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RESUMO

Biossurfatantes s&o compostos anfipaticos de origem biologica que apresentam uma porcdo hidrofilica e
outra hidrofdbica. Esta propriedade Ihes confere a capacidade de diminuir a tenséo superficial e interfacial.
de um meio liquido.

Na busca de fontes altemativas para a produgdo de compostos de interesse biotecnologico, o uso de
subprodutos de processamento agricola ou industrial apresenta um vasto campo a ser explorado. A
industrializago da mandioca, em farinha e fécula, gera aproximadamente 240.000 L de residuo/més. Este
residuo, a manipueira, é altamente toxico (devido a presenca de glicosideos cianogénicos) e poluente
(dado a altas concentragdes de matéria organica néo esgotada que podem atingir 100 g DQO/L).

A possibilidade da utilizag&o deste residuo como substrato para microrganismos e o interesse na produgdo
de compostos biotecnologicamente relevantes nos incentivou a investigar a produgdo de biossurfatantes
pela cepa Bacillus subtilis LB5a.

Definidas as condigdes e cinética da fermentag&o, foi obtido uma produgéo de 2,5 g/L de surfatante em 36
horas de cultivo. O tensoativo se mostrou capaz de reduzir a tenséo superficial do meio de 47,74 mN/m,
para 25,96 mN/m, CMD-! de 26,19 e CMD-2 de 29,47 mN/m, com fens3o interfacial contra hexadecano de
0,76 mN/m, além de CMC de 10 mg/L. O extrato apresentou estabilidade a altas concentragdes de sal
(>15%), elevadas temperaturas (135°C), ampla faixa de pH (6-12) e foi estavel a variadas concentracbes
de enzimas do tipo cisteina-proteases.

A analise de aminoacidos do produto purificado, revelou a presenga de acido glutamico, acido aspartico,
valina e leucina na proporgéo 1:1:1:4, caracterizando o produto como um lipopeptideo. Por espectrometria
de massas foi confimada a presenca de uma série homéloga de lipopeptideos com variagSes no tamanho
da cadeia hidrocarbonica caracterizando o composto como o tensoativo surfactina. Além disso, verificou-se
a predominancia do homélogo de massa molecular 1036 g/Mol.

O biossurfatante de B.subfilis LB5a, apresentou capacidade de formar emulsdes estaveis em oleos,
hidrocarbonetos e combustiveis; revelou-se como substancia potencial para utilizagio na recuperacao
melhorada de petroleo (MEOR) e em biorremediagdo, avaliado a partir da remogéo de dleo bruto de areias
contaminadas. Alem disso, apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas e
negativas e apresentou agdo antitproliferativa sobre células tumorais humanas.

Os resultados descritos neste trabalho fomecem dados relevantes acerca do potencial do biossurfatante
surfactina e suas possiveis aplicagdes. Além disso, evidenciam a manipueira como um excelente substrato
para a produggo de biossurfatante pela cepa estudada, possibilitando uma grande redugéo de custos de
producao através da utilizagio de um residuo como substrato, bem como pelo processo de obtengo do
produto por métodos bastante simplificados.
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ABSTRACT

Biosurfactants are amphypatic compounds from biologycal source showing both hydrophilic and lipophilic
groups. Due to this feature, the biosurfactants acts decreasing the surface and interfacial tension of a liquid.
The byproducts of agricola and industrial processing are an underexplored new sources to thé production of
biotechnological interesting compounds. The cassava industrialization yields c.a. 240.000L of residue by
month. This residue, cassava wastewater (manipueira), is highly toxic (due to the presence of cianogenic
glycosides) and poluent (due to high concentrations of organic matter, that may reach 100 gDQOIL).

The possibility of the utilization of manipueira as substract for microorganism growth and the interest in the
production of biotecnologically important aducts, encourage us to investigate the biosurfactants production
by Bacillus subtilis LB5a strain.

After the growing conditions optimizations, 2,5 g/L of surfactant was obtained in 36 hours. The biosurfactant
have reduced the surface tension of the medium from 47,74 mNim to 25,96 mN/m, CMD-! of 26,19 and
CMD-2 of 29,47 mN/m, with interfacial tension against hexadecane of 0,76 mN/m and CMC of 10 mg.L1.

The extract show stability with respect to high salt concentration, high temperature, wide range of pH (6-12)
and to several concentrations of diferent cysteine proteases.

The aminoacids analysis of purified product, revealed the presence of glutamic acid, aspartic acid, valine
and leucine at a 1:1:1:4 ratio, characterizing the product as a lipopetide. Mass spectrometry analysis
confirmed the presence of a lipopeptide homologous serie with variations in the hydrocarbon chain lenght,
known as surfactin. Furthemore, was verified the predominance of the 1036 g.Mol' molecular mass
homologous.

The biosurfactant from LB5a strain was able to produce stable emulsions in oils, hydrocarbons and fuels,
bioremediation and Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR), potential were observed by the remotion of
crude oil from contaminated sand. The surfactin also showed antibacterial activity agains gram positive and
negative bacterias and showed antiproliferative activity agains human tumoral cells.

The results described herein give important data reflecting the surfactant potential of the surfactin and its
applications. Moreover, they reveal the manipueira as an excellent substrate to the biosurfactant production
by the studied strain. The utilization of an industrial residue as substrate allows a strong cost reduction to
the sufactant production and consists a potentially alternative to the treatment of this effluent.



1. INTRODUGAO

O estudo e desenvolvimento de compostos quimicos sintéticos e biologicos tém recebido atengéo
especial, sobretudo aqueles cujas propriedades apresentam possibilidades de aplicagbes que coadunem
com a melhoria da qualidade de vida de um modo geral.

Os biossurfatantes, compostos oriundos de microrganismos ou plantas compreendem substancias
de interesse relevante, de natureza biodegradavel, baixa toxicidade e devido as propriedades quimicas
apresentam ampla diversidade de emprego.

Biossurfatantes s&o moleculas de natureza anfipatica, que possuem em sua estrutura, uma porgéo
hidrofébica (apolar) geralmente composta por hidrocarbonetos e um sitio hidrofilico (polar) composto por
grupamentos carboxilicos ou aminoacidos.

Devido a classificagdo como produtos "ecologicamente corretos”, o desenvolvimento e a utilizaggo
de surfatantes obtidos biologicamente vém gradativamente ganhando espago, porém seu uso nao é bem
difundido industriaimente, devido aos seus altos custos de produgdo, em detrimento dos surfatantes
sintéticos. Contudo, o custo da producéo de biossurfatantes pode ser significativamente reduzido através
do uso de fontes alternativas de nutrientes facilmente disponiveis.

Uma possivel alternativa para a producédo destes compostos seria 0 uso de subprodutos agricolas
ou de processamento industrial. O aproveitamento de residuos contribui para a redugdo da poluicao
ambiental, reduz o custo de produgdo destas biomoléculas, além de valorizar econdmicamente os residuos
que seriam simplesmente descartados.

Neste contexto, a busca de fontes altemativas para a producdo de compostos de interesse
biotecnologico, a manipueira (4gua de mandioca), um residuo liquido, altamente toxico gerado pelas

industrias processadoras de farinha e fécula, com alto contetido de carboidratos e minerais, apresenta-se



como subproduto potencial para ser ufilizado como substrato por microrganismos na produgdo destas
substancias.

Algumas espécies de microrganismos sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir compostos
com propriedades tensoativas, dentre estes, destaca-se a surfactina de Bacillus subtilis, considerada como
um dos biossurfatantes conhecidos mais potentes.

A despeito dos altos custos envolvidos na produgao de biossurfatantes, como resposta 4 crescente
demanda por fontes alternativas de substancias mais baratas e menos agressivas ao meio ambiente e,
sobretudo de proeminente interesse biotecnologico; este projeto tem por objetivo dar sequéncia a estudos
anteriores 4 realizados no Laboratério de Bioquimica de Alimentos e sobretudo, viabilizar a producdo de
surfatante por Bacillus subtilis em fermentador de bancada; estudar sua recuperagéo, caracterizacio e

aplicacdes de interesse relevante.




2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

v Investigar a producdo de biossurfatante de Bacillus subtilis LB5a em fermentador de bancada,
utilizando a manipueira como substrato,

¥~ Otimizar o processo de obtengéo do produto,

v~ Purificar e caracterizar o biossurfatante obtido,

v~ Avaliar aplicagdes de interesse biotecnolégico.



3. REVISAO DE LITERATURA

Os surfatantes, devido a sua natureza anfipatica, se distribuem nas interfaces (liquido/liquido ou
gés/liquido) com diferentes graus de polaridade, alterando as caracteristicas entre fases. A formagao de
um filme molecular ordenado nas interfaces reduz a tensdo interfacial e superficial, caracterizando uma
propriedade particular dos surfatantes!. Tal caracteristica torna estes compostos adequados para varias
aplicacbes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizaggo e dispersdo de fases2.

A porcéo hidrofilica destas moléculas compreende formas aniénicas ou neutras, constituidas de
mono, di- ou polissacarideos, acidos carboxilicos, aminoacidos ou peptideos. Ja o fragmento lipofilico é
usualmente um acido graxo saturado, insaturado ou hidroxilado2.

Existem duas classes principais de surfatantes: os sintéticos e os produzidos biologicamente,
biossurfatantes®. Estes Gltimos tém como origem plantas (saponinas), microrganismos (glicolipideos) e
animais superiores como o organismo humano (sais biliares). Conforme a natureza, sdo utilizados para
atividades intra e extracelulares como a emulsificagio de nutrientes, transporte de materiais através das
membranas celulares e no reconhecimento celular?.

Os biossurfatantes microbianos, compostos que exibem atividades superficial e emulsificante,
particularmente altas, formam um grupo diverso, sintetizados principalmente a partir de hidrocarbonetos

por microrganismos-

" LIN, S.C. Biosurfactants: recent advances. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 66: 109 -120,
1996.

2 DESAL J.D.; BANAT, LM. Microbial production of surfactants and their commercial potential. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 61(1): 47- 64, 1997.

* HOROWITZ, 8. ; GILBERT, J.N, ; GRIFFIN, W.M. Isolation and characterization of a surfactant produced by
Bacillus licheniformis 86. Journal of Microbiology, 6: 243 - 248, 1990.

* BOGNOLO, G. Biosurfactants as emulsifying agents for hydrocarbons. Colloids and surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects, 152: 41-52, 1999.



Na ultima década, com a crescente preocupagéo relacionada & preservagio ambiental, com o
aumento da demanda por produtos "ecologicamente corretos®, aliados a legislagdes ambientais mais
rigorosas, esta classe de compostos tem adquirido especial atengdo de pesquisadores em todo o mundo®.
A baixa toxicidade, biodegradabilidade, estabilidade a condigbes extremas, conferem aos biossurfatantes,
vantagens especiais sobre os surfatantes quimicos sintéticoss.

Biossurfatantes de origem microbiana incluem uma ampla variedade de estruturas quimicas, como
os glicolipideos, lipopeptideos, complexos proteina-polissacarideos, fosfolipideos, acidos graxos, lipideos
neutros além dos biossurfatantes particulados’. Desta forma, desempenham propriedades e funcdes
fisiologicas diversas.

Os biossurfatantes s&o classificados em seis classes principais®: 2:

1 - Glicolipideos: S&o a classe de biossurfatantes mais amplamente conhecida, geralmente formados por
um acido graxo de cadeia ionga ligado a um carboidrato via ligacdo glicosidica, o carboidrato envolvido
inclui a glicose, manose, galactose, acido galacturdnico ou ramnose®. Estas moléculas se encontram
envolvidos na captagdo de hidrocarbonetos de baixo peso molecular por microrganismos?. Dentre os

glicolipideos mais importantes estao os ramnolipideos (Figura1), trealolipideos e soforolipideos.

S CAMEOTRA, S.S.; MAKKAR, R.S. Synthesis of biosurfactants in extreme conditions. Applied Microbiology and
Biotechnology, 50: 520 - 529, 1998.

S DELEU, M.; PAQUOT, M. From renewable vegetables resources to microganisms: new trends in surfactants. C. R.
Chimie, 7:641- 646, 2004.

? GEORGIOU, G., LIN, S. C.; SHARMA, M.M. Surface-active compounds from migrorganisms. Bio/Technology,
10:60 - 65, 1992.

8 DESAL J.D.; DESAL A .J. Production of biosurfactants. In: Biosurfactants: production, properties, applications. In:
KOSARIC, N. ed., Marcel Decker Inc., New York,. 65 - 97, 1993,

° HOLMBERG, K.; Natural surfactants. Current Opinion in Colloid & Interface Science, 6: 148 - 159, 2001.



Figura 1- Ramnolipideo de Pseudomonas aeruginosa, duas subunidades de ramnose ligadas a
dois acidos B- hidroxidecandico.

2 - Lipopeptideos ou acil-peptideos: Normalmente sdo compostos ciclicos resultantes da condensagio

entre um &cido graxo e um oligopeptideo. A atividade antibiotica, de gramicidinas e polimixinas, produzidos
por Bacillus brevis e B. polimyxa e de surfactina de B. subtilis', s&o exemplos de compostos desta classe.
O surfatante serratomolide de Serratia marcescens NS38 aumenta a hidrofobicidade da célula,
blogueando os sitios hidrofilicos na superficie celular'!. A surfactina (Figura 2) e a liquenisina'2 produzida
por B.subtilis e B. licheniformis, respectivamente, reduzem a tenséo superficial da agua de 72 mN/m para
27 mN/m, em concentragbes muito baixas. Dentre os tensoativos estes s&o os compostos mais eficientes

conhecidos'® e séo também responsaveis por atividade antibidtica antiviral, antitumoral dentre outras'4.

' MARAHIEL, M.; DENDERS, W.; KRAUSE,, M.; KLEINKAUF, H. Biological role of gramicidin S in spore
function. Studies on gramicidin - 8 negative mutants of Bacillus brevis 9999. European Journal Biochemistry. 99: 49
- 52, 1977.

"' MATSUYAMA, T.; FUGITA, M.; YANO, L. Wetting agent produced by Serratia marcescens. FEMS
Microbiology Letters, 28: 125 - 129, 1985.

"2 SEN, R.; SWAMINATHAN, T. Application of response-surface methodology to evaluate the optimal
enviromental conditions for the enhaced production of surfactin. Applied Microbiol Biotechnology, 47: 358 - 363,
1997.

'* ARIMA, K. ; KAKINUMA, A .; TAMURA, G. Surfactin, a crystalline peptide lipid surfactant produced by
Bacillus subtilis: isolation, characterization and its inhibition of fibrin clot formation. Biochemistry and Biophysics
Research Communication, 31: 488 - 494, 1968.

'* NITSCHKE, M., PASTORE, G.M. Produgdo e caracterizagiio de biossurfatante de Bacillus subtilis utilizando
manipueira como substrato, 2004, 99 p. Tese de doutorado em Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de
Alimentos-UNICAMP, Campinas.
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Figura 2- Estrutura de surfactina de B. subtilis, um heptapeptideo ligado a uma cadeia de acido
graxo de tamanho variado.

3 - Lipossacarideos: Séo &cidos graxos figados covaleniemente a poiissacarideos por meio de figagdes O-
éster, também classificados como biossurfatantes poliméricos. A substancia Emulsan (Figura 3) produzido
pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus € um exemplo desta classe, & composto por uma cadeia de acido
graxo figado a um extenso esqueleto heteropolissacaridico e apresenta elevado peso molecular. E um dos

mais efetivos emulsificantes?, e um dos poucos surfatantes microbianos produzidos e comercializado em

maior escala’é.

Figura 3- Estrutura do Emulsan de 4. calcoaceticus.

"> ROSENBERG, E.; RON, E.Z. High and low-molecular-mass microbial surfactants. Applied Microbiology and
Biotechnology, 52: 154 - 162, 1999,

1 MULLIGAN, C.N.; GIBBS, B.F. Factors influencing the economics of biosurfactants. In: Biosurfactants:
production, properties, applications. KOSARIC, N. ed., Marcel Decker Inc., New York, 392 - 371, 1993.



4 - Fosfolipideos: Estes compostos s&o formados por cadeias de hidrocarbonetos de 4cidos graxos ligadas
a grupamento fosfodiéster e s&o capazes de formar microemulsées e diminuir a tensdo superficial entre
agua e hexadecano, para valores inferiores a 1 mN/m'”. 2. Nesta classe destacam-se os biossurfatantes
produzidos por Aspergillus spp., Thiobacillus thioxidans e aqueles oriundos de Arthrobacter AK-19 e P,
aeruginosa 44T1 que acumulam 40 e 80 % (p/p) destes lipideos quando cultivados em hexadecano e 6leo
de oliva, respectivamente?. Em culturas de Acinetobacter sp., a fosfatidiletanolamina (Figura 4) ¢
produzida, formando microemulsées de alcanos em agua2.

Embora esta classe ocorra em muitos microrganismos, os tensoativos extracelulares sdo minoria,

apresentando destaque para o biossurfatante de Corynebacterium lepus, cultivada em hexadecano® 6.

o
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Figura 4- Fosfatidiletanolamina de Acinetobacter sp. R; e R, sdo cadeias de hidrocarbonetos

5 - Lipideos Neutros: Compreendem os &cidos graxos, triacilglicerdis e acidos micolicos'. A maioria dos

lipideos neutros como os triacilgliceréis e seus acidos graxos constituintes mostram algum grau de
atividade superficial'® 0, assim como os acidos micolicos que constituem &cidos graxos mais complexos.

Estes compostos, por sua vez, s&o sintetizados por espécies de Mycobacterium spp.e por alguns géneros

17 CIRIGLIANO, M.C.; CARMAN, G.M. Purification and characterization of liposan, a bioemulsifier from Candida
lipolytica. Applied and Environmental Microbiology, 50: 846 - 850, 1985.

'® BOULTON, C.A.; RATLEDGE, C.; Biosyntese of lipid precursors to surfactant production, In; KOSARIC, N.;
CAIRNS, W.L.; GRAY, N.C.C. eds. Biosurfactants and biotechnology. Surfactant Science Series. v. 25, Dekker,
New York, 47- 87, 1987.

' COOPER, D.G.; ZAJIC, J.E. Surface active compounds from microrganisms. Advances in Applied Microbiology,
26: 229 - 253, 1980.

20 ZAJIC, J.E.; SEFFENS, W.; Biosurfactant. CRC Critical Review Biotechnology, 1: 87 — 107, 1984.



de Nocardia, Corynebacterium e Rhodococcus; possuem misturas de &cidos graxos o e B- hidroxilados

ligados a longas cadeias hidrocarbnicas. A Figura 5 mostra um exemplo de acido corinomicdlico.

Figura 5- Acido corinomicélico de Corynobacterium sp., Ry, Ry = grupamentos alquil

6 - Lipideos particulados: Espécies de Cyanobacteria e alguns patogenos como Staphylococcus aureus e

Serratia sp., além de bactérias do género Acinetobacter sp., quando crescem em meio contendo
hexadecano produzem vesiculas extracelulares que apresentam hidrofobicidade, e, portanto
desempenham importante fungdo na captagdo de alcanos para a célula?!. As vesiculas e células
microbianas com atividade tensoativa sao consideradas por si s, biossurfatantes particulados.

Um grande numero de microrganismos tém se mostrado capaz de produzir compostos com
atividade superficial variada, cujas fungdes ainda ndo foram totalmente elucidadas. A Tabela 1 mostra as
principais classes de biossurfatantes, os organismos envolvidos na sua produgéo e a tensdo superficial

com relacao a tenséo superficial da agua (72 mN/m)

Tabela 1- Principais classes de biossurfatantes, microrganismos envolvidos e atividade superficial.

Biossurfatante Microrganismos Tensao superficial
| (mN/m)
Glicolipideos
ramnolipideos P. aeruginosa 29
Pseudomonas sp. 25-30
trehalolipideos Rodhococcus erythopolis 30
Mycobacterium sp. 38
soforolipideos Torulopsis bambicola 33
T. apicola 30
T. petrophilum
celobiolipideos U. zeae, U. maydis

*' KAPPELL O.; FIECHTER, A . Component from the cell surface of the hydrocarbon-utilizing yeast Candida
tropicalis with possible relation to hydrocarbon transport. Journal of Bacteriology, 131: 917-921, 1977.
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Lipopeptideos e lipoproteinas

peptideo - lipideo B. licheniformis 27
serrawetina Serratia marcescens 28-33
viscosina Pseudomonas fluorescens 26,5
surfactina B. subtilis 27-32
gramicidina B. brevis

polimixina B. polymyxya

Acidos graxos, lipideos neutros

e fosfolipideos

acidos graxos C. lepus 30
lipideos neutros N. erythropolis 32
fosfolipideos T. thioxidans

Surfatantes poliméricos

emuisan A. calcoaceticus

biodispersan A. calcoaceticus

liposan Candida lipolytica

manana lipideo-proteina C. tropicalis

Carboidrato lipideo-proteina P. fluorescens 27

D. polymorphis
P. aeruginosa

Surfatantes particulados

vesiculas extracelulares A. calcoaceticus
células microbianas hidrofobicas

com alta atividade superficial

Fonte: Desai & Banat (1997) e Karanth et. al (1999)~

3.1 Propriedades e fungdes dos biossurfatantes
3.1.1 Propriedades

A atividade de um biossurfatante pode ser verificada através da avaliagéo de alteragoes de tensao
superficial e interfacial de um determinado meio, da capacidade de estabilizar ou desestabilizar emulsdes
e do balango hidrofilico-lipofilico (BHL)2. A capacidade de reduzir a tensdo superficial de um meio para

valores abaixo de 30 mN/m e a tensdo interfacial contra n - alcanos, para valores inferiores a 1 mN/m € a

2 KARANTH, N.G.K.; DEO, P.G.; VEENANADIG, N.K. Microbial production of biosurfactants and their
importance. Current Science, 77(1): 116-126, 1999,
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principal propriedade de compostos biossurfatantes’. A estabilidade da emulsdo formada determina a
efetividade do surfatante. Ja o sistema BHL prediz empiricamente as propriedades de um surfatante a
partir de sua estrutura molecular baseado na porcentagem de peso molecular dos grupamentos
hidrofilicos, lipofilicos, ou ambos numa molécula?. O indice ilustrado na Tabela 2, indica o tipo de emulséo

formada conforme o BHL do surfatante.

Tabela 2 - Indice de balango hidrofilico / lipofilico e caracteristicas da emulsdo formada

Razédo BHL |Caracteristica |Tipo emulsdo

<9 lipofilica A0
9-11 intermediaria A/O e O/A
> 11 hidrofilica O/A

Com o aumento da concentragéo de um surfatante em um sistema ar/agua ou 6leo/agua, a tenséo
superficial diminui gradualmente até a formagao de estruturas supramoleculares como micelas, bicamadas
e vesiculas. Este valor de concentragdo é conhecido como concentragio micelar critica (CMC). Este
parametro & comumente usado como medida de eficiéncia de um surfatante. Sendo que a tensio
superficial e interfacial, sdo medidas de efetividade destes compostos? 6. Concentragoes de sal,
impurezas e pH influenciam a CMC de alguns surfatantes; por exemplo, um ramnolipideo produzido por
Pseudomonas sp. MUB tem uma CMC de 5 mg/L a pH 3 e 30 mg/L a pH 92.

A biodegradabilidade, especificidade, temperatura e pH de estabilidade, toxicidade, e solubilidade,
sao caracteristicas importantes de um surfatante quando relacionadas a um processo de produgdo

industrial em que esta substéancia seja utilizada. A possibilidade de adequar o produto de maneira que este

# GRIFFIN, W. C.; Classification of surface-active agents by "HLB", Journal of the Society of Cosmetic Chemists,
V. 1:311-313, 1949.

*LANG, S.; GIBBON, A_; SYLDATK, C.and WAGNER, F. Surfactant in solution,. In: MITTAL K. L and
LINDMANN eds. Plenum, New York,. 1365 - 1376, 1984.
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se torne mais eficaz, implica em redugéo de custos de produgzo. E muito vantajoso utilizar um surfatante
cujo espectro de ag&o néo seja influenciado em decorréncia das condigoes do processo.

Com relagdo aos surfatantes sintéticos convencionais, os biossurfatantes em geral detém
caracteristicas e vantagens distintas:
v Atividade superficial e interfacial: biossurfatantes sdo mais eficientes e mais efetivos do que, por
exemplo, os anidnicos sulfonados, uma vez que possuem uma menor tensdo superficial em baixas
concentragdes de produto?;
v’ Estabilidade térmica: alguns biossurfatantes e sua atividade superficial ndo sdo afetados por
temperaturas superiores a 90°C. O lipopeptideo de B. licheniformis JF-2 é estavel a temperaturas em tomo
de 75°C por até 140 horas®. Glicolipideos produzidos por A. paraffineus, T. bambicola e P. fluorescens sdo
estaveis a temperaturas entre 20 e 90° C%.
v Estabilidade a pH e a forga idnica: surfatantes microbianos sdo estaveis a uma ampla faixa de pH.
Surfatante de Nocardia sp. L- 417 foi estavel a uma faixa de pH de 2'a 122, bem como frente a teores de
sal superiores a 10%, enquanto 2-3% ja sdo suficientes para desestabilizar surfatantes quimicos
sintéticos*.
v’ Biodegradabilidade: S&o substancias facilmente degradadas em agua ou em solo, potencializando sua
utilizacao em biorremediagdo e tratamento de residuos® %
v Formagao de emulsGes: Emulses formadas por biossurfatantes podem ser facilmente quebradas por
adicdo de pequenas quantidades de enzimas?.
v' Baixa toxicidade, permitindo sua utilizagio para consumo humano em alimentos, produtos cosméticos

e farmacos?.

* COOPER,D.G. ; PADDOCK,D.A. Production of a biosurfactant from Torulopsis bombicola. Applied and
Environmental Microbiology, 47 (1): 173 - 176, 1984.

*KIM, HS.; LIM, E. J; LEE, S. O.; LEE, J. D. and LEE, T. H.; Purification of biosurfactans from Nocardia sp. L-
417, Biotechnology Appieed Biochemistry, 31: 249 - 253, 2000.
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3.1.2 Funcao fisiologica

O papel desempenhado pelos biossurfatantes nas células microbianas ainda ndo é completamente
compreendido. Entretanto, muitos esforcos tém sido investidos e algumas atribuicdes apontadas:
= O envolvimento na emulsificacéo de substratos insoliiveis em agua?. 2. 29,
= Solubilizagio ou quebra de hidrocarbonetos propiciando o crescimento celular em meios contendo este
substrato?,
= O transporte de hidrocarbonetos; biossurfatantes ligados & parede celular de Candida tropicalis,
promoveram um aumento significativo da porg&o lipidica do glicolipideo de membrana, detectado quando o
microrganismo crescia em alcanos, fato ndo observado quando o mesmo microrganismo cresce em meio
contendo glicose, indicando que o complexo polissacarideo-acido graxo presente na superficie celular
poderia estar envolvido no transporte de hidrocarbonetos dentro da célula®;
* Biossurfatantes tém sido relacionados ao fenomeno adérencialliberagéo de células. A excrecdo de
biossurfatantes em uma superficie ocasiona a formag&o de um filme interfacial que estimula a adesdo de
alguns microrganismos enquanto inibe a aderéncia de outros, revelando uma das mais espetaculares
estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos, a habilidade em colonizar um nicho onde possam se

multiplicar, ou se desligar deste quando as condigbes nutricionais séo desfavoraveis3!. 32,

*’ FRANCY, D.S.; THOMAS, J.M.; RAYMOND, R. L and WARD, C. H. Emulsification of hydrocarbons by
subsurface bacteria. Journal Industrial Microbiology. 8: 237 - 246, 1991.

% OBERBREME, A.; MULLER-HURTIG, R.; and WAGNER, F. Effect of the addition of microbial surfactant on
hydrocarbon degradation in a soil population in a stirred reactor. Applied Microbilogy Biotechnology. 32: 485 - 489,
1990.

* ZHANG, Y.; MILLER, R.M. Enhanced octadecane dispersion and biodegradation by a Pseudomonas thamnolipid
surfactant (biosurfactant) Applied Enviromental Microbiology, 58: 3276 - 3282. 1992.

**KAPPELL, O.; FIECHTER, A . Component from the cell surface of the hydrocarbon-utilizing yeast Candida
tropicalis with possible relation to hydrocarbon transport. Journal of Bacteriology, 131: 917 - 921, 1977.

*! ROSENBERG, E.; RON, E.Z. High and low-molecular-mass microbial surfactants. Applied Microbiology and
Biotechnology, 52: 154 - 162, 1999.

32 ROSENBERG, E.; Microbial surfactant. Critical Review Biotechnology, 3: 109 - 132, 1986.
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= A atividade antibittica’> 3, demonstrada por varios biossurfatantes, embora ainda obscura, é
frequentemente relacionada as propriedades anfipaticas das moléculas que os compdem. Os
ramnolipideos de P. aeruginosa ' % e a surfactina de B. sublilis® 37 funcionam como antibioticos,
solubilizando os principais componentes das membranas celulares microbianas. Através da excrecdo
destes biossurfatantes no meio, esses microrganismos apresentam maior chance de sobrevivéncia e maior
competitividade na busca por nutrientes?.

A fungao fisiologica desempenhada pelos biossurfatantes necessita ainda de muita investigacdo
cientifica, do desenvolvimento de tecnologias adequadas e, sobretudo da associaggo entre as &reas de

interesse, visando elucidar o papel de tais substéncias nos organismos.

3.2 Biossintese de surfatantes e genética de microrganismos
3.2.1 Biossintese

Considerando a composicéo dos biossurfatantes, é salutar associar sua biossintese a sintese de
lipideos, de carboidratos e da ligagdo entre estas duas partes, de tal modo que o metabolismo dos

microrganismos, no que diz respeito & produgéo de surfatantes e ao tipo de biossurfatante produzido, esta

intrinsecamente associado a fonte de carbono.

* HAFERBURG, D.; HOMMEL, R.; CLAUS, R.; KLEBER, H.P. Extra-cellular microbial lipids as biosurfactants.
Advances in Biochemistry and Engineering Biotechnology, 33: 53 - 93, 1986.

34 SINGH, P.; CAMEOTRA, S.S. Potential applications of microbial surfactants in biomedical sciences. Trends in
Biotechnology, 22: (3)142 - 146, 2004.

3 ITOH, A.; HONDA, H.; TOMITA, F.; and SUZUK]I, T. Rhamnolipds produced by Pseudomonas aeruginosa
grownt on n-paraffin. Journal Antibiotics. 24: 855 - 859, 1971.

36 CARRILLO, C.; TERUEL, J.A.; ARANDA, J. F.; ORTIZ, A.; Molecular mechanism of membrane
permeabilization by the peptide antibiotic surfactin. Biochimia et Biophysica Acta, 161: 91 - 97, 2003.

7 NITSCHKE, M; HADDAD, R ; COSTA, G. A. N; GILIOLL R.; MEURER, E. C.; GATTL M. S. V,; EBERLIN
M. N.; HOEHR, N. F.; PASTORE, G. M. Structural characterization and biological properties of a lipopeptide
surfactant produced by B. subtilis in cassava wastewater medium. Food Science and Biotechnology, 13 (5): 591-
596, 2004.

>
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A grande diversidade estrutural apresentada peos surfatantes, reflete a variedade e complexidades
das suas rotas biossintéticas. Dentre as propostas de biossintese, se distinguem aquelas que fratam a
sintese de uma das fragbes, a hidrofébica ou a hidrofilica componente dos biossurfatantes, como
sintetizada naturaimente enquanto que a outra fragéo é induzida pelo substrato. Outra hipétese se baseia
na ocoméncia da sintese natural de ambas as fragbes (polar e apolar) a partir de duas vias
independentes38.

A sintese de soforolipideos por Torulopsis magnoliae € aumentada com a adicdo de acidos
graxos de cadeias longas ou hidrocarbonetos. Efeito similar & observado na obtenggo de glicolipideos por
suplementacdo do meio com dleos vegetais. Ja fontes hidrossolaveis, como glicose, tem sido utilizadas
melhorando o rendimento na produgéo de fipopeptideos por B. subtilis®®. A adicdo concomitante de
compostos lipofilicos e hidrofilicos como fonte de carbono, aumenta a produgéo de glicolipideos por T.
bambicola?s, evidenciando que a biossintese do surfatante pode ser regulada tanto pelo metabolismo de
lipidios como pela via glicolitica?s.

A utilizagéo de hidrocarbonetos como substrato, envolve principaimente o mecanismo lipolitico e
gliconeogénico™, A limitagéo de nutrientes como fésforo e nitrogénio pode elevar os niveis de lipideos e

consequentemente a produgéo de biossurfatantes, como observado na produgdo de ramnolipideos por

¥ SYLDATK, C.; WAGNER, F. Production of biosurfactants. In: KOSARIC, N.; CAIRNS, W.L.; GRAY,N.CC.
eds. Biosurfactants and biotechnology. Surfactant Science Series. v. 25, Dekker, New York, p. 89 - 120, 1987.

¥ SANDRIN, C.; PEYPOUX, F ; MICHEL, G. Coproduction of surfactin and iturin A lipopeptides with surfactant
and antifungal properties by Bacillus subtilis. Biotechnology and Applied Biochemistry, 12: 370 - 375, 1990.
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cultivos de P. aeruginosa sob limitagdo de fosforo® 4! ou a produgdo do lipopeptideo surfactina de B.
subtilis que é fortemente influenciada pelo metabolismo de nitrogénio®2.

O controle do metabolismo intermediario de carboidratos é muito importante para a produgdo de
surfactina. A fragdo hidrofobica € formada em nivel de transformacdo da aceti-CoA pela isocitrato
desidrogenase no ciclo de Krebs. A produgdo de surfactina se inicia a medida em que a atividade da
isocitrato desidrogenase diminui®®. Com a redugZo da atividade da isocitrato desidrogenase ocorre o desvio
do metabolismo de B. subtilis do ciclo de Krebs, fonte de energia, para o acimulo de lipideos, com
consequente aumento nos niveis de surfactina*s.

Carboidratos como sacarose e frutose e minerais como manganés* e ferro% foram mencionados
como estimulantes da produggo de biossurfatantes. Foi observado um aumento de dez vezes na produgao
de surfactina quando a concentragdo de ferro no meio foi aumentada, resultando em niveis maiores que 0s

atribuidos a cepas geneticamente selecionadas®, enquanto que a presenga de glicerol diminuiu a

“ MULLIGAN, C.N.; MAHMOURIDES, G.; GIBBS, B.F. The influence of phosphate metabolism on biosurfactant
production by Pseudomonas aeruginosa. Journal of Biotechnology, 12: 199 - 210, 1989.

“! REISER, J.; KOCH, AK; JENNY, K., KAPPELI, O. Structure, properties, and production of biosurfactants. In:
Advances in Applied Biotechnology Series, v.3: Biotechnology for aerospace applications. ORINGER, J.W.;
TILLINGUEST, H.S. eds., Guif Publishing Company, London, 85 - 97, 1989.

“DAVIS, D.A.; LYNCH, HC.; VARLEY, J. The production of surfactin in batch culture by Bacillus subtilis ATCC
21332 is strongly influenced by the conditions of nitrogen metabolism. Enzyme and Microbial Technology, 25: 322
- 329, 1999.

“ De-ROUBIN, M.R.; MULLIGAN, C.N; GIBBS, B. F. Correlation of enhanced surfactin production with
decreased isocitrate dehydrogenase. Canadian Journal of Microbiology, 35: 854 - 859, 1989.

4 COOPER, D.G.; MACDONALD, C.R.; DUFF, S.J.B.; KOSARIC, N. Enhanced production of surfactin from B.
subtilis by continuous product removal and metal cation additions. Applied and Environmental Microbiology, 42:
408 - 412, 1981.

% WEL Y.H. ; WANG, L. F. AND CHANG, J. S. Optimizing iron supplement strategies for enhaced surfactin
production with Bacillus subtilis. Biotechnology Progress, 20: 979 - 983, 2004.

* WEI, Y.H. ; CHU, LM. Enhancement of surfactin production in iron-enriched media by Bacillus subtilis ATCC
21332. Enzyme and Microbial Technology, 22: 724 - 728, 1998.
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produgéo de surfactina®’. Confrario a outros biossurfatantes, a biossintese deste composto ndo é
favorecida pela presenga de hexadecano e/ou demais hidrocarbonetos3.

Para maximizar a produgdo de biossurfatantes é necessario identificar e entender os fatores que
influenciam o metabolismo dos microrganismos. O esclarecimento deste fenémeno pode levar a
manipulagéo de culturas e de substratos no sentido de controlar as etapas limitantes na via sintética destes

compostos.

3.2.2 Genética

Embora um diagnéstico sobre o uso da tecnologia genética na producéo de biossurfatantes ainda
se encontre em estagio inicial, o uso de técnicas de DNA recombinante para manipulagéo da produgéo
destes compostos pode ser um instrumento tanto para pesquisas cientificas como para o desenvolvimento
comercial em maior escala num futuro proximo.

A manipulagdo genética de microrganismos através de métodos como clonagem, expresséo,
supresséo e fransferéncia de genes tem revelado resultados interessantes, aumentando as quantidades de
biossurfatantes. Dentre os microrganismos produtores de agentes tensoativos, os géneros Pseudomonas e
Bacillus s@o alvos de estudos mais recentes®,

Estudos envolvendo a sintese de ramnolipideos por P. aeruginosa reportaram um grupo de genes
associados a regulagdo da ramnosil fransferase, identificado como responsavel pela sintese deste
composto?. A expresséo de genes rhiAB em P. fluorescens e P. putida KT-2442 determinaram a producéo

de ramnolipideos. J&, em E. coli a enzima responséavel foi sintetizada, porém n&o houve produgéo®e.

“"PEYPOUX, F.; BONMATIN, J.M.; WALLACH, J. Recent trends in the biochemistry of surfactin. Applied
Microbiology and Biotechnology, 51: 553 - 563, 1999,

“ MULLIGAN, C.N.; CHOW,T.Y. K. and GIBBS, B.F. Enhanced biosurfactant production by a mutant Bacillus
subtilis strain.. Applied Microbiology Biotechnology, 31: 486 - 489, 1989.

A OCHSNER, U. A; REISER, J.; FIECHTER, A.; and WITHOLT,B. Production of Pseudomonas aeruginosa
rhamnolipd biosurfactant in heterogeneous host. Applied Enviromental Microbiology, 61: 3503 - 3506, 1989.
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Mutantes de B. subtilis modificados por radiagéo ultravioleta, tiveram a produgéo de biossurfatante
potencializada, produzindo aproximadamente 3,5 vezes mais do que a cepa original4é.

Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de métodos de triagem simples e rapidos para detecgéo de
microrganismos produtores de biossurfatantes tem tido um impacto importante nas pesquisas bioquimicas
e geneticas relacionadas a degradacéo de compostos hidrofobicos. Genes responsaveis pela produggo de
biossurfatantes tém sido isolados, caracterizados e clonados em hospedeiros heterogéneos?®: %. Esse
avangos séo responsaveis pelo aumento do rendimento de biossurfatantes em muitas vezes, portanto, &
plausivel afirmar que linhagens microbianas "hiperativas® podem ser obtidas através de engenharia

genética a fim de se obter biossurfatantes mais potentes e em quantidades substanciais2.

3.3 “Screening” para obtengao de biossurfatantes:
A escolha de metodos analiticos para a observagéo da produgdo ou a sua auséncia no meio de
cultivo séo tao importantes quanto a escolha do substrato, do microrganismo envolvido e dos parametros

de cultivo, enfim, esta relacionado & otimizagao das condigdes de produgao.

3.3.1 Métodos de detecgao

Métodos especificos para a detecgdo de produgdo de biossurfatantes podem envolver tempo e
grande quantidade de ensaios.

Assim, medida de tens&o superficial (TS) e interfacial (Tl) e a cromatografia de camada delgada
(CCD) tem sido as analises mais utilizadas’. Embora esses métodos no sejam apropriados para estudos

quantitativos , medidas de TS e Tl s&o bons parametros para a escolha de microrganismos produtores de

S HARDEGGER, M; KOCH, AK. ; OCHSNER, U. A; FIECHTER, A.; and REISER, J. Cloning and heterologous
expression of a gene encoding an alcane-induced extracellular protein involved in alkane assimilation from
Pseudomonas aeruginosa. Applied Enviromental Microbiology, 60: 3679 - 3687, 1989.
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biossurfatantes®’. Ja a CCD apesar de semi-quantitativa se associada a um sistema de solventes
adequado, n&o € indicada quando uma grande quantidade de ensaios esta envolvida, como no estudo de
otimizagdo de produgo, ja que demanda longos tempo de andlise e envolve um alto custo numa etapa
inicial do processo!.

A determinagdo da atividade molhante, pela medida do diametro e angulo de contato da gota,
apresenta similaridades &s medidas de TS e TI'. 52, A capacidade de emulsificagdo também esta
diretamente correlacionada a atividade superficial, e portanto €o utilizada como método de deteccdo de
compostos tensoativosS3,

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido amplamente usada, para detectar,
quantificar e purificar biomoléculas, pois exibe alta especificidade e sensibilidade além da possibilidade de
avaliar grandes quantidades de amostras. Esta técnica se tomou bastante utilizada para tensoativos
microbianos com o desenvolvimento de CLAE de fase reversa.

A escolha de um método adequado para detectar a produgéo de tensoativos € um parametro
chave num “screening”, a partir dai os esforgos devem priorizar a otimizagdo de produgio e

consequentemente a quantificagao do produto obtido.

ST AKIT > J. COOPER, D.G.; MANNINEN, K. I.; and ZAJIC, J .E.; Investigation of potential biosurfactant production
among phytopathogenic Corynebacteria and related soil microbes. Current Microbiology, 6: 145 - 150, 1981.

52 MATSUYAMA, T.;MURAKAM], T.; FUGITA, M. and YANO, I. Extracellular vesicle formation and
biosurfactant production by Serratia marcescens. Journa genetics microbiology, 132: p. 865 -867, 1986.

*> COOPER, D.G.; GOLDENBERG, B.G. Surface —active agents from two Bacillus species. Applied and
Environmental Microbiology, 53: 224 - 220, 1987.

>4 LIN, S.C.; SHARMA, M.M.; GEORGIOU, G. Production and deactivation of biosurfactant by Bacillus
licheniformis JF-2. Biotechnology Progress, 9: 138 - 135, 1993,
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3.3.2 Selecao do microrganismo

Uma boa estratégia de selecdo de microrganismos é a chave para encontrar aqueles que
apresentEm capacidade de sintetizar tensoativos. Os métodos mais utilizados envolvem as propriedades
quimicas e fisiologicas destes compostos.

A atividade hemolitica efou antibiotica apresentada por alguns biossurfatantes, toma-os passiveis
de serem utilizados na selegéio de microrganismos produtores destas substancias. Em placas de Pefri
contendo agar sangue, tensoativos produzidos pelas cepas investigadas promovem a ruptura dos
eritrocitos com consequente formagao de halos mais claros em volta da cultura testada3®. 55.

A comparacdo de trés métodos para detectar a producdo de biossurfatante por diversos
microrganismos evidenciou que as culturas devem ser analisadas pelo método da gota pendente e que as
culturas consideradas positivas para a presenga de surfatantes apresentam moderada ou alta producao do
composto. A concentragéo de biossurfatante produzido por tais cultivos pode ser avaliada pela técnica de
espalhamento de Oleo e, finaimente, a tens&o superficial deve ser usada para confirmar os resultados3s.

De posse de uma metodologia adequada para o estagio inicial do estudo da producdo, onde se
define o microrganismo produtor e o método de detecgdo do composto de interesse, outros parametros
inerentes ao meio de cultivo, ao requerimento nutricional do microrganismo, condigbes adequadas de

fermentagao devem ser avaliados a fim de que se obtenha eficiéncia de produtividade.

** MULLIGAN,C.; COOPER,D.G. Pressate from peat dewatering as a substrate for bacterial growth. Applied and
Environmental Microbiology, 50(1): 160 - 162, 1985.

*® YOUSSEF, N. H;; DUNCAN, K. E.; NAGLE, D. P.; SAVAGE, K. N.; KNAP, R. M.; and MCcINERNEY, M. J.
Comparison of methods to detect biosurfactant production by diverse microrganisms.Journal of Microbiological
Methods. 56: 339 - 347, 2004.
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3.4 Producao e recuperacao de biossurfatantes
3.4.1 Produgao

Em raz&o dos altos custos de producao, baixos rendimentos e os processos de separagao
normalmente trabalhosos, os biossurfatantes ndo s&o amplamente explorados.

Sabendo-se das propriedades destes compostos e da importancia que estes assumem nas mais
variadas areas de aplicaggo, € de fundamental importancia o desenvolvimento de estratégias que permitam
a obtengdo destas moléculas de forma economicamente viavel possibilitando a competicdo com os
surfatantes sintéticos®. Para tanto, a utilizagéo de substratos de baixo custo, 0 aumento do rendimento e da
produgéo, ofimizagdo dos processos produtivos, redugdo de gastos e a produgio de surfatantes

microbianos apropriados para aplicagdes especificas séo altemativas que devem ser exploradas'e.

3.4.1.1 Fatores que afetam a produgao de biossurfatantes

O tipo, qualidade e quantidade de biossurfatante produzido, sdo influenciados pela natureza do
substrato, a concentragéo de ions nitrogénio, fosforo, magnésio, ferro e manganés presentes no meio de
cultura?2 33, 57, assim como pelas condi¢es ambientais2.

A fonte de carbono exerce influéncia indutiva ou repressora na sintese de biossurfatantes. Fontes
de carbono soliveis em agua como glicerol e glicose séo utilizados como substrato por Pseudomonas Spp.
na produgdo de biossurfatantes, no entanto, os rendimentos obtidos sdo menores do que aqueles
alcangados quando as fontes de carbono s&o imisciveis em agua como n-alcanos e dleo de oliva, um
indicio de mecanismo indutivo dado pela natureza da fonte de carbono. Cepas de B. subtilis produtoras

de surfatantes tém a producdo inibida na presencga de hidrocarbonetos, um mecanismo repressor & ativado

*” ATLAS, R M. Microbial hydrocarbon degradation - bioremediation of oil spills. Journal of Chemical Technology
and Biotechnology, 52: 149 - 156, 1991.

*$ ROBERT, M.; MERCADE, M.E.; BOCH, M. P.; PARRA, J. L.; ESPUNY, M.J.. MANRESA, M.A.; GUINEA, J.
Effect of the carbon source on biossurfactant production by Pseudomonas aeruginosa 44Tl Biotechnology Letters,
11: 871- 874, 1989.
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na presenga de compostos hidrofobicos39. Evidéncias contundentes levam a conclusao de que a fonte de
carbono, particularmente o carboidrato utilizado, tem um grande impacto no tipo de biossurfatante
produzidoZ.

Quando Arthrobacter paraffineus ATCC 19558, foi cultivado em D-glicose, suplementagdo com
hexadecano durante a fase estacionaria, induziu um acréscimo do composto obtido; os mesmos autores
relataram a producéo de grandes quantidades de biossurfatante ligados as células de Corynobacterium
lepus nas mesmas condicoes?.

Constituintes como a fonte de nitrogénio afetam a biossintese de surfatantes. Dentre vérios sais
inorganicos testados quanto a produgdo de tensoativos, os sais de amonio e uréia foram metabolizados
preferencialmente por Arthrobacter paraffineus, ja os nitratos revelaram-se como melhores fonte de
nitrogénio para producdo de surfatantes por P. aeruginosa®® 5 e Rhodococcus sp.90. A estrutura de
surfactina de Bacillus subtilis & influénciada pela concentragdo de L-aminoacidos no meio%”, enquanto que,
A. paraffineus e Bacillus licheniformis tém sua produtividade incrementada a partir da adicdo destes
compostos? 61,

Cultivos de Pseudomonas sp., C. tropicallis 1IP-4 e Nocardia SFC-D, sob limitaggo de nitrogénio
apontam um incremento da produgéo, além de evidenciar esta condigdo como fator determinante na

composigdo do composto®2,

* GUERRA-SANTOS, LH.; KAPPELL O.; FLECHTER, A. Dependence of Pseudomonas aeruginosa continuous
culture biosurfactant production on nutritional and environmental factors. Applied Microbiology and Biotechnology,
24: 443 - 448, 1986.

% ABU-RUWAIDA, A. S.; BANAT, LM.; HADITIRTO, S.; SALEM, A.; KADRLM. Isolation of biosurfactant-
producing bacteria product characterization, and evaluation. Acta Biotechnologica, 11(4): 315-324, 1991.

" YAKIMOV, M.M.; FREDRICKSON, HL and TIMMIS, K.N. Effect of heterogeneity of hydrophobic moieties
on surface activity of lichenisin A, a lipopeptide biosurfactant from Bacillus ligueniformis BAS50. Biotechnology
Applied Biochemistry 23: 13 -18, 1996.

%2 SYLDATK, C.; LANG, S.; WAGNER, F. Chemical and physica characterization of four interfacial-active
rhamnolipids from Pseudomonas sp. DSM 2874 grown on n-alcanes. Zeitscherift Naturforschung , 40c: 51 - 60,
1985.



Estudos indicam que a quantidade absoluta de nitrogénio e ndo a sua concentracdo relativa
parece ser importante no rendimento da biomassa, entretanto, a concentracdo da fonte de carbono
hidrofobica determina a converséo de carbono disponivel em biossurfatantesss.

A limitag@o de cations multivalentes, Mg, Ca, K, Na, e tragos de alguns sais, ocasionam um melhor
rendimento de biossurfatantes por P. aeruginosa DSM 26595, todavia, para B. subtilis, a adicéo de Fe3+e
Mn2*incrementou a produgao de surfactina®, comportamento similar foi observado para Rhodococcus sp®
e para Candida lipolytica pela presenca de ions fosfato e potassiod.

Fatores ambientais e condigdes de crescimento, como pH, temperatura, agitagdo e oxigénio
disponivel exercem efeitos sobre o crescimento e atividade celular de microrganismos e
consequentemente na producéo de biossurfatantes.

O pH do meio tem um importante papel na produgéo de soforolipideos por 7. bombicola® e
ramnolipideos por P. aeruginosa, estes sdo produzidos numa faixa de 6,0 a 6,5, em pH acima de 7,0 a
produgéo € abruptamente comprometida®®. ABU-RUWAIDA et af (1991) mostraram em seus estudos, que
a tensdo superficial e a concentragéo micelar critica (CMC) de biossurfatantes permanece estavel numa
ampla faixa de pH, enquanto a emulsiﬁcagéb se mantém estavel num limite mais estreito.

Variagdes de temperaturas ndo provocam grandes alteragdes nas propriedades superficiais e na
eficiéncia de emulsificagio dos biossurfatantes, algumas moléculas desta natureza sao estaveis a amplas
oscilagdes de temperatura, suportando temperaturas de esterilizago™ 0, porém, durante a etapa de
producdo, modificacbes estruturais podem ocorrer nos biossurfatantes em decorréncia de mudangas de

temperatura? 38,

% HOMMEL, R. K.; STUWER, O.; STUBER, W.; HAFERBURG, D.; and KLEBER, H. P. Biosynthetic
mechanisms of low molecular weight surfactants and their precursor molecules, In: Biosurfactants: production,
properties, applications. KOSARIC, N. ed., Marcel Decker Inc., New York, p-3-63,1993.

%4 VANCE-HARROP, M. H.; GUSMAO, N.B.; TAKAKI, G. M. C.; New bioemulsifiers produced by Candida
lypolitica using D-glucose and babassu oil as carbon sources, Brazilian Journal Microbiology, 34: 120 - 123, 2003.

¢ GOBBERT, U.; LANG, S.; WAGNER, F.; Sophorose lipid formation by resting cells of 7. bombicola.
Biotechnology Letters, 6: 225 - 230, 1984.
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O aumento da velocidade de agitagdo provoca a diminuicdo do rendimento de surfatante de
Nocardia erythropolis®®, enquanto que leveduras produtoras destes compostos tém a produgao
incrementada em virtude do aumento da aeragéo?.

A concentracéo salina também afeta a produgdo de biossurfatantes dependendo do efeito deste

parametro sobre a atividade celulars®.

3.4.1.2 Meio de cultivo

Observando a necessidade fisiologica de cada microrganismo, assim como o seu requerimento
nutricional, as condigbes e o comportamento do cultivo sdo dadas pela produgéo de metabélitos que por
sua vez deve ser monitorada no sentido de maximizar o produto alvo.

O papel relevante desempenhado pelo meio e pelas condigdes de cultivo no metabolismo do
microrganismo imprime variagdes no tipo e no rendimento do biossurfatante obtido, assim como no
mecanismo de inducao e repressido da sintese de biossurfatantes.

A produggo de biossurfatante € em geral associada ao crescimento da cultura, as condigdes de
cultivo como pH, temperatura e agitacéo e a utilizagéo do substratos?. 8, A produgéo de ramnolipideos por
Pseudomonas spp, glicoproteinas por P. fluorescens 378, agente tensoativo por B. cereus IAF346 e
biodispersan por Bacillus sp. IAF 343, sdo exemplos de crescimento associado a produgdo de
biossurfatante2.

A producdo sob limitacio de crescimento, caracterizada pelo aumento agudo nos niveis de
biossurfatante, e a super producdo de ramnolipideos por Pseudomonas spp. em substrato n-alcanos5®
quando a cultura atinge a fase estacionaria de crescimento devido & limitagdo de nitrogénio, fosforo ou

ferro, sdo exemplos de producdo nédo associada ao crescimento celular®.

% MARGARITIS, A.; KENEDY, K, and ZAJIK, J. E.; Application of an air lift fermenter in the production of
biosurfactants. Developments in Industrial Microbiology, 21: 285 - 294, 1980.
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Com relacdo ao substrato fonte de carbono, muitos compostos, desde hidrocarbonetos,
carboidratos a 6leos vegetais, tém sido utilizados. Alguns microrganismos produzem surfatantes somente
na presenca de hidrocarbonetos, outros de carboidratos, e ha ainda os que utilizam muitas outras fontes
conjunta ou separadamente®”,

A modificagdo do substrato freqlientemente altera a estrutura do produto e, consegiientemente,
suas propriedades. Alguns microrganismos mostram restrigies quanto a produgdo de biossurfatantes:
Candida lipolytica produz biossurfatantes somente em hidrocarbonetos, embora a fonte destes possa ser
materiais de baixo ou nenhum custo®®. Ja Bacillus subtilis produz surfactina somente a partir de fontes de
carbono hidrossol(iveis#4.

Substratos alternativos como éleo de oliva e milho, subprodutos agroindustriais, melago, residuos
do processamento de batata e mandioca foram usados como fonte de carbonocom resultados relevantes,
evidenciando a enorme possibilidade destes substratos9. 70,71, 72,

As fontes de nitrogénio utilizadas na produgio de biossurfatantes sdo muito variadas, incluem
desde fontes organicas complexas como milhocina, peptonas, farinha de peixe, uréia e autolisado de
leveduras, até fontes inorgénicas como nitrato e sulfato de aménio e outros, seu metabolismo depende do

microrganismo utilizado’s,

¢ BANAT, 1.M. Characterization of biosurfactants and their use in pollution removal - state of art (review). Acta
Biotechnologica , 15 (3): 251 - 267, 1995b.

68 REISER, J.; KOCH, A K.; JENNY, K., KAPPELI, O. Structure, properties, and production of biosurfactants. In:
Advances in Applied Biotechnology Series, v.3: Biotechnology for aerospace applications. ORINGER, J.W.;
TILLINGUEST, H.S. eds., Guif Publishing Company, London, p. 85 - 97, 1989.

® MAKKAR, RS ; CAMEOTRA, S.S. Utilization of molasses for biosurfactant production by two Bacillus strains
at thermophilic conditions. Journal of American Oil Chemist’s Society, 74 (7): 887 - 889, 1997.

* MAKKAR, R.S.; CAMEOTRA, S.S. Biosurfactant production by microorganisms on unconventional carbon
sources — a review. Journal of Surfactants and Detergents, 2:(2) 237-241, 1999b.

” MERCADE, M.E.; MANRESA, M.A. The use of agroindustrial by-products for biosurfactant production. Journal
of American Oil Chemist’s Society, 71 (1): 61 - 64, 1994

2 NITSCHKE, M., PASTORE, G.M. Biosurfactant production by Bacillus subtilis using Cassava processing
effluent. Applied Biochemistry and Biotechnology, 112: (3) p. 163 - 172, 2004.



A produgéo de biossurfatantes a partir de fontes renovaveis e de baixo custo como 6leos vegetais
de uso doméstico’™, residuos agroindustriais’ 74, tem sido alvo de investigagdes com excelentes
resultados e combinado a tecnologias de fermentagdo em grande escala, engenharia genética e

metabdlica, podera consolidar o sucesso comercial destes compostos.

3.4.2 Extragao

A extragéo e isolamento de biossurfatantes do meio de cultivo é responsavel por mais de 60% dos
custos totais de producao, e esta principalmente relacionado a sua carga idnica, solubilidade e localizagao
celular, neste caso, intra, extracelular ou associados a membranas2.

Nos biossurfatantes extracelulares soliveis em &agua, varias etapas de concentragdo sao
necessarias; ao passo que os extracelulares ligados as paredes celulares ou os insolaveis em agua sdo
mais facilmente recuperados!. Os compostos intracelulares demandam maiores custos de extracdo, ja que
envolve rompimento celular por meios mecanicos ou enzimaticos, adicionando mais uma etapa ao
processo’. Biossurfatantes associados a membranas, como os fosfolipideos de Micrococcus cerificans,
podem ser facilmente isolados da massa celular por extragio com solventes organicos, ja, glicolipideos de
Torulopsis bombicola, insoliveis em agua, podem ser separados do meio por centrifugagdot. 5. No caso
de biossurfatantes intracelulares, as manoproteinas de levedura sdo obtidas por aquecimento que visa
romper a parede celular, seguido de centrifugag&o e extragéo com solventes organicos?s.

A composicdo do meio de cultivo pode determinar a forma de producdo de biossurfatantes;

Corynobacterium lepus produz um biossurfatante associado a membrana celular quando cultivado em

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

A FOX, S.L.; BALA, G.A. Production of surfactant from Bacillus subtilis ATCC 21332 using potato substrates.
Bioresource Technology, 75: 235 - 240, 2000.

> CAMERON, D.R.; COOPER, D. G. and NEUFELD, R. J.; The mannoprotein of Saccharoyices cerevisiae is an
effective bioemulsifier, Applied Enviromental Microbiology, 54: 1420 -1425 , 1988.



glicose, 0 mesmo microrganismo em meio hexadecano produz um composto extracelular, j& em cultivo
contendo etanol ou acetato, o composto produzido & 75% intracelular’s.

A tecnica mais utilizada para a recuperagdo de biossurfatantes é a extracdo com solventes
organicos como metanol, butanol, diclorometano, acetato de efila, pentano, hexano, acido écetico,
cloroformio, e outros. Os trealolipideos, soforolipideos e liposan sdo exemplos de biossurfatantes exiraidos
- com solventes?.

A precipitacdo com sulfato de aménio & utilizada para a extracdo de emulsan e biodispersan. A
surfactina e outros biossurfatantes produzidos por Bacillus podem ser extraidos por precipitagdo &cida,
ajustando o pH do meio para o ponto isoelétrico do composto desejado, enquanto que biossurfatantes de
Pseudomonas sp. e Candida tropicalis séo extraidos por precipitagio com acetonas.

A ultrafiltracdo para a separagdo de biossurfatantes do meio de fermentacdo, tem sido utilizada
baseada na capacidade dos biossurfatantes em formar micelas ou agregados acima da CMC, podendo
entdo, ser retidos em membranas de excluséo de alto peso molecular™-

A surfactina de B. subtilis pode ser removida do meio de cultura através da captacdo da espuma
formada durante a fermentag&o. O tensoativo € posteriormente precipitado por adicdo de acidos e extraido
com solventes. Praticamente toda a surfactina permanece na espuma, diminuindo perdas e permitindo a
remogéo continua e in situ do produto*. A técnica de fracionamento da espuma oferece a vantagem de
remogéo continua do surfatante do meio de fermentaggo, sem perda significativa de biomassa, além de
impedir a ocorréncia de retroinibicao*. Esta altemativa por si so, é considerada uma etapa de extragdo e

purificagao do composto.

" MULLIGAN, CN; GIBBS, B.F. Recovery of biosurfactants by ultrafiltration. Journal of Chemical Technology
and Biotechnology, 47: 23 - 29, 1990.

" LIN, S.C.; JIANG, H.J. Recovery and purification of the lipopeptide biosurfactant of Bacillus subtilis by
ultrafiltration. Biotechnology Techniques, 11(6): 413 - 416, 1997,























































































































































































