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RESUMO

Os biossurfactantes sao obtidos de fontes renovaveis, e por serem
biodegradaveis e com baixa toxicidade, apresentam potencial de utilizagcdo em
varias areas da biotecnologia. Contudo, devido ao alto custo de producao,
esses compostos ainda ndo sao amplamente utilizados. Nesse sentido, o
lipopeptideo Rufisan, um biossurfactante anidnico produzido por Candida
lipolytica UCP 0988, surge como alternativa aos surfactantes convencionais,
apresentando dualidade de ag¢ao como agente antimicrobiano e na
biorremediacao de substancias hidrofébicas e metais pesados. Rufisan reduziu
a tensao superficial do meio de produc¢dao de 50 mN/m para 25,29 mN/m, com
rendimento de 8 g/L, apos 72 horas de fermentagdo. O biossurfactante
apresentou uma CMC de 0,03%, n&o apresentando efeito toxico para sementes
de repolho (Brassica oleracea). A maior atividade antimicrobiana foi
apresentada para linhagens de Streptococcus, demonstrando também efeito
anti-adesivo para bactérias e leveduras. Estudos realizados mostraram que o
Rufisan, removeu 37% do 6leo de motor contido no solo arenoso através de
testes estaticos em colunas. Contudo, o biossurfactante na concentracdo da
CMC apresentou grande eficiéncia removendo 99,5% do 6leo de motor contido
em todos os solos testados, na condi¢gdo de batelada. O lipopeptideo removeu
96% de Zn e Cu, reduzindo as concentragbes de Pb, Cd e Fe. Portanto, o
conhecimento do processo de otimizagdo da produgdo do Rufisan,
minimizando o custo de obtencdo do biopolimero, associado as propriedades
apresentadas, sugerem sua ampla utilizagdo em atendimento as demandas

comerciais.

Palavras-chave: Candida lipolytica; Residuo industrial; Biossurfactante;

Atividade antimicrobiana; Atividade anti-adesiva; Oleo de motor; Metais
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ABSTRACT

The biosurfactants are produced by renewable resources, are biodegradable
and have low toxicity and thus show potential to be used in different areas of
biotechnology. Despite their advantages, due to the high production costs
biosurfactants are not extensively used. In this sense, the lipopetdide Rufisan,
an anionic biosurfactant produced by Candida lipolytica UCP 0988, is an
attractive alternative to the synthetic surfactants, showing properties as
antimicrobial agent and in biorremediation of hydrophobic compounds and
heavy metals. Rufisan reduced the surface tension of the production medium
from 50 mN/m to 25.29 mN/m, with a yield of 8 g/L, after 72 hours of
fermentation. The biosurfactant showed a CMC of 0.03%, did not show toxic
effect against cabbage seeds (Brassica oleracea). The highest antimicrobial
activity was observed against Streptococcus strains. The anti-adesive effect
was also detected for bacteria and yeasts. Studies showed that Rufisan
removed 37% of the motor oil contained in sandy soil contained in packed
columns. The biosurfactant at the CMC showed great efficiency, removing
99.5% of the motor oil adsorbed in the soils tested in batch experiments. The
lipopeptide removed 96% of Zn and Cu, and reduced the concentration of Pb,
Cd and Fe. The optimization process of Rufisan production, which permitted the
reduction of costs, suggest its ample utilization according to the commercial

requirements.

Key-words: Candida lipolytica; Industrial residue; Biosurfactant; Antimicrobial

activity; Anti-adesive activity; Motor oil; Heavy Metals.
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RUFINO, R.D. 2010
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1. INTRODUGAO

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

A importancia comercial dos surfactantes torna-se evidente a partir da tendéncia do
mercado em aumentar a produgao desses compostos em decorréncia da diversidade de
utilizagdes nas industrias, em especial nas industrias petrolifera, alimenticia,
farmacéuticas, de higiene, téxtil e de cosméticos (CALVO et al., 2009; SINGH et al., 2007;
BARROS et al., 2007; SARUBBO et al., 2007). No entanto, o maior mercado para essas
biomoléculas pode ser a industria petrolifera, onde podem ser amplamente utilizados na
recuperacdo melhorada do petroleo (MEOR — Microbial Enhanced Oil Recovery), na
remogao e mobilizagdo de residuos oleosos e metais pesados, na limpeza de tanques de
estocagem e na biorremediagao (SARUBBO et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2006).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo. Entretanto, as novas legislagbes de controle ambiental tém
levado a procura por surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes
(MAYER; SOBERON-CHAVES, 2000; SARUBBO et al., 2001).

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos
principalmente por bactérias e leveduras, embora alguns fungos filamentosos também os
produzam (RON; ROSENBERG, 2002). Esses compostos, por serem biodegradaveis e
compativeis com o0 meio ambiente, ao contrario dos similares petroquimicos (sintéticos),
tém sido cada vez mais estudados (SARUBBO et al., 1999; MAKKAR; CAMEOTRA,
2002). Os biossurfactantes apresentam, ainda, inumeras vantagens sobre os surfactantes
de origem quimica, tais como baixa toxicidade, estabilidade frente a ampla faixa de pH e
sob temperaturas elevadas, bem como resisténcia a elevadas concentragdes salinas
(SINGH et al., 2007; RUFINO et al., 2007). Os tipos de estrutura e as quantidades de
biossurfactantes produzidas sado determinados a partir da escolha e concentragdo do(s)
substrato(s) utilizado(s) que podem ser soluveis e insoluveis, bem como pela
concentragao de ions como P, N, Mg, O e Fe no meio de cultura, além das condi¢des de
cultivo (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007).
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Os surfactantes sintéticos sdo classificados pela natureza do seu grupo polar,
enquanto que os biossurfactantes sao diferenciados por sua natureza bioquimica e pela
espécie microbiana produtora. As principais classes incluem os glicolipideos, os
lipopeptideos, as lipoproteinas, os biossurfactantes poliméricos, os fosfolipideos e alguns
acidos graxos (VAN-HAMME et al., 2006).

A classe dos dglicolipideos compreende um grupo dos mais conhecidos e
estudados, apresentando longas cadeias de acidos graxos alifaticos ou &acidos
hidroxialifaticos. Nessa classe destacam-se os raminolipideos da bactéria Pseudomonas
aeruginosa e os soforolipideos de espécies de leveduras do género Candida
(SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008; TULEVA et al., 2009).

Surfactantes sintéticos sdo utilizados na recuperagao e solubilizacdo de compostos
hidrofébicos organicos do solo, embora a eficiéncia desses compostos seja reduzida.
Além disso, muitos surfactantes sintéticos utilizados sédo tdoxicos e ndo biodegradaveis;
sendo assim, a utilizagdo desses compostos no meio ambiente pode induzir a
acumulagdo de materiais ecologicamente prejudiciais ao solo (MULLIGAN et al., 2001;
BILLINGSLEY et al., 2002; DOONG; LEI, 2003).

Recentemente, os biossurfactantes vém despertando o interesse dos
pesquisadores para aplicagdo nos processos de biorremediacdo de solos contaminados
por Oleos e metais pesados (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; LAI et al., 2009). Outras
aplicagdes promissoras incluem a as areas médica e farmacéutica, além de novas
possibilidades de utilizagdo desses compostos em areas que se beneficiem de suas
propriedades anfipaticas (RODRIGUES et al., 2006).

A despeito das vantagens dos biossurfactantes frente aos similares petroquimicos,
esses ainda nao sdo amplamente utilizados devido aos altos custos de producgao
associados a métodos ineficientes de recuperagcdo do produto e ao uso de substratos
caros, embora esse custo possa ser significativamente reduzido através do uso de fontes
alternativas de nutrientes, facilmente disponiveis, bem como através da obtencéo de altos
rendimentos do produto (GALLERT; WINTER, 2002; TULEVA et al., 2009).

Nesse contexto, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos
pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo para a
producdo de biossurfactantes, uma vez que a selecdo do substrato possa representar
uma reducao de até 30% do custo total do processo (MANEERAT, 2005). Residuos de
destilaria (BABU et al., 1996; DUBEY; JUWARKAR, 2001), soro de queijo (KOCH et al.,
1988), melaco (PATEL; DESAI, 1997) e efluente de 6leo de oliva (MERCADE et al.,
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1994), entre outros, tém sido descritos como substratos para a produgdo de
biossurfactantes.

Considerando que um dos parametros mais importantes na selecdo de
biossurfactantes eficientes é a habilidade de reducdo da tensdo superficial, o
biossurfactante Rufisan, produzido recentemente por Candida lipolytica UCP 0988
cultivada em residuo de refinaria de déleo vegetal como substrato, apresenta-se como uma
nova biomolécula com caracteristicas atrativas, considerando sua habilidade de reduzir a
tensao superficial para valores de 25,29 mN/m (RUFINO et al., 2008). Nesse sentido, o
potencial biotecnolégico do Rufisan foi avaliado para estabelecer as propriedades
quimicas e bioldgicas e, explorar as possibilidades de aplicagdo na area médica, como
agente antimicrobiano e anti-adesivo, bem como na area ambiental, na remocao de
derivado de petrdleo e metais pesados em solos contaminados, visando propor novas

aplicagdes até entdo nao exploradas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Producdo otimizada do biossurfactante Rufisan por Candida lipolytica UCP 0988,
caracterizagdo bioquimica, avaliagcdo do seu potencial biotecnoldgico e aplicagdo nas

areas médica e ambiental.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a cinética de crescimento do microrganismo e produgédo do biossurfactante
em meio previamente otimizado;

e |[solar o biossurfactante e determinar o rendimento de producéo;

e Determinar a Concentragao Micelar Critica do biosurfactante;

e Caracterizar os acidos graxos do biossurfactante por Cromatografia Gasosa;

e Determinar a carga idnica do biosurfactante;

e |dentificar a composig¢ao bioquimica do biosurfactante;

e Determinar o potencial fitotéxico do biosurfactante;

e Testar a atividade antimicrobiana e anti-adesiva do biosurfactante;

e Avaliar a aplicacdo do biossurfactante bruto e isolado na remoc¢do de poluente
hidrofébico adsorvido em diferentes solos através de ensaio estatico em colunas
empacotadas;

e Avaliar a aplicacdo do biossurfactante isolado, na remocao de poluente hidrofobico
adsorvido em diferentes solos através de ensaios cinéticos em frascos;

e Avaliar a aplicagédo do biossurfactante bruto na remocao de metais pesados e poluente
hidrofobico contidos em solo utilizado como barreira de retencdo de chorume em

permeametro de paredes flexivies.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossurfactantes: consideragoes gerais

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos utilizados
em diversas aplicagdes (RUFINO et al., 2008). A maioria dos surfactantes disponiveis sao
sintetizados a partir de derivados do petroleo. Contudo, a preocupag¢ado ambiental levou a
procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes. Os
surfactantes sdao moléculas anfipaticas constituidas de uma porgao hidrofébica (apolar) e
uma porgao hidrofilica (polar) (Figura 1). A porcéo apolar é freqientemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a por¢do polar pode ser iGnica (anibnica ou catiénica), nédo-
idnica ou anfotérica (SOBRINHO et al., 2008; LUNA et al., 2009).

#°
/C H,  LH,  LH,  .CH;
H,C CH;  CH,  CH, |
O'Na
cadela apolar 2
capaz de interagir extremidade polar
com 0 leo capaz de interagir
com a agua

Figura 1- llustracdo da molécula de um surfactante

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne

Em fungao da presencga de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre as fases fluidas com diferentes
graus de polaridade (dleo/agua e agua/dleo). A formagdo de um filme molecular,
ordenado nas interfaces, promove a reducdo da tensao interfacial e superficial. Esta
propriedade faz os surfactantes serem adequados para uma ampla gama de aplicagbes
industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacéo, lubrificagédo, solubilizagdo e dispersao
de fases (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). A maior utilizagdo dos surfactantes se concentra
na industria de produtos de limpeza (sabdes e detergentes), na industria de petrdleo e na
industria de cosméticos e produtos de higiene (BOGNOLO, 1999). A produ¢ao mundial de
surfactantes excede 3 milhdes de toneladas por ano, sendo a maioria utilizada como
matéria-prima para fabricagdo de detergentes de uso doméstico (BANAT et al., 2000).

Varios compostos com propriedades tenso-ativas séo sintetizados por organismos
vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipideos) e também pelo ser
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humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes naturais (BANAT et al., 2000).

Atualmente, nos paises industrializados 70 — 75% dos surfactantes consumidos sao
de origem petroquimica (NITSCHKE et al., 2004). Entretanto, as industrias, pressionadas
pelas organizacbes de defesa do meio ambiente estdo muito interessadas em encontrar
uma forma de produzir surfactantes menos toxicos (DELEU; PAQUOT, 2004). Esta
tendéncia € movida pela necessidade da criacdo de produtos mais brandos, para a
substituicdo de compostos n&do biodegradaveis (alquil benzenos ramificados), como
também para aumentar a especificidade dos produtos (URUM; PEKDEMIR, 2004).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto €,

diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sao
denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias,
fungos e leveduras. Os microrganismos sintetizam os biossurfactantes, geralmente
durante o crescimento em substratos imisciveis em agua (MULLIGAN, 2005).
A utilizagdo de técnicas para obtencdo de surfactantes a partir de microrganismos
representa um elevado interesse no campo aplicado (SEN; SWAMINATAN, 2005). Varios
produtos microbiolégicos com propriedades surfactantes foram identificados no passado.
Entre os diversos microrganismos estudados para a produgao de biossurfactantes estdo o
Arthrobacter, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtillis,
Candida lipolytica e Torulopsis bombicola (MULLIGAN, 2005).

3.2 Propriedades dos biossurfactantes

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Segundo Bognolo (1999),
muitas destas caracteristicas representam uma vantagem sobre os surfactantes
convencionais:
- atividade superficial e interfacial: os biossurfatantes sao mais eficientes e mais efetivos
do que os surfactantes convencionais (detergentes anidnicos sulfatados), pois produzem
menor tensdo superficial com menores concentragbes de biossurfatante (COOPER;
PADDOCK, 1984). Segundo Mulligan; Gibbs (1993), a concentragao micelar critica (CMC)
dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L. A tensdes
interfacial e superficial (medida de efetividade) de um bom biossurfactante devem ser
menores que 1 e 30 mN/m, respectivamente. Bognolo (1999) comparou a CMC de
biossurfactantes e tensoativos sintéticos demonstrando que os primeiros apresentam
menor CMC, ou seja, sdo mais eficientes que os surfactantes convencionais.
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- toleréncia a temperatura, pH e forga ibnica: alguns biossurfactantes apresentam elevada
estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condi¢gdes mais
drasticas. O lipopeptidio de B. licheniformis JF-2 é estavel a temperaturas em torno de
75°C por até 140 horas e pH entre 5-12 (HOROWITZ et al., 1990). Os biossurfactantes
suportam concentragdes de 10% de NaCl, enquanto que uma concentracido salina de 2-
3% é suficiente para inativar surfactantes convencionais (BOGNOLO, 1999).
- biodegradabilidade: diferentes dos surfactantes quimicos, os biossurfactantes s&o
facilmente degradaveis na agua e no solo, o que os torna adequados para aplicagdes
como biorremediagao e tratamento de residuos (MULLIGAN; GIBBS, 1993).
- baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atengdo também devido a
crescente preocupacgéo da populagao com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais
(CAMEOTRA; MAKKAR, 1998) e sua baixa toxicidade permite seu uso em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (FLASZ et al., 1998). Os biossurfactantes também
apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a partir de substratos renovaveis e
possuirem grande diversidade quimica, possibilitando aplica¢gdes especificas para cada
caso particular (DESAI; BANAT, 1997).

Segundo Reiser et al. (1989) os biossurfactantes possuem caracteristicas estruturais
e propriedades fisicas distintas, o que os torna comparaveis ou superiores aos
surfactantes sintéticos em termos de efetividade e eficiéncia. Outra vantagem dos
biossurfactantes reside no fato de serem compostos que ndo sao derivados de petrdleo,
fator importante a medida que os pregos do petréleo aumentam. Além disso, a estrutura
quimica e as propriedades fisicas dos biossurfactantes podem ser modificadas atraves de
manipulagdes genéticas, bioldégicas ou quimicas, permitindo o desenvolvimento de

produtos para necessidades especificas.

Tensao Superficial e Concentragdo Micelar Critica (CMC)

A tensao superficial € a for¢ca de atracdo, existente entre as moléculas dos liquidos
(Figura 2). A tenséao superficial diminui quando a concentragdo de surfactante no meio
aquoso aumenta, ocorrendo a formagdo de micelas, que sdo moléculas anfipaticas
agregadas com as por¢des hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula e
as porc¢oes hidrofobicas para a parte interna (Figura 3). A concentragdo dessas micelas
forma a CMC. Esta concentragédo corresponde a minima concentragcao de biossurfactante
necessaria para que a tensao superficial seja reduzida ao maximo. Quando a CMC é

atingida, varias micelas sdo formadas (Figura 4).
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Figura 2 — Forga de atragao existente entre as moléculas dos liquidos

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne

').

Figura 3 - Posicionamento das moléculas dos surfactantes em fase liquida:

a) moléculas na interface ar-agua; b) formacao de micelas

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne
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Measurement of CMC
and aggregation of surfactants

Surface tension

Concentration

Figura 4 — Diagrama ilustrativo da formagao de micelas na CMC

Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne

3.3 Microrganismos Produtores

Uma variedade de microrganismos € capaz de produzir biossurfactantes (Tabela 1),
com diferentes estruturas moleculares. Embora o potencial de produgao seja determinado
pela genética do microrganismo, outros fatores como as condicbes ambientais e a

natureza do substrato também influenciam o nivel de expressédo (RHAMAN et al., 2002).
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Tabela 1 - Tipo e origem microbiologica dos biossurfactantes

Tipo de surfactante Microrganismo

S Pseudomonas aeruginosa
Raminolipideos ) )
Pseudomonas sp., Serratia rubidea
Candida apicola, Candida bombicola
Soforolipideos Candida lipolytica
Candida bogoriensis
Alcanivorax borkumensis

Arthrobacter sp., Corynebacterium sp.

Glicolipideos _ _
R. erythropolis, Seratia marcescens
Tsukamurella sp.
Fosfolipideos Acinetobacter sp.

Capnocytaphaga sp.
Peniciluim spiculisporum
. Corynebacterium lepus
Acidos Graxos ]
Arthrobacter paraffineus
Talamyces trachyspermus

Nocardia erythropolis

Fonte: MULLIGAN, GIBBS, 1993

Em estudos com duas espécies de leveduras, Pichia membranaefaciens e Pichia

anomala, cultivadas em meio mineral contendo 2 % de glicerol, ocorreu produgédo de

biossurfactantes. O mesmo nao ocorreu quando gasolina e querosene a 2 % foram
adicionados como substratos (ARAGAO et al., 2007).
As bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas também s&o descritas na

literatura como grandes produtoras de biossurfactantes. Bacillus subtilis sdo produtores

de lipopeptideos, como a chamada surfactina, a qual contém sete aminoacidos ligados

aos grupos carboxila e hidroxila do acido C14 (KAKINUMA et al., 1969). Concentragdes de

surfactina menores que 0,005 % reduzem a tensdo superficial para 27 mN/m. A

solubilidade e a capacidade surfactante da surfactina, por outro lado, depende do tipo de

residuo utilizado como substrato (HUE et al., 2001).
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Em 2003, Queiroga e colaboradores utilizaram o Bacillus subtilis para avaliagdo da
tensao superficial na produgao de biossurfactantes em presencga de petréleo, observando
uma redugéao de tensdo superficial de 53 mN/m para 25,7 mN/m.

Um grupo de biossurfactantes muito estudado € o de raminolipideos produzidos por
Pseudomonas aeruginosa (HITSATSUKA et al.,, 1971; GUERRA-SANTOS et al., 1984).
Valores de tensao superficial de 29 mN/m s&o caracteristicos desses componentes, que
podem ser produzidos a partir de varios substratos soluveis e insoluveis (ROBERT et al.,
1989). A composicdo e os rendimentos dependem do tipo do fermentador, pH,
composicao dos nutrientes, substrato e temperatura utilizada (MULLIGAN; GIBBS, 1993).

Em 2005, Maneerat descreveu a produgcdo de microrganismos marinhos como
produtores de biossurfactante empregado na biorremediagdo em solo de praias poluidas

com odleo.

3.3.1 Producao de biossurfactantes por leveduras do género Candida

Entre as leveduras, espécies de Candida tém sido largamente empregadas com
sucesso na fermentacdo de hidrocarbonetos e conseqientemente para produgido de
biossurfactantes. Cirigliano e Carman (1984, 1985) isolaram, inicialmente, um
bioemulsificante produzido por Candida lipolytica cultivada em meio contendo n-
hexadecano, demonstrando perspectivas e potencial para uso em sistemas alimentares,
enquanto que Margal (1991) demonstrou a producdo de biopolimeros por Candida
lipolytica com alta atividade de emulsificag&o utilizando substratos regionais.

Sarubbo e colaboradores (1997; 1999; 2001) também utilizaram a Candida lipolytica
na producdo de agentes surfactantes em meios contendo o6leo vegetal de babagu e
glicose como substratos. A Candida bombicola tem se destacado como produtora de
biossurfactantes. Segundo a literatura, essa levedura apresentou alto rendimento em
biossurfactante (67 g/L) quando este foi produzido a partir de éleo de milho e glicose em
fermentador (PERSSON et al; 1999).

Sarubbo e colaboradores (2006) demonstraram a possibilidade de combinagéo entre
duas fontes, uma soluvel e outra insoluvel, para a producdo de biossurfactantes por
Candida glabrata e Candida lipolytica (SARUBBO et al., 2007); enquanto que Rufino et al.
(2007; 2008) aplicou com sucesso um residuo industrial na produgdo de um
biossurfactante por Candida lipolytica. Recentemente, Sobrinho et al. (2008), estudaram a
producdo de biossurfactante por C. sphaerica UCP 0995 utilizando dois residuos

industriais como substratos, obtendo resultados satisfatorios.
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A tabela 2 ilustra as tensdes superficiais e os substratos utilizados na produgao de

biossurfactantes por espécies de Candida e sua comparagdo frente a surfactantes

sintéticos.

Tabela 2 - Tensdes superficiais e substratos utilizados na producao de biossurfactantes por

espécies de Candida e tensdes superficiais de surfactantes sintéticos

Tensao
Microrganismo / surfactantes superficial
Substratos Referéncias
sintéticos (mN/m)
Candida albicans 39A2 35 Oleo de girasol HABA et al., 2000
Candida albicans 43 Oleo de girassol HABA et al., 2000
Candida rugosa 1970 IFO0750 39 Oleo de girassol HABA et al., 2000
Candida tropicalis CECT 1440 39 Oleo de oliva HABA et al., 2000
Candida lipolytica CECT 1357 40 Oleo de girasol HABA et al., 2000
Candida torulopsis 45 Oleo de oliva HABA et al., 2000
Oleo de algodao SARUBBO et al.,
Candida glabrata 31 _
e glicose 2006
Milhocina e
Candida sphaerica 25 residuo de 6leo LUNA et al., 2009
de soja
Candida lipolytica 31 Oleo de canola e SARUBBO et al.,
glicose 2007
S ] Residuo de dleo
Candida lipolytica 25,26 RUFINO et al., 2008
vegetal
Brometo de n-hexadecil Trimetil— 550 BEHRING et al.,
amonio (CTBA) ’ - 2004
BEHRING et al.,
Alquilbenzeno sulfonato 47,0 -
2004
BEHRING et al.,
Lauril — Sulfato de sédio (SDS) 37,0 -
2004
BEHRING et al.,
Tween 80 45,0 -
2004
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3.4 Biossintese dos biossurfactantes

Geralmente os caminhos para a sintese dos dois grupos que compdem o
biossurfactante ocorrem através de um conjunto de enzimas especificas. Mesmo
considerando a diversidade de produgao, algumas caracteristicas da sintese e regulagao
sdo semelhantes, sendo que em muitos casos as primeiras enzimas sao apenas de agao
reguladora (DESAI; BANAT, 1997).

O microrganismo utiliza primeiramente substratos hidrofilicos para o metabolismo
celular e para a sintese da porg¢ao polar da molécula de biossurfactante, enquanto que os
substratos hidrofébicos sao utilizados exclusivamente para a produgcdo da porgcao
hidrocarbbnica do biossurfactante. As espécies de Candida sao capazes de incorporar
diretamente acido graxo para a producgao de biossurfactante (WEBER et al., 1992).

Uma possivel via de sintese dos biossurfactantes pode ser através da conversao de
glicose, em outros sacarideos como soforose e maltose, ou com a divisdo via
gliceraldeido 3-P e piruvato para acetil-CoA, que unida ao oxaloacetato produz malonil-
CoA e, em seguida, acido graxo. Ja o hidrocarboneto, quando presente como substrato,
pode ser utilizado para produzir acidos graxos ou sacarideos, através da transformacgao
da molécula em alcool e depois em aldeido e acido graxo por agdo enzimatica. O acido
graxo formado pode sofrer B-oxidagdo passando a acetil-CoA e, a partir deste momento,
varios outros poderao ser formados (WEBER et al., 1992).

De acordo com Sydatk e Wagner (1987), a biossintese do biossurfactante pode
acontecer seguindo quatro caminhos diferentes:

- Sintese do carboidrato e do lipideo;

- Sintese da metade do carboidrato, enquanto que a sintese da metade lipidica
dependera do comprimento da cadeia do substrato carbdnico presente no meio;

- Sintese da metade lipidica, enquanto que a sintese da metade de carboidratos
dependera do substrato utilizado;

- Sintese das metades carboidrato e lipidica dependendo do substrato.

3.5 Fungao fisiolégica dos biossurfactantes

Embora, a exata fungéo fisiolégica dos biossurfactantes ainda ndo tenha sido
completamente elucidada, algumas fungdes tém sido atribuidas, como:

- transporte de hidrocarbonetos: fungdo atribuida aos biossurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis (COOPER et al., 1981), onde um aumento

significativo da porgéo lipidica do polissacarideo de membrana foi detectado quando o
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microrganismo crescia em alcanos, indicando que o complexo polissacarideo - acido
graxo presente na superficie celular estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos;

- emulsificagdo e solubilizagdo de hidrocarbonetos ou compostos insoluveis em
agua, facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (COOPER et al.,
1981). Porém, cepas de Bacillus subtilis produzem surfactantes apenas em substratos
hidrossoluveis (FRANCY et al., 1991);

- atividade antibidtica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente da
classe dos lipopeptideos e glicopeptideos. Os ramnolipideos de P. aeruginosa e o
surfactin de B. subtilis, funcionam como antibidticos solubilizando os principais
componentes das membranas celulares microbianas. Através da excregdo destes
biossurfactantes no meio, os microrganismos adquirem maior chance de sobrevivéncia e
maior competitividade na busca por nutrientes (LIN, 1996; RODRIGUES et al., 2006);

- aderéncia-liberacado da célula a superficies: uma das mais importantes estratégias
de sobrevivéncia dos microrganismos € sua habilidade em colonizar um nicho ecolégico
onde possa se multiplicar. Os elementos chave nesta estratégia sdo estruturas da
superficie celular responsaveis pela aderéncia das células a superficies. Os
microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para regular as propriedades
da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um determinado local, de acordo
com sua necessidade para encontrar novos habitats com maior disponibilidade de
nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis (ROSENBERG; RON, 1998).

3.6 Substratos utilizados na produgao de biossurfactantes

O mundo produz em torno de 2,5-3 milhdes de toneladas de 6leos e gorduras por
ano, e em torno de 75% dessa producdo € derivada de plantas (HABA et al., 2000).
Muitos oleos e gorduras sao utilizados na industria de alimentos, gerando grande
quantidade de residuos. A disposicao dos residuos € um problema crescente, que
desperta o interesse da utilizacido deles para transformacao microbiana.

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de 6leo vegetais, residuos de
amido, residuos de destilaria de oOleos e substéncias lacteas tem sido utilizada na
producao de muitos metabdlicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de matéria-prima
podem contribuir consideravelmente para o custo de producdo. Estima-se que a matéria-
prima represente de 10 — 30% do custo total de um produto biotecnoldgico. Por outro
lado, milhées de desperdicios em residuos poluentes sdo jogados a cada ano por todo o
mundo. O tratamento e a remocéo destes residuos também representam um alto custo

para varias industrias (MUKHERJEE et al., 2006).
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Nesse sentido, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos
pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo para a
producdo de biossurfactantes (MAKKAR, CAMEOTRA, 1999; 2002; MERCADE et al.,
1997).

Mercade et al., (1993) relataram o uso de efluente da industria de dleo de oliva
(OOME) como novo substrato para produgdo de biossurfactantes (ramnolipideos), por
Pseudomonas sp. Esse efluente € um dos maiores poluentes da industria agricola na
regiao mediterranea, € uma substancia escura contendo fragdes soluveis em agua e
residuos da extracido do 6leo de oliva. OOME contém substancias toxicas semelhantes a
polifendis e outras substancias organicas (20 — 80 g/L), compostos nitrogenados (12 — 24
g/L), acidos organicos (5 — 15 g/L) e oleos residuais (0,3 — 5 g/L). Das vinte e duas
espécies de Pseudomonas testadas, apenas quinze apresentaram um bom crescimento e
uma reducgéao na tenséao superficial para 30 mN/m (MERCADE et al., 1993).

Residuos de 6leos lubrificantes causam sérios problemas ao meio ambiente, a
particula de 6leo pode se juntar a matéria organica, a particulas minerais e a organismos,
sendo assim uma ameaga ao meio ambiente (SANTA ANNA et al.,, 2005). Bento;
Gaylarde (1996) observaram a produgéo de biossurfactantes por Pseudomonas em meio
mineral com glicose e 6leo diesel. Em um estudo similar Muriel et al., (1996) observaram
a produgao extracelular de biossurfactante por Cladosporium resinae. Essa producgéao foi
observada através da reducgao da tensao superficial e da formacao de emulsdes.

Mercade et al., (1996) relataram a selegdo de microrganismos capazes de utilizar
residuos de 6leos lubrificantes para producédo de biossurfactantes. De dezoito amostras
de solo contaminadas por hidrocarbonetos, quarenta e quatro isolados diferentes foram
capazes de crescer em meio contendo 6leo lubrificante como fonte de carbono. Apenas
10% das espécies isoladas produziram biossurfactantes.

Sarubbo et al., (1997) avaliaram a produg&o de bioemulsificantes por duas linhagens
de Candida lipolytica (1055 e 1120) utilizando meio suplementado com 5% de dleo de
babacu e 1% de glicose como fonte de carbono. A producédo de bioemulsificantes foi
observada na fase exponencial de crescimento e no inicio da fase estacionaria.

Em outro estudo utilizando uma espécie de Pseudomonas 42A2 crescida em meio
contendo um subproduto do processamento de 6leos vegetais, com alta concentragéo de
acido oléico (98% m/m), Mercade et al., (1997) observaram uma diminuicdo na tenséo
superficial do meio de cultura de 55 mN/m para 32 mN/m, e a tenséo interfacial de 24
mN/m para 5 mN/m, devido a producdo de um novo biossurfactante, caracterizado como

acido 7,10 diidroxi-8E-octadecandico.
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Vollbrecht et al., (1999) estudaram a produc¢do de biossurfactantes utilizando 6leos
vegetais domésticos. Em seus estudos com Tsukamurella DSM 44370, eles obtiveram um
bom crescimento e uma boa produgao de glicolipideos em meios contendo 6leos vegetais
naturais, melhor que os resultados obtidos em meios complexos. O dleo de girassol
apresentou um rendimento de produgdo em torno de 5g/L de glicolipideos.

Estudos sobre as propriedades fisico-quimicas dos glicolipideos produzidos por
Tsukamurella demonstraram que o glicolipideo GL1 reduziu a tensao superficial da agua
de 72 mN/m para 35 mN/m, com uma concentragao micelar critica com valor de 10 mg/L.
Os glicolipideos GL2 e GL3 reduziram a tensao superficial da agua para 23 mN/m e 24
mN/m, respectivamente (VOLLBRECHT et al., 1999).

Haba et al., (2000) realizaram a selegdo de 36 microrganismos para produg¢ao de
biossurfactantes em meio de cultura liquido, contendo 2% de residuo de dleo de oliva ou
oleo de girassol como fonte de carbono, baixando a tensdo superficial para 40 mN/m,
essa medida foi utilizada como critério de selegao. Apds 72 horas de crescimento muitas
espécies de Pseudomonas testadas apresentaram crescimento satisfatério, sendo o 6leo
de oliva o melhor substrato para o crescimento celular e para a produgado de
biossurfactante, a menor tensdo superficial foi de 35 mN/m. Os biossurfactantes
produzidos foram ramnolipideos. Outras espécies foram testadas (Rhodococcus sp.,
Acinetobacter calcoaceticus e Candida sp.) mas os resultados obtidos ndo foram
comparaveis com os resultados obtidos por Pseudomonas (HABA et al., 2000).

Biossurfactantes foram produzidos comercialmente por Pseudomonas, com niveis
superiores a 100 g/L (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000). O nivel de produgdo e a
combinagdo com o uso de substratos renovaveis e de baixo custo, como os residuos
organicos, tornam competitivo o custo de produgado dos biossurfactantes com o custo de
producao dos surfactantes sintéticos.

Substratos da industria do processamento de batatas foram avaliados para produgao
de biossurfactantes. Um estudo realizado por Fox; Bala (2000) demonstrou a ameacga ao
meio ambiente dos residuos ricos em amido das industrias do processamento de batatas.
Thompson et al., (2000) utilizaram efluentes de batata para producédo de um
biossurfactante, o surfactin. A maxima producdo ocorreu na fase estacionaria de
crescimento, exibindo um bom indice de emulsificacdo e recuperando solos contaminados
por Oleos. Dubey; Juwarkar (2001) estudaram a produgédo de biossurfactantes em meio
sintético utilizando um residuo industrial como fonte de carbono.

Nitschke e colaboradores (2004) selecionaram microrganismos para a produgao de

biopolimeros utilizando residuos agroindustriais. Utilizaram melago, soro de leite e
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manipueira obtendo valores de tens&o superficial em torno de 26 mN m™". Volbrecht et al.
(1999) investigaram a producado de biossurfactantes usando 6leo vegetal doméstico como
substrato da bactéria Tsukamurella spec DSM 44370, conseguindo reduzir a tensédo da
agua de 70 mN m™ para 35 mN m” com CMC de 10 mg I'. Haba et al. (2000)
compararam o uso de 6leo de oliva e girassol para a produgcédo de biopolimeros usando
valores de tensdo superficial até 40 mN m™ como critério de selegdo de microrganismos
potencialmente produtores.

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

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

Amezcua-Vega e colaboradores (2006) descreveram a importancia da relagao entre
diferentes elementos como Ce N, C e P, C e Fe ou C e Mg na produgao de biopolimeros
e na otimizacao de seus processos de obtencao.

PIROLLO (2006) utilizou a borra oleosa do fundo de tanques da Petrobras, contendo
querosene, 6leo diesel e petréleo, foi utilizada como matéria-prima de baixo custo para a
producdo de biossurfactante pela bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada de solo
contaminado.

Rufino et al. (2007) utilizaram um residuo de 6leo de soja para producdo de
biossurfactante por Candida lipolytica obtendo resultados satisfatérios em termos de
tensdo superficial. Barros et al. (2007) descreveram a importancia da variedade de
residuos industriais como matéria-prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores
desse trabalho, a utilizagdo de residuos agroindustriais para producao de biossurfactantes
€ um dos passos para viabilizacdo e implantacdo desses processos em escala industrial,
sendo necessario um balangco de nutrientes para desenvolver condigcbes adequadas no
desenvolvimento e produgéo.

Luna et al. (2009) obtiveram resultados promissores quando utilizaram a milhocina,
um residuo do processamento do milho, juntamente com um residuo da industria de dleo

de soja para producgao de biossurfactantes por Candida glabrata.
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Resultados semelhantes foram observados por Sobrinho et al. (2008) para producao
de biossurfactante por Candida sphaerica.
A tabela 3 mostra um resumo de algumas matérias—primas de baixo custo e os

respectivos microrganismos utilizados na produgao de biossurfactantes.

Tabela 3 - Matérias—primas de baixo custo e respectivos microrganismos utilizados na

producao de biossurfactantes

Matéria-prima de Tipo de Espécie microbiana Rendimento
baixo custo ou biossurfactante produtora maximo (g I")
residuos
Oleo de milho Glicolipideo Candida bombicola 400
ATCC 22214
Oleo residual de Pseudomonas 2.7

fritura (6leos de oliva  Raminolipideo aeruginosa 4772 NCIB

e girassol) 40044
Residuo de refinaria Raminolipideo Pseudomonas 11,72
de dleo vegetal aeruginosa LBI
Residuo de refinaria  Raminolipideo Pseudomonas 16
de dleo vegetal de aeruginosa LBI
girassol
Residuo de refinaria Glicolipideo Candida antarctica e/ou 10,5/13,4
de dleo vegetal Candida apicola
Soro e residuo de Raminolipideos Pseudomonas 0,92
refinaria aeruginosa AT10

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006

3.7 Aplicagoes dos biossurfactantes

O maior mercado para os biossurfactantes é a industria petrolifera, onde s&o
utilizados no processo de extragao de petroleo ou incorporados em formulagdes de 6leos
lubrificantes. Apresentam aplicagdes na biorremediacao e dispersdo no derramamento de
oleos, remogdo e mobilizagdo de residuos de oleo em tanques de estocagem e
recuperacdo terciaria de petroleo (VAN DYKE et al, 1991). Outras aplicagbes
promissoras incluem a as areas médica e farmacéutica, além de novas possibilidades de
utilizacdo desses compostos em areas que se beneficiem de suas propriedades

anfipaticas (RODRIGUES et al., 2006).
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3.7.1 Biorremediagao

Os acidentes com derramamento de oOleo tornaram-se numerosos e tém causado
muitos problemas sociais e ecoldgicos. Os biossurfactantes aumentam a interagao
superficial agual/odleo, aceleram a degradagao de varios 6leos por microrganismos e
promovem a biorremediacdo de aguas e solos. A capacidade dos biossurfactantes em
emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em &agua aumenta a degradacdo destes
compostos no ambiente. Uma vez que microrganismos degradadores estdo presentes em
oceanos, a biodegradacado constitui um dos métodos mais eficientes de remogao de
poluentes. Entretanto, os estudos ainda ocorrem em nivel laboratorial e a biorremediagao
de oceanos utilizando biossurfactantes permanece ainda como um desafio (ATLAS,
1991).

Segundo Lang; Wagner (1993) os biossurfactantes podem ser usados diretamente
para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo.
Alternativamente podem ser utilizados microrganismos produtores ou a adigdo de fatores
de crescimento de microrganismos selvagens capazes de produzir estes compostos.

O uso de biossurfactantes na biodegradacdo de pesticidas vem sendo objeto de
investigacdo. Karanth et al. (1999) relataram a degradacao de hexaclorociclohexano pelo
biossurfactante produzido por Pseudomonas Ptm+. Outros organoclorados como DDT e
ciclodienos também foram emulsificados em menor grau. Segundo Miller (1995), os
biossurfactantes também sao uteis na biorremediacao de locais contaminados com metais
pesados téxicos como uranio, cadmio e chumbo.

Bognolo (1999) relatou que os biossurfatantes de Arthrobacter, Pseudomonas,
Corynebacterium e B. subtilis demonstraram resultados promissores na remog¢ao de piche
em areias contaminadas.

A figura 5 ilustra a acdo de moléculas de surfactantes atuando na remocgao de

compostos hidrofobicos.
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Molécula surfactan

Hidrefillico  Lipofilico

Figura 5 - Moléculas de surfactantes atuando na remogao de compostos

hidrofébicos

3.7.2 Limpeza de reservatorios de oleos

Residuos e fragcdes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sao altamente viscosos ou podem se tornar depdsitos solidos que ndo sao
removidos através de bombeamento convencional. A remog&o requer lavagem com
solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo
alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a diminuigdo na
viscosidade e a formacdo de emulsbes Oleo/agua facilitando o bombeamento dos
residuos e a recuperacao do 6leo cru apds a quebra da emulsdo. Os sélidos resultantes
carregam uma quantidade limitada de oleo residual pela agdo detergente do
biossurfactante, tornando o descarte destes residuos menos impactantes (BOGNOLO,
1999).

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

residuo.

3.7.3 Recuperagao microbiana avang¢ada do petréleo (MEOR)
A MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery) consiste de uma tecnologia de
recuperacédo terciaria do petroleo que utiliza microrganismos ou produtos de seu

metabolismo para a recuperagdo de O6leo residual (BANAT, 1995b). O microrganismo
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produz polimeros e surfactantes que reduzem a tensao superficial 6leo-rocha, reduzindo
as forcas capilares que impedem a movimentacéo do 6leo através dos poros do mineral.

Os biossurfactantes também auxiliam na emulsificacdo e na quebra dos filmes de
o0leo nas rochas (BANAT, 1995a; 1995b). Segundo Banat (1995a) o uso de
biossurfactantes em MEOR envolve varias estratégias, como a injegdo de microrganismos
produtores de biossurfactantes no reservatério e subsequentes propagacéao in situ; ou a
injecdo de nutrientes no reservatério, estimulando o crescimento de microrganismos
selvagens produtores de surfactantes; ou ainda a produgdo de biossurfactantes em
reatores e posterior injecdo no reservatorio. A Ultima estratégia € mais cara devido a
necessidade de capital para producdo, purificagdo e introducdao do biossurfactante
(MOSES,1987). As outras requerem que o reservatorio contenha bactérias capazes de
produzir quantidades suficientes de surfactante (BANAT et al., 2000).

Para serem uteis na MEOR in situ, os microrganismos devem estar aptos a crescer
em condigcdes extremas como alta temperatura, pressdo, salinidade e baixo fluxo de
oxigénio (KARANTH et al., 1999). Muitos microrganismos adaptados a condi¢des
extremas e com capacidade para recuperacao de 6leo cru tém sido isolados e estudados.
Jenneman et al. (1983), propuseram o uso em MEOR do isolado Bacillus licheniformis JF-
2, anaerobio, halotolerante e termotolerante e produtor de um biossurfactante muito
efetivo.

3.7.4 Remocgao de poluentes hidrofébicos adsorvidos em solos

Os biossurfactantes podem aumentar a remog¢ao de poluentes hidrofébicos através
de processos de solubilizacdo e mobilizagcdo (BAI et al., 1997). A capacidade de
solubilizacdo depende da habilidade do surfactante em aumentar a solubilidade dos
constituintes hidrofébicos na fase aquosa. Um grande aumento desta capacidade é
observado acima da CMC, que é atribuido a particAo do hidrocarboneto no sitio
hidrofébico das micelas surfactantes. Neste processo, maiores concentracbées em
surfactantes sdao normalmente requeridas uma vez que a solubilidade dos constituintes
dos hidrocarbonetos na solugao surfactante dependera totalmente da concentragdo do
surfactante (BAl e tal., 1997).

A mobilizagdo pode ser dividida em deslocamento e dispersdo. O deslocamento
consiste na liberagdo de gotas de hidrocarbonetos do meio poroso devido a redugao da
tensdo interfacial. Partindo de uma explicacdo tedrica, os hidrocarbonetos serao
removidos se a tensao interfacial entre a fase aquosa e a fase oleosa for suficientemente

reduzida a fim de superar as for¢as de capilaridade que causam a formacgao da saturagcao
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residual. A dispersdo € o processo no qual o hidrocarboneto € disperso na fase aquosa
como emulsdes muito pequenas. As emulsdes ndo sdo estaveis termodinamicamente.
Contudo, elas podem permanecer estaveis por periodos significantes de tempo em fungao
de restrigdes cinéticas. A dispersao esta relacionada a tensao interfacial e a concentragao
do surfactante e difere do deslocamento uma vez que o processo de deslocamento esta
relacionado apenas a tensdo interfacial entre as fases aquosa e hidrofébica, sem a
formacéo de emulsdes (BAI et al., 1997).

A eficiéncia de um surfactante na remocdo de compostos hidrofébicos depende
também do pH e da forga ibnica da solugdo, que pode alterar a configuragcdo dos
agregados micelares e a sorgao do surfactante ao solo. A sor¢ado do surfactante ao solo
limita, por sua vez, o transporte do hidrocarboneto pelo surfactante (BORDAS et al.,
2007).

3.7.5 Biossurfactantes na agricultura

Os biossurfactantes s&do usados na agricultura especialmente em formulagbes de
herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagbes sao hidrofébicos e
agentes emulsificantes sdo necessarios para dispersa-los em solugbes aquosas
(ROSENBERG; RON, 1998). Patel & Gopinathan (1986) relataram que biossurfactantes
de Bacillus foram utilizados para emulsificar formulagdes de pesticidas organofosforados
imisciveis.

Varios relatos tratam da eficiéncia de surfactantes sintéticos no controle da podridao
do pepino e da pimenta causada por Pythium aphanidermatum e Phytophthora capsici
(STANGHELLINI et al., 1996). Em alguns experimentos foi observado que os
ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa em uma solug¢ao nutritiva, causaram lise em
zoosporos (STANGHELLINI; MILLER, 1997). O biossurfactante apresentou atividade
zoosporicida contra espécies de Pythium, Phytophthora e Plasmopara em baixas
concentragdes. A avaliagado do controle biolégico por um grupo de ramnolipideos levou a
conclusao que os biossurfactantes apresentam potencial para utilizagdo no controle

bioldgico de fitopatdgenos.

3.7.6 Aplicag6es na area médica

A aplicacao de biossurfactantes na medicina tem sido pouco explorada, embora os
resultados obtidos estejam, cada vez mais, impulsionando os estudos nessa area
(BENINCASA et al., 2004).

Alguns biossurfactantes apresentam propriedades adequadas para utilizagdo como
40



RUFINO, R.D. 2010

Producgao otimizada do biossurfactante Rufisan e aplicag6es biotecnolégicas

agentes antimicrobianos e agentes terapéuticos efetivos, como descrito na tabela 4.

Tabela 4 - Exemplos de biossurfactantes e suas aplicagées na area médica
(RODRIGUES et al., 2006)

Microrganismos

Produtores

Tipo de

biossurfactante

Aplicagoes

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis
Bacillus licheniformis

Candida antartica

Rhodococcus erythropolis

Streptococcus

thermophilus

Streptococcus mitis

Lactobacillus

Lactococcus lactis

ramnolipideo

surfactina

Pumilacidina

iturina
lichenisina

mannosylerythritol

treahalose

glicolipideo

nao identificado

surlactina

nao identificado

-Atividade

Mpycobacterium tuberculosis

antimicrobiana contra

-Atividade antiviral contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1)
-Atividade antiviral contra o virus da herpes
simples (HSV-1)

-Atividade de protecdo contra Uulceras
gastricas (in vivo)

-Atividade antimicrobiana contra micoses
profundas

Atividade antibacteriana
-Propriedades antimicrobianas,
imunoldgicas e neurologicas

Atividade antiviral contra o HSV e o virus
da influenza
Atividade

espéecies de bactérias e leveduras isoladas

anti-adesiva contra varias

de préteses de voz

Atividade anti-adesiva contra
Streptococcus mutans
Atividade anti-adesiva contra varios

patogenos incluindo bactérias entéricas
Atividade

espécies de bactérias e leveduras

anti-adesiva contra varias
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3.7.6.1 Tipos de biossurfactantes e aplicacées na area médica

Uma extensa quantidade de estruturas quimicas sdo atribuidas aos
biossurfactantes, como glicolipideos, lipopeptideos, complexos proteinas-polissacarideos,
fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros, como descrito anteriormente (MORIKAWA
et al.,, 1993; LIN et al., 1996; ANGELOVA;SCHMAUDER, 1999; AHIMOU et al., 2001).
Alguns desses biossurfactantes s&o descritos como compostos biologicamente ativos
para aplicagao na area medica:

Lipopeptideos

Dentre as categorias dos biossurfactantes, os lipopeptideos séo particularmente
interessantes em funcdo da sua alta atividade superficial e potencial antibi6tico.
Lipopeptideos podem atuar como antibidticos, antivirais e agentes antitumorais,
imunomoduladores, toxinas especificas ou inibiodores de enzimas.

O biossurfactante Iturina A produzido por Bacillus subtilis, consiste em um poderoso
lipopeptideo com atividade antifungica relatado pela primeira vez por Besson et al. (1976)
O mecanismo de agado do lturina A esta relacionado a permeabilidade da membrana
plasmatica, pela formagcdo de pequenas vesiculas e agregacdo de particulas
intramembranosas nas células de leveduras. Além disso, também aumenta
significativamente a condutividade elétrica de biomoléculas nas membranas lipidicas
(THIMON et al., 1995). Ahimou et al. (2001) relataram o perfil do lipopeptideo Iturina e sua
poderosa agdao na alteragcdo da hidrofobicidade bacteriana. Também foi proposta a
utilizacdo do Iturina A como agente efetivo contra micoses profundas (TANAKA et al.,
1997). Outros membros do grupo lturina, incluindo o Bacillomycin D e Bacillomycin Lc,
apresentaram atividade antimicrobiana contra Aspergillus flavus, porém a diferenca de
comprimento da cadeia lipidica induziu a atividade do lipopeptideo contra outros fungos
(MOYNE et al., 2001). Desse modo, os biossurfactantes semelhantes aos pertencentes
ao grupo lturina podem ser utilizados como potentes agentes antifungicos alternativos.

A surfactina é um lipopeptideo ciclico também produzido por linhagens de Bacillus
subtilis, bem conhecido por suas propriedades antimicrobianas (AHIMOU et al., 2001). A
surfactina apresenta grande eficiéncia na modificagdo das caracteristicas da
hidrofobicidade superficial do B. subtilis. Esse aspecto € essencial, em associagdo com as
propriedades antifungicas que os lipopeptideos apresentam para utilizagdo no controle
bioldgico das doencas das plantas. E também conhecida por sua interacdo com
protoplastos e virus envelopados (VOLLENBROICH et al., 1997). Existem trés tipos de

Surfactina: A, B e C, que séo classificadas de acordo com a diferenciagao da sequéncia
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de aminoacidos. Morikawa et al. (1993) identificaram e caracterizaram o Biossurfactante
arthrofactina produzido por espécies de Arthrobacter, cuja eficacia foi comprovada ser

sete vezes superior a da surfactina.

Glicolipideos

E a classe mais comum dos biossurfactantes, com muita efetividade sob o ponto de
vista de suas propriedades superficiais. S&do eles: lipideos trealose, obtidos de
Mycobacterium e bactérias relacionadas, os raminolipideos obtidos por espécies de
Pseudomonas e os soforolipideos obtidos de leveduras. Otto et al. (1999) descreveram a
producdo de lipideos sulfurosos (SLs) usando soro de leite desproteinizado como
substrato. Algumas propriedades antimicrobianas, imunologicas e neurolégicas também
foram atribuidas ao manosylerythritol lipideo (MEL), um Biossurfactante glicolipidico
produzido por espécies de Candida cultivadas em Oleos vegetais. Kitamoto et al. (1993)
demonstraram a atividade antimicrobiana do MEL, particularmente contra bactérias Gram-
positivas.

Isoda et al. (1997) investigaram a atividade biolégica de sete glicolipideos incluindo
MEL-A, MEL-B, lipideo polyol, raminolipideo, SL e succinoil-trealose lipideos STL-1 e
STL-3. Exceto para os raminolipideos, todos os outros glicolipideos testados induziram a
diferenciagdo celular em lugar da proliferagdo celular das células de origem HL60 da
leucemia promielocitica. As atividades de indugéo da diferenciagao foram atribuidas a

interacao especifica que eles apresentam em vez de um simples agao detergente.

Outros biossurfactantes com atividades biolégicas

Nielsen et al. (1999) relataram a viscosinamida, um peptideo ciclico, como um novo
agente antifungico produzido por Pseudomonas fluorescens com diferentes propriedades
gquando comparado ao Biossurfactante viscosina, produzido pela mesma espécie e com a
mesma propriedade antibiotica (NEU et al., 1990).

O Massetolides A-H, também um peptideo ciclico isolado de espécies de
Pseudomonas provenientes de habitat marinho, exibiu atividade antimicrobiana in vitro
contra Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium-intracellulare (GERARD et al.,
1997). O Biossurfactante esfingolipidico inibiu a interagdo do Streptococcus mitis com as
células do epitélio bucal e a interacdo do Staphylococcus aureus com as células da
mucosa nasal (BIDEL et al., 1992).

Alguns biossurfactantes podem ser utilizados com seguranga como agentes

terapéuticos efetivos (BANAT et al., 2000; SINGH;CAMEOTRA, 2004). O efeito dos
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biossurfactantes nas células humanas e animais tém aumentado o interesse dos
cientistas.

MELs produzidos por Candida antartica (KITAMOTO et al., 1993) e raminolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa (LANG;WULLBRANDT, 1999;
MAIER;SOBERON-CHAVEZ, 2000) também demonstraram atividade antimicrobiana.

Possiveis aplicagbes para os biossurfactantes como agentes emulsificantes para o
transporte de drogas, como agentes suplementares ao surfactante pulmonar e como

agentes auxiliares como dispersantes para vacinas foram sugeridos (KOSARIC, 1987).

3.7.7 Biossurfactantes na mineragao

Os biossurfactantes podem ser utilizados para a dispersao de minerais inorganicos
em mineragdo e processos fabris. Kosaric et al. (1987) isolaram compostos tensoativos
produzidos por culturas de Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp., que podem ser utilizados
para flotacdo e separacido de eschelita e calcita. A recuperacao foi de 95% para CaWO,
(tungstato de calcio) e 30% para CaCO; (carbonato de calcio) respectivamente,
ressaltando que reagentes quimicos convencionais sdo incapazes de separar estes dois
minerais. Cameotra e Makkar (1998) aplicaram biossurfactantes para a solubilizagédo
parcial do carvao utilizando uma preparacdo de biossurfactante produzido por Candida
bombicola.

Uma solucido para a remedicao de solos contaminados por metais consiste no uso
de surfactantes, os quais podem ser adicionados em solugdes, facilitando a solubilizagao,
disperséo e dessorgédo dos contaminantes do solo. Varios surfactantes sintéticos tém sido
avaliados em testes de descontaminacgéo (ELLIS, et al., 1985; NASH et al., 1987), embora
a necessidade de substituicao de compostos sintéticos por similares naturais tem levado
ao desenvolvimento de pesquisas com biossurfactantes.

Mulligan et al. (1999) utilizaram surfactina de Bacillus subtilis para o tratamento de
solos e sedimentos contaminados por Zn, Cu, Cd, 6leo e graxa, verificando que os metais
pesados associados com carbonato, 6xidos e fragdes organicas podem ser removidos
usando uma combinagédo de surfactina e NaOH. Ochoa-Loza et al. (2001) observaram
uma complexacado de metais pesados como cadimo, chumbo e mercurio por um mono-
raminolipidio produzido por Pseudomonas aeruginosa.

Maslin e Maier (2000) observaram que um biossurfactantante do tipo raminolipidio
pode diminuir a toxicidade e aumentar a degradacédo de poluentes organicos através de

uma complexacdo de metais pesados. Mulligan et al., (2001) utilizaram surfactina,
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raminolipideos e soforolipideos em experimentos para remog¢ao de metais pesados de

sedimentos.

3.7.8 Outras aplicagées

Varios produtos necessitam de surfactantes em seus ingredientes, incluindo
repelentes de insetos, antiacidos, solugdes para lentes de contato, desodorantes,
produtos para unhas, pasta de dentes etc (KLECKNER; KOSARIC, 1993; MAYER,;
SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Os biossurfactantes podem ser utilizados em produtos de higiene pessoal, pois
apresentam baixa toxicidade (BROWN, 1991). Alguns soforolipideos sao utilizados
comercialmente como umectantes para incorporagdo em produtos de maquiagem. De
acordo com Desai; Banat (1997) a KAO Co. LTDA desenvolveu um processo fermentativo
para a produgado de soforolipideos, que sao esterificados posteriormente, resultando em
um produto com aplicagdo em batons e como hidratante para pele e cabelos (DESAI;
BANAT, 1997). A preparacao de biossurfactantes por acdo enzimatica, principalmente por
lipases, sobre moléculas hidrofébicas, deu uma nova dimensdo a producdo destes
compostos, principalmente para aplicagdo em produtos de higiene e cosméticos (BANAT
et al., 2000).

Os biossurfactantes sao utilizados como emulsionantes para o processamento de
matérias-primas. A emulsificagdo tem um papel importante na formagao da consisténcia e
textura bem como na dispersdo de fase e na solubilizagcdo de aromas (BANAT et al.,
2000).

Os agentes tensoativos encontram aplicagdo em panificagdo e produtos carneos,
onde influenciam nas caracteristicas reoldgicas da farinha e a emulsificacédo de gorduras
(VATER, 1986). O bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido utilizado em
molhos prontos para saladas (SHEPHERD et al., 1995).

Outros campos de utilizagdo dos biossurfactantes incluem a industria de papel, téxtil
e ceramica. O biodispersan tem aplicagao na industria de tintas (ROSENBERG; RON,
1998), facilitando o manuseio, pois as particulas decantam mais lentamente, gerando
maior espalhabilidade e aumentando as propriedades de mistura. Os biossurfactantes
também sao utilizados na fabricagcdo de extintores de incéndio para a estabilizagdo de
espuma (REISER et al.,1989).

3.7.9 Perspectivas econémicas e de utilizagao
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Nas ultimas décadas, a producdo de biossurfactantes por varios microorganismos
tem sido intensivamente estudada, o que permite que se tenha, hoje, uma boa quantidade
de dados em relagdo a sua produgédo, tipos e propriedades. Apesar de possuir muitas
propriedades comercialmente atrativas e claras vantagens em comparagdo aos seus
homologos sintéticos, a produgédo de surfactantes microbianos em escala comercial ainda
ndo foi completamente atingida devido aos seus baixos rendimentos e altos custos de
producdo — para isso seria necessario que fossem produzidos e recuperados de forma
mais lucrativa e em grande escala.

A economia de produgédo de todos os metabdlicos microbianos € determinada por
trés fatores basicos: (i) custos da matéria-prima inicial; (ii) disponibilidade de
procedimentos adequados e econdmicos de produgao e recuperagao; e (iii), o rendimento
de produgao dos microrganismos produtores (MUKHERJEE et al., 2006).

Os processos biotecnolédgicos sao considerados operagdes onerosas especialmente
no caso da producdo de biossurfactantes (SANTA ANNA et al.,, 2005). Contudo, o
sucesso da producgao dos biossurfactantes depende do desenvolvimento de processos de
baixo custo e da utilizagdo de matérias primas que nao ultrapassem 10 — 30% do custo
total (COOPER et al., 1981). Os biossurfactantes competem com dificuldade com os
surfactantes petroquimicos, devido a trés aspectos: custo, funcionalidade e capacidade de
producdo. O grande custo de producéo € bem tolerado para biossurfactantes usados em
pequenas quantidades em produtos caros, como cosmeéticos, medicamentos, entre
outros. Mas, em outras aplicagbes, como a recuperagao de oleos, os altos custos de
producdo sao incompativeis (PANDEY et al., 2000).

Milhdes de toneladas de residuos industriais sdo gerados e rejeitados no meio
ambiente todos os anos podendo, na grande maioria das vezes serem reutilizados.
Pesquisas visando selecionar substratos adequados e de baixo custo para a produgao de
biossurfactantes, destacam os residuos agro-industriais, como os do processamento dos
oleos de soja, milho, coco, amendoim e canola, gorduras animais, agucar de beterraba,
sorgo, casca de soja, bagaco da cana-de-agucar e residuos do processamento de
algumas frutas como maga, banana e abacaxi (GALLERT; WINTER, 2002).

Pesquisas relacionadas com a otimizacdo da producédo de biossurfactantes a partir
de substratos oleosos regionais demonstraram a produgdo desses compostos por
espécies de Candida (MARCAL, 1991; SARUBBO et al., 1999; VANCE-HARROP 2000,
2004; VANCE-HARRORP et al., 2003; ALBUQUERQUE et al. 2006; RUFINO et al. 2008).
Outras descrevem a combinagdo entre Oleos vegetais e carboidratos como substratos
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para a produgao de biossurfactantes (DAVILA et al.,, 1992; ZHOU, KOSARIC, 1993 e
1995; SARUBBO et al., 2006).

Makkar; Cameotra (2002) sugeriram alguns fatores que poderiam ser enfocados na
reducdo dos custos de producdo dos biossurfactantes: microrganismos modificados
geneticamente; o processo de producdo, que pode ser manipulado para redugdo dos
custos operacionais; a utilizagao de substratos renovaveis, como fonte nutritiva para os
microrganismos; o0s processos de recuperagdao dos biossurfactantes podem ser
substituidos por técnicas simples. Os métodos de recuperagdo mais comuns sao as
extragdes com solventes, como cloroférmio-metanol, butanol, acetato de etila, pentano,
hexano, acido acético ou precipitacdo acida. Contudo, esses métodos de recuperagcao
podem ser substituidos por métodos mais simples, como centrifugacao, cristalizagao,
adsorc¢ao e ultra-filtracao (COOPER et al., 1981).

Considerando as inumeras propriedades e a gama de aplicagdes dos
biossurfactantes, o aprimoramento das técnicas existentes, bem como o desenvolvimento
de novas estratégias de producao, através de pesquisas que permitam a redugdo dos
custos de producgao e a obtengao de altos rendimentos, sera possivel identificar o uso em
potencial dos biossurfactantes a nivel industrial e competitivo em todo o mundo (DELEU,
PAQUOT, 2004).
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Resumo

Os processos biotecnoldgicos sédo onerosos, especialmente para a produgdo de
biossurfactantes. O sucesso da producdo dos biossurfactantes depende do
desenvolvimento de processos que utilizem matérias primas de baixo -custo.
Considerando a importéncia das caracteristicas de um biossurfactante para possibilitar
sua aplicagado industrial, as propriedades do biossurfactante Rufisan produzido por
Candida lipolytica em meio previamente otimizado foram estabelecidas. A levedura foi
cultivada durante 72 horas para determinagdo das cinéticas de crescimento e de
producao. A tensao superficial do liquido metabdlico foi reduzida de 55 para 25,29 mN/m.
O rendimento do biossurfactante foi de 8,0 g/L e a CMC 0,03%. O biossurfactante foi
caracterizado como um lipopeptideo aniénico, composto por 50% de proteinas, 20% de
lipideos e 8% de carboidratos. O biossurfactante isolado n&o apresentou toxicidade frente
ao repolho (Brassica oleracea). As propriedades do Rufisan sugerem seu potencial de
aplicagcdo em setores industriais que necessitem utilizar compostos efetivos a um baixo

custo.

Palavras-chave: Candida lipolytica; Residuo industrial; Surfactante; Fitotoxicidade
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1. INTRODUGAO

Os surfactantes constituem uma classe de compostos quimicos utilizados em
diversos setores industriais. Esses compostos sdo formados por estruturas
moleculares contendo porgdes hidrofilicas e hidrofébicas que tendem a se distribuir
nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua)
(Muthusami et al. 2008), promovendo a reducao da tensao superficial e interfacial,
conferindo a capacidade de detergéncia, emulsificagao, lubrificagao, solubilizagédo e
dispersao de fases (Gautam and Tyagi, 2006; Deleu and Paquot, 2004; Nitschke and
Costa, 2007).

A importdncia comercial dos surfactantes torna-se evidente a partir da
tendéncia do mercado em aumentar a producdo desses compostos em decorréncia
da diversidade de utilizagbes industriais (Calvo et al. 2009). Os surfactantes podem
ser aplicados na agricultura, na industria alimenticia, nas industrias farmacéuticas, de
higiene, téxtil e de cosméticos (Singh et al. 2007; Barros et al. 2007), embora o maior
mercado para essas biomoléculas seja a industria petrolifera, onde podem ser
amplamente utilizados, a recuperagdo melhorada de petréleo (MEOR — microbial
enhanced oil recovery), na remogao e mobilizacdo de residuos oleosos, na limpeza
de tanques de estocagem e na biorremediacao (Mukerjee et al. 2006).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petrdleo. Entretanto, as novas legislagcbes de controle
ambiental tém levado a procura por surfactantes naturais como alternativa aos
produtos existentes (Mayer and Soberon-Chaves, 2000).

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos
principalmente por bactérias e leveduras, embora alguns fungos filamentosos

também os produzam (Ron and Rosenberg, 2002; Luna et al. 2009). Os
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biossurfactantes apresentam inumeras vantagens sobre os surfactantes de origem
quimica, tais como baixa toxicidade, biodegradabilidade, estabilidade frente a ampla
faixa de pH e sob temperaturas elevadas, bem como resisténcia a elevadas
concentragdes salinas (Singh et al. 2007; Coimbra et al. 2009).

A despeito das vantagens dos biossurfactantes frente aos similares
petroquimicos, esses ainda ndo sao amplamente utilizados devido aos altos custos
de producao associados a métodos ineficientes de recuperacédo do produto e ao uso
de substratos caros, embora esse custo possa ser significativamente reduzido
através do uso de fontes alternativas de nutrientes (Gallert and Winter, 2002; Tuleva
et al. 2009).

Nesse contexto, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos
pesquisadores como alternativa para o fornecimento de substratos de baixo custo
para a producado de biossurfactantes, uma vez que a escolha do substrato possa
representar uma reducao de até 30% do custo total do processo (Maneerat, 2005).
Residuos de destilaria (Babu et al. 1996; Dubey and Juwarkar, 2001), soro de queijo
(Koch et al. 1988), melago (Patel and Desai, 1997) e efluente de 6leo de oliva
(Mercadé et al. 1994), entre outros, tém sido descritos como substratos para a
producado de biossurfactantes. Recentemente, Rufino et al. (2008) descreveram a
otimizagao da producdo de um biossurfactante por Candida lipolytica cultivada em
residuo de refinaria com caracteristicas promissoras.

Nesse sentido, o biossurfactante produzido por Candida lipolytica e avaliado a
partir de planejamentos fatorias, denominado de Rufisan foi caracterizado quanto as

suas propriedades quimicas visando sua futura aplicagdo ambiental e/ou industrial.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismo e manutengao

O microrganismo utilizado foi a Candida lipolytica (UCP 0988), pertencente ao
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da
Universidade Catodlica de Pernambuco. O microrganismo foi mantido em seu estagio
anamorfo a 5°C em meio Yeast Mold Agar (YMA), sendo repicado a cada 15 dias.
Quando excluido o agar, constituiu 0 meio de crescimento do in6culo, Yeast Mold

Broth (YMB).

2.2, Substrato
O substrato utilizado foi o residuo industrial da refinaria de 6leo de soja,
constituido por material gorduroso 60%, carboidrato 35%, sodio 2,7%, magnésio

0,08%, potassio 0,063%, zinco 0,004 % (Miranda et al. 1999).

2.3. Meio de producao

Para a producgao do biossurfactante foi utilizado o meio otimizado por Rufino et
al. (2008), contendo: 0,1% - NH4sNOg3; 0,02% - KH2POys; 0,02% - MgSQO4.7H,0. O
meio foi suplementado com 6% de residuo da industria de 6leo de soja e 1% de

acido glutamico.

2.4. Cinética de crescimento
A cinética de crescimento da Candida lipolytica foi determinada utilizando-se
aliquotas do liquido metabdlico, coletadas ao longo do cultivo para determinagdo da

biomassa; e do pH (Cirigliano and Carman, 1984; Kuyukina et al. 2001).
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A determinacdo da biomassa foi realizada a partir de 50mL do liquido
metabalico, centrifugado a 2000 x g (Centrifuga refrigerada Mod. IEC — CENTRA
MP4R) durante 20 minutos, sendo a fase superior descartada e o “pellet” celular
lavado com agua gelada e seco em estufa a 105°C por 24 horas, em frascos de
penicilina previamente pesados. Apds esse periodo, a biomassa foi determinada por
gravimetria em balancga analitica (Mod. AB104/METTLERTOLEDO) (Garcia-Ochoa
and Casas, 1999), o pH foi determinado por potenciometria (Potenciémetro perpHect

LogRmeter — Mod. 310).

2.5. Cinética de producao do biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988
A cinética de producao do biossurfactante foi determinada utilizando-se 50 mL
do liquido metabdlico livre de células, coletadas ao longo do cultivo para

determinacao da tensao superficial e do rendimento de biossurfactante.

2.5.1. Determinagao da tensao superficial
A tensao superficial foi determinada utilizando o anel de DuNouy em
Tensidbmetro modelo Sigma 70 (KSV Instruments LTD, Finland) a temperatura

ambiente. A tensao superficial € expressa pela unidade mN/m.

2.5.2. Isolamento do biossurfactante

Apods o cultivo da Candida lipolytica, o liquido metabdlico foi filtrado em papel
Whatman N° 1 e centrifugado a 2000 x g por 20 minutos (Centrifuga refrigerada Mod.
IEC — CENTRA MP4R), liofilizado (Liofilizador Mod. LABCONCO VIDY — FREEZONE
4.5). O filtrado livre de células foi submetido a extragdo com cloroférmio (1:1 v/v) em

funil de separacdo com capacidade de 500 mL a temperatura de 25°C. Apds essa
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etapa a fase aquosa foi liofilizada e o rendimento de biossurfactante determinado por

gravimetria (Cirigliano and Carman, 1984, 1985).

2.6. Métodos analiticos

2.6.1. Determinagado da Concentragao Micelar Critica (CMC) do biossurfactante
A CMC foi determinada automaticamente pela medida da tensao superficial da

agua destilada com crescentes concentragbes de biossurfactante, utilizando o anel

de Du Nouy em Tensidmetro modelo Sigma 70 (KSV Instruments LTD, Finland) a

temperatura ambiente.

2.6.2. Teste de fitotoxicidade

A fitotoxicidade do biossurfactante Rufisan foi avaliada em ensaio estatico
através da germinacdo da semente e do crescimento da raiz de repolho (Brassica
oleracea), de acordo com Tiquia et al. (1996). Solucdes teste do biossurfactante
isolado foram preparadas em agua destilada nas concentrag¢des de 60, 30, 3 e 0,3
mg/l. A toxicidade foi determinada em placas de Petri estéreis (10 cm) contendo
discos de papel de filtro Whatman N°1. As sementes foram previamente tratadas
com NaClO, sendo 10 sementes simetricamente adicionadas por placa, que foram
inoculadas com 5 ml da solugdo teste a 28°C. Agua destilada foi utilizada como
controle. Apos cinco dias de incubagdo no escuro, a germinagdo das sementes, o
crescimento da raiz (= 5 mm) e o indice de germinacéo (IG) foram calculados de

acordo com as formulas abaixo:

Germinacg&o relativa da semente (%) = (n° de sementes germinadas no extrato /

n° de sementes germinadas no controle) x 100
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Comprimento relativo da raiz (%) = (média do comprimento da raiz no extrato /
média do comprimento da raiz no controle) x 100

1G= [(% germinagé&o da semente)x(%crescimento da raiz)]/ 100%

2.6.3. Determinagao da composicao bioquimica do biossurfactante

A determinacao das proteinas do biossurfactante foi realizada utilizando o kit de
proteinas totais Labtest Diagndstica S.A. Brasil. Os acgucares totais foram
determinados conforme a metodologia descrita por Dubois et al. (1956). A
quantidade de lipideos presente no biossurfactante foi determinada utilizando
cloroférmio:metanol em diferentes proporgdes (1:1 e 1:2 v/v). O extrato organico foi
evaporado e o conteudo de lipideos determinados por gravimetria (Manocha et al.

1980).

Extracao e metilacdo de acidos graxos

A composicao em acidos graxos do biossurfactante isolado foi determinada por
cromatografia gasosa dos acidos graxos metilados.

Os acidos graxos foram convertidos a metil ésteres modificando a metodologia
descrita por Shiosaki et al. (2001). Apds a extragao do biossurfactante, 200 mg foram
colocados em tubos de ensaio hermeticamente fechados, suspendidos em 2 mL de
uma solugao de trifluoreto de boro em metanol a 14 % e 2 mL de benzeno. O frasco
foi incubado a 60°C “overnight”. ApOs esse periodo, adicionou-se 3 mL de agua
destilada e o tubo foi agitado em voértex por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a

3.500 x g por 10 minutos a temperatura de 4°C. O benzeno foi removido apos a
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centrifugacao e evaporado com nitrogénio. Os metil ésteres de acidos graxos foram

resuspensos em 0,5 mL de hexano e analisados em cromatografo a gas.

Cromatografia em fase gasosa

As analises foram realizadas em um cromatégrafo a gas Varian modelo CP-
3380 equipado com amostrador automatico CP-8200, coluna capilar CP SIL 8CB
(30m x 25 mm), utilizando gas hélio como carreador. A temperatura do injetor e
detector (FID) em 250°C, a temperatura “oven” em 130°C, inicialmente aumentado
para 170°C em 1°C/min, para 180°C em 3 °C/min, foram mantidos isotermicamente
por 10 min. Os &cidos graxos foram identificados comparando os tempos de
retencdo dos picos das amostras com os padroes. Quantidades relativas de metil
ésteres CFA foram calculados pela integragcdo das areas dos picos. Foram utilizados
como padrbées os acidos graxos: laurico (C12:0), caprilico (C8:0), oléico (C18:1),
palmitoléico (C16:1), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), obtidos da Sigma

Chemical Company — USA.

2.6.4. Determinagdao da carga iénica do biossurfactante

A carga idnica do biossurfactante foi determinada pela técnica de Van Oss,
(1968); Van Oss and Heck, (1963). Duas fileiras regularmente espacadas de pogos
foram feitas em agar de baixa viscosidade (solug¢do a 1%). Os pogos das fileiras
inferiores foram preenchidos com a solugao do biossurfactante isolado. Cada poco
da fileira superior foi preenchido com uma solugédo de um composto com carga idnica
determinada. A substéncia anibénica utilizada foi o dodecil sulfato de sédio (SDS), na

concentracdo de 0,02M, enquanto que a substancia catidnica foi o cloreto de bario
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(BaCly), na concentragcao de 0,05M. O surgimento de linhas de precipitagao entre os
pocos, indicativas do carater ibnico do biossurfactante, foi monitorado durante 48

horas a temperatura ambiente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Determinacgao da cinética de crescimento do microrganismo e de produc¢ao
do biossurfactante

Muitos trabalhos descrevem a importancia da combinagao entre um substrato
insoluvel e um carboidrato, como constituintes do meio de cultura para obtencéo de
altos rendimentos de surfactantes (Rufino et al. 2007).

O perfil de crescimento do microrganismo e de produgdo do biossurfactante
Rufisan foi descrito durante 72 horas de cultivo (Figura 1). Observou-se que a
maxima producgao de biomassa 11 g/L ocorreu apds as 50 horas de cultivo.

O inicio da fase exponencial de crescimento de Candida lipolytica UCP0988 foi
observado com 4 horas de cultivo, prolongando-se até as 40 horas de cultivo. O pH
inicial do meio de cultivo foi 5,5 e ao final com 72 horas de cultivo atingiu valores
préoximos a 7,0. Bednarski et al. (2004) estudaram a produgéo de biossurfactante por
Candida antarctica ATCC20509 e C. apicola ATCC96134, utilizando um residuo da
refinaria de dleo, e observaram que a acidez do meio € um importante parametro,
estando correlacionada com a sintese de biossurfactante do tipo glicolipideos.
Estudos realizados por Cunha et al. (2004) utilizando gasolina como substrato,
demonstraram que o pH do meio apresentou valores préximos a 6,0 ao final da
fermentacado. Os resultados obtidos sugerem que cada microrganismo apresenta um
pH especifico para o tipo de biossurfactante produzido.

A maior produgdo de biossurfactante ocorreu na fase exponencial de
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crescimento, tendo sido evidenciado através da redugdo da tensao superficial do
meio de cultivo de 50 mN/m para 25,29 mN/m (Figura 1). Os resultados obtidos
demonstram que o maior consumo de carboidratos aconteceu durante a fase
exponencial e estacionaria de crescimento da levedura (resultados nao
apresentados), bem como a produgéo do biossurfactante apresentada na figura 1.

A produgdo de biossurfactante na idiofase (fase estacionaria de crescimento)
ocorre tendo em vista o microrganismo ja ter produzido os metabdlitos primarios
(trofofase), necessarios para o seu desenvolvimento, a partir das fontes de carbono
soluveis e insoluveis. Os resultados obtidos sdao apoiados pelos estudos realizados
por Sarubbo et al. (1999, 2001), onde foi avaliada a produg¢ao de bioemulsificantes
por duas linhagens de Candida lipolytica UCP 1055 e UCP 1120, utilizando meio
suplementado com 5% de 6leo de babagu e 1% de glicose como fonte de carbono,
respectivamente. A producao de bioemulsificantes foi observada na fase exponencial
de crescimento e no inicio da fase estacionaria. Os resultados obtidos aqui descritos
concordam com Thompson et al. (2000), que utilizaram efluentes de batata para
producdo de um biossurfactante, o surfactin, e a maxima producdo de
biossurfactante ocorreu na fase estacionaria de crescimento.

Kim et al. (1996) observaram uma relagao direta entre crescimento celular,
producao de surfactante e consumo de carboidratos quando B. subtilis foi cultivado
em meio sintético. Estudos realizados por Nitschke (2004) demonstraram que a
biossintese de surfactante por B. subtilis apresentou algumas diferencas,
acumulando biossurfactante durante a fase exponencial e estacionaria de
crescimento, como foi previamente descrito para outras cepas de Bacillus (Vater,

1986).
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Em estudos anteriores Shepperd and Mulligan (1987) relataram que a produgéo
de surfactina por Bacillus subtilis ocorreu principalmente a partir do final da fase

exponencial de crescimento, o que também foi observado neste trabalho.

3.2. Rendimento do biossurfactante

O rendimento do biossurfactante Rufisan produzido em meio de baixo custo por
Candida lipolytica UCP 0988 foi de 8 g/L ao final das 72 horas de cultivo,
observando-se que a produgcdo do biopolimero ocorreu de acordo com a
necessidade nutricional do microrganismo. Sarubbo et al. (2007), apresentaram
resultados semelhantes para o biossurfactante produzido por Candida lipolytica
utilizando 6leo de canola e glicose como substratos. Estudos realizados por Sobrinho
et al. (2008) utilizando dois residuos industriais como fonte de carbono
demonstraram um rendimento de 4,5 g/L de biossurfactante produzido por C.
sphaerica. Rufino et al. (2007) obtiveram rendimentos de 4,5 g/L para o
biossurfactante de Candida lipolytica utilizando extrato de levedura e residuo

industrial como substratos.

3.3. Concentragao Micelar Critica (CMC) do biossurfactante

Outra importante propriedade dos biossurfactantes potentes € a habilidade de
atuarem na formacdo de micelas que sdo moléculas anfipaticas agregadas
(AMARAL et al.,, 2006). A tensdo superficial diminui quando a concentragcdo de
surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formacdo das micelas. A
Concentragao Micelar Critica (CMC) é a minima concentragdo de biossurfactante

necessaria para que a tenséo superficial seja reduzida ao maximo.
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O biossurfactante Rufisan de Candida lipolytica exibiu excelente capacidade de
reducao da tensdo superficial, uma vez que a tensao superficial da agua foi reduzida
de 71 mN/m para 25,00 mN/m com uma concentracdo de 0,3 % de biossurfactante
(Figura 2). A partir desse ponto, o aumento da concentragdo da solugdo do
biossurfactante ndo provocou maiores redugbes na tensao superficial da agua,
indicando que a CMC havia sido atingida nessa concentragédo. O biossurfactante de
Candida lipolytica demonstrou maior capacidade de reduzir a tensdo do que o
biossurfactante de Candida lipolytica (32 mN m™) (Rufino et al. 2007), de Candida
glabrata (31 mN m™) (Sarubbo et al. 2006), de Candida antarctica (35 mN m™)
(Adamczak and Bednarski, 2000), de Yarrowia lipolytica (50 mN m™) (Amaral et al.
2006) e de Candida sphaerica (27,5 mN/m) (Sobrinho et al. 2008).

O biossurfactante Rufisan, produzido nas condi¢cdes estudadas nesse trabalho,
também demonstrou uma CMC muito inferior do que a CMC de outros surfactantes
de leveduras descritos na literatura, considerando os valores de 2,5 % encontrados
para os biossurfactantes de Candida lipolytica (Sarubbo et al. 2007) e Candida
glabrata (Luna et al. 2009), de 1 % para o biossurfactante de Candida lipolytica
(Rufino et al. 2007) e valores de 0,08 % para Candida sphaerica (Sobrinho et al.

2008).

3.4. Fitotoxicidade do biossurfactante

O indice de germinacédo (IG), que combina as medidas da germinagao relativa
das sementes e o crescimento relativo das raizes foi utilzado para avaliar a
toxicidade do biossurfactante Rufisan frente ao repolho (Brassica oleracea).
Considerando que um |G de 80% tem sido utilizado como indicador do

desaparecimento da fitotoxicidade (Tiquia et al. 1996), os resultados obtidos
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indicaram que as solugdes testadas nao apresentaram efeito inibitério sobre a
germinagao das sementes e sobre o elongamento das raizes do repolho, uma vez
que IG de 136% foi obtido para a solugdo do biossurfactante isolado na maior
concentragao utilizada 60 mg/l. Foi possivel visualizar, também, o crescimento de
raizes primarias, secundarias e o surgimento de folhas para todas as solugdes
testadas. O biossurfactante bruto e isolado de Pseudomonas aeruginosa UCP0992
cultivada em glicerol também foi testado quanto ao potencial fitotdéxico, indicando

inocuidade com relagao a esse vegetal (Silva, 2009).

3.5. Caracterizagao bioquimica do biossurfactante

O Rufisan isolado apresentou 50% de proteinas, 20% de lipideos e 8% de
carboidratos em sua constituicdo. Diferentemente, o Liposan produzido por Candida
lipolytica utilizando hexadecano como substrato € composto por 83% de carboidratos
e 17% de proteinas (Cirigliano and Carman, 1985). Outro biopolimero produzido em
laboratorio por Candida lipolytica utilizando glicose como substrato, apresentou 47%
de proteinas, 45% de carboidratos e 5% de lipideos (Sarubbo et al. 2001) e o
bioemulsificante obtido utilizando 6leo de babagu como substrato, apresentou 60%
de carboidratos, 23% de proteinas e 11% de lipideos, demonstrando que o0 mesmo
microrganismo pode produzir diferentes biossurfactantes dependendo do substrato
utilizado (Sarubbo et al. 1999). Mais recentemente, o biossurfactante produzido por
Curvularia lunata utilizando residuos insoluveis como substrato, apresentou 25% de
proteinas e 48% de polissacarideos (Paraszkiewicz et al. 2002).

Os acidos graxos presentes no biossurfactante Rufisan foram convertidos a

metil ésteres e identificados comparando os tempos de retencdo dos picos das
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amostras com os padrbes. Quantidades relativas foram calculadas pela integracéo
das areas dos picos.

Os resultados obtidos por cromatografia em fase gasosa (GC) do
biossurfactante isolado detectou os acidos graxos laurico (C12:0), caprilico (C8:0),
oléico (C18:1), palmitoléico (C16:1), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), nas
concentragdes de 75,34%, 7,96%, 6,36%, 4,23%, 3,85%, 2,25%, respectivamente.

Estudos realizados por Amaral et al. (2006) demonstraram a presenca dos
acidos graxos: palmitico, estearico, laurico e oléico no biossurfactante produzido por
Yarrowia lipolytica quando cultivada em meio contendo glicose como fonte de
carbono. Demonstrando assim que a presenca de acidos graxos no biossurfactante
independe da presenca de uma fonte de carbono rica em lipideos no meio de
producéo.

A determinacdo do carater aniénico do biossurfactante Rufisan foi determinada
através do surgimento de linhas de precipitacdo ao redor dos pogos contendo o
composto catidnico Cloreto de Bario (BaCly), o que nao foi observado para o
composto anibnico Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS). Esses resultados sao
semelhantes aos obtidos por Sobrinho et al. (2008) para o biossurfactante de
Candida sphaerica produzido em meio contendo residuos industriais como

substratos.

4. CONCLUSOES

O lipopeptideo anidnico denominado Rufisan isolado de Candida lipolytica UCP
0988 apresenta uma CMC reduzida. Propriedade que associada a capacidade de
reducdo da tensdo superficial sugere a possibilidade de sua utilizagdo em setores

industriais, considerando sua eficiéncia, baixo custo.
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Figura 2 Concentragdo Micelar Critica (CMC) do biossurfactante produzido por
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RESUMO

O potencial de aplicacdo dos biosurfactantes baseia-se nas propriedades de
emulsificacdo, separagao, solubilizagdo e reducdo da tensdo superficial desses
agentes. Essas propriedades possibilitam a utilizagdo dos biosurfactantes em
diferentes industrias, incluindo a de petréleo, alimentar e de cosméticos. Nos ultimos
anos, pesquisas desenvolvidas na area meédica com biosurfactantes tém
demonstrado que esses compostos exibem atividades biolégicas promissoras para
aplicacdo na medicina. Nesse sentido, o biosurfactante Rufisan produzido pela
Candida lipolytica (UCP 0988), obtido do cultivo da levedura em meio formulado com
residuo da industria de oleo de soja, apresentou uma redugéo da tens&o superficial
do meio de cultivo de 50 mN/m para 25,29 mN/m e uma concentragao micelar critica
de 3 mg/L. O biopolimero foi testado como agente antimicrobiano e anti-adesivo
contra diferentes microrganismos. O biosurfactante isolado apos 72 horas de
fermentacao foi utilizado em concentragées que variaram de 0,75 a 12 mg/L. As
maiores atividades antimicrobianas foram obtidas contra as estirpes de
Streptococcus agalactiae, S. mutans, S. mutans NS, S. mutans HG, S. sanguis 12,
S. oralis J22, para uma concentragdo superior a concentracdo micelar critica do
biosurfactante. Adicionalmente, o biosurfactante apresentou atividade anti-adesiva
contra a maioria dos microrganismos testados. Os resultados obtidos nesse trabalho
demonstram que as atividades bioldgicas do biosurfactante Rufisan o tornam um
poderoso candidato para aplicagdes médicas quer como agente antimicrobiano, quer

como revestimento anti-adesivo em dispositivos médicos.

Palavras-chave: Candida lipolytica, biossurfactante, atividade antimicrobiana,

atividade anti-adesiva
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1. INTRODUGAO

Os biossurfactantes sdo compostos microbianos que exibem altas atividades
superficiais e emulsificantes. Eles incluem uma grande variedade de estruturas,
como glicolipideos, lipopeptideos, complexo polissacarideos-proteinas, fosfolipideos,
acidos graxos e lipideos neutros'?. Existem diversas propriedades e fungdes
fisiologicas para os diferentes grupos de biossurfactantes. Essas moléculas podem
ser produzidas de forma especifica, de acordo com a area de aplicagao, através da
alteragcao do tipo de substrato ou das condi¢des de crescimento®*. Devido a baixa
toxicidade, aceitabilidade, produgdo em larga escala e seletividade, esses
biopolimeros apresentam um grande potencial de utilizagdo na medicina, area pouco
explorada para a utilizagao desses agentes de superfl'cies's.

A maioria dos biossurfactantes é considerada como metabdlito secundario, e
pode atuar facilitando o transporte de nutrientes, a interagdo do microrganismo com
o hospedeiro ou como agente biocida. As fungdes dos biossurfactantes incluem o
aumento da area superficial, a biodisponibilidade dos substratos insoluveis em agua
e a diminuicdo da formac&o de biofilmes por bactérias patogénicas’.

Por serem moléculas que tendem a interagir entre duas fases em sistemas
heterogéneos, em fungdo da natureza anfipatica, os biossurfactantes tendem a
imobilizar a fase soélida para a interface, formando assim filmes conhecidos como
condicionantes, que podem mudar as propriedades da superficie originals. Em
analogia aos filmes condicionantes sintéticos, os biossurfactantes podem interagir
com as interfaces, afetando a adesao e a liberagdo dos microrganismos patogénicos
das superfl'ciesg. Alguns biossurfactantes apresentam propriedades adequadas para
utilizacdo como agentes antimicrobianos e agentes terapéuticos efetivos, e ja tiveram
seu potencial de atuagdo como compostos biologicamente ativos descrito na
literatura®.

Os biossurfactantes também tém a capacidade de atuar na inibicdo da adesao
de microrganismos patdogenos nas superficies solidas. A adesdao dos
biossurfactantes nessas superficies, antes do microrganismo, pode constituir uma
nova e efetiva forma de combater a colonizagao desses lugares por microrganismos,
evitando, consequentemente, a instalagdo de processos infecciosos’.

Os aspectos legais referentes a poluicdo ambiental causada por atividades
industriais e as regulamentagbes de saude ambiental podem ter forte influéncia

sobre a utilizagdo de biossurfactantes em contrapartida aos surfactantes sintéticos,
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embora muitas das aplicagdes dos biossurfactantes dependam especialmente da
reducdo dos custos dos processos de produgao, que utilizam substratos caros, com
um baixo rendimento em produto isolado™".

Nesse sentido, considerando a escassez dos estudos com biossurfactantes
para aplicacdo na era médica e o potencial do surfactante de baixo custo produzido
por Candida lipolytica, o presente trabalho teve como objetivo aplicar o Rufisan como
agente antimicrobiano e anti-adesivo para o controle da contaminagao causada por

microrganismos patogénicos a superficies.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e Manutengao

O microrganismo utilizado foi a Candida lipolytica (UCP 0988), pertencente ao
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da
Universidade Catodlica de Pernambuco. O microrganismo foi mantido em seu estagio
anamorfo a 5°C em meio Yeast Mold Agar (YMA), sendo repicado a cada 15 dias.
Quando excluido o agar, constituiu 0 meio de crescimento do in6culo, Yeast Mold
Broth (YMB).

2.2. Meio de Produgao

Para a producgao do biossurfactante foi utilizado o meio otimizado por Rufino et
al.’>. O substrato utilizado foi o residuo industrial da refinaria de dleo de soja,
constituido por material gorduroso 60%, carboidrato 35%, sodio 2,7%, magnésio
0,08%, potassio 0,063%, zinco 0,004 %'.

2.3. Isolamento do Biossurfactante

Apds o cultivo da Candida lipolytica, o fermentado foi filtrado em papel
Whatman N° 1 e centrifugado a 2000 x g por 20 minutos (Centrifuga refrigerada Mod.
IEC — CENTRA MP4R), liofilizado (Liofilizador Mod. LABCONCO VIDY — FREEZONE
4.5). O filtrado livre de células foi submetido a extragdo com cloroférmio (1:1 v/v) em
funil de separacdo com capacidade de 500 mL a temperatura de 25°C. Apds essa
etapa a fase aquosa foi liofilizada e o rendimento de Biossurfactante determinado por

gravimetria''°.

92



RUFINO, R.D. 2010
Produgiao otimizada do biossurfactante Rufisan e aplicagdes biotecnolégicas

2.4. Determinacgao da Atividade Antimicrobiana do Biossurfactante

A atividade antimicrobiana do biossurfactante produzido por Candida lipolytica
UCP 0998 foi testada contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei, L.
casei 72, Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12, Streptococcus mutans
NS, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus pyogenes, Streptococcus mutans HG, Streptococcus oralis J22 e
Candida albicans, de acordo com Rodrigues et al.*®

Em placas de 96 pocos, todos os pocos foram inoculados com 2.0 pyl de uma
diluicdo 1:2 de uma cultura crescida overnight. Apés a incubacgéo, durante 24 h a

37°C, determinou-se a turbidez do contetido dos pogos a 600 nm®.

2.5. Determinacgao da Atividade Anti-adesiva do Biossurfactante

A atividade anti-adesiva do biossurfactante produzido por Candida lipolytica
UCP 0988 foi testada contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei 72, Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12,
Streptococcus mutans NS, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus pyogenes, Streptococcus mutans HG,
Streptococcus oralis J22, Candida albicans, Candida tropicalis, Streptococcus

salivarius e Rothia dentocariosa de acordo com Rodrigues et al."’

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade Antimicrobiana do Biossurfactante

Alguns biossurfactantes, além de suas propriedades detergentes, podem
apresentar, em baixa concentracido, forte acao desestabilizante de membranas e
assim, conferir propriedade antimicrobiana'. Os dois biossurfactantes mais
estudados, o raminolipideo e a surfactina, foram primeiramente descritos na literatura
em 1949 e 1968, respectivamente, por apresentarem estas caracteristicas'.

A tabela 1 mostra a porcentagem de inibicdo de crescimento obtida para
diferentes microrganismos utilizando o biossurfactante Rufisan produzido por

Candida lipolytica UCP 0988. A atividade antimicrobiana foi determinada para varias
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concentragdes do biossurfactante bruto (0,75 a 12 mg/L — 4 x CMC), para uma
variedade de linhagens de bactérias e leveduras.

O biossurfactante utilizado no presente estudo nao apresentou inibigao efetiva
contra as linhagens de Lactobacillus estudadas, mostrando uma inibicdo de 32,1%
no crescimento do L. reuteri ML1 quando sua maxima concentragédo (12 mg/L — 4 x
CMC) foi utilizada. Esse resultado pode ser promissor, pois o Lactobacillus € um
microrganismo que faz parte da microbiota natural do organismo humano e pode ser
utilizado como um microrganismo probiético efetivo®.

As maiores atividades antimicrobianas do biossurfactante foram apresentadas
contra as linhagens de Streptococcus. Dentre elas, observaram-se valores de 46%,
48%, 58%, 62,8% e 64,9% para as bactérias Gram-positivas, S. mutans NS, S.
sanguis 12, S. mutans, S. oralis J22 e S. mutans HG, respectivamente, nas maiores
concentragdes de Biossurfactante utilizadas. Esses resultados demonstram que a
funcdo antimicrobiana, especifica contra espécies de Streptococcus, do Rufisan esta
diretamente relacionada a concentracao utilizada, sendo assim, o mesmo apresenta
efetividade quando utilizado em concentragbes a partir de 6 mg/L, duas vezes acima
da CMC. Esse valor € bastante promissor, quando comparado aos valores de
concentragao apresentados na literatura, uma vez que o biossurfactante foi utilizado
na sua forma bruta.

Os demais microrganismos estudados ndo apresentaram inibigado consideravel
no seu crescimento, independentemente do aumento das concentragdes do
Biossurfactante, com valores em torno de 5%, 15%, 16% e 18% para C. albicans, S.
aureus, P. aeruginosa e S. epidermidis, respectivamente. De acordo com a literatura,
as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos Biossurfactantes do que as
bactérias Gram-negativas, que s3o inibidas fracamente ou n3o sdo inibidas?'?2.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos observados por Rodrigues et al.™®,
onde foi mostrado que fragdes purificadas do biossurfactante s&do agentes
antimicrobianos, mas, dependendo do microrganismo, elas apresentam diferentes
concentracdes efetivas. Por outro lado, outras fracbes desse Biossurfactante nao
apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e C. albicans até a mais alta
concentracéo testada'.

Thimon et al.?® descreveram outro biossurfactante com atividade antifingica
chamado de iturina, um lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis que afeta a

morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras. Velraeds-Martine et al.?*
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relataram a inibicdo da adesdo de bactérias entéricas patogénicas por um
biossurfactante produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o
desenvolvimento de agentes anti-adesivos para uso em cateteres visando diminuir a
formacéao de biofilmes.

Lang et al.?" estudaram a atividade antimicrobiana do soforolipideo produzido
por Torulopsis bombicola, do raminolipideo produzido por Pseudomonas sp., do
trealoselipideo produzido por Rhodococcus erythropolis e do celobioselipideo
produzido por Ustilago maydis, tendo como microrganismos teste P. aeruginosa e C.
albicans. Esses dois microrganismos nao sofreram qualquer efeito de inibicdo em
seu crescimento quando em contato com os biossurfactantes acima citados, assim
como aconteceu com os biossurfactantes denominados B9 e B9S produzidos por
Planococcus citreus®.

122 citam em seu trabalho a atividade antimicrobiana do

Kitamoto et a
manosileritritolipideo produzido por Candida antarctica, do soforolipideo produzido
por C. apicola e do raminolipideo produzido por P. aeruginosa contra S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa e C. albicans. Todos os Biossurfactantes citados apresentaram
atividade antimicrobiana contra os microrganismos utilizados. Somente o
soforolipideo nao apresentou atividade contra a C. albicans.

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

A atividade antimicrobiana de dois biossurfactantes obtidos de Lactococcus
lactis 53 e Streptococcus thermophilus A, contra uma variedade de bactérias e
espécies de leveduras isoladas de préteses de voz foi testada por Rodrigues et al.?.
Eles observaram que os biossurfactantes apresentaram alta atividade antimicrobiana
com baixa concentragao contra a Cadida tropicalis GB 9/9, uma espécie responsavel
por atuar na faléncia prematura de proteses de voz. Quando altas concentracoes
foram testadas, ambos os biossurfactantes foram ativos contra todas as espécies de

| 28,20

bactérias e leveduras estudadas. Em outro estudo, Reid et a enfatizaram a

possibilidade dos biossurfactantes produzidos por /lactobacilus, atuarem na
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restauracdo e manutengao do trato urogenital e intestinal, conferindo protegédo contra
patdogenos, e sugeriram esses compostos como alternativa de um tratamento
confiavel preventivo no futuro.

Efeitos antibacterianos e antifitovirais de varios raminolipideos tém sido
descritos na literatura®®®. Sete diferentes raminolipideos foram identificados em
culturas de Pseudomonas aeruginosa AT10, mostrando excelentes propriedades
antifingicas™’.

Golubev et al®' relataram a produ¢cdo de um fungincida extracelular
glicolipidico, termoestavel, resistente a acdo da protease e de baixa massa molar
pela levedura Pseudozyma fusiformata (Ustilaginales). Este fungicida foi efetivo
contra 80% das 280 leveduras e espécies semelhantes testadas sob condi¢des de
acidez (pH 4,0) a temperatura de 20-30°C*. Os glicolipideos purificados
aumentaram a nao especificidade da permeabilidade da membrana plasmatica em
células sensitivas, resultando na formacgao de ATP.

A primeira evidéncia clinica do Lactobacilus, no trato vaginal com posterior
infecgcao oral, foi descrita por Reid et al.?° e, embora apenas um limitado conjunto de
linhagens tenham tido algum efeito clinico comprovado, existem dados suficientes
para sugerir que esta aproximagao pode prover uma alternativa para a profilaxia ao
tratamento antibidtico da infecgao. A utilizacdo de um modelo infectado foi descrita
por Gan et al.** determinando que a linhagem do Lactobacillus fermentum RC 14 e
seu biossurfactante secretado reduziram as infecgdes associadas a implantes
cirargicos, que foram causadas por Staphylococcus aureus, através da inibigao do
crescimento e redugdo da aderéncia ao implante cirurgico. Um estudo in vitro do
Lactobacillus plantarum 299V e L. rhamnosus GG mostraram que estas linhagens
podem inibir a adeséo de Escherichia coli nas células epiteliais do intestino®. Estas
linhagens, contudo, também foram encontradas produzindo biossurfactantes.

Estas observacgdes indicaram que os biossurfactantes também podem conter
fatores sinalizantes que interagem com as células hospedeiras e/ou células de
bactérias precedendo a inibicdo das infecgdes. Todavia, esta possivel rota preventiva
da adesdo microbiana e seu potencial para o desenvolvimento de uma camada
bioldgica anti-adesiva em materiais de implante, € uma aplicagdo promissora para os

biossurfactantes’’.

3.2. Atividade Anti-adesiva do Biossurfactante
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Bactérias patogénicas empregam a formacgao de biofilmes como mecanismo de
contra-ataque ao mecanismo de defesa de hospedeiros ou de drogas. Estando
protegidas no biofilme, as bactérias patogénicas podem produzir varias substancias
téxicas, as quais atuam contra os mecanismos de defesa do hospedeiro. Varias
doencas, como fibrose cistica, por exemplo, sdo causadas por biofilmes. Contudo, a
modificagdo de uma superficie por um composto leva a uma alteragdo permanente
da superficie, de modo que a afinidade da bactéria pela superficie condicionada seja
reduzida ou aumentada quando comparada a superficie nativa. Além das atividades
antifugicas, antibacterianas e antivirais dos biossurfactantes, esses compostos
também tém provado ser grandes inibidores da adesao microbiana e da formagéao de
biofilmes®.

A atividade anti-adesiva do biossurfactante bruto foi avaliada em algumas
concentragbes e comparada para uma variedade de linhagens de bactérias e
leveduras (Tabela 2).

O biossurfactante bruto apresentou efeito anti-adesivo contra a maioria dos
microrganismos testados a partir da minima concentragao utilizada (0,75 mg/L). Os
resultados obtidos demonstraram que a efetividade do Rufisan como agente anti-
adesivo aumenta com o aumento da sua concentragao.

Para os microrganismos do género Lactobacillus percentuais com valores em
torno de 81% de anti-adesdo foram observados para as menores concentragcbes
utilizadas (0,00075 g/L). Mas uma especificidade de acdo maior foi observada contra
o L. casei com valores de 91% e 99% de anti-adesividade a partir da minima
concentracao de biossurfactante.

Inibicdes baixas foram apresentadas para as linhagens de S. epidermidis e E.
coli, com valores de 27% e 21%, respectivamente, para as maximas concentracoes
utilizadas. Para todos os demais microrganismos utilizados os valores de
antiadesividade foram satisfatorios, com valores acima de 45% de anti-ades&o.

Resultados promissores na utilizagcdo de biossurfactante como agente anti-

adesivo também foram observados por Pratt-Terpstra et al.®

para o biossurfactante
liberado por S. mitis que reduziu a adesao de S. mutans. Similarmente, L. fermentum
RC-14 libera compostos surfactantes que podem inibir a adesdo de bactérias
uropatogénicas, incluindo Enterococcus faecalis®’.

Testes de atividades anti-adesivas foram realizados por Das et al.®® para o

biossurfactante bruto produzido por Bacillus circulans. A atividade anti-adesiva
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demonstrou ser dependente da concentragédo do biossurfactante e do microrganismo
testado. Até mesmo a menor concentragao testada, ou seja, 0,1 g/L, demonstrou
grande potencial anti-adesivo contra E. faecallis (19%), K. aerogenes (15%) e S.
tiphimurium (25%). Quase 100% de inibicdo da aderéncia ocorreu a altas
concentragdes. Achados prévios indicaram que a anti-adeséo foi atingida numa faixa
compreendida entre 4-72%, a uma concentragéo de 2,5-40 g/L*°.

A adsorgao do biossurfactante a superficie altera a hidrofobicidade podendo
causar interferéncia na adesao microbiana e em processos de dessorcdo?°8. Varias
bactérias tém sido reportadas como inibidoras da ades&o de outras bactérias, tanto
por exclusdo, como pelo mecanismo de impedimento estérico. Em contraste,
produtos microbianos como Biossurfactantes condicionam a superficie a qual a
bactéria ira se aderir, inibindo assim a adeséo dessas ultimas. Consequentemente,
eles encontram aplicagao na protegao de superficies de instrumentos cirurgicos onde
a presenga de microrganismos é indesejével35.

A prévia cobertura de cateteres uretrais por solugdes de surfactina resultou na
reducao da formacéo de biofilmes formados por Salmonella typhimurium, Salmonella
entérica, E. coli e Proteus mirabilis*®®. Esses resultados sugerem um grande potencial
de aplicagdo pratica contra infeccobes do trato urinario em pacientes
imunodeprimidos.

Adicionalmente, o uso de Lactobacillus para prevencdo de infecgdes
urogenitais também tem sido extensamente estudado. A fungdo das espécies de
Lactobacillus no trato urogenital feminino como uma barreira € uma consideragao
interessante*. Esses organismos sdo conhecidos por contribuirem para o controle
da microbiota vaginal por competicdo com outros microrganismos que se aderem as
células epiteliais e pela producdo de biossurfactantes. Eles sao relatados por
inibirem a formagédo de biofilmes de uropatégenos e leveduras no silicone com a
producdo de biossurfactante por Lactobacillus acidophilus*'*?. Heinemann et al.*’
demonstraram a liberacdo de componentes de superficie por L. fermentum RC-14
que inibiram a ades&o de uropatdégenos, incluindo o Enterococcus faecalis.

A fungao dos biossurfactantes em defesa contra as infecgdes e inflamagdes no
corpo humano ja é um fenbmeno bem conhecido. O surfactante pulmonar € um
complexo de lipoproteinas sintetizadas e secretadas pelas células epiteliais

pulmonares para o espago extracelular, onde age na redugao da tensao superficial
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na interface ar-liquido das células, representando um fator chave contra as infec¢oes
e inflamacdes celulares™®.

Esforgos para o desenvolvimento de estratégias que previnam a colonizagéo
microbiana das préteses de voz de silicone foram relatadas por Rodrigues et al.?"10,
A habilidade dos biossurfactantes obtidos de espécies de L. lactis 53 e S.
thermophilus A, para inibicdo da adesao de quatro bactérias e duas espécies de
leveduras isoladas de préteses de voz foi avaliada. Os resultados obtidos
demonstraram que os biossurfactantes foram efetivos na diminuicdo do grau de
deposicdo inicial do numero de células aderidas apdés 4h, para todos os
microrganismos testados. Redugdes acima de 90% no grau de deposic¢ao inicial das
células foram apresentadas para todas as espécies bacterianas testadas. O
biossurfactante obtido de S. thermophilus A foi muito efetivo contra Rothia
dentocariosa GBJ52/2B, que é a unica espécie responsavel pela falha das valvulas
das préteses de voz. O grau de deposicao inicial de espécies de leveduras foi
extremamente reduzido na presenca do biossurfactante. Recentemente, os autores
também demonstraram que quando a lavagem das proteses de voz, com uma
solugdo contendo raminolipideo foi realizada, o grau de deposigdo e a adesao de
uma variedade de bactérias e espécies de leveduras isoladas de préteses de voz foi
reduzida'®. Por essa razdo, este raminolipideo pode ser usado como uma solugao de
detergente de limpeza das proteses de voz, prolongando sua vida util e beneficiando

0Ss pacientes.

4. CONCLUSOES

O biossurfactante Rufisan pode ser considerado com um agente antimicrobiano
e anti-adesivo promissor, dependendo da concentracdo utilizada, apresentando
amplo espectro de acdo antimicrobiana principalmente, para as bactérias Gram-

positivas.
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microrganismos utilizando o Biossurfactante Rufisan produzido por Candida lipolytica

UCP 0988. Desvio padrao (+) determinado em triplicata
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inibicdo da adesao microbiana. Desvio padréo () determinado em triplicata
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TABELA 1

Inibigao do crescimento microbiano (%)

Biosurfactante (mg/L)

Microrganismo
0,75 1,5 3 6 12

Lactobacillus casei 45+0,02 91+0,07 15+0,02 27,2+0,08 28,4 +0,05

Lactobacillus casei 72 4,5+0,03 14,2+0,08 18,1 £ 0,06 32,9 + 0,06 33,7 + 0,03

Lactobacillus reuteri104R 59+ 0,07 9,7+0,01 155+0,01 24,4 + 0,05 25,4 + 0,08

Lactobacillus reuteriML1 8,2+ 0,06 11,3+ 0,02 16,3 + 0,02 31,1 + 0,02 32,1 £ 0,02

Streptococcus pyogenes 19,3 + 0,06 19,4 £ 0,01 19,8 + 0,01 22,2 + 0,05 22,5 £ 0,02

Streptococcus agalactiae 0 10,9+ 0,03 35,3 + 0,03 35,8 + 0,02 35,5 £ 0,02

Streptococcus mutans NS 15,6 £ 0,07 20,1 £ 0,04 23,8 £+ 0,13 46,0 + 0,1 46,4 + 0,01

Streptococcus sanguis 12 13,7 + 0,07 21,5 + 0,04 31,7 £ 0,05 48,1 £ 0,08 48,0 + 0,01

Streptococcus mutans 22,5+ 0,02 34,8 £ 0,01 44,6 + 0,01 58,3 + 0,01 58,0 £ 0,06

Streptococcus oralis J22 12,8 + 0,04 13,2 £ 0,03 14,2 + 0,03 18,7 + 0,08 62,8 + 0,06

Streptococcus mutans HG 41,8 + 0,02 43,1 £ 0,01 55,6 0,04 64,6 + 0,03 64,9 + 0,01

Pseudomonas aeruginosa 0 79+0,02 10+0,01 11,6+0,01 16,5+ 0,04

Staphylococcus aureus 0 0 1,57 £ 0,06 3,15+ 0,06 15,1 + 0,03

Staphylococcus epidermidis 10,1 + 0,01 12,9 + 0,07 14,9 £ 0,07 18,1 + 0,01 18,0 + 0,06

Candida albicans 0 0 3,1+0,03 595+0,01 6,0+0,02
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TABELA 2
Inibigao da adesao Microbiana (%)
Microrganismo Biosurfactante Bruto (mg/L)
0,75 1,5 3 6 12 Controle
(PBS)
Lactobacillus casei 91+0,1 91+0,1 99+0,1 99+0,1 99+0,1 0
Lactobacillus casei 72 81+0,0 87+0,0 89+0,0 91+0,0 95+0,0 0
Lactobacillus reuteri 104R 84+0,2 93+0,2 94+0,2 95+0,2 97+0,2 0
Lactobacillus reuteri ML1 81+0,0 8210,0 84+0,0 87+0,0 89+0,0 0
Candida albicans 80,0 810,0 16+0,0 36+0,0 51+0,0 0
Candida tropicalis 45+0,0 62+0,0 66+0,0 73+0,0 91+0,0 0
Escherichia coli 80,1 17+0,1 18+0,1 25+0,1 27+0,1 0
Pseudomonas aeruginosa 13+0,0 26+0,0 33+0,0 41+0,0 49+0,0 0
Staphylococcus epidermidis 2+0,0 510,0 610,0 16x0,0 21%0,0 0
Staphylococcus aureus 88+0,0 91+0,0 92+0,0 97+0,0 98+0,0 0
Streptococcus agalactiae 80+0,0 81+0,0 81+0,0 84+0,0 96+0,0 0
Streptococcus mutans HG 76+0,1 76+0,1 81+0,1 8310,1 8510,1 0
Streptococcus mutans 7610,1 8410,1 8510,1 88+0,1 97+0,1 0
Streptococcus oralis J22 7340,0 85%0,0 87+0,0 89+0,0 90+0,0 0
Streptococcus sanguis 12 61+0,0 62+0,0 68+0,0 70+0,0 77+0,0 0
Streptococcus mutans NS 91+0,1 9510,1 9640, 1 98+0,1 99+0,1 0
Streptococcus salivarius 8510,1 8910,1 89+0,1 8910,1 90+0,1 0
Rothia dentocariosa 84+0,2 89+0,2 93+0,2 96+0,2 96+0,2 0
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RESUMO

A poluicdo ambiental provocada pelo petréleo e seus derivados tem impulsionado as
pesquisas na area da biorremediagcado, onde a utilizacdo de biossurfactantes para
aceleragdo do processo de transferéncia dos contaminantes hidrofobicos e sua
posterior degradagdo pelas células microbianas vem sendo cada vez mais
investigada em virtude das propriedades desses agentes microbiologicos. Nesse
sentido, o biossurfactante Rufisan, produzido pela levedura Candida lipolytica em
meio formulado com 6% de residuo de refinaria de 6leo vegetal e 1 % de acido
glutdmico, capaz de reduzir a tensao superficial do meio para valores em torno de
25,29 mN/m foi testado na remocgao de 6leo lubrificante de motor contido em solos.
Para determinar o potencial de aplicagdo do biossurfactante na biorremediacéo,
utilizaram-se solos de diferentes granulometrias contaminados em laboratério com o
derivado de petroleo. Testes de remocdo em frascos e em colunas de vidro
empacotadas foram realizados. Os resultados obtidos demonstraram que o
biossurfactante bruto Rufisan foi capaz de remover cerca de 30% do éleo de motor
contido nos solos através de testes estaticos em coluna, enquanto que o
biossurfactante isolado na CMC aplicado a ensaios cinéticos removeu 98% do dleo
contido em frasco. O tipo de solo e a concentragdo do biossurfactante nao
exerceram influéncia nos percentuais de remocgao, sugerindo a utilizagcdo do
mecanismo de deslocamento para liberar as gotas de 6leo adsorvidas nos solos. Os
resultados obtidos demonstram o potencial de aplicagdo desse agente surfactante

como coadjuvante nos processos de descontaminagao ambiental.

Palavras-chave: Candida lipolytica, Rufisan, Biossurfactante, Petroleo, Remogé&o de

6leos, Solos.
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1. INTRODUGAO

A poluicdo dos solos por hidrocarbonetos derivados do petréleo e suas
desastrosas consequéncias para 0 meio ambiente vem incentivando o
desenvolvimento de tecnologias de remediagdo mais compativeis com o meio
ambiente (Urum et al., 2006). Os maiores problemas ambientais resultam de
derramamentos acidentais de 6leos ou residuos oleosos. Consequentemente a U.S.
EPA tem proposto varias tecnologias para o tratamento dos solos contaminados por
hidrocarbonetos derivados do petréleo, incluindo métodos quimicos, fisicos e
biolégicos (U.S. EPA, 2001). Um dos métodos mais investigado € a biorremediacao,
que utiliza a habilidade de degradacdo natural de plantas ou microrganismos,
usualmente fungos ou bactérias, para converter parcialmente os contaminantes em
compostos menos toxicos ou totalmente em gas carbbénico e agua. Embora a
biorremediagao seja um método efetivo e ambientalmente compativel, o tempo e os
custos necessarios para tratamento nesse processo ndo sido viaveis para o
tratamento de uma grande quantidade de residuos. Contudo, alguns métodos tais
como a lavagem de solos, utilizados para separagao dos contaminantes sem
provocar danos quimicos ao solo, podem aumentar acentuadamente a velocidade da
taxa de biodegradagao (Urum et al., 2006). O método de lavagem do solo é rapido e
eficiente, apresentando potencial de aplicagdo na remogdo de uma grande
quantidade de poluentes (Urum et al., 2004).

A biorremediacdo de solos e aguas também encontra outros obstaculos
associados a biodegradacao dos hidrocarbonetos do petroleo, uma vez que esses
compostos hidrofébicos se ligam as particulas do solo e apresentam pouca
solubilidade em agua, o que reduz biodisponibilidade para os microrganismos e
limita, consequentemente, a transferéncia de massa para a biodegradagao. Segundo
Kuyukina et al. (2005), a penetragdo do Oleo através do solo € um processo
extremamente complexo incluindo fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.

A chave do processo para o aumento da biodisponibilidade dos Ooleos
contaminantes € o transporte da carga poluente para a fase aquosa (Mihelcic et al.,
1993). Nesse contexto, a utilizagdo de compostos surfactantes surge como
alternativa para o aumento da solubilidade dos dleos, permitindo a dessorcédo e
consequente solubilizagdo dos hidrocarbonetos, facilitando, assim, a assimilagao

desses compostos pelas células microbianas (Kuyukina et al., 2005).
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Estudos recentes mostram que os surfactantes microbianos, metabdlitos
produzidos por bactérias e leveduras tém habilidade para solubilizar e mobilizar
efetivamente compostos organicos adsorvidos no solo (Whang et al., 2008). Alguns
surfactantes sintéticos, como o Triton X — 100 e o Tween 80 também apresentam
habilidade de aumentar a concentracdo dos compostos nao polares na fase aquosa
(Prak et al., 2002). Contudo, o uso de surfactantes sintéticos esta associado a efeitos
toxicos e a resisténcia a biodegradagédo desses compostos (Cort et al., 2002).

Comparados com os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes, em geral,
exibem forte compatibilidade ambiental, maior atividade superficial, baixa toxicidade
e alta biodegradabilidade (Mulligan, 2005). Por essa razdo, os biossurfactantes
parecem ser fortes candidatos para utilizacdo na biorremediacdo de solos
contaminados e ambientes aquaticos (Christofi et al, 2002), além de serem
produzidos por fontes renovaveis como a fermentacdo microbiana, apresentando
assim vantagem quimica frente aos similares sintéticos.

Nesse trabalho, o biossurfactante Rufisan produzido pela Candida lipolytica foi
testado quanto a seu potencial de solubilizar um derivado de petréleo através de

estudos estaticos e cinéticos utilizando diferentes tipos de solo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Solos

Foram utilizados trés solos com diferentes texturas. O primeiro, arenoso, foi
coletado na Estacdo Experimental de Itapirema do Instituto Agronédmico de
Pernambuco (IPA) — Goiana /PE. O segundo, siltoso, foi coletado no municipio de
Abreu e Lima — Recife/PE e o terceiro, argiloso, foi coletado no Alto do Reservatério
em Nova Descoberta — Recife/PE. Os dois ultimos sdo solos da Formagao Barreira.

Amostras de 5 Kg de cada solo foram coletadas e acondicionadas em sacos de
nylon. Em seguida, os solos foram individualmente homogeneizados dividindo-se
cada amostra em quatro partes iguais em forma de cruz, misturando-se os
quadrantes de cima e de baixo, da esquerda com a direita, dois a dois, e refeito todo
0 processo até que o solo ficasse com as mesmas caracteristicas. Apos
homogeneizagado, os solos foram deixados em repouso ao ar livre durante quatro

dias para secagem e finalmente estocados para uso posterior.
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2.2. Fluidos percolantes e contaminante
O biosurfactante Rufisan, obtido em meio otimizado descrito por Rufino et al.
(2008), foi usado nos testes de remogédo. O biossurfactante foi utilizado na forma
bruta (liquido metabdlico livre de células) e isolado, em solugdes na CMC (0,03%) e
em concentragao trés vezes superior a CMC (0,09%). O Tween 80 (mono oleato de
sorbitana polioxietileno 20), um surfactante comercial n&do iénico (CMC de 0,0013%),
foi utilizado para fins comparativos, na concentragdo de 0,03% e a agua destilada,
como controle.
O dleo lubrificante de motor foi obtido em um estabelecimento de manutencao
automotiva localizado na cidade do Recife.

2.3. Caracterizagao fisico-quimica dos solos

Para a caracterizacgao fisica dos solos foram realizados os seguintes ensaios:
Granulometria (ABNT, 1984a), Limites de Liquidez (ABNT,1984b) e Plasticidade
(ABNT, 1984c), Peso Especifico dos Graos (ABNT, 1984d) e Ensaios de
Compactacao (ABNT, 1986), obedecendo as recomendacgbes da Associagao
Brasileira de Normas Técnicas.

A caracterizag&do quimica dos solos foi realizada no Laboratorio de Quimica do
Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Catdlica de Pernambuco conforme
a metodologia do Manual de Métodos de Analise de Solos da Embrapa (1997).
Foram determinados os valores do pH, em H,O e KCI 1M, as bases extrativeis Sodio
(Na*), Potassio (K*), Calcio (Ca®**) e Magnésio (Mg**), a Acidez extrativel Aluminio
(AP*) e Hidrogénio (H*), a Condutividade elétrica no extrato de saturagdo (CE), e
superficie especifica. Com base nos resultados da analise quimica do solo, foram
calculados, de acordo com o novo sistema de classificagdo de solos da Embrapa
(1997), a Soma das Bases (S), a Capacidade de Troca Catiénica (CTC ou T), o Grau
de Saturacéo por Bases (V) a Saturagdo por Aluminio (m) e a Saturagéo por Sodio e

oxidos.

2.4. Preparagao dos solos

Os solos utilizados foram destorroados em almofariz, e com o objetivo de
atingir uma umidade higroscoépica de 9,5%, adicionou-se dgua de maneira uniforme.
Para realizacdo dos ensaios em coluna foram moldados corpos de prova cilindricos

com 5 cm de diametro e 20 cm de comprimento. Para obten¢ao de altos valores de
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condutividade hidraulica, os corpos de prova foram moldados com a menor
densidade possivel.

Apds essa etapa, realizou-se a saturacdo dos corpos de prova com agua,
para saturar as amostras de forma a garantir a retirada de todo o ar existente nos
poros dos solos. Inicialmente, percolou-se um volume de agua correspondente a

aproximadamente 2x o volume de vazios do solo, para estimular a saida do ar.

2.5. Remogao de 6leo motor em colunas empacotadas através de ensaio
estatico

Colunas de vidro (55 x 6 cm) foram inicialmente preenchidas com cerca de
200g de uma mistura contendo os solos da Formagao Barreira, e 20g de dleo
lubrificante de motor. Em seguida, a superficie foi inundada por 200 mL das solugdes
do biossurfactante, sob ag¢do da gravidade. A percolagdo da solugdo do
biossurfactante foi monitorada em intervalos de 5 minutos ao longo de 24 horas,
quando nao se observou mais percolagdo da solugdo (Robert et al., 1989). As
melhores condicbes de remocdo foram selecionadas para ensaios posteriores,

realizados em frascos.

2.6. Remogao de 6leo motor em frascos através de ensaio cinético

A remocéao de 6leo motor do solo contaminado foi testada através da saturacao
de 50 g de solo com 10% do oleo de motor. O solo contaminado em laboratério foi
colocado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, adicionando-se 50
mL de agua destilada ao frasco controle, e 50 mL das solu¢des do biossurfactante
(bruto, na CMC e em concentragao superior a 3 vezes a CMC). Os frascos foram
agitados a 200 rpm durante 24 horas a 28°C. Apds esse periodo todo o conteudo foi
centrifugado a 5000 rpm durante 1200 segundos.. O dleo residual foi determinado

por gravimetria (Santos et al., 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao fisica dos solos
Os resultados dos ensaios de granulometria e de compactagao realizados com
energia do Proctor Normal para os trés solos estdo apresentados na tabela 1. O solo

arenoso foi classificado como uma areia siltosa mal graduada (SM-SP) e nao
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apresentou limite de liquidez e de plasticidade. Os solos siltoso (ML) e argiloso (CL),
apresentaram baixa compressibilidade. De acordo com os valores de LP e LL foram
classificados como mediamente plasticos — IP entre 7 e 15 (Caputo, 1988). Segundo
Oliveira et al. (2004) para solos do grupo CL sdo esperadas caracteristicas de baixa

permeabilidade e com caracteristicas ruins de drenagem.

3.2. Caracterizagao quimica dos solos

A caracterizagao quimica dos solos esta apresentada na tabela 2.

O pH de um solo nao constitui um valor constante e caracteristico como em
solugbes aquosas, ja que solos sdo sistemas dindmicos. Os solos naturais
estudados apresentaram pH &cido, sendo o solo siltoso o de maior acidez. A
capacidade de troca catidnica (CTC) é obtida, segundo metodologia da Embrapa
Solos (1997), pela soma das bases Ca?*, Mg?*, K" e Na*, que representa o valor S,
mais o H*, mais o valor de AI** extraivel. A Capacidade de Troca Catidnica também
foi considerada baixa (valor T = CTC < 27cmol/kg) nos trés solos, indicando a
predominancia do mineral argilico caulinita. Os valores da Superficie Especifica
encontrados também confirmaram a presenca caulinita. A saturagado por base média
expressa em porcentagem (valor V) foi superior a 50 % para o solo argiloso,
indicando tratar-se de um solo Eutrdfico, fértil para a agricultura. Ja o solo arenoso e
o siltoso apresentaram caracteristicas distréficas. A condutividade elétrica € uma
determinacéo utilizada na classificagdo de solos salinos em zonas semiaridas, areas
costeiras e nas interpretagbes de uso e manejo dos solos para determinagédo da
quantidade de sais presentes. A condutividade elétrica do extrato de saturagao foi
alta para o solo argiloso. Ja o valor da matéria organica obtida a partir do carbono

organico foi baixo nos trés solos.

3.3. Caracterizagdao quimica dos solos apés a passagem dos fluidos
percolantes

Com a finalidade de avaliar o efeito dos percolantes (liquido metabdlico
contendo o biossurfactante bruto, biosurfactante isolado na CMC e em concentragéo
trés vezes superior a CMC, Tween 80 e agua destilada) sobre as caracteristicas
quimicas dos solos em estudo, a caracterizagdao quimica dos trés solos apds a

percolacao dos fluidos foi realizada e esta apresentada nas Tabelas 3, 4 e 5.
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O pH dos solos naturais ndo sofreu grandes variagées com a percolagao das
solugdes do biossurfactante e da agua destilada. A maior alteragdo foi observada
com o Tween 80, que acentuou a acidez dos solos.

O valor de S (soma de cations) foi reduzido pela passagem das solug¢des do
biossurfactante isolado e do Tween nos solos arenosos e siltoso, indicando,
provavelmente, a captura desses cations por esses percolantes.

Com relagcéo ao valor de T (Capacidade de Troca de Cations), houve um
aumento de seu valor apds a passagem dos percolantes para o solo argiloso,
enquanto que apenas a passagem do liquido metabdlico contendo o Rufisan
aumentou esse valor acentuadamente nos solos arenoso e siltoso.

A passagem das solugbes do biossurfactante isolado aumentou o valor de V
(% Sat de Base) dos solos arenoso e siltoso, tornando-os mais fértil, enquanto que
os outros percolantes reduziram essa propriedade em proporgdes variaveis. Por
outro lado, o liquido metabdlico contendo o biossurfactante bruto foi capaz de

aumentar o valor de V no solo siltoso.

3.4. Aplicacao do biossurfactante na remocao do 6leo de motor adsorvido em
diferentes tipos de solos

Em todo mundo, mais de 10 bilhdes de toneladas por ano de petrdleo séo
produzidas e estima-se que 0,6% desta produ¢gdo mundial termine poluindo os
oceanos. Nenhuma estimativa comparavel foi feita em relagdo a poluicédo terrestre
por hidrocarbonetos de petréleo. Entretanto, considerando que a maior parte do
petréleo é produzida, refinada e utilizada sobre a terra, € de se esperar um valor
similar ou maior do que o citado para o ambiente marinho (Borges, 2001).

O baixo nivel de disponibilidade dos hidrocarbonetos (baixa solubilidade em
agua, alta fixagdo sobre a matriz do solo, e pouca transferéncia dos poluentes
adsorvidos da fase solida para a fase aquosa) € um dos fatores limitantes no
processo de biorremediacdo em solos contaminados (Volkering et al., 1998).

Uma maneira possivel de se aumentar a disponibilidade destes
hidrocarbonetos por acdo microbiana é a aplicacdo de surfactantes. A melhora na
biodegradagdo dos COHs (Compostos Organicos Hidrofobicos) pelo uso de
surfactantes pode ser vista, principalmente, pela dessor¢do dos COHs adsorvidos no
solo e pelo aumento da solubilidade dos COHs por surfactantes em concentragoes

iguais ou maiores que o valor da CMC (Ou, 2000).
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Dois mecanismos controlam a remog¢ao de contaminantes hidrofébicos contidos
em solos por agentes surfactantes. O primeiro ocorre abaixo da concentragao
micelar critica (CMC), onde os monémeros surfactantes aumentam o angulo de
contato entre o solo e o contaminante hidrofébico, permitindo a separagao deste das
particulas do solo e o consequente deslocamento do 6leo. O segundo mecanismo,
conhecido como solubilizagdo, ocorre acima da CMC, onde os contaminantes se
particionam no centro das micelas surfactantes (Easterling et al., 2009; Sharma et
al., 2008).

Neste sentido, ensaios de remoc¢ao do poluente hidrofébico éleo lubrificante de
motor foram realizados inicialmente em colunas empacotadas (remogéo estatica) e
posteriormente em frascos (remogao cinética), para determinar a efetividade do
biosurfactante Rufisan produzido por Candida lipolytica em remover o derivado de

petréleo adsorvido em trés diferentes tipos de solo.

3.4.1 Aplicagao do biosurfactante Rufisan na remog¢ao do éleo motor adsorvido
em diferentes tipos de solos contidos em colunas empacotadas

A tabela 6 mostra os resultados dos experimentos de remogédo do 6leo motor
adsorvido em diferentes tipos de solos contidos em colunas empacotadas.

Os percolantes utilizados apresentaram resultados satisfatérios na remogao do
composto oleoso. A agua foi utilizada como controle, visto que apresenta capacidade
de atuar na remogao fisica de compostos oleosos. O Tween 80 (0,03%) foi utilizado
para fins comparativos, visto que é um surfactante sintético amplamente utilizado em
testes de remogao de compostos oleosos, como os citados por Lai et al. (2009).

Remocgdes em torno de 30% foram obtidas no ensaio estatico. Observou-se
gue a remogao obedeceu, nos trés solos testados, a seguinte ordem crescente: agua
destilada, Tween 80, liquido metabdlico livre de células, biossurfactante na CMC e
biossurfactante em concentragao trés vezes superior a CMC. Embora os resultados
obtidos demonstram que a granulometria dos solos nao teve grande influéncia na
acao dos percolantes, uma vez que o0s percentuais de remogao foram muito
préximos comparando-se os trés solos estudados, foi possivel observar que a maior
remocao foi obtida para o solo arenoso, que apresenta uma maior superficie
especifica e uma maior permeabilidade, como descrito anteriormente nas

caracterisiticas fisico-quimicas dos solos, facilitando assim a interagdo do
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biosurfactante com o solo. Devido a natureza anfipatica, o biossurfactante formou
agregados micelares com o contaminante, promovendo uma maior remogao.

Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia do biossurfactante bruto na
remogao do 6leo de motor, resultado importante considerando que os processos de
purificacdo chegam a representar 60% do custo total do processo.

A literatura descreve alguns resultados de pesquisas com biossurfactantes
aplicados a remocgao de hidrocarbonetos em colunas empacotadas.

Estudos realizados por Urum et al. (2003) demonstraram que a habilidade de
mobilizagdo ou solubilizacdo de compostos hidrofébicos por surfactantes pode ou
nao variar de acordo com a concentragao utilizada. Alguns surfactantes de origem
vegetal como a aescina, a lecitina e o tanino ndo foram capazes de aumentar a
solubilizacdo de compostos hidrofobicos em concentragées superiores a CMC.
Contudo, quando raminolipideos foram utilizados, a solubilidade do 6leo aumentou
com o aumento da concentracdo. Um trabalho posterior realizado pelos mesmos
autores mostrou a variagao das concentragdes das solu¢gdes de ramnolipideos, entre
0,004 e 0,5%, com o proposito de aumentar a biorremediacdo de solos
contaminados por 6leos (Urum et al., 2006).

O liquido metabdlico livre de células contendo os isolados de P. aeruginosa
MTCC7815, MTCC7812 e MTCCB8165 cultivados em 2% de glicerol removeu cerca
de 49-54% do 6leo bruto contido em colunas empacotadas (Bordoloi, 2008).

Concentragdes elevadas (2,5 e 5,0 g/l) do biossurfactante isolado da P.
aeruginosa 57SJ, que apresentou uma CMC de 400 mg/l, foram necessarias para
remover 70% de pireno adsorvido em solo com tamanho de particulas de 2 mm
(Bordas et al., 2007).

Bai et al. (1997) investigaram o potencial do raminolipideo anibnico isolado de
P. aeruginosa adsorvido em solo em colunas empacotadas. O biossurfactante foi
capaz de remover 84% de hexadecano adsorvido em areia de 20-30 mesh (0,6-0,85
mm), enquando que 22% de remocao foram obtidos quando areia de 40-50 mesh
(0,3-0,42 mm) foi utilizada. A capacidade de remocdo do raminolipideo foi
comparada com a capacidade de remogao dos surfactantes sintéticos SDS (dodecil
sulfato de sodio) (CMC de 2360 mg/l), também anidnico, e Tween 80 (mono oleato
de sorbitana polioxietileno 20) (CMC de 13 mg/l), ndo idnico, para areia de 40/50
mesh. O SDS (472 mg/l) e o Tween 80 (51 mg/l) removeram 0 e 6% do hexadecano,

respectivamente.
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Em outra pesquisa, a capacidade do SDS em remover diesel adsorvido em solo
contido em coluna demonstrou que, enquanto a agua, adicionada como controle, foi
capaz de remover 24,7% do diesel, o SDS removeu 97% do combustivel (Kalladi et
al., 2009).

Lai et al. (2009), observaram, de forma semelhante aos resultados aqui
obtidos, uma remogao em torno de 35% de 6leo utilizando uma solugéo a 0,2% de
Tween 80. Enquanto que Abu-Ruwaida et al. (1991) para o liquido metabdlico livre
de células contendo o biossurfactante produzido por Rhodococcus, demonstraram
remocgdes de 86 % de 6leo bruto residual adsorvido em areia. Uma pesquisa mais
recente com um biossurfactante também produzido por Rhodococcus cultivado em n-
hexadecano revelou a habilidade do polimero em remover 82 % de dOleo bruto
contido em coluna (Kuyukina et al., 2005).

A habilidade da surfactina de Bacillus sp. Em remover querosene adsorvido em
solo foi avaliada utilizando testes em coluna, apresentando uma remocéao entre 34-
62% com uma concentragao de 0,1% (Urum et al., 2003). Cameotra e Makkar (1998)
demonstraram que o biossurfactante isolado de Bacillus subtilis foi capaz de remover
56% do Oleo adsorvido em areia contida em coluna, enquanto que os
biossurfactantes produzidos por espécies de Bacillus cultivados em residuos (melago
e soro de queijo) em condi¢gbes termofilicas removeram cerca de 30 % do dleo

contido em coluna (Joshi et al., 2008).

3.4.2 Aplicagao do biosurfactante Rufisan na remog¢ao do 6leo motor adsorvido
em diferentes tipos de solos através de ensaio cinético em frascos

A tabela 7 mostra os resultados dos experimentos de remogao do éleo motor
adsorvido em diferentes tipos de solos contidos em frascos.

Percentuais elevados de remocido de 6leo motor foram observados para as
solugdes contendo o biosurfactante na CMC (0,03%) e em concentragéo trés vezes
superior a CMC (0,09%). O tamanho das particulas das amostras dos solos
utilizados e o aumento da concentragdo do biosurfactante isolado, ndo exerceram
grande influéncia na remogao do poluente.

E possivel sugerir que o biosurfactante de Candida lipolytica utilizou o
mecanismo de deslocamento para liberar as gotas de 6leo adsorvidas nos solos,
uma vez que o aumento da concentragdo ndo provocou um aumentou significativo

do percentual de remocado do poluente. Esses resultados s&o satisfatérios sob o
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ponto de vista ambiental, ja que concentragdes elevadas de alguns biossurfactantes
provocam efeito toxico sob a populagdo microbiana nativa do solo (Christofi and
Ivshina, 2002).

O liquido metabolico contendo o biosurfactante de Rhodococcus erythropolis
removeu cerca de 94% de oleo bruto apds 120 minutos de agitacdo a 100 rpm. Apos
a lavagem, a fase oleosa manteve-se dispersa na fase aquosa, caracterizando o
fendmeno de remogéo associado ao processo de dispersao e deslocamento (Ciapina
et al., 20006).

O biosurfactante designado como JE1058BS, produzido por Gordonia n. JE-
1058 removeu cerca de 80% do d6leo bruto adsorvido em areia (tamanho de particula
de 3-6 mm), quando adicionado numa concentragao de 0,004% (Saeki et al., 2009).
Ja o biosurfactante de Candida antarctica demonstrou capacidade de remover cerca
de 50% de 6leo adsorvido em areia (Adamczac and Bednarski, 2000), enquanto que
a solucdo do biosurfactante isolado de Candida glabrata a 2,5 % de concentragao
removeu cerca de 84 % do 6leo de motor adsorvido em areia (Luna et al., 2009).

Biossurfactantes produzidos por linhagens de Pseudomonas aeruginosa
removeram valores em torno de 49-54% de 6leo bruto a temperatura ambiente, 52-
57% a 70°C e 58-62% a 90°C (Bordoloi and Konwar, 2008).

Resultados obtidos para o biosurfactante isolado de Candida sphaerica
demonstraram que a solugéo a 0,1 % de concentragao foi capaz de remover 65 % do
Oleo de motor adsorvido ao solo. A solugéao do surfactante na CMC (0,08%) removeu
55 % do dleo, enquanto que a solugao a 0,05% removeu cerca de 30%. O controle,
formulado com agua destilada, removeu apenas 14,5 % do 6leo adsorvido (Sobrinho
et al., 2008).

Resultados obtidos por Coimbra et al. (2009), utilizando o biosurfactante
produzido por Candida guilliermondii, demonstraram uma remog¢ao de 23,92% de
O0leo motor adsorvido em areia padrao (NBR 7214) e de 89,82% do contaminante
adsorvido em areia de praia. Ja o biosurfactante produzido por Candida lipolytica no
mesmo estudo apresentou resultados de 63,3% e 86,2% de remogao do mesmo
contaminante em areia padrao e areia de praia, respectivamente. Estudos realizados
com o biosurfactante produzido por Candida tropicalis apresentaram uma remocao
de 81,83% de o6leo motor adsorvido em areia padrao (NBR 7214) e 95,15% do
mesmo contaminante em areia coletada a beira mar (Batista et al., 2010).
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CONCLUSOES

O biosurfactante Rufisan isolado e contido no liquido metabdlico livre de células
apresenta capacidade de remocgao de contaminantes hidrofébicos contidos em solos
sob condigbes operacionais estaticas e dindmicas, demonstrando, em consequéncia,
elevado potencial para aplicagbes industriais e ambientais a um baixo custo, onde
podera ser utilizado na recuperacado de oleos, na limpeza de reservatérios e como

coadjuvante na biorremediacéo de solos contaminados com derivados de petroleo.
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TABELA 1
Parametros Solos
Gramulometria (%) Arenoso Siltoso Argiloso
Areia 88 43 50
Silte 3 18 2
Argila 9 39 48
% LP < 2um 8 23 47
Consisténcia
Limite de liquidez (LL) (%) NL 38 40
indice de plasticidade (IP) NL 11 13
(%)
la® - 0,48 0,28
Compactacao
Umidade 6tima (%) 8,70 14,70 19,00
Hamax_ (KN/m?®) 18,20 18,40 17,00
Classificagao Unificada SP-SM ML CL

la = IP/< 2um - Atividade, b1 1amax : PESO especifico aparente seco maximo
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TABELA 2
Determinagoes Arenoso  Siltoso Argiloso
pH em agua 6,08 5,2 6,23
Carbono Orgénico (g/Kg) 1,07 0,00 1,11
Matéria Organica (g/Kg) 1,85 0,00 1,91
Hidrogénio extraivel (H")
7,70 5,85 7,65
(cmolc/kg)
Aluminio Extraivel (Al+++)
0,40 0,35 0,10
(cmolc/kg)
Valor de S (soma de cations)
4,93 5,80 13,10
(cmolc/kg)
Valor de T (Cap. Troca
. 13,03 12,00 20,85
Cations) (cmolc/kg)
Valor de V (% Sat. de Base) 37,83 48,33 62,82
% Fe»03 no Ext. sulfurico
0,50 4,63 5,75
(9/Kg)
% SiO; na terra fina (g/Kg) 71,20 73,0 69,5
% Al;0O3 no Ext. Sulfurico
1,50 13,0 17,1
(9/Kg)
% agua no extrato saturagéo 39,5 44,2 49,4
Cond. Elétrica no ext. sat.
10 12 460
(uS/em a 25°C)
Superficie especifica (m?/g) 18,4 14,7 14,7
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TABELA 3
Removedores
Determinagoes A Liquido Rufisan Rufisan Tween
ua
g Metabodlico (CMC) (3xCMC) 80
pH em agua 5,68 6,28 6,60 6,40 5,72
Valor de S (soma de
. 12,73 71,37 9,56 9,22 8,24
cations) (cmolc/kg)
Valor de V (% Sat. de Base) 0,64 0,91 85,36 83,59 0,54
Valor de T (Cap. Troca
20,03 78,42 11,20 10,03 13,24

Cations) (cmolc/kg)
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TABELA 4
Removedores
Determinagao (unidade) A Liquido Rufisan Rufisan Tween
ua
g Metabdlico (CMC) (3xCMC) 80

pH em agua 5,93 5,74 5,00 5,20 4,66

Valor de S (soma de cations)
4,30 41,30 1,25 1,94 1,20

(cmolc/kg)
Valor de T (Cap. Troca
- 11,05 48,05 4,45 4,84 8,20
Cations) (cmolc/kg)

Valor de V (% Sat. de Base) 0,39 0,66 48,09 40,08 0,15
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TABELA 5
Removedores
Determinagao (unidade) A Liquido Rufisan Rufisan Tween
ua
g Metabdélico (CMC) (3xCMC) 80
pH em agua 5,75 6,13 6,2 6,3 5,77
Valor de S (soma de cations)
34,62 58,98 5,47 5,96 10,00
(cmolc/kg)
Valor de T (Cap. Troca
42,22 65,93 57,40 57,72 24,35
Cations) (cmolc/kg)

Valor de V (% Sat. de Base) 82,00 0,89 - 69,81
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TABELA 6

Remocao do 6leo lubrificante de motor pelos percolantes (%)

Solos Agua Liquido Rufisan Rufisan
Tween 80
destilada Metabodlico (CMC) (3xCMC)
Argiloso 13,5 17,5 30,0 31,2 33,3
Siltoso 10,0 15,2 26,5 30,0 32,2
Arenoso 71 12,3 26,0 33,1 37,3
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TABELA 7

Remocao do éleo lubrificante de motor pelos

percolantes (%)

Solos .
Agua Rufisan Rufisan
destilada (CMC) (3Xcmc)
Argiloso 40,0 98,0 99,5
Siltoso 40,3 98,1 99,5
Arenoso 41,2 98,0 99,5
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RESUMO

Este trabalho descreve a aplicacdo inédita do biossurfactante anidnico Rufisan
produzido por Candida lipolytica cultivada em residuo de refinaria de 6leo de soja e
acido glutdmico na remocgao de metais pesados e 6leo lubrificante de motor contidos
em solo de Formacao Barreira utilizando um permeadmetro de paredes flexiveis.
Inicialmente, as caracteristicas fisico-quimicas do solo foram determinadas. Em
seguida, corpos de prova foram preparados com o solo natural, bem como pela
mistura do solo com o dleo lubrificante de motor, para a posterior percolagdo do
biossurfactante. Um corpo de prova percolado inicialmente por chorume e, em
seguida, pelo biossurfactante também foi utilizado com a finalidade de observar as
interacbes entre o biossurfactante e o lixiviado de residuos soélidos urbanos. A
condutividade hidraulica medida ao longo da percolagao dos fluidos demonstrou que
o biossurfactante foi capaz de reduzir acentuadamente a permeabilidade do solo,
possibilitando sua aplicacdo em barreiras reativas. O biossurfactante Rufisan contido
no liquido metabdlico livre de células foi capaz de remover cerca de 96% de Zn e de
Cu e de deslocar e reduzir as concentragdes do metais Pb, Cd e Fe das camadas
superficiais do corpo de prova. Cerca de 20% do dleo lubrificante de motor também
foram removidos nos testes realizados no permeadmetro com o corpo de prova
contendo a mistura do solo compactado com o dleo. Portanto, o Rufisan de Candida
lipolytica apresenta potencial de aplicagdo em novas técnicas onde a remogao de
metais pesados e de derivados de petroleo adsorvidos em solo seja desejavel. Esses
resultados demonstram a versatilidade dos biossurfactantes em fungdo da natureza
anfipatica desses compostos, propriedade que os tornam cada vez mais competitivos
e funcionais, com possibilidades reais de utilizagdo nas industrias e no meio

ambiente.

Palavras-chave: Biossurfactante; Solos; Metais; Oleo motor; Chorume; Barreiras

reativas

136



RUFINO, R.D. 2010
Produgiao otimizada do biossurfactante Rufisan e aplicagdes biotecnolégicas

1. INTRODUGAO

Com o aumento exponencial da produg¢do industrial, inumeros produtos sao
utilizados e depositados inadequadamente no ambiente, contaminando solos e
aguas. Existem varios tipos de contaminantes e segundo Sparks (1995), para
contaminantes do solo e aguas incluem-se espécies inorganicas como Nitrato e
Fosfato, metais pesados como Cadmio, Cromo, Mercurio e Chumbo, quimicos
organicos, incluindo compostos hidrofébicos, acidos inorganicos e radionuclideos. No
solo natural, estes contaminantes podem nao ser completamente degradados, mas
transformados em produtos intermediarios que podem ser menos, iguais ou mais
perigosos do que o composto inicial, bem como podem ser menos ou mais moveis
no solo (Burden e Sims,1998).

A ABNT (Associagao Brasileira de Normas Técnicas) define lixiviado como
“liquido produzido pela decomposigdo de substéncias contidas nos RSU (Residuos
Solidos Urbanos) que tem como caracteristicas a cor escura, o mau cheiro e a
elevada DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio); constitui-se numa mistura de
substancias inorganicas, compostos em solugdo e em estado coloidal e diversas
espécies de microrganismos” (ABNT, 2004). A geracéo de lixiviados em um aterro
sanitario se da devido a percolagdo da agua da chuva que infiltra pela cobertura do
aterro e que excede a capacidade que o solo tem de manter retida a agua em seus
poros (capacidade de campo).

Varios métodos fisico-quimicos e bioldgicos, ou a combinagdo de ambos, s&o
usados no tratamento de lixiviados. Segundo Gomes (2000), o processo bioldgico
permite a biodegradagao dos compostos organicos presentes no lixiviado pela agcao
de microrganismos que transformam em substancias mais simples como agua, gas
carbbénico e metano. O tratamento fisico-quimico, combinado com um tratamento
bioldgico, consiste em eliminar do lixiviado espécies quimicas indesejaveis no
efluente final, como metais pesados e componentes organicos. Nos tratamentos
fisico-quimicos, por outro lado, as principais técnicas utilizadas sao diluicao, filtragao,
coagulacgao, floculacéao, precipitacdo, sedimentacgéo, adsorgao, troca idnica, oxidagao
quimica, osmose reversa, lavagem com ar, ultrafiltragcdo, oxidagdo, evaporagao
natural e vaporizacao.

Dentre os principais métodos de tratamento de lixiviados, destacam-se as
barreiras reativas. Esta técnica, conhecida também por barreiras geoquimicas,

consiste em uma forma passiva de tratamento no qual o liquido a ser tratado passa
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pelo interior da barreira (ou reatores) que contém um material que proporciona um
tratamento especifico. E um processo geralmente fisico-quimico, onde os reatores,
em geral, sdo compostos por solos ou misturas destes com outros materiais reativos.

Originalmente, Barreiras Reativas consistem em uma técnica de remediagéo de
pluma de contaminacdo do lencol freatico subterraneo. O conceito envolve a
instalagdo de Barreiras Reativas Permeaveis (BRPs) a jusante da fonte de
contaminagdo e na direcdo transversal ao fluxo da pluma de contaminagao
(Suthersan, 1996). Desta forma, direciona-se o fluxo da pluma de contaminagao
através da barreira, promovendo reagbes que atenuam a carga contaminante.
Normalmente, este processo de tratamento € passivo, induzido apenas pela
condicdo natural de fluxo subterrdneo. Por este motivo, a técnica de Barreiras
Reativas Permeaveis, se aplicavel, constitui-se em uma alternativa de remediagao de
areas contaminadas com vantagens econdémicas e simplicidade operacional em
relagdo a outras técnicas. O tratamento da pluma de contaminagdo pode ocorrer por
processos fisicos, quimicos e/ou biolégicos promovidos por elementos reativos
presentes na barreira reativa.

O foco deste estudo € a utilizagdo da técnica de barreira reativa permeavel
(BRP) no tratamento do lixiviado gerado no interior de um aterro sanitario. Entre
alguns dos mais importantes destes processos incluem-se precipitagao, sorgao,
oxidagao/reducdo, fixacdo e degradacdo. Estes processos poderdao ocorrer
simultaneamente na promogdo da remog¢do dos contaminantes das aguas
subterrédneas ou na transformagdo em formas menos toxicas (Starr e Cherry, 1994;
Nobre, 2003). E necessario, assim, conhecer as caracteristicas do contaminante
para selecionar o tipo de elemento reativo mais adequado ao tratamento. Diferentes
contaminantes tém comportamentos diferenciados e caracteristicas proprias o que
exige que as barreiras reativas sejam construidas especificamente para cada
contaminante.

Esta selecdo envolve, além de critérios de eficiéncia reativa, o custo, a
disponibilidade de material, a exequibilidade, o subproduto gerado, as condigbes de
coluna da pluma através da barreira, entre outras condicionantes operacionais.
Alguns fatores importantes que limitam a aplicagdo da técnica incluem a
profundidade em que ocorre a pluma de contaminagdo, a densidade do
contaminante e a espessura do aquifero. A técnica de BRP aplica-se a

profundidades relativamente baixas, pois BRP muito profundas séo antiecondmicas
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devido aos gastos com escavagao, mobilizagdo de terra e manutengédo da barreira,
entre outros. Neste contexto, a permeabilidade da barreira torna-se outro importante
fator, devendo a permeabilidade da barreira ser tal que o fluxo através da barreira
seja suficientemente lento para que as reag¢des ocorram e, ao mesmo tempo, sera
maior ou igual ao fluxo hidrolégico natural a fim de que a barreira ndo gere uma
reducdo da velocidade de fluxo natural, o que resultaria no desvio da pluma de
contaminacéao.

Uma série de materiais reativos vem sendo analisada para avaliagdo do
potencial de remediagdo/degradagcdo de diferentes tipos de compostos, incluindo
contaminantes inorganicos, tais como metais pesados, e contaminantes orgéanicos,
derivados de petroleo e de solventes industriais (Nobre, 2003). Na confecgédo dos
reatores utilizam-se varios elementos reativos, os quais podem reagir com o0s
contaminantes das aguas superficiais para atenua-los, modifica-los quimicamente ou

reté-los por completo. Como exemplos de elementos reativos tém-se zedlitas,

0
bentonitas, silica gel, ferro com valéncia zero (Fe ), resina de troca de ions, carvao

ativado, entre outros. Nesse contexto, surge a possibilidade de aplicar
biossurfactantes como elemento reativo no tratamento dos contaminantes contidos
em barreiras reativas, técnica até entdo nao descrita na literatura.

Os surfactantes sdo compostos quimicos constituidos por moléculas anfipaticas
contendo porgdes hidrofilicas e hidrofébicas que se particionam, preferencialmente,
na interface entre fases fluidas que possuem diferentes graus de polaridade e pontes
de hidrogénio, como interfaces O6leo/agua ou ar/agua. A porgdo apolar é,
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porg¢ao polar pode ser iGnica
(catibnica ou anibnica), nao-ibnica ou anfotérica (Calvo et al., 2009). Estas
caracteristicas permitem aos surfactantes reduzir a tensdo superficial e interfacial e
formar microemulsées onde os hidrocarbonetos possam se solubilizar em agua ou
onde a agua possa se solubilizar em hidrocarbonetos (Muthusamy et al., 2008). Tais
propriedades possibilitam uma ampla gama de aplicagbes industriais envolvendo
detergéncia, emulsificagdo, lubrificagcdo, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizagao e dispersio de fases.

Considerando que poucas tecnologias podem ser utilizadas no tratamento
concomitante de poluentes organicos e metais pesados, os biossurfactantes, em

funcdo de suas propriedades, podem ser aplicados ndo s6 na remocgao de

139



RUFINO, R.D. 2010
Produgiao otimizada do biossurfactante Rufisan e aplicagdes biotecnolégicas

compostos orgéanicos hidrofobicos, como também na remoc¢do de metais pesados,
especialmente os anibnicos, que podem capturar os cations metalicos através de
interacdes eletrostaticas ou complexagao, e os hidrocarbonetos pela redugcéo da
tensao interfacial e consequente solubilizacdo desses na fase aquosa ou através da
captura das gotas de oleo no interior de suas micelas (Mulligan et al., 2001).

Nesse sentido, esse trabalho visa avaliar a aplicabilidade do Rufisan, um
lipopeptideo produzido pela levedura Candida lipolytica com excelentes propriedades
surfactantes (Rufino et al., 2008) no tratamento de contaminantes provenientes de
residuos solidos urbanos e de oleo lubrificante de motor contido em solo de

Formacéao Barreira.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Solo

Um solo da Formacgéo Barreira foi utilizado nos experimentos. Amostras do solo
foram coletadas no municipio de Abreu e Lima, localizado na Regido Metropolitana
da cidade do Recife. Amostras de 20 Kg de solo foram coletadas e acondicionadas
em sacos de nylon, seco ao ar, quarteado e homogeneizado.

Para os ensaios de condutividade hidraulica, o solo foi peneirado em peneira de
50 mesh (abertura de 0,297 mm), com a finalidade de melhor aproveitamento das
propriedades de retencao.

Para a caracterizacao fisica do solo foram realizados os seguintes ensaios:
Granulometria (ABNT, 1984a), Limites de Liquidez (ABNT,1984b) e Plasticidade
(ABNT, 1984c), Peso Especifico dos Graos (ABNT, 1984d) e Ensaios de
Compactacdo (ABNT, 1986), obedecendo as recomendagbes da Associagédo
Brasileira de Normas Técnicas.

A caracterizagao quimica do solo peneirado foi realizada no Laboratério de
Quimica do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Catdlica de
Pernambuco conforme a metodologia do Manual de Métodos de Analise de Solos da
Embrapa (1997). Foram determinados os valores do pH, em H,O e KCI 1M, as bases
extrativeis Sédio (Na*), Potassio (K*), Calcio (Ca®*) e Magnésio (Mg®*), a Acidez
extrativel Aluminio (A**) e Hidrogénio (H*), a Condutividade elétrica no extrato de
saturacdo (CE), e superficie especifica. Com base nos resultados da analise quimica

do solo, foram calculados, de acordo com o novo sistema de classificagao de solos
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da Embrapa (1997), a Soma das Bases (S), a Capacidade de Troca Catidnica (CTC
ou T), o Grau de Saturagdo por Bases (V) a Saturagcdo por Aluminio (m) e a
Saturagéo por Sodio e éxidos.

As analises quimicas foram efetuadas nas partes de entrada do fluido (topo) e
saida do fluido (base) de cada corpo de prova percolado pelos contaminantes. O
local do seccionamento, que resultou na divisdo entrada e saida, para referida
analise, foi definido como o ponto médio ortogonal a sua altura, esta paralela ao
fluxo. A descrigdo dos corpos de prova e sua devida contaminagao sdo mostrados na
Tabela 1.

2.2 Fluidos percolantes e contaminante

2.2.1. Biossurfactante

O biossurfactante Rufisan produzido por Candida lipolytica (UCP 0988) foi
utilizado como removedor dos poluentes em sua forma bruta (Rufino et al., 2008). O
Rufisan exibe excelente capacidade surfactante, uma vez que reduz a tensao
superficial da agua de 71 mN/m para 25 mN/m.

Apo6s fermentagdo em meio contendo 6% de residuo de refinaria de dleo de
soja e 1% de acido glutdmico durante 72 horas, o liquido metabdlico foi centrifugado

a 2 000 g e utilizado como percolante nos experimentos.

2.2.2. Chorume (lixiviado)

O chorume foi recolhido no aterro de residuos solidos de Aguazinha, cidade
de Olinda, regido metropolitana de Recife — PE. O aterro de residuos sdlidos de
Aguazinha recebe diariamente, em média, 400 toneladas de residuos sélidos
urbanos, solidos volumosos (entulhos e raspagens) e residuos de podacgéo,
correspondendo a um total aproximado de 12.000 toneladas/més. (MARIANO, 2008).
A caracterizagdo quimica do chorume foi realizada nos Laboratérios de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco de acordo com a APHA (1995). O

chorume foi utilizado como percolante na mesma quantidade do biossurfactante.

2.2.3. Oleo lubrificante de motor
O 6leo lubrificante de motor obtido em um estabelecimento de manutencao

automotiva localizado na cidade do Recife foi utilizado como contaminante do solo.
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2.3. Preparagao das amostras e procedimentos de ensaios

2.3.1. Mistura solo e déleo lubrificante

Para a simulacdo de uma contaminacao de 6leo lubrificante usado no solo e
posterior compactagao do corpo de prova S-OL-B com energia do Proctor Normal, foi
necessaria a homogeneizagdo manual das duas fases. A quantidade utilizada de
Oleo lubrificante para o ensaio foi determinada em fungcéo do peso seco da amostra

total de solo, ficando em de 10% da mesma.

2.3.2. Determinagao da condutividade hidraulica
As condutividades hidraulicas dos solos saturados, percolados por 500 mL de
agua destilada, chorume e biossurfactante foram determinadas através de

permeametro de paredes flexiveis, com carga constante, descrito a seguir.

2.3.3. Permeametro de paredes flexiveis

Os ensaios para determinacdo da condutividade hidraulica nos corpos de
prova foram realizados no permeametro de paredes flexiveis (TRIFLEX 2, ELE
International, Canada) do laboratério de residuos sdélidos na UFPE. O equipamento
utiliza a técnica de carga constante, impondo-se dois tipos de pressédo na célula do
aparelho (camara triaxial), e consequentemente a amostra nela contida: a primeira,
um gradiente de pressao entre a base e o topo da célula onde esta inserido do corpo
de prova, e a segunda uma tens&o confinante, ortogonal ao fluxo. O corpo de prova
dentro da célula é envolvido por uma membrana de latex. Com esta configuragéao,
podem-se variar tanto as medidas de volume percolado, quanto as de tempo do
ensaio, gradiente de pressao e pressao confinante. O permeametro de parede
flexivel tem vantagens em relagdo ao de parede rigida, tais como: controle de
tensbes principais, saturacdo através de contra-pressdo, medida de saturagao pelo
parametro B — camara triaxial, transdutor de presséo e os medidores de variagao
volumétrica. As condutividades hidraulicas foram calculadas através da equacéao 1,
onde k é o coeficiente de condutividade hidraulica (m/s);V o volume percolado pelo
corpo de prova (m?); I a altura do corpo de prova paralelo ao fluxo (m); A a area do
corpo de prova, ortogonal ao fluxo (m?); 4P - o gradiente de pressdo no ensaio entre

a base e o topo (m.c.a) e t o tempo (s).
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K=(VI)/A APt
Eq. 1

As condutividades hidraulicas com os contaminantes foram medidas fazendo
com que a pressao aplicada na base da camara do equipamento permanecesse
nula, gerando consequentemente um fluxo descendente. Tal metodologia foi
aplicada devido aos contaminantes nao poderem circular pelos medidores de
variagdo volumétrica e valvulas do equipamento. Foram determinadas também,
através do equipamento, os adensamentos dos corpos de prova nas tensdes de 25,
50, 100 e 200 kPa. Logo apés cada ponto de adensamento, foram efetuadas novas
determinacgdes de condutividade hidraulica.

As amostras do solo natural e das misturas do solo — éleo foram compactadas
estaticamente nas umidades o6timas, de 19 e 13%, respectivamente, e nos pesos
especificos secos maximos, ambos de 16 kN/m?3. Corpos de prova com altura média
de 109 mm e didmetro médio de 98 mm foram preparados. A saturacdo das
amostras foi atingida por contra-pressédo, sendo constatada por meio do parametro

B = Au/Ac3 (Au — acréscimo poro-pressdo da agua e Aoz acréscimo e tensdo

confinante), utilizando-se um transdutor com leitura externa de poro-pressao. Apos a

saturagéo, aplicou-se nas amostras uma tens&o confinante, o3 120 kPa. Entre cada

etapa e apds consolidacdo, determinou-se a condutividade hidraulica. Para
estabelecer o fluxo de agua, chorume ou biossurfactante na amostra, aplicou-se uma
diferenca de tensdo entre a base e o topo de 5 kPa, quando, entdo, se mediu o
tempo necessario para que um volume de 5.000 mm?® de agua atravessasse 0 corpo
de prova, processo repetido até que se obtivesse trés intervalos de tempo iguais.

O sistema do permeametro é composto de um painel de controle principal e é
capaz de testar uma amostra, enquanto funciona como um controlador para outras
amostras. O painel aumenta a capacidade do sistema sem duplicar as fungdes
principais.

Devido as peculiaridades de cada percolante, foi necessario ajustar o
equipamento a cada um deles para a realizagcdo do ensaio de condutividade
hidraulica.

No ensaio com agua destilada, para o corpo de prova S-AD, utilizado como

referéncia quimica e fisica para os demais, nao é necessaria nenhuma modificacao
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do equipamento, pois todo o fluido pode passar, sem nenhum desgaste, pelos
componentes internos do permeametro.

Os contaminantes chorume (S-CH), o6leo lubrificante usado junto com
biossurfactante (S-OL-B) e chorume junto com o biossurfactante (S-CH-B) nao
podem percolar por dentro do equipamento, visto sua enorme agressividade com os
componentes do mesmo. Dessa maneira, utiliza-se uma tensao de base igual a zero
e se percola o contaminante somente através da célula auxiliar do permeametro. Em
todos os ensaios o solo foi saturado com o respectivo contaminante antes do inicio
das medi¢des de condutividade hidraulica. A excecédo se deu no corpo de prova S-
OL-B, onde o contaminante foi inserido antes da compactag¢ao do solo e a saturagao
foi feita pelo fluido biossurfactante. A percolacido adicional de biossurfactante foi feita
com a finalidade de avaliar a descontaminacéo ocorrida pelo mesmo nos corpos de
prova S-OL-B e S-CH-B.

2.3.4. Quantificacao dos metais pesados no solo natural e no 6leo lubrificante
de motor

As determinagbes do teor de metais das amostras foram realizadas em
Espectrdmetro de Absorgcdo Atdbmica em chama (FAAS) multicanal, Varian 220 FS,
nas condicdes especificadas na Tabela 1. Como fonte de radiagao foi utilizada uma

lampada de catodo multielementar, operando com uma corrente de 10 mA.

2.3.5. Quantificagao do d6leo lubrificante de motor removido do corpo de prova
pela percolagao do biossurfactante

A quantidade de 6leo removido apds a percolagdo do biossurfactante no corpo
de prova S-OL-B foi analisada na secao de saida por extracdo do 6leo removido com

hexano e posterior determinagao do percentual de remogao por gravimetria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao fisica do solo

A utilizacdo de solo como barreira reativa permeavel, para o tratamento de
remediacdo “in situ” requer, inicialmente, a adequada caracterizagdo do solo. As
caracteristicas fisicas, e quimicas do solo sado importantes para determinar a sua

aplicabilidade em barreiras reativas, que pode ser tanto na contencdo e
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direcionamento do fluxo hidraulico da pluma quanto como elemento componente da
parte reativa.

Os resultados dos ensaios de granulometria do solo e de compactagao
realizados com energia do Proctor Normal sdo apresentados na Tabela 2.

A distribuicdo granulométrica indicou uma predominéncia da fragao fina no
solo. O solo, de acordo com os valores de IP LL foi classificado como mediamente
plastico — IP entre 7 e 15 (Caputo, 1988). O indice de atividade de 0,4 indicou a
fragado argila inativa. A classificagao pelo SUCS (Sistema Unificado de Classificagao
de Solos) o enquadra como uma argila de baixa compressibilidade (CL).

Apos a mistura entre o solo e o 6leo, foi realizado um ensaio de compactacao.
Obteve-se umidade 6tima de 13,2% e peso especifico seco maximo de 16,9 kN/m3,
Notou-se que ha uma reducado no valor da umidade étima do solo natural, quando se
adicionou o 6leo e nao houve alteragao no valor do peso especifico seco maximo do
solo. O éleo funcionou como um lubrificante, reduzindo o atrito entre as particulas
fazendo com que a mistura solo-6leo tenha 0 mesmo peso especifico seco maximo

par a mesma energia aplicada.

3.2. Caracterizagao quimica do solo

As caracteristicas quimicas do solo natural estdo descritas na Tabela 3. O
solo apresenta acidez acentuada, com o pH variando entre 4,04 e 5,20. A diferenca
entre o pHkc € 0 pHu2o € negativa, indicando a presenga de argilas silicatadas
(Carvalho, 2004). O solo ndo apresenta matéria organica. A capacidade de troca
catibnica (T) € baixa (12 cmolc/.kg). A saturacéo por bases (valor V) é 69,21 %
indicando ser o solo fértil para o plantio.

A condutividade elétrica do solo natural & baixa 0,012 uS/cm/25 ‘C, tendo
baixo teor de sal na sua constituicdo. Considerando os teores do Oxido férrico
(Fe203) o solo é de carater hipoférrico, isto é, solos com teores de 6xido de ferro
menores que 80g/kg. Os valores de 14,7 m?%g da superficie especifica confirmam a

presenca do mineral caulinita na mineralogia do solo natural.
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3.3. Condutividade hidraulica

O coeficiente de condutividade hidraulica € definido como sendo a maior ou
menor facilidade com que a agua passa através de um meio fisico. Os resultados
dos ensaios de condutividade hidraulica sado apresentados na Tabela 4. A
condutividade hidraulica do solo com agua destilada tomada por referéncia neste
trabalho ¢ 3,61 x 10 m/s, tipica de argila e excelente para funcionar com barreira
impermeabilizante. No caso em estudo, ha pequenas variagbes da condutividade
hidraulica do solo quando se fazem percolar outros fluidos. Todas as condutividades
sd30 da mesma ordem de grandeza (10 m/s) exceto no solo misturado com éleo. A
relagéo entre as condutividades do percolante e da agua destilada (K|,/Kaq) variou de
0,39 a 53,43, sendo maior quando a agua percolou no solo misturado com 6leo e
menor com o biossurfactante.

A condutividade do solo saturado com chorume foi de 1,95 x10° m/s,
enquanto que ao ser percolado pelo biossurfactante houve uma redugdo na
condutividade chegando a niveis de 10 m/s.

A condutividade do solo compactado com o6leo lubrificante e percolado pelo
biossurfactante foi inicialmente de 1,93 x 107 m/s, ainda na fase de saturagdo. O
6leo misturado ao solo causou, inicialmente, um acréscimo na condutividade quando
comparado com o solo natural em &gua destilada (3,61 x 10° m/s) e o
biossurfactante foi reduzindo progressivamente o efeito do 6leo e a condutividade
final apds 20 dias de observacao foi de 1,43 x 10° m/s.

Nesse sentido, a condutividade hidraulica demonstrou que o biossurfactante
foi capaz de reduzir acentuadamente a permeabilidade do solo, possibilitando sua
aplicagao como aditivo em barreiras reativas. A natureza idnica do biossurfactate
aumentou a atracao entre as particulas carregadas, fazendo com que a estrutura do

solo se tornasse menos porosa, dificultando assim a percolagcao dos fluidos.

3.4. Remogao dos metais pesados

Os possiveis mecanismos para a extracdo de metais pesados por
biossurfactantes incluem troca ibnica, precipitagdo-dissolu¢do e associacdo ao
contra-ion. Considera-se que os metais sdo removidos através da formacido de
complexos com o surfactante, na superficie do solo, sendo destacados do solo pela
reducdo da tensdo interfacial e se associando, consequentemente, as micelas

surfactantes (Peng et al., 2009). Os surfactantes aniénicos fornecem resultados
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satisfatorios uma vez que os cations dos metais tém afinidade pelos surfactantes
negativamente carregados, sendo também possivel que o biossurfactante permita
uma maior remoc¢ao em funcido de sua capacidade de redugao da tensao interfacial
(Asgci et al., 2008).

Segundo a literatura, € importante que os biossurfactantes usados no
tratamento tenham uma interagdo minima com o solo. Em outras palavras, é
desejavel que a maioria dos biossurfactantes permanega na fase aquosa. Entretanto,
as grandes concentragbes de biossurfactante normalmente requeridas para a
remocgao efetiva de metais pesados em solo se devem a sorgao desses ao solo (Asgi
et al., 2007; 2008). Logicamente, o comportamento adsortivo de um biossurfactante
ira depender de suas caracteristicas moleculares, como por exemplo, carga e
hidrofobicidade, bem como das caracteristicas do solo (Asgi et al., 2008).

Nesse sentido, o biossurfactante aniénico de baixo custo, Rufisan, produzido
a partir do cultivo de Candida lipolytica em residuo industrial de refinaria de éleo de
soja e capaz de reduzir a tensao superficial da agua para 25 mN/m foi testado na
remocao dos metais pesados contidos nos corpos de prova contaminados com 6leo
lubrificante de motor e chorume em permeéametro de paredes flexiveis.

Os ensaios de espectrometria de absorgcdo atbmica em chama realizados no
solo natural e nos corpos de prova percolados com chorume, com chorume e
biossurfactante, como também no solo misturado com éleo lubrificante de motor e
percolado pelo biossurfactante estdo na Tabela 5. Todas as comparacgdes efetuadas,
de acréscimo ou decréscimo de percentuais, foram tomadas com base nos niveis de
cada metal em questao no solo natural.

Para o solo misturado com 6leo lubrificante de motor e compactado, ao ser
percolado pelo biossurfactante, houve uma reducdo na concentracdo de ferro em
torno de 16,5% na sec¢do de saida e de 50% na concentracido de cadmio. Com
relagdo ao zinco, praticamente n&do houve alteracdo na concentracido desse metal.
No caso dos metais cobre e chumbo, houve deslocamento desses metais para a
base do solo, aumentando, assim, suas concentragbes em 20 e 17%,
respectivamente. A percolacdo do biossurfactante causou a concentragdo desses
metais na base, havendo assim um carreamento desses para a base do corpo de

prova.
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Para o solo percolado pelo chorume, ndo se observam alteracbes das
concentracdes dos metais do top em relacédo a base, exceto com relacdo ao cobre e
ao chumbo, que foram reduzidos em 46 e 13%, respectivamente.

Para o solo percolado pelo chorume e posteriormente pelo biossurfactante, ha
um acréscimo da concentragdo de ferro e cadmio na base do corpo de prova em
relacdo ao topo, embora os valores encontrados sejam inferiores as respectivas
concentracdes desses metais no solo natural. Para o zinco e o cobre, observou-se
uma redugdo das concentragdes da base em relagdo ao topo de 96,2 e 96,8%,
respectivamente. Para o chumbo, observa-se que houve um deslocamento desse
metal para a base do corpo de prova de 15,4%.

Os resultados mostraram que o biossurfactante mostrou ser eficaz para ser
usado na biorremediagao principalmente do zinco e do cobre.

A concentragdo dos metais presentes no solo natural atendeu as
recomendagdes do CETESB (2001), exceto para a concentracdo de cadmio, que
ultrapassou o limite de 0,0005 g/Kg.

Uma vez que ndo existem relatos descritos na literatura para ensaios
semelhantes aos usados nesse trabalho com o biossurfactante de Candida lipolytica
(UCP 0988), torna-se dificil a discussdo desses, embora os percentuais de remogao
obtidos possam ser considerados satisfatérios quando comparados aos relatados em
outras condigdes experimentais, uma vez que foi utilizado o liquido metabdlico
contendo o biossurfactante, ou seja, o biossurfactante bruto, bem como o fato da
acgao do surfactante ter sido superior a interagdo solo-contaminante, ja que o mesmo
foi capaz de remover os metais detectados. E importante destacar que a
profundidade da camada do solo exerceu influéncia nos resultados de remocao.

O surfactante saponina, por exemplo, que apresenta uma tensio superficial
de 36 mN/m, foi testado entre 0,1 e 10%, sendo a remocédo dos metais pesados
contidos no solo proporcional a sua concentragao (Hong et al., 2002).

A possibilidade do uso de biossurfactantes na remocado de metais pesados
tem sido demonstrada em alguns trabalhos realizados a nivel laboratorial. Mulligan et
al. (1999) demonstrou a aplicabilidade de biossurfactantes na remocado de metais
pesados contidos em solos. Inicialmente, o soforolipideo de Torulopsis bombicola
cultivada em glicose e éleo de soja, com uma CMC de 0,8g/L (0,08%) e capacidade
de reduzir tensao superficial para 34 mN/m foi testado. A solu¢ao do soforolipideo a

4% nao removeu o Zn contido no solo, removendo apenas 3% do Cu. Ja o
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raminolipideo de Pseudomonas aeruginosa produzido em meio mineral contendo 4%
de glicose, com uma CMC de 0,003% e tensao superficial de 26 mN/m possibilitou a
remocao de 20 e 35% de zinco e cobre, respectivamente, para uma elevada
concentragao, de 12%, uma vez que a solugdo do raminolipideo a 2% removeu
apenas 5 e 10% de zinco e cobre, respectivamente. Mulligan et al., (2001)
demonstraram o aumento da remocao de Zn quando a surfactina a 2% foi usada em
combinagao com uma base.

Daharazma e Mulligan (2007) observaram que os percentuais de remogao dos
metais pesados em solo aumentaram linearmente com o aumento da concentragcao
do raminolipiodeo testado. A utilizacdo de 5% do raminolipideo removeu 37% de Cu,
7,5% de Zn e 33,2% de Ni. Dois agentes ambientalmente compativeis, ou seja, um
raminolipideo (0,5%), com CMC de 0,005% (0,05¢g/L) e a CMCD
(carboximetilciclodextrina) (5,3%) foram testados para a remoc¢do de metais
adosorvidos em dois tipos de solo. Apds dez lavagens consecutivas, o raminolipideo
foi capaz de remover 14,2 e 15,3% do Pb contido nos solos testados, enquanto que
a CMCD removeu 5 e 13,4% do metal contido nos solos testados (Neilson et al.,
2002).

3.5. Remocgao do éleo lubrificante de motor

Apés a percolagao do biossurfactante no corpo de prova S-OL-B, a solugao
percolada foi analisada para determinagao do conteudo do 6leo removido. Observou-
se que o biossurfactante bruto foi capaz de remover 20% do oleo lubrificante
adsorvido ao solo. Este resultado reflete as propriedades anfipaticas dos
biossurfactantes, as quais permitem que esses compostos possam ser usados na
remocgao concomitante de diferentes tipos de poluentes ambientais como os metais
pesados e os hidrocarbonetos presentes em residuos e derramamentos de petroleo

e derivados, entre outros, como descrito por Mulligan et al. (2001).

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o Rufisan pode ser aplicado em associagao a
barreiras de contencdo da contaminagao por residuos sélidos urbanos na reducao
da permeabilidade do solo e na recuperagao conjunta de contaminantes como

metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo. A compatibilidade ambiental, bem
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como a possibilidade de associagdo a métodos convencionais de remediacéo

impulsiona o desenvolvimento dessa tecnologia alternativa.
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TABELA 1
Denominacao do corpo de Descricao do tipo de percolante(s)
prova
SN Solo sem percolagao (solo normal)
S-AD Solo percolado por agua destilada
S-CH Solo percolado por chorume
Solo resultante da mistura solo e 6leo lubrificante
S-OL-B usado, percolado por biossurfactante
S-CH-B Solo percolado por chorume e, em seguida, por

biossurfactante
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TABELA 2

Gramulometria (%)

Areia 41
Silte 17
Argila 42
% LP <2um 24

Consisténcia
Limite de liquidez (LL) (%) 38

indice de plasticidade (IP) 14
(%)

la® 0,48
Compactagao

Umidade étima (%) 19,0
wamax (KN/m®) 16,9
Classificagao CL
Unificada

¥la = IP/< 2um - Atividade, P llamax : PESO especifico aparente seco maximo
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TABELA 3

Determinagao SN

pH em agua 5,20

pH em KCI 4,04

Matéria Organica 0,00
Aluminio Extraivel (AI"*") 0,35
Ca"" trocéavel 0,00

Mg*™ trocavel 5,80

Na® trocavel 7,60

K" trocavel 0,50
% saturacéo de Sodio 54,50
Valor de S (soma de cations) 13,94
Hidrogénio extraivel (H") 5,85
Valor de T_(Cap. Troca 2014

Cations)

Valor de V (% Sat. de Base) 69,21
% Fe203 no Ext. Sulfurico 4,63
% SiOy na terra fina 73,0

% Al,O3 no Ext. Sulfurico 13,0
% agua no extrato saturacao 44,2
Cond. Elétrica no ext. sat. 0,012

(HS/m)
Superficie especifica 14,7
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TABELA 4

Solo - Fluido percolante (corpo de prova)

Valores
S-ADP S-CH° S-CH-B° S-OL S-OL-B°
Condutividade hidraulica k 2,46 x 10%a
(m/s) 3,61x10° 591x10° 1,0 x10™ 1,93x107 1,43x10°
Relagao Kip/Kag? 1 1,60 0,68 a 53,46 0,39

? Kip: Condutividade hidraulica com o fluido percolante; Kaq: Condutividade hidraulica
com a agua destilada; °S-AD: solo-agua destilada; S-CH: solo-chorume; S-CH-B:

solo-chorume- biossurfactante; S-OL: solo-6leo; S-OL-B: solo-6leo-biosurfactante
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TABELA 5

Quantificagao

Metais g5  s-OL-B°(g/kg)  S-CH® (g/kg) S-CH-B® (g/kg)
(g’kg) Entrada Saida Entrada Saida Entrada  Saida

Pesados

Fe 52,500 51,705 43,850 48,075 48,080 44,500 50,985
Cd 0,0009 0,0012 0,0006 0,0010 0,0010 0,0005 0,0007
Zn 0,0191 10,0147 0,1485 0,0144 0,0144 0,3616  0,0137
Cu 0,0133 10,0128 0,0154 0,0076 0,0041 0,1615  0,0051
Pb 0,014 0,012 0,014 0,015 0,013 0,013 0,017

unidade para o o6leo; °S-AD: S-CH: solo-chorume; S-CH-B: solo-chorume-

a

biossurfactante; S-OL-B: solo-6leo-biosurfactante
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