo de raminoliopideos por P.
aeruginosa cultivada em o6leo de palma, observaram que a maior redugdo da tensdo
superficial, de 35 mN/m, foi observada para a velocidade de 150 rpm, enquanto que as
velocidades de 50, 100 e 200 rpm provocaram aumento na tensdo para 55, 39 e 51 mN/m,
respectivamente.

Cunha et al. [44] observaram que a agitagido exerceu um efeito negative sobre a
redugdo da tens&o superficial pelo biossurfactante de Serratia sp. SVGG16, cultivada em
hidrocarbonetos, sendo os melhores resultados obtidos para a menor velocidade testada, ou

seja, 100 rpm, quando comparada com velocidades de 200 e 300 rpm. Desai e Banat [45]
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também verificaram que o aumento da velocidade de agitagdo resultou na menor producéo
de biossurfactante por Nocardia erythropolis.

A P. aeruginosa € um microrganismo facultativo, podendo crescer em ambientes com
pouca oxigenagdo;, a produgdo de biossurfactantes, entretanto, envolve estagios de
oxidagdo do substrato [43,46]. A velocidade de agitagdo do meio € um fator determinante,
nao s6 da mistura entre as fases aquosa e oleosa, como também da massa de oxigénio
transferida as culturas nos frascos sob agitagdo. Consequentemente & possivel que, no
caso desse trabalho, onde ndo ha fase oleosa envolvida, a velocidade de agitagdo tenha
promovido uma taxa de transferéncia de oxigénio mais adequada para a maior producéo de
surfactante na velocidade de 200 rpm.

O efeito da aeragao foi avaliado para 60, 80 e 90%, observando-se que os valores de
tensdo superficial (27,5 mN/m) e de rendimento em biossurfactante isolado (6,5 g/l)
permaneceram inalterados. Por ouro lado, Abdel-Mawgoud et al. [47] observaram maxima
producdo de surfactina por Bacillus subtilis BS5 para uma aeragdo de 90% e uma grande
reducdo na produgdo com maiores redugdes na aeragio.

Vale destacar a importancia da aeracdo dos cultivos no sentido de inibir o
mecanismo de respiragao anaerobia da bactéria, o qual pode ser utilizado através do uso de
nitratos como aceptores terminais de elétrons para a respiracdo celular. Assim, a aeragio
intensa pode evitar tal comportamento [32].

A influéncia da temperatura de cultivo na tensdo superficial e no rendimento em
biossurfactante isolado também foi investigada, observando-se que n&o houve variagéo
desses valores nas temperaturas de 28 e 37 °C, indicando que o metabolismo da P,
aeruginosa UCP0992 nao foi afetado pelas temperaturas testadas.

Considerando que temperaturas elevadas incidem sobre um maior custo de
producéo, a temperatura de 28 °C foi selecionada para os experimentos descritos nesse

trabalho.
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De acordo com Guerra-Santos et al. [48], a faixa de temperatura compreendida entre
32-34°C resultou na maior produgdo de raminolipideos por P. aeruginosa. Subasioglu e
Cansunar [49] observaram que, para o cultivo de P. aeruginosa em manitol, a maxima
producdo de raminolipideos foi detectada para 34,5 °C, enquanto que a partir da
temperatura de 36 °C observou-se uma grande redugdo no rendimento em biossurfactante
isolado. Por outro lado, Robert et al. [32] observaram que a temperatura de 37°C favoreceu
o acumulo de biossurfactante pela P. aeruginosa 44T1 cultivada em glicose, quando

comparada a temperatura de 27 °C.

2.5.5 Cinética de crescimento do microrganismo e de produgdo do biossurfactante na

condigdo selecionada

Apos o estudo da influéncia dos constituintes do meio e das condigdes de cultivo, a
cinética de crescimento do microrganismo e de producéo do biossurfactante foi estabelecida
para a P. aeruginosa UCP0992 cultivada em frascos de Erlenmeyer de 500 ml contendo 100
ml de meio mineral (aeragao de 80%), suplementado com 3% de glicerol e 0,6% de NaNQOs,
como fonte de nitrogénio, a 28 °C durante 120 horas sob agitagéo de 200 rpm.

As cinéticas ilustradas na Fig. 1 mostram uma relagdo entre o crescimento do
microrganismo, a reducdo da tensdo superficial, o consumo do glicerol, a obtengio do
biossurfactante e a emulsificagdo do hexadecano, indicando uma produg@o associada ao
crescimento.

A producéo do biossurfactante teve inicio nas primeiras horas da fase exponencial,
demonstrando um perfil bifasico, com a primeira fase se estendendo até 24 horas, com um
platd até as 48 horas de fermentacdo, seguida do aumento gradativo da produgéo, que
atingiu seu maximo apés 96 horas de cultivo, na fase estacionaria de crescimento celular.

Nesse ponto, observou-se ndo s6 o maior acumulo em biossurfactante (8,0 g/l), como
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também o menor valor de tensdo superficial, que foi reduzida de 56 mN/m para 27,4 mN/m,
e a maior biomassa (4,0 g/l).

A curva de consumo do glicerol apresentou um perfil semelhante a curva de tensao
superficial, enquanto que a emulsificacdo do hexadecano acompanhou a produgio do
biossurfactante, confirmando a possibilidade de utilizag&o da redugéo da tens&o superficial e
da emulsificagdo como parametros indicativos da produgdo de agentes tensoativos no meio.
A emulsificagdo aumentou com o tempo, atingindo seu maximo nas 72 horas e manteve-se
ate o fim do cultivo, com 75-80% de emulsificagédo do hexadecano.

A literatura descreve a ocorréncia de diferentes perfis cinéticos de producio de
raminolipideos. A P. aeruginosa GS3, como exemplo, produziu um biossurfactante apos as
celulas atingirem a fase estacionaria de crescimento [12], embora a produgéo associada ao
crescimento tenha sido descrita em varios outros trabalhos.

Cha et al. [37], a exemplo dos resultados obtidos nesse trabalho, observaram uma
producao associado ao crescimento de P. aeruginosa EMS1 cultivada em 2% de dleo de
soja acidificado. A maior produgdo de biossurfactante, de 5 g/l, foi observada apés 60 horas
do cultivo, com uma concentragdo celular de 25 g/l. A produgio de biossurfactante de P.
aeruginosa EMS1 cultivada em 2% de dleo de soja também foi descrita como sendo
associada ao crescimento, observando-se uma relagdo paralela entre a produgdo do
biossurfactante, o crescimento celular e a utilizagdo do substrato. O rendimento em
biossurfactante foi de 5,0 g/l. Por outro lado, a P. aeruginosa cultivada em meio mineral
suplementado com 1% de glicerol produziu 1,0 g/l e 0,69 g/l de raminolipideos como
metabodlitos secundarios, apds 7 dias de cultivo, com redugio da tensdo superficial do meio
de 53 mN/m para 27,4 mN/m e 27,5 mN/m, como descrito por Rashedi et al. [50] e Santa
Anna et al. [27], respectivamente.

O biossurfactante de Pseudomonas putida cultivada em hexadecano também foi
produzido como metabdlito secundario, com rendimento de 6,28 g/l apds 72 horas de cultivo

[51]. Os biossurfactantes de P. aeruginosa BS2 cultivada em hexadecano ou glicose foram
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produzidos na fase estacionaria de crescimento, reduzindo a tenséo superficial do meio de
57 mN/m para 27 mN/m, com um rendimento de 0,97 g/l. Biossurfactantes também foram
produzidos como metabdlitos secundarios pela mesma bactéria cultivada em residuo de
refinaria ou em soro de leite, reduzindo a tensao superficial do meio de 54 mN/m para 27
mN/m. com um rendimento de 0,91 e 0,92 g/l, respectivamente [52].

Varias pesquisas tém sido conduzidas com glicerol como fonte de carbono. Os
resultados descritos na literatura sdo comparaveis aos obtidos nesse trabalho,
demonstrando o potencial da P. aeruginosa UCP0992 em produzir biossurfactantes a partir
do glicerol como fonte de carbono, como descrito a seguir.

A P. aeruginosa MTCC7815 cultivada em 2% de glicerol foi capaz de reduzir a
tensao superficial do meio de 70 mN/m para 29,7 mN/m ap6s 96 horas, com um rendimento
de 4,25 g/l em biossurfactante isolado [53].

Rahman et al. [54] observaram a produgdo de 1,77 g/l de raminolipideos pela P.
aeruginosa DS10-129 cultivada em glicerol. Resultado semelhante foi obtido por Ciapina et
al., (2006) observaram a producao de 1,7 g/l de biossurfactante quando Rhodococcus
erythropolis foi cultivado em 1,5% de glicerol apés 51 horas, com emulsificacido de 67% de
hexadecano.

Monteiro et al. [5] descreveram a producdo de 3,9 g/l de biossurfactante pela P.
aeruginosa DAUPEG614, cultivada em meio mineral suplementado com 3% de glicerol apés 9
dias de cultivo, com uma tens&o superficial de 27,3 mN/m.

A maior produgéo de raminolipideos por P. aeruginosa cultivada em meio mineral
enriquecido com uma solugdo de minerais traco e suplementado com 3% de glicerol, foi
observada apés 120 horas de cultivo, atingindo um maximo de 154 g/l, para um
crescimento celular de 2,3 g/l, como descrito por Zhang et al. [55].

O pH de um processo fermentativo exerce influéncia sobre a velocidade de
metabolismo dos produtos. Para o cultivo da P. aeruginosa UCP0992, o pH da fermentagao

foi reduzido para 6,0 durante as primeiras 24 horas, correspondendo a menor biomassa a ao
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primeiro intervalo bifédsico de produgdo do biossurfactante a de emulsificagdo do
hexadecano, aumentando em seguida e atingindo valores em torno de 8,5 apés as 120
horas de cultivo. Em uma fermentagdo sem controle de pH, o valor deste, em um
determinado momento, & o resultado do metabolismo do microrganismo em relagéo ao pH
inicial, e a composi¢édo do meio. Para os experimentos conduzidos em presenca de nitrato, o
desenvolvimento da bactéria produziu uma alcalinizagdo do meio, atingindo valores em
torno de 8,0.

O pH dos cultivos de P. aeruginosa LB1 em 2% dos 6leos vegetais de cupuacgu ou de
buriti também atingiu valores acima de 8,0 apos 120 horas de cultivo [15]. Robert et al. [32],
estudando a producé@o de raminolipideos por P. aeruginosa 44T1 cultivada em glicose,
também observaram uma reduc¢do no pH para 6,0 nas primeiras 20 horas de cultivo, o qual
aumentou apoés esse periodo para atingir valores me torno de 9,0 ao fim da fermentacéo.

As fontes de carbono utilizadas na produgao de biossurfactantes podem ser divididas
em trés categorias: carboidratos, hidrocarbonetos e 6leos vegetais. Alguns microrganismos
produzem biossurfactante apenas em presenca de substratos hidrofobicos como 6leos e
hidrocarbonetos, outros usam apenas carboidratos, enquanto que outros usam uma grande
variedade de fontes de carbono, individualmente ou combinadas. A P. aeruginosa é capaz
de produzir compostos surfactantes a partir de varias categorias desses substratos,
incluindo diferentes tipos de residuos industriais.

A quantificacdo de raminolipideos no liquido metabélico livre de células de P.
aeruginosa UCP0992, realizada através da determinagdo da concentragdo de raminose,
demonstrou a presenca de 6,8 g/l. Cultivos para a producdo de raminolipideos em dleo de
fritura [39], residuo de refinaria [56], soro de leite [57] e melago de cana [12] renderam 2,7,
1,85, 1,78 e 0,24 g/l, respectivamente, em termos de raminose.

Quando a mutante Pseudomonas putida 300-B foi cultivada em oleos de fritura e
glicose, em batelada alimentada, observou-se a producéo de 4,1 g/l de biossurfactante [58].

Os resultados obtidos por Lima et al. [41] para o cultivo de P. aeruginosa cultivada
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em oleo residual de fritura, apoés 48 horas, revelaram uma redugdo da tensio superficial
para 25,7 mN/m, um percentual de 100% de emulsificagdo de querosene e um rendimento
de 2,2 g/l, calculados como raminose.

Rocha et al. [59] observaram a maxima produgé@o em biossurfactante (3,86 g/l) apos
48h de cultivo de P. aeruginosa em suco de caju, com reducdo da tensido superficial para
29,5 mN/m e maior producao de biomassa de 1g/l.

O biossurfacte de P. aeruginosa MTCC2297 cultivada em meio mineral, contendo 4%
de pele de laranja, reduziu a tensao superficial do meio de 57 mN/m para 31 mN/m, com um
rendimento de 9,18 g/l apés 192 horas de cultivo [60].

Os biossurfactantes de P. aeruginosa BS2 cultivada em residuo de refinaria ou em
soro de leite, reduziram a tenséo superficial do meio de 54 mN/m para 27 mN/m, com um
rendimento de 0,91 e 0,92 g/l, respectivamente [52].

Vérios estudos tém sido conduzidos com a cepa de P. aeruginosa LB1. Inicialmente,
a bactéria produziu 15,9 g/l de biossurfactante quando cultivada em residuo de refinaria, em
biorreator [61]. Em outra pesquisa, a P. aeruginosa LB1 produziu raminolipideos em varios
substratos imisciveis como 6leo de girassol, éleo de soja e o6leo de oliva, fornecendo 4,9, 4,8
e 5,3 g/l em raminolipideos [40], enquanto que Costa et al. [15] para a mesma cepa
cultivada em 6leo de canola, observaram a producéo de 11 g/l de raminolipideos, enquanto
que o cultivo em o6leo de palma permitiu o isolamento de 9,9 g/l em biossurfactante e o
cultivo em o6leo de buriti, 2,9 g/l. Segundo os autores, as tensdes superficiais para o cultivo

dessa bactéria em éleos nativos brasileiros variaram de 29,8 a 31,5 mN/m.

2.5.6 Atividade de emulsificagdo

Em adigao a tensé&o superficial e/ou interfacial, a estabilidade de emulsées 6leo/agua

também é muito utilizada como um indicador de atividade superficial, embora a habilidade
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de uma molécula em formar uma emulséo estavel ndo esteja sempre associada a reducgdo
da tensao superficial [62].

Uma emulsdo é formada quando uma fase liquida encontra-se dispersa como- gotas
microscopicas em outra fase liquida continua [45]. Quando um liquido & disperso em outro,
as pequenas gotas formadas promovem uma grande quantidade de area interfacial e
superficial. Na presenca de surfactantes, as emulsées formadas podem permanecer
estaveis através da reducido da tenséo interfacial e da reducdo do grau de coalescéncia. A
estabilidade de uma emulsao esta relacionada, assim, ao comportamento do equilibrio da
fase oleo/agua/surfactante formada pela agéo deste ultimo [63].

A maioria dos surfactantes microbianos € especifica para determinados substratos,
solubilizando ou emulsificando diferentes hidrocarbonetos em proporgdes variaveis [64]. A
capacidade reduzida ou até mesmo a total incapacidade de emulsificar alguns
hidrocarbonetos pode ser devido a incapacidade de estabilizar as goticulas microscopicas.

Varios microrganismos degradadores de éleos produzem substancias tensoativas e
alguns produzem emulsdes 6leo-agua estaveis. Esses microrganismos podem ser divididos
em duas categorias; a que produz surfactantes de baixa massa molar e, usualmente, ndo
produzem emulsdes estaveis, e a que produz polimeros que agem, inicialmente, como
estabilizadores de emuisdes, embora ndo sejam capazes de alterar a tensdo superficial. Em
alguns casos, poucas bactérias e leveduras possuem ambas as propriedades [65,66]. Os
dados obtidos nesse trabalho sugerem que a P. aeruginosa UCP0992 possa ser incluida na
ultima categoria de microrganismos, uma vez que a bactéria foi capaz ndo sé de reduzir a
tensdo superficial do meio, como também de produzir emulsées com diferentes substratos
(Tabela 4). Percentuais acima de 50% foram observados, destacando-se a capacidade do
biossurfactante bruto contido no liquido metabdlico livre de células apos 96 horas de cultivo
de emulsificar 100% de petréleo. As emulsdes do tipo dgua em oéleo apresentaram-se
compactas e permaneceram estaveis por mais de seis meses a temperatura ambiente,

sugerindo o uso do biossurfactante em processos de descontaminacdo ambiental; ou seja, a
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adicao do biossurfactante em processos de remediagdo pode aumentar a disponibilidade de
hidrocarbonetos recalcitrantes [40]. Por outro lado, a capacidade de emulsificar os dleos

vegetais sugere potencial de aplicagédo nas industrias farmacéutica e cosmética.

O liquido metabdlico de P. aeruginosa GS3 cultivada em melago e milhocina, de
forma semelhante aos resultados obtidos nesse trabalho, emulsificou 100% de petréleo,
72% de hexadecano, 73% de benzeno e 62% de dleo de oliva. As emulsées nesse trabalho
também permaneceram estaveis por mais de seis meses [12].

Para o biossurfactante de P. aeruginosa DAUPEG14 cultivada em meio mineral
suplementado com 3% de glicerol, sob condicbes semelhantes as observadas nesse
trabalho, o maior indice de emulsificacdo foi observado para o tolueno (86,4%), enquanto
que as emulsdes com gasolina, querosene e diesel atingiram entre 60 e 70% [5].

Os indices de emuisificacdo do 6leo de girassol e do querosene pelo liquido
metabdlico contendo o biossurfactante de P. aeruginosa MTCC 2297 foram de 50,3% e
73,3%, respectivamente [60].

O liquido metabdlico de P. aeruginosa LB1 cultivada em o6leos nativos brasileiros
emulsificou cerca de 93-100% tolueno e entre 70-92% de querosene [15], enquanto que o
cultivo dessa cepa em residuo de refinaria permitiu a emulsificagdo de 75% de petréleo,
60% de benzeno, 33% tolueno 50% de querosene. A estabilidade das emulsGes nesse
trabalho foi controlada durante 21 dias [40].

Nove amostras de Pseudomonas cultivadas em oleo residual de fritura reduziram a
tensdo superficial do meio para valores em torno de 32-34 mN/m, enquanto que as
emulstes do liquido metabdlico livre de células com querosene apresentaram indices entre
53 e 60%, permanecendo estaveis por mais de trés meses [39].

O liquido metabdlico contendo o biossurfactante de P. aeruginosa BS20 cultivada em
dleo de soja emulsificou 62,5% de querosene, 54% de diesel e 62% de 6leo de motor

[46,47].
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O liguido metabdlico contendo o biossurfacte de P. aeruginosa MTCC2297 cultivada
em meio mineral contendo 4% de pele de laranja, emulsificou 50,3% de 6leo de girassol e
73,3% de querosene [60], enquanto que o liquido metabdlico contendo o biossurfactante de
P. aeruginosa ATCC 10145, cultivada em suco de caju emulsificou 71,79% de 6leo de soja,
24% de hexadecano e 16,5% de querosene [59].

O liquido metabélico contendo o biossurfacte de P. aeruginosa LBM10, cultivada em
meio mineral, contendo 4% oleo de soja e 0,187% de nitrato de sédio, emulsificou 56% de

Oleo de soja, 56% de diesel, 39% de hexano, 53% de gasolina e 52% de clorobenzeno [38].

2.5.7 Estabilidade do biossurfactante relacionada a manutengdo da tenséo

superficial e a capacidade de emulsificagédo

A aplicacdo dos biossurfactantes no setor industrial ird requerer, sem duvida,
produtos estaveis a condi¢gdes operacionais e/ou ambientais extremas. No caso da industria
petroquimica, especificamente, o uso de biossurfactantes como coadjuvantes nos processos
de recuperagdo avangada de petréleo, conhecidos como “MEOR” (Microbial Enhanced Oil
Recovery), tem sido bastante promissor, embora as condicbes encontradas nos
reservatorios de dleo, ou seja, alta temperatura, presséo e salinidade exijam a utilizacao de
agentes eficientes e estaveis [52,67].

A etapa de purificagdo de biossurfactantes representa cerca de 60% dos custos
totais de produgdo. Considerando a industria do petréleo e, mais especificamente, a
remogdo de Oleos poluentes, a aplicagdo da maioria dos surfactantes microbiolégicos
exigiria a utilizagdo do liquido metabdlico obtido ao fim do cultivo ou do extrato bruto
contendo o biossurfactante. Nesse sentido, a aplicag@o do biossurfactante de P. aeruginosa
UCP0992 contido no liquido metabdlico livre de células foi testada em condigbes ambientais

especificas de pH, temperatua e concentracdes salinas.
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Inicialmente, a resisténcia do biossurfactante a adicdo de NaCl foi investigada. O
biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 manteve a capacidade de redugdo da tensdo
superficial até a concentragéo de 10 % de NaCl, apresentando uma tendéncia discreta de
reducé@o da tensao proporcional ao aumento da concentragdo do sal. A capacidade de
emulsificagdo dos substratos testados também permaneceu praticamente inalterada na
presenca do sal (Tabela 5). Esse fendmeno foi interpretado pelos achados do estudo
desenvolvido por Helvaci et al. [68]. Segundo os autores da pesquisa, os eletrolitos afetam
diretamente os grupos carboxilicos dos raminolipideos. A interface ar/solucéo teria uma
carga liquida superficial negativa devido a presenca dos grupos de acidos carboxilicos
ionizados em pH alcalino com fortes forgas eletrostaticas repulsivas entre as moléculas dos
raminolipideos. Essa carga negativa seria blindada pelos ions Na" na dupla camada elétrica,
em virtude da presenca de NaCl, provocando a formacgdo de uma monocamada empacotada
reduzindo, consequentemente, os valores da tensdo superficial.

A influéncia da salinidade foi avaliada em fungdo da possibilidade de uso do
biossurfactante produzido em ambientes marinhos. Considerando que a maior salinidade
encontrada no mundo € de 3% (http://fen.wikipedia.org/wiki/seawater), o biossurfactante de
P. aeruginosa UCP0992 foi capaz de manter a capacidade de reduzir a tens3o superficial na
presenga de até 10% de sal.

A estabilidade do biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 também foi testada
para diferentes temperaturas. O biossurfactante demonstrou pequenas variagbes nos
valores de tens&o superficial e na capacidade de emulsificagéo durante 1 hora de incubacéo
a temperaturas variando entre 4 a 120 °C (Tabela 6), indicando a possibilidade de uso em
industrias onde o aquecimento até temperaturas elevadas seja de importancia fundamental
Nno processo.

Estudos com o liquido metabélico livre de células, contendo o biossurfactante de P.

aeruginosa UCP0992 em diferentes pHs, demonstraram a estabilidade da capacidade de
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reduzir a tensdo superficial na faixa de pH compreendida entre 4 e 12, enquanto que para os
pH extremos de 2 e 14 observou-se uma redugdo da tenszo superficial. Sugere-se que o
comportamenrto observado tenha ocorrido em virtude da alteragdo de algum componente
estrutural do biossurfactante. Um comportamento semelhante foi observado para a
capacidade de emulsificacdo dos o6leos vegetais testados, embora com efeito contrario nos
extremos acido e basico de pH, ou seja, uma acentuada redugdo nos percentuais das
emulsdes formadas. Ja para o diesel, a emulsificagdo manteve-se ao longo da escala de pH,
com excecao do pH 2 (Tabela 7).

Os raminolipideos possuem 6tima solubilidade em pH de neutro a alcalino. Este
fendbmeno é atribuido a natureza acida desses glicolipideos, uma vez que o pKa reportado é
de 5,6. Os raminolipideos possuem um grupo acido carboxilico livre, correspondendo a
porgao [(-hidroxi acido graxo, e isto confere a natureza anidnica dos raminolipideos. Tem
sido reportado que, com o aumento do pH de 5 para 8, a carga negativa do grupo polar
aumenta, ou seja, a presenca de mais [OH] aumenta a carga negativa e consequentemente
a repulsdo entre os grupos polares negativos, dificultando a micelizagdo e aumentando,
assim, a solubilidade em agua, caso nao se tenha o surfactante acima da CMC. Se eles
estiverem em concentracdes elevadas, o aumento do pH pode alterar a morfologia das
estruturas formadas acima da CMC, que passam de lamelas a vesiculas e, entdo, a micelas
[47,69].

A influéncia do tempo de aquecimento a 90°C esta apresentada na Tabela 8. Foi
possivel observar a manutengdo da capacidade de emulsificagdo e da tenséo superficial ao
longo do intervalo de tempo testado, embora uma leve tendéncia ao aumento da tensdo
tenha sido detectada.

Resultados promissores relacionados a estabilidade sob condi¢des salinas também

tém sido demonstrados para outros surfactantes produzidos por bactérias [64,70,71].
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Por outro lado, Bonilla et al. [72] observaram uma redugédo de 50% na atividade de
emulsificagdo do liquido metabdlico de P. putida ML2 cultivada em 3% de glicose apos
aquecimento a 110 °C por 10 minutos.

O biossurfactante de P. aeruginosa Bs20 cultivada em o6leo de soja foi capaz de
manter a tensdo superficial quando submetido a 100°C por 1 hora e a 120°C por 10 minutos,
na presenca de sal (até 6% de NaCl) e em ampla faixa de pH (até 13) [47].

O liquido metabélico contendo o biossurfactante de P. aeruginosa LBM10 cultivada
em oOleo de soja emulsificou entre 40 e 60% de diferentes hidrocarbonetos, incluindo
hexano, diesel, gasolina, 6leo bruto e ciclohexano. A formacéo de emulsdes estaveis foi
favorecida em concentragtes salinas abaixo de 0,5%, embora a retencdo de 80% de sua
capacidade emulsificante tenha sido observada até 3% de sal. Emulsdes estaveis também
foram observadas em uma faixa de pH entre 6 e 9 e em temperaturas variando de 35 a 40°C
[38].

O liguido metabdlico livre de células contendo os isolados de P. aeruginosa
MTCC7815 e MTCC7812 cultivados em 2% de glicerol durante 96 horas apresentou um
pequeno aumento nos valores de tensao superficial com a variagdo gradativa do pHde 2,5 a
11,0, com aumento de 28 a 33 mN/m e de 31 a 36 mN/m, respectivamente. Por outro lado,
quando os liquidos metabdlicos foram aquecidos de 5 a 60 minutos a 100°C, as tensdes
superficiais mantiveram-se estaveis, em torno de 31-32 e 33-34 mN/m, respectivamente
[53]).

Espécies de Bacillus também tém sido descritas como promissoras para aplicagdes
ambientais. A capacidade de reducdo da tensdo superficial do biossurfactante produzido por
isolados de Bacillus subfilis, cultivados em melago e soro de leite, permeneceu inalterada
quando o liquido metabdlico livre de células foi submetido a 80°C durante 9 dias, na faixa de
pH de 6,0 a 12,0 e na presenca de até 7% de NaCl [67]. Ja o biossurfactante produzido por

Bacillus subtilis LB5a cultivado em manipueira reteve suas propriedades tensoativas quando
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exposto a elevadas temperaturas (100°C), alta salinidade (20%) e em uma ampla faixa de

pH [73].

2.5.8 Caracterizagdo do biossurfactante

Os raminolipideos compreendem, normalmente, uma mistura das espécies
homdlogas R1, R2, R3 e R4, embora uma grande variagdo de homdlogos tenha sido
detectada, dependendo da cepa de Pseudomonas, da fonte de carbono, do meio e das
condigbes de cultivo. Sabe-se que também as propriedades dos raminolipideos dependem
da distribuigdo desses homoélogos, ou seja, de sua composigao e distribuigdo, que variam de
acordo com a espécie bacteriana, com as condi¢ées de cultivo e com a composigdo do meio
de producdo. Outra possibilidade para explicar as diferengas existentes pode estar em
fungado da presenga de impurezas, como acidos graxos ndo metabolizados no liquido
metabodlico, que podem interferir nas propriedades surfactantes [60].

A maioria das pesquisas descritas na literatura a cerca da produgdo de
biossurfactantes por espécies de Pseudomonas reportam a obtengdo de glicolipideos do
tipo raminolipideos, embora alguns trabalhos tenham relatado sobre a producdo de
exopolissacarideos com propriedades emulsificantes [72].

O biossurfactante isolado de P. aeruginosa UCP0992 apresentou-se como um sélido
viscoso e brilhante e de coloragdo marrom clara. O biossurfactante apresentou solubilidade
em 4agua e em varios solventes como cloroférmio, metanol, acetato de etila. Caracteristicas
semelhantes tém sido descritas na literatura para outros raminolipideos [47].

Os testes de difuséo dupla em agar revelaram o surgimento de linhas de precipitagdo
entre o biossurfactante produzido pela P. aeruginosa UCP0992 e o composto idnico
selecionado (cloreto de bario) demonstrando, nas condigées experimentais estudadas, o

carater aniénico do biossurfactante através da utilizagdo de um teste bastante simples.
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Resultado semelhante foi obtido para a Pseudomonas fluorescens 495 submetida ao
mesmo teste [19].

A composigdo dos acidos graxos do surfactante isolado analisada por cromatografia
gasosa revelou a presenga de C16:0 (42.3%) e C18:1 (39.8%) em maiores quantidades,
seguido da presencga de C18:0 (6.5%), C16:1 (5.5%), C18:2 (3.6%) e C12:0 (2.3%).

O biossurfactante extraido do liquido metabdlico foi submetido a cromatografia em
camada delgada e visualizado com reagentes especificos, produzindo pontos com
diferentes valores de Rf (fator de retengéo) (Fig. 2). Cinco pontos com diferentes valores de
Rf, incluindo fragdes mais e menos moveis, demonstraram reac&o positiva para acgucares
com o Reagente de Molish e para lipideos com vapores de iodo, enquanto que ndo foram
detectados grupos aminicos com ninhidrina. A presenca de ambas as porgdes de unidades
glicosidicas e lipidicas no mesmo ponto indicaram a estrutura de glicolipideos. Esses
resultados sugerem que a P. aeruginosa UCP0992 produziu glicolipideos em meio com
glicerol como fonte de carbono.

Os resultados obtidos nesse trabalho exibem semelhangas com relagéo aos perfis de
separacdo obtidos por cromatografia em camada delgada publicados com diferentes
amostras de P. aeruginosa.

George e Jayachandran [60], estudando a produgdo de biossurfactante por
P.aeruginosa MTCC2297 cultivada em casca de laranja, detectaram pontos com Rf 0,19
(diraminolipideos), 0,36 (monoraminolipideos), 0,59 e 0,71 (diferentes formas
raminolipidicas), 0,82 e 0,98 em placas de silica gel, eluidas com o mesmo sistema usado
nesse trabalho. Haba et al. [39], por outro lado, observaram que a Pseudomonas sp.
cultivada em meio contendo 6leos vegetais produziu dois tipos de raminolipideos com Rf de
0,7 e 0,45, enquanto que os raminolipideos R1 (Rha-C4,C1, ou seja, 1 raminose e 2 acidos
graxos) e R2 (Rha-Rha-Ci, ou seja, 2 raminoses e 1 acido graxo) detectados por
cromatografia em coluna de silica gel usando o mesmo sistema de solventes desse trabalho

demonstraram Rf de 0,74 e 0,36, respectivamente [74]. Arino et al. [75] caracterizaram uma
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mistura de raminolipideos produzidos por P. aeruginosa GL1. O valor de Rf para diferentes
pontos foram calculados, correspondendo a R1 0,72 (Rha-C4C4,), R2 0,40 (Rha-Cyp), R3
0,32 (Rha-Rha-CxCy) € R4 0,13 (Rha-Rha-Ci). Em particular, o biossurfactante
raminolipidico produzido por P. aeruginosa AT10 cultivada em refinaria de 6leo de soja foi
identificado como uma mistura de sete homdélogos [76].

Monteiro et al. [5], estudando a produgdo de raminolipideos por P. aeruginosa
DAAUPEG614 cultivada em glicerol e nitrato de aménio, detectaram dois pontos, com orcinol
como revelador, com Rf 0,55 e 0,36, representantes de monoraminolipideos e
diraminolipideos, respectivamente. Analises posteriores dessas fragcbes por cromatografia
gasosa-espectroscopia de massas e ressonancia magnética nuclear revelaram a presenca
de seis homoélogos monoraminolipidicos e seis homoélogos diraminolipidicos. Zhang et al.
[55], estudando a produgcido de raminolipideos por P. aeruginosa cultivada em glicerol e
nitrato de sodio, também detectaram dois pontos com Rf 0,52 e 0,32. Benincasa e Accorsini
[40] estudando a producdo de raminolipideos por P. aeruginosa LBI cultivada em odleo de
girassol, também detectaram dois pontos com Rf 0,47 e 0,67, identificados como R1 (Rha-
Ci0C10) e R2 (Rha-Rha-C,). Parra et al., [7] detectaram a presenca de dois pontos com Rf
0,45 e 0,70, também identificados como R1 (Rha-C;,Ciy) e R2 (Rha-Rha-Cyp). para a P.
aeruginosa 4471 cultivada em querosene. O mesmo resultado foi obtido por Zhu et al. [28]
para a P. aeruginosa, cultivada em 6leo de fritura (Rf 0,47 e 0,65). Esses dois pontos
também foram detectados nos resultados descritos nesse trabalho, sugerindo a presenga de

mono e diraminolipideos.

2.5.9 Tensado superficial, tensdo interfacial e concentragdo micelar critica (CMC) do

biossurfactante
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As propriedades tensoativas de um surfactante dependem principalmente de sua
habilidade em reduzir as tensdes superficial e interfacial, dos seus valores de CMC e da
formacgao de emulsGes compactas e estaveis [52].

A capacidade de reduzir a tensao superficial depende da concentragdo do composto
tensoativo, isto €, da CMC, que ¢é definida como a concentragdo minima do surfactante
requerida para reduzir ao maximo a tensao superficial da agua, dando inicio a formacéo de
micelas. Surfactantes eficientes possuem valores de CMC muito reduzidos, o que significa
que pouco surfactante é requerido para reduzir a tensdo superficial [52).

Para fins praticos, & importante fazer a distingdo entre um surfactante eficiente e um
surfactante eficaz. A eficiéncia & medida pela concentragdo de surfactante requerida para
produzir uma reducgao significativa da tensdo superficial da agua, enquanto que a eficacia é
medida pelo valor minimo que a tensdo superficial pode atingir [70,77].

O biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 foi capaz de reduzir a tensio
superficial da agua de 70 mN/m para 29 mN/m para uma concentragéo de 700mg/l (Fig. 3) e
a tensé&o interfacial da mistura agua/hexadecano de 40 m/N para 2 mN/m.

O valor de CMC encontrado difere bastante do valor de 53 mg/l reportado para a
mistura de raminolipideos produzidos por P. aeruginosa UG2, cultivada em 6leo de milho
[78] ou de 230 mg/l, encontrado para uma mistura de sete homélogos [76] ou de 120 mg/l,
encontrado para a mistura de seis homoélogos de P.aeruginosa LB1 cultivada em residuo de
refinaria de dleo de soja [1].

Ja a biossurfactante de P. aeruginosa DAUPE614, cultivada em meio mineral
suplementado com 3% de glicerol apresentou uma CMC de 13,9 mg/l, para uma tens&o
superficial de 30 mN/m [5], enquanto que Santa Anna et al. [27], estudando a produgédo de
biossurfactante por P. aeruginosa PA1 cultivada em meio mineral, contendo 3% de glicerol
observaram uma CMC de 190 mg/l para uma tensdo superficial de 27 mN/m. Robert et al.
[35], por outro lado, obtiveram, para a P. aeruginosa 44T1 cultivada em 2% de glicerol, uma

CMC de 20 mg/l, para uma tensdo de 30 mN/m, enquanto que o biossurfactante de uma
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amostra de P. aeruginosa, cultivada em meio mineral suplementado com 5% de glicerol,
apresentou uma CMC de 19 mg/l para uma tensdo de 27 mN/m [50].

Os valores de CMC de misturas de surfactantes obtidos do cultivo de P. aeruginosa
LB1 em 6leos nativos brasileiros variaram de 29,8 a 31,5 mN/m, com CMC entre 55 e 163
mg/l, sendo a tensdo interfacial contra hexadecano reduzida de 40 mN/m para valores
abaixo de 1,8 mN/m [15]. Ja o biossurfactante de P. aeruginosa Bs20 cultivada em éleo de
soja reduziu a tensdo superficial da agua para 30 mN/m a uma concentragdo de 13,4 mgl/l
[47].

A mutante P. pufida 300-B cultivada em éleos de fritura e glicose, em batelada
alimentada, apresentou uma CMC de 91mg/l e tensdo superficial de 31,2 m/Nm nesse ponto
[58]. Valores de CMC em torno de 230 mg/l foram encontrados para o biossurfactante de P.
aeruginosa AT10 cultivada em éleo de soja [79], enquanto que os raminolipideos produzidos
por P. aeruginosa GS3 cultivada em melago e milhocina foram capazes de reduzir a tensio
interfacial do liquido metabélico livre de células contra éleo bruto de 21 mN/m para 0,47
mN/m, embora a maxima producdo de biossurfactante tenha alcangado apenas valores em
torno de 0,24 g/l em raminose [12].

Bai et al. [80] obtiveram tensdes interfaciais de 1mN/m com o biossurfactante de P.
aeruginosa (CMC de 50 mg/l), de 9,6 mN/m com o surfactante sintético ndo idnico Tween 80
e de 25,2 mN/m com o surfactante sintético anidnico SDS, usados no sistema &agua-
hexadecano a uma concentracéo de 500 mg/l.

Biossurfactantes isolados recentemente da bactéria Micrococcus luteus BN56 foram
capazes de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 24,1 mN/m e a tensdo
interfacial entre agua e hexadecano de 43 mN/m para 1,7 mN/m. A CMC desses
surfactantes foi de 25 mg/l [81].

As variagbes nos valores de CMC observados entre os diferentes raminolipideos
produzidos se devem, muitas vezes, aos graus de pureza dos produtos isolados [47]. Devido

a variagéo intrinseca dos raminolipideos acumulados e & complexidade de sua composicao,
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namero e proporgdo de homélogos, quantidade de insaturagdes e comprimento das cadeias
de Acidos graxos, que influenciam o arranjo molecular das estruturas em solucdo, os valores
de tensao superficial variam bastante entre os raminolipideos produzidos [40]. A proporcéo
entre os homélogos produzidos, por sua vez, também pode variar em funcéo da bactéria, do

meio e das condi¢tes de cultivo [79].

2.5.10 Toxicidade do biossurfactante

O biossurfactante de P.aeruginosa foi testado quanto a sua toxicidade utilizando-se
uma hortalica e um microcrustaceo.

Os testes com a Artemia salina demonstraram que o biossurfactante provocou 100 e
50% de letalidade quando testado em elevadas concentragbes, de 700 e 525 mg/l,
respectivamente, enquanto que nao houve letalidade para as demais concentragbes
testadas e para o liquido metabdlico livre de células. Por outro lado, Wang et al., [82]
demonstraram o potencial algicida dos raminolipideos de P. aeruginosa contra espécies da
nociva alga bloom (Heterosigma akashiwo) acima de 0,4 mg/l. Os testes de toxicidade
aguda do surfactante JE1058BS produzido pela bactéria Gordonia sp., para duas espécies
de larvas marinhas, Mysidopsis bahia (camardo) e Menidia beryllina (peixe), também
demonstraram a baixa toxicidade desse biossurfactante [83].

O indice de germinacgao (IG), que combina as medidas da germinagio relativa das
sementes e o crescimento relativo das raizes foi utiizado para avaliar a toxicidade do
biossurfactante frente ao repolho (Brassica oleracea). Considerando que um IG de 80% tem
sido utilizado como indicador do desaparecimento da fitotoxicidade [20], os resultados
obtidos indicaram que as solugbes testadas ndo apresentaram efeito inibitério sobre a
germinagao das sementes e sobre o elongamento das raizes do repolho, uma vez que |G de
245, 187, 132 e 86% foram obtidos para solugdes do biossurfactante isolado nas

concentragbes de 175, 350, 520 e 700mg/l, respectivamente. Foi possivel visualizar,
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também, o crescimento de raizes secundarias e o surgimento de folhas para todas as

solucbes testadas.

2.5.11 Aplicagdo do biossurfactante na remogdo de poluentes hidrofobicos adsorvidos em

areia através de ensaio cinético

A despeito da possibilidade de inimeras aplicagdes dos biossurfactantes, a industria
petroquimica apresenta maior potencial para essas biomoléculas, uma vez que requer
especificagdes minimas de pureza, de modo que o liquido metabdlico possa ser usado,
eliminando as etapas de purificagdo que representam cerca de 60% do custo total de
producao [45,52].

Os biossurfactantes podem aumentar a remocédo de poluentes hidrofébicos através
dos processos de solubilizacdo e mobilizagédo [80]. A capacidade de solubilizagdo depende
da habilidade do surfactante em aumentar a solubilidade dos constituintes hidrofébicos na
fase aquosa. Um grande aumento desta capacidade é observado acima da CMC, a qual &
atribuida a particao do hidrocarboneto no sitio hidrofébico das micelas surfactantes. Neste
processo, maiores concentracdes em surfactantes sao normalmente requeridas uma vez
que a solubilidade dos constituintes dos hidrocarbonetos na solucao surfactante dependera
totalmente da concentracéo do surfactante [80].

A mobilizagdo pode ser dividida em deslocamento e dispersdao. O deslocamento
consiste na liberagdo de gotas de hidrocarbonetos do meio poroso devido a reducdo na
tensao interfacial. Partindo de uma explicacao teérica, os hidrocarbonetos serdo removidos
se a tensdo interfacial entre a fase aquosa e a fase oleosa for suficientemente reduzida a fim
de superar as forgas de capilaridade que causam a formagdo da saturagdo residual. A
dispersao € o processo no qual o hidrocarboneto é disperso na fase aquosa como emulsdes
muito pequenas. As emulsfes ndo sdo normalmente estaveis termodinamicamente.

Contudo, elas podem permanecer estaveis por periodos significantes de tempo em fungéo
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de restricbes cinéticas. A dispersdo esta relacionada a tenséo interfacial e a concentragdo
do surfactante e difere do deslocamento uma vez que o processo de deslocamento esta
relacionado apenas a tenséo interfacial entre as fases aquosa e hidrofébica, sem.formacao
de emulsdes [80].

A eficiéncia de um surfactante na remog¢do de compostos hidrofébicos depende
também do pH e da forga ibnica da solugéo, que pode alterar a configuragao dos agregados
micelares e a sorcéo do surfactante ao solo. A sorgdo do surfactante ao solo limita, por sua
vez, o transporte do hidrocarboneto pelo surfactante. Os raminolipideos sdo considerados
bons exemplos de surfactantes aniénicos uma vez que sdo menos retidos pelo solo do que
outros surfactantes ndo iénicos ou neutros devido a carga negativa superficial dos solos
[84].

Nesse sentido, a capacidade do biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 em
remaover compostos hidrofobicos adsorvidos em areia foi avaliada no liguido metabdlico livre
de celulas e em solugdes do surfactante isolado na e acima da CMC (Tabela 9).

Percentuais elevados de remogdo de diesel foram observados para todas as
solugdes testadas, embora o biossurfactante ndo tenha demonstrado eficiéncia em remover
o petréleo nas condigbes estudadas nesse trabalho. O tamanho das particulas das amostras
de areia padrdo usadas e o aumento da concentragdo do surfactante isolado, por sua vez,
ndo exerceram grande influéncia na remogdo dos poluentes. Observou-se que o liquido
metabolico contendo o biossurfactante foi bastante eficiente na remocdo de diesel,
indicando a possibilidade de utilizag&o do biossurfactante bruto em processos de remogéo, o
que representa uma significante economia no processo, uma vez que as etapas de
isolamento e purificagdo tornam-se desnecessarias.

E possivel sugerir que o biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 utilizou o
mecanismo de deslocamento para liberar as gotas de 6leo adsorvidas na areia, uma vez
que o aumento da concentragdo ndo aumentou o percentual de remogéo dos poluentes.

Bai et al. [80] investigaram o potencial do raminolipideo anidnico isolado de P.
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aeruginosa adsorvido em solo em colunas empacotadas. O biossurfactante foi capaz de
remover 84% de hexadecano adsorvido em areia de 20-30 mesh (0,6-0,85 mm), enquando
que 22% de remocao foram obtidos quando areia de 40-50 mesh (0,3-0,42 mm) foi utilizada.
A capacidade de remocé&o do raminolipideo foi comparada com a capacidade de remogé&o
dos surfactantes sintéticos SDS (CMC de 2360 mg/l), também aniénico, e Tween 80 (mono
oleato de sorbitana polioxietieno 20) (CMC de 13 mg/l), ndo idnico, utilizados em
concentrag&do de 500 mg/l, para areia de 40/50 mesh. O SDS (472 mg/l) e o Tween 80 (51
mg/1) removeram 0 e 6% do hexadecano, respectivamente.

Por outro lado, a capacidade do surfactante sintético SDS em remover diesel
adsorvido em solo contido em coluna demonstrou que, enquanto a agua, adicionada como
controle, foi capaz de remover 24,7% do diesel, 0 SDS removeu 97% do combustivel. Nesse
trabalho foi observada a influéncia de fatores como a concentragio de surfactante e o tempo
de contato na cinética de remogao do poluente [85].

Concentragbes elevadas (2,5 e 5,0 g/l) do biossurfactante isolado da P. aeruginosa
57SJ, que apresentou uma CMC de 400 mg/l, foram necessarias para remover 70% de
pireno adsorvido em solo com tamanho de particulas de 2 mm [84].

O liguido metabdlico livre de células contendo os isolados de P. aeruginosa
MTCC7815, MTCC7812 e MTCC8165 cultivados em 2% de glicerol removeram cerca de 49-
54% do oleo bruto contido em colunas empacotadas [53].

O liquido metabdlico contendo o biossurfactante de Rhodococcus erythropolis
cultivado em 1,5% de glicerol removeu cerca de 94% apds 120 minutos de agita¢do a 100
rem em frascos contendo solo contaminado com 6leo bruto. Apos a lavagem, a fase oleosa
manteve-se dispersa na fase aquosa, caracterizando o fenémeno de remocgéo associado ao
processo de dispersao e deslocamento [86].

Resultados obtidos por Abu-Ruwaida et al. [87] para o liquido metabdlico livre de
células contendo o biossurfactante produzido por Rhodococcus, demonstraram remocées de

86 % de ¢leo bruto residual adsorvido em areia. Uma pesquisa mais recente com um
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biossurfactante também produzido por Rhodococcus cultivado em n-hexadecano revelou a
habilidade do polimero em remover 82 % de 6leo bruto contido em coluna [88].

Makkar e Cameotra [29] demonstraram que o biossurfactante isolado de Bacillus
subtilis foi capaz de remover 56 % do 6leo adsorvido em areia contida em coluna, enquanto
que os biossurfactantes produzidos por espécies de Bacillus cultivados em residuos (melago
e soro de queijo) em condi¢des termofilicas removeram cerca de 30 % do 6leo contido em
coluna [67].

O biossurfactante designado como JE1058BS, produzido por Gordonia sp. JE-1058,
em condicdes experimentais semelhantes as utilizadas nesse trabalho, removeram cerca de
80% do o6leo bruto adsorvido em areia (tamanho de particula de 3-6 mm), quando

adicionado numa concentracao de 40 mg/| [83].

2.6. Conclusoes

O uso de glicerol como fonte de carbono constitui uma alternativa atrativa para a
producdo de biossurfactantes, uma vez que a demanda mundial de biodiesel tem
disponibilizado uma quantidade cada vez maior desse substrato a custos reduzidos. Os
raminolipideos produzidos pela Pseudomonas aeruginosa UCP0992 apresentam atividade
superficial altamente estavel e habilidade de emulsificagdo a altas temperaturas, diferentes
pHs e em condi¢des salinas elevadas. O liguido metabdlico contendo o surfactante bruto
apresenta baixa toxicidade e capacidade de remogdo de cotaminantes oleosos,
demonstrando, em conseqiiéncia, elevado potencial para aplicagées industriais e ambientais
a um baixo custo, onde poderd ser utilizado na recuperagdo de oleos, na limpeza de
reservatorios e como coadjuvante na biorremediagéo de solos contaminados com poluentes

hidrofébicos.

100



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produgdo de biossurfactante ...

Agradecimentos

Este trabalho foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoloégico (CNPq) e pela Universidade Catoélica de Pernambuco, Brasil.
Referéncias

[1] M. Benincasa, A. Abalos, I. Oliveira, A. Manresa, Antonie Van Leewenhoek, 85 (2004) 1.

[2] M. Benincasa, Curr. Microbiol. 54 (2007) 445.

[3] J. Sabate, M. Vinas, A.M. Solanas, Int. Biodeterioration Biodegradation, 54 (2004) 19.

[4] M. Sanchez, F.J. Aranda, M.J. Espuny, A. Marqués, J. A. Teruel, A. Manresa, A. Ortiz,
J.Colloid Int. Sci. 307 (2007) 246.

[3] S.A. Monteiro, G.L. Sassaki, L.M. Souza, J.A. Meira, J.M. Aradjo, D.A. Mitchell, L.P.
Ramos, N. Krieger, Chem. Phys. Lipids, 147 (2007) 1.

[6] S. Lang, D. Wullbrandt, Appl. Microbiol. Biotechnol. 51 (1999) 22.

[7] J.L. Parra, J. Guinea, M.A. Manresa, M. Robert, M.E. Mercadé, F. Comelles, M.P. Bosch,
JAOCS 66 (1989) 141.

[8] T. Morita, M. Konishi, T. Fukuoka, T. Imura, D. Kitamoto, J. Biosci. Bioeng. 104 (2007) 78.
[9] E. R. Easterling, W.T. French, R., Hernandez, M. Licha, Biores. Technol. 100 (2009) 356.
[10] Y.C. Sharma, B. Singh, S.N. Upadhyay, Fuel 87 (2008) 2355.

[11] G.P. Silva, M. Mack, J. Contiero, Biotechnol. Adv. 27 (2009) 30.

[12] R.M. Patel, A.J.Desai, Lett. Appl. Microbiol. 25 (1997) 91.

[13] M. Dubois, K.A. Gilles, J.K. Hamilton, Anal. Chem. 28 (1956) 350.

[14] D.G. Cooper, B.G. Goldenberg, Appl. Environ. Microbiol. 53 (1987) 224.

[15] S.G.V.A.O. Costa, M. Nitschke, R. Haddad, M.N. Eberlin, J. Contiero, Process Biochem.
21 (2005) 1593.

[16] M. Deshpande, L. Daniels, Biores. Technol. 54 (1995) 143.

101



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produc&o de biossurfactante ...

[17] A.S. Santos, A.P.W. Sampaio, G.S. Vasquez, L.M.S. Anna, N. Pereira Jr., D.M.G.
Freire, Appl. Biochem. Biotechnol. 98 (2002) 1025.

[18] D.R. Durham, W.E. Kloos, Int. J. .Syst. Bacteriol. 28 (1978) 228.

[19] T. Meylheuc, C.J. Van Oss, M.N. Bellon-Fontaine, J. Appl. Microbiol. 91 (2001) 822.

[20] S.M.Tiquia. N.F.Y.Tam. 1.J. Hodakiss. Environ. Poll. 93 (1998} =
[21] B.N.N.R. Meyer, J.E. Ferrigni, L.B. Putnam, D.E. Jacobsen, D.E. Nichols, J.L.

McLaughlin, Journal Med. Plant Res. 45 (1982) 31.

[22] National Committee for Clinical Laboratory Standards, 8th edition, M2-A8 v. 23, n. 1
replaces M2-A7, v. 20, n.1. NCCLS: Wayne, PA, USA, 2003.

[23] Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). NBR8492: tijolo macico de solo-
cimento: determinacdo da resisténcia a compressdo e da absorcdo de agua, método de
ensaio. Rio de Janeiro (1982).

[24] J.M. Luna, L.A. Sarubbo, G.M. Campos-Takaki, Brazilian Arch. Biolo. Technol. 52
(2009) 785.

[25] R.S. Makkar, S.S. Cameotra, Appl. Microbiol. Biotechnol. 58 (2002) 428.

[26] J-Y Wu, K-L. Yeh, W-B. Lu, C-L. Lin, J-S. Chang, Biores. Technol., 99 (2008) 1157.

[27] .M. Santa Anna, G.V. Sebastian, N. Pereira Jr., T.L.M. Alves, E.P. Menezes, D.M.G.
Freire, Appl. Biochem. Biotechnol. 91 (2002) 459.

[28] Y .Zhu, J-J. Gan, G-L. Zhang, B. Yao, W-J. Zhu, Q. Meng, J. Zhejiang University
SCIENCE 8 (2007) 1514.

[29] R.S. Makkar, S.S. Cameotra, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 20 (1998) 48.

[30] C.N. Mulligan, B.F. Gibbs, Appl. Environ. Microbiol., 55 (1989) 30186.

[31] W.P. Barber, D.C. Stukcey, Water Res., 34 (2000) 2413.

[32] M. Robert, 1991

[33] H.S. Kim, JW. Jeon, B.H. Kim, C.Y. Ahn, HM. Oh, B.D. Yoon, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 70 (2006) 391.

[34] L.H. Guerra-Santos, O. Kappeli, A. Fiechter, Appl. Environ. Microbiol. 48 (1984) 301.

102



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produgéo de biossurfactante ...

[35] M. Robert, M.E., Mercadé, M.P. Bosch, J.L. Parra, M.J. Espuny, M.A. Manresa, J.
Guinea, Biotechnol. Lett. 11, (1989) 871.

[36] K.V. Ramana, N.G. Kranth, Biotechnol. Lett. 11 (1989) 437.

[37] M. Cha, N. Lee, M. Kim, M. Kim, S. Lee, Biores. Technol. 99 (2008) 2192.

[38] L.M. Prieto, M. Michelon, J.F.M. Burkert, S.J. Kalil, C.A.V. Burkert, Chemosphere, 71
(2008) 1781.

[39] E. Haba, M.J. Espuny, M. Busquets, A. Manresa, J. Appl. Microbiol., 88 (2000) 379-387.
[40] M. Benincasa, F.R. Accorsini, Biores. Technol., 99 (2008) 3843.

[41] C.J.B. Lima, F.P. Franca, E.F.C. Sérvulo, M.M. Resende, V.L.Cardoso, Appl. Biochem.
Biotechnol. 7 (2007) 136.

[42] F.J.S. Oliveira, L. Vazquez, N.P. Campos, F.P. Franga, Process Biochem. 44 (2009)
383.

[43] F.J.S. Oliveira, L. Vazquez, N.P. Campos, F.P. Fran¢a, Appl. Biochem. Biotechnol. 6,
(2006) 727.

[44] C.D. Cunha, M. Rosario, A.S. Rosado, S.G.F. Leite, Process Biochem. 39 (2004) 2277.
[45] J.D. Desai, .M. Banat, Mol. Biol. Rev. 61 (1997) 47.

[46] R.M. Mayer, G. Soberon-Chavez, Appl. Micobiol. Biotechnol. 54 (2000) 625.

[47] A.M. Abdel-Mawgoud, M.M. Aboulwafa, N.A-H. Hassouna, Appl. Biochem. Biotechnol.
157 (2009) 329.

[48] L. Guerra-Santos, O. Kappeli, A. Fiechter, Appl. Microbiol. Biotechnol. 24 (1986) 443.
[49] T. Subasioglu, E. Cansunar, J. Appl. Biol. Sci. 2 (2008) 31.

[50] H. Rashedl, E. Jamshidi, M. Mazaheri Assadi, B. Bonakdarpour, Int. J. Environ. Sci.
Technol. 2 (2005) 121.

[51] V. Pruthi, S.S. Cameotra, J. Surf. Det. 6 (2003) 65.

[52] K. Dubey, A. Juwarkar, World J. Microbiol. Biotechnol. 17 (2001) 61.

[53] N.K. Bordoloi, B.K. Konwar, Colloids Surf. B, 63 (2008) 77.

103



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produc¢do de biossurfactante ...

[54] K.S. Rahmam, T.J. Rahman, S. Mcclean, R. Marchant, |.M. Banat, Biotecnol. Progress,
18 (2002) 1277.

[65] G-L. Zhang, Y-T. Wu, X-P. Qian, Q. Meng, J. Zhejiang, University SCIENCE 6B (2005)
725.

[56] A.K. Koch, J. Reiser, O. Kappeli, A. Fiechter, Biotechnol. 51 (1988) 1335.

[57] P.S. Babu, A.N. Vaidya, A.S. Bal, R. Kapur, A. Juwarkar, P. Khanna, BiotechnoL. Lett.
[58] Z. A. Raza, M.S. Khan, Z. M. Khalid, Process Biochem. 42 (2007) 686.

[59] M.V. Rocha, M.C.M. Souza, S.C.L. Benedicto, M.S. Bezerra, G.R. Macedo, Appl.
Biochem. Biotechnol., 7 (2007) 188.

[60] S. George, K. Jayachandran, Appl. Biochem. Biotechnol., DOl 10.1007/s12010-008-
8337-6, 2009.

[61] M. Benincasa, J. Contiero, M.A. Manresa, |.O. Moraes, J. Food Eng. 54 (2002) 283.

[62] N.H. Youssef, K.E. Duncan, D.P. Nagle, K.N. Savage, R. M. Hnapp, M.J. Mcinerney, J.
Microbiol. Meth. 56 (2004) 339.

[63] K. Urum, T. Pekdemir, Chemosphere, 57 (2004) 1139.

[64] M.O. llori, C.J. Amobi, A.C. Odocha, Chemosphere 61 (2005) 985.

[65] H. Bredholt, K. Josefsen, A. Vatland, P. Bruheim, K. Eimhjellen, Canadian J. Microbiol.
44 (1998) 330.

[66] L.A. Sarubbo, J.M. Luna, G.M.Campos-Takaki, Eletronic J Biotechnol. 9 (2006) 400.

[67] S. Joshi, C. Bharuch, S. Jha, S. Yadav, A. Nerurkar, A.J. Desai, Biores. Technol. 99
(2008) 195.

[68] S.S. Helvaci, S. Peker, G. Ozdemir, Colloids Surf. B, Biointerf. 35 (2004) 225.

[69] K.-H. Shin, K.-W. Kim, Y. Ahn, J. Haz. Mat. B-137 (2006) 1831.

[70] S.H. Kim, E.J. Lim, S.0O. Lee, J.D. Lee, T.H. Lee, Biotechnol. Appl. Biochem. 31 (2000)
249,

[71] M.A. Luna-Velasco, F. Esparza-Garcia, R.O. Cafizares-Villanueva, A. Rodriuez-

Vazquez, Process Biochem. 42 (2007) 310.

104



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produgéo de biossurfactante ...

[72] M. Bonilla, C. Olivaro, M. Corona, A. Vazquez, M. Soubes, J. Appl. Microbiol. 98 (2005)
456.

[73] M. Nitschke, G.M. Pastore, Biores. Technol., 97 (2006) 336.

[74] T. Schenk, |. Schupan, B. Schmidt, J. Chrom. A, 693 (1994) 7.

[75] S. Arino, R. Marchal, J.P. Vandecasteele, Appl. Environ. Microbiol., 45 (1996)162.

[76] A. Abalos, A. Pinazo, M.R. Infante, M. Casals, F. Garcia, A. Manresa, Langmuir, 17
(2001) 1367.

[77] S-C. Lee, S-J. Lee, S-H. Kim, I-H. Park, Y-S. Lee, S-Y. Chung, Y-L. Choi, Biores.
Technol., 99 (2008) 2288.

[78] J.C. Mata-Sandoval, J. Karns, A.Torrents, J. Chrom. A, 864 (1999) 211.

[79] E. Haba, A. Abalos, O. Jauregui, M.J. Espuny, A. Manresa, J. Surf. Det. 6 (2003) 155.
[80] G. Bai, M.L. Brusseau, R.M. Miller, J. Contaminant Hydrology, 25 (1997) 157.

[81] B. Tuleva, N. Christova, R. Cohen, D. Antonova, T. Todorov, |. Stoineva, Process
Biochem. 44, (2009) 135.

[82] X. Wang, L. Gong, S. Liang, X.Han, C. Zhu, Y. Li, Harmful Algae 4 (2005) 433.

[83] H. Saeki, KM. Sasaki, O. Komatsu, A. Miura, H. Matsuda, Biores. Technol., 100 (2009)
572.

[84] F. Bordas, P. Lafrance, R. Villemur, Environ. Pollution, 138 (2007) 69.

[85] R. Khalladi, O. Benhabilesa, F. Bentahara, N. Moulai-Mostefab, J. Haz. Mat., 164 (2009)
1179.

[86] E.M.P. Ciapina, W.C. Melo, L.M.M. Santa Anna, A.S. Santos, D.M.G. Freire, N. Pereira
Jr., Appl. Biochem. Biotechnol. 6 (2006) 880.

[87] A.S. Abu-Ruwaida, |.M. Banat, S. Haditiro, A. Salem, M. Kadri, Acta Biotechnol. 11
(1991) 315.

[88] M.S. Kuyukina, 1.B. lvshina, S.0O. Makarov, L.V. Litvinenko, C.J. Cunningham, J.C.

Philip, Environ. Int. 31 (2005) 155.

105



SILVA, S.N.R.L. Glicerol como substrato para a produgao de biossurfactante ...

Tabela 1
Influéncia da concentracéo do glicerol na redugao da tensao superficial e no rendimento em
biossurfactante isolado de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral durante 120

horas

Glicerol (%) Tensao superficial (mMN/m) Rendimento (g/l)
2 28,50+0,20 2,05+0,09
3 28,30£0,10 3,40+0,05
5 28,00+0,31 3,00+0,06
7 30,00+0,25 3,50+0,04
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Tabela 2
Influéncia da fonte de nitrogénio, na concentragdo de 0,2%, na reducéo da tensao superficial
e no rendimento em biossurfactante isolado de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio

mineral durante 120 horas

Fonte de Tensao superficial (nN/m) Rendimento (g/l)
nitrogénio
NaNO; 28,30+0,01 3,30+0,03
Uréia 43,29+0,51 ND
(NH4).SO, 50,50+0,73 ND
Peptona 36,50+0,42 ND
(NH,)NO; 39,20+0,44 ND
Milhocina 28,20¥0,23 2,50+0,05
Extrato de levedura 32,00+0,18 ND

ND = ndo determinado
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Tabela 3
Influéncia da concentragdo de NaNOj; na reducgdo da tensdo superficial e no rendimento em
biossurfactante isolado de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral durante 120

horas

Concentragdo de Tenséao superficial (mMN/m) Rendimento (g/l)

NaNO; (%)
0,05 30,00+0,10 2,0+0,07
0,10 30,00+0,50 2,3+0,01
0,20 28,30+0,09 3,3+0,03
0,40 27,80+0,12 3,540,086
0,60 27,40+0,35 5,56+0,02
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Tabela 4
Emulsificagdo de substratos hidrofébicos pelo liquido metabdlico livre de células.contendo o
biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral suplementado com 3

% de glicerol durante 96 horas

Substrato indice de emulsificagdo (%)
Oleo de algodao 60,0+5,12
Oleo de milho 58,1£3,42
Oleo de arroz 57,2+3,00
Oleo de soja 40,5+2,50
Hexadecano 75,214 52
Benzeno 56,3+5,02
Oleo de motor 50,2+5,70
Diesel 53,7+3,24
Petroleo 100,0+5,32
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Tabela 5

Influéncia da adigdo de NaCl na capacidade de redugdo da tensdo superficial e na
estabilidade da atividade de emulsificagcdo do liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral suplementado com 3

% de glicerol durante 96 horas

NaCl Tensédo Indice de indice de indice de
(%) superficial emulsificagcdo emulsificagdo emulsificagao
(mNm) (%)° (%)° (%)°
2,0 27,9+0,15 62,5+5,10 59,3+5,10 56,1+3,00
4,0 27,4+0,10 58,515,02 62,5+2,09 60,0+3,07
6,0 27,0+0,12 59,31£3,17 62,514 47 60,2+2,52
8,0 27,0+0,20 56,2+4,28 51,443,562 60,1+4,02
10,0 26,5+0,30 57,0+4,30 55,143,07 58,315,34

? indice de emulsificacéo do 6leo algodao
® indice de emulsificagao do 6leo de milho

¢ Indice de emulsificagao do 6leo de diesel
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Tabela 6
Influéncia da temperatura na capacidade de reducdo da tensao superficial e na estabilidade
da atividade de emulsificagdo do liquido metabdlico livre de células contendo o

biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral suplementado com

3% de glicerol durante 96 horas

Temperatura Tensio Indice de Indice de indice de

(°C) superficial emulsificacao emulsificagao emulsificacao
(mN m™) (%) (%)° (%)°

4 28,0+0,34 58,0+5,11 54,3+4,38 50,2+3,00

28 28,510,42 60,2+4,02 58,0+2,85 53,4+2,89

70 29,0+0,39 60,1+£5,00 58,1+3,27 53,2+3,49

100 29,5+0,35 55,5+3,03 56,5+4,15 55,4+2,31

120 30,0+0,28 53,5+4,30 55,11+5,02 56,8+3,02

? [ndice de emulsificagso do 6leo algoddo
® indice de emulsificacdo do éleo de milho

¢ indice de emulsificagao do 6leo de diesel
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Tabela 7
Influéncia do pH na capacidade de redugdo da tensdo superficial e na estabilidade da
atividade de emulsificagédo do liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante

de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral suplementado com 3% de glicerol

durante 96 horas

pH Tensdo Iindice de Indice de indice de
superficial emulsificagdo emulsificacao emulsificacdo
(mN m™) (%)° (%)° (%)*
2 24.0+0,35 22,0£2,97 17,0£5,12 30,0+3,24
4 26,1+£0,12 46,113,08 46,0+3,80 50,0+3,02
6 26,5+0,41 60,0+4,09 60,1+2,35 50,0+£2,95
8 28,5+0,32 60,0+4,03 58,213,21 53,0£3,45
10 29,0+0,42 58,2+2,51 51,0+£4,57 60,0+3,01
12 28,5+0,22 60,0+3,15 60,0+3,43 53,0£3,32
14 24,3+0,52 20,0+4,00 11,14£5,18 53,0+4,00

#Indice de emulsificagéo do éleo algodao

® indice de emulsificacao do oleo de milho

¢ indice de emulsificagdo do dleo de diesel
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Tabela 8

Influéncia do tempo de aquecimento a 90°C na capacidade de reducéo da tenséo superficial
e na estabilidade da atividade de emulsificacdo do liquido metabdlico livre de células
contendo o biossurfactante de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio mineral

suplementado com 3% de glicerol durante 96 horas

Tempo Tensdo indice de Indice de indice de

(minutos) superficial emulsificagdo emulsificacdo emulsificacdo

(mNm™) (%) (%)" (%)°
10 29,320,12 54,0£3,30 57,12,80 60,0+3,81
20 29,3+0,10 53,1+2,81 55,0+3,02 60,0+4,10
40 29,6+0,08 60,0+3,09 55,0+4,09 58,3+4,24
60 29,7+0,09 60,0+3,31 55,0£3,32 60,0£2,51
120 29,9+0,05 54,2+2,13 55,0+2,55 58,0+4,27

% indice de emulsificagéo do dleo algodéo
®indice de emulsificagio do 6leo de milho

¢ Indice de emulsificagdo do 6leo de diesel
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Tabela 9
Percentuais de remocéo de petroleo e diesel adsorvidos em areia fina e grossa pelo liquido
metabdlico livre de células de P. aeruginosa UCP0992 (biossurfactante bruto), por-solucdes

do biossurfactante isolado e por agua destilada (controle)

Remogéao (%)
Removedor Areia fina Areia grossa
(0,3-0,42 mm) (0,6-0,85 mm)
Diesel Petréleo Diesel Petréleo
Liquido metabdlico livre de
células 87,5+0,5 10,0+0,6 85,4+0,3 0
Biossurfactante isolado na CMC
95,0+0,4 20,0+0,9 95+0,5 10,0£0,9
(700mg/l)
Biossurfactante isolado em
concentragido cinco vezes 91,0+0,5 10,0+0,7 90,0+0,4 7,0£0,8
superior a CMC (3500mg/l)
Agua destilada (controle) 50,0+0,1 0 45,2+0,2 0
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Fig. 1. Curvas de crescimento, pH, tensdo superficial, rendimento em biossurfactante
isolado e emulsificagdo do hexadecano de P. aeruginosa UCP0992 cultivada em meio
mineral suplementado com 3,0 % de glicerol e 0,6% de NaNO; a 28°C durante 120 horas a

200 rpm

Fig. 2. Componentes raminolipidicos detectados por Cromatografai em Camada Delgada.
Amostras aplicadas em volumes de 20 uL em placas de silica gel desenvolvidas com o
sistema cloroférmio:metanol:acido acético (65:15:2, v/v) como eluente. As placas foram
reveladas com vapores de iodo e com o Reagente de Molish, seguido de aquecimento a 110

°C por 10 minutos.

Fig. 3. Concentragdo Micelar Critica do biossurfactante isolado de P. aeruginosa UCP0992

cultivada em meio mineral suplementado com 3% de glicerol durante 96 horas
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados com a linhagem de Pseudomonas aeruginosa UJCP0992
permitem as seguintes conclusdes:

e a Pseudomonas aeruginosa UCP0992 apresenta grande potencial como microrganismo
produtor de compostos com atividades surfactante e emulsificante a partir do uso de
glicerol como fonte de carbono;

e 3 utilizacdo de glicerol apresenta-se como alternativa vantajosa de formulacao de um
meio de baixo custo para a producao de biossurfactantes, considerando o aumento da

producdo desse substrato para atender a demanda mundial de biodiesel;

e 0 potencial de aplicacdo do biossurfactante produzido como agente de superficie foi
evidenciado considerando que o menor valor de tensdo superficial atingido foi
semelhante a valores descritos na literatura para bactérias e leveduras super produtoras
de surfactantes;

* 0 biopolimero produzido pode ser utilizado como emulsificante de 6leos e gorduras,
considerando o tipo de hidrocarboneto e as condi¢gdes do meio de aplicagéo;

* a estabilidade dos raminolipideos de Pseudomonas aeruginosa UCP0992 em condigdes
drasticas como elevadas temperaturas, alta salinidade e valores extremos de pH

indicam a aplicabilidade na biorremediagdo onde tais condicdes prevalecem.

e a habilidade dos raminolipideos da Pseudomonas aeruginosa UCP0992 em emulsificar
diferentes hidrocarbonetos pode facilitar a assimilagdo microbiana desses oleos,
indicando o uso desse grupo de surfactantes no tratamento de poluentes de ambientes
contaminados com 6leos.

* 0 biossurfactante bruto ndo apresenta toxicidade nas condigdes testadas, enquanto
que o Dbiossurfactante isolado pode apresentar toxicidade em funcdo da
concentracao utilizada.
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a utilizag@o do biossurfactante bruto na remogédo do poluente hidrofébico indica a

possibilidade de aplicagao na area ambiental com redugio dos custos do processo
de produgéo;
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ANEXOS
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Parte dos resultados obtidos nesse trabalho foi submetida para apresentacdo em

eventos:

Silva, S.N.R.L., Silva, A.F., Santos, D.K.F., Farias, C.B.B., Rufino, R.D., Luna, J.M,,
Campos-Takaki, G.M., Sarubbo, L.A. Production and characterization of biosurfactants by
Candida species. IV Simpdésio em Microbiologia Aplicada, Rio Claro, SP, 23 a 25 de abril
de 2009.

Selma Neide R. L. Silva, Ranielly M. Batista, Raquel D. Rufino, Juliana M. Luna, Charles B.
B. Farias, Leonie A. Sarubbo Conversion of glycerol into biosurfactants by Candida

guilliermondii. XVII Simposio Nacional de Bioprocessos , 02 a 05 de agosto de 2009.

Farias, C.B.B., Silva, S.N.R.L., Silva, A.F., Santos, D.K.F., Rufino, R.D., Luna, J.M.,
Sarubbo, L.A. Use of glycerin as carbon source for the production of bioemulsifiers by
Pseudomonas aeruginosa. IV Simpdsio em Microbiologia Aplicada, Rio Claro, SP, 23 a
25 de abril de 2009.

Silva, S.N.R.L., Silva, A.F., Farias, C.B.B., Santos, D.K.F., Rufino, R.D., Luna, J.M.,
Campos-Takaki, G.M., Sarubbo, L.A. Influéncia dos constituintes do meio de cultivo na
producdo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa. XXV Congresso Brasileiro de

Microbiologia, 08 a 12 de novembro de 2009.

Silva, S.N.R.L., Silva, A.F., Farias, C.B.B., Santos, D.K.F., Rufino, R.D., Luna, J.M.,
Campos-Takaki, G.M., Sarubbo, L.A. Estabilidade do biossurfactante de Pseudomonas
aeruginosa cultivada em glicerol frente a condicdes ambientais especificas. XXV

Congresso Brasileiro de Microbiologia, 08 a 12 de novembro de 2009.

Silva, S.N.R.L, Silva, A.F., Farias, C.B.B., Albuquerque, C.F., Santos, D.K.F., Rufino, R.D.,
Luna, J.M., Sarubbo, L.A. Influéncia das condicdes de cultivo na producdo de
biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa cultivada em glicerol como substrato. XXV

Congresso Brasileiro de Microbiologia, 08 a 12 de novembro de 2009.
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Colloids and Surfaces B:

Biointerfaces

ELSEVIER

E Introduction

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces is an international journal devoted to fundamental and
applied research on colloid and interfacial phenomena in relation to systems of biological
origin, having particular relevance to the medical, pharmaceutical, biotechnological, food and
cosmetic fields. The objective of the journal is to cover all aspects of biointerfaces. Therefore
contributions from both biological and physical scientists are strongly encouraged.

Examples of targeted topics are:

+ Surface properties of materials of both synthetic and biological origin in relation to biological
interactions.

 Adsorption of surfactants, proteins and other biopolymers, bacteria and mammalian cells.

* Cell-cell interactions and membrane fusion.

« Diffusion and transport in membranes and vesicles.

* Biopolymer and cell immobilization.

* Biofouling of surfaces.

 Biosurfactants and biopolymers: synthesis, surface activity, aggregation, solubilization,
phase behaviour.

* Colloidal drug carriers, including nanoparticles, nanocapsules, liposomes, microspheres,
microcapsules: drug diffusion, drug release kinetics, interactions of drugs and carrier

materials.

Papers on the use of experimental methods such as X-ray diffraction, ellipsometry; scanning
probe microscopes (STM, AFM), electron microscopy, light scattering techniques, XPS,
FTIR, NMR, and other methods for the study of rapid reactions (temperature jump, stopped
flow, time-resolved fluorescence) and their application to biological problems of an interfacial

nature will also be included.

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces publishes regular research papers, reviews, short

communications and invited perspective articles, called Biolnterface Perspectives. The
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Biolnterface Perspectives provide researchers the opportunity to review their own work, as
well as provide insight into the work of others that inspired and influenced the author. As a
guideline, reviews should have a length of approximately 3500 words (about 3 - 4 printed

pages).
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a Preparation

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed "graphically designed" equations or
tables, but prepare these using the wordprocessor's facility. When preparing tables, if you
are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row.
If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to

Publishing with Elsevier: =+http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the

figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the
electronic text and on the manuscript. See also the section on Electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and
"grammar-check" functions of your wordprocessor.

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much
as possible when cross-referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to
simply "the text".

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.
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Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eqg. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the
full postal address of each affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail
address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address.

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

Abstract

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

The abstract should be no longer than 250 words

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

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing
language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and Units

The use of nomenclature and symbols adopted by IUPAC is recommended (Quantities, Units
and Symbols in Physical Chemistry, Blackwell Scientific, Oxford, 1988).

Math formulae

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

Footnotes

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

Table footnotes

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

Artwork

Electronic artwork

General points

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

+ Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.
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* Produce images near to the desired size of the printed version.
» Submit each figure as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

=+http://www.elsevier.com/artworkinstructions

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

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save
as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office
applications please supply "as is".

Please do not:

» Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) document;
» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is
too low;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

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

Figure captions

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

Tables

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

Citation in text

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

Reference Style

1. All references made to publications in the text should be presented in a list of references
following the text of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure
that the information given in the text is exactly the same as that given in the reference list.
References to the literature should be made according to the numerical system described
below.

2. In the text refer to the subject or to the author's name (without initial), followed by the
reference number in square brackets.

3. If reference is made in the text to publications written by more than two authors, the name
of the first author should be used, followed by "et al.". Note that in the reference list the
names of authors and co-authors should be given in full.

4. References should be arranged in the order in which they appear in the text.

5. Use the following system for arranging the references:
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(i) For journals N. Levy, N. Garti and S. Margdassi, Colloids Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspects, 97 (1995) 91

(i) For monographsB.E. Conway, lonic Hydration in Chemistry and Biophysics, Elsevier,
Amsterdam, 1981.

(iif) For edited books R.D. Thomas, in E. Buncel and J.R. Jones (Eds.), Isotopes in the
Physical and Biomedical Sciences, Vol. 2, Elsevier, Amsterdam, 1991, Chapter

7.

For conference proceedings, symposia etc. A.G. Marshall, in P.G. Kistemaker and N.M.M.
Nibbering (Eds.), Advances in Mass Spectrometry, Proc. 12th International Mass
Spectrometry Conference, Amsterdam, 26-30 August 1991, Elsevier, Amsterdam, 1992, p.
37.6.

Abbreviations of journal titles should conform to those adopted by the Chemical Abstract
Service (Bibliographic Guide for Editors and Authors, The American Chemical Society,
Washington, DC, 1974). If the correct abbreviation is not known, the title should be given in
full.

7. Reference to a personal communication should be followed by the year, e.g. A.N. Other,
personal communication, 1989.Journal abbreviations source Journal names should be
abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of serial title word abbreviations:
=+http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service): =+

http://www.cas.org/sent.html.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: =+

http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly

usable, please ensure that data are provided in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and supply a
concise and descriptive caption for each file. Video files: please supply 'stills" with your files:
you can choose any frame from the video or make a separate image. These will be used

instead of standard icons and will personalize the link to your supplementary information. For
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more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at @+

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.]

Submission checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to sending it
to the journal's Editor for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item. Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers All necessary files have been uploaded

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

« color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free
of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

 If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at

http://epsupport.elsevier.com.

a After Acceptance

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes.

Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
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they have not yet received their full bibliographic information. The correct format for citing a
DOl is shown as follows (example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are
guaranteed never to change

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if
we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be
provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download
Adobe Reader version 7 (or higher) available free from

=+http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate

PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are
given at the Adobe site:

=+http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqgs.html#70win.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your
corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of
your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all
of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is
solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if

no response is received.

Offprints
The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail.
The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet

with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
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Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be
sent to the corresponding author.

5 Author Inquiries

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where
available) please visit this journal's homepage. You can track accepted articles at =+

http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an article's

status has changed. Also accessible from here is information on copyright, frequently asked
guestions and more. Contact details for questions arising after acceptance of an article,

especially those relating to proofs, wil be provided by the publisher.
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