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RESUMO

A produção de agentes surfactantes de origem microbiana tem sido intensamente investigada

nos últimos anos, considerando seu potencial biotecnológico e aplicações nos mais diversos

setores industriais. Neste sendido, o presente trabalho teve como objetivo produzir agentes

surfactantes a partir de nova linhagem de Candida glabrata (UCP 1002), isolada de

sedimento de mangue, utilizando óleo de algodão, glicose e extrato de levedura como

substratos, onde foram avaliadas as cinéticas de crescimento e de produção do biossurfactante

e estudadas as propriedades do biopolímero obtido, seu isolamento, caracterização preliminar

e aplicação na remoção de óleos. Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial, onde a

melhor condição de cultivo para a emulsificação do n-hexadecano foi obtida no ponto central

do planejamento experimental (meio mineral contendo 7,5 % de óleo de algodão, 5,0 % de

glicose e 0,3% de extrato de levedura). O líquido metabólico livre de células contendo o

biossurfactante produzido nesta condição, após144 horas de cultivo a 150 rpm, revelou a

capacidade do surfactante em reduzir a tensão superficial da água de 70 mN/m para valores

em torno de 31 mN/m. O biopolímero produzido demonstrou estabilidade em condições

extremas de pH, temperatura e concentrações salinas. O rendimento do biossurfactante

isolado foi de 10 g/l, com uma concentração micelar crítica de 2,5%. A atividade de

emulsificação do n-hexadecano pelo líquido metabólico livre de células foi totalmente

recuperada após o isolamento do biossurfactante. O biossurfactante isolado foi capaz de

recuperar 84% do óleo de motor de areia contaminada. A caracterização do biossurfactante

indicou a presença de proteínas (45%), lipídios (20%) e carboidratos (10%). Os resultados

obtidos com a produção de biossurfactante por uma nova linhagem de Candida glabrata, nas

condições testadas acima, demonstraram propriedades promissoras do biopolímero, em

especial, na remoção de óleos.
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ABSTRACT

The production of surfactants of microbiologic origin has been intensively investigated during

the last few years due their biotechnological potential and applications in different industrial

sectors. Thus, the aim of the present work was to produce surfactants by a new strain of

Candida glabrata UCP 1002 isolalated from mangrove sediments. Cotton seed oil, glucose

and yeast extract were used as substrates. The growth kinetics, biossurfactant production,

biosurfactant properties, isolation, characterization and application in oil removal were

studied. A factorial design was first conducted and the best conditions for n-hexadecane and

cotton seed oil emulsification were found in the central point of the experimental design

(mineral medium containing 7.5 % cotton seed oil, 5.0 % glucose and 0.3% yeast extract).

The surface tension of the cell-free broth containing the biosurfactant produced under the

conditions of the central point, after 144 hours of cultivation at 150 rpm, revealed the ability

of the biosurfactant in reducing the surface tension of water from 70 mN/m to 31 mN/m. The

biopolymer produced showed stability under extreme conditions of pH and temperature and in

the presence of high salt concentrations.  The yield of biossurfactant produced was 10 g/L,

with a critical micelar concentration of 2.5%. The emulsification activity of n-hexadecane by

the cell-free broth was totally recovered by the isolated biosurfactant. The isolated

biosurfactant was able to recover 84% of the motor oil from contaminated sand. The

characterization of the biosurfactant showed the presence of 45 % protein, 20% lipid and 10

% carbohydrate. The results obtained for the biosurfactant produced by a new Candida

glabrata strain cultivated  under conditions described above showed attractive properties of

the biopolymer, specially in oils removal.
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1. INTRODUÇÃO

Com a globalização da indústria e a necessidade de sustentabilidade ambiental, que

busca tratar praticamente todos os resíduos gerados, a biotecnologia oferece soluções para

reduzir os problemas ambientais gerados pelos grandes complexos industriais, destacando-se

a indústria petroquímica. Os processos de biorremediação e biorremoção surgem como

tecnologias inovadoras e apresentam resultados satisfatórios na remoção dos compostos

derivados de petróleo e metais pesados, entre outros poluentes (COOPER & ZAJIC, 1980;

SAINT- BLANQUAT, 1984; ABU-RUWAIDA et al., 1991; FIECHTER, 1992; CARRILO et

al., 1996).

Os surfactantes constituem uma classe de compostos químicos amplamente utilizados

em diversos setores industriais, uma vez que estes polímeros possuem propriedades para

aplicação no controle de resíduos oleosos dispersos (LIN,1996). A dificuldade de

biodegradação de compostos hidrofóbicos se deve a ligação destes às partículas do solo e a

pequena solubilidade em água, resultando numa biodisponibilidade reduzida para os

microrganismos, o que pode retardar ou até mesmo paralisar o processo de degradação

(DANIEL et al.,  1998;  MAKKAR & CAMEOTRA, 1999b).

Os surfactantes possuem estrutura molecular com grupos hidrofílicos e hidrofóbicos

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

emulsões, ação espumante, solubilidade e detergência (LANG & WULLBRANDT, 1999).

A busca por surfactantes naturais em substituição aos surfactantes sintéticos derivados

do petróleo tem sido assunto de grande interesse da biotecnologia, em função da necessidade

de preservação ambiental. Nesse contexto, destacam-se os metabólitos produzidos por

microrganismos, os chamados biossurfactantes (HABA et al., 2000).

Os biossurfactantes incluem uma grande variedade de estruturas químicas tais como

glicolipidios, lipopeptideos, complexos proteinas-polissacarideos, fosfolipideos, ácidos graxos

e lipídeos neutros produzidos por microrganismos quando cultivados em substratos

insolúveis (óleos, resíduos e hidrocarbonetos) e solúveis (carboidratos). Devido a grande

variedade de constituição ocorrem diversas propriedades e funções fisiológicas entre as várias

famílias destes biopolímeros (KIM et al., 2000).

1
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Nos últimos anos, os estudos voltados para a produção de biotensoativos têm se

intensificado com a finalidade de utilizá-los na indústria, principalmente a do petróleo. Essas

biomoléculas podem ser empregadas tanto na recuperação de petróleo quanto em processos de

biorremediação e dispersão de derrames de óleo em terra e em mar (GUDIÑO & CRISPÍN,

2001).

Os biossurfactantes constituem uma classe importante de compostos químicos

amplamente utilizada em diversos setores industriais, tais como farmacêuticos, cosméticos e

alimentícios, entre outros. Suas inúmeras aplicações em diversos setores industriais envolvem

desde ação de detergência à solubilização e dispersão de fases (MAKKAR & CAMEOTRA,

2002; RAHMAN et al., 2003; HUA et al., 2003).

 O maior mercado para os biossurfactantes é a indústria petrolífera, onde podem ser

utilizados na biorremediação e dispersão de derramamentos de óleos, remoção e mobilização

de resíduos de óleos em tanques de estocagem, na recuperação melhorada de petróleo ou

incorporados em formulações de óleos lubrificantes (MULLIGAN et al., 2003; MULLIGAN,

2005).Outras aplicações incluem os mais diversos setores industriais, como as indústrias de

alimentos, de detergentes, de cosméticos e  farmacêutica (PAZ, 2005).

A tecnologia utilizada para produção de biossurfactantes por Candida lipolytica

utilizando fontes nutricionais de baixo custo, como óleos vegetais e resíduos industriais, vem

sendo amplamente investigada na literatura (VANCE-HARROP et al., 1997; SARUBBO et

al., 1997; SARUBBO et al., 1999; VANCE-HARROP, 2000;  SARUBBO et al.,  2001).

Neste sentido, a continuidade de estudos para a produção de agentes surfactantes

representa uma alternativa não só para o controle e prevenção da poluição ambiental, mas

também para atender aos diversos setores industriais.

No presente trabalho foi investigada a produção de agentes surfactantes a partir de

uma nova linhagem de Candida glabrata utilizando óleo de algodão, glicose e extrato de

levedura como substratos através do uso de um planejamento fatorial. Além disso, foi

realizado o estudo da cinética de crescimento e de produção de biossurfactante, o seu

isolamento, caracterização e sua aplicação na remoção de óleos.

1
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes são moléculas anfipáticas constituídas de uma porção hidrofóbica

e outra hidrofílica. A porção polar é freqüentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto que

a apolar pode ser iônica (aniônica ou catiônica), não-iônica ou anfotérica. Alguns exemplos de

surfactantes iônicos utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de

ácidos graxos (aniônicos) e sais de amônio quaternário (catiônico) (SANT-BLANQUAT,

1984; MARÍN, 1996). Em função da presença de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na mesma

molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com

diferentes graus de polaridade óleo/água e água/óleo (DESAI, 1997; PEKDEMIR, 1999).

Os compostos de origem microbiana denominados de biossurfactantes são produtos

metabólicos de microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras e exibem

propriedades surfactantes com alta capacidade emulsificante e redução da tensão superficial

(HOLMBERG, 2002).

A formação de um filme molecular reduz a tensão superficial e interfacial sendo

responsável pelas propriedades únicas dos surfactantes (RON & ROSENBERG, 2001). A

grande maioria dos surfactantes hoje disponível é sintetizada a partir de derivados de petróleo.

Entretanto, as novas legislações de proteção ao meio ambiente, bem como a preocupação

ambiental entre os consumidores, têm levado à procura por surfactantes naturais como

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

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relação aos surfactantes

sintéticos e podem ser utilizados em uma grande variedade de aplicações industriais, porém

ainda não são utilizados em larga escala devido aos custos de produção (VAN-HAMME et

al., 2003), apesar de serem produzidos a partir de fontes renováveis e possuírem baixa

toxicidade (QUEIROGA et al., 2003).

2.1.1 Classificação e natureza química

Os biossurfactantes são classificados de acordo com a sua composição química ou origem

microbiana (Tabela1). As principais classes incluem glicolipídeos, lipopeptídeos,

lipoproteínas, fosfolipídeos, ácidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes

particulados (SOON et al., 2004).

3
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe / Tipo de Biossurfactante Microrganismo
Glicolipídeos

   -ramnolipídeos

   -soforolipideos

   -trealolipídeos

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptídeos e lipoproteínas

   -Peptídeo-lipídeo

   -Viscosina

   -Serrawetina

   -Surfactina

   -Subtilisina

   -Gramicidina

   -Polimixina

Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorescens

Serratia marcenscens

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxia

Ácidos graxos, lipídeos neutros e

fosfolipídeos

   -Ácidos graxos

   -Lipídeos neutros

   -Fosfolipídeos

Corynebacterium lepus

Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

   -emulsan

   -biodispersan

   -liposan

   -carboidrato-lipídeo-proteína

   -manana-lipídeo-proteína

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica

Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Surfactantes particulados

   -vesículas

   -células

Acinetobacter calcoaceticus

Várias bactérias

      Fonte: DESAI; BANAT, 1997

Os surfactantes podem ser aniônicos, catiônicos, neutros, e anfotéricos. O maior grupo de

surfactantes é formado por compostos dos tipos aniônico e neutro, enquanto que a utilização

dos catiônicos e anfotéricos é muito pequena (URUM, 2004).

4
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A habilidade dos surfactantes em atuar na interface entre dois líquidos imiscíveis

deve-se a sua natureza anfipática. O grupo polar da molécula, constituído de mono, di ou

polissacarídeos, ácidos carboxílicos, aminoácidos ou peptídeos, tem afinidade pela fase

aquosa (hidrofílico) na qual se dissolve, enquanto que a porção apolar (hidrofóbica),

usualmente uma cadeia de hidrocarboneto, tem afinidade pela fase orgânica (DELEU &

PAQUOT, 2004). A figura 1 ilustra algumas estruturas químicas de biossurfactantes.

 Fonte: DESAI; BANAT, 1997

Figura 1 - Estruturas químicas de biossurfactantes
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2.1.2 Propriedades

Os surfactantes atuam como um produto que facilita a formação de uma emulsão devido à

capacidade de reduzir a tensão interfacial entre duas fases distintas e, numa etapa

subseqüente, estabiliza a emulsão formada (CRUEGER & CRUEGER, 1984; FIECHTER,

1992). Muitas estruturas e propriedades dos biossurfactantes diferem dos surfactantes

sintéticos, fornecendo novas possibilidades para aplicações industriais (MERCADE, 1994).

Surfactantes eficientes apresentam uma baixa concentração micelar critica (CMC).A

CMC determina o mínimo de concentração do biossurfactante necessária para formar micelas

(STAMPFLI & NERSTEN, 1995). Na prática, a CMC representa também o máximo de

monômeros surfactantes presentes na água influenciados pelo pH, temperatura e ligações

iônicas (Figura 2).

Figura 2 – Surfactantes são caracterizados por uma estrutura anfipática. As propriedades

hidrofóbicas e hidrofílicas dependem da carga do grupo polar (aniônico, catiônico, neutro ou

anfotérico). (a) monômero surfactante, denotado por um círculo representando a cabeça

hidrofílica ligada à cadeia de hidrocarboneto; (b) micela circular; (c) micela cilíndrica; (d)

camada micelar; e (e) representação de uma vesícula (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002)

6
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A CMC é uma propriedade característica de um surfactante que pode ser obtida a partir de

um gráfico semi-logarítmico da tensão superficial de uma solução contra a concentração

surfactante (KOSARIC, 1996).

A CMC é dos índices mais utilizados para a avaliação da atividade surfactante podendo

ser definida também como a solubilidade de um surfactante dentro da fase aquosa ou a

concentração mínima requerida para atingir a menor tensão superficial (LIN, 1996). A

eficiência e a efetividade são características básicas essenciais que determinam um bom

surfactante. A eficiência é medida através da CMC que varia de 1 a 2000 mg/L, enquanto que

a efetividade está relacionada com as tensões superficiais e interfaciais as quais devem atingir

valores em torno de 31 e 1 mN/m, respectivamente (RON & ROSENBERG, 2001).

As propriedades físicas e químicas dos biossurfactantes, como a redução da tensão

superficial, a capacidade espumante, a capacidade emulsificante e estabilizante, concentrações

micelares críticas baixas, solubilidade, poder detergente são muito importantes na avaliação

 de seu desempenho e na  seleção de microrganismos com potencial de produção destes

agentes (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

O principal papel fisiológico dos biossurfactantes é permitir aos microrganismos

crescerem em substratos insolúveis em água através da capacidade de redução da tensão

superficial entre as fases, tornando o substrato mais disponível para ingestão e metabolismo

(TULEVA et al., 2002).

2.1.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os biossurfactantes são produzidos por uma variedade de microrganismos e estes podem

utilizar uma diversidade de substratos, desde os hidrocarbonetos até os substratos insolúveis

(HITSATSUK et al., 1971; COOPER et al.,1984; JAVERI et al.,1985). Muitos deles

produzem uma mistura complexa de polímeros, particularmente durante o crescimento em

substratos imiscíveis. A maioria dos biossurfactantes encontrados tem sido principalmente

produzidos por bactérias, seguindo-se as leveduras e alguns fungos filamentosos (Tabela 1)

(GERRA-SANTOS et al., 1986; SYLDAK et al., 1987).

Os tipos, as quantidades e a qualidade do biossurfactante produzido são influenciados pela

natureza do substrato e concentração de íons como P, N, Mg e Fe no meio de cultura, além

das condições de cultivo (ROBERT et al., 1989).
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Os hidrocarbonetos são os substratos mais utilizados na produção de biossurfactantes

(YOUSSEF et al., 2004). A produção pode estar associada a um agente emulsificante

(extracelular) ou a um componente que facilite a passagem do substrato na membrana celular

(associação de membrana celular). Os biossurfactantes, no entanto, podem também ser

produzidos por substratos solúveis, como os carboidratos (SARUBBO et al., 2001) ou a partir

da combinação entre um substrato solúvel e insolúvel, como descrito para leveduras (AKSU,

2004).

Um grupo de biossurfactantes que vem sendo muito estudado é o de ramnolipideos

produzidos por Pseudomonas aeruginosa. Valores de tensão superficial de 29 mN/m são

característicos destes componentes, que podem ser produzidos a partir de vários substratos,

incluindo alcanos (C11 e C12), piruvato, citrato, frutose, glicerol, óleo de oliva e glicose

(GEORGIOU et al.,  1992).

Segundo Bloomberg (1991), os raminolipideos produzidos por Pseudomonas sp. têm a

capacidade de diminuir a tensão interfacial contra n- hexadecano para 1mN/m e a tensão

superficial do meio para 25-30 mN/m. No entanto, Mercade et al., (1993), descreve o sucesso

da produção de biosssurfactante utilizando óleo de oliva do efluente do moinho por

Pseudomonas sp.

A produção de biossurfactantes também foi estudada com Pseudomonas aeruginosa em

meio suplementado com glicose e hexadecano como substratos, apresentando um redução da

tensão superficial de 57 para 27 mN/m  e uma produção do biossurfactante de 0,97 g/L

(ZHOU & KOSARIC, 1993; 1995).Contudo, a composição e os rendimentos da produção de

biossurfactante dependem do tipo do fermentador, do pH, da composição dos nutrientes, dos

substratos e da temperatura utilizada (BANAT, 1995a; SUDHAKAR-BABU et al., 1996).

Para Bento e Gaylarde (1996), a produção de biossurfactantes por Pseudomonas sp.

pode ocorrer na presença dos substratos glicose e óleo diesel. Em um estudo similar, Muriel et

al., (1996) observaram a produção extracelular de biossurfactante por Cladosporium resinae.

Essa produção foi observada através da redução da tensão superficial e da formação de

emulsões.

Entre as leveduras mais utilizadas, os isolados do gênero Candida têm sido  empregados

com sucesso na fermentação de hidrocarbonetos e consequentemente, na produção de

biossurfactantes. Em 1979, Pareilleux observou a presença de um polímero extracelular por C.

lipolytica com propriedades emulsificantes, quando esta foi crescida em n-tetradecano ou na

mistura de hidrocarbonetos lineares. Os polímeros recuperados do líquido metabólico

demonstraram ser moléculas complexas, constituídas por uma fração lipídica, uma protéica e

8
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outra por carboidratos, sendo esta última, em maior quantidade. Os resultados sugeriram

que, para qualquer n-alcano utilizado como fonte de carbono, todos os componentes do

polímero e suas respectivas proporções na molécula permaneciam inalterados.

Por outro lado, Cirigliano e Carman (1985) isolaram um bioemulsificante produzido por

C. lipolytica cultivada em meio contendo n-hexadecano, demonstrando perspectivas e

potencial para uso em sistemas alimentares; enquanto que, Marçal (1991) demonstrou a

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

substratos regionais (óleo de babassu, de coco e de dendê). Sarubbo e colaboradores (1999;

2001) também utilizaram a C. lipolytica na produção de agentes surfactantes em meios

contendo óleo de babaçu e glicose como substratos.

A Candida tropicalis quando crescida em culturas em batelada alimentada utilizando n-

hexadecano como fonte de carbono, exibiu produção de biossurfactante (SING et al., 1990).

No mesmo ano, Kitamoto et al., (1990a) estudaram a produção de biossurfactantes por C.

antarctica quando cultivada em óleo de soja como fonte de carbono, sendo o biopolímero

constituído por  glicolipídeos. Segundo Persson et al., (1999), a C. bombicola destaca-se entre

as leveduras pelo alto rendimento na produção de biossurfactante (67 g/L), por

fermentador, utilizando óleo de milho e glicose como substratos. Recentemente, Bednarski et

al., (2004) estudaram a produção de biossurfactantes por C. apicola ATCC96134 utilizando

um resíduo da refinaria de óleo como substrato.

2.1.4 Vantagens no uso de biossurfactantes

As pesquisas biotecnológicas para a produção de biossurfactantes estão direcionadas

em função das vantagens desses compostos frente aos surfactantes sintéticos (REISER, 1989;

ARORA, et al., 1992; MULLIGAN et al., 1993). Dentre as principais, destacam-se:

• Diversidade: existe um grande espectro de surfactantes para satisfazer a demanda

industrial. Quase toda aplicação comercial possui condições únicas que ditam o

melhor tipo de surfactante a ser utilizado. Um dos maiores problemas existentes hoje

para os surfactantes microbianos é selecionar do mundo microbiológico

microrganismos que produzam surfactantes com chances de serem comercializados

com sucesso no mercado (BANAT, 1995a);
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• Biodegradabilidade e inativação controlada dos biossurfactantes: vários surfactantes

quimicamente sintetizados e comercializados resistem a biodegradação, acumulam-se

na natureza e causam problemas ecológicos. Surfactantes microbiológicos, como todos

os produtos naturais, são susceptíveis a degradação por microrganismos na água e no

solo (BANAT, 1995b);

• Seletividade para interfaces específicas: um dos vários princípios das moléculas

biológicas é sua notável especificidade comparada aos materiais quimicamente

sintetizados (LIN, 1996);

• Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais eficientes e mais

efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniônicos sulfatados) pois

produzem menor tensão superficial em menores concentrações de biossurfactante

(DESAI, 1997);

• Baixa toxicidade: os biossurfactantes têm recebido maior atenção também devido à

crescente preocupação da população com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais;

além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, cosméticos e

produtos farmacêuticos (BONGNOLO, 1999);

• Tolerância à temperatura, pH e força iônica: alguns biossurfactantes apresentam

elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com

condições mais drásticas (MEYLHEUC & HENRY, 2001).

2.1.5 Aplicações

Estima-se que a produção mundial de surfactantes exceda três milhões de toneladas por

ano (VATER, 1986; BROWN, 1991) sendo utilizados principalmente como matéria-prima na

fabricação de detergentes de uso doméstico (FIECHTER, 1992; GERSON, 1993; MAIER &

SOBERON-CHAVEZ, 2000). Na nova era global da industrialização, por outro lado, em que

muitas indústrias clássicas estão sendo inovada e redirecionada para novas tecnologias, a

biotecnologia tem um desafio que permite diversas oportunidades de pesquisas sem alterar a

produtividade. Os rápidos desenvolvimentos na biotecnologia e o aumento da consciência
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ambiental entre os produtores e consumidores estão colocando os produtos biológicos na

preferência do mercado (ZHOU & KOSARIC, 1995; SHEPHERD et al., 1995).

O maior mercado para os biossurfactantes é a indústria petrolífera, onde são utilizados na

produção de petróleo ou incorporados em formulações de óleos lubrificantes (BANAT,

1995a; LIN, 1996). Também são aplicados na biorremediação e dispersão de derramamentos

de óleos e na recuperação melhorada de petróleo (COBENAS et al., 1998; CAMEOTRA &

MAKKAR, 1998).

Os biossurfactantes vêm sendo testados em recuperação de óleos e no transporte de óleo

bruto, mostrando-se eficientes na redução da tensão interfacial óleo/água in situ, na redução

da viscosidade do óleo, e na limpeza da areia (GARCIA-OCHOA & CASAS, 1999; FOX et.

al., 2000). As moléculas de emulsan, um polissacarídeo composto por ácidos graxos e

proteínas,vêm sendo comercializadas para este propósito (BANAT et al., 2000; DUBEY &

JUWAKAR, 2001). Outros biossurfactantes são relatados por Ron e Rosenberg (2002). A

maioria é produzida a partir de microrganismos aeróbios, embora existam alguns anaeróbios,

como o Bacillus licheniformes, que podem ser utilizados na biorremediação de locais onde

ocorrem derramamento de óleos. A Tabela 2 resume as principais aplicações comerciais para

os biossurfactantes (BANAT et al., 2000).

Na indústria de alimentos, os biossurfactantes são utilizados como emulsificantes para o

processamento de matérias - primas. A emulsificação é muito importante na formação da

consistência e textura e também na dispersão de fases em alimentos (BANAT et al., 2000).

Um bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido utilizado em molhos prontos para

saladas (KIM et al., 2000).

Os biossurfactantes estão sendo utilizados no mercado de produtos de higiene pessoal

devido às suas propriedades de baixa umidade e biocompatibilidade (BORDAS et al., 2001).

Outras aplicações dos biossurfactantes incluem a agricultura, onde são utilizados na

formulação de pesticidas e herbicidas (MEYLHEUC & HENRY, 2001), na indústria

farmacêutica (NITSCHKE & PASTORE, 2002), além do emprego nas indústrias de papel,

têxtil e cerâmica (RON et al., 2002; VAN HAMME et al., 2003; MULLIGAN, 2005).
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Tabela 2 - Principais aplicações comerciais dos biossurfactantes

Funções Campos de aplicação

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediação, óleos, alimentos

Solubilizantes Produtos farmacêuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacêuticos, têxteis e tintas

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotação de minérios

Agentes espessantes Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais Mineração

Formadores de vesículas Cosméticos e sistemas de liberação de drogas

Fator de crescimento microbiano Tratamento de resíduos oleosos

Demulsificantes Tratamento de resíduos, recuperação de petróleo

Redutores de viscosidade Transporte em tubulações, oleodutos

Dispersantes Misturas carvão-água, calcáreo-água

Fungicidas Controle biológico de fitopatógenos

Agentes de recuperação Recuperação terciária de petróleo (MEOR)

 Fonte: BANAT et al., 2000
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3. OBJETIVOS

Geral

Produzir agentes surfactantes a partir de uma nova linhagem de Candida glabrata isolada de

sedimento de mangue utilizando óleo de algodão, glicose e extrato de levedura como

substratos.

Específicos

• Determinar a cinética de crescimento do isolado de Candida glabrata utilizando óleo

vegetal, glicose e extrato de levedura como substratos;

• Investigar a produção de surfactantes nas condições de cultivo estabelecidas através

de um planejamento fatorial;

• Maximizar a produção dos biossurfactantes através das condições pré-estabelecidas;

• Realizar isolamento e caracterização físico-química e biológica do biossurfactante;

• Avaliar o potencial biotecnológico do biossurfactante selecionado.
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Resumo

A produção de biossurfactantes por Candida glabrata UCP1002, levedura isolada de mangue,

foi inicialmente estudada utilizando-se um planejamento fatorial, visando avaliar a influência da

concentração dos seguintes componentes do meio de cultura: óleo de algodão, glicose e extrato

de levedura. Os melhores resultados para a emulsificação do n-hexadecano foram  obtidos no

ponto central do planejamento experimental (7,5% óleo de algodão, 5% de glicose e 0,3% de

extrato de levedura). A espécie de Candida mostrou-se capaz de reduzir a tensão superficial do

meio para 31mN/m após 144 horas de cultivo, revelando a capacidade surfactante do

biopolímero. O biossurfactante produzido apresentou estabilidade em condições extremas de

pH, temperatura e sob elevadas concentrações salinas. O rendimento de produção nas

condições acima foi de 10g/L. A análise preliminar dos constituintes do biossurfactante isolado

indicou a presença de proteínas (45%), lipídios (20%) e carboidratos (10%). O biossurfactante

apresentou potencial para aplicação ambiental como na remoção de óleo de areia contaminada.

Palavras-chave: biopolímero, bioemulsificante, Candida glabrata, remoção de óleo
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Introdução

A produção mundial de surfactantes excede três milhões de toneladas por ano sendo a grande

maioria dos surfactantes disponíveis sintetizados a partir de derivados de petróleo. Com o

advento da biotecnologia e as novas legislações de controle ambiental têm incentivado a

pesquisa por surfactantes naturais como alternativa aos produtos já existentes (Nitschke &

Pastore 2002).

Os biossurfactantes constituem uma das principais classes de surfactantes naturais,

produzidos por microrganismos, sendo classificados de acordo com a sua composição química

ou origem microbiana. As principais classes incluem glicolipídeos, lipopeptídeos e lipoproteínas

(Ron 2001). Estes polímeros vêm, nos últimos anos, despertando considerável interesse devido à

natureza biodegradável, baixa toxicidade e diversidade de aplicação. Outra vantagem reside no

fato de serem compostos não derivados de petróleo, fator importante à medida que o preço do

petróleo vem aumentando nos últimos tempos. A possibilidade de modificação da estrutura

química e das propriedades físicas dos biossurfactantes através de manipulações genéticas,

biológicas ou químicas, permite o desenvolvimento de produtos para necessidades específicas.

Entre as aplicações comerciais dos biossurfactantes destacam-se a recuperação do petróleo e a

formulação de lubrificantes, além de diferentes utilizações nas indústrias têxtil, cosmética,

alimentícia e farmacêutica (Rahman et al. 2003).

Com a globalização da indústria e a necessidade de sustentabilidade ambiental, que busca

tratar praticamente todos os resíduos gerados, a biotecnologia oferece, soluções para reduzir os

problemas ambientais gerados pelos grandes complexos industriais, destacando-se a indústria

petroquímica. Os processos de biorremediação e biorremoção surgem como tecnologias

inovadoras e apresentam resultados satisfatórios na remoção dos compostos derivados de

petróleo, metais pesados, entre outros poluentes (Hua et al. 2003; Queiroga et al. 2003; Dubey &

Juwarkar 2001).
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Os biossurfactantes, apesar da diversidade de aplicações industriais, ainda não são

amplamente utilizados devido aos altos custos de produção associados a métodos ineficientes de

recuperação do produto e ao uso de substratos caros. O problema econômico da produção de

biossurfactantes, no entanto, pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes

alternativas de nutrientes facilmente disponíveis e de baixo custo, como o efluente da indústria

de óleo de oliva, resíduos de óleo lubrificantes e óleos vegetais domésticos (Mercade et al. 1993;

Mercade et al. 1996; Vollbrecht et al. 1999; Deleu & Paquot 2004).

A literatura descreve um grande número de fontes de carbono, incluindo rejeitos

agrícolas, como açúcares e óleos, como substratos atrativos para a produção de biossurfactantes

com potencial de aplicação industrial e ambiental (Lang et al. 1989; Gallert 2002). Altos

rendimentos em produtos têm sido obtidos através da combinação entre um óleo vegetal e um

carboidrato como substratos (Zhou & Kosaric 1993).

Entre as leveduras, espécies de Candida têm sido largamente empregadas na produção de

biossurfactantes a partir de fontes de carbono solúveis e insolúveis (Sarubbo et al. 1997; 1999).

Neste trabalho a produção de biossurfactantes por uma nova linhagem de Candida glabrata foi

obtida utilizando óleo de algodão, glicose e extrato de levedura como substratos. O isolamento, a

caracterização e aplicação do biopolímero também foram realizados.
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Materiais e métodos

Microrganismo

Candida glabrata (Anderson) Meyer & Yarrow (UCP 1002), levedura isolada de sedimento de

mangue, coletada no Município de Rio Formoso, Estado de Pernambuco, Brasil,

(NASCIMENTO et al. 2000) e depositada no Banco de Culturas do Núcleo de Pesquisas em

Ciências Ambientais da Universidade Católica de Pernambuco foi utilizada como microrganismo

produtor de biossurfactante. A cultura foi mantida a 5°C no meio Yeast Mold Agar (YMA), com

a seguinte composição (p/v): extrato de levedura (0.3%), extrato de malte (0.3%), triptona

(0.5%), D-glicose (1%) e ágar (5%). Repiques foram mensalmente realizados para manter a

viabilidade celular.

Meio de produção

As culturas foram crescidas em meio mineral contendo NH4NO3 (0,1%), KH2PO4 (0,01%),

MgSO4.7H2O (0,5%), FeCl3 (0,01%), NaCl (0,01%) e uréia (0,1%). Os ingredientes foram

dissolvidos e o meio esterilizado em autoclave a 121ºC por 20 minutos, sendo o pH final de 5,7.

Substratos

Óleo de algodão, de padrão alimentar (Bunge Alimentos S.A; SC-Brasil), glicose (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO) e extrato de levedura (Oxoid) foram utilizados como substratos e

adicionados ao meio de produção segundo as condições estabelecidas pelo planejamento fatorial.
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Planejamento Fatorial

Inicialmente, realizou-se um planejamento fatorial completo 23 com 4 pontos centrais para

analisar os efeitos principais e interações das variáveis concentrações de óleo de algodão, glicose

e extrato de levedura sobre a variável resposta  atividadde de emulsificação. A matriz do

planejamento codificada e os valores das variáveis independentes nos níveis -1 e +1 e no ponto

central encontram-se especificados na Tabela 1. A análise dos resultados foi realizada utilizando

o programa STATISTIC versão 6.0 da Statsoft, USA.

Determinação da velocidade máxima de crescimento (µmax) e tempo de geração (TG)

A velocidade máxima de crescimento (µmax) e o tempo de geração (TG) foram determinados de

acordo com Pirt (1975).

Produção dos biossurfactantes

Os cultivos para produção dos biossurfactantes foram realizadas em frascos Erlenmeyer com

1000mL de capacidade contendo 300mL do meio de produção e inoculados com 3mL da

suspensão contendo 107 células/mL. Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150 rpm

durante 144 horas, à temperatura de 27ºC. Alíquotas de 4 mL, em duplicata, foram coletadas de 6

em 6 horas nas primeiras 24 horas de cultivo e, em seguida, a cada 24 horas até o período de 144

horas, sendo utilizadas para as seguintes determinações: cinética de crescimento, determinação

do pH e atividade de emulsificação.

Determinação da atividade de emulsificação

Para a determinação da atividade de emulsificação, as amostras retiradas do meio de cultivo ao

longo da fermentação foram centrifugadas 10000 x g durante 15 minutos e, em seguida,

analisadas conforme descrito por Cooper e Goldenberg (1987). 1,0 mL de n-hexadecano foi
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adicionado a 2,0 mL do líquido metabólico em tubo graduado e a mistura agitada em vortex por

1 minuto. A estabilidade da emulsão foi determinada após 24 horas e o índice de Emulsificação

foi calculado dividindo-se a altura da emulsão pela altura total da mistura e multiplicando-se por

100 para fornecer o percentual da emulsão formada no tubo.

Determinação da estabilidade do biossurfactante

A estabilidade do biossurfactante produzido na condição selecionada a partir do planejamento

fatorial foi avaliada através da determinação da tensão superficial do líquido metabólico livre de

células frente a diferentes temperaturas (4, 27 e 80 ºC), por 10 minutos, diferente pH’s (2, 4, 6, 8,

10 e 12) e diferentes concentrações de NaCl (2, 4, 6, 8 e 10%). Os ensaios foram realizados em

triplicada.

Isolamento do biossurfactante

Após 144 horas de cultivo de Candida glabrata, o líquido metabólico foi mantido sob

refrigeração durante 24 horas para sedimentação das células, sendo centrifugado a 10000 x g

durante 15 minutos a 28ºC. Em seguida, o líquido metabólico foi filtrado papel Whatman Nº 1 e

concentrado por liofilização e ressuspendido  em água destilada para 1/5 do volume inicial. A

extração foi realizada utilizando clorofórmio 1:1 (v/v) à temperatura de 27°C. A fase aquosa foi

extraída por três vezes e o produto da extração foi liofilizado. O biopolímero obtido da fase

orgânica foi evaporado com rotoevaporador à temperatura de 80ºC, lavado com n-hexano e

mantido em dessecador até peso constante (Cirigliano & Carman 1985). O rendimento do

produto isolado foi calculado em g/L e o biossurfactante caracterizado através da determinação

da tensão superficial, da CMC e composição química preliminar.
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Determinação da tensão superficial e da concentração micelar crítica (CMC)

A tensão superficial e a CMC foram medidas de acordo com a metodologia descrita por

Kuyukina et al. (2001), em tensiômetro automático (Modelo Sigma 70, KSV Ltd., Finland)

utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma solução de

concentração conhecida do biossurfactante isolado.

Composição química  do biossurfactante

A concentração de proteína do biossurfactante isolado foi determinada pelo método de Lowry et

al. (1951), usando albumina bovina como padrão. Os carboidratos foram determinados pelo

método ácido fenol-sulfúrico, usando D-glicose como padrão (Hanson et al. 1981) e os lipídios

quantificados de acordo com Manocha et al. (1980).

Aplicação do biossurfactante na remoção de óleo motor de areia contaminada

A remoção de  óleo de motor da areia foi realizada utilizando-se 60g de areia de praia

impregnada com 5 mL do óleo. Frações de 20 g da areia contaminada foram transferidas para

Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, os quais foram submetidos aos seguintes tratamentos: a-

adição de 60 mL de água destilada (controle), b- adição de 60 mL de solução aquosa do

biossurfactante isolado a 1,5% e c- adição de 60 mL de solução aquosa do biossurfactante

isolado a 2,5%. Os frascos foram submetidos à agitação de 150 rpm por 24 horas, a 27°C e, em

seguida, centrifugados a 10000 x g por 5 minutos para separação da solução de lavagem e da

areia. A quantidade de óleo removido foi determinada na areia lavada por gravimetria após

extração do mesmo com hexano, sendo expressa em percentagem (Nistschke & Pastore 2002).
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Resultados e discussão

Os meios utilizados na produção de biossurfactantes por leveduras normalmente incluem três

nutrientes: um carboidrato, usualmente a glicose, um óleo vegetal e o extrato de levedura. Cada

um destes componentes exerce uma função específica no processo de obtenção do biopolímero

(Garcia-Ochoa et al. 1999). O carboidrato é consumido para crescimento da biomassa e

produção do surfactante. A glicose é assimilada durante o crescimento da levedura até uma outra

fonte essencial, normalmente a fonte de nitrogênio, ser esgotada, sendo importante também na

produção do polímero. O óleo vegetal, por sua vez, é utilizado na produção do biossurfactante. A

produção ocorre através da utilização dos ácidos graxos obtidos dos triglicerídeos do óleo,

enquanto que o glicerol liberado deve ser utilizado para manutenção da energia. O extrato de

levedura contém nitrogênio, fosfato e oligoelementos requeridos para o crescimento da levedura

e produção do biossurfactante, sendo, consequentemente, importante para aumentar as

concentrações de biomassa e surfactante (Casas 1996).

Perfil de crescimento de Candida glabrata

As figuras de 1 a 3 apresentam o perfil de crescimento de C. glabrata, acompanhado

através da  atividade de emulsificação e do pH obtidos para os cultivos em óleo de algodão e

glicose e extrato de levedura como substratos, segundo o planejamento fatorial.

As cinéticas de crescimento da C. glabrata (figuras 1 e 2) demonstraram um perfil de

diauxia. A presença de glicose nos cultivos de C. glabrata foi um fator determinante da acidez

do meio já que, em sua presença, houve uma redução no pH (Figuras 1C, 2A, 3A, 3B e 3C), o

qual atingiu valores estáveis em torno de 3,0, no início da fase estacionária de crescimento,

provavelmente pela produção de ácidos orgânicos. Por outro lado, na ausência de glicose
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(Figuras 1A, 1B, 2B e 2C) observou-se um grande aumento do pH nas primeiras horas do

cultivo, o qual atingiu valores próximos a 8,0, com estabilização em torno de 7,0  até o final das

144 horas de fermentação.

A cinética de produção de atividade de emulsificação demonstrou que C.  glabrata não

foi capaz de emulsificar efetivamente o n-hexadecano nos meios sem glicose (Figuras 1A, 1B,

2B e 2C). Nos meios contendo 5 e 10% de óleo de algodão, 10% de glicose e 0,4 % de extrato de

levedura (Figuras 2A, 3A e 3B) observaram-se dois picos de atividade de emulsificação, sendo o

primeiro no início da fase estacionária de crescimento, por volta de 24 horas e o segundo por

volta das 120 horas de cultivo. As condições de cultivo que representam o ponto central do

planejamento fatorial, ilustradas na Figura 3C, apresentaram resultados similares aos obtidos nas

Figuras 3A e 3B, no que se refere à emulsificação do n-hexadecano.

Seleção do biossurfactante com maior capacidade de emulsificação em função do planejamento

experimental30

A Tabela 1 mostra os experimentos codificados e o resultado da variável resposta índice

de emulsificação com 96 horas usando n-hexadecano. No diagrama de Pareto de efeitos

padronizados (Figura 4) pode-se observar que, para um nível de confiança de 95%, apenas a

variável independente concentração de glicose produziu efeito positivo e estatisticamente

significativo sobre o aumento do índice de emulsificação do n-hexadecano com 96 h. As

variáveis concentrações óleo de algodão e extrato de levedura mostrou, embora não

significativamente do ponto de vista estatístico, ter influência negativa sobre o índice de

emulsificação do n-hexadecano.

Foi possível selecionar a condição do ponto central contendo (7,5% de óleo de algodão,

5% de glicose e 0,3% de extrato de levedura), para a emulsificação do n-hexadecano,

considerando o melhor valor de atividade de emulsificação (66%) após 96 horas de cultivo
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(Tabela 1). A curva de crescimento de C. glabrata nesta condição (Figura 3C) demonstrou que a

máxima concentração celular foi atingida após 72 horas de cultivo. Após 48 horas de

crescimento, um perfil de diauxia foi observado. A velocidade máxima de crescimento da

levedura foi de 0,69 h –1 com um tempo de geração de 1,0 h.

Propriedades do biossurfactante selecionado

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada no líquido metabólico livre de células após

144 horas de cultivo quanto a diferentes valores de pH, temperatura e concentrações crescentes

de NaCl em função da tensão superficial do biopolímero (Figura 5).

Os testes realizados no líquido metabólico livre de células, com relação à variação do pH,

demonstraram uma estabilidade efetiva da tensão superficial (Figura 5A). De acordo com Kim e

colaboradores (2000), as tensões superficiais do biossurfactante de Nocardia sp. L-417 foram

mantidas em todos os valores de pH testados (de 2 a 12), indicando que a variação do pH

também não teve efeito significativo sobre a tensão superficial.

Estudos realizados anteriormente para o biossurfactante da C. glabrata UCP1002

produzido no mesmo meio e nas mesmas condições desse trabalho demonstraram que a variação

do pH não exerceu grande influência sobre a capacidade de emulsificação do líquido metabólico,

embora um aumento tenha sido observado no pH 12 para a emulsificação do óleo de algodão. Os

autores sugerem que a redução da capacidade surfactante do biossurfactante tenha ocorrido com

o aumento da ionização (Sarubbo et al. in press). A atividade do biossurfactante produzido por

Bacillus subtillis também foi estável a diferentes valores de pH (Makkar & Cameotra 1998),

embora a efetividade do liposan de Candida lipolytica como emulsificante tenha sido limitada à

faixa de pH ácido (Cirigliano & Carman 1984).

 A tensão superficial no líquido metabólico livre de células contendo o biossurfactante

mostrou-se estável, independente da concentração de sal adicionada (Figura 5 B). Estudos
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realizados por Desai e Banat (1997) demostraram que concentrações acima de 2% de NaCl  são

suficientes para inativar o surfactante sintético.

A adição de 10% de NaCl ao líquido metabólico livre de células do biossurfactante de C.

glabrata UCP1002  provocou redução de aproximadamente 20% na atividade de hexadecano,

mostrando tolerância da emulsão a elevadas concentrações de sal (Sarubbo et al. in press).

Também foram observadas reduções na atividade de emulsificação do surfactante de C.

lipolytica cultivada em n-hexadecano e em culturas mistas suplementadas com melaço (Ghurye

et al. 1994).

Com relação à influência da temperatura sobre a tensão superficial do líquido metabólico

livre de células contendo o biossurfactante (Figura 5C), observou-se que a mesma permaneceu

estável frente às temperaturas estudadas. Os resultados obtidos por Brown e colaboradores

(1991) para o biossurfactante produzido pela bactéria designada como isolado 1165 demonstrou

uma redução da tensão superficial no líquido metabólico livre de células quando submetido à

temperatura entre (0 Cº e 4ºC), embora quando exposta a temperaturas elevadas (100 e 120 ºC)

tenha apresentado valores estáveis de tensões  entre 30,5mN/m e 31,8. Markkar e Cameotra

(2002) observaram a estabilidade da tensão superficial após a exposição do biossurfactante

produzido por Bacillus subtilis a temperatura de 100ºC.

A variação da temperatura também não exerceu grande influência na capacidade de

emulsificação do líquido metabólico livre de células do biossurfactante de C. glabrata UCP1002

(Sarubbo et al. in press). A capacidade de emulsificação do liposan de Candida lipolytica

demonstrou relativa estabilidade entre 30 e 90°C, embora 60% de sua atividade tenha sido

perdida após 1 hora a 100 °C (Soon et al. 2004).
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É importante ressaltar que os resultados obtidos nesse trabalho para as propriedades do

biossurfactante de Candida glabrata UCP1002 foram comparados aos achados da literatura para

surfactantes de bactérias, uma vez que os trabalhos que descrevem a estabilidade da tensão

superficial de surfactantes de leveduras são escassos.

Isolamento do biossurfactante selecionado

O biossurfactante foi isolado do filtrado de C.  glabrata após 144 horas de cultivo. O

precipitado coletado na fase aquosa recuperou 100% da atividade de emulsificação em n-

hexadecano. As emulsões formadas pelo biossurfactante isolado permaneceram estáveis por mais

de quatro semanas. O rendimento do precipitado obtido na fase aquosa foi de aproximadamente

10,0 g/L. O rendimento de produção do biossurfactante de C. utilis variou de 0,26 a 0,93 g/L em

função das condições do processo fermentativo, enquanto que o rendimento do agente

emulsificante extracelular de Curvularia lunata foi de 2,6 g/L (Paraszkiewicz et al. 2002).

Tensão superficial e concentração micelar crítica (CMC) do biossurfactante

A presença de um surfactante reduz a tensão superficial ar/água, sendo este efeito

proporcional à concentração do biossurfactante em solução, até se atingir a CMC (Ron &

Ronsengerg 2001). De acordo com a Figura 6, a CMC do biossurfactante de C. glabrata foi de

aproximadamente 25g/l e a tensão superficial nesse ponto foi de 31 mN/m. Este valor de tensão é

semelhante aos valores relatados para outros biossurfactantes produzidos por leveduras

cultivadas em óleos vegetais e carboidratos como substratos (Davila et al. 1992; Marin 1996).
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Composição química do biossurfactante

A biossíntese de biossurfactantes por um grande variedade de bactérias e leveduras tem

sido reportada (Daniel et al. 1998; Lang et al. 1989) envolvendo geralmente raminolipídeos e

lipídios sulfurosos (Zhou & Kosaric 1995). A análise preliminar do biossurfactante isolado a

partir do cultivo de C. glabrata em óleo de algodão, glicose e extrato de levedura como

substratos indicou a presença de 45% de proteínas, 20% de lipídios e 10% de carboidratos.

Liposan, um emulsificante produzido por C. lipolytica é composto por 93% de carboidratos e 7%

de proteínas (Cirigliano & Carman 1985). Outros polímeros emulsificantes contendo proteínas,

carboidratos e lipídios também foram produzidos por C. lipolytica quando cultivada em óleo

vegetal de babaçu e glicose como fontes de carbono (Sarubbo et al. 1999).

 Aplicação do biossurfactante na remoção de óleo

A Tabela 2 ilustra a  remoção do óleo de motor pela solução do biossurfactante. Os

resultados obtidos demonstraram que o biossurfactante a 2,5% de concentração, ou seja, na sua

CMC, foi capaz de remover 84% do óleo contido na areia, enquanto que a água destilada

removeu 56% do óleo contaminado. Estudos realizados por Abu-Ruwaida et al. (1991)

demonstraram que o líquido metabólico contendo o biossurfactante produzido por um isolado

bacteriano foi capaz de recuperar 86% de óleo residual bruto, enquanto que a água destilada

removeu cerca de 65% do óleo. Cameotra e Makkar (1998) demonstraram que o biossurfactante

isolado de Pseudomonas aeruginosa foi capaz de recuperar 56% do óleo adsorvido em areia

contida em coluna.
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Figura 1. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificação em  n-

hexadecano. (A) Crescimento em 5% do óleo de algodão e 0,2% do extrato de levedura; (B)

Crescimento em 10% do óleo de algodão e 0,2% do extrato de levedura; (C) Crescimento em

5% de óleo de algodão, 10% de glicose e 0,2% de extrato de levedura

Figura 2. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificação em  n-

hexadecano. (A) Crescimento em 10% de óleo de algodão, 10% de glicose e 0,4% de extrato de

levedura; (B) Crescimento em 5% de óleo de algodão e 0,4% de extrato de levedura; (C)

Crescimento em 10% de óleo de algodão e 0,4% de extrato de levedura

Figura 3. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificação em  n-

hexadecano. (A) Crescimento em 5% de óleo de algodão, 10% de glicose e 0,4% de extrato de

levedura; (B) Crescimento em 10% de óleo de algodão, 10% de glicose e 0,4% de extrato de

levedura; (C) Crescimento em 7, 5% de óleo de algodão 5% de glicose e 0,3% de extrato de

levedura

Figura 4. Diagrama de Pareto dos efeitos das variáveis utilizadas sobre o índice de emulsificação

do surfactante produzido por Candida glabrata com 96 h usando n- hexadecano

Figura 5. Estabilidade do biossurfactante determinada através da tensão superficial do líquido

metabólico livre de células de Candida glabrata cultivada em meio mineral contendo 7,5 %  de

óleo de algodão, 5 % de glicose e 0,3% de extrato de levedura: (A)  diferentes valores pH; (B)

diferentes concentrações de NaCl e (C) diferentes temperaturas
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Figura 6. Determinação da concentração micelar crítica (CMC) do biossurfactante isolado de

Candida glabrata cultivada em meio mineral contendo 7,5 % de óleo de algodão, 5 % de glicose

e 0,3% de extrato de levedura na redução da tensão superficial
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Tabela 1. Valores das variáveis independentes do planejamento fatorial nos níveis -1, +1 e no

ponto central. Variável resposta: atividade de emulsificação após 96 horas de cultivo

Condição

Óleo de

algodão Glicose

Extrato de

levedura

Emulsificação do

Hexadecano (%) (96h)

1 -1 -1 -1 0,000

2 +1 -1 -1 0,000

3 -1 +1 -1 65,000

4 +1 +1 -1 53,000

5 -1 -1 +1 0,000

6 +1 -1 +1 0,000

7 -1 +1 +1 65,000

8 +1 +1 +1 50,000

9 0 0 0 66,000

10 0 0 0 66,000

11 0 0 0 66,000

12 0 0 0 66,000

As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: óleo de algodão, 5% (-1) e 10% (+1); glicose,
0% (-1) e 10% (+1); extrato de levedura 0,2% (-1) e 0,4% (+1). Os valores dos pontos centrais foram: óleo de
algodão, 7,5%; glicose 5%; extrato de levedura 0,3%.
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Tabela 2. Remoção de óleo de motor presente em areia pelo biossurfactante isolado de Candida

glabrata UCP 1002

Tratamentos Óleo remanescente (%) Óleo removido (%)

Água destilada 43,7

Solução aquosa de biossurfactante a 1,5% 36,4

Solução aquosa de biossurfactante a 2,5% 16,2

56,3

63,6

84
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Figura 4

Diagrama de Pareto de  Efeitos Padronizados

Planejamento 2**(3-0) ; MS Residual=725,4333

Variável Resposta: Atividade de Emulsificação 96 h (Hexadecano)
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6 . CONCLUSÕES GERAIS

Os estudos realizados com uma nova linhagem de Candida glabrata apresentam as seguintes

conclusões:

• Todas as curvas de crescimento estudadas no planejamento fatorial apresentaram

fenômeno de diauxia;

• A nova linhagem de Candida glabrata (UCP 1002) isolada de mangue apresenta grande

potencial como microrganismo produtor de compostos com atividade emulsificante e

surfactante;

• Dentre as variáveis utilizadas como  substratos, glicose, óleo de algodão e extrato de

levedura, apenas a glicose apresenta efeito significativo do ponto de vista estatístico na

produção do biossurfactante;

• A redução da tensão superficial ocorre simultaneamente com a maior produção do
biossurfactante;

• O biopolímero presente no líquido metabólico mantém-se estável quando submetido a

condições extremas de pH, temperatura e diferentes concentrações de NaCl;

• O biossurfactante é isolado em grande quantidade, considerando os experimentos em

batelada;

• O biossurfactante isolado apresenta potencial de aplicação na biorremediação de areia

contaminada com óleo motor;

• O biossurfactante isolado é pertencente ao grupo dos heteropolímeros.
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Evaluation of both tenso-active and emulsifying
activities indicated that a biosurfactant was
produced by the newly isolated and promising
strain Candida glabrata isolated from mangrove
sediments. The extracellular water-soluble
emulsifying agent was isolated and identified as
a heteropolymer. The maximum of
bioemulsifier production was observed when

the strain was grown on soluble and insoluble
substrates cotton seed oil plus glucose, reaching
values of 10.0 g/l after 144 hours at 200 rpm.
The cell-free culture broth containing the
examined agent lowered the surface tension of
the medium to 31 mN/m. Stable and compact
emulsions with emulsifying activity of 75 % of
cotton seed oil were detected. The emulsification
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 capacity remained practically unaltered within

a wide pH (2-12), temperature (4-80 °C) ranges
and under NaCl concentrations up to 10 %.

Surfactants and emulsifiers are indispensable
components of daily life. They are widely used in
the pharmaceutical, cosmetic, petroleum and food
industries (Lang, 2002; Makkar and Cameotra,
1998). The surfactant industry now exceeds US$ 9
billion per year (Desai and Banat, 1997). Most of
these compounds are of petroleum origin, which
are not easily biodegradable and their
manufacturing processes and by-products can be
environmentally hazardous. Increased
environmental awareness and strict legislation has
made environmental compatibility of surfactants
an important factor in their applications for various
uses (Maier and Soberon-Chaves, 2000). Several
different microbial products that exhibit surface-
active properties have been identified in the past.
These so called biosurfactants are produced by
certain bacteria and by a number of yeasts and
filamentous fungi. They include low-molecular-
weight glycolipids, lipopeptides and high-
molecular-weight lipid-containing polymers such
as lipoproteins, lipopolyssacharide-protein
complexes and polysaccharide-protein-fatty acid
complexes (Ron and Rosenberg, 2000). Because
biosurfactants are readly biodegradable and can be
produced in large amounts by microorganisms and
thus are not dependent on petroleum-derived
products, they might well be able to replace, in
some instances, the traditional synthetic surfactants
(Banat et al. 2000).
The success of biosurfactant production depends
on the development of cheaper processes and the
use of low cost raw materials, which account for
10-30 % of the overall cost. Most oils and fats
produced in the world are used in the food
industry, which generates great quantities of
wastes, tallow, lard, marine oils and free fatty acids
from the extraction of seed oils (Makkar and
Cameotra, 1998; 2002). The literature shows that a
wide range of carbon sources, including
agricultural renewable resources, like sugars and
oils, are suitable carbon sources for production of
ecologically safe biosurfactants with good
properties. (Gallert and Winter, 2002). Optimal
yields of bioemulsifier are usually obtained when
carbohydrate and vegetable oil are used as
substrate (Zhou and Kosaric, 1995).

Among yeasts, Candida species have been widely
employed for insoluble substrates fermentation and
have been reported to produce surface active
agents (Sarubbo et al. 1999; 2001). The objective
of this work is to investigate the production of a
biosurfactant by Candida glabrata isolated from
mangrove sediments and to show the capacity of
the emulsifying agent in stabilizing water-in-oil
emulsions.

MATERIALS AND METHODS

Organism

Candida glabrata UCP 1002 was isolated from
mangrove sediment collected in the City of Rio
Formoso, Pernambuco State, Brazil by Gomes et
al. (2000).  The isolation and identification of
strain are according to O’Donnell (1979). The
organism was kindly supplied from the Culture
Collection of Nucleous of Resource in
Environmental Sciences, Catholic University of
Pernambuco, Recife, PE, Brazil. The culture was
maintained at 5°C on Yeast Mold Agar (YMA)
slants containing (w/v): yeast extract (0.3 %), malt
extract (0.3 %), tryptone (0.5 %), D-glucose (1 %)
and agar (5 %). Transfers were made to fresh agar
slants each month to maintain viability.

Reagents

n-Hexadecane was obtained from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO); food grade cotton seed oil
was kindly supplied from  Bunge Alimentos S.A.
(SC, Brasil). Other chemicals used were analytical
grade.

Media and cultivation conditions

Cultures were grown on a mineral medium
containing 0.1% NH4NO3, 0.02% KH2PO4, 0.02%
MgSO4.7H2O, 0.3% yeast extract and 7.5 % cotton
seed oil plus 5.0 % glucose as substrates. The final
pH of the medium was 5.7.

The Candida glabrata was grown in solid medium
at 27 °C for 48-72 hours; then, a loopful of the
cream coloured culture was transferred to
Erlenmeyer flasks of 250-ml containing 50-ml of
the liquid medium, Yeast Mold Broth (CYM) and
incubated for one day at 27 °C on an orbital shaker
(200 rpm).The CYM culture contained 104 cells/ml
and was used to initiate growth in mineral medium
using a 10% vol/vol inoculum. The production of
the emulsifier was carried out in Erlenmeyer’s
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flasks of 500-ml containing 100 ml of the
production medium and shaking at 200 rpm for
144 hours at 27 °C. The pH of the media was not
adjusted during cultivation. Growth of the culture
was monitored by counts on Neubauer Camera and
plate Yeast Mold Agar. The fermentation’s was
monitored by aseptically removing of samples until
the end of the experiment. All analyses were
performed in triplicate and did not vary more than
5%.

Emulsification activity

Emulsification activity was measured using the
method described by Cooper and Goldenberg
(1987) whereby 6 ml of n-hexadecane or cotton
seed oil was added to 4 ml of the culture broth free
of cells in a graduated screwcap test tube and
vortexed at 3000 rpm for 2 min. The emulsion
stability was determined after 24 hours, and the
emulsification index was calculated by dividing the
measured height of the emulsion layer by the
mixture's total height and multiplying by 100.

Efficiency studies

The efficiency of the biosurfactant as an
emulsifying agent was measured on the cell-free
broth. Variations between volumes of the oil phase
(n-hexadecane or cotton seed oil) and aqueous
phase were prepared for water in oil emulsions.

Stability studies

Stability studies were done using the cell-free
broth obtained centrifuging the cultures at 10000 x
g for 15 minutes. 4 ml of the culture broth free of
cells were heated at 80 °C, and cooled to room
temperature, after which the emulsification activity
was measured. The emulsification capacity of
culture broth free of cells was also determined after
exposure at lower temperature (0-4°C). To study
the pH stability of the cell-free broth, the pH of the
cell-free broth was adjusted to different pH values
(2 to 12) and the emulsification activity was
measured. The culture liquid pH was adjusted with
1 M NaOH. The effect of NaCl concentrations (2
to 10 %) on the emulsification capacity of the
culture broth free of cells was also determined.

Surface activities

Surface tension and critical micellar concentration
(CMC) were determined on cell-free broth
obtained by centrifuging the cultures at 10000 x g

for 15 minutes with a Tensiometer model Sigma 70
(KSV Instruments LTD - Finland) using the Du
Nouy ring method at room temperature. The CMC
was determined by measuring the surface tensions
of dilutions of cell-free broth in distilled water up
to a constant value of surface tension.
Measurements of surface tension from distilled
water and from the mineral medium were used as
controls.

Isolation of biosurfactant

The 144-h culture was refrigerated for 24 h to
solidify the remaining oil and to effect yeast
settling. The culture was filtered through Whatman
no. 1 filter paper and centrifuged at 10000 x g for
15 minutes. The cell-free broth was concentrated
(500 ml) by freeze drying and extracted three times
with chloroform (1:1, by vol.) in a separatory
funnel at 28°C.

Analytical methods

Protein concentration in the isolated bioemulsifier
was determined by the Lowry method (Lowry et
al. 1951) using Bovine serum albumin as a
standard. Carbohydrates were determined by the
phenol-sulfuric acid method, using D-glucose as a
standard (Hanson and Phillips, 1981). The lipid
composition of the crude bioemulsifier was
determined according to Manocha et al. (1980).

RESULTS AND DISCUSSION

Growth kinetics and extracellular
bioemulsifier production

Figure 1 shows the biomass concentration, pH and
emulsification index of Candida glabrata
cultivation in mineral medium containing 7.5 % of
cotton seed oil plus 5 % of glucose. Maximum
biomass concentration was achieved after 72h.
After 48h of growth, a diauxic behavior was
observed, probably due to the consumption of
other substrate used in the fermentation. During the
exponential growth phase, culture medium pH
gradually decreased from 5.7 to 2.6, after which it
remained around 3.0. The profile of emulsification
activity production was observed in three
independently run fermentations. Emulsification of
cotton seed oil increased with increasing biomass
formation, reaching its optimum nearly at about
24h, and after 48h of growth it showed with
constant values around 75 % until the end of

59



cultivation. Conversely, the emulsification of n-
hexadecane started after the microorganism

entered the stationary growth phase, with
maximum activity of 67 % after 96 hours of
cultivation.

Bioemulsifier properties

For the measurements of surface tension of
distilled water after different dilutions of the cell-
free broth after 144h of cultivation, it was found
that the emulsifier agent obtained from glucose
plus cotton seed oil could lower the surface tension
of water (air-water interface) from 68 mN/m to 31

mN/m (CMC), which shows that it is a good
surfactant (Figure 2). This result is similar to
others surfactants produced by yeast from
carbohydrate and vegetal oil as substrates (Davila
et al. 1992; Garcia-Ochoa and Casas, 1999; Zhou
and Kosaric, 1995). The efficiency of the
bioemulsifier containing cell-free broth is shown in
Figure 3. The results showed that the biosurfactant
form Candida glabrata was efficient in
emulsificating the cotton seed oil once no
significant variation in the emulsification index
was observed for this substrate, however, for n-
hexadecane emulsification, the reduction of cell-
free broth volume decreased the emulsification
capacity.

Figure 1. Time courses of growth, culture pH and emulsifications of n-hexadecane and
cotton seed oil by Candida glabrata grown on mineral medium supplemented with 7.5
% cotton seed oil plus 5.0 % glucose
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Figure 2. Surface tension reduction of distilled water by the cell-free broth of Candida
glabrata grown on mineral medium supplemented with 7.5 % cotton seed oil plus 5.0
% glucose
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Figure 3.  Efficiency of emulsifying activity of cell-free broth of Candida glabrata
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The effect of added NaCl concentrations on n-
hexadecane and cotton seed oil emulsification
capacity of the cell-free broth is summarized in
Figure 4. A reduction of approximately 20 % of
emulsification activity was observed with the
addition of up to 10 % (w/v) sodium chloride for
both substrates, showing a relative tolerance over
these salt concentrations. Once the salinity
decreases the viscosity, it is possible that the
increase of NaCl concentration had influenced
the quality of the emulsion, thus reducing the

emulsification capacity. Reductions in
emulsification activity were also reported for
other surfactants of microorganisms as Candida
lipolytica grown in n-hexadecane (Cirigliano and
Carman, 1984) and a mixed culture cultivated in
molasses (Ghurye et al. 1994).

The effect of thermal treatment on the emulsifier
activity of Candada glabrata culture showed that
no appreciable changes in emulsification capacity
occurred, if the cell-free broth was heated, once
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only 10 % of activity was lost at 80 °C. The lost
of emulsifier activity could be explained by the
denaturation of proteinaceous compounds of the
bioemulsifier during heating. There was no
significant change at lower temperature (4 °C).
Liposan from Candida lipolytica found to be
relatively stable between 30 and 90 °C, but lost
60 % of its activity after boiling for 1 hour
(Cirigliano and Carman, 1984).

The pH of the cell-free broth was varied from 2
to 12 to test the effect of pH on emulsification
capacity. No appreciable effect on activity was
observed along the pH range, although it was
observed an increase at pH 12, especially for
cotton seed oil emulsification. Extremes of pH
could possibly transform less surface-active
species into more active emulsifiers by increased
ionization. The activity of the biosurfactant
produced by Bacillus subtillis was also pH stable
(Makkar and Cameotra, 1998), while the
effectiviness of liposan as emulsifier was limited

to the acid to neutral pH (Cirigliano and Carman,
1984).

Bioemulsifier isolation

The examined agent was isolated from the culture
filtrate of Candida glabrata. The precipitate
collected in the aqueous phase recovered 100 %
of the emulsification activity of n-hexadecane
that was present in the culture filtrate, while the
emulsification activity of the cotton seed oil
increased 25 %. The average yield of precipitate
in the aqueous phase was approximately 10.0 g/l.
Bioemulsifier production by yeast Candida utilis
varied from 0.26 to 0.93 g/l and depended on
process conditions (Shepherd et al. 1995), while
the extracellular emulsifying agent from
Curvularia lunata yielded 2.6 g/l (Paraszkiewicz
et al. 2002). The emulsification activity of both
the isolated biosurfactant and the cell-free
remained stable for a reasonable period (more
than 4 weeks) under low temperature and upon
sterilization.

Figure 4. Effect of different sodium chloride concentrations on the emulsifying activity
of cell-free broth of Candida glabrata grown on mineral medium supplemented with 7.5
% cotton seed oil plus 5.0 % glucose

Preliminary chemical characteristics of
bioemulsifier

Bioshyntesis of biosurfactants from a variety of
bacteria and yeasts has been reported (Davila et
al. 1992; Daniel et al. 1999; Lang and Wulbrandt,
1999; Zhou and Kosaric, 1995), most commonly
involving rhamno-lipids, trehalose and
sophorose-lipids. These usually contain various
hydroxy fatty acids and carbohydrates and are

characterized by unique surfactant properties
(Ron and Rosenberg, 2000). Preliminary analysis
of the bioemulsifier produced by the new strain
Candida glabrata indicated that it was a
heteropolymer, which consisted of 45 % protein,
20% lipid and 10 % carbohydrate. Liposan, an
extracellular emulsifier synthesized by Candida
lipolytica was composed of 93 % carbohydrate
and 7 % protein (Cirigliano and Carman, 1985).
Other polymeric emulsifiers containing proteins,
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carbohydrates and lipids were also produced by
Candida lipolytica when grown in babassu
vegetal oil (Sarubbo et al. 1999) or glucose
(Sarubbo et al. 2001) as the sole carbon sources.

CONLCUDING REMARKS

The results obtained in this work show that this
new strain of Candida glabrata represents a
valuable source of new compounds with surface-
active properties, with potential of application in
different industries. Work is in progress to
improve the production process of these
compounds by using industrial wastes as
substrates.

REFERENCES

COOPER, D.G. and GOLDENBERG, B.G.
Surface active agents from two Bacillus species.
Applied and Environmental Microbiology, 1987,
vol. 53, p. 224-229.

BANAT, I.M.; MAKKAR, R.S. and
CAMEOTRA, S.S. Potential applications of
microbial surfactants. Applied Microbiology and
Biotechnology, 2000, vol. 53, p. 495-508.

CIRIGLIANO, M.C. and CARMAN, G.M.
Isolation of a bioemulsifier from Candida
lipolytica. Applied and Environmental
Microbiology, 1984, vol. 48, p. 747-750.

DANIEL, H-J.; OTTO, R.T.; BINDER, M.;
REUS, M. and SYLDATK, C. Production of
sophorolipids from whey: development of a two-
stage process with Cryptococcus curvatus ATCC
20509 and Candida bombicola ATCC 22214
using deproteinized whey concentrates as
substrates. Applied Microbiology and
Biotechnology, 1999, vol. 51, p. 40-45.

DAVILA, A-M.; MARCHAL, R. and
VANDECASTEELE, J-P. Kinetics and balance
of a fermentation free from product inhibition:
sophorose lipid production by Candida
bombicola. Applied Microbiology and
Biotechnology, June 1992., vol. 38, p. 6-11.

DESAI, J.D. and BANAT, I.M. Microbial
production of surfactants and their commercial
potential. Microbiology Molecular Review, 1997,
vol. 61, p. 47-64.

GALLERT, C. and WINTER, J. Solid and liquid
residues as raw materials for biotechnology.
Naturwissenschaften, 2002, vol. 89, p. 483-496.

GARCIA-OCHOA, F.; and CASAS, J.A.
Unstructured kinetic model for sophorolipid
production by Candida bombicola. Enzyme and
Microbial Technology, 1999, vol. 25, p.613-621.

GHURYE, G.L.; VIPULANANDAN, C. and
WILSON, R.C. A practical approach to
biosurfactant production using nonaseptic
fermentation of mixed cultures. Biotechnology
and Bioengineering, 1994, vol. 44, p. 661-666.

GOMES, P.F.; NASCIMENTO, A.E.; OKADA,
K.; MESSIAS, A.S.; SHARIA, A.E.N. and
CAMPOS-TAKAKI, G.M. Aspectos da
qualidade de ecossistemas do Município do Rio
Formoso. In: International Conference:
Sustainable use of estuaries and mangroves:
challenges and prospects. Abstracts, 2000. p. 82.

HANSON, R.S. and PHILLIPS, J.A. In:
GHERHARDT, P. ed., Manual of Methods for
General Bacteriology, American Society for
Microbiology, Washington, DC, 1981, p. 328-
364.

LANG, S. Biological amphiphiles (microbial
biosurfactants). Current Opinion in Colloid &
Interface Science, 2002, vol. 7, p. 12-20.

LANG, S. and WULLBRANDT, D. Rhamnose
lipids – biosynthesis, microbial production and
application potential. Applied Microbiology and
Biotechnology, 1999, vol. 51, p. 22-32.

LOWRY, O.H.; ROSENBROUGH, N.J.; FARR,
A.L. and RANDALL, R.J. Protein measurement
with the folin phenol reagent. Journal of
Biological Chemistry, 1951, vol. 193, p. 265-275.

MAKKAR, R.S. and CAMEOTRA, S.S.
Production of biosurfactant at mesophilic and
thermophilic conditions by a strain of Bacillus
subtillis. Journal of Microbiology &
Biotechnology, 1998, vol. 20, p. 48-52.

MAKKAR, R.S.; and CAMEOTRA, S.S. An
update on the use of unconventional substrates
for biosurfactant production and their new
applications. Applied Microbiology and
Biotechnology, 2002, vol. 58, p. 428-434.

63



MAIER, R.M. and SOBERON-CHAVES, G.
Pseudomonas aeruginosa rhamnolipids:
biosynthesis and potential applications. Applied
Microbiology and Biotechnology, 2000, vol. 54,
p. 625-633.

MANOCHA, M.S.; SAN-BLAS, G. and
CENTENO, S. Lipid composition of
Paracoccidioides brasilienses: possible
correlation with virulence of different strains.
Journal of General Microbiology, 1980, vol. 117,
p. 147-154.

O’DONNELL, K.L. Zygomycetes in culture.
Palfrey Contributions in Botany. Athens,
Department of Botany, University of Georgia,
1979. 257p.

PARASZKIEWICZ, K.; KANWAL, A. and
DLUGONSKI, J. Emulsifier production by
steroid transforming filamentous fungus
Curvularia lunata. Growth and product
characterization. Journal of Biotechnology, 2002,
vol. 92, p. 287-294.

RON, M. and ROSENBERG, E. Natural roles of
biosurfactants. Environmental Microbiology,
2001, vol. 3, p. 229-236.

SARUBBO, L.A.; PORTO, A.L.F. and
CAMPOS-TAKAKI, G.M. The use of babassu
oil as substrate to produce bioemulsifiers by
Candida lipolytica. Canadian Journal of
Microbiology, 1999, vol. 45, p. 423-426.

SARUBBO, L.A.; MARÇAL, M.C.; NEVES,
M.L.C.; SILVA, M.P.C.; PORTO, A.L.F. and
CAMPOS-TAKAKI, G.M. Bioemulsifier
production in batch culture using glucose as
carbon source by Candida lipolytica. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 2001, vol. 95,
p. 59-67.

SHEPHERD,R.;ROCKEY,J.; SHUTHERLAND,
I.W. and ROLLER, S. Novel bioemulsifiers from
microorganisms for use in foods. Journal of
Biotechnology, 1995, vol. 40, p. 207-217.

ZHOU, Q-H. and N. KOSARIC Utilization of
Canola Oil and lactose to produce biosurfactant
with Candida bombicola. Journal of American
Oil and Chemistry  Society, 1995, vol. 72, p. 67-
71.

64



NORMAS PARA PUBLICAÇÃO

World journal of Microbiology and
Biotechnology

65
























