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RESUMO
A producdo de agentes surfactantes de origem microbiana tem sido intensamente investigada
nos ultimos anos, considerando seu potencial biotecnoldgico e aplicagdes 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 6leo de algodao, glicose e extrato de levedura como
substratos, onde foram avaliadas as cinéticas de crescimento e de producao do biossurfactante
e estudadas as propriedades do biopolimero obtido, seu isolamento, caracterizacao preliminar
e aplicacdo na remocgao de 6leos. Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial, onde a
melhor condi¢@o de cultivo para a emulsificagdo do n-hexadecano foi obtida no ponto central
do planejamento experimental (meio mineral contendo 7,5 % de 6leo de algoddo, 5,0 % de
glicose e 0,3% de extrato de levedura). O liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante produzido nesta condicdo, apds144 horas de cultivo a 150 rpm, revelou a
capacidade do surfactante em reduzir a tensdo superficial da dgua de 70 mN/m para valores
em torno de 31 mN/m. O biopolimero produzido demonstrou estabilidade em condicdes
extremas de pH, temperatura e concentragdes salinas. O rendimento do biossurfactante
isolado foi de 10 g/l, com uma concentracdo micelar critica de 2,5%. A atividade de
emulsificacdo do n-hexadecano pelo liquido metabdlico livre de células foi totalmente
recuperada apds o isolamento do biossurfactante. O biossurfactante isolado foi capaz de
recuperar 84% do 6leo de motor de areia contaminada. A caracterizagdo do biossurfactante
indicou a presenga de proteinas (45%), lipidios (20%) e carboidratos (10%). Os resultados
obtidos com a produg¢do de biossurfactante por uma nova linhagem de Candida glabrata, nas
condi¢des testadas acima, demonstraram propriedades promissoras do biopolimero, em

especial, na remocao de 6leos.
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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. INTRODUCAO

Com a globalizacido 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 indudstria petroquimica. Os processos de biorremediacdo e biorremocdo surgem como
tecnologias inovadoras e apresentam resultados satisfatérios na remoc¢do dos compostos
derivados de petréleo e metais pesados, entre outros poluentes (COOPER & ZAIJIC, 1980;
SAINT- BLANQUAT, 1984; ABU-RUWAIDA et al., 1991; FIECHTER, 1992; CARRILO et
al., 1996).

Os surfactantes constituem uma classe de compostos quimicos amplamente utilizados
em diversos setores industriais, uma vez que estes polimeros possuem propriedades para
aplicacdo no controle de residuos oleosos dispersos (LIN,1996). A dificuldade de
biodegradacdo de compostos hidrofébicos se deve a ligagcdo destes as particulas do solo e a
pequena solubilidade em dgua, resultando numa biodisponibilidade reduzida para os
microrganismos, o que pode retardar ou até mesmo paralisar o processo de degradagdo
(DANIEL et al., 1998; MAKKAR & CAMEOTRA, 1999b).

Os surfactantes possuem estrutura molecular com grupos hidrofilicos e hidrofébicos
que exibem propriedades como adsor¢do, formagdo de micelas, formacdo de macro ou micro
emulsdes, acdo espumante, solubilidade e detergéncia (LANG & WULLBRANDT, 1999).

A busca por surfactantes naturais em substituicao aos surfactantes sintéticos derivados
do petrdleo tem sido assunto de grande interesse da biotecnologia, em funcao da necessidade
de preservacdo ambiental. Nesse contexto, destacam-se os metabdlitos produzidos por
microrganismos, os chamados biossurfactantes (HABA et al., 2000).

Os biossurfactantes incluem uma grande variedade de estruturas quimicas tais como
glicolipidios, lipopeptideos, complexos proteinas-polissacarideos, fosfolipideos, dcidos graxos
e lipideos neutros produzidos por microrganismos quando cultivados em substratos
insoluveis (6leos, residuos e hidrocarbonetos) e soliveis (carboidratos). Devido a grande
variedade de constituicao ocorrem diversas propriedades e fung¢des fisioldgicas entre as varias

familias destes biopolimeros (KIM et al., 2000).
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Nos tultimos anos, os estudos voltados para a producdo de biotensoativos t€m se
intensificado com a finalidade de utilizd-los na industria, principalmente a do petréleo. Essas
biomoléculas podem ser empregadas tanto na recuperagdo de petréleo quanto em processos de
biorremediacio e dispersdo de derrames de Gleo em terra e em mar (GUDINO & CRISPIN,
2001).

Os biossurfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizada em diversos setores industriais, tais como farmacéuticos, cosméticos e
alimenticios, entre outros. Suas inimeras aplicacdes em diversos setores industriais envolvem
desde acdo de detergéncia a solubilizacdo e dispersdo de fases (MAKKAR & CAMEOTRA,
2002; RAHMAN et al., 2003; HUA et al., 2003).

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera, onde podem ser
utilizados na biorremediagao e dispersao de derramamentos de 6leos, remocao e mobilizagao
de residuos de 6leos em tanques de estocagem, na recuperacdo melhorada de petréleo ou
incorporados em formulagdes de 6leos lubrificantes (MULLIGAN et al., 2003; MULLIGAN,
2005).Outras aplicacdes incluem os mais diversos setores industriais, como as industrias de
alimentos, de detergentes, de cosméticos e farmacéutica (PAZ, 2005).

A tecnologia utilizada para producdo de biossurfactantes por Candida lipolytica
utilizando fontes nutricionais de baixo custo, como 6leos vegetais e residuos 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 producdo de agentes surfactantes
representa uma alternativa ndo sé para o controle e prevencdo da poluicdo ambiental, mas
também para atender aos diversos setores industriais.

No presente trabalho foi investigada a produgdo de agentes surfactantes a partir de
uma nova linhagem de Candida glabrata utilizando 6leo de algodao, 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 produg¢do de biossurfactante, o seu

isolamento, caracterizacdo e sua aplicacdo na remocao de 6leos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sao moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofébica
e outra hidrofilica. A por¢do polar € freqiientemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto que
a apolar pode ser idnica (anidnica ou catidnica), ndo-idnica ou anfotérica. Alguns exemplos de
surfactantes i0nicos utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de
acidos graxos (anidnicos) e sais de amodnio quaternério (cationico) (SANT-BLANQUAT,
1984; MARIN, 1996). Em fungio 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/dgua e dgua/dleo (DESAI, 1997; PEKDEMIR, 1999).

Os compostos de origem microbiana denominados de biossurfactantes sdo produtos
metabodlicos de microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras e exibem
propriedades surfactantes com alta capacidade emulsificante e reducdo da tensdo superficial
(HOLMBERG, 2002).

A formacdo de um filme molecular reduz a tensdo superficial e interfacial sendo
responsavel pelas propriedades unicas dos surfactantes (RON & ROSENBERG, 2001). A
grande maioria dos surfactantes hoje disponivel € sintetizada a partir de derivados de petréleo.
Entretanto, as novas legislacdes de prote¢do ao meio ambiente, bem como a preocupagao
ambiental entre os consumidores, tém levado a procura por surfactantes naturais como
alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos surfactantes
sintéticos e podem ser utilizados em uma grande variedade de aplica¢des industriais, porém
ainda ndo sao utilizados em larga escala devido aos custos de producdo (VAN-HAMME et
al., 2003), apesar de serem produzidos a partir de fontes renovéveis e possuirem baixa

toxicidade (QUEIROGA et al., 2003).

2.1.1 Classificacao e natureza quimica

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica ou origem
microbiana (Tabelal). As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos,
lipoproteinas, fosfolipideos, 4cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes

particulados (SOON et al., 2004).
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe / Tipo de Biossurfactante Microrganismo
Glicolipideos

-ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa

-soforolipideos Torulopsis bombicola, T. apicola

-trealolipideos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

-Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis
-Viscosina Pseudomonas fluorescens
-Serrawetina Serratia marcenscens
-Surfactina Bacillus subtilis
-Subtilisina Bacillus subtilis
-Gramicidina Bacillus brevis
-Polimixina Bacillus polymyxia

Acidos graxos, lipideos neutros e

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

Surfactantes poliméricos

-emulsan Acinetobacter calcoaceticus
-biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
-liposan Candida lipolytica

-carboidrato-lipideo-proteina
-manana-lipideo-proteina

Surfactantes particulados
-vesiculas

-c€lulas

Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus

Varias bactérias

Fonte: DESAI; BANAT, 1997

Os surfactantes podem ser anionicos, catidnicos, neutros, e anfotéricos. O maior grupo de
surfactantes € formado por compostos dos tipos anidnico e neutro, enquanto que a utilizacdo

dos catidnicos e anfotéricos € muito pequena (URUM, 2004).
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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, dcidos carboxilicos, aminodcidos ou peptideos, tem afinidade pela fase
aquosa (hidrofilico) na qual se dissolve, enquanto que a por¢do apolar (hidrofébica),
usualmente uma cadeia de hidrocarboneto, tem afinidade pela fase organica (DELEU &

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

CH 3
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Figura 1 - Estruturas quimicas de biossurfactantes
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2.1.2 Propriedades

Os surfactantes atuam como um produto que facilita a formagao de uma emulsdo devido a
capacidade de reduzir a tensdo interfacial entre duas fases distintas e, numa etapa
subseqiiente, estabiliza a emulsdo formada (CRUEGER & CRUEGER, 1984; FIECHTER,
1992). Muitas estruturas e propriedades dos biossurfactantes diferem dos surfactantes
sintéticos, fornecendo novas possibilidades para aplicacdes industriais (MERCADE, 1994).

Surfactantes eficientes apresentam uma baixa concentracdo micelar critica (CMC).A
CMC determina o minimo de concentracdo do biossurfactante necessdria para formar micelas
(STAMPFLI & NERSTEN, 1995). Na prética, a CMC representa também o méximo de
monomeros surfactantes presentes na dgua influenciados pelo pH, temperatura e ligacdes

ionicas (Figura 2).

Figura 2 — Surfactantes sdo caracterizados por uma estrutura anfipdtica. As propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas dependem da carga do grupo polar (anidnico, catidnico, neutro ou
anfotérico). (a) mondmero surfactante, denotado por um circulo representando a cabeca
hidrofilica ligada a cadeia de hidrocarboneto; (b) micela circular; (c) micela cilindrica; (d)

camada micelar; e (e) representacdo de uma vesicula (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002)



LUNA, J.M — Influéncia do oleo de algoddo, glicose e extrato de levedura na producdo de biosssurfactantes.....

A CMC ¢é uma propriedade caracteristica de um surfactante que pode ser obtida a partir de
um grafico semi-logaritmico da tens@o superficial de uma solucdo contra a concentragao
surfactante (KOSARIC, 1996).

A CMC ¢ 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
concentracdo minima requerida para atingir a menor tensdo superficial (LIN, 1996). A
eficiéncia e a efetividade sdo caracteristicas bdsicas essenciais que determinam um bom
surfactante. A eficiéncia é medida através da CMC que varia de 1 a 2000 mg/L, enquanto que
a efetividade estd relacionada com as tensdes superficiais e interfaciais as quais devem atingir
valores em torno de 31 e 1 mN/m, respectivamente (RON & ROSENBERG, 2001).

As propriedades fisicas e quimicas dos biossurfactantes, como a reducdo da tensao
superficial, a capacidade espumante, a capacidade emulsificante e estabilizante, concentracdes
micelares criticas baixas, solubilidade, poder detergente sdo muito importantes na avaliacdo
de seu desempenho e na selecdo de microrganismos com potencial de produgdo destes

agentes (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

O principal papel fisiolégico dos biossurfactantes € permitir aos microrganismos
crescerem em substratos insoldveis em dgua através da capacidade de reducdo da tensdo
superficial entre as fases, tornando o substrato mais disponivel para ingestdo e metabolismo

(TULEVA et al., 2002).

2.1.3 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 insoliveis
(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
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 sdo influenciados pela
natureza do substrato e concentragdo de fons como P, N, Mg e Fe no meio de cultura, além

das condic¢oes de cultivo (ROBERT et al., 1989).
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Os hidrocarbonetos sd@o os substratos mais utilizados na producao 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
(associagdo de membrana celular). Os biossurfactantes, no entanto, podem também ser
produzidos por substratos soldveis, como os carboidratos (SARUBBO et al., 2001) ou a partir
da combinacao entre um substrato soldvel e insolivel, como descrito para leveduras (AKSU,
2004).

Um grupo de biossurfactantes que vem sendo muito estudado € o de ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa. Valores de tensdo superficial de 29 mN/m sdo
caracteristicos destes componentes, que podem ser produzidos a partir de varios substratos,
incluindo alcanos (C11 e C12), piruvato, citrato, frutose, glicerol, 6leo de oliva e glicose
(GEORGIOU et al., 1992).

Segundo Bloomberg (1991), os raminolipideos produzidos por Pseudomonas sp. t€m a
capacidade de diminuir a tensdo interfacial contra n- hexadecano para 1mN/m e a tensao
superficial do meio para 25-30 mN/m. No entanto, Mercade et al., (1993), descreve o sucesso
da producdo de biosssurfactante utilizando 6leo de oliva do efluente do moinho por
Pseudomonas sp.

A producio de biossurfactantes também foi estudada com Pseudomonas aeruginosa em
meio suplementado com glicose e hexadecano como substratos, apresentando um redugao da
tensdao superficial de 57 para 27 mN/m e uma produgdo do biossurfactante de 0,97 g/L
(ZHOU & KOSARIC, 1993; 1995).Contudo, a composicdo e os rendimentos da producao de
biossurfactante dependem do tipo do fermentador, do pH, da composicao dos nutrientes, dos
substratos e da temperatura utilizada (BANAT, 1995a; SUDHAKAR-BABU et al., 1996).

Para Bento e Gaylarde (1996), a producdo de biossurfactantes por Pseudomonas sp.
pode ocorrer na presenca dos substratos glicose e 6leo diesel. Em um estudo similar, Muriel et
al., (1996) observaram a producao extracelular de biossurfactante por Cladosporium resinae.
Essa producao foi observada através da redugdo da tensdo superficial e da formagdo de
emulsdes.

Entre as leveduras mais utilizadas, os isolados do género Candida t€m sido empregados
com sucesso na fermentagdo de hidrocarbonetos e consequentemente, na producido de
biossurfactantes. Em 1979, Pareilleux observou a presenca 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 ser moléculas complexas, constituidas por uma fragdo lipidica, uma protéica e
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outra por carboidratos, sendo esta ultima, 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¢des 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, Marcal (1991) demonstrou a
producdo de biopolimeros por C. lipolytica com alta atividade de emulsificacdo utilizando
substratos regionais (6leo de babassu, de coco e de dendé). Sarubbo e colaboradores (1999;
2001) também utilizaram a C. lipolytica na producdo de agentes surfactantes em meios
contendo Sleo de babagu e glicose como substratos.

A Candida tropicalis quando crescida em culturas em batelada alimentada utilizando n-
hexadecano como fonte de carbono, exibiu produ¢do de biossurfactante (SING et al., 1990).
No mesmo ano, Kitamoto et al., (1990a) estudaram a producdo de biossurfactantes por C.
antarctica quando cultivada em 6leo 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 producdo de biossurfactante (67 g/L), por
fermentador, utilizando 6leo de milho e glicose como substratos. Recentemente, Bednarski et
al., (2004) estudaram a producgdo de biossurfactantes por C. apicola ATCC96134 utilizando

um residuo da refinaria de 6leo como substrato.

2.1.4 Vantagens no uso de biossurfactantes

As pesquisas biotecnoldgicas para a produgdo de biossurfactantes estdo direcionadas
em fun¢do das vantagens desses compostos frente aos surfactantes sintéticos (REISER, 1989;

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

e Diversidade: existe um grande espectro de surfactantes para satisfazer a demanda
industrial. Quase toda aplicacdo comercial possui condi¢des unicas que ditam o
melhor tipo de surfactante a ser utilizado. Um dos maiores problemas existentes hoje
para os surfactantes microbianos ¢é selecionar do mundo microbiolégico
microrganismos que produzam surfactantes com chances de serem comercializados

com sucesso no mercado (BANAT, 1995a);



LUNA, J.M — Influéncia do oleo de algoddo, glicose e extrato de levedura na producdo de biosssurfactantes.....

2.1.5

Biodegradabilidade e inativagdo controlada dos biossurfactantes: vdrios surfactantes
quimicamente sintetizados e comercializados resistem a biodegradacdo, acumulam-se
na natureza e causam problemas ecoldgicos. Surfactantes microbiolégicos, como todos
os produtos naturais, sdo susceptiveis a degradacdo por microrganismos na dgua e no

solo (BANAT, 1995b);

Seletividade para interfaces especificas: um dos vérios principios das moléculas

bioldgicas € sua notdvel especificidade comparada aos materiais quimicamente

sintetizados (LIN, 1996);

Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes anionicos sulfatados) pois
produzem menor tensdo superficial em menores concentracdes de biossurfactante

(DESAL 1997);

Baixa toxicidade: os biossurfactantes t€ém recebido maior aten¢do também devido a
crescente preocupacao da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais;
além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (BONGNOLO, 1999);

Tolerancia a temperatura, pH e forca ioOnica: alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com

condig¢des mais drasticas MEYLHEUC & HENRY, 2001).

Aplicacoes

Estima-se que a producdo mundial de surfactantes exceda trés milhdes de toneladas por

ano (VATER, 1986; BROWN, 1991) sendo utilizados principalmente como matéria-prima na
fabricacdo de detergentes de uso doméstico (FIECHTER, 1992; GERSON, 1993; MAIER &
SOBERON-CHAVEZ, 2000). Na nova era global da industrializacdo, por outro lado, em que

muitas industrias cldssicas estdo sendo inovada e redirecionada para novas tecnologias, a

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

produtividade. Os rapidos desenvolvimentos na biotecnologia e o aumento da consciéncia
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ambiental entre os produtores e consumidores estdo colocando os produtos biolégicos na
preferéncia do mercado (ZHOU & KOSARIC, 1995; SHEPHERD et al., 1995).

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera, onde sdo utilizados na
producdo de petréleo ou incorporados em formulacdes de Oleos lubrificantes (BANAT,
1995a; LIN, 1996). Também sdo aplicados na biorremediacao e dispersdo de derramamentos
de 6leos e na recuperacdo melhorada de petréleo (COBENAS et al., 1998; CAMEOTRA &
MAKKAR, 1998).

Os biossurfactantes vém sendo testados em recuperacido de 6leos e no transporte de dleo
bruto, mostrando-se eficientes na reducdo da tensdo interfacial 6leo/dgua in situ, na reducao
da viscosidade do 6leo, e na limpeza da areia (GARCIA-OCHOA & CASAS, 1999; FOX et.
al., 2000). As moléculas de emulsan, um polissacarideo composto por 4cidos graxos e
proteinas,vém sendo comercializadas para este propdsito (BANAT et al., 2000; DUBEY &
JUWAKAR, 2001). Outros biossurfactantes sido relatados por Ron e Rosenberg (2002). A
maioria € produzida a partir de microrganismos aerdbios, embora existam alguns anaerdbios,
como o Bacillus licheniformes, que podem ser utilizados na biorremediagdo de locais onde
ocorrem derramamento de 6leos. A Tabela 2 resume as principais aplicacdes comerciais para
os biossurfactantes (BANAT et al., 2000).

Na industria de alimentos, os biossurfactantes sdo utilizados como emulsificantes para o
processamento de matérias - primas. A emulsificacdo € muito importante na formacao da
consisténcia e textura e também na dispersdo 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 estdo sendo utilizados no mercado de produtos de higiene pessoal
devido as suas propriedades de baixa umidade e biocompatibilidade (BORDAS et al., 2001).
Outras aplicacdes dos biossurfactantes incluem a agricultura, onde sdo utilizados na
formulacdo de pesticidas e herbicidas (MEYLHEUC & HENRY, 2001), na inddstria
farmacéutica (NITSCHKE & PASTORE, 2002), além do emprego nas inddstrias de papel,
téxtil e ceramica (RON et al., 2002; VAN HAMME et al., 2003; MULLIGAN, 2005).

11
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Tabela 2 - Principais aplicacdes 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

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicidas

Agentes de recuperagdo

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

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotagao de minérios

Tintas e alimentos

Mineracao

Cosméticos e sistemas de liberagcdo de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperacdo de petréleo
Transporte em tubulacdes, oleodutos

Misturas carvao-4gua, calcareo-agua

Controle biolégico de fitopatdgenos

Recuperacio tercidria de petréleo (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 6leo de algoddo, glicose e extrato de levedura como

substratos.

Especificos

e Determinar a cinética de crescimento do isolado de Candida glabrata utilizando 6leo

vegetal, glicose e extrato de levedura como substratos;

¢ [Investigar a produgdo de surfactantes nas condicdes de cultivo estabelecidas através

de um planejamento fatorial;

e Maximizar a producdo dos biossurfactantes através das condi¢des pré-estabelecidas;

e Realizar isolamento e caracterizacao fisico-quimica e bioldgica do biossurfactante;

® Avaliar o potencial biotecnoldgico do biossurfactante selecionado.
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BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO POR UMA NOVA LINHAGEM DE Candida
glabrata UTILIZANDO OLEO DE ALGODAO, GLICOSE E EXTRATO DE
LEVEDURA COMO SUBSTRATOS: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E

APLICACAO

Resumo

A producdo de biossurfactantes por Candida glabrata UCP1002, levedura isolada de mangue,
foi inicialmente estudada utilizando-se um planejamento fatorial, visando avaliar a influéncia da
concentragdo dos seguintes componentes do meio de cultura: oleo de algoddo, glicose e extrato
de levedura. Os melhores resultados para a emulsificacdo do n-hexadecano foram obtidos no
ponto central do planejamento experimental (7,5% oleo de algoddo, 5% de glicose e 0,3% de
extrato de levedura). A espécie de Candida mostrou-se capaz de reduzir a tensdo superficial do
meio para 3ImN/m apos 144 horas de cultivo, revelando a capacidade surfactante do
biopolimero. O biossurfactante produzido apresentou estabilidade em condicoes extremas de
pH, temperatura e sob elevadas concentracoes salinas. O rendimento de produgcdo nas
condigoes acima foi de 10g/L. A andlise preliminar dos constituintes do biossurfactante isolado
indicou a presenga de proteinas (45%), lipidios (20%) e carboidratos (10%). O biossurfactante

apresentou potencial para aplicacdo ambiental como na remog¢do de dleo de areia contaminada.

Palavras-chave: biopolimero, bioemulsificante, Candida glabrata, remogao de 6leo
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Introducao

A producdo mundial de surfactantes excede trés milhdes de toneladas por ano sendo a grande
maioria dos surfactantes disponiveis sintetizados a partir de derivados de petréleo. Com o
advento da biotecnologia e as novas legislacdes de controle ambiental t€m incentivado a
pesquisa por surfactantes naturais como alternativa aos produtos ja existentes (Nitschke &
Pastore 2002).

Os biossurfactantes constituem uma das principais classes de surfactantes naturais,
produzidos por microrganismos, sendo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica
ou origem microbiana. As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas
(Ron 2001). Estes polimeros vém, nos ultimos anos, despertando considerdvel interesse devido a
natureza biodegraddvel, baixa toxicidade e diversidade de aplica¢do. Outra vantagem reside no
fato de serem compostos nao derivados de petrdleo, fator importante a medida que o preco do
petréleo vem aumentando nos ultimos tempos. A possibilidade de modificacdo da estrutura
quimica e das propriedades fisicas dos biossurfactantes através de manipulagdes genéticas,
bioldgicas ou quimicas, permite o desenvolvimento de produtos para necessidades especificas.
Entre as aplicagdes comerciais dos biossurfactantes destacam-se a recuperacdo do petréleo e a
formulacdo de lubrificantes, além de diferentes utilizacbes nas industrias téxtil, cosmética,
alimenticia e farmacéutica (Rahman ez al. 2003).

Com a globalizacdo da inddstria e a necessidade de sustentabilidade ambiental, que busca
tratar praticamente todos os residuos gerados, a biotecnologia oferece, solugdes para reduzir os
problemas ambientais gerados pelos grandes complexos industriais, destacando-se a industria
petroquimica. Os processos de biorremediacdo e biorremo¢do surgem como tecnologias
inovadoras e apresentam resultados satisfatérios na remog¢do dos compostos derivados de
petréleo, 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 aplicacdes industriais, ainda ndo sao
amplamente utilizados devido aos altos custos de produgdo associados a métodos ineficientes de
recuperacdo do produto e ao uso de substratos caros. O problema econdmico da produgdo de
biossurfactantes, no entanto, pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes
alternativas de nutrientes facilmente disponiveis e de baixo custo, como o efluente da industria
de 6leo de oliva, residuos de dleo lubrificantes e dleos vegetais domésticos (Mercade et al. 1993;
Mercade et al. 1996; Vollbrecht et al. 1999; Deleu & Paquot 2004).

A literatura descreve um grande nudmero de fontes de carbono, incluindo rejeitos
agricolas, como actcares e 6leos, como substratos atrativos para a producdo de biossurfactantes
com potencial de aplicagdo industrial e ambiental (Lang et al. 1989; Gallert 2002). Altos
rendimentos em produtos t€m sido obtidos através da combinac¢do entre um 6leo vegetal e um
carboidrato como substratos (Zhou & Kosaric 1993).

Entre as leveduras, espécies de Candida t€ém sido largamente empregadas na produgdo de
biossurfactantes a partir de fontes de carbono soltiveis e insoliveis (Sarubbo et al. 1997; 1999).
Neste trabalho a produgdo de biossurfactantes por uma nova linhagem de Candida glabrata foi
obtida utilizando 6leo de algodao, glicose e extrato de levedura como substratos. O isolamento, a

caracterizacao e aplica¢ao do biopolimero 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 Municipio de Rio Formoso, Estado de Pernambuco, Brasil,
(NASCIMENTO et al. 2000) e depositada no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica 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 composi¢do (p/v): extrato de levedura (0.3%), extrato de malte (0.3%), triptona
(0.5%), D-glicose (1%) e agar (5%). Repiques foram mensalmente realizados para manter a

viabilidade celular.

Meio de producdo
As culturas foram crescidas em meio mineral contendo NH4;NO; (0,1%), KH,PO, (0,01%),
MgS04.7H,0 (0,5%), FeCls (0,01%), NaCl (0,01%) e uréia (0,1%). Os ingredientes foram

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

Substratos
Oleo de algoddo, de padrio 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 producao segundo as condi¢des estabelecidas pelo planejamento fatorial.
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Planejamento Fatorial

Inicialmente, realizou-se um planejamento fatorial completo 2° com 4 pontos centrais para
analisar os efeitos principais e interagdes das varidveis concentragdes de 6leo de algodao, glicose
e extrato de levedura sobre a varidvel resposta atividadde de emulsificacdo. A matriz do
planejamento codificada e os valores das varidveis independentes nos niveis -1 e +1 e no ponto
central encontram-se especificados na Tabela 1. A andlise dos resultados foi realizada utilizando

o programa STATISTIC versao 6.0 da Statsoft, USA.

Determinacdo da velocidade mdxima de crescimento (ly.y) e tempo de geracdo (Tg)
A velocidade méxima de crescimento (Umax) € 0 tempo de geragdo (Tg) foram determinados de

acordo com Pirt (1975).

Produgdo dos biossurfactantes

Os cultivos para produgdo dos biossurfactantes foram realizadas em frascos Erlenmeyer com
1000mL de capacidade contendo 300mL do meio de producdo e inoculados com 3mL da
suspensdo contendo 107 células/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm
durante 144 horas, a temperatura de 27°C. Aliquotas 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 periodo de 144
horas, sendo utilizadas para as seguintes determinagdes: cinética de crescimento, determinacao

do pH e atividade de emulsificagdo.

Determinacdo da atividade de emulsificacdo
Para a determinacao da atividade de emulsificacdo, as amostras retiradas do meio de cultivo ao
longo da fermentacdo 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 liquido metabdlico em tubo graduado e a mistura agitada em vortex por
1 minuto. A estabilidade da emulsdo foi determinada apés 24 horas e o indice de Emulsificacao
foi calculado dividindo-se a altura da emulsao pela altura total da mistura e multiplicando-se por

100 para fornecer o percentual da emulsiao formada no tubo.

Determinacdo da estabilidade do biossurfactante

A estabilidade do biossurfactante produzido na condi¢do selecionada a partir do planejamento
fatorial foi avaliada através da determinac@o da tensao superficial do liquido metabdlico livre de
células frente a diferentes temperaturas (4, 27 e 80 °C), por 10 minutos, diferente pH’s (2, 4, 6, 8,
10 e 12) e diferentes concentracdes de NaCl (2, 4, 6, 8 e 10%). Os ensaios foram realizados em

triplicada.

Isolamento do biossurfactante

Apés 144 horas de cultivo de Candida glabrata, o liquido metabdlico foi mantido sob
refrigeracdo durante 24 horas para sedimentacdo das células, sendo centrifugado a 10000 x g
durante 15 minutos a 28°C. Em seguida, o liquido metabdlico foi filtrado papel Whatman N° 1 e
concentrado por liofilizacdo e ressuspendido em dgua destilada para 1/5 do volume inicial. A
extracdo foi realizada utilizando cloroférmio 1:1 (v/v) a temperatura de 27°C. A fase aquosa foi
extraida por trés vezes e o produto da extragao foi liofilizado. O biopolimero obtido da fase
organica foi evaporado com rotoevaporador a temperatura de 80°C, 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 determinacao

da tensdo superficial, da CMC e composi¢ao quimica preliminar.
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Determinagdo da tensdo 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 tensidometro automatico (Modelo Sigma 70, KSV Ltd., Finland)
utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma solucdo de

concentracdo conhecida do biossurfactante isolado.

Composicdo quimica do biossurfactante

A concentragdo de proteina do biossurfactante isolado foi determinada pelo método de Lowry et
al. (1951), usando albumina bovina como padrdo. Os carboidratos foram determinados pelo
método 4cido fenol-sulftrico, usando D-glicose como padrdo (Hanson ef al. 1981) e os lipidios

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

Aplicagdo do biossurfactante na remog¢do de oleo motor de areia contaminada

A remocdo de Odleo de motor da areia foi realizada utilizando-se 60g de areia de praia
impregnada com 5 mL do 6leo. Fragdes de 20 g da areia contaminada foram transferidas para
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, os quais foram submetidos aos seguintes tratamentos: a-
adicao de 60 mL de dgua destilada (controle), b- adicdo de 60 mL de solu¢do aquosa do
biossurfactante isolado a 1,5% e c- adicdo de 60 mL de solucdo aquosa do biossurfactante
isolado a 2,5%. Os frascos foram submetidos a agitacao de 150 rpm por 24 horas, a 27°C e, em
seguida, centrifugados a 10000 x g por 5 minutos para separacdo da solucdo de lavagem e da
areia. A quantidade de 6leo removido foi determinada na areia lavada por gravimetria apds

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

Os meios utilizados na producdo de biossurfactantes por leveduras normalmente incluem trés
nutrientes: um carboidrato, usualmente a glicose, um 6leo vegetal e o extrato de levedura. Cada
um destes componentes exerce uma funcao especifica no processo de obtenc¢do do biopolimero
(Garcia-Ochoa et al. 1999). O carboidrato € consumido para crescimento da biomassa e
producdo do surfactante. A glicose é assimilada durante o crescimento da levedura até uma outra
fonte essencial, normalmente a fonte de nitrogénio, ser esgotada, sendo importante também na

producgdo do polimero. O 6leo vegetal, por sua vez, € utilizado na producao do biossurfactante. A
producdo ocorre através da utilizagdo dos acidos graxos obtidos dos triglicerideos do 6leo,
enquanto que o glicerol liberado deve ser utilizado para manuten¢do da energia. O extrato de
levedura contém nitrogénio, fosfato e oligoelementos requeridos para o crescimento da levedura
e producdo do biossurfactante, sendo, consequentemente, importante para aumentar as

concentracdes 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 emulsificagdo e do pH obtidos para os cultivos em 6leo de algoddo 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 presenca de glicose nos cultivos de C. glabrata foi um fator determinante da acidez
do meio j4 que, em sua presenc¢a, houve uma reducdo no pH (Figuras 1C, 2A, 3A, 3B e 3C), o
qual atingiu valores estdveis em torno de 3,0, no inicio da fase estaciondria de crescimento,

provavelmente pela produgdo de acidos organicos. Por outro lado, na auséncia 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 préximos a 8,0, com estabiliza¢do em torno de 7,0 até o final das
144 horas de fermentacao.

A cinética de producdo de atividade de emulsificacdo demonstrou que C. glabrata nao
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 6leo de algodao, 10% de glicose e 0,4 % de extrato de
levedura (Figuras 2A, 3A e 3B) observaram-se dois picos de atividade de emulsificac¢do, sendo o
primeiro no inicio da fase estaciondria de crescimento, por volta de 24 horas e o segundo por
volta das 120 horas de cultivo. As condi¢des 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 a emulsificacao do n-hexadecano.

Selecdo do biossurfactante com maior capacidade de emulsificacdo em funcdo do planejamento

experimental30

A Tabela 1 mostra os experimentos codificados e o resultado da varidvel resposta indice
de emulsificacdo com 96 horas usando n-hexadecano. No diagrama de Pareto de efeitos
padronizados (Figura 4) pode-se observar que, para um nivel de confianca de 95%, apenas a
varidvel independente concentracdo de glicose produziu efeito positivo e estatisticamente
significativo sobre o aumento do indice de emulsificacdo do n-hexadecano com 96 h. As
varidveis concentragdes Oleo de algoddo e extrato de levedura mostrou, embora ndo
significativamente do ponto de vista estatistico, ter influéncia negativa sobre o indice de
emulsificacdo do n-hexadecano.

Foi possivel selecionar a condicao do ponto central contendo (7,5% de 6leo de algodao,
5% de glicose e 0,3% de extrato de levedura), para a emulsificacio do n-hexadecano,

considerando o melhor valor de atividade de emulsificagdo (66%) apds 96 horas de cultivo
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(Tabela 1). A curva de crescimento de C. glabrata nesta condi¢ao (Figura 3C) demonstrou que a
mdxima concentragdo celular foi atingida apds 72 horas de cultivo. Apds 48 horas de
crescimento, um perfil de diauxia foi observado. A velocidade médxima de crescimento da

levedura foi de 0,69 h ' com um tempo de geragio de 1,0 h.

Propriedades do biossurfactante selecionado

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 concentracdes crescentes
de NaCl em funcao da tensao superficial do biopolimero (Figura 5).

Os testes realizados no liquido metabdlico livre de células, com relagao a variacdo do pH,
demonstraram uma estabilidade efetiva da tensao superficial (Figura 5A). De acordo com Kim e
colaboradores (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 variacdo do pH
também nao teve efeito significativo sobre a tensao superficial.

Estudos realizados anteriormente para o biossurfactante da C. glabrata UCP1002
produzido no mesmo meio e nas mesmas condi¢des desse trabalho demonstraram que a variacao
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. Os
autores sugerem que a reducdo da capacidade surfactante do biossurfactante tenha ocorrido com
o aumento da ioniza¢do (Sarubbo et al. in press). A atividade do biossurfactante produzido por
Bacillus subtillis também foi estdvel a diferentes valores de pH (Makkar & Cameotra 1998),
embora a efetividade do liposan de Candida lipolytica como emulsificante tenha sido limitada a
faixa de pH 4cido (Cirigliano & Carman 1984).

A tensdo superficial no liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante

mostrou-se estdvel, independente da concentragdo de sal adicionada (Figura 5 B). Estudos
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realizados por Desai e Banat (1997) demostraram que concentracdes acima de 2% de NaCl sao
suficientes para inativar o surfactante sintético.

A adic@o de 10% de NaCl ao liquido metabdlico livre de células do biossurfactante de C.
glabrata UCP1002 provocou reducdo de aproximadamente 20% na atividade de hexadecano,
mostrando tolerancia da emulsdo a elevadas concentragdes de sal (Sarubbo et al. in press).
Também foram observadas redug¢des na atividade de emulsificacdo do surfactante de C.
lipolytica cultivada em n-hexadecano e em culturas mistas suplementadas com melaco (Ghurye
et al. 1994).

Com relagao a influéncia da temperatura sobre a tensao superficial do liquido metabdlico
livre de células contendo o biossurfactante (Figura 5C), observou-se que a mesma permaneceu
estavel frente as temperaturas estudadas. Os resultados obtidos por Brown e colaboradores
(1991) para o biossurfactante produzido pela bactéria designada como isolado 1165 demonstrou
uma reducdo da tensdo superficial no liquido metabdlico livre de células quando submetido a
temperatura entre (0 C° e 4°C), embora quando exposta a temperaturas elevadas (100 e 120 °C)
tenha apresentado valores estdveis de tensdes entre 30,5mN/m e 31,8. Markkar e Cameotra
(2002) observaram a estabilidade da tensdo superficial apés a exposi¢do do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis a temperatura de 100°C.

A variacdo da temperatura também ndo exerceu grande influéncia na capacidade de
emulsificacdo do liquido metabdlico livre de células do biossurfactante de C. glabrata UCP1002
(Sarubbo et al. in press). A capacidade de emulsificacdo do liposan de Candida lipolytica
demonstrou relativa estabilidade entre 30 e 90°C, embora 60% de sua atividade tenha sido

perdida ap6s 1 hora a 100 °C (Soon et al. 2004).
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E 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 tensdo

superficial de surfactantes de leveduras sdo escassos.

Isolamento do biossurfactante selecionado

O biossurfactante foi isolado do filtrado de C. glabrata ap6s 144 horas de cultivo. O
precipitado coletado na fase aquosa recuperou 100% da atividade de emulsificagdo em n-
hexadecano. As emulsdes formadas pelo biossurfactante isolado permaneceram estdveis por mais
de quatro semanas. O rendimento do precipitado obtido na fase aquosa foi de aproximadamente
10,0 g/L. O rendimento de producdo do biossurfactante de C. utilis variou de 0,26 a 0,93 g/L. em
funcdo das condi¢des do processo fermentativo, enquanto que o rendimento do agente

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

Tensdo superficial e concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante

A presenca de um surfactante reduz a tensdo superficial ar/dgua, sendo este efeito
proporcional a concentragdo do biossurfactante em solugdo, 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/1 e a tensao superficial nesse ponto foi de 31 mN/m. Este valor de tensdo é
semelhante aos valores relatados para outros biossurfactantes produzidos por leveduras

cultivadas em 6leos vegetais e carboidratos como substratos (Davila et al. 1992; Marin 1996).
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Composicdo quimica do biossurfactante

A biossintese de biossurfactantes por um grande variedade de bactérias e leveduras tem
sido reportada (Daniel et al. 1998; Lang et al. 1989) envolvendo geralmente raminolipideos e
lipidios sulfurosos (Zhou & Kosaric 1995). A andlise preliminar do biossurfactante isolado a
partir do cultivo de C. glabrata em O6leo de algodao, glicose e extrato de levedura como
substratos indicou a presenca de 45% de proteinas, 20% de lipidios e 10% de carboidratos.
Liposan, um emulsificante produzido por C. lipolytica é composto por 93% de carboidratos e 7%
de proteinas (Cirigliano & Carman 1985). Outros polimeros emulsificantes contendo proteinas,
carboidratos e lipidios também foram produzidos por C. lipolytica quando cultivada em o6leo

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

Aplicagdo do biossurfactante na remog¢do de oleo

A Tabela 2 ilustra a remog¢do do 6leo de motor pela solu¢do do biossurfactante. Os
resultados obtidos demonstraram que o biossurfactante a 2,5% de concentrac¢do, ou seja, na sua
CMC, foi capaz de remover 84% do 6leo contido na areia, enquanto que a agua destilada
removeu 56% do Oleo contaminado. Estudos realizados por Abu-Ruwaida et al. (1991)
demonstraram que o liquido metabdlico contendo o biossurfactante produzido por um isolado
bacteriano foi capaz de recuperar 86% de 6leo residual bruto, enquanto que a dgua destilada
removeu cerca de 65% do 6leo. Cameotra e Makkar (1998) demonstraram que o biossurfactante
isolado de Pseudomonas aeruginosa foi capaz de recuperar 56% do 6leo adsorvido em areia

contida em coluna.
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Figura 1. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificagdo em n-
hexadecano. (A) Crescimento em 5% do 6leo de algodao e 0,2% do extrato de levedura; (B)
Crescimento em 10% do 6leo de algodao e 0,2% do extrato de levedura; (C) Crescimento em

5% de dleo de algodao, 10% de glicose e 0,2% de extrato de levedura

Figura 2. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificagdo em n-
hexadecano. (A) Crescimento em 10% de 6leo de algodao, 10% de glicose e 0,4% de extrato de
levedura; (B) Crescimento em 5% de 6leo de algodao e 0,4% de extrato de levedura; (C)

Crescimento em 10% de 6leo de algodao e 0,4% de extrato de levedura

Figura 3. Curvas de crescimento de Candida glabrata, pH e atividade de emulsificagdo em n-
hexadecano. (A) Crescimento em 5% de 6leo de algodao, 10% de glicose e 0,4% de extrato de
levedura; (B) Crescimento em 10% de 6leo de algodao, 10% de glicose e 0,4% de extrato de
levedura; (C) Crescimento em 7, 5% de 6leo de algoddao 5% de glicose e 0,3% de extrato de

levedura

Figura 4. Diagrama de Pareto dos efeitos das varidveis utilizadas sobre o indice de emulsificacao

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

Figura 5. Estabilidade do biossurfactante determinada através da tensdo superficial do liquido
metabdlico livre de células de Candida glabrata cultivada em meio mineral contendo 7,5 % de
6leo de algoddo, 5 % de glicose e 0,3% de extrato de levedura: (A) diferentes valores pH; (B)

diferentes concentragdes de NaCl e (C) diferentes temperaturas
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Figura 6. Determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante isolado de
Candida glabrata cultivada em meio mineral contendo 7,5 % de 6leo de algodao, 5 % de glicose

e 0,3% de extrato de levedura na reducao da tensdo superficial
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Tabela 1. Valores das varidveis independentes do planejamento fatorial nos niveis -1, +1 e no

ponto central. Varidvel resposta: atividade de emulsificagdo apds 96 horas de cultivo

Oleo de Extrato de Emulsificaciio do
Condicio algodio Glicose levedura 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 varidveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: 6leo de algoddo, 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: 6leo de
algodao, 7,5%; glicose 5%; extrato de levedura 0,3%.



Tabela 2. Remocgao de 6leo de motor presente em areia pelo biossurfactante isolado de Candida

glabrata UCP 1002

Tratamentos Oleo remanescente (%) Oleo removido (%)
Agua destilada 43,7 56,3
Solugdo aquosa de biossurfactante a 1,5% 36,4 63,6
Solucdo aquosa de biossurfactante a 2,5% 16,2 84
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Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados
Planejamento 2**(3-0) ; MS Residual=725,4333
Variavel Resposta: Atividade de Emulsificagao 96 h (Hexadecano)
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Figura 4
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6 . CONCLUSOES GERAIS

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

conclusoes:

Todas as curvas de crescimento estudadas no planejamento fatorial apresentaram
fendmeno 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 varidveis utilizadas como substratos, glicose, 6leo de algoddo e extrato de
levedura, apenas a glicose apresenta efeito significativo do ponto de vista estatistico na
producdo do biossurfactante;

A reducdo da tensdo superficial ocorre simultaneamente com a maior producdo do
biossurfactante;
O biopolimero presente no liquido metabdlico mantém-se estdvel quando submetido a

condic¢des extremas de pH, temperatura e diferentes concentracdes de NaCl;

O biossurfactante € isolado em grande quantidade, considerando os experimentos em
batelada;

O biossurfactante isolado apresenta potencial de aplicacdo na biorremediacdo de areia

contaminada com 6leo motor;

O biossurfactante isolado € pertencente ao grupo dos heteropolimeros.
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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% NH4NO;, 0.02% KH,PO,, 0.02%
MgS0,.7H,0, 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 10 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
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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.
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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 3. Efficiency of emulsifying activity of 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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substrate (oil phase), respectively. (A = 3.0 ml and 2.5 ml; B =2.5 ml and 3.0 ml; C = 2.0
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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.
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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.
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should be given in sufficient detail for others to verify the work. The length of a full paper
should be the minimum required to describe and interpret the work clearly.

Short Communications:

A Short Communication is suitable for recording the results of complete but small
investigations or giving details of new methods, techniques or apparatus. Short
communications are two printed pages in length. Progress reports are not acceptable.

Short Notes:

Short Notes are one printed page in length. They are suitable for reports of simple findings
such as the properties of an already well described enzyme or of observations not requiring
elaboration. They should be written with a short (40-word) summary, no main subdivisions,
they may contain one table or figure, or two if the text is brief, and no more than three
references.

Technical Communications:

These are reports of processes or procedures which may be published as an annex to a
full-length paper or on their own provided that the work described is of sufficient interest to
other workers in the field.

Review Papers:
These should be submitted only after consultation with the Editor. They will be limited to no
more than 8 printed pages.

Manuscript Presentation

Manuscripts not conforming to the instructions below will be returned for reformatting
without review. You should refer to a previously published article in the journal which can be
downloaded for free from the journal website at http://www.springer.com. The journal's
language is English. British English or American English spelling and terminology may be
used, but either one should be followed consistently throughout the article. If English is not
your first language please ensure that the language is corrected by a fluent English speaker
or via www.manuscript-improvement.com before submission. Manuscripts submitted in poor
English may be returned for revision without review. Text should be formatted to fit A4 or US
Letter paper size, leaving 2.5 cm margins on all sides of the text. Please double-space all
material, including notes and references. Quotations of more than 40 words should be set
off clearly, either by indenting the left-hand margin or by using a smaller typeface. Use
double quotation marks for direct quotations and single quotation marks for quotations
within quotations and for words or phrases used in a special sense.

Number the pages consecutively with the first page containing:

« running head (shortened title)

« title

« author(s)

« affiliation(s)

« full address for correspondence, including telephone and fax number and e-mail address
Summary

Please provide a short abstract of 100 to 250 words. The summary should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references. It should be page 2 of the manuscript
with the title repeated on that sheet.

Key Words
Please provide 5 to 10 key words or short phrases in alphabetical order.

Abbreviations

Abbreviations should be explained at first occurrence in the text though extensive
mathematical symbols should be defined collectively before the introduction begins on page
3. A list of abbreviations which need not be defined is given in Table 1 at the end of this
document.

Main text
Presentation of the main text depends on the type of article. For guidance on this respect
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you shouid refer to a previously published article in the journal which can be downloaded for
free from the journals’ website at www springeronline.com. Sections headings should be
clearly distinguishable but not numbered. If you decide to use notes, please use endnotes
rather than footnotes. Notes should be indicated by consecutive superscript numbers in the
text and listed at the end of the article before the references. Please consult a current issue
for the styles.

References are cited in the text by giving the name(s) of the author or authors up to two and
the year. When there are more than two authors, only the first author's name should be
given followed by et al. In the event that a cited author has two or more works published
during the same year. the reference. both in the text and in the reference list, should be
identified by a, b etc. after the date to distinguish the works.

Full-length Research papers should be presented under the following headers: Introduction
{including a consideration of the current literature and the objectives of the study). Matenials
& Methods (with sufficient detail to allow the work to be repeated), Results & Discussion
focus the readar’s attention on your key results and put your key results into the context of
current infermation) and Conclusions (please avoid unwarranted or unsupported
speculations).

The style of main sections of Short Communications need not conform to that of full-length
papers. However, we encourage authors to present the main text under the following
headers: Introduction. Materials & Mathods, Results & Discussion and Conclusions.
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Figure Legends

Figure legends should follow the references on a separate page and precede the tables,
Each figure should be mentioned in the text.

Tables

Each table should be numbered consecutively {1, 2. etc.}). Please provide a short
explanatory caption {without abbreviations) to each table. refer to the table in the text and
note its approximate location in the margin. Finally, please place the tables after the figure
legends in the manuscript. In tables, footnotes are preferable to long explanatory material in
aither the heading or body of the table. Such explanatory footnotes. identified by superscript
letters. a. b. ¢ etc., should be placed immediately below the table.

Figures

All photegraphs, graphs and diagrams should be referred to as a 'Figure’ and they should
be numbered consecutively (1, 2. ete.). Multipart figures ought o be labelled with lower case
letters (a, b. etc.), Please insert keys and scale bars directly in the figures. Relatively small
text and great variation in text sizes within figures shoutd be avoided as figures are often
reduced in size. Figures may be sized to fit approximately within the column(s}) of the
journal. Provide a detailed legend (without abbraviations) to each figure, refer to the figure in
the text and note its approximate location in the margin. Please place the legends in the
manuscript after the references.

Folicy on Colour Figures:

Springer treats the inclusion of color figures on a per article basis and offers two options 1)
Free Online Color, the color figures will only appear in color on the journals’ website and b/w
in the printed version of the journai 2) Online and Printed Color which comes at a charge of
Euro 50/ USD 1150 per article. The color figures will appear in color on the website and in
the printed version of the journal,

Symbols and Units
Only recommended Sl units should be used. Authors may use sither superscript
presentations (mg ml™") or the solidus (/} presentation (mg/ml).

When giving the concentration of a solution in a solvent the correct description is, for
example, 10 g giucose/100 mi, not 10 g/100 mi glucose. The term % used to express a
concentration must be used correctly, i.e. g per 100 g solution: otherwise % {(v/v) or %
(wiv) should be used for solutions of concentration greater than 1%. For solvent mixtures
use, for example. butan—1-ol/acstic acid/water (4:1:1, by vol.) or chloroform/methancl
(2:1. viv)

Nomenclature

Chemical and biochemical nomenclature should follow the IUPAC-IUR Commission
quidelines; appropriate guidelines are given in, for example

Policy of the Journal and instructions to Authors
The Bicchemical Society

59 Portland Place

London W1N 3AJ

UK

and references therein. This document is available online at {Please use the link below).
The Enzyme Commission (EC) number for enzymes should be given at the first time of
mention: see Enzyme Nomenclature (1992}, Academic Press; London & New York, or visit
http:fwaww, expasy. orgienzyme/

{Please copy & paste the link into the adress field of your browser)}

Microorganisms must be correctly named using the current codes for bacteria, yeasts, fungi,
algae and protozoa; (see Microbiology 1999, 145 {January), p. viii}. Guidelines for genetic
nomenclature are guoted in the same publication. For further information on guantities and
units, see Table 2 at the end of this document.
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Proofs will be sent to the corresponding author by e-mail (if no e-mail address is available ot
appears to be out of order. proofs will be sent by regular maif}.
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Permissions

itis the responsibility of the author to obtain written permission for a quotation from
unpublished material. or for all quotations in excess of 250 words in one extract or words in
total from any work still in copyright, and for the reprinting of figures, tables or poems from
unpublished or copyrighted material.

Manuscript Submission

The Werld Journal of Micrebiotogy and Biotechnology has a fully web-enabled manuscript
submission and review system. This system offers authors the option of tracking in real time
the review process of their manuscripts. The online manuscript and review system offers
easy and straightforward login and submission procedures. This system supports a wide
range of submission file formats:

For manuscripts - Word. WordPerfect. RTF, TXT and LaTex
For figures - TIFF, EPS. P8, GIF, JPEG and PPT
PDF is NOT a recommended format.

Manuscripts shouid be submiited to:
hitp://wibi.edmgar.com

Authors are requested to downioad the Consent to Publish and Transfer of Copyright form
from this system.

Please send a completed and signed form either by mail or fax to the World Journal of
Microbiclogy and Biotechnology Office.

The World Journal of Microbiclogy and Biotechnology.
Springer, Journals Editorial Office

Van Godewiickstraat 30

3311 GX Dordrecht

The Netherlands

Fax: (+31) 78 6576254

NOTE: By using the online manuscript submission and review system. itis NOT necessary
to submit the manuscript also as printout + disk. In case you encounter any difficulties while
submitting your manuscript online, please getin touch with the responsibie Editorial

Assistant by clicking on "CONTACT US" from the toclbar. The conventional way of
submitting your manuscript {e.g. mailing printout + disk) is NOT possible.

Submitted manuscripts should not be in consideration in whole or in part by another journal,
Mor has it already appeared in print, in whole or in part, in any tanguage, in any other
journal.

IMPORTANT: Please supply the names in the Enter Comments box of Editorial Manager of
not less than three suitably qualified parsons whom the editors might wish to consider as
possible reviewers of your manusciipt.

hitp:/Awww wibi.edmgr.com

Table 1
Abbreviations and Conventions. These abbreviations may be used without definifion.
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(i} General

ADP, COP. GDP. IDP, UDP. XDP. dTDP

AMP etc.
ATP etc.
Approx.

Ag.

BSA
CM-cellulose
CoA, CoASH
conc.

Cyclic AMP

cAMP. etc.

DEAE-cellulose

DNA
cDNA
DNAase
DMsSO
EDTA
FAD
FMIN

GSH, GSSG

1gG. lgM, etc.

fars.
LPs

LDsp

MIC
NAD+

NADP+

NTG
PiIPPI
ppPGpp

pppGpp

World Journal of Microbiology and Biotechnology-Springer Biochemistry Journal

5'-pyrophosphates of adenosine, cytidine.
guanosine, inosine, uridine, xanthosine
thymidine

adenosine 5'-phosphate. etc.
adenosine 5'-triphosphate, efc
approximately (notc. or ca.)
aqueous

bovine serum albumin
carboxymethylcellulose
coenzyme A

concentrated

adenosine 3.5 -cyclic
monophosphate. ete.
diethylaminoethylcellulose
deoxyribonucleic acid
complementary deoxyribonucleic acid
deoxyribonuclease

dimethyl sulphoxide
ethylenediaminetetra-acetate
flavin-adenine dinucleotide
flavin mononuclectide
glutathione, reduced and oxidized forms
immunoglobulin G, M. etc,
infrared

lipopolysaccharide

median lethal dose

minimal inhibitory concentration

nicotinamide-adenine dinucleotide. oxidized
(NADH for reduced form)

nicotinamide-adenine dinucleotide
phosphate, oxidized (NADPH for reduced
form)

N-methyl-N -nitro-M-nitrosoguanidine
orthophosphate. pyrophosphate
guanosine 3'-diphosphate 5'-diphosphate

guanosine 3'-diphosphate 5-triphosphate
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PEG
PMSF

RNA
mRNA
rRNA
tRNA
RMNAase
sSbs
TR

Xegal

(i} Scintillants
BROT

Butyi-PBD

Dimethyl-POPOP

POPOP

PPO

{iii} Buffers

Aces

Ada
Bes
Bicine
Caps

Chaps

Ches

Hepes

Hepps

Mes

Mops

PES

World Journal of Microbiology and biotecnnoiogy-sSpringer biochemistry Journal

polyethylene glycol

phenylmethanesulphonyl fluoride
ribonucieic acid

messenger ribonucleic acid
ribosomal ribonucleic acid
transfer ribonucleic acid
ribonuclease

sodium dodecyl sulphate
ultra-violet

5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-gatacto-
pyranoside

2.5-di[5 -tert-butylbenzoxazolyl (2V]thiophen

2-4{4 -tert-butylphenyl)-5(4" biphenyiyl)-
1.3.4-oxadiazole

1, 4-di-2-(4-methyl|-5 POPOP
phenyloxazolyly benzene

1.4-di-2-(5-phenyloxazolyl) benzene

2.5-diphenyloxazole

N-{2-acetamido)-2-aminc ethanesulphonic
acid

N-(2-acetamido) iminodiaceticacid

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-amino
ethanesulphonic acid

N.N-bis(2-hydroxyethyl)glycine
3-cyclohexylaminopropanesulphonic acid

3-[(3-cholamidopropyl)dimsthylammoniol-1-
propane suiphonic acid

2-(cyclohexylamino)ethane sulphonic acid

N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulphonic acid

N-2-hydroxyethylpiperazine-

N'-3-propanesulphonic acid 2-{N-
morpholinojethane sulphonic acid

3-(N-morpholino)propane sulphonic acid

phosphate-buffered saline (but composition
must be specified!)
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Tricine

Tris

{iv) Techniques
ELISA

ESR (or EPR)
FPLC

GC {or GLC}

GC-MS

HPLC

HPTLC
MIC
Ms
NMR
PAGE
PCR
Py-M3
Py-GC
RIA
TLC

{v) Units
by

c.fu
c.p.m.

Da, kDa,
MDa
d.p.m.

(or dp.s.)
ki (or kpb)

pfu

World Journal of Microbiology and Biotechnology-Springer Biochemistry Journal

piperazine-N,M'-bis-2-ethane sulphonic acid

MN-tris{hydroxymethylimethyl-2-
aminosethanesulphonic acid

N-tris-{hydroxymethyl) methyl glycine

tris{hydroxymethyl) methylamine

enzyme-linked immunoscrbent assay
electron spin {paramagnetic} rescnance
fast protein liquid chromatography

gas chromatography (or gas-liquid
chromatography)

gas chromatography combined with mass
spectrometry

high-pressure (performance) liquid
chromatography

high-pressure thin-layer chromatography
minimum inhibitory concentration

mass spectrometry

nuclear magnetic resonance
polyacrylamide get electrophoresis
polymerase chain reaction

pyrolysis mass spectrometry

pyrolysis gas chromatography
radicimmunoassay

thin-layer chromatography

20,1

base pairs
coleny-forming units
counts per minute
daltons. kilodaltons,
megadaltons
disintegrations per minute
(second)

kilohase pairs

plague-forming units
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rev/min {rev. min=1 revolutions per minuta

Table 2
Selected Symbols for quantities and units

(i}Space, time and related

quantities

Quantity Unit

J length m, mm, pm {not ph), nm (not
A ete.

v volume I {or dm?). ml {or em®}, pl {or
mm?) etc.

A wavelength nm {not mi or A)

t time h (not hr}, min {not mn). s
(not sec}, ms, etc.

v, f frequency Hz

(ii}Mechanical and related

quantities
Quantity Zitid Unit
m mass kg, g. mg. etc.
F force N (kg ms?)
E energy J{not cai)
p. P pressure Pa (N/m?) 1 bar = 10° Pa: 1
atm = 101325 Pa
S sedimentation cosfficient S =101 g rad2
g centrifugal field (9.81m . s)
{iil) Molecular and related
quantities
Quantity Unit
m molecular mass Da(dalton), kDa. etc
n amount of substance mol, mmoal, etc.
M molar mass g/mol or kg/mol
m., relative =
M molecular mass
r
(iviChemical reactions
Quantity Unit
K equilibrium constant
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K, Michaelis constant M, mM, etc

K inhibition constant M. mM. etc.

Ky dissociation constant M. mM, etc.

K rate constant s or M1 st

v rate of reaction M (or mM. etc.) s
— enzyme activity kat

v rate of enzyme catalysed M {(or mM. etc) s

reaction atinfinite
concentration of substrate

(v} Electricity, magnetism
and electromagnetic

radiation

Quantity Unit
| glectric current A

R resistance 9;

J juminous intensity od
T transmittance (i/1o} —
A absorbance {(-log T) —
D attenuance .

™

molar absorption coefficient  pg-1 o

— radioactivity Ba(=1 dis. ) or Ci(37 CBq)
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