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RESUMO

Muitos biossurfactantes tém sido produzidos, embora poucos sejam comercializados
em virtude do alto custo de producéo. Considerando o potencial de aplicacdo desses
compostos na industria de petréleo e farmacéutica, estudou-se a otimizacdo do uso de
dois residuos industriais, milhocina e residuo de refinaria de 6leo vegetal como
nutrientes de baixo custo para a producdo de um biossurfactante por Candida
sphaerica UCP 0995. ApGs estabelecimento do meio de producao, o biossurfactante foi
isolado e caracterizado quanto as suas propriedades fisico-quimicas, sendo testado
quanto ao seu potencial de aplicacao biotecnoldgica na area ambiental e na medicina.
A otimizacdo do meio de producéo foi realizada através de planejamentos fatoriais 22 e
metodologia de superficie de resposta, selecionando-se a condi¢do de cultivo contendo
9% de residuo da industria de 6éleo de soja e 9% de milhocina. O liquido metabdlico
livre de células contendo o biossurfactante denominado de Lunasan produzido na
condicao selecionada, apdés144 horas de cultivo a 150 rpm, revelou a capacidade de
reduzir a tensdo superficial do meio de 57 mN/m para valores em torno de 25mN/m,
com uma tensado interfacial contra n-hexadecano de 12,5 mN/m. O biossurfactante
produzido demonstrou estabilidade em condi¢cdes extremas de pH (2-12), temperatura
(5, 70, 100 e 120°C) e concentragdes salinas (2-10%). O rendimento do biossurfactante
isolado foi de 9,0 g/L, com uma concentragdo micelar critica de 0,025%. O
biossurfactante foi caracterizado como um glicolipideo aniénico composto por 70% de
lipidios e 15% de carboidratos. O biossurfactante demonstrou atividades antimicrobiana
e anti-adesiva para bactérias (Lactobacillus casei 36, L.casei 72, L.reuteri 104R, L.
reuteri ML1, Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Streptococcus agalactiae, S. mutans, S. mutans HG, S. mutans NS, S.
sanguis 12, S. pyogenes, S. oralis, S, salivarius e R. dentocariosa) e leveduras (C.
albicans e C. tropicallis). O biossurfactante foi testado na remocédo de metais pesados
contidos em solo de uma industria de bateria automotivas. Remocdes de 86, 75 e 50%
foram obtidas para Fe, Zn e Pb, respectivamente, quando se utilizou a solu¢do do
surfactante a 2,5%, embora o liquido metabdlico também tenha removido percentuais
comparaveis aos obtidos com o surfactante isolado. Os resultados obtidos
demonstraram o potencial biotecnolégico do biossurfactante de baixo custo produzido
pela Candida sphaerica surgerindo aplicacbes em diferentes setores industriais e
ambientais.

Palavras-chave: Biossurfactante, Candida sphaerica, Residuos industriais
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ABSTRACT

Many biosurfactants have been produced, although few are produced due to the high
costs of production and purification processes. Given the potential for biotechnological
application of these compounds in the oil and pharmaceutical industries, the
optimization of the use of two industrial wastes, corn steep liquor and soy bean oil
refinery residue as low cost nutrients for the production of a biosurfactant by Candida
sphaerica (UCP 0995) was studied. Then the properties of the biosurfactant was
described, and its isolation, preliminary chemical characterization and biotechnological
applications such as heavy metals removal and antimicrobial and enti-adesive activities
were evaluated. First, the optimization of the production was studied according to
factorial designs and response surface methodology, which permitted the selection of
the cultivation condition with 9% refinery residue and 9% of corn steep liquor. The cell-
free broth containing the biosurfactant produced after 144 hours at 150 rpm showed
ability to reduce the surface tension from 57 mN/m to values around 25mN/m, with an
interfacial tension against n-hexadecane of 12.5 mN/m. The biosurfactant demonstrated
stability under extreme conditions of pH, temperature and salt concentrations. The yield
of biosurfactant was 9.0 g/L, with a critical micelle concentration of 0.025%. The
biosurfactant was characterized as an anionic glycolipid composed of 70% lipids and
15% carbohydrates. The biosurfactant showed antimicrobial and anti-adhesive activities
against bactéria (Lactobacillus casei 36, L.casei 72,L.reuteri 104R, L. reuteri ML1,
Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Streptococcus agalactiae, S. mutans, S. mutans HG, S. mutans NS, S. sanguis 12, S.
pyogenes, S. oralis, S, salivarius e R. dentocariosa) and yeasts (Candida albicans e C.
tropicallis). The biosurfactant was applied to the removal of heavy metals adsorbed in a
soil from an automotive battery industry. Removals of 86, 75 and 50% were obtained for
the heavy metals Fe, Zn and Pb, respectively, when using the solution of surfactant at
2.5%, although the ceel-free broth had removed percentages comparable to the
solutions of the isolated surfactant. The results demonstrated the biotechnologic
potential of this low cost biosurfactant produced by Candida sphaerica suggesting its

application in different industrial sectors and in the environment.

Key-words: biosurfactant, Candida sphaerica, industrial residues
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1. INTRODUCAO

Com a globalizagédo da industria e a necessidade de sustentabilidade ambiental,
que busca tratar praticamente todos os residuos gerados, a biotecnologia oferece
solucdes para reduzir os problemas ambientais gerados pelos grandes complexos
industriais, destacando-se a industria petroquimica. Os processos de biorremediacao e
biorremogdo surgem como tecnologias inovadoras e apresentam resultados
satisfatérios na remocéao dos poluentes derivados de petréleo e metais pesados (LUNA
et al., 2009)

Portanto, os surfactantes constituem uma classe de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. Suas estruturas moleculares,
com grupos hidrofilicos e hidrofébicos, permitem a acdo desses compostos na
formacao de micelas, de macro ou micro emulsdes, no aumento da solubilidade e da
detergéncia (LANG; WULLBRANDT, 1999).

A busca por surfactantes naturais em substituicdo aos sintéticos derivados do
petréleo tem sido assunto de grande interesse da biotecnologia, em fungcdo da
necessidade de preservagcdo ambiental. Neste contexto, destacam-se os surfactantes
produzidos por microrganismos, denominados de biossurfactantes (HABA et al., 2000).

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos quando cultivados em
substratos insoluveis (éleos, residuos e hidrocarbonetos) e sollveis (carboidratos)
apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas, tais como glicolipidios,
lipopeptideos, complexos proteinas - polissacarideos, fosfolipideos, acidos graxos e
lipideos neutros, apresentando diversas propriedades e fungdes fisiolégicas entre as
varias familias destes biopolimeros (COOPER; ZAJIC, 1980; SAINT- BLANQUAT,
1984; ABU-RUWAIDA et al., 1991; BLOOMBERG, 1991, CARRILO et al., 1996)

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

Os biossurfactantes podem ser aplicados em diversos setores industriais, tais
como: farmacéutico, cosmético e alimenticio, entre outros. As iniUmeras aplicacbes
envolvem desde acao de detergéncia a solubilizacéo e dispersao de fases (MAKKAR,;
CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2003; HUA et al., 2003).

O maior mercado para os biossurfactantes vem sendo a industria petrolifera,
onde podem ser utilizados na biorremediacao e dispersao de derramamentos de 6leos,

2
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remocdo e mobilizacdo de residuos de 6leos em tanques de estocagem, na
recuperacao melhorada de petréleo (MEOR) ou incorporados em formulacées de 6leos
lubrificantes, bem como na remocdo de metais pesados presentes em solos
(MULLIGAN et al., 2001; MULLIGAN, 2005).

Neste sentido, os estudos para a producao de agentes surfactantes representam
uma alternativa ndo s6 para o controle e prevencao da poluicdo ambiental, mas,
sobretudo, para atender as demandas dos diversos setores industriais.

Entre os trabalhos com leveduras do género Candida destacam-se as tecnologias
amplamente investigadas sobre a producao de biossurfactantes por Candida lipolytica
utilizando fontes nutricionais de baixo custo, como éleos vegetais e residuos industriais
(VANCE-HARROP et al.,, 1997; SARUBBO et al.,, 1997; SARUBBO et al., 1999;
VANCE-HARROP, 2000; SARUBBO et al, 2001;RUFINO et al., 2007;
ALBUQUERQUE et al., 2008; ANDRADE et al., 2009).

Na presente tese foi investigada a produgcdo de agente surfactante a partir de
uma nova espécie de Candida sphaerica UPC 0995 utilizando como meio base o
residuo da refinaria de 6leo de soja e milhocina, como substratos de baixo custo. No
processo de otimizacdo foram utilizados planejamentos fatoriais, sendo o
biossurfactante posteriormente isolado e caracterizado quanto as propriedades
tensoativas e emulsificantes. Por fim, o potencial biotecnolégico do biossurfactante
Lunasan foi avaliado com aplicagbes na area médica, como agente anti-adesivo e
antimicrobiano bem como na area ambiental, através da remocédo de metais pesados

pelo fenémeno de adsor¢éo do solo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a otimizacdo da producédo biossurfactante utilizando meio de cultura de
baixo custo por Candida sphaerica UCP 0995, como também avaliar o seu potencial
para aplicacdes biotecnoldgicas.

2.2 Especificos

e Otimizar a producdao do biossurfactante através de planejamentos fatoriais
sequenciais;

e Descrever as cinéticas de crescimento do microrganismo e de produgcdo do
biossurfactante no meio otimizado;

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante sob condigdes especificas de pH,
temperatura e nas diferentes concentracdes de sal;

e |solar o biossurfactante produzido e determinar o rendimento em producao;

e Avaliar a eficiéncia do biossurfactante através da determinagdo da concentracao
micelar critica;

e Determinar a tensao superficial e interfacial do biossurfactante;

e Determinar a composicao bioquimica do biossurfactante;

e Determinar a carga i6nica do biossurfactante;

e Testar a atividade anti-adesiva do biossurfactante;

e Testar a atividade antimicrobiana do biossurfactante;

e Investigar o potencial do biossurfactante na remocao dos metais pesados zinco,

ferro e chumbo adsorvidos em solo.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcéo
hidrofébica e outra hidrofilica. A porcao polar é freqlentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto que a apolar pode ser i6nica (anibnica ou catiénica), nao-
iGnica ou anfotérica (MARIN, 1996; SOUZA SOBRINHO et al., 2008). Em funcdo da
presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os surfactantes
tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade 6leo/agua e agua/éleo (DESAI, 1997; PEKDEMIR, 1999) (Figural).

Parte hidrofili ca

L% H@xf.‘r\m
MICELA Parte hidrofibica

1,0

Figura 1- Representacdo de moléculas anfifilicas soluveis em dgua com formagéo de
micelas (Fonte: http://www.fsc.ufsc.br/bechtold/grupo/cristal.html)

Os Dbiossurfactantes sao metabdlitos produzidos por bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, os quais exibem propriedades surfactantes com alta
capacidade emulsificante e reducao da tensao superficial (HOLMBERG, 2002).

A formacgéao de um filme molecular reduz a tens&o superficial e interfacial sendo
responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes (RON; ROSENBERG, 2001).
A grande maioria dos surfactantes disponiveis é sintetizada a partir de derivados de
petréleo; entretanto, as legislacbes de protecdo ao meio ambiente, bem como, a
preocupacao ambiental entre os consumidores, tém levado a procura de surfactantes
naturais em substituicao aos produtos existentes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Os Dbiossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos
surfactantes sintéticos e podem também ser utilizados em uma grande variedade de
aplicagdes industriais, porém ainda nao sao utilizados em larga escala devido aos
custos de producdo (VAN-HAMME et al., 2003), apesar de serem produzidos a partir
de fontes renovaveis e possuirem baixa toxicidade (QUEIROGA et al., 2003).

3.1.1 Classificacao e natureza quimica

Os biossurfactantes sao classificados de acordo com a sua composi¢ao quimica ou
origem microbiana (Tabela1). As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos,
lipoproteinas, fosfolipideos, acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados (SOON et al., 2004; SINGH et al., 2007).

Os surfactantes podem ser anidnicos, catiénicos, neutros, e anfotéricos. O maior
grupo de surfactantes é formado por compostos dos tipos aniénico e neutro, enquanto
que a utilizagdo dos catibnicos e anfotéricos & muito pequena (URUM, 2004).

A habilidade dos surfactantes em atuar na interface entre dois liquidos imisciveis
deve-se a sua natureza anfipatica. O grupo polar da molécula, constituido de mono, di
ou polissacarideos, acidos carboxilicos, aminoacidos ou peptideos, tem afinidade pela
fase aquosa (hidrofilico) na qual se dissolve, enquanto que a porg¢do apolar
(hidrofébica), usualmente uma cadeia de hidrocarboneto, tem afinidade pela fase
organica (DELEU; PAQUOQOT, 2004). A Figura 2 ilustra algumas estruturas quimicas de
biossurfactantes.
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe / Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipideos
ramnolipideos
soforolipideos
trealolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas

Peptideo-lipideo
Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Subtilisina
Gramicidina

Polimixina

Acidos graxos, lipideos neutros e

fosfolipideos

Acidos graxos

Lipideos neutros
Fosfolipideos
Surfactantes poliméricos
emulsan

biodispersan

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

células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcenscens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxia

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Véarias bactérias

Fonte: DESAI; BANAT, 1997
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Figura 2 - Estruturas quimicas de biossurfactantes (Fonte: DESAI; BANAT, 1997)

3.1.2 Propriedades

Os surfactantes atuam como um produto que facilita a formacao de uma emulsao
devido a capacidade de reduzir a tensao interfacial entre duas fases distintas e, numa
etapa subseqlente, estabiliza a emulsdao formada (CRUEGER; CRUEGER, 1984;
FIECHTER, 1992). Muitas estruturas e propriedades dos biossurfactantes diferem dos
surfactantes sintéticos, fornecendo novas possibilidades para aplica¢cdes industriais
(MERCADE, 1994; STAMPFLI; NERSTEN, 1995).

A tensao superficial é a forca de atracao existente entre as moléculas dos liquidos.
A tensao superficial diminui quando concentragdo de surfactante no meio aumenta,
ocorrendo a formacdo de micelas que sdao moléculas anfipaticas agregadas com as
porcdes hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula, enquanto que, as
porcoes hidrofébicas para a parte interna. A concentracao dessas micelas estabelece a
Concentragcao Micelar Critica (CMC). Esta concentragdo corresponde a minima
concentracao de surfactante necessaria para que a tensao superficial seja reduzida ao
maximo (Figura 4). Quando a CMC ¢ atingida, a concentragdo maxima de micelas séo
formadas (PIROLLO, 2006; LUNA et al., 2008)

A CMC é dos indices mais utilizados para a avaliacdo da atividade surfactante
podendo ser definida também como a solubilidade de um surfactante dentro da fase
aquosa ou a concentragdo minima requerida para atingir a menor tensao superficial
(SOUZA SOBRINHO et al., 2008). A eficiéncia e a efetividade sao caracteristicas

10



LUNA, J.M- Otimizacao, caracterizagao e aplicacdes biotecnolégicas de biossurfactante...

basicas essenciais que determinam a qualidade do surfactante. A eficiéncia é medida
através da CMC que varia de 1 a 2000 mg/L, enquanto que a efetividade esta
relacionada com as tensdes superficiais e interfaciais as quais devem atingir valores
em torno de 31 e 1 mN/m, respectivamente (BARROS et al., 2007).Na pratica, a CMC
representa também o maximo de mondémeros de surfactantes presentes na agua, os

quais sao influenciados pelo pH, temperatura e ligagées idnicas (Figura 3).

Figura 3 — Estruturas de surfactantes de acordo com as propriedades hidrofébicas e
hidrofilica. (a) monémero surfactante; (b) micela circular; (c) micela cilindrica; (d)
camada micelar; e (e) representacado de uma vesicula (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002)

11
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Measurement of CMC
and aggregation of surfactants

Surface tension

Concentration

Figura 4 - Formacao de micelas na CMC (Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne)

As propriedades fisicas e quimicas dos biossurfactantes, como a reducéo da tensdo
superficial, a capacidade espumante, emulsificante e estabilizante, concentracbes
micelares criticas baixas, solubilidade, e detergéncia sdo muito importantes na
avaliacdo de seu desempenho e no processo de selecdo de microrganismos com
potencial de producdao (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

3.1.3 Microrganismos produtores

Os biossurfactantes sao produzidos por uma variedade de microrganismos e estes
podem utilizar uma diversidade de substratos, desde os hidrocarbonetos até os
substratos insoluveis (HITSATSUK et al., 1971; COOPER et al.,1984; JAVERI et
al.,1985). Muitos deles produzem uma mistura complexa de polimeros, particularmente
durante o crescimento em substratos imisciveis. A maioria dos biossurfactantes
encontrados tem sido principalmente produzida por bactérias, seguindo-se as
leveduras e alguns fungos filamentosos (Tabela 1) (GERRA-SANTOS et al., 1984;
SYLDAK et al., 1987).

Os tipos, a quantidade e a qualidade do biossurfactante produzido sao influenciados
pela natureza das fontes de carbono, do substrato e concentragéo de ions como P, N,

12
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Mg e Fe presentes no meio de cultura, além das condi¢des do cultivo (ROBERT et al.,
1989).

Os hidrocarbonetos sdao os substratos mais utilizados na producdo de
biossurfactantes (YOUSSEF et al., 2004). A producdo pode estar associada a um
agente emulsificante (extracelular) ou a um componente que facilite a passagem do
substrato na membrana celular (associacgdo de membrana celular). Os
biossurfactantes, no entanto, podem também ser produzidos por substratos sollveis,
como os carboidratos (SARUBBO et al., 2001) ou a partir da combinagdao entre um
substrato soluvel e insoluvel, como descrito para leveduras (AKSU, 2004).

Um grupo de biossurfactantes muito estudado é o de raminolipideos produzidos por
Pseudomonas aeruginosa (GUERRA-SANTOS et al.,, 1984). Valores de tensao
superficial de 29 mN/m sdo caracteristicos desses componentes, que podem ser
produzidos a partir de varios substratos, incluindo alcanos (C11 e C12) piruvato, citrato,
frutose, glicerol, éleo de oliva e glicose (ROBERT et al., 1989). A composicdo e 0s
rendimentos dependem do tipo do fermentador, pH, composicdo dos nutrientes,
substrato e temperatura utilizada (MULLIGAN; GIBBS, 1993).

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

Estudos realizados utilizando Kocuria rhizophila mostraram a utilizacdo de
sacarose, querosene e 0leo de soja como substratos; entretanto, a bactéria nao foi
capaz de utilizar querosene como fonte de carbono. A producdo do biossurfactante
aconteceu independente do crescimento celular em meio contendo 6leo de soja
(URUM, 2004).

Entre as leveduras mais utilizadas, os isolados do género Candida tém sido
empregados com sucesso na fermentagcdo de hidrocarbonetos e consequentemente,
na producdo de biossurfactantes. Em 1979, Pareilleux observou a presenga de um
polimero extracelular por C. lipolytica com propriedades emulsificantes, quando esta foi
crescida em n-tetradecano ou na mistura de hidrocarbonetos lineares. Os polimeros
recuperados do liquido metabdlico demonstraram serem moléculas complexas,

constituidas por uma fragao lipidica, uma protéica e outra por carboidratos, sendo esta

13
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tltima, em maior quantidade. Os resultados sugeriram que, para qualquer n-alcano
utilizado como fonte de carbono, todos os componentes do polimero e suas respectivas
propor¢cdes na molécula permaneciam inalterados.

Por outro lado, Cirigliano e Carman (1985) isolaram um bioemulsificante produzido
por Candida lipolytica cultivada em meio contendo n-hexadecano, demonstrando
perspectivas e potencial para uso em sistemas alimentares; enquanto que, Marcgal
(1991) demonstrou a producgéo de biopolimeros por C. lipolytica com alta atividade de
emulsificacao utilizando substratos regionais (6leo de babassu, coco e dendé). Sarubbo
et al. (1999; 2001) também utilizaram a C. lipolytica na produgdo de agentes
surfactantes em meios contendo 6leo de babacu e glicose como substratos.

C. tropicalis quando crescida em culturas em batelada alimentada utilizando n-
hexadecano como fonte de carbono, exibiu producédo de biossurfactante (SING et al.,
1990). No mesmo ano, Kitamoto et al.,(1999) estudaram a produgcdo de
biossurfactantes por C. antarctica quando cultivada em éleo de soja como fonte de
carbono, sendo o biopolimero constituido por glicolipideos. Segundo Persson et al.,
(1999), a C. bombicola destaca-se entre as leveduras pelo alto rendimento na producao
de biossurfactante (67 g/L), por fermentador, utilizando 6leo de milho e glicose como
substratos. Bednarski et al., (2004) estudaram a producao de biossurfactantes por C.
apicola ATCC96134 utilizando um residuo da refinaria de 6leo como substrato.

Sarubbo et al. (2006) demonstraram a possibilidade de combinacédo entre duas
fontes, uma soluvel e outra insolluvel, para a producao de um biossurfactante por C.
glabrata. Rufino (2007) utilizou com sucesso um residuo industrial na produgdo de um
biossurfactante por C. lipolytica. Souza Sobrinho et al. (2008), estudaram a produgéo
de biossurfactante por C. sphaerica UCP 0995 utilizando residuo da industria de éleo
de soja e milhocina como substratos, obtendo uma CMC de 0,08%.

Em estudos com duas espécies de leveduras Pichia membranaefaciens e Pichia
anomala, cultivadas em meio mineral contendo 2 % de glicerol, ocorreu a producao de
biossurfactantes. O mesmo nao ocorreu quando gasolina e querosene a 2 % foram
adicionados como substratos (ARAGAO et al., 2007)

Luna et al., 2008, estudaram a producéo de biossurfactante por Candida glabrata
utilizando o meio formulado com &gua do mar, obtendo excelentes resultados de
tensao superficial 27 mN/M.

Coimbra et al., 2009, estudaram a producdo de biossurfactante em meio mineral
utilizando diferentes espécies de Candida (C. tropicalis, C.sphaerica, C. glabrata, C,

14
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buinensis, C. lipolytica e C. guillermondii), obtiveram resultados satisfatorios de tensao
superficial.

Luna et al., 2009, estudaram a producéo de biossurfactante por Candida glabrata
utilizando o meio mineral 7,5 % de 6leo de algodao, 5,0 % de glicose e 0,3% de extrato
de levedura obtendo uma tensao superficial de 31 mN/M.

3.1.4 Vantagens no uso de biossurfactantes
Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas s&o comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas destas
caracteristicas representam uma vantagem sobre os surfactantes convencionais
sintéticos (REISER, 1989; ARORA, et al., 1992; MULLIGAN et al., 1993). Destacam-se:

e diversidade: existe um grande espectro de surfactantes para satisfazer a demanda
industrial. Quase toda aplicacao comercial possui condicdes Unicas que ditam o
melhor tipo de surfactante a ser utilizado. Um dos maiores problemas existentes
hoje para os surfactantes microbianos é selecionar na diversidade microbioldgica
microrganismos que produzam surfactantes com chances de serem

comercializados com sucesso no mercado (BANAT, 1995a);

e biodegradabilidade e inativacdo controlada dos biossurfactantes: varios
surfactantes quimicamente sintetizados e comercializados resistem a
biodegradacdo, acumulam-se na natureza e causam problemas ecoldgicos.
Surfactantes microbiolégicos, como todos os produtos naturais, sdo facilmente
degradaveis na agua e no solo, o que os torna adequados para aplicacées na
biorremediacao e tratamento de residuos (BANAT, 1995b);

e seletividade para interfaces especificas: um dos varios principios das moléculas
biolégicas é sua notavel especificidade comparada aos materiais quimicamente
sintetizados (LIN, 1996);

e atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniénicos sulfatados)
pois produzem menor tensdo superficial em menores concentracées de
biossurfactante (DESAI, 1997);
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baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencao também devido
a crescente preocupacdo da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos
artificiais, alem disso, sua baixa toxicidade permite seu uso em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos. Os biossurfactantes também apresentam a
vantagem de poderem ser sintetizados a partir de substratos renovaveis e
possuirem grande diversidade quimica, possibilitando aplicacbes especificas para
cada caso particular (BONGNOLO, 1999);

e tolerancia a temperatura, pH e forca iénica: alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com
condi¢cées mais drasticas. O lipopeptidio de Bacillus licheniformis JF-2 é estavel
a temperaturas em torno de 75°C por até 140 horas e pH entre 5-12. Os
biossurfactantes suportam concentragdes a 10% de NaCl, enquanto que uma
concentracdo salina de 2-3% ¢é suficiente para inativar surfactantes
convencionais (MEYLHEUC; HENRY, 2001).

Alguns pontos desfavoraveis devem ser citados (RAHMAN; GAKPE, 2008):

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

e A obtencdo de produtos com elevado grau de pureza se torna dificil em

virtude da necessidade de etapas consecutivas de purificacdo do liquido

metabalico.

e A existéncia de espécies superprodutoras € rara e as conhecidas nao sao
capazes de produzir altos rendimentos em surfactantes, além de necessitarem
meios de cultivo complexos.

e A regulagdo da sintese de biossurfactantes ndo estd totalmente elucidada,

uma vez que essas biomoléculas podem ser produzidas como metabdlitos

secundarios ou em associacao ao crescimento microbiano.

e (O aumento da produtividade € muitas vezes prejudicado pela formagcao de

espuma, o que requer a utilizacao de meios diluidos.
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3.1.5 Aplicacoes Industriais

Estima-se que a producdo mundial de surfactantes exceda trés milhdes de
toneladas por ano (BROWN, 1991; ZHOU; KOSARIC, 1995; SHEPHERD et al., 1995)
sendo utilizados principalmente como matéria-prima na fabricacdo de detergentes de
uso doméstico (FIECHTER, 1992; GERSON, 1993; MAYER; SOBERON-CHAVEZ,
2000). Na nova era da globalizagdo muitas industrias classicas estdo sendo inovadas e
redirecionadas para novas tecnologias onde a biotecnologia tem um desafio que
permite diversas oportunidades de pesquisas sem alterar a produtividade. O rapido
desenvolvimento da biotecnologia € o aumento da consciéncia ambiental entre os
produtores e consumidores estdo colocando os produtos bioldgicos na preferéncia do
mercado (VAN HAMME et al., 2006; CZAPLICKA; CHMIELARZ, 2009).

3.1.5.1 Aplicacao na industria de petroleo

O maior mercado para os biossurfactantes é a industria petrolifera, onde sao
utilizados na producdo de petrdleo ou incorporados em formulacbes de O6leos
lubrificantes (BANAT, 1995a; LIN, 1996). Também sao aplicados na biorremediacao e
dispersdao de derramamentos de 6leos e na recuperacdo melhorada de petrdleo
(MEOR) (COBENAS et al., 1998; CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Os biossurfactantes vém sendo testados em recuperacéo de 6leos e no transporte
de dleo bruto, mostrando-se eficientes na reducao da tensao interfacial éleo/agua in
situ, na redugdo da viscosidade do éleo, e na limpeza da areia (GARCIA-OCHOA;
CASAS, 1999; FOX et. al.,, 2000). As moléculas de emulsan, um biossurfactante
constituido por polissacarideo, acidos graxos e proteinas, vém sendo comercializado
para este proposito (BANAT et al., 2000; DUBEY; JUWAKAR, 2001). A maioria dos
biossurfactantes sao produzidos a partir de microrganismos aerébios, embora existam
alguns relatos sob anaerobios, como o Bacillus licheniformes, que podem ser utilizados
na biorremediacdo de locais onde ocorrem derramamento de O6leos (RON &
ROSENBERG, 2002).

O biossurfactante produzido pela bactéria Pet 1006 para a limpeza de tanques em
substituicdo aos surfactantes convencionais. O produto bacteriano promoveu a limpeza
e recuperacdo de 90% dos hidrocarbonetos presentes no residuo (ROBERT et al.
1991).

Os surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e
Bacillus subtillis demonstraram bons resultados na remocdo de piche em solos
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contaminados (BOGNOLO, 1999). Ja Mulligan e colaboradores (2001) utilizaram
surfactina, raminolipidios e soforolipidios na remocado de metais pesados de
sedimentos. Kitamoto et al. (2002) viabilizaram o uso de biosssurfactante como efetivo
agente antiaglomeracao.

3.1.5.2 Limpeza de reservatorios de oleos

Residuos e fracoes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sao altamente viscosos ou podem se tornar depdsitos sélidos que nao sao
removidos através de bombeamento convencional. A remocao requer lavagem com
solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo
alternativo de limpeza € o uso de biossurfactantes que promovem a diminuicdo na
viscosidade e a formacao de emulsées 6leo/agua facilitando o bombeamento dos
residuos e a recuperacdo do Oleo cru apdés a quebra da emulsdo. Os sélidos
resultantes carregam uma quantidade limitada de 6leo residual pela acéo detergente do
biossurfactante, tornando o descarte destes residuos menos impactantes (GOUVEIA et
al., 2003; BENINCASA, 2007).

3.1.5.3 Aplicacao na Mineracao

3.1.5.3.1 Metais Pesados

Os poluentes inorgéanicos presentes nos solos com maior potencial de risco ao
homem sdo os metais pesados. Segundo Soares (2004), o termo metal pesado é
utilizado para identificar elementos com densidade maior que 5 g cm™ ou com numero
atdbmico maior que 20; embora nem todos os elementos enquadrados sejam metais.

Os metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente e estdo presentes em
rochas, solos, plantas e animais. Os metais ocorrem em diferentes formas: como ions
dissolvidos em agua, vapor, ou sais minerais em rochas, areia e solo. Eles podem
também estar ligados a moléculas orgéanicas e inorganicas ou atrelados por particulas
no ar. Ambos processos naturais e antropogénicos emitem metais para o ar e agua
(DEMIRBAS, 2001).

Dentre os metais pesados, o chumbo € um dos contaminantes ambientais mais
comuns, sendo toxico para homens e animais e, sem nenhuma funcao fisiologica,
conhecida, no organismo. Entra no corpo, principalmente, por inalacdo ou ingestao,
sendo diretamente absorvido e distribuido (MOREIRA, 2004; PIERANGELI et al., 2005)

18



LUNA, J.M- Otimizacao, caracterizagao e aplicacdes biotecnolégicas de biossurfactante...

A quantidade anual de chumbo que se dispersa como contaminante atmosférico
€ muito elevada. NRIAGU & PACYMA (1988) estimaram que a cada ano um total de
330 000 toneladas de chumbo sdo diretamente despejado na atmosfera. Alguns
autores consideram que somente 4% do chumbo emitido na atmosfera seja de fontes

naturais (emissdes vulcanicas, erosao, e depositos naturais).

O chumbo ocorre como contaminante ambiental e as concentragées no meio
ambiente cresceram de acordo com o aumento do seu uso industrial. Com o advento
da Revolugao Industrial, as concentragdes de chumbo no meio ambiente elevaram-se
de forma alarmante, principalmente devido a introdugdo de compostos organicos de
chumbo (chumbo tetraetila), como aditivo para gasolina (MELLOR, 1967).

Nos ultimos anos a demanda de chumbo tem sofrido uma mudancga quanto ao
tipo de sua utilizacao. Seu emprego como antidetonante na gasolina e em tintas tem
diminuido bastante, porém seu emprego em processos industriais vem aumentando
significantemente. Usa-se chumbo na fabricacdo de canos para conduzir a agua, na
fabricacdo de revestimento de cabos elétricos, de chapas para pias, cisternas, telhados
e na industria de acumuladores (DNPM, 2001).

O zinco é um dos mais importantes metais, muitas vezes encontrado em
efluentes despejados pelas industrias, principalmente nos processos que envolvem
galvanizacgao e fabricacao de ligas metalicas (AHUJA et al., 1999).

O ferro, € utilizado extensivamente para a producao de aco, liga metalica para a
producao de ferramentas, maquinas, veiculos de transporte (automdéveis, navios), como
elemento estrutural de pontes, edificios, e uma infinidade de outras aplicacbes
(OLIVEIRA et al., 2006).

O ferro é o elemento mais pesado que se produz exotermicamente por fuséo, e
o0 mais leve produzido por fissdo, devido ao fato de seu nucleo ter a mais alta energia
de ligacao por nucleon, que é a energia necessaria para separar do nicleo um néutron
ou um préton. Portanto, o nucleo mais estavel é o do ferro-56 (OLIVEIRA et al., 2006).

E encontrado na natureza fazendo parte da composicdo de diversos minerais,
entre eles muitos 6xidos, como o FeO (6xido de ferro Il, ou 6xido ferroso) ou como
Feo-O3 (6xido de ferro lll, ou 6xido férrico). Os numeros que acompanham o ion ferro diz
respeito aos estados de oxidacdo apresentados pelo ferro, que sdo +2 e +3, e é

raramente encontrado livre. Para obter-se ferro no estado elementar, os 6xidos sao
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reduzidos com carbono, e imediatamente sdo submetidos a um processo de refinacao

para retirar as impurezas presentes (DNPM, 2001).

A questao ambiental € um ponto preocupante no setor dos metais pesados. A
poluicdo ambiental nas industrias de metais pode ser registrada nos diversos ramos da
cadeia estrutural produtiva, especialmente nas areas de concentracdo, fundicao e
refino. Na mineracdo, ocorrem modificacdes topograficas, provocando o aparecimento
de processos erosivos e do assoreamento de recursos hidricos, da devastagéo vegetal
e de emissdes de particulas sélidas no ar. Durante os processos de concentracao e
lixiviacdo, os danos ambientais sdo causados pelos produtos quimicos utilizados nos
processos e sao expelidos como rejeitos. Os setores de fundicdo e de refino sdo os
mais afetados no meio ambiente, com liberacdo de uma grande quantidade de
compostos sulfurosos e elementos tracos lancados na atmosfera, hidrosfera e na
litosfera. Dentre esses destacam-se: gases de dioxido de enxofre, didxido de telario e
arsénio (DNPM, 2001).

Os metais pesados em elevadas concentragdes sdo considerados téxicos ao
homem, pois podem afetar drasticamente o sistema nervoso, o figado, os ossos e
podem bloquear os diversos grupos funcionais de enzimas vitais. Dentre os
biosorbentes mais comuns sédo as algas marinhas, seguido de bactérias, leveduras e
fungos filamentosos (BAIK et al., 2002).

3.1.5.3.2 Remocao de metais por biossurfactantes

A contaminacdo dos solos por metais pesados surge como resultado das
diversas atividades industriais, incluindo mineracao, fundicdo de metais, produgédo de
baterias automobilisticas, emissdo de veiculos e depédsitos de residuos industriais e a
dispersao de cinzas provenientes dos processos de incineracdo (HONG et al., 2002).

A presenca de metais pesados nos solos provoca sérios problemas uma vez que
0s mesmos nao podem ser biodegradados, levando a contaminacao dos sistemas
biolégicos e do subsolo pelo processo de lixiviagdo. Nos Estados Unidos, por exemplo,
o chumbo se encontra presente em 15% dos terrenos contaminados, seguido de
cromo, cadmio e cobre encontrados em cerca de 7-11% dos solos. Com a finalidade de
reduzir os custos associados ao tratamento de solos contaminados por metais
pesados, diferentes tecnologias tém sido desenvolvidas e implementadas
(MORRISON, 1983).
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Existem duas tecnologias normalmente aplicadas ao tratamento de solos
contaminados por metais. A primeira consiste em imobilizar os metais pesados numa
matriz sélida fortemente ligada ao solo, minimizando a migracdo. Esta tecnologia,
contudo, ndo consiste numa solucdo definitiva para o problema, considerando a
impossibilidade de reaproveitamento do solo e a necessidade de monitoramento a
longo prazo. A Segunda tecnologia promove a mobilidade do metal e sua migragéao
para a fase liquida por desorcao e solubilizacao. Esta tecnologia pode ser considerada
uma solugdo permanente, permitindo ainda a reciclagem do solo remediado e
consequientemente o reuso da terra. Normalmente, a lavagem do solo com &cidos e
com agentes quelantes como o EDTA s&o as técnicas mais aplicadas. Contudo, a
lavagem com acidos leva a reducdo da fertilidade do solo e a alteragdes na
composi¢cao quimica e fisica em virtude da dissolugao de minerais (REED et al., 1996).
A utilizacao de EDTA, por outro lado, é preocupante do ponto de vista de saude e de
seguranca, em funcdo da sua resisténcia a degradacao. A dificuldade de recuperacao
do metal pesado do complexo metal - EDTA também restringe o uso desta técnica.

Uma solugdo em potencial para a remedicdo de solos contaminados por metais
e Oleos consiste no uso de surfactantes, os quais podem ser adicionados em solugées,
facilitando a solubilizacao, disperséao e desorcao dos contaminantes do solo, permitindo
ainda sua reutilizacao. Varios surfactantes sintéticos tém sido avaliados em testes de
descontaminacao (ELLIS, et al.,, 1985; NASH et al., 1987). Por outro lado, a
necessidade de substituicdo de compostos sintéticos por similares naturais tem levado
a pesquisas para utilizagdo de biossurfactantes. Recentemente, a viabilidade dos
biossurfactantes para a remocao de metais tem sido demonstrada (MULLIGAN et al.,
2001). A natureza ibnica desses agentes, bem como a biodegradabilidade, baixa
toxicidade e excelentes propriedades de superficie os tornam candidatos em potencial
para a remogao de metais pesados contidos em solos e sedimentos. Para Mulligan et
al., (1999) é possivel a remocdo de metais pesados pela utilizacdo de varias
concentracdes de surfactante.

A figura 5 ilustra a remocdo de metais por biossurfactantes ibnicos ocorre na
seguinte sequéncia: (1) sorcdo do biossurfactante a superficie do solo e complexacao
com o metal, (2) destaque do metal através da interacao eletrostatica e (3) associacao
com as micelas do biossurfactante. Neste caso, os metais pesados ficam retidos nas
micelas através de interacdes eletrostaticas, podendo ser facilmente recuperados por
técnicas de separacao por membranas (KITAMOTO et al., 2001).
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Varios trabalhos tém demonstrado o potencial de utilizacdo de surfactantes
biol6gicos, destacando-se os estudos com surfactin e ramnolipidios, de origem
bacteriana, e de soforolipideos originados de leveduras (MULLIGAN et al., 1999;
HERMAN et al., 1995; OCHOA-LOZA, 1998; TAN et al., 1994; NEILSON et al., 2003).

Mulligan et al. (1999 a, b) utilizou surfactina de Bacillus subtilis para o tratamento
de solos e sedimentos contaminados por Zn, Cu, Cd, éleo e graxa. Verificou
que os metais pesados associados com carbonato, 6xidos e fracdes organicas podem
ser removidos usando uma combinacao de surfactina e NaOH.

Maslin e Madier 2000 observaram que um biossurfactantante do tipo raminolipidio
pode diminuir a toxicidade e aumentar a degradacao de poluentes organicos através de
uma complexacao de metais pesados.

Ochoa - Loza et al. (2001) observaram uma complexacao de metais pesados como
cadmo, chumbo e mercurio por um mono rhaminolipidio produzido por Pseudomonas
aeruginosa. Peng et al., (2008) sugere que estes resultados podem ser bastante

promissores na remogao de metais pesados em solos contaminados
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1. Sorgéo do biossurfactante a superficie do solo e complexagio com o metal

2. Remocao do metal do solo através da interagdo eletrostatica

3. Associagdo com as micelas do hiossurfactante

Figura 5 - Mecanismo para a remogao de metais por biossurfactante (Fonte: MULLIGAN,
2005)

3.1.5.4. Aplicacao na industria de alimentos

Na industria de alimentos, os biossurfactantes s&o utilizados como
emulsificantes para o processamento de matérias - primas. A emulsificagdo € muito
importante na formagdo da consisténcia e textura e também na dispersdo de fases em
alimentos (GUDINO, 2001). Um bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido
utilizado em molhos prontos para saladas (KIM et al., 2000).

Os biossurfactantes ainda podem ser utilizados como emulsificantes no
processamento de matérias-primas, no controle da aglomeracdo de glébulos de
gordura, na estabilizacdo 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
(CALVO et al., 2009).

A manoproteina produzida por Saccharomyces cerevisiae pode estabilizar

emulsdes agua/dleo para producdo de maionese, biscoitos, sorvetes, entre outros. E
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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 ragao animal (BENTO;GAYLARDE 1996).

Apesar da aplicagcdo potencial, a industria de alimentos ndo utiliza ainda os
biossurfactantes como aditivos em larga escala. Muitas propriedades dos
biossurfactantes, assim como sua regulamentacdo para aprovacdo como novo

ingrediente para alimentos necessitam de aprovacéo.

3.1.5.5 Aplicacao na industria de higiene e cosméticos

Os biossurfactantes sao amplamente utilizados em varios produtos, como em
cosméticos e em industrias de medicamentos. Varios produtos necessitam de
surfactantes em seus ingredientes, incluindo dentre outros repelentes de insetos,
antiacidos, solucdes para lentes de contato, desodorantes, produtos para unhas e
pasta de dentes (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; BORDAS et al., 2000).

No setor da cosmética, observou-se uma rapida utilizacao dos biossurfactantes,
estimando que no futuro préximo a maioria dos cosméticos seja "biocosméticos”. Com
essa finalidade, glicolipideos obtidos de Torulopsis bombicola KSM 35 sao usados no
Japado, como agentes de limpeza facial. Alguns soforolipideos foram utilizados
comercialmente como umectantes quando incorporados em produtos de maquiagem. A
KAO Co. LTDA desenvolveu um processo fermentativo para produgdo de
soforolipideos, resultando em um produto com aplicacao em batons e como hidratante
para pele e cabelos (DESAI; BANAT, 1997). A preparacado de biossurfactantes por
acao enzimatica, principalmente por lipases, sobre moléculas hidrofébicas deu uma
nova dimensdo a producdo destes compostos, principalmente para aplicacdo em
produtos de higiene e cosméticos (MANEERAT, 2005).

3.1.5.6 Aplicacao na medicina
Os biossurfactantes também tém sido utilizados em varias aplicacées biol6gicas
(terapéuticas) como atividade fungicida, bactericida, inseticida e antiviral e como
inibidores de enzimas (MALIK, 2004; CALVO et al., 2009).
Alguns biossurfactantes além de suas propriedades detergentes podem apresentar
em concentracdo baixa, forte acdo desestabilizante de membranas e assim, conferir
propriedade antimicrobiana (CARILLO et al.,, 2002). O interesse inicial pelos

biossurfactantes foi originado pela propriedade antimicrobiana. Os dois
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biossurfactantes mais bem estudados, ramnolipideo e surfactina, foram primeiramente
descritos na literatura em 1949 e 1968, respectivamente, por estas caracteristicas
(MAIER, 2003).

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

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivéncia pelo processo de
adesado a superficies e de formacao de biofilmes. Eles se aderem a superficie através
de complexos polissacaridicos, formando uma comunidade microbiana chamada
biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratacdo, de predadores, biocidas e
outras condicbes ambientais extremas. No caso de obstru¢cdo da passagem do fluxo
em dutos ou filtros e a corrosdo, constituem problemas de ordem econ6mica para as
industrias de alimentos, petréleo e de manufaturados. Varias doencas, como fibrose
cistica, sdo causadas pela presenca de biofilmes. Contudo, a modificacdo de uma
superficie de um composto, leva a uma alteragdo permanente da superficie de modo
que a afinidade da bactéria pela superficie condicionada seja reduzida ou aumentada
quando comparada a superficie nativa (DAS et al., 2009). Velraeds-Martine et al.
(1996) relataram a inibicdo da adesdo de bactérias patogénicas por biossurfactante
produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o desenvolvimento de agentes
antiadesivos para uso em cateteres visando diminuir a formacéo de biofilmes.

Varias bactérias tém sido reportadas como inibidoras da adesdo de outras
bactérias (ZAl RATE et al.,, 2006). Em contraste, produtos microbianos como
biossurfactantes propiciam alteragdes na superficie a qual a bactéria ird se aderir,
causando o processo de inibicdo. Conseqiientemente, podem ser aplicados como
protecao de superficies de instrumentos cirlrgicos onde a presenga de microrganismos
é indesejavel (RODRIGUES et al., 2006).

Soforolipideos de Candida bombicola tém sido estudados por sua atividade
espermicida, citotoxica e anti-HIV, para reduzir a proliferacdo do virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e a incidéncia de gravidez indesejada.
Soforolipideos também tém sido estudados como agentes antiinflamatérios para
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doencas imunoldgicas. A atividade biolégica de sete glicolipideos microbianos na
inducdo da diferenciagdo celular ao invés da proliferacdo de células cancerigenas
(PAZ, 2005; RODRIGUES et al., 2006).

A iturina, lipopeptidio produzido por B. subtilis, demonstrou atividade antifungica,
afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras (PEYPOUX et
al., 1999). Experimentos in vitro mostraram que a surfactina inativou eficazmente o virus
causador de herpes, assim como o retrovirus e outros virus de RNA e DNA
compactados. A atividade antiviral da surfactina foi determinada para uma larga gama
de virus. Os efeitos da surfactina na absorcao de insulina em pulmao de ratos foram
examinados (MUTHUSAMY et al., 2008).

Inibicdo da formacado de coagulos e hemodlise, formacao de canais ibnicos em
membranas, atividade antitumoral e atividade antimicrobiana sédo algumas aplicacdes
terapéuticas relacionadas aos biossurfactantes produzidos por varias espécies de
Bacillus (ARIMA et al., 1966) .O biossurfactante produzido por Rodococcus.
erythropolis inibiu a multiplicacdo do virus do herpes simples e virus parainfluenz
(ROBERT et al., 1991).

3.1.5.7 Aplicacao na agricultura

Biossurfactantes tém sido utilizados na formulagdo de pesticidas e herbicidas
(MEYLHEUC et al., 2001). Os compostos ativos destas formulacdes sao hidrofébicos e
agentes emulsificantes sdo necessarios para dispersa-los em solugcbes aquosas
(ROSENBERG; RON, 1999). Patel & Gopinathan (1986) relataram que
biossurfactantes de Bacillus foram utilizados para emulsificar formulacées de pesticidas
organofosforados imisciveis.

Varios relatos tratam da eficiéncia de surfactantes sintéticos no controle da
podriddo do pepino e da pimenta causada por Pythium aphanidermatum e
Phytophthora capsici (STANGHELLINI et al., 1996). Em alguns experimentos foi
observado que os ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa em uma solucao
nutritiva, causaram lise em zoosporos (STANGHELLINI; MILLER, 1997). O
biossurfactante apresentou atividade zoosporicida contra espécies de Pythium,
Phytophthora e Plasmopara em baixas concentragbes. A avaliagdo do controle
biol6gico por um grupo de ramnolipideos levou a conclusdo que os biossurfactantes
apresentam potencial para utilizacdo no controle biolégico de fitopatégenos. A Tabela 2
resume as principais aplicacdes comerciais para os biossurfactantes.
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Tabela 2 - Principais aplicacées comerciais dos biossurfactantes

Funcoes

Campos de aplicacao

Emulsionantes e dispersantes
Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes

Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas
Demulsificantes
Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicidas

Agentes de recuperacao

Cosméticos, tintas, biorremediagao, 6leos, alimentos
Produtos farmacéuticos e de higiene

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de
minérios

Tintas e alimentos

Mineracao

Cosmeéticos e sistemas de liberagdo de drogas
Tratamento de residuos, recuperagao de petréleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos

Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Controle biolégico de fitopatégenos

Recuperacéo terciaria de petréleo

Fonte: BANAT et al., 2000
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3.1.6 Producao de biossurfactantes utilizando residuos industriais

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de 6leo vegetais, residuos de
amido, residuos de destilaria de 6leos e substancias lacteas tém sido utilizados na
producédo de muitos metabdlicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de matéria-prima
podem contribuir consideravelmente para o custo de producgéo. Estima-se que 10 a 30%
da matéria prima representa o custo total de um produto biotecnolégico (UBEDA, 2004).
Por outro lado, milhdes de toneladas em residuos poluentes sdo descartados a cada ano
no mundo. O tratamento e a remocao destes residuos também representam, um alto
custo para varias industrias (PANDEY et al.,, 2000). Nesse sentido, os residuos
industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores como alternativa para o
fornecimento de substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactante,
destacando os residuos agro-industriais, como os do processamento dos 6leos de soja,
milho, coco, amendoim e canola, gorduras animais, acucar de beterraba, sorgo, casca de
soja, bagaco da cana-de-acucar e residuos do processamento de algumas frutas como
maca, banana e abacaxi (GALLERT; WINTER, 2002).

Pesquisas relacionadas com a otimizacdo da producdo de biossurfactantes a
partir de substratos oleosos regionais demonstraram a producédo desses compostos por
espécies de Candida (MARCAL, 1991; SARUBBO et al.,, 1999; VANCE-HARROP,
2000, 2004; VANCE-HARRORP et al., 2003; RUFINO et al., 2006). Outras descrevem a
combinacao entre éleos vegetais e carboidratos como substratos para a producao de
biossurfactantes (DAVILA et al., 1992; ZHOU; KOSARIC, 1995; SARUBBO et al., 2006;
LUNA et al., 2009).

Barrros et al. (2007) descreveram a importancia da variedade de residuos
industriais como matéria- prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores, a
utilizacado de residuos agroindustriais para producao de biossurfactante é um dos passos
para a viabilizacdo e implantagdo desses processos em escala industrial, sendo
necessario um balango de nutrientes e condicbes adequadas para o desenvolvimento e
producdo. Os efluentes do processamento de batata foram evidenciados, como
substitutos de substratos convencionais, como fontes de carbono e de nitrogénio,
considerando a composi¢ao do meio, visando a reducao da tensao superficial.

Nitschke e Pastore (2006) utilizaram com sucesso residuos industriais de fritura de
batata na producéo de biossurfactantes por Bacillus subtilis . Anteriormente, Nitschke et
al. (2004) selecionaram microrganismos para a producao de biopolimeros utilizando

residuos agroindustriais. Utilizaram melaco, soro de leite e manipueira obtendo valores

28



LUNA, J.M- Otimizacao, caracterizagao e aplicacdes biotecnolégicas de biossurfactante...

de tenséo superficial em torno de 26 mN m™'. Volbrecht et al. (1999) investigaram a
producdo de biossurfactantes usando Oleo vegetal doméstico como substrato da
bactéria Tsukamurella sp. DSM 44370, reduzindo a tensdo da agua de 70 mN m™ para
35 mN m™ com CMC de 10 mg I'". Haba et al. (2002) compararam o uso de 6leo de
oliva e girassol para a producao de biopolimeros usando valores de tensao superficial
até 40 mN m™' como critério de selecdo de microrganismos potencialmente produtores.
Rufino et al. (2008) utilizou um residuo de refinaria na producao de biossurfactante por
Candida lipolytica obtendo resultados satisfatorios em termos de tensao superficial.

Mukherjee et al. (2006) descreveram o uso de substratos de baixo custo como
alternativa econdémica e promissora para a producao de biossurfactantes. Derivados de
6leo vegetal, substancias a base de amido, soro de leite, 6leo de babacu e girassol,
melaco e efluente de arroz foram utilizados com eficiéncia na producdao de
raminolipideos e soforolipideos por varios microrganismos.

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

Mercade et al. (1993) relataram a selecdo de microrganismos capazes de utilizar
residuos de 6leos lubrificantes para a producao de biossurfactantes. Dezoito amostras
de solo contaminados por hidrocarbonetos, quarenta e quatro isolados diferentes foram
capazes de crescer em meio contendo 6leo lubrificante como fonte de carbono. Apenas
10% das espécies isoladas produziram biossurfactantes.

Sarubbo et al. (1997) avaliaram a producdo de biossurfactante por duas
linhagens de Candida lipolytica (UFPEDA 1055 e 1120) utilizando meio suplementado
com 5% de 6leo de babacu e 1% de glicose como fonte de carbono.

Amezcua-Vega e colaboradores (2006) descreveram a importancia da relacao
entre diferentes elementos como C e N, Ce P, C e Fe ou C e Mg na producdo de
biossurfactantes e na otimizacao de seus processos de obtencéo.

A borra oleosa do fundo de tanques da Petrobras, contendo querosene, 6leo diesel
e petroleo, foi utilizada como matéria-prima de baixo custo para a producdo de
biossurfactante pela bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada de solo contaminado
(PIROLLO, 2006).
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Tabela 3 - Matérias—primas de baixo custo e respectivos microrganismos utilizados na

producao de biossurfactantes

Matéria-prima de

Tipo de

Espécie microbiana

Rendimento

baixo custo ou biossurfactante produtora maximo (g I")
residuos
Oleo de babacu Glicolipideo Candida lipolytica IA1055
Oleo de milho Glicolipideo Candida bombicola ATCC 4,0
22214
Oleo de girassol e Pseudomonas aeruginosa 4,31/2,98
6leo de soja Raminolipideo DS10-129
Oleo de soja Lipideo Candida sp. SY16 9,5
manosileritritol
Oleo residual de fritura Pseudomonas aeruginosa 2,7
(6leos de oliva e Raminolipideo 47T2 NCIB 40044
girassol)
Residuo de refinaria Raminolipideo Pseudomonas aeruginosa 11,72
de éleo vegetal LBI
Residuo de refinaria Raminolipideo Pseudomonas aeruginosa 16
de 6leo vegetal de LBI
girassol
Residuo de refinaria Glicolipideo Candida antarctica e/ou 10,5/13,4
de dleo vegetal Candida apicola
Soro e residuo de Raminolipideos = Pseudomonas aeruginosa 0,92
refinaria AT10
Efluentes do
processamento de Lipopeptideo Bacillus subtilis
batatas
Bacillus subtilis ATCC 2,2-3,0
Manipueira Lipopeptideo 21332 e Bacillus subtilis
LB5a

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006

30



LUNA, J.M- Otimizacao, caracterizagao e aplicacdes biotecnolégicas de biossurfactante...

3.1.7 Perspectivas de Utilizacao

A economia de producdo de todos os metabdlitos microbianos vem sendo
determinada por trés fatores basicos: (i) custos da matéria-prima inicial; (ii)
disponibilidade de procedimentos adequados e econOmicos de producdo e
recuperacao; e (iii), o rendimento de producdo dos microorganismos produtores (
PELLERIN et al., 1992; OCHOA-LOZA et al., 2001).

Nas ultimas décadas, a producao de biossurfactantes por varios microrganismos
tem sido intensivamente estudada, o que permite que se tenha, hoje, uma boa
quantidade de dados em relacdo a sua producdo, tipos e propriedades. Apesar de
possuir muitas propriedades comercialmente atrativas e claras vantagens em
comparacao aos seus homologos sintéticos, a producao de surfactantes microbianos
em escala comercial ainda ndo foi completamente atingida devido aos seus baixos
rendimentos e altos custos de producdo, sendo necessaria a inclusdo da producao e
recuperacao de forma mais lucrativa e em grande escala industrial.

A producao mundial de 6leos e gorduras é de cerca de 2 a 3 milhbGes de

toneladas/ano, sendo 75 % derivados de plantas. A maioria dos 6leos e gorduras é
utilizada na industria alimenticia, a qual gera grandes quantidades de residuos graxos
da extragdo das sementes oleaginosas. O acumulo desses residuos tem aumentado
sua utilizacao para transformacdo microbiana (KOSARIC et al.,, 1996; MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1999b). Adicionalmente, a manipulacdo da composicdo do meio de
cultura tem permitido o aumento da producédo (CARRILLO et al., 1996; TULEVA et al.,
2002).
Pesquisas relacionadas com a otimizacao da producédo de biossurfactantes a partir de
substratos oleosos regionais demonstraram a producdo desses compostos por
espécies de Candida (MARCAL, 1991; SARUBBO et al., 1999; VANCE-HARROP,
2000, 2004; VANCE-HARRORP et al., 2003). Outras descrevem a combinacdo entre
6leos vegetais e carboidratos como substratos para a producao de biossurfactantes
(DAVILA et al., 1992; ZHOU; KOSARIC, 1993 e 1995; SARUBBO et al., 2006).

Considerando as inumeras propriedades e a gama de aplicacbes dos
biossurfactantes, torna-se necessario, o aprimoramento das técnicas existentes, bem
como o desenvolvimento de novas estratégias de producéo, através de pesquisas que
permitam a reducdo dos custos de producdo e altos rendimentos, sera possivel
identificar o uso em potencial dos biossurfactantes a nivel industrial e competitivo em
todo o mundo (MERCADE et al., 1997; OKPOKWASILI; IBIENE, 2006).
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Resumo

Planejamentos fatoriais e metodologia de superficie de resposta foram utilizados para
otimizar as concentracdes de residuo de refinaria do 6leo de soja e milhocina em meio
de baixo custo para producdo de agentes surfactantes por C. sphaerica UCP 0995.
Trés planejamentos fatoriais completos 22 foram aplicados seqiiencialmente para
investigar os efeitos das concentracdes e interacées do residuo de refinaria e da
milhocina sobre a tensao superficial do liquido metabdlico com 144 h, livre de células.
Planejamento composto central 2° e metodologia de superficie de resposta foram
empregados para obter um modelo estatistico dos efeitos do residuo de refinaria do
6leo de soja e da milhocina sobre a tensao superficial do liquido metabdlico, com 144h,
livre de células. A equacao de regressao foi obtida a partir dos dados experimentais do
planejamento composto central, a partir da analise dos graficos de superficie de
resposta, as concentracdes 6timas dos componentes do meio foram determinadas:
8,63% (Vv/V) (= 9% v/v) do residuo da refinaria do 6leo de soja e 8,80% v/v (= 9% v/v) da
milhocina. A tensdo superficial minima prevista e confirmada experimentalmente foi de

25,25 mN/m.

Palavras - chave: tensdo superficial, planejamento fatorial, otimizacéo, fermentacao,

biossurfactante.

52



LUNA, J.M- Otimizacao, caracterizagao e aplicacdes biotecnolégicas de biossurfactante...

1. Introducao

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcéo
hidrofébica e outra hidrofilica. A porcao polar é freglientemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto que a apolar pode ser i6nica (anibnica ou catiénica), nao-
ibnica ou anfotérica Em funcédo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases
fluidas com diferentes graus de polaridade 6leo/agua e agua/dleo [1].

Surfactantes de origem microbiana ou biossurfactantes tém atraido a atencao
devido a baixa toxicidade, biodegradabilidade e aceitabilidade ecolégica desses
compostos. No entanto, os biossurfactantes tém de competir com surfactantes de
origem petroguimica em aspectos como custo, funcionalidade e capacidade de
producao, para atender as necessidades da aplicacédo pretendida [2].

A otimizacdo da composicdo do meio de cultivo constitui em uma solucdo de
grande importancia no desenvolvimento de processos de produgdo de
biossurfactantes economicamente viaveis. A reducao geral dos custos de producao
de biossurfactantes geralmente depende de melhoramentos de espécies
microbianas; da utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, tais como residuos
agricolas e industriais, como substratos, da ampliacao de escala do processo, como
também do uso de técnicas computacionais avangadas para controle e otimizagdo do
processo [3].Carboidratos e 6leos vegetais estdo entre os substratos mais utilizados
para a producdo de biossurfactantes. A selecao de substratos, entretanto, envolve a
dificuldade em encontrar um residuo com o correto balanco de carboidratos e lipidios
para possibilitar o crescimento microbiano e a producgéo favoravel de biossurfactante.
Residuos agroindustriais com elevados teores de carboidratos ou lipidios e residuos
urbanos possuem o0s requisitos para o uso como substratos para producdo de

biossurfactante [4]. O residuo de refinaria de 6leo de soja e a milhocina sao dois
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exemplos de residuos agroindustriais de baixo custo e ricos em nutrientes que podem
ser utilizados na producéo de biossurfactantes para reduzir o custo do processo.

O método tradicional de variar um fator por vez para a otimizagao € demorado e
incapaz de alcancar a condicao 6tima, devido principalmente a interacdo entre os
fatores [5]. Planejamentos fatoriais de experimentos de otimizagdo sao especialmente
adequados por levar em conta as interacdes entre as variaveis estudadas. Uma
combinacao de fatores que gera uma determinada resposta 6tima pode ser identificada
através do uso de planejamentos fatoriais e metodologia de superficie resposta (MSR)
[6]. A otimizacdo através de planejamento fatorial e MSR é uma pratica comum no
campo da biotecnologia para a otimizacdo dos componentes de producédo e condicdes
do meio de cultura (Rao et al., 1993; Musial et al., 2004)[7-8].Este método também foi
aplicado com sucesso na otimizacao do meio de producao de biossurfactante [9-10-11-
12-13-14].

O objetivo do presente estudo foi otimizar um meio de baixo custo utilizando
residuo da industria de soja e de maceracdo de milho para a producdo de
biossurfactantes por C. sphaerica UCP 0995, utilizando planejamentos fatoriais e
metodologia da superficie resposta. A propriedade fisica tensdo superficial,
convencionalmente usada para detectar a produgéao de biossurfactante foi usada como

variavel resposta.
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2. Materiais e métodos

2.1. Microrganismo

A levedura Candida sphaerica (UCP 0995) isolada do solo contaminado por
metais pesados do municipio de Belo Jardim [15], mantida em meio YMA (Yeast Mold
Agar) e depositada no Banco de Culturas do Nicleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais da Universidade Catdlica de Pernambuco foi utilizada como microrganismo
produtor do biossurfactante. Repiques foram mensalmente realizados para manter a

viabilidade celular.

2.2. Residuos Agroindustriais

O residuo de refinaria de 6leo de soja foi utilizado como principal fonte de
carbono, enquanto que a milhocina constituiu a fonte de nitrogénio. Ambos os
subprodutos agroindustriais também proporcionaram o0s outros nutrientes essenciais
para o metabolismo da levedura. A composicdo do residuo de refinaria: 60% de
material graxo, 35% de carboidartos, 2,7% de sodio, 0,080% de magnésio, 0,063% de
potassio e 0,004% de zinco. A milhocina possui 21 a 45% de proteinas, 20 a 26% de
4cido latico, 8% de cinzas (com Ca?*, Mg? *, K*), 3% de aclcares e um baixo teor de

gordura (0,9-1,2%).

2.3. Producé&o de biossurfactante

Todos os experimentos de otimizacado foram realizados em frascos Erlenmeyer
de 250 ml contendo 100 ml de meio base. O meio base foi composto por residuo de
refinaria de 6leo de soja e milhocina dissolvidos em agua destilada, em diferentes
concentracbes, de acordo com os planejamentos experimentais. Os meios foram

esterilizados em autoclave a 121 ¢ C por 20 min. O pH dos meios foi ajustado para 5,3.
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A cultura foi incubada por 24 horas a 28 °C sob agitagdo de 150 rpm. Cada Erlenmeyer
(250 mL) contendo o meio base foi inoculado com 1% (v/v) da suspenséao celular para
atingir a concentracdo final de 10* células/mL). Os frascos foram incubados a 150 rpm,
durante 144 horas a 27 °C. Em intervalos regulares, aliquotas foram retiradas para

analises.

2.4 Tensao superficial

A tensao superficial foi determinada no liquido metabdlico livre de células obtido por
centrifugacdo a 10000 x g por 15 min, em tensiémetro automatico (Modelo Sigma 70,
KSV Ltd., Finland) utilizando o anel de Nuoy em temperatura ambiente. As medicdes

da tenséao superficial da agua destilada e do meio mineral foram usadas como controle.

2.5. Otimizacao do meio de producéo do biossurfactante

Uma estratégia sequencial baseada na aplicacao de planejamento experimental
estatistico associado a MSR foi usada para otimizar a producéo do biossurfactante por
C. sphaerica UCP 0995.

A otimizacdo do meio de producédo foi realizada utilizando trés planejamentos
fatoriais completos 22 e um planejamento composto central 22. Os planejamentos
fatoriais completos foram realizados para verificar os efeitos e interacées da milhocina
e do residuo de refinaria de Oleo de soja sobre a tensdo superficial do liquido
metabdlico livre de células e o planejamento composto central 22 foi aplicado para
determinar a concentracdo 6tima de milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de soja,
utilizando os niveis mostrados nas Tabelas 1 e 2. Os niveis superior e inferior foram
codificados como -1 e +1 e o ponto central foi codificado como 0 (zero). A relacéo entre

os valores codificados e os valores reais encontra-se descrita na equagao a seguir:
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onde X; é o valor codificado da variavel independente, x; € o valor real da variavel
independente, Xo € 0 valor real da variavel independente no ponto central e Ax € o valor
da variavel.

Em todos os planejamentos, foram realizadas triplicatas no ponto central para
proporcionar uma estimativa de erro segura. As triplicatas no ponto central também
foram utilizadas para verificar a curvatura nos planejamentos fatoriais completos 22. Os
valores 6timos das concentragdes de milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de
soja foram obtidos pela resolugdo da equacgéo de regressao e também pela analise da
superficie resposta nos graficos de contorno [16-17-18]. Para determinar a importancia
dos efeitos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com limites de confianga de
95%. Os efeitos e o nivel de significancia das variaveis foram graficamente ilustrados
através de diagramas de Pareto. Um diagrama de Pareto consiste de barras com
comprimento proporcional ao valor absoluto do efeito estimado, dividido pelo erro
padrdo. No diagrama de Pareto, os efeitos estimados sdo ordenados do maior valor
absoluto para o menor valor absoluto. O diagrama inclui uma linha vertical no valor-t
critico para um alfa de 0,05. Os efeitos para os quais as barras sdo menores do que 0
valor-t critico sdo considerados como nao significativos e nao afetam as variaveis
resposta. Os efeitos podem ser positivos ou negativos. A andlise de variancia, a
determinacdo dos coeficientes de regressdo e a montagem dos graficos foram

realizadas com o software ®Statistica (Statsoft.Inc, E.U.A.) verséo 6.0.
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3. Resultados e discussao

Este trabalho descreve o uso de milhocina e de residuo de refinaria de éleo de
soja como componentes de um meio de baixo custo formulado para a producao de
biossurfactantes por C. sphaerica UCP 0995. A producao foi detectada pela redugéo da
tensao superficial apds o cultivo do microrganismo em agua destilada suplementada
com milhocina e residuo de refinaria de 6leo de soja, em varias concentragdes. O
processo de otimizacao foi realizado usando trés planejamentos fatoriais completos 22

seguidos por um planejamento composto central de dois niveis e dois fatores.
3.1 Planejamentos Fatoriais Completos

Para verificar as concentracoes ideais de milhocina e de residuo de refinaria de
6leo de soja para produgdo de biossurfactantes, inicialmente, um conjunto de trés
planejamentos completos 22 foram conduzidos para investigar os efeitos e as
interacbes de milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de soja sobre a tensao
superficial. As definicbes dos fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial
encontram-se especificadas na Tabela 1. Os planejamentos experimentais realizados e
os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3. O caminho ascendente foi
utilizado para determinar a direcdo das menores tensbes superficiais. Apds o segundo
planejamento, experimentos adicionais nao conduziram a maiores redug¢des na tensao

superficial.

3.2. Primeiro planejamento fatorial completo

Os efeitos da milhocina e do residuo de refinaria de éleo de soja sobre a tensao
superficial, bem como a interacdo entre eles, nos primeiros planejamentos completos
22 sd0 mostrados na Figura 1. O diagrama de Pareto mostra claramente que a

concentracao residuo de refinaria de 6leo de soja €, o fator que exerce maior efeito na
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reducdo da tensdo superficial do liquido metabdlico livre de células, seguido da
concentracao de milhocina e da interagéo entre o residuo de refinaria de éleo de soja e
a milhocina. Como pode ser visto no diagrama de Pareto, o residuo de refinaria de éleo
de soja influenciou negativamente, com significancia estatistica, o aumento da tensao
superficial, levando a valores mais baixos de tensédo superficial. A concentragdo de
milhocina também influenciou negativamente, com significancia estatistica, o aumento
da tensao superficial, levando a valores mais baixos de tensao superficial. Por outro
lado, a interacao entre o residuo de refinaria de 6leo de soja e a milhocina contribuiu
significativamente para o aumento da tenséo superficial do meio de cultivo. A curvatura

foi verificada, revelando falta de adequagao da aproximacao linear [17].

Inserir figura 1

3.3. Segundo planejamento fatorial completo

Considerando os resultados do primeiro planejamento, as concentragdes de
milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de soja foram aumentadas de 6 para 12%
(v/v), conforme ilustrado na Tabela 1. Os efeitos das concentragdes de milhocina e de
residuo de refinaria de éleo de soja sobre a tensao superficial, bem como a interagéao
entre eles, no segundo planejamento fatorial completo 22 sdo mostrados na figura. 2. A
interpretacdo do diagrama de Pareto mostra que a Unica variavel significativa para a
tensdo superficial foi a concentracdo de milhocina. O aumento da concentracdo de
milhocina exerceu uma influéncia negativa, do ponto de vista estatistico, sobre o
aumento da tensdo superficial, levando a reducado dos valores de tensao superficial.
Por outro lado, 0 aumento da concentracao de residuo de refinaria de éleo de soja, o
efeito da curvatura e a interacao entre a milhocina e o residuo de refinaria de 6leo de

soja nao foram estatisticamente significativos.
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Inserir figura 2

3.4. Terceiro planejamento fatorial completo

Considerando os resultados do segundo planejamento, a concentracdo de
milhocina foi aumentada de 9 para 15% (v/v), embora os niveis de residuo de refinaria
de 6leo de soja ndao tenham sido modificados (Tabela 1). Como pode ser visto no
diagrama de Pareto (Figura 3), a concentracdo de milhocina e a interacdo entre a
milhocina e o residuo de refinaria de 6leo de soja produziram efeitos positivos
estatisticamente significativos sobre o aumento da tensao superficial, levando a maior
tensao superficial. Por outro lado, nas condi¢des estudadas, a concentracao de residuo
de refinaria de 6leo de soja produziu um efeito negativo sobre o aumento da tensao
superficial, mas este efeito nao foi significativo estatisticamente. Embora o teste de
curvatura tenha revelado falta de ajuste da aproximacéao linear, o efeito da curvatura

também nao foi estatisticamente significativo neste planejamento experimental.

Inserir figura 3

3.5 Otimizag&o do experimento

A estratégia utilizada para atingir o objetivo deste trabalho foi explorar o espaco
em torno das condigdes experimentais selecionadas através da analise dos resultados
dos trés planejamentos fatoriais previamente realizados. Apo6s o terceiro planejamento
fatorial completo, experimentos adicionais ndo foram capazes de reduzir ainda mais a
tensdo superficial do liquido metabdlico livre de células. Tais resultados indicaram que
as concentracdes de milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de soja do segundo
planejamento estavam préximas do ponto étimo; portanto, um planejamento composto
central 22 foi realizado para alcancar a menor tensdo superficial do liquido metabélico

livre de células e otimizar, assim, a composicdo do meio. Os niveis dos fatores
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utilizados para o planejamento composto central 22 (Tabela 2) foram selecionados com
base nos resultados dos planejamentos fatoriais completos 22 previamente realizados
(Tabela 1). Os resultados obtidos do planejamento composto central estdo
apresentados na Tabela 4. Os experimentos mostraram que tensdes superficiais
reduzidas do liquido metabdlico livre de células foram obtidas em todas as condi¢des
estudadas e que as tensdes mais baixas do liquido metabdlico livre de células foram
encontradas nas condigdes do ponto central (nivel zero — ensaios nimeros 9, 10 e 11),
onde o valor médio da tensao superficial foi igual a 25,29 + 0,21 mN/m.

Para explicar a dependéncia da tensao superficial em relacdo aos componentes
do meio, os resultados obtidos a partir do planejamento composto central foram

ajustados a seguinte equacéao polinomial de segunda ordem:

Z = 25.284-0.288x+0.718X°+0.004y+0.374y+0.214xy 2)

onde z é a resposta prevista da tensao superficial e x e y sdo os valores codificados de
milhocina e de residuo de refinaria de 6leo de soja, respectivamente.

O modelo permitiu a avaliacao dos efeitos lineares, quadraticos e combinados
das variaveis independentes (concentracdes de milhocina e residuo de refinaria de éleo
de soja) sobre a variavel independente (tensado superficial). O significado de cada
coeficiente da equacao de regressdo foi determinado pelo p-valores, que sao
representados graficamente no diagrama de Pareto ilustrado na Figura. 4. A andlise
dos resultados da Figura 4 mostra que a concentracao de residuo de refinaria de éleo
de soja foi a variavel com maior influéncia sobre a tensdo superficial do liquido
metabdlico livre de células. A contribuicao quadratica do residuo de refinaria de 6leo de
soja foi positiva e estatisticamente significativa. A contribuicdo linear do residuo de

refinaria de 6leo de soja foi negativa, mas nao foi estatisticamente significativa. A
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contribuicdo quadratica da milhocina foi positiva e muito proxima da significancia
estatistica. A contribuicdo linear da milhocina e da interagdo da milhocina com o
residuo de refinaria de 6leo de soja foram positivas e estatisticamente significativas.
Estes resultados também indicaram que as concentracdées de milhocina e de residuo
de refinaria de 6leo de soja deveriam ser mantidas proximas do ponto central para se

obter a maxima resposta.

Inserir figura 4

A andlise de variancia (ANOVA) do modelo de segunda ordem (Equacao 2)
mostra que o modelo é significativo, como é evidente a partir do teste F de Fisher, onde
o valor do F calculado (Fmodelo=15,51) € maior do que o valor do F tabulado (Fip =
5,05). O valor do coeficiente de determinacdo (R®=0,87) indica que 87% da
variabilidade na resposta pode ser explicada pela equacéo de predicdo polinomial de
segunda ordem, expressa na Equacdo 2, demonstrando a qualidade do ajuste do
modelo. O valor do coeficiente de determinacao ajustado (Rza,-ust=0,73) também indica a
importancia do modelo. Uma boa correlacao entre os valores previstos e experimentais
foi obtida uma vez que o coeficiente de correlacdo (R=0,93) esta préximo de 1. O
modelo ndo apresentou falta de ajuste (FA), como é evidente a partir do teste F de
Fisher, onde o valor do F calculado (Fra = 4,08) ndo € maior do que o valor do F
tabulado (Fiap = 19,2). Por meio da Equacao 2, os valores 6timos codificados para o
residuo de refinaria de 6leo de soja e para a milhocina foram respectivamente iguais a
0,210514 e -0,065631. Os valores 6timos correspondentes nao codificados foram
calculados como sendo iguais a 8,63% (v/v) e 8,80% (v/v), respectivamente. A tensao
superficial minima do liquido metabdlico livre de células prevista nestas condigbes

6timas foi 25,25 mN/m. Estes resultados sdo apresentados graficamente na Figura 5,
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através do grafico tridimensional de milhocina e residuo de refinaria de 6leo de soja

contra a tensao superficial no liquido metabdlico livre de células.

Inserir figura 5

O modelo foi validado através da repeticdo dos experimentos, nas condicoes
otimizadas, o que resultou em uma tensao superficial de 25,34 + 0,16 mN/m, provando
assim sua validade. Para fins de simplificacdo, as concentracées de milhocina e de
residuo de refinaria de 6leo de soja foram arredondadas para 9% (v/v). Novos
experimentos foram entdo realizados para verificar o étimo previsto. O resultado 25,53
+ 0,24mN/m) de trés repeticoes (25,76; 25,29 e 25,5mN/m) foi coincidente com o valor
previsto, mostrando mais uma vez a adequacao do modelo.

A estratégia de otimizacao utilizando planejamentos fatoriais sequenciais
também foi empregada em nossos laboratérios para aumentar a atividade dos agentes
emulsificantes produzidos por C. lipolytica utilizando residuo de refinaria de 6leo de
soja como substrato. Um planejamento fatorial completo foi utilizado para avaliar o
efeito das concentracbes do residuo, de acido glutdmico e de extrato de levedura.
Verificou-se que o aumento das concentracbes de residuo e de acido glutdmico
provocou a reducgao da tensao superficial, que atingiu valores em torno de 25,29 mN/m
[14]. Em outro trabalho, o biossurfactante de C. sphaerica cultivada em um meio de
baixo custo formulado com 5% de residuo de refinaria de soja e 2,5% de milhocina
como substratos reduziu a tensao superficial para valores em torno de 26 mN/m apéds
144 h [19], enquanto que o biossurfactante de C. lipolytica cultivada em um meio
mineral suplementado com o mesmo residuo de refinaria usado neste trabalho reduziu
a tensdo superficial para 32 mN/m [20].

Modelos adequados foram criados para descrever a resposta dos experimentos
para a producdo de biossurfactantes por bactérias probidticas. A substituicao do
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material sintético pelo meio alternativo mais barato, formulado com soro de queijo e
melago permitiu um aumento de cerca de 1,2-1,5 vezes o rendimento do
biossurfactante produzido e uma reducédo de 60-80% dos custos de preparacdo dos
meios [12]. Ferramentas de planejamento experimental foram utilizadas para estudar
os efeitos das condi¢cdes do processo de producédo de surfactante usando uma estirpe
de Pseudomonas alcaligenes cultivada de éleo de palma como unica fonte de carbono.
O procedimento de selecdo mostrou que a produgdao do surfactante depende
principalmente da concentracdo de 6leo de palma, com uma reducdo na tensao
superficial de 54 para 31 mN /m em 48 horas [21].

Parametros importantes para a producdo de biossurfactante por Serratia sp.
SVGG16 também foram selecionados através de planejamentos experimentais. Os
resultados demonstraram que esta linhagem foi capaz de reduzir a tensédo superficial

do meio para 34 mN /m [22-23-24].

4. Conclusoes

A associacao de planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta
provou ser efetiva para a otimizacdo do meio para producao de biossurfactantes. Os
resultados dos trés planejamentos fatoriais completos 2% e do planejamento composto
central com dois fatores mostraram a habilidade da Candida sphaerica crescer em
meio de baixo custo constituido por residuo de refinaria de éleo de soja e por
milhocina e de produzir surfactante com potencial de aplicacdo em uma variedade de

campos, especialmente em biorremediacéo.
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Fig. 1. Primeiro planejamento fatorial completo 2° - Diagrama de Pareto dos efeitos
padronizados para (1) residuo de soja e (2) milhocina, utilizando tensao superficial
como variavel resposta. O ponto em que as estimativas de efeito sdao estatisticamente

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada.

Fig. 2. Segundo planejamento fatorial completo 2 — Diagrama de Pareto dos efeitos
padronizados para (1) residuo de soja e (2) milhocina, utilizando tensdo superficial
como variavel resposta. O ponto em que as estimativas de efeito sdao estatisticamente

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada.

Fig. 3. Terceiro planejamento fatorial completo 2° — Diagrama de Pareto dos efeitos
padronizados para (1) residuo de soja e (2) milhocina, utilizando tensao superficial
como variavel resposta. O ponto em que as estimativas de efeito sdao estatisticamente

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada.

Fig. 4. Planejamento composto central - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados
para (1) residuo de soja e (2) milhocina, utilizando tensao superficial como variavel
resposta. O ponto em que as estimativas de efeito sdo estatisticamente significativas (p

= 0,050) é indicado pela linha tracejada.

Fig. 5. Superficie de resposta da tensédo de superficial mostrando a interacao entre

as concentragdes residuo de éleo de soja e milhocina.
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Tabela 1

Niveis e valores das variaveis independentes dos planejamentos fatoriais completos 22

Primeiro Planejamento Fatorial Completo

Nivel
Fator 1 0 1
Residuo (%v/v) 0 3 6
Milhocina(%v/v) 0 3 6
Segundo Planejamento Fatorial Completo
Fator Nivel
-1 0 +1
Residuo (%v/v) 6 9 12
Milhocina (%v/v) 6 9 12
Terceiro Planejamento Fatorial Completo
Fator Nivel
-1 0 +1
Residuo (%v/v) 6 9 12
Milhocina (%v/v) 9 12 15
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Tabela 2

Niveis e valores das variaveis independentes do planejamento composto central 2

Planejamento Fatorial Central

Niveis
Fator 1,41 -1 0 +1 +1,41
Residuo
(%VIv) 3,68 5 8 11 12,32
Milhocina
(%V/V) 4,68 6 9 12 13,32
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Tabela 3

Valores codificados e resultados de tensdo superficial dos planejamentos fatoriais
completos 22

Tensao superficial (mN/m)

Ensaio Residuo  Milhocina’ Primeiro Segundo Terceiro
Planejamento Planejamento Planejamento
Fatorial Fatorial Fatorial
1 -1 -1 68,64 25,50 25,17
2 1 -1 27,92 25,46 24,15
3 -1 1 46,86 25,09 25,46
4 1 1 25,23 25,29 26,11
5 0 0 30,55 25,25 25,29
6 0 0 29,92 25,23 25,37
7 0 0 29,29 25,14 25,40

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: primeiro planejamento - residuo, 0% (-1),
3%(0) e 6% (+1); milhocina, 0%(-1), 3%(0) e 6% (+1). Segundo planejamento-- residuo, 6% (-1), 9%(0) e 12%
(+1); milhocina, 6%(-1), 9%(0) e 12% (+1). Terceiro planejamento- - residuo, 6% (-1), 9%(0) e 12% (+1);
milhocina, 9%(-1), 12%(0) e 15% (+1).
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Tabelad

Valores %odificados e resultados de tensao superficial do planejamento composto
central 2

Ensaio’ Residuo’ Milhocina Tensao superficial

(mN/m)

26,715
1 -1 -1 26,090
2 +1 -1 26,505
3 -1 +1 27,350
4 +1 +1 27,250
5 -1,41 0 25,900
6 1,41 0 26,035
7 0 -1,41 25,750
8 0 1,41 25,505
9 0 0 25,095
10 0 0 25,255

"As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: residuo, 3,68% (-1,41),5%(-
1),8%(0),11%(+1), 12,32% (+1,41); milhocina, 4,68% (-1,41),6%(-1),9% (0),12%(+1), 13,32% (+1,41)
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RESUMO

O desenvolvimento de surfactantes biodegradaveis e menos téxicos, como o0s
biossurfactantes microbianos, torna-se uma estratégia importante na obtencdo de
compostos compativeis com o meio ambiente. Muito tém sido produzidos embora
poucos sejam comercializados em virtude de alto custo de producédo desses compostos
e dos processos de purificacdo. Nesse trabalho, foi utilizando o meio otimizado
contendo agua destilada suplementada com 9% de residuo industrial e 9% de
milhocina como substratos para a producao de biossurfactantes por Candida sphaerica.
O rendimento do biossurfactante isolado foi de 9g/L. O biossurfactante Lunasan
demonstrou uma excelente capacidade de reducao de tensao superficial (25 mN/m) e
baixo valor de CMC (0,025%), estabilidade térmica e a diferentes pHs relacionadas a
capacidade de emulsificacdo e redugdo da tensao superficial, além de tolerancia a
condicbes salinas. Testes de hidrofobicidade sugeriram a utilizacdo de dois
mecanismos de transferéncia para os substratos, ou seja, ingestao interfacial direta e
transferéncia mediada pelo biossurfactante. A caracterizacdo do biossurfactante
indicou sua natureza anibnica e a presenca de 70% de lipideos e 15% de carboidratos,
sugerindo uma estrutura glicolipidica. Os resultados obtidos com a producdo de
biossurfactante por Candida sphaerica, nas condicbes testadas acima, demonstram
propriedades promissoras para aplicacdo na biorremediacdo de compostos
hidrofébicos.

Palavras - chave: Biossurfactantes. Candida sphaerica. Residuos industriais.

Hidrofobicidade celular.
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Introducao

Os surfactantes constituem um grupo de agentes que atua nas superficies
através da capacidade em reduzir a tensdo superficial e interfacial dos liquidos. Os
biossurfactantes sdo compostos biolégicos produzidos por uma grande variedade de
microrganismos procariontes e eucariontes. Assim como seus similares sintéticos
possuem em sua estrutura molecular porcdées hidrofilicas (polares) e hidrofébicas
(apolares), sendo por isso considerado moléculas anfipaticas que permitem a formacao
de estruturas especializadas, vitais a sua acao (Singh et al. 2007). A parte polar ou
hidrofilica de um surfactante € conhecida geralmente como a “cabeca” e a parte
hidrofébica ou apolar € conhecida como a “cauda” (Maneerat 2005; Muthusamy et al.
2008).

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes sao metabdlitos produzidos
principalmente, por bactérias e leveduras, embora alguns fungos também os produzam.
Esses compostos, em fungdo de suas biodegradabilidade e compatibilidade com o
meio ambiente, ao contrario dos similares petroquimicos (sintéticos), tém sido cada vez
mais estudados (Gautam and Tyagi 2006; Zai Rate et al. 2006). Os biossurfactantes
apresentam, ainda, inimeras vantagens sobre os surfactantes de origem quimica, tais
como baixa toxicidade, estabilidade frente a ampla faixa de pH e sob temperaturas
elevadas, bem como resisténcia a elevadas concentragdes salinas (Singh et al. 2007).
Os tipos de estrutura e as quantidades de biossurfactantes produzidas sao
determinados a partir da escolha e concentracao do(s) substrato(s) utilizado(s), que
podem ser sollUveis e insolluveis, bem como pela concentragdo de ions como P, N, Mg,
O e Fe no meio de cultura, além das condicbes de cultivo (Soon et al. 2004).

A producao de biossurfactantes apresenta alguns aspectos limitantes quando
comparada com a producado de surfactantes quimicos, ja que o custo de producgao é
cerca de 50 vezes maior. Assim, 0 sucesso da producao industrial de biossurfactantes
irA depender do desenvolvimento de processos mais econdmicos (Cortis and
Ghezzehei 2007).

Nesse contexto, o processo fermentativo possui a chave para reduzir os custos
do processo, no que se refere a utilizacdo de substratos alternativos, uma vez que
estes representam cerca de 30 % do custo total. Na procura de substratos de baixo
custo, os residuos industriais surgem como promissores (Luna et al. 2009). A producao
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mundial de éleos e gorduras € de cerca de 2,5 a 3 milhdes de toneladas/ano, sendo 75
% derivados de plantas. A maioria dos O6leos e gorduras € usada na industria
alimenticia, a qual gera grandes quantidades de residuos graxos da extracao das
sementes oleaginosas. O acumulo destes residuos tem aumentado a utilizagdo destes
materiais para transformacao microbiana (Calvo et al. 2009).

Em geral, substratos agroindustriais que contenham altos niveis de carboidratos
ou de lipideos suprem a necessidade de fonte de carbono para a producdo de
biossurfactantes (Tompson et al. 2000; Sarubbo et al. 2006; 2007). Assim, a utilizacao
de residuos pode diminuir os custos de producao para niveis competitivos em relacao
aos similares obtidos por via petroquimica e, ao mesmo tempo, reduzir os problemas
ambientais relativos ao descarte e aos custos do tratamento (Mulligan 2005).
Considerando que o Brasil € um pais essencialmente agricola, a facilidade de acesso
aos subprodutos agroindustriais é bastante significativa, motivando as pesquisas nessa
area. Nesse sentido, o uso de substratos de baixo custo aliado a capacidade
biossintética de bactérias e leveduras representa uma alternativa econbémica de

producao de biopolimeros com potencial de aplicagao na industria petrolifera.

Portanto, o presente trabalho foi desenvolvido visando produzir surfactantes a
partir de Candida sphaerica UCP 0995 utilizando residuos industriais como substratos
de baixo custo, através do estudo da cinética de crescimento e de producao, bem como
pelo estudo das propriedades do biossurfactante obtido, seu isolamento e

caracterizagdo preliminar.
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Materiais e Métodos

Microrganismo

A Candida sphaerica (UCP 0995), utilizada como microrganismo produtor de
biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do municipio de Belo Jardim
(Brandao 2001) mantida em meio YMA (Yeast Mold Agar) e depositada no Banco de
Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catélica de
Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade

celular.

Substratos

Dois residuos industriais foram utilizados como substratos para a producao do
biossurfactante. Um residuo industrial da refinaria de 6leo vegetal de soja, gentilmente
cedido pela ASA LTDA, Recife-PE, foi utilizado como substrato insoluvel, enquanto que
a milhocina, residuo da fabricacdo de produtos a base de milho, gentiimente cedido
pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo Agostinho-PE, foi utilizado como
substrato solavel.

O residuo de refinaria de 6leo de soja constituiu a principal fonte de carbono,
enquanto que a milhocina constituiu a fonte de nitrogénio. Ambos os residuos também
contribuiram para o fornecimento de outros nutrientes importantes para o metabolismo
do microrganismo. A composi¢dao do residuo de refinaria apresenta 60% de material
graxo, 35% de carboidratos, 2,7% de sédio, 0,08% de magnésio, 0,063% de potassio e
0,004% de zinco. A milhocina possui entre 21 a 45 % de proteinas, 20 a 26 % de acido
latico, cerca de 8 % de cinzas (contendo Ca?*, Mg®", K*, etc.), cerca de 3 % de
carboidratos e baixo teor de gordura (0,9-1,2 %), de acordo com a literatura (Cardinal
and Hedrick, 1947; Akhtar et al. 1997).

Meio de producéao

Para a produgédo do biossurfactante denominado de “Lunasan” foi utilizado o
meio otimizado por Luna et al.(2008), contendo 9% de residuo da industria de éleo de
soja e 9% de milhocina. O meio foi esterilizado em autoclave 121°C por 20 minutos,

sendo o pH final de 5,3.
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Producg&o do biossurfactante

As fermentacdes para producao do biossurfactante foram realizadas em frascos
de Erlenmeyer com 500 ml de capacidade contendo 100mL do meio de producéo e
incubados com a suspensdo celular de 10* células/mL. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo orbital de 150 rpm, durante 144 horas, a temperatura de 27°C. Aliquotas
foram coletadas ao longo do cultivo para as seguintes determinacdes: biomassa, pH,

tensao superficial e rendimento em biossurfactante.

Cinética de crescimento

O crescimento foi acompanhado através da contagem de células em Camara de
Nelbauer e peso seco. A contagem em Camara de Neubauer foi realizada ao longo da
fermentacdo a partir de aliquotas do liquido metabdlico, o qual foi diluido quando
necessario. O resultado da contagem foi expresso como células/mL. Para
determinacao da biomassa por peso seco, 10 mL das amostras foram centrifugados a
2000g durante 20 minutos, sendo a biomassa lavada com agua destilada em tubo de
centrifuga graduado. Apds agitacdo e nova centrifugacdo, a fase superior foi
descartada, e o “pellet” celular seco em estufa a 105 °C por 24 horas e pesado (Garcia-
Ochoa and Casas 1999).

Determinag&o da atividade de emulsificagdo

Para a determinacdo da atividade de emulsificagdo, as amostras foram
centrifugadas a 2000g durante 20 minutos e, em seguida, analisadas segundo a
metodologia proposta por Cooper and Goldenberg (1987) onde 1,0 mL de um
hidrocarboneto (6leo de motor, éleo de milho, 6leo de algodao, n-hexadecano ou
querosene) foi adicionado a 1,0 mL do liquido metabdlico livre de células, obtido apds
centrifugacdo, em tubos graduados e agitados em vortex durante um minuto. A
estabilidade da emulsao foi determinada apds 24 horas, e o indice de emulsificagéo (E)
foi calculado pela razdo entre a altura da emulsdo e a altura total, sendo o valor
multiplicado por 100. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Estabilidade dos agentes surfactantes (efeito do pH, da adicao de NaCl e da
temperatura)
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Os efeitos de diferentes temperaturas (5°C, 70°C, 100 °C e 120°C), de diferentes
concentracées de NaCl (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) e de diferentes pH (2, 4, 6, 8, 10 e
12) na tensao superficial do biossurfactante foram avaliados no liquido metabdlico livre
de células para determinacao da estabilidade da atividade surfactante e da atividade de
emulsificacado (CAMEOTRA; MAKKAR 1998; KIM et al., 2000). Todas as andlises foram
feitas em triplicata.

Isolamento do biossurfactante

Apébs 144 horas de cultivo da Candida sphaerica na condicdo selecionada, o
liquido metabdlico livre de células foi submetido ao processo de extracdo. O pH foi
ajustado para 2 com HCI 6M e precipitado com 2 volumes de metanol. Apds repouso
durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas a 4000g por 30 minutos,
lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por 24-48 h, até
secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o rendimento em

produto isolado calculado em g/L. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Determinac&o da tensao superficial e da concentracdo micelar critica (CMC)

A tensao superficial e a CMC foram medidas de acordo com a metodologia
descrita por Kuyukina et al. (2001), em tensidmetro automatico (Modelo Sigma 70, KSV
Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma

solucéo de concentracdo conhecida do biossurfactante isolado.

Determinacdo da Tensao Interfacial

A tensao interfacial foi medida contra o n-hexadecano no liquido metabdlico livre
de células (apdés a remocao das células com Millipore 0,45um). A tensao foi
considerada alta para valores acima de 18mN/m e abaixa para valores abaixo de
7mN/m .

Composicao quimica do biossurfactante
A concentragdo de proteina do biossurfactante isolado foi determinada pelo
método de Lowry et al. (1951), usando albumina de soro bovina como padrdo. Os

carboidratos foram determinados pelo método acido fenol-sulfurico, usando D-glicose
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como padrado (HANSON et al. 1981) e os lipidios quantificados de acordo com
Manocha et al. (1980).

Determinac&o da hidrofobicidade celular

A hidrofobicidade celular foi medida pela aderéncia celular a hidrocarbonetos. As
células foram lavadas duas vezes com agua deionizada estéril e ressuspendidas em
tampao salino (16,9 g/L KoHPOy, 7,3 g/L KH2PO4) para fornecer uma D.O. de 0,5 a 600
nm. A 2,0 mL da suspenséao celular foram adicionados 100 mL de n-hexadecano em
tubo de ensaio (10x100mm), sendo o conteldo agitado em vértex por 3 minutos. Apds
agitacdo, o conteudo foi deixado em repouso por 1 hora para separacao das fases
aquosa e hexadecano. A D.O. da fase aquosa foi entdo medida a 600 nm. A
hidrofobicidade foi expressa como a percentagem de aderéncia ao hexadecano,
calculada como segue: 100 x (1 — D.O. da fase aquosa/ D.O. da suspensao celular
inicial). Trés determinagdes foram realizadas para cada amostra. As células foram
consideradas muito hidrofébicas quando o resultado for maior que 60% € pouco

hidrofébicas quando os resultados forem inferiores a 10% (Bouchez-Naitali et al.1999).

Determinagéo da carga ibnica do biossurfactante

A carga i6nica do biossurfactante foi determinada pela técnica de difusdo dupla
em Agar modificada (MEYLHEUC et al., 2001). 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 solugcao do surfactante isolado. Cada poco
da fileira superior foi preenchido o dodecil sulfato de sédio (SDS), na concentracédo de
0,02 M, enquanto que a substancia catidnica foi o cloreto de bario, na concentragédo de
0,05 M. O surgimento de linhas de precipitacao entre os pocos, indicativas do carater
ibnico do biossurfactante, foi monitorado durante 48 horas a temperatura ambiente.

Resultados e discussao

Cinéticas de crescimento de C.sphaerica e de producdo do biossurfactante

A Figura 1 mostra a cinética de crescimento do microrganismo e de producao do
biossurfactante de C. sphaerica cultivada em agua destilada suplementada com 9 % de
residuo de refinaria e 9% de milhocina.
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A cinética de crescimento do microrganismo demonstrou um perfil diduxico entre
12 e 20 horas e entre 24 e 36 horas de fermentacgao, refletindo-se na curva de pH. O
inicio da fase exponencial de crescimento foi observado com 4hs de cultivo,
prolongando-se até 60 horas de cultivo. Observou-se que a maxima producao de
biomassa foi de 17g/L, apds 120horas de cultivo. A maior produgéo de biossurfactante
(9g/L) ocorreu na fase estacionaria de crescimento apo6s 144horas, enquanto que a
tensdo superficial do meio foi reduzida de 56 mN/m para 25 mN/m. J4 o pH do meio
aumentou nas primeiras 12 horas de crescimento exponencial, atingindo valores em

torno de 7 e permanecendo inalterado até o fim do cultivo.

Os biossurfactantes produzidos de leveduras descritos na literatura nas décadas
passadas tém demonstrado capacidade de reduzir a tensao superficial para valores em
torno de 35 mN/m (Kitamoto et al. 2002; Van Hame et al. 2003). Pesquisas mais
recentes tém revelado valores compativeis com os biossurfactantes bacterianos, como
o resultado obtido nesse trabalho para o biossurfactante de C. sphaerica. Rufino et al.
(2007) observaram que o biossurfactante produzido pela levedura C. lipolytica UCP
0988 cultivada em residuo industrial como substrato reduziu a tensédo superficial do
meio para 26 mN/m nas 72 horas de cultivo, enquanto que Sarubbo et al. (2006),
utilizando 6leo de algodao, glicose e extrato de levedura na producédo do biopolimero
de C. glabrata, observaram uma reducao de tensao superficial para 31 mN/m apés 144

horas de cultivo.

Coimbra et al. (2009), utilizando meio mineral suplementado com 2,5% de
residuo industrial e 2,5% de milhocina na producdo de biossurfactante utilizando
diferentes espécies de Candida, observaram a redugéo da tenséo superficial para: C.
sphaerica- 35 mN/m, C. glabrata - 34,12 mN/m, C. tropicalis - 43,08 mN/, C. lipolytica -
35 mN/m, C. buinensis - 27,63 e C. guillermondii - 30 mN/m.

Sobrinho et al. (2008), utilizando residuos industriais para a producdo de
biossurfactante por C. sphaerica, observaram que a cinética de crescimento do
microrganismo demonstrou um perfil diduxico entre 12 e 24 horas, refletindo-se na
curva de pH, e apresentou um rendimento de 4,5g/L em biossurfactante.

Sarubbo et al.(2007) observaram, para o biossurfactante produzido por C.
lipolytica em meio contendo 6leo de canola e glicose como substratos, que a
concentracao do biossurfactante comegou a aumentar durante a fase exponencial de
crescimento, atingindo seu maximo apés 48 horas de fermentacao. O rendimento foi de
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8g/L. Com relacao a tensdo superficial, esta foi reduzida para valores em torno de
34mN/m.

Luna et al. (2008) observaram, para o biossurfactante produzido por Candia
glabrata em meio contendo 50% agua destilada e 50% agua do mar suplementada com
4,0 % de residuo de refinaria e 4,0 % de milhocina, também observou um perfil
diauxico, onde a fase estacionaria foi atingida nas primeiras 48 horas de cultivo.

Estudos realizados por Cunha et al. (2004) utilizando gasolina como substrato
para a producao de biossurfactante por Serratia sp. demonstraram que o pH do meio
apresentou valores proximos a 6,0 ao final da fermentacdo. Os resultados obtidos
sugerem que cada microrganismo apresenta um pH especifico para o tipo de
biossurfactante produzido.

Sarubbo et al. (1999, 2001) avaliaram a producao de bioemulsificantes por duas
linhagens de C. lipolytica UFPEDA1055 e 1120 utilizando meio suplementado com 5%
de Oleo de babacu e 1% de glicose como fonte de carbono, respectivamente. A
producao de bioemulsificantes foi observada na fase exponencial de crescimento € no

inicio da fase estacionaria.

Rufino et al.(2008) observaram que o inicio da fase exponencial de crescimento
de C. lipolytica UCP0988 foi observado com 4 horas de cultivo, prolongando-se até as
40 horas de cultivo e obteve um rendimento de 8g/L, enquanto que Sarubbo et al.
(2006) observou que as cinéticas de crescimento da C. glabrata demonstraram um
perfil de diauxia. A presenca de glicose nos cultivos foi um fator determinante da acidez
do meio ja que, em sua presencga, houve uma reducédo no pH, o qual atingiu valores

estaveis em torno de 3,0, no inicio da fase estacionaria de crescimento.

Propriedades do biossurfactante
Estabilidade do biossurfactante relacionada a tensao superficial

A redugdo da tensdo superficial ou interfacial € considerada o principal
parametro para deteccao de um composto tensoativo em um determinado meio (Deleu
and Paquot 2004).

Em adicdo a tensao superficial e/ou interfacial, a estabilidade de emulsdes 6leo/agua
também é muito utilizada como um indicador de atividade superficial, embora a

habilidade de uma molécula em formar uma emulsdo estavel ndao esteja sempre
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associada a reducao da tensao superficial (llori, and Amund 2001; Urum and Pekdemir
2004; Youssef et al. 2004).

Fatores ambientais como pH, salinidade e temperatura também influenciam a
atividade e a estabilidade de um biossurfactante. Conseqlientemente torna-se de
fundamental importancia o estudo da influéncia desses parametros ao se considerar a

possibilidade de aplicacdes especificas para esses compostos (Mulligan 2005).

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada no liquido metabdlico livre de
células ap6s 144 horas de cultivo quanto a diferentes valores de pH, temperatura e
concentragdes crescentes de NaCl em fungéo da tenséo superficial do biopolimero .

Com relacédo a influéncia da temperatura sobre a tensado superficial do liquido
metabdlico livre de células contendo o biossurfactante (Figura 2A), observou-se que a
tensdo superficial sofreu poucas alteragdes frente as temperaturas estudadas. Os
resultados obtidos por Brown et al (1991) para o biossurfactante produzido pela
bactéria designada como isolado 1165 demonstrou uma reducao da tensao superficial
no liquido metabdlico livre de células quando submetido a temperatura entre 0 e 4°C,
embora quando exposto a temperaturas elevadas (100 e 120 °C) tenha apresentado
valores estaveis de tensdes, entre 30,5 e 31,8mN/m. Markkar and Cameotra (2002)
observaram a estabilidade da tensao superficial apés a exposicdo do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis a temperatura de 100°C.

O biossurfactante de C. lipolytica cultivada em residuo industrial (RUFINO et al.
2007) e o biossurfactante produzido por C. glabrata (Luna 2006) demonstraram

estabilidade térmica similar em relacéo a faixa de variacao de temperatura testada.

Os testes realizados no liquido metabdlico livre de células, com relacdo a
variacdo do pH, demonstraram que o biossurfactante obtido ndo apresentou alteracdes
significativas no valor da tensdo superficial. Contudo, observou-se um aumento na
tensdo superficial nos pHs 10 e 12 (Figura 2B). De acordo com Kim et al. (2000), as
tensdes superficiais do biossurfactante de Nocardia sp. L-417 foram mantidas em todos
os valores de pH testados (de 2 a 12), indicando que a variagao do pH também nao
teve efeito significativo sobre a tensado superficial. Sobrinho et al. (2008) observaram
que o biossurfactante de C. sphaerica manteve a capacidade de reducédo da tensao
superficial frente a diferentes pHs, enquanto que Luna et al. (2009) observaram que o
biossurfactante produzido por C. glabrata manteve-se estavel nos diferentes pHs.
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O biossurfactante de Bacillus licheniformis cultivado em residuos agroindustriais,
por outro lado, demonstrou estabilidade na faixa de pH entre 7,0 e 12,0 (Rammanl et
al. 2005). A estabilidade da tensao superficial do liquido metabdlico produzido por
Bacillus subtilis foi determinada frente a diferentes pHs (3,0 a 11,0), observando-se,
também, para essa bactéria, apenas pequenas variagdes, da ordem de 4 mN m’
(BROWN et al., 1985). A tenséo superficial do liquido metabdlico livre de células dos
biossurfactantes isolados de espécies de Bacillus cultivados em melaco e soro de
gueijo também se manteve inalterada na mesma faixa de pH estudada nesse trabalho
(Joshi et al. 2007).

A tensdo superficial no liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante mostrou-se estavel, independente da concentragdo de sal adicionada
(Figura 2C). Estudos realizados por Desai and Banat (1997) demostraram que
concentracbes acima de 2% de NaCl sao suficientes para inativar o surfactante

sintético.

Sobrinho et al. (2008) observaram que o biossurfactante de C. sphaerica manteve a

capacidade de reducao da tensao superficial até a concentracao ate 10 % de NaCl.

Pesquisas recentes sobre a producdo de biossurfactantes por C. lipolytica
(Sarubbo et al. 2007; Rufino 2006) e por C. glabrata (Sarubbo et al. 2006) e C.
sphaerica (Sobrinho et al. 2008) demonstraram a estabilidade dos agentes tensoativos

na presenca de NaCl.

Estabilidade do biossurfactante relacionada a habilidade de emulsificacao

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas destas
caracteristicas representam vantagens sobre os surfactantes convencionais: tolerancia

a temperatura, pH e forca iénica.

A estabilidade do biossurfactante também foi avaliada no liquido metabdlico livre
de células apdés 144 horas de cultivo em fungdo do indice de emulsificacdo do
biopolimero. A variacdo da temperatura ndo exerceu grande influéncia na capacidade
de emulsificacdo dos substratos emulsificados pelo liquido metabdlico livre de células
contendo o biossurfactante de C. sphaerica, destacando-se a manutencdo de
praticamente 100 % da atividade de emulsificagao do 6leo de motor a 70, 100 e 120°C
(Figura 3A).
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O biossurfactante de C. lipolytica cultivada em residuo industrial (Rufino et al.
2007) e o biossurfactante lipopeptidico de Bacillus subtilis C9 cultivado em glicose (Kim
et al. 1997) demonstraram estabilidade térmica similar em relacao a faixa de variacao
de temperatura testada, embora o biossurfactante de C. lipolytica tenha perdido
significante capacidade de emulsificacdo a 100°C. Cirigliano and Carman (1984)
reportaram que o emulsificante de Candida lipolytica permaneceu estavel a 70 °C por 1
hora, perdendo 60 % da atividade a 100°C. O bioemulsificante de Penicillium sp.
também demonstrou estabilidade a 93°C (Luna-Velasco et al. 2007). Ja o
biossurfactante de Bacillus pumilus espécie 28-11, embora tenha formado emulsées
muito estaveis com éleo bruto, teve a estabilidade diminuida pelo calor (Calvo et al.
2004). A variacao da temperatura também nao exerceu grande influéncia na
capacidade de emulsificacao do liquido metabdlico livre de células do biossurfactante
de C. glabrata UCP1002 (Sarubbo et al. 2007).

O bioemulsificante de Penicillium sp. também demonstrou estabilidade a 93 °C
(Luna-Velasco et al. 2007). Ja& o biossurfactante de Bacillus pumilus espécie 28-11,
embora tenha formado emulsées muito estaveis com 6leo bruto, teve a estabilidade
diminuida pelo calor (Calvo et al. 2004).

Como mostra a figura 3B, observou-se que o surfactante emulsificou bem os
substratos testados independente da concentracao de NaCl a qual foi submetido(Desai
and Banat 1997).

Sobrinho et al.(2008) observaram que a atividade de emulsificacdo do éleo de
motor permaneceu praticamente inalterada ao longo da adicao do sal. A estabilidade
demonstrada pelo biossurfactante de C. sphaerica sob condi¢cdes elevadas de
salinidade sugerem a aplicagdo em ambientes marinhos e em industrias relacionadas a
emulsificacdao. O emulsificante produzido por Yarrowia lipolytica NCIM 3589 cultivada
em n-hexadecano nado resistiu a adicao de NaCl até 8 % (Zinjarde et al. 1997),
enquanto que o emulsificante de Candida tropicalis foi capaz de tolerar 5 % de NaCl,
embora tenha perdido 20% de sua atividade quando submetido a 10 % do sal (Singh
and Desai 1989). Pesquisas recentes sobre a producdo de biossurfactantes por C.
lipolytica (Sarubbo et al. 2007; Rufino et al. 2007) e por C. glabrata (Sarubbo et al.
2006) demonstraram a estabilidade dos agentes tensoativos na presenca de NaCl.

Resultados promissores relacionados a estabilidade sob condigbes salinas também
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tém sido demonstrados para outros surfactantes produzidos por bactérias (llori et al.
2005; Kim et al. 2000; Luna-Velasco et al. 2007; Navon-Venezia et al.1995).

Sarubbo et al. (2006) observaram que a adicdo de 10% de NaCl ao liquido
metabdlico livre de células do biossurfactante de Candida glabrata UCP1002
provocou redugado de aproximadamente 20% na atividade de hexadecano, mostrando
tolerancia da emulsdo a elevadas concentragdes de sal. Também foram observadas
reducdes na atividade de emulsificacdo do surfactante de Candida lipolytica cultivada
em n- hexadecano e em culturas mistas suplementadas com melagco em presenca de
NaCl (Ghurye et al. 1994).

Testes também foram realizados para variacdo do pH (2,4,6,8,10 e 12).
Observou-se que o maior indice de emulsificacao foi obtido com 6leo motor, de 100%,
permanecendo inalterado frente aos pHs (Figura 3C). O emulsificante de Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 cultivada em hexadecano também permaneceu estavel e ativo em
uma ampla faixa de pH (2,0-10,0), embora uma perda significante tenha sido
observada acima do pH 10,0 (Zinjarde et al. 1997). A eficiéncia do biossurfactante de
C. lipolytica cultivada em 0Oleo de canola e glicose, se limitou a faixa acida-neutra de
pH, embora um aumento acentuado no indice de emulsificacdo tenha ocorrido no pH
12,0 (Sarubbo et al. 2007). O biossurfactante de Bacillus licheniformis cultivado em
residuos agroindustriais, por outro lado, demonstrou estabilidade na faixa de pH entre
7,0 e 12,0 (Rammani et al. 2005). A estabilidade da tensdo superficial do liquido
metabolico produzido por Bacillus subtilis foi determinada frente a diferentes pHs (3,0 a
11,0), observando-se, também, para essa bactéria, apenas pequenas variacdes, da
ordem de 4 mN/m (Brown et al. 1985). A tenséo superficial do liquido metabdlico livre
de células dos biossurfactantes isolados de espécies de Bacillus cultivados em melago
e soro de queijo também se manteve inalterada na mesma faixa de pH estudada nesse
trabalho (Joshi et al. 2007).

Sarubbo et al. (2006) observaram que a variagdo do pH ndo exerceu grande
influéncia sobre a capacidade de emulsificacdo do liquido metabdlico, embora um
aumento tenha sido observado no pH 12 para a emulsificacdo do 6leo de algodao. A
atividade do biossurfactante produzido por Bacillus subtillis também foi estavel a
diferentes valores de pH (Makkar and Cameotra 1998), embora a efetividade do
liposan de Candida lipolytica como emulsificante tenha sido limitada a faixa de pH acido

(Cirigliano and Carman 1985).
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Isolamento do biossurfactante

O rendimento do biossurfactante produzido em meio de baixo custo por C.
sphaerica foi de 9¢g/L ao final das 144 horas de cultivo. Sarubbo et al. (2007) obteve um
rendimento de 8¢g/L para o biossurfactante produzido por C. lipolytica utilizando 6leo de
canola e glicose como substratos. Estudos realizados por Sobrinho et al. (2008)
utilizando dois residuos industriais como fonte de carbono demonstraram um
rendimento de 4,5 g/L de biossurfactante produzido por C. sphaerica. Rufino et al.
(2007) obtiveram rendimentos de 8 g/L para o biossurfactante de C. lipolytica utilizando

extrato de levedura e residuo industrial como substratos.

Tens&o superficial e concentragdo micelar critica (CMC) do biossurfactante

Outra importante propriedade dos biossurfactantes potentes é a habilidade de
atuarem na formacao de micelas que sao moléculas anfipaticas agregadas (Hua et al.
2003; Amaral et al. 2006). A tensao superficial diminui quando a concentragdo de
surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formacdo das micelas. A
Concentracao Micelar Critica (CMC) é a minima concentracao de biossurfactante

necessaria para que a tensao superficial seja reduzida ao maximo.

O biossurfactante de C. sphaerica exibiu excelente capacidade de reducdo da
tensao superficial, uma vez que a tensao superficial da agua foi reduzida de 70 mN/m
para 25mN/m com o aumento da concentracdo do biossurfactante até 0,025% (Figura
8). A partir desse ponto, o0 aumento da concentracado da solucédo do biossurfactante nao
provocou maiores redugdes na tensao superficial da agua, indicando que a CMC havia
sido atingida nessa concentragéo. O biossurfactante de C. sphaerica demonstrou maior
capacidade de reduzir a tensdo do que os surfactantes de C. lipolytica (32 mN/m)
(Rufino et al. 2007), de C. glabrata (31 mN/m) (Sarubbo et al. 2006), de C. antarctica
(35 mN/m) (ADAMCZAC, BEDNARSKI, 2000) e de Yarrowia lipolytica (50 mN/m)
(Gallert et al. 2002). O biossurfactante produzido nas condi¢cdoes estudadas nesse
trabalho também demonstrou uma CMC muito inferior do que a CMC de outros
surfactantes de leveduras descritos na literatura, considerando os valores de 2,5 %
encontrados para os biossurfactantes de C. lipolytica (Sarubbo et al. 2007) e C.
glabrata (Luna et al. 2007) e valores de 1 % para o biossurfactante de C. lipolytica
cultivada em residuo de refinaria (Rufino et al. 2007) e valores de 0,08 % para C.
sphaerica (Sobrinho et al. 2008).
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Composicao quimica do biossurfactante

A Dbiossintese de biossurfactantes por um grande variedade de bactérias e
leveduras tem sido reportada (Daniel et al. 1998; Lang et al. 1999) envolvendo
geralmente raminolipideos e lipidios sulfurosos (Zhou and Kosaric 1995). Os
biossurfactantes produzidos diferem bastante entre as diferentes espécies. Relatos
sobre a producéao de glicolipideos (Desai and Desai 1993; Garcia-Ochoas and Casas,
1999; Sheperd et al. 1995), complexos carboidratos-proteinas (Cirigliano and Carman,
1985), acidos graxos de cadeia longa (Kapelli and Fiechter 1978) e complexos
proteinas-carboidratos-lipideos (Sarubbo et al. 1999; 2001, 2006; 2007; Rufino et al.
2007; Zinjarde et al. 1997), produzidos a partir de substratos sollveis ou insolUveis ou

da combinacao de ambos, tém sido descritos.

A andlise preliminar do biossurfactante isolado a partir do cultivo de C. sphaerica
em residuo da industria de 6leo de soja e milhocina como substratos indicou a
presenca de 70% de lipidios e 15% de carboidratos. Liposan, um emulsificante
produzido por C. lipolytica € composto por 93% de carboidratos e 7% de proteinas
(Cirigliano and Carman 1985). Outros polimeros emulsificantes contendo proteinas,
carboidratos e lipidios também foram produzidos por C. lipolytica quando cultivada em
6leo vegetal de babacu e glicose como fontes de carbono (Sarubbo et al. 1999).

Sobrinho et al. (2008) observaram que o biossurfactante isolado de Cadida
sphaerica indicou a presenca de 75% de lipideos e 25 % de carboidratos, revelando a

natureza glicolipidica.

Gusmao et al.(2007) observaram que o biossurfactante produzido por Candida
glabrata utilizando residuo industrial apresentou 34% de proteinas, 18% de lipideos e

48% de carboidratos.

Rufino et al.(2008) observaram que o biossurfactante produzido por Candida
lipolytica utilizando residuo da industria de 6leo de soja e acido glutamico apresentou
50% de proteinas, 20% de lipideos e 8% de carboidratos em sua constituicao.

Hidrofobocidade celular e Tenséao interfacial

As interacbes hidrofébicas exercem um papel importante na aderéncia de
microrganismos as superficies. Em particular, a natureza hidrofébica das superficies
bacterianas tem sido citada com fator de crescimento das células em substratos
hidrofobicos, como os hidrocarbonetos. Neste caso, o contato da célula com os
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compostos hidrofébicos se torna um requerimento, uma vez que o primeiro passo na
degradacao de hidrocarbonetos aromaticos € a introducédo de oxigénio nas moléculas
através da oxigenases associadas a célula (Vasilena Tonkova et al. 2008).

A transferéncia e utilizacdo de substratos insollUveis requerem adaptacdes
fisiologicas especificas e muitos microrganismos tém desenvolvido estratégias
diferentes de interagdo com estes compostos hidrofébicos. Dois tipos gerais de
interacao célula-hidrocarboneto, dependendo da relagédo entre o estado e o tamanho da
gota de hidrocarboneto com o tamanho da célula microbiana, tém sido postulados:
adesdo especifica das células a grandes gotas de 6leo e pseudosolubilizacao
envolvendo a assimilagdo celular das pequenas gotas do hidrocarboneto emulsificadas.

Considera-se que a existéncia de uma alta hidrofobicidade celular permita a
aderéncia da célula a fase oleosa insoluvel, 0 que pode ser observado através de um
alto valor de tensao interfacial do liquido metabdlico, provando que nao ha producao de
biossurfactante. Por outro lado, os pré-requisitos para o transporte mediado por um
biossurfactante sdo baixa tensao interfacial e baixa hidrofobicidade celular; esta ultima
garante a ndo aderéncia da célula a interfaces hidrofdbicas (Bouchez-Naitali et
al.1999).

Os mecanismos envolvidos na entrada de substratos hidrofébicos na célula
microbiana tém sido extensivamente discutidos nas ultimas décadas. Normalmente, a
producdo efetiva de biossurfactantes é vista como um critério ébvio de existéncia de
um mediador necessario para a transferéncia de um hidrocarboneto, ou seja, a célula
s6 poderia englobar o substrato insoluvel pela acdo de um biossurfactante (Bouchez-
Naitali et al. 1999), embora inumeras pesquisas descrevam a producdo de
biossurfactantes por microrganismos cultivados em substratos soluveis (Sarubbo et al.
2001; Sarubbo et al. 2007).

Nesse sentido, determinacdes foram realizadas no liquido metabdlico obtido
apos 144 horas de cultivo da levedura para diagnosticar os modos de ingestdo dos
substratos, que envolveram a hidrofobicidade celular e as tensbes superficial e
interfacial, as quais forneceram informagdes basicas sobre a transferéncia dos
substratos mediada pelo biossurfactante.

Candida sphaerica cultivada em meio contendo residuos industriais apresentou

elevada hidrofobicidade, de 60%, e valores baixos de tensdo superficial (25 mN/m) e
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tensdo interfacial (12,5 mN/m), indicando a possibilidade de utilizagdo de dois
mecanismos de transferéncia para os substratos , ou seja, ingestao interfacial direta e
transferéncia mediada pelo biossurfactante, seja por solubilizacdo (transferéncia
micelar) ou emulsificagdo dos substratos.

Bouchez-Natiali et al. (1999) estes pesquisadores também observaram baixas
tensdes superficial e interfacial, mas alta hidrofobicidade celular, quando culturas de
Pseudomonas fluorescens Es1 foram cultivadas em n-hexadecano, enquanto que
Vasileva-Tonkova e Gesheva (2005) observaram valores relativamente altos de
hidrofobicidade celular e alta atividade de emulsificacao para o isolado Arthrobacter sp.
HWS8, sugerindo que esta espécie possa empregar ambos 0S mecanismos, ou seja,

transferéncia interfacial e aumento da emulsificacéo do alcano via biossurfactante.

Coimbra et al.(2009) observaram que as leveduras Candida sphaerica, C.
glabrata, C. guillermondi, C. lipolytica, C. buinensis e C. troplicalis apresentaram
elevada hidrofobicidade e valores altos e intermediarios de tensao superficial e tensao
interfacial quando cultivadas em substratos sollvel (glicose) e insoluvel ( éleo de Soja e
glicose), concluindo que a hidrofobicidade pode variar de acordo com o0 meio de
crescimento celular. Ja Vasilena-Tonkova et al(2008) observaram que a
hidrofobicidade da superficie celular da Nocardioides sp. A-8 foi alta quando a bactéria

foi cultivada em parafina (53%) ou no substrato soluvel (72,4%).

Determinacdo da carga ibnica

O biossurfactante Lunasan produzido por Candida sphaerica cultivado em
residuos industriais apresentou carater anidénico. Outros biossurfactantes produzidos
por espéecies de Candida também apresentaram carater aniénico quando submetidos
ao mesmo teste (Rufino et al. 2008; Sobrinho et al. 2008).

Conclusoes

O biossurfactante denominado de Lunasan produzido pela Candida sphaerica
apresenta baixa CMC, tensao superficial e atividade de emulsificacao estavel frente a
altas temperaturas, diferentes pHs e condi¢cdes salinas elevadas, demonstrando
potencial para aplicagdes industriais e ambientais, em especial na recuperacdo de
6leos, na limpeza de reservatérios, como também na biorremediacdo de solos

contaminados com poluentes hidrofébicos, setores da industria petroquimica que
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requerem produtos baratos, eficientes e estaveis frente a condicdes ambientais

extremas.
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Figura 1- Curvas de crescimento, pH, tensdo superficial e rendimento em
biossurfactante isolado de Candida sphaerica cultivada em agua destilada

suplementada com 9,0 % de residuo de refinaria e 9,0 % de milhocina

Figura 2- Influéncia da temperatura (A), da variacao do pH (B) e (C) da adicdo de NaCl
na reducao da tensao superficial do biossurfactante produzido por Candida sphaerica

cultivada em 9,0 % de residuo de refinaria e 9,0% de milhocina

Figura 3- Influéncia da temperatura (A), adicdo de NaCl (B) e do pH(C) na capacidade
de emulsificagdo do biossurfactante produzido por Candida sphaerica cultivada em 9,0

% de residuo de refinaria e 9,0% de milhocina
Figura 4- Concentracdo Micelar Critica do biossurfactante produzido por Candida

sphaerica cultivada em agua destilada suplementada com 9,0 % de residuo e 9,0 % de

milhocina
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RESUMO

O biossurfactante foi produzido em meio de baixo custo formulado com agua
destilada suplementada com 9% do residuo de refinaria de 6leo de soja e 9% de
milhocina durante 144 horas a 28°C sob agitagcdo de 150 rpm. O liquido metabdlico
livre de células obtido ao fim do cultivo foi submetido a extragcdo, sendo o
biossurfactante isolado em metanol com um rendimento de 9 g/L. A concentracao
micelar critica do biossurfactante foi de 0,025%, sendo a tensao superficial nesse ponto
de 25 mN/m. Apés o isolamento, o biossurfactante foi submetido a testes de atividade
antimicrobiana e anti-adesiva, avaliados para varias concentracdoes do biosurfactante
(0,625 - 10 mg ml"') e comparados com uma variedade de linhagens de bactérias e
leveduras. O biossurfactante isolado apresentou os maiores percentuais de atividade
antimicrobiana contra os microrganismos Streptococcus oralis (68%), Candida albicans
(57%) e Staphylococcus epidermidis (57,6%) na concentragdo mais alta testada. O
biossurfactante demonstrou grande potencial anti-adesivo, sendo 0s maiores
percentuais de adesao obtidos para os microrganismos Pseudomonas aeruginosa, S.
agalactiae, Streptococcus sanguis12, Candida tropicallis, Echerichia coli, e
Streptococcus salivarius, com percentuais de inibicdo de 80 a 92%. Quase 100% de
inibicdo da aderéncia ocorreu a altas concentragdes (10 mg ml™"). Os resultados

obtidos indicam o potencial médico do biossurfactante Lunasan de C. sphaerica.

Palavras-chave: biossurfactante, levedura, Candida, atividadeanti-adesiva, atividade

anrtimicrobiana.
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Introducao

Varios compostos com propriedades tensoativas sao sintetizados por
organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipidios) e
também no organismo humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes
naturais [17]. Paralelamente, a Biotecnologia permitiu ampliar os limites de aplicacao
dos aditivos sintéticos, desenvolvendo novos produtos baseados na capacidade
sintética dos microrganismos. Estas perspectivas, relacionadas aos produtos de
elevado interesse industrial, tém conduzido a investigacdo e o desenvolvimento de
modelos que constituem as bases das novas tecnologias na producdo de agentes
surfactantes microbiolégicos [15].

Os surfactantes sdo compostos quimicos constituidos por moléculas anfipaticas
contendo porcdes hidrofilicas e hidrofébicas que se particionam preferencialmente na
interface entre fases fluidas que possuem diferentes graus de polaridade e pontes de
hidrogénio, como interfaces 6leo/agua ou ar/agua. A porcao apolar é freqientemente
uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porcdo polar pode ser iGnica (catibnica ou
anibnica), nao-ibnica ou anfotérica [14]. Estas caracteristicas permitem aos
surfactantes reduzir a tensédo superficial e interfacial e formar microemulsdes,
possibilitando inUmeras aplicagdes biolégicas (terapéuticas) como atividade biol6gica
protetora, antibidticos, atividade fungicida, inseticida e antiviral e inibidores de enzimas
[3].

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos surfactantes
sintéticos, podendo ser aplicados em uma variedade de processos industriais;
entretanto, ainda ndo sdo amplamente utilizados, devido ao seu alto custo de
producdo, associado a métodos ineficientes de recuperac¢ao do produto [28]

Alguns biossurfactantes, além de suas propriedades detergentes, podem

apresentar em concentracao baixa, forte agdo desestabilizante de membranas e assim,
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conferir propriedade antimicrobiana [4]. O interesse inicial pelos biossurfactantes foi
originado pela propriedade antimicrobiana. Os dois biossurfactantes mais bem
estudados, ramnolipideo e surfactina, foram primeiramente descritos na literatura em
1949 e 1968, respectivamente, por estas caracteristicas [16].

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivéncia pelo processo
de adesao a superficies e de formacao de biofiimes. Eles se aderem a superficie
através de complexos polissacaridicos, formando uma comunidade microbiana
chamada biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratacdo, de predadores,
biocidas e outras condigdes ambientais extremas. A adesdo de microrganismos
patogénicos a diferentes células é o primeiro passo em direcdo a infeccdo. A
colonizagao de superficies pode ser benéfica ou destrutiva. Enquanto que a fixacdo do
oxigénio e a biorremediacdo de residuos aquosos constituem funcdes benéficas dos
biofilmes microbianos, a obstrucdo da passagem do fluxo em condutos ou filtros e a
corrosao constituem problemas de ordem econbémica para as industrias de alimentos,
marinhas, de petréleo e de manufaturados. Bactérias patogénicas empregam a
formacao de biofilme como mecanismo de contra-ataque do mecanismo de defesa de
hospedeiros ou de drogas. Estando protegidas no biofilme, as bactérias patogénicas
podem produzir varias substancias tdxicas, as quais atuam contra os mecanismos de
defesa do hospedeiro. Varias doencas, como fibrose cistica, por exemplo, sao
causadas por biofilmes. Contudo, a modificacdo de uma superficie por um composto,
leva a uma alteragdo permanente da superficie de modo que a afinidade da bactéria
pela superficie condicionada seja reduzida ou aumentada quando comparada a
superficie nativa [5].

Neste trabalho foram investigadas as propriedades biolégicas relacionadas as
atividade antimicrobiana e anti-adesiva do biossurfactante Lunasan produzido por C.

sphaerica em meio de baixo custo.
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Materiais e Métodos

Microrganismo

Candida sphaerica (UCP 0995) foi utilizada como microrganismo produtor de
biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do municipio de Belo Jardim
(BRANDAO 2001) mantida em meio YMA (Yeast Mold Agar) e depositada no Banco de
Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catélica de
Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade

celular.

Producéo do biossurfactante

A produgédo do biosurfactante Lunasan foi realizada no meio & base de agua
destilada contendo 9% de residuo da refinaria de 6leo de soja € 9% de milhocina. Os
frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm durante 144 horas, a

temperatura de 27 °C.

Isolamento do biossurfactante

Apdbs 144 horas de cultivo da Candida sphaerica na condicdo selecionada, o
liquido metabdlico livre de células foi submetido ao processo de extracdo. O pH foi
ajustado para 2 com HCI 6M e precipitado com 2 volumes de metanol. Apds repouso
durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas a 4000g por 30 minutos,
lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por 24-48 h, até
secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o rendimento em

produto isolado calculado em g/L. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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Determinac&o da tensao superficial e da concentracdo micelar critica (CMC)

A tensao superficial e a CMC foram medidas de acordo com a metodologia
descrita por Kuyukina et al. [12], em tensibmetro automatico (Modelo Sigma 70, KSV
Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma

solucao de concentracdo conhecida do biossurfactante isolado.

Determinag&o da Atividade Antimicrobiana do biossurfactante

A atividade antimicrobiana do biossurfactante produzido por C. sphaerica foi
testada contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei, Lactobacillus casei
72, Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12, Streptococcus mutans NS,
Streptococcus mutans HG, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus oralis J22, Staphylococcus epidermidis e
Candida albicans. O biossurfactante isolado foi dissolvido em PBS, para concentragdes
no intervalo de 0,625 - 10 mg ml'. Em placas de 96 pocos adicionou-se,
assepticamente, 125 pl dos meios de cultura especifico para cada microrganismo, em
todos 0s pocos. Na primeira coluna das placas foi colocado 125 ul dos extratos do
biossurfactante dissolvido em PBS, e em seguida transferiu-se 125 ul dos pogos da
primeira coluna para a coluna seguinte, e assim sucessivamente. Todos 0s poc¢os
foram inoculados com 2,0 pl de uma diluigdo 1:2 de uma cultura crescida overnight. A
placa foi incubada durante 24 a 37°C. Apds esse periodo determinou-se a turbidez do

conteddo dos pogos a 600nm [20].
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Determinag&o da Atividade Anti - Adesiva do biossurfactante

A atividade anti—adesiva do biossurfactante produzido por C. sphaerica foi testada
contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei, Lactobacillus casei 72,
Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12, Streptococcus mutans NS,
Streptococcus mutans HG, Streptococcus oralis J22, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus  salivarius, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Rothia dentocariosa, Echerichia coli, Candida albicans e
Candida tropicallis. O biossurfactante isolado foi dissolvido em PBS, para
concentracées no intervalo de 0,625 - 10 mg ml'. 200 ul das solucdes do
biossurfactante foram colocada nos pocos de uma placa estéril de 96 pocos para
cultura de tecidos, incubada durante 18 h, a 4°C e 200 ul de suspensdes lavadas dos
microrganismos citados acima foram incubados nos pocos por 4 h, a 4°C. Os
microrganismos aderidos foram fixados com 200 pl de metanol 99% e ap6s 15 min, o
conteudo dos pocos foi removido. Apds a secagem das placas, adicionou- se 200 ul de
violeta de cristal a 2% em cada poco, durante 5 min, em seguida retirando-se o
excesso com agua. Apés essa etapa adicionou-se 200 pl de acido acético glacial 33%

(v/v) a cada poco e leu-se a densidade Optica a 595 nm [21].

Resultados e discussao
Atividade antimicrobiana do biossurfactante

O biossurfactante Lunasan produzido em meio de baixo custo foi capaz de reduzir
a tensao superficial do meio de 56 para 25mN/m. O rendimento obtido apds 144 horas
de cultivo foi de 9 g/L, sendo a CMC de 0,025%. Apés isolamento, o biossurfactante foi

submetido a testes de atividade antimicrobiana e anti-adesiva, avaliados para varias
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concentragdes do biosurfactante (0,625 - 10 mg ml') e comparados com uma
variedade de linhagens de bactérias e leveduras. O biossurfactante testado apresentou
atividade antimicrobiana contra todos o0s microrganismos utilizados, embora,
dependendo do microrganismo, o biossurfactante apresente diferentes concentracdes
efetivas. O biossurfactante isolado apresentou uma alta porcentagem de inibicao contra
0S microrganismos Streptococcus oralis (68%), Candida albicans (57%) e
Staphylococcus epidermidis (57,6%) na concentracdo mais alta testada (Tabela 1).

A atividade antimicrobiana contra varios microrganismos tem sido descrita. A
Surfactina, por exemplo, um lipopeptideo ciclico produzido por Bacillus subtilis, tem
sido descrita por suas propriedades antimicrobianas [1].

A atividade antibiética da surfactina produzida por Bacillus subtilis foi testada
frente a bactérias e fungos. Todas as bactérias testadas, exceto o préprio B. subtilis,
demonstraram susceptibilidade ao produto. Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria
gram-negativa mais sensivel, enquanto que Echerichia coli, S. choterasius e
S.marcescens foram inibidas em menor grau. O lipopeptideo também afetou o
crescimento de bactérias gram-positivas principalmente M. luteus e B. cereus. O
crescimento das leveduras e fungos testados ndo foi afetado pela presenca do
biossurfactante [18].

O biossurfactante bruto de Lactobacillus lactis 53 e S. thermophylus A mostraram
uma atividade antimicrobiana contra C. troplicalis GB em baixas concentragdes de
biossurfactantes [24,25].

Alguns biossurfactantes, além de suas propriedades detergentes, podem
apresentar em baixas concentracoes, forte acdo desestabilizante de membranas e
assim, conferir propriedade antimicrobiana [4,8]. O interesse inicial pelos
biossurfactantes foi originado em funcdo de suas propriedades antimicrobianas. Os

dois biossurfactantes mais estudados, o raminolipideo e a surfactina, foram
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primeiramente descritos na literatura em 1949 e 1968, respectivamente, por
apresentarem estas caracteristicas [16].

As bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos biossurfactantes do que as
bactérias Gram-negativas, que sao inibidas fracamente ou nao sao inibidas [11, 13].
Candida bombicola e C. apicola produzem biossurfactantes do tipo glicolipideo em
grande quantidade. Esses glicolipideos (soforolipideos) inibem o crescimento de B.
subtilis, S. epidermidis e S. faecium em concentracbes de 6-29 mg/L. Outros
glicolipideos inibem o crescimento ndao somente de bactérias Gram-positivas, mas
também bactérias Gram-negativas tais como E. colie S. marcescens [29].

Kitamoto et al. [11] citam que a atividade antimicrobiana de manosileritritolipideo
produzido por Candida antarctica, soforolipideo produzido por Candida apicola e
raminolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa contra S. aureus, Echerichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Todos os biossurfactantes citados
apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos utilizados numa
concentracao que variou entre 7,8 mg/L a 800 mg/L. Somente o soforolipideo nao
apresentou atividade contra C. albicans. O fungo filamentoso Aspergillus niger, foi
inibido pelo raminolipideo na concentracdo de 16 mg/L e pelo manosileritritolipideo
numa concentracdo acima de 400 mg/L, embora o soforolipideo ndao tenha causado

qualquer inibicao.

Atividade anti-adesiva do biossurfactante

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivéncia pelo processo de
adesao a superficies e de formacgao de biofilmes. Eles se aderem a superficie através
de complexos polissacaridicos, formando uma comunidade microbiana chamada
biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratacdo, de predadores, biocidas e

outras condigdes ambientais extremos [7].
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A atividade anti-adesiva do biossurfactante foi avaliada em algumas
concentracdes e comparada para uma variedade de linhagens de bactérias e leveduras
(Tabela 2). O biossurfactante isolado Lunasan produzido por C. sphaerica apresentou
alta atividade anti-adesiva contra todos os microrganismos testados. Considerando que
o efeito da atividade anti-adesiva depende da concentracdo do surfactante e do
microrganismo testado, o Lunasan, mesmo na menor concentracao testada, ou seja,
0,625 mg ml', demonstrou grande potencial anti-adesivo, sendo o0s maiores
percentuais de adesao obtidos para os microrganismos P. aeruginosa, S. agalactiae, S.
sanguis12, C. tropicallis, E. coli e S. salivarius, com percentuais de inibicdo de 80 a
92%. Quase 100% de inibicdo da aderéncia ocorreram a altas concentragcbes Uma
funcao para biossurfactantes como armas de defesa em competicdo com a pds-adesao
com outras linhagens de espécies tem sido sugerido para biossurfactantes produzidos
por S. mitis e S.mutans. Além das atividades antifungicas, antibacterianas e antivirais
dos biossurfactantes, estes compostos também tém provado serem grandes inibidores
da adesdao microbiana e da formagédo de biofilmes. Por exemplo, o biossurfactante
liberado por S. mitis reduziu a adesao de S. mutans [19]. Similarmente, L. fermentum
RC-14 libera compostos surfactantes que podem inibir a adesdo de bactérias
uropatogénicas, incluindo Enterococcus faecalis. A adsor¢do do biossurfactante a
superficie altera a hidrofobicidade, podendo causar interferéncia na adesdo microbiana
e em processos de dessorcao [10].

Velraeds et al. [30] relataram a inibicAo da adesdo de bactérias entéricas
patogénicas por biossurfatante produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o
desenvolvimento de agentes anti-adesivos para uso em catéteres visando diminuir a
formagéo de biofilmes.

Varias bactérias tém sido reportadas como inibidoras da adesdao de outras

bactérias, tanto por exclusdo, como pelo mecanismo de impedimento estérico [31]. Em
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contraste, produtos microbianos como biosurfactantes condicionam a superficie a qual
a bactéria ird se aderir, inibindo assim a adesao dessas ultimas. Conseqlientemente,
eles encontram aplicacao na protecao de superficies de instrumentos cirdrgicos onde a

presenca de microrganismos é indesejavel [23].

Conclusoes
Os resultados obtidos indicam a possibilidade de utilizacdo do biossurfactante
Lunasan de Candida sphaerica em aplicagdes médicas, area de aplicagdo ainda nao

explorada para biossurfactantes obtidos de leveduras.
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Tabela 1 - Porcentagem de inibicdo de crescimento obtida para diferentes
microrganismos utilizando biossurfactante produzido por C. sphaerica UCP 0995.

Desvio padrao (+) determinado em triplicada

Microrganismos

Biossurfactante (mg ml™)

0,625 1,25 2,5 5 10

Lactobacillus casei 56+02 12+03 15%+0,1 30+0,4 40,402
Lactobacillus casei 72 56+03 11+0,2 13+x04 25+0,3 43,3%0,1
Lactobacillus reuteri 104R 10+£0,1 173+£03 22+05 44+03 46,5%0,1
Lactobacillus reuteri ML1 85+03 11+0,2 16%x02 27+0,2 49+%0,2
Streptococcus agalactiae 73t02 10x0,3 11+ 0,3 35+0,2 46+0,2
Streptococcus mutans 14+01 178+0,1 226+0,1 383x0,1 40,2+0,6
Streptococcus mutans NS 142+03 156+04 20+03 23,8+0,1 36x0,1
Streptococcus mutans HG 22+0,2 33,1+0,1 45603 4604 48+ 0,1
Streptococcus pyogenes 10,3+0,6 154+0,1 28%+0,1 322+0,5 42,5+0,2
Streptococcus sanguis 12 13,6£0,3 15+04 155+05 280,8 39+£0,1
Streptococcus oralis J22 11+04 132+03 152+03 30,704 68x0,2
Staphylococcus epidermidis  8,3+0,1 13,5+0,2 25%0,2 42+ 0,1 57,6x0,3
Staphylococcus aureus 10,6£0,1 20+0,2 27,3+0,3 32,2+£0,2 43,9+0,1
Pseudomonas aeruginosa 7,701 80zx0,1 125+0,1 13,604 47x0,2
Candida albicans 12,5¢0,2 173+0,3 32+0,3 442+0,1 57+0,2
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Tabela 2 - Taxas de inibicdo microbiana obtidas no ensaio de atividade anti -
adesiva do biosurfactante produzido por Candida sphaerica UCP 0095, em microplaca.
O tampao fosfato (PBS) é tido como controlo e ajustado para 0%, ja que nao ocorre
inibicdo da adesdo microbiana

Biossurfactante (mg ml™)

Microrganismo

0,625 1,25 2,5 5 10
Lactobacillus casei 53+0,1 53+0,2 56+0,1 67 £0,3 90+0,2
Lactobacillus casei 72 59+0,3 61+x0,2 6504 70x0,2 72 £0,1

Lactobacillus reuteri 104R 41+0,1 42+01 45%+04 50x0,2 55 +0,1

Lactobacillus reuteri MLA1 26+02 28+x0,1 30+x03 34%0,2 40+ 0,2
Streptococcus agalactiae 80+£0,1 86+02 88+0,2 9203 100x0,2
Streptococcus mutans 58+ 0,1 64+0,1 67x0,1 80 +0,2 100x 0,1

Streptococcus mutans NS 60+£03 6502 68x02 80+0,3 100£0,2

Streptococcus mutans HG 41+0,2 42+0,1 44+0,2 47+0,2 50+ 0,1

Streptococcus pyogenes 33+0,3 40+0,1 42x0,1 47+ 0,5 49 +0,2
Streptococcus sanguis 12 80+0,3 83+04 87=x0,1 98 +0,2 100+ 0,1
Streptococcus oralis J22 77+0,1 84+0,1 88+03 95+04 97%0,2
Streptococcus salivarius 92+0,4 93+0,2 95+04 97104 100+ 0,2

Staphylococcus epidermidis 11+0,1 12+x0,1 13x0,2 19+0,1 22+ 0,3
Staphylococcus aureus 7502 82+0,3 85+03 90+0,2 92+ 0,1
Echerichia coli 89+0,4 93+0,2 96+0,1 97+ 0,2 99+ 0,2

Pseudomonas aeruginosa 80+0,2 820,11 83+t0,3 8902 92+0,2

Candida albicans 52+ 0,3 56+£0,2 57+0,1 64+0,2 71+£0,2
Candida tropicallis 80+£0,3 85x0,2 87x0,1 98+ 0,3 100z 0,1
Rothia dentocariosa 55+ 0,3 57+ 0,2 60+ 0,4 68+ 0,3 72+ 0,2
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o desempenho do biossurfactante anidénico “Lunasan”
produzido pela C. sphaerica na remogao de metais pesados (Pb, Zn e Fe) contidos em
solo coletado em uma industria de baterias automotivas. Parametros importantes como
concentracao do surfactante (0,1, 0,25 e 2,5%), biossurfactante bruto ou isolado e o
uso de combinacdo dos aditivos NaOH e HCI, comumente utilizados, foram
investigados. Os resultados obtidos indicaram remocoées de 86, 75 e 50% para Fe, Zn e
Pb, respectivamente, quando se utilizou a solugdo do surfactante a 2,5%, embora o
liquido metabdlico tenha removido percentuais comparaveis as solucdes do surfactante
isolado. Por outro lado, o tratamento com o aditivo NaOH a 1% removeu 94% do Ferro
e o0 HCl a 0,7% removeu 80% do chumbo, enquanto que 90% de zinco foi igualmente
removido por ambos os aditivos, embora a lavagem com acidos ou bases leve a
reducao da fertilidade e a alteragbes na composi¢do quimica do solo. Os percentuais
favoraveis de remocao dos metais, bem como a eficiéncia do surfactante bruto, aliado a
producdo em meio de baixo custo tornam a tecnologia de lavagem com o

biossurfactante de C. sphaerica uma alternativa atrativa e promissora na remediagcao

de solos contaminados com metais pesados.

Palavras — chave: biossurfactantes, metais, biorremediacao
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INTRODUCAO

A contaminacdo dos solos por metais pesados surge como resultado das
diversas atividades industriais, incluindo mineragao, fundicdo de metais, produgdo de
baterias automobilisticas, emissdo de veiculos e depdsitos de residuos industriais e a
dispersao de cinzas provenientes dos processos de incineracao (1).

A presenca de metais pesados nos solos provoca sérios problemas uma vez que
0s mesmos nao podem ser biodegradados, levando a contaminacao dos sistemas
biol6gicos e do subsolo pelo processo de lixiviagao (2).

Com a finalidade de reduzir os custos associados ao tratamento de solos
contaminados por metais pesados, diferentes tecnologias tém sido desenvolvidas e
implementadas, sendo duas bastante utilizadas. A primeira consiste em imobilizar os
metais pesados numa matriz sélida fortemente ligada ao solo, minimizando a migragao.
Esta técnica, contudo, ndo consiste numa solugdo definitiva para o problema,
considerando a impossibilidade de reaproveitamento do solo e a necessidade de
monitoramento em longo prazo. A Segunda tecnologia promove a mobilidade do metal
e sua migracao para uma fase liquida por dessorcéo e solubilizacdo. Esta tecnologia
pode ser considerada uma solucdo permanente, permitindo ainda a reciclagem do solo
remediado e consequentemente o reuso da terra. Normalmente, a lavagem do solo
com acidos e com agentes quelantes como o EDTA sédo os procedimentos mais
aplicados. Contudo, a lavagem com &cidos leva a reducéo da fertilidade do solo e a
alteracées na composicao quimica e fisica em virtude da dissolucao de minerais (3),
enquanto que a utilizacéao de EDTA, por outro lado, é preocupante do ponto da saude e
de seguranca, em funcdo da sua resisténcia a degradacdo. A dificuldade de
recuperacao do metal pesado do complexo metal — EDTA também restringe o uso

desta técnica.
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Uma solugdo em potencial para a remedicdo de solos contaminados por metais
e Oleos consiste no uso de surfactantes, os quais podem ser adicionados em solucoes,
facilitando a solubilizacdo, dispersdo e dessorcdo dos contaminantes do solo,
permitindo ainda sua reutilizagdo. Varios surfactantes sintéticos tém sido avaliados em
testes de descontaminacédo (4,5). Por outro lado, a necessidade de substituicado de
compostos sintéticos por similares naturais tem levado as pesquisas a utilizacao de
biossurfactantes. Recentemente, a viabilidade dos biossurfactantes para a remocao de
metais tem sido demonstrada (6). A natureza ibnica desses agentes, bem como a
biodegradabilidade, baixa toxicidade e excelentes propriedades de superficie os tornam
candidatos em potencial para a remocdo de metais pesados contidos em solos e
sedimentos. Para Mulligan et al.(7) é possivel a remocdo de metais pesados pela
utilizacao de varias concentracoes de surfactante.

Varios trabalhos tém demonstrado o potencial de utilizacdo de surfactantes
biologicos, destacando-se os estudos com a surfactina e com os ramnolipidios, ambos
de origem bacteriana, e de soforolipideos originados de leveduras (8, 9,10,11,12).

Mulligan et al. (7) utilizaram surfactina de Bacillus subtilis para o tratamento de solos
e sedimentos contaminados por Zn, Cu, Cd, 6leo e graxa. Maslin e Maier (13)
observaram que o biossurfactantante do tipo raminolipidio pode diminuir a toxicidade e
aumentar a degradacdo de poluentes organicos através de uma complexagdo de
metais pesados. Ochoa — Loza et al. (10) observaram uma complexagcdo de metais
pesados como cadmo, chumbo e mercurio por um mono rhaminolipidio produzido por
Pseudomonas aeruginosa. Lang (14) sugere que estes resultados podem ser bastante
promissores na remoc¢ao de metais pesados em solos contaminados.

Nesse sentido, a aplicacdo de um novo biossurfactante Lunasan de baixo custo
produzido pela levedura Candida sphaerica foi avaliado quanto ao potencial de

remocao de metais pesados contidos em solo.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo Candida sphaerica (UCP 0995), utilizada como microrganismo
produtor de biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do municipio de
Belo Jardim (15) mantida em meio YMA (Yeast Mold Agar) e depositada no Banco de
Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catélica de
Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade

celular.

Substratos Dois residuos industriais foram utilizados como substratos para a
producao do biossurfactante. Um residuo industrial da refinaria de éleo vegetal de soja,
gentilmente cedido pela ASA LTDA, Recife-PE, foi utilizado como substrato insoluvel,
enquanto que a milhocina, residuo da fabricacdo de produtos a base de milho,
gentilmente cedido pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo Agostinho-PE, foi

utilizado como substrato soluvel.

Solo Amostras de materiais de solo foram coletadas no municipio de Belo
Jardim, regido de industria de baterias automotivas, que se localiza na regiao agreste

setentrional do Estado de Pernambuco.

Identificacao dos metais pesados no solo Foi utilizado um sistema portatil de
fluorescéncia de raio X ED-XRF. O sistema é constituido de um tubo de raios X, um
detector de Si, multicanal, amplificador e Notebook para aquisicdo de dados. O
aparelho de raio X (marca MOXTEK, modelo 40kV MAGNUM) Possui um alvo de

tungsténio e pesa 450 gramas, com comprimento de 5,53cm e largura de 2,86¢cm.
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Producao do biossurfactante A produgcdo do biosurfactante foi realizada no
meio a base de agua destilada contendo 9% de residuo da refinaria de 6leo de soja
e 9% de milhocina. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm

durante 144 horas, a temperatura de 27 °C.

Isolamento do biossurfactante Apds 144 horas de cultivo da Candida
sphaerica, o liquido metabdlico livre de células foi submetido ao processo de extragao.
O pH foi ajustado para 2 com HCI 6M e precipitado com 2 volumes de metanol. Apéds
repouso durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas a 4000g por 30
minutos, lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por
24-48 h, até secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o
rendimento em produto isolado calculado em g/L. Todas as andlises foram feitas em

triplicata.

Determinacao da tensao superficial e da concentracao micelar critica
(CMC) A tensao superficial e a CMC foram medidas em tensibmetro automatico
(Modelo Sigma 70, KSV Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi
determinada, partindo-se de wuma solugdo de concentragcdo conhecida do

biossurfactante isolado.

Determinacao da carga ionica do biossurfactante A carga ib6nica do
biossurfactante foi determinada pela técnica de difusdo dupla em Agar modificada (16).
Duas fileiras regularmente espacadas de pocos foram feitas em agar de baixa
viscosidade (solucédo a 1 %). Os pocos das fileiras inferiores foram preenchidos com a

solucdo do surfactante isolado. Cada poco da fileira superior foi preenchido com o
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dodecil sulfato de sédio (SDS), na concentracao de 0,02 M, enquanto que a substancia
catidnica foi o cloreto de bario, na concentragdo de 0,05 M. O surgimento de linhas de
precipitacdo entre 0s pocgos, indicativas do carater ibnico do biossurfactante, foi

monitorado durante 48 horas a temperatura ambiente.

DeterminacGes quimicas e fisicas do solo As determinagbes quimicas e
fisicas do solo foram realizadas segundo Standard Methods (17). As caracteristicas do

solo contaminado estao ilustradas na Tabela 1.

Quantificacao dos metais pesados do solo A analise do teor dos metais
pesados no solo coletado no municipio de Belo Jardim foi realizada por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica pelo método de extracdo acida segundo o
“Standard Methods” (17). Uma quantidade de aproximadamente 10 g de cada amostra
foi macerada em almofariz, passando por malha de 29 mesh, pesada e 1,09
acrescentada de 20,0 mL de agua e 10,0 mL de HNO3 concentrado e colocado em
chapa de aquecimento por 1 hora a 200°C. O material obtido foi filtrado e transferido
para um baldo volumétrico de 100,0 ml de capacidade, aferido o volume com agua
destilada e determinada a concentracao dos metais em absorbancia de 217 a 283, em

espectrofotobmetro de absorcédo atémica.

Tratamento do solo com as solucdes do biossurfactante O processo de
lavagem do solo foi realizado em funcdo da concentragdo da solucao do
biossurfactante (0,1, 0,25, e 2,5%). Para selecdo da melhor concentracdao de
biossurfactante para remoc¢éao dos metais pesados, 1g de solo foi colocado em tubos de

centrifuga, sendo adicionados 25 mL da solucdo do biossurfactante nas diferentes
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concentracdes descritas acima. O liquido metabdlico livre de células obtido apbs 144
horas de cultivo também foi testado. A amostra de solo foi paralelamente tratada com
H-O destilada com a finalidade de se determinar a remogao dos metais pesados por
mistura fisica (controle). Solugcbes de NaOH a 1% e HCI a 0,7%, bem como
combinacoes de solugdes do biossurfactante e do liquido metabdlico com 0,7% de HCI
e com 1% de NaOH como aditivos também foram utilizadas. As amostras foram
agitadas durante 24 horas e centrifugadas a 5000 g. Os sobrenadantes foram filtrados
e a concentracao de metal determinada por espectrofotometria de absorcéao atémica. A
porcentagem de remocao de metal foi determinada com base no conteudo inicial de

metal no sedimento e os resultados foram apresentados como % de remoc¢ao do metal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os possiveis mecanismos para a extracdo de metais pesados por
biossurfactantes incluem troca ibnica, precipitacao-dissolucado e associacao ao contra-
ion. Considera-se que os metais sao removidos através da formacado de complexos
com o surfactante, na superficie do solo, sendo destacados do solo pela redugao da
tensao interfacial e se associando, consequentemente, as micelas surfactante(18). Os
surfactantes anidénicos fornecem resultados satisfatérios uma vez que os céations dos
metais tém afinidade pelos surfactantes negativamente carregados, sendo também
possivel que o biossurfactante permita uma maior remocao em funcdo de sua
capacidade de reducdo da tensao interfacial (19).

Segundo a literatura, é importante que os biossurfactantes usados no
tratamento de solos tenham uma interacdo minima com o solo. Em outras palavras, é
desejavel que a maioria dos biossurfactantes permaneca na fase aquosa. Entretanto,

as grandes concentracdes de biossurfactante normalmente requeridas para a remocao
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efetiva de metais pesados em solo se devem a sorgdo desses ao solo (20,21).
Logicamente, o comportamento adsortivo de um biossurfactante ira depender de suas
caracteristicas moleculares, como por exemplo, carga e hidrofobicidade, bem como das
caracteristicas do solo (21).

Nesse sentido, o biossurfactante anidénico “Lunasan” de baixo custo produzido
a partir do cultivo de C. sphaerica em dois residuos industriais e capaz de reduzir a
tensao superficial da agua para 25 mN/m foi testado na remocao dos metais pesados
contidos em amostras de solo de uma industria de baterias automotivas.

Inicialmente, a presenca dos metais Zn, Fe e Pb foi confirmada através da
técnica de fluorescéncia de raios X ED-XRF, sendo as concentragcées dos metais
encontrados na amostra do solo da fabrica de baterias automotivas (3038 mg/L de Pb,
1877 mg/L de Fe, e 1470 mg/L de Zn) determinadas por absorcao atémica.

Solugdes do biossurfactante isolado em concentracdes superiores a sua CMC
(0,025%), foram testadas para garantir a formagao das micelas, estruturas eficientes na
mobilizacdo de metais pesados, através do tratamento do solo. A remogao dos metais
pelo liquido metabdlico livre de células também foi avaliada. A possibilidade de
aumentar os percentuais de remocédo dos metais foi testada pela combinagdo do
surfactante com os aditivos NaOH e HCI, enquanto que a agua destilada foi usada
como controle.

Os resultados para os tratamentos do solo com as diferentes solucdes testadas
estdo ilustrados na Tabela 2.

Os resultados obtidos demonstraram que o Ferro foi 0 metal mais removido do
solo pelas solugcées removedoras testadas, seguido de zinco, em quantidades um
pouco menores e de chumbo, mostrando que o biossurfactante apresentou maior
afinidade pelo Ferro e pelo Zinco presentes no solo. Segundo Ochoa-Loza et al. (10), a

afinidade de um surfactante varia entre os diferentes metais.
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As solugdes dos aditivos NaOH a 1% (pH 12) e HCI a 0,7% (pH 2,0)
removeram maiores quantidades dos metais, ou seja, a base removeu 94% do Ferro e
o acido removeu 80% do chumbo, enquanto que 90% de zinco foi removido por ambos
os HCIl e NaOH. E importante ressaltar, entretanto, que o tratamento com &acidos ou
bases reduz a fertilidade e provoque alteracées na composi¢ao quimica dos solos.

Hong et al. (1) descrevem a influéncia do pH na eficiéncia da remocédo de
metais pesados pelo biossurfactante de plantas saponina. Remocdes de 58% de Pb e
de 85-98% de Zn foram obtidas em pH 3,0, enquanto que o aumento do pH para 7,0
diminuiu acentuadamente a remog¢ao dos metais.

Nao houve diferencas acentuadas nos percentuais de remogéao entre o liquido
metabdlico e as solugdes do biossurfactante isolado, indicando que o biossurfactante
bruto pode ser utilizado no tratamento de solos contaminados com metais pesados, 0
que representa uma reducédo dos custos de producédo da ordem de 60%, considerando
que este é o percentual descrito na literatura para as etapas de purificagdo dos
surfactantes obtidos por via fermentativa (22).

Comparando-se as trés concentracoes de surfactante testadas, observou-se
que o aumento da concentracdo de 0,1 para 2,5% favoreceu a remocao dos metais,
especialmente no caso do Pb. Remocgdes de 86, 75 e 50% foram obtidas para Fe, Zn e
Pb, respectivamente, quando se utilizou a solugdo do surfactante a 2,5%, embora o
liquido metabdlico tenha removido percentuais comparaveis as solu¢des do surfactante
isolado, como discutido anteriormente. O tratamento fisico realizado com &gua
destilada como controle removeu cerca de 10% dos metais presentes no solo.

A saponina, que apresenta uma CMC de 0,1% e tens&o sauperficial de 36
mN/m, foi testada entre 0,1 e 10%, sendo a remoc¢ao dos metais pesados contidos no

solo proporcional a concentracao, embora a solugcédo a 3% tenha sido selecionada para
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estudos posteriores, uma vez que concentragdes maiores apenas aumentaram o
percentual de remocao em pequenas proporcdes (1).

Com relacao a utilizacao dos aditivos HCI e NaOH juntamente com as solucdes
surfactantes, observou-se que a presenca da base ou do acido aumentou o percentual
de remocao dos metais pelo liquido metabdlico e pelas solucbes do biossurfactante a
0,1 e 0,25% , enquanto que o efeito do NaOH e do HCI nao potencializou a remocao
dos metais pela solucdo do surfactante a 2,5%, indicando que, nessa concentragao, a
remogao ocorreu, basicamente, devido a interagao eletrostatica entre as moléculas do
biossurfactante, presentes em maiores quantidades na solucao, e os metais.

A possibilidade do uso de biossurfactantes na remogao de metais pesados tem
sido demonstrada em alguns trabalhos realizados a nivel laboratorial. Mulligan et al. (8)
demonstraram a aplicabilidade de biossurfactantes na remocdo de metais pesados
contidos em solos. Inicialmente, o soforolipideo de Torulopsis bombicola cultivada em
glicose e 6leo de soja, com uma CMC de 0,8g/L (0,08%) e capacidade de reduzir
tensdo superficial para 34 mN/m foi testado. A solugcao do soforolipideo a 4% néao
removeu o Zn contido no solo, removendo apenas 3% do Cu. A adicao de 1% de NaOH
foi benéfica em associacdo a 4% do soforolipideo, aumentando a remocgao para 7 e
36% de Zn e Cu, respectivamente. A remocao mais significante de Cu e Zn ocorreu
com o uso de 0,7% de HCI e 4% do soforolipideo, atingindo uma remocao de 16 € 37%
de Zn e Cu, respectivamente. Esse percentual foi aumentado pela realizacdo de uma
série de cinco lavagens, atingindo percentuais de remoc¢édo de 100 e 50% de Zn e Cu
pela combinacdo de 0,7% de HCl e 4% do soforolipideo. J& o raminolipideo de
Pseudomonas aeruginosa produzido em meio mineral contendo 4% de glicose, com
uma CMC de 0,003% e tensao superficial de 26 mN/m possibilitou a remocao de 20 e
35% de zinco e cobre, respectivamente, para uma elevada concentracao, de 12%, uma

vez que a solugédo do raminolipideo a 2% removeu apenas 5 e 10 de zinco e cobre,
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respectivamente. A adicao de 1% de NaOH a solugédo do surfactante a 2%. Por outro
lado, aumentou significantemente a remocao do cobre (de 10 para 28%), mas diminuiu
a remocéao do zinco (de 5 para 3%).

Mulligan et al. (6) demonstraram o aumento da remocdo de Zn quando a
surfactina a 2% foi usada em combinagcdo com a base, enquanto que a remoc¢ao de Cu
nao foi afetada pela presenca do NaOH. Ja& a associagcdo da base com 0,5% do
raminolipideo favoreceu a remocdo de ambos os metais para 65 e 18%, quando
comparado com a base sozinha. Por outro lado, 100% de remocao de cobre e zinco
foram obtidas com ou sem a adicao de 4% do soforolipideo a 0,7% de HCI. A reducao
da concentracao de acido (0,3%) permitiu concluir que a presenca do surfactante
aumentou a remocao de ambos os metais em comparacdo com o acido sozinho, de
38% para 60% de zinco e de cerca de 6% para 25% de cobre. Ja a remocao de cobre
diminuiu quando o acido foi adicionado ao surfactante, comparado com o surfactante
sozinho, que removeu 38% do metal.

Vale ressaltar que o biossurfactante de C. sphaerica, além de ser obtido a partir
de substratos de baixo custo, foi mais eficiente na remocao dos metais, uma vez que
concentracdes inferiores foram utilizadas, quando comparadas as concentracdes dos
biossurfactantes utilizados por Mulligan et al. (6,7).

Daharazma e Mulligan (23) observaram que os percentuais de remocao dos
metais pesados em solo aumentaram linearmente com o aumento da concentragdo do
raminolipiodeo testado. A utilizacdo de 5% do raminolipideo removeu 37% de Cu, 7,5%
de Zn e 33,2% de Ni. Ao contrario dos resultados aqui descritos, que demonstraram a
eficiéncia dos aditivos usados isoladamente, a adicdo de NaOH a solugéo de 0,5% do
raminolipideo aumentou a remocao de cobre para 28,3% e do Ni para 11,5%, sendo
essas remocgodes 9, 4 e 6 vezes maiores para o Cu, Zn e Ni, respectivamente, quando

comparadas com as remocoes pela base isoladamente (NaOH a 1%).
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E interessante observar também que os metais Fe e Zn foram removidos em
maiores quantidades pela base isoladamente ou combinada com o biossurfactante,
enquanto que a remocgdao do Pb foi favorecida pelo acido isoladamente ou em
associacao com o biossurfactante.

Segundo Hong et al. (1), o Na* pode competir com os metais pesados pelo
biossurfactante, formando um complexo Na-surfactante. E possivel que o Na* do NaOH
tenha competido com o Pb pelo biossurfactante, reduzindo, com isso, a remog¢ao do
metal pela base quando comparada com a utilizacao do acido.

Avaliando a influéncia da concentracdo do biossurfactante em associacdo com
os aditivos, observou-se que apenas a solucao do surfactante na menor concentracao,
ou seja, 0,25%, em combinacdo com o acido, foi mais favoravel a remocgao dos trés
metais presentes no solo, enquanto que apenas a combinacdo da solucao do
surfactante a 2,5% com a base tenha removido o Pb, que ndo foi removido pela
utilizacao de concentracbes menores do biossurfactante em associacdo com o NaOH.
Mulligan et al. (7) também observaram que a combinagdo de menores concentracoes
do raminolipideo (0,5%) com o NaOH removeu quantidades maiores dos dois metais
do que quando a base foi combinada com o surfactante a 2%. Os autores também
observaram, para a surfactina de Bacillus subtilis que, quando a concentracdo do
surfactante foi reduzida para 0,25%, em presenca de 1% da base, a remocéo de Zn e
Cu aumentou.

Dois agentes ambientalmente compativeis, ou seja, um raminolipideo (0,5%),
com CMC de 0,005% (0,05¢/L) e a CMCD (carboximetilciclodextrina) (5,3%) foram
testados para a remocdo de metais adosorvidos em dois tipos de solo. Apds dez
lavagens consecutivas, o raminolipideo foi capaz de remover 14,2 e 15,3% do Pb
contido nos solos testados, enquanto que a CMCD removeu 5 e 13,4% do metal

contido nos solos testados (12).
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Os resultados de remocédo com o biossurfactante de C. sphaerica, de um modo
geral, foram comparaveis aos obtidos com as solucdes de HCl e NaOH, demonstrando
a possibilidade de substituicAo desses agentes de tratamento por agentes mais
compativeis com o meio ambiente. Vale ressaltar, ainda, a versatilidade desses
agentes no que se refere as suas propriedades anfipaticas, as quais permitem que 0s
biossurfactantes possam ser usados na remogao concomitante de diferentes tipos de
poluentes ambientais como os metais pesados e os hidrocarbonetos presentes em

deramamentos de petr6leo e derivados, como descrito por Mulligan et al. (23).

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a tecnologia de lavagem com biossurfactantes
€ promissora na remediacdo de solos contaminados por metais pesados. Essa
tecnologia pode ser aplicada para a recuperagcao conjunta de varios contaminantes do
solo, como os hidrocarbonetos de petréleo em adicdo aos metais pesados. A
compatibilidade ambiental, bem como a possibilidade de associacdo a técnicas
convencionais de remediacdo como a escavacgao, a extracao térmica e a eletrocinética
impulsionam o desenvolvimento dessa tecnologia alternativa em funcdo dos altos
custos associados aos métodos convencionais de tratamento. Contudo, para o futuro
desenvolvimento dessa técnica, muitos fatores devem ser cuidadosamente avaliados.
A composicado do solo, sua mineralogia, o conteldo em matéria organica, a distribuicao
dos metais, bem como a presenca de metais competidores e de outros contaminantes,
além da selecdo do tipo e da concentracdo do biossurfactante e da operacionalizacao
em batelada ou continua, sdo alguns dos parametros que devem ser profundamente
investigados para o sucesso efetivo da implantagdo definitiva dessa técnica

biotecnoldgica.
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Tabela 1 — Determinagdes quimicas e fisicas do solo contaminado do municipio de

Belo Jardim
Parametro Valor
Na* 0.10 Cmolc/dm?®
Ca? 0.30 Cmolc/dm?®
Mg>* 1.45 Cmolc/dm?®
K* 0.05 Cmolc/dm?®
H* 0.32 Cmolc/dm?®

Capacidade de troca
cations

Saturacao de bases
Condutividade elétrica
Calagem

pH

Densidade de particulas
Densidade residual
Areia grossa

Areia fina

Silte

Argila

Argila natural

Classe texturial
Umidade residual
0.33 Atm

15 Atm

Agua disponivel

Pb

Fe

Zn

de

2.2 Cmolc/dm?®

86%
3.4uS

0.5 t/ha
8.5

1.40 g/cm®
3.98 g/cm?®
2%

4%

71%

23%

23%
siltoso
14.40%
28.54%
11.31%
17.23%
3038 mg/L
1877 mg/L
1470 mg/L
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Tabela 2 — Remocéao dos metais pesados ferro, zinco e chumbo contidos no solo do

Municipio de Belo Jardim pelos tratamentos utilizados

Remocao (%)

Tratamentos Zinco Ferro Chumbo
Agua destilada 13 10 12
Solugcédo de NaOH a 1% 90 94 56
Solugcdo de HCla 0,7% 90 90 80
Liquido metabdlico 70 87 30
Liquido metabdlico + HCl a 0,7% 75 90 40
Liquido metabdlico + NaOH a 1% 80 90 40
Solucao do biossurfactante a 0,1% 65 83 25
Solugao do biossurfactante a 0,1% + 0,7% HCI 70 83 30
Solucgao do biossurfactante a 0,1% + 1% NaOH 75 90 0
Solucgao do biossurfactante a 0,25% 57 78 30
Solucgao do biossurfactante a 0,25% + 0,7%HCI 70 85 40
Solucgao do biossurfactante a 0,25% + 1% NaOH 85 85 0
Solugédo aquosa do biossurfactante a 2,5% 75 86 50
Solucgao do biossurfactante a 2,5% + 0,7% HCI 65 75 10
Solucgao do biossurfactante a 2,5% + 1% NaOH 80 82 50
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9. CONCLUSOES GERAIS

A utilizagdo de planejamentos fatoriais como ferramenta estatistica é de
grande importancia na formulacao de experimentos microbiol6gicos.
O uso dos dois substratos de baixo custo foi favoravel a producdo do
biossurfactante.
Candida sphaerica apresenta grande potencial como microrganismo produtor
de compostos com atividade de emulsificagdo e atividade surfactante.
O biossurfactante presente no liquido metabdlico ndo apresenta alteracdes
significativas quando submetido a diferentes temperaturas, pH’s e
concentracdes de NaCl.
O biossurfactante é isolado em grande quandidade, considerando o0s
experimentos em batelada.
A CMC do biossurfactante produzido foi inferior as concentragcdes micelares
descritas para surfactantes de leveduras, demonstrando a eficiéncia da
biomolécula.
O biossurfactante produzido foi caracterizado como um glicolipideo de
natureza anidnica.
O Dbiossurfactante apresentou atividades biol6gicas  significantes,
demonstrando potencial de aplicacao na area médica.
O potencial de aplicacdo do biossurfactante na biorremediacdo foi
demonstrado pelos percentuais de remocédo de Ferro, chumbo e zinco em
solos contaminados.
Os resultados de remocao com o biossurfactante foram comparaveis aos

obtidos com solugcbes acidas/basicas, possibilitanto a substituicdo desses
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agentes de tratamento comumente utilizados por agentes mais compativeis
com 0 meio ambiente.

e (Os elevados percentuais de remog¢do dos metais pesados pelo liquido
metabdlico livre de células, em combinagdo com o uso de substratos de
baixo custo, aumentam as chances de uso do biossurfactante bruto, uma vez
que a purificacdo do produto torna-se desnecessaria para sua aplicacao

industrial.
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