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RESUMO

Biossurfactantes e bioemulsificantes sao compostos ativos de superficies (CAS)
produzidos por micro-organismos. Desempenham varias funcbes bioldgicas, e sua
caracteristica anfifilica, juntamente com baixa toxicidade, biodegradabilidade e
resisténcia a extremos de pH, temperatura e salinidade, tem despertado o interesse
para a aplicacdo dessas moléculas em processos biotecnolégicos. Porém, o alto custo
aliado a baixa produgéo ainda sado impedimentos para a utilizacado em larga escala. Os
desafios para se implementar a producao sao: desenvolvimento de estratégias para
tornar a producdo economicamente viavel e o isolamento de moléculas e micro-
organismos mais eficientes. Neste trabalho, foi estudada a producédo, isolamento,
extracdo e caracterizagdo de um CAS por Gordonia amicalis. O micro-organismo foi
cultivado em meio GYP (glucose, extracto de levedura, peptona) por 7 dias, e a
extracdo foi feita por precipitacdo com sulfato de aménio, que resultou em uma
concentracdo de 0,5 g/L do extrato bruto em meio liquido. O CAS nao reduziu
significativamente a tensao superficial do meio GYP, e apresentou um balanco
hidrofilico-lipofilico (HBL) de carater lipofilico, apresentando mais emulsées do tipo agua
em O6leo (A/O) do que béleo em agua (O/A). A molécula apresentou estabilidade a
temperaturas de 25°C a 100°C, pH de 2 a 10 e salinidades de 5% a 15% quando
cultivado por 7 dias, e foi capaz de modificar a interface agua/superficie na analise de
angulo de contato. O extrato de 14 dias apresentou Atividade Emulsificante em 24
horas (AEz4) reduzida em temperaturas acima de 50°C, e ausente em pH &cido e
salinidades de 5% e 10%. Andlises de Cromatografia de Camada Delgada (CCD)
revelaram presenca de aminoacidos e agucares na molécula e a andlise do potencial
zeta revelou que o CAS é um surfactante anidénico. Nas andlises de Espectrometria no
Infravermelho com Transformadas de Fourier (IR-TF) foram observados estiramentos

indicativos de agrupamentos O-H e C-O, que podem indicar presenca de grupos éter ou
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ésteres. O CAS produzido por Gordonia amicalis em meio sintético GYP mostrou-se um
eficiente agente emulsificante, com potencial para aplicagdes biotecnoldgicas futuras.

ABSTRACT

Biosurfactants and bioemulssifiers are surface active compounds (SACs) produced by
microorganisms. They have a wide variety of biological functions. Its amphiphilic
characteristic, with low toxicity, biodegradability and resistance to extremes of pH,
temperature and salinity, has increased the interest of these molecules for application
biotechnological process. However, high costs and low production rates are restrictions
to their widespread use. The challenges for implementing production are: developing
strategies to turn the production economically feasible and isolating more efficient
molecules and microorganisms. In this work, we studied the production, isolation,
extraction and characterization of a SAC by a Gordonia amicalis. The microrganism was
grown in GYP (Glucose, Yeast extract, Peptone) medium for 7 days, and the isolation
was carried out by precipitation with ammonium sulfate, which resulted in 0.5 g / L of
crude extract. The SAC did not significantly reduce the surface tension of GYP medium,
and showed an hydrophilic-lipophilic balance (HLB) with lipophilic character, showing
more water in oil (W/O) emulsions than oil in water (O/W) emulsions. The molecule
extracted at 7 days was stable at temperatures ranging from 25 to 100 °C, pH of 2-10
and salinities of 5-15%, and can modify the water/surface contact by the angle of contact
analysis. The 14-day isolated extract showed EAz4 reduced at temperatures above 50
C, and had no Emulsification Activity in 24 hours (EAz4) in acid pH and salinity of 5%
and 10%. Thin Layer Chromatography (TLC) analysis revealed the presence of sugars
and amino acids in the molecule and the zeta potential analysis revealed the compound
is an anionic surfactant. In the Fourier Transformed Infrared Spectrometry (FTIV) it were
observed stretches indicatives of O-H and C-O groups, that might indicate ether or ester
groups. The SAC produced by Gordonia amicalis in GYP medium proved to be an

efficient emulsifier, with potential for biotechnological applications.
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1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, capazes de interferir e modificar superficies
tanto entre liquidos como entre liquidos e sélidos. Por essa caracteristica, podem ser
denominados Compostos Ativos de Superficie (CAS). Seus usos vao desde utilidade
doméstica, em produtos detergentes e saponaceos, até processos industriais e de

sanitizacao de laboratérios e equipamentos médicos.

Uma fracdo consideravel dos surfactantes comercializados atualmente é
produzida a partir de derivados do petrdleo. A preocupacao com produtos
ecologicamente viaveis e com a substituicao do petréleo nos processos produtivos
despertou o interesse em estudos para a substituicido dessa matéria-prima nos setores
produtivos. Além de derivados do petréleo, também ha surfactantes comercializados
produzidos a partir de 6leos vegetais. Apesar de menos poluentes, ainda assim ha o

problema da necessidade de desmatamento de areas florestais para plantagées.

Uma alternativa que tem sido apontada € a producdo de surfactantes por
microrganismos. Além de apresentar menor toxicidade e maior biodegradabilidade em
ecossistemas naturais, essas moléculas apresentam caracteristicas e propriedades
semelhantes aos surfactantes quimicos. As Unicas desvantagens para sua
comercializacdo sdo a baixa producao e os custos, superiores em relagcdo aos
surfactantes ja utilizados. Alguns CASs microbianos ja sdo comercializados para fins
cosméticos e de biorremediacdo, mas para que seu uso seja amplificado, sao
necessarios estudos que abordem tanto otimizacdo da producdo para redugdo de
custos, quanto isolamento de novas linhagens reprodutoras e de novas moléculas, que

possuam caracteristicas desejaveis a processos biotecnolégicos.

Esse estudo teve por objetivo investigar a producdo de CAS por Gordonia

amicalis em meio rico em acgucares, e compreender a estrutura da molécula produzida

1



através de seu isolamento, purificacéo e identificacdo, assim como suas propriedades

para posteriores aplicagdes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O principal objetivo desse trabalho foi estudar a produgédo de um Composto Ativo
de Superficie por Gordonia amicalis e caracteriza-lo, procurando fornecer subsidios
para estudos futuros da aplicacdo do microrganismo ou da molécula em processos

biotecnolégicos.
2.2 Objetivos especificos

« Identificar, através de métodos moleculares, a linhagem anteriormente descrita
como Planoccocus citreus;

» Estudar a cinética de producgédo de um possivel CAS pela linhagem bacteriana;

* Isolar e purificar o CAS produzido através de método de extracdo com Sulfato
de Amoénio e de Purificacao por TLC;

» Caracterizar quimicamente o CAS através de Métodos colorimétricos de CCD e
de FTIV;

» Analisar as propriedades emulsificantes e estabilidade a condigbes extremas da
molécula isolada;

» Analisar as interacbes do CAS com superficies através de analises de angulo

de contato e de potencial Zeta.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos Ativos de Superficie (CAS)

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, capazes de reduzir a tensao superficial
ar/agua e a tensao interfacial entre liquidos imisciveis, podendo formar emulsdes do
tipo 6leo/dgua (O/A) e agua/ déleo (A/O). Também possuem a propriedade de formar
micelas quando em alta concentracdo. Por causa dessas propriedades de interferir e
modificar superficies, sdo denominados compostos ativos de superficie (CASSs),
podendo ser utilizados em varios setores industriais, como na producédo de farmacos,
cosméticos, alimentos, na agricultura, em processos de remediagcdo de areas
contaminadas com petréleo e seus derivados, recuperacao de 6leos, na medicina, entre
outros (DESAI, BANAT, 1997; FARIA, 2010; KOSARIC, 1992; SINGH et al, 2007;
SINGH, 2012).

Por suas caracteristicas quimicas e, por consequéncia, suas amplas aplicacdes na
industria, o mercado de surfactantes tem crescido. Dados do ano 2000 mostram que a
producdo mundial de surfactantes foi de 17 milhées de toneladas métricas, com taxas
de crescimento futuras de 3-4% ao ano no mundo, e 1-2% na Unido Europeia
(PATTANATHU et al, 2008). Nos Estados Unidos, a produgédo de biossurfactantes em
2008 foi estimada em 3,5 milhdes de toneladas, a maior parte utilizada para a produgao
de detergentes de uso domiciliar. Dessa quantia, 40% s&o produzidos a partir de
derivados de petrdleo e 60% a partir de 6leos (RUST, WILDES, 2008).

Embora o mercado de surfactantes esteja em crescimento eles representam riscos
ambientais, como poluicdo de corpos d’agua, e a saude, como reagdes alérgicas em
produtos cosméticos. Alguns problemas dos surfactantes sintéticos, como alta
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toxicidade, baixa biodegradabilidade, alta emissdo de CO, no processo produtivo, sdo

argumentos favoraveis a producao de surfactantes ambientalmente menos agressivos.

Uma alternativa ao uso seria a utilizacdo de surfactantes produzidos por micro-
organismos. Entre as vantagens dos surfactantes microbianos, podemos citar: baixa
toxicidade, alta eficiéncia, biodegradabilidade, especificidade, atividade antimicrobiana
(KLOSOWSKA-CHOMICZEWSKA, 2011; OKOLIEGBE, AGARRY, 2012). Como
desvantagens, a producao ainda é custosa, e 0s processos para producdao em larga
escala ainda ndo estdo bem desenvolvidos. Tornam-se necessarios estudos para

reducao de custos e para isolamento e caracterizacao de novas moléculas.

Em micro-organismos, esses compostos possuem duas porcoes: uma hidrofébica,
normalmente constituida de acidos graxos saturados, insaturados e/ou hidroxilados, ou
alcodis graxos; e uma hidrofilica, que consiste de mono-, di- ou oligossacarideos,
peptideos ou proteinas (LANG, 2002). Esses CASs microbianos podem ser de dois
tipos: biossurfactantes (aqueles que reduzem a tensao superficial na interface ar-agua)
ou bioemulsificantes (aqueles que reduzem a tensao interfacial entre liquidos imisciveis,
ou na interface solido-liquido), sendo que os biossurfactantes usualmente exibem
capacidade emulsificante. Por outro lado, os bioemulsificantes nao diminuem
necessariamente a tensao superficial (OKOLIEGBE, AGARRY, 2012). Entretanto, Neu
(1996) divide os CASs microbianos em 3 tipos, baseado no peso molecular e na
polaridade da molécula: biossurfactantes, polimeros anfifilicos e polimeros polifilicos.
De acordo com esse estudo, os biossurfactantes seriam os de baixo peso molecular,
compreendendo os glicolipideos e os polipeptideos, capazes de diminuir a tensao
superficial a 28-30 mN/m. Ja os poliméricos seriam os de alta massa molecular,
podendo-se diferencid-los pela hidrofobicidade. O primeiro subgrupo apresenta uma
porcao hidrofilica e uma hidrofébica (compreendem os lipopolissacarideos, os acidos
lipoteoicos e os lipoglicanos), enquanto o segundo apresenta grupos hidrofdbicos por
toda a sua extensao, compreendendo os polissacarideos hidrofébicos e o emulsan.



3.2 Classificacao dos CASs microbianos
Os CASs microbianos podem ser classificados de trés formas:

e de acordo com o0 micro-organismo que o produz: pode ser produzido por
bactérias, fungos e arqueias (MAIER, 2003);

» de acordo com a localizacéo celular: pode ser excretado, presente na membrana
celular ou na parede celular (ALEXANDER, 1999);

» caracteristicas quimicas: pode ser dividido em glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipidios, lipidios neutros e &cidos graxos, biossurfactantes poliméricos e
surfactantes particulados (LANG, 2002).

3.2.1 Classificacao por organismo produtor

No primeiro grupo, podem ser divididas em moléculas produzidas por fungos
filamentosos, leveduras, bactérias e arqueias. Uma mesma espécie pode produzir mais
de um tipo de CAS. Na tabela 3.1 estdo expostos alguns CASs produzidos por micro-

organismos diversos.

Como apontado na tabela, alguns biossurfactantes e bioemulsificantes sao mais
comumente encontrados em determinados grupos de organismos (ndo sendo, porém
exclusivos dos mesmos), como os soforolipideos em alguns fungos e ramnolipideos em
Pseudomonas aeruginosa (SOBERON-CHAVEZ et al, 2005). Entretanto, algumas
classes de organismos, como as arqueias, foram pouco exploradas, e sua composi¢ao
e habitat Unicos podem ser indicios de moléculas surfactantes com diferentes
propriedades das habitualmente estudadas (KEBBOUCHE-GANA et al, 2009).



Tabela 3.1.Tipos de CASs produzidos por microrganismos

Micro-organismo
produtor

Tipo de CSA e nome
(caso tenha)

Referéncia

Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
378
Rhodococcus erythropolis
Candida (torulopsis)
bombicola
Candida antartica
Bacillus subtilis
Acinetobacter sp. HO1-N

Corynebacterium
hydrocarboclastus
Corynebacterium lepus
Corynebacterium
salvonicum SFC
Nocardia otitidiscaviarum

Exopolissacarideo
Ramnolipideos
Glicoproteina AP-6

Trealose dimicolatos

Soforolipidio

Soforolipideo
Surfactina
Fosfolipideos, e acidos
graxos, mono e
diglicerideos
Complexo proteina-
polissacarideo
Acidos corinomicélicos

Lipideo neutro

Glicolipideo

FREITAS et al, 2009
JARVIS et al, 1949
PERSSON et al, 1988

RAPP et al, 1979
KOSARIC 1992;
WILLIAMS, 2009.
DAVEREY et al, 2011.
ARIMA et al, 1968
KAPELLI &
FINNERTY, 1979

MATSUURA, 2004

COOPER et al, 1988.
KOSARIC, 2001.

VYAS & DAVE, 2011

3.2.2 Classificacao por localizacao celular

Outra forma de classificar os CASs microbianos é pela localizacao celular (Figura
3.1). Segundo Alexander (1999), ha trés areas onde podem se localizar os CASs

microbianos: no espaco intracelular, incluindo lipideos de membrana, no espaco
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extracelular, onde se podem encontrar complexos de polissacarideos-lipideos e
polipeptidolipideos excretados, e na superficie celular interposta, localizada na parede

celular, incluindo complexos lipidicos.

O local da producéo do biossurfactante pode estar ligado com a sua funcéo para o
micro-organismo. Algumas bactérias que possuem CASs tem maior hidrofobicidade, o
qgue poderia aumentar sua adesao a hidrocarbonetos (PANAGODA et al, 2001; VYAS et
al, 2011).

Determinar a area onde se encontram CASs € importante para a escolha da
técnica mais adequada de extracao da molécula.

9

Figura 3.1. Classificagdo dos CASs microbianos de acordo com a localizagdo celular em uma célula
procariética hipotética, onde: 1) intercelular; 2) superficie celular interposta; 3) extracelular

3.2.3 Classificacao por caracteristicas quimicas

Quando abordamos a estrutura quimica de CASs, devemos primeiramente

compreender que sua caracteristica anfifilica é devido as duas por¢cées que compdem
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as moléculas: uma cauda hidrofébica e uma porgédo hidrofilica, ligadas ou por uma
ligacéo glicosidica, ou por uma ponte de amina (CAMEOTRA, MAKKAR, 2008). A partir
dessa estrutura geral dos surfactantes microbianos, podemos subdividi-los de acordo
com o peso molecular ou com grupos da fracdo polar. Quanto ao peso molecular,
podem ser divididos em compostos de baixo peso molecular ou compostos de alto peso
molecular, sendo que o0s primeiros estdo ligados a uma alta reducao da tensao
superficial e interfacial, enquanto os de alto peso molecular estdo relacionados a uma
alta capacidade de formar emulsées (ROSENBERG, RON, 1999; ARAJI et al, 2007).

Os CASs microbianos podem ser divididos em cinco classes: glicolipideos,
lipoproteinas, fosfolipideos, lipideos neutros e acidos graxos, biossurfactantes
poliméricos e biossurfactantes particulados (DESAI, BANAT, 1997; LANG, 2002),
representados na figura 3.2.

» Lipopeptideos: os lipopeptideos sdo moléculas formadas por uma porcao
hidrofilica composta por proteina e uma porgéo hidrofébica composta por acidos graxos.
Possuem configuragéo ciclica na sua maioria (SMITH et al, 2010). O lipopeptideo mais
estudado é a surfactina, sendo metabdlito secundario de espécies pertencentes ao
género Bacillus, em especial linhagens de Bacillus subtilis(tBARROS et al, 2007; FARIA,
2010). A surfactina € um biossurfactante de estrutura circular, e apresenta alta
capacidade de diminuicdo de tensao superficial comparada a outros biossurfactantes e
surfactantes sintéeticos (ARIMA et al, 1968; BARROS et al, 2007) Além da surfactina, ha
outros lipopeptideos, como a lichenisina, produzida por Bacillus licheniformis
(YAKIMOV, 1990). Apesar de ser geralmente encontrada em Bacillus, ja foram isolados
lipopeptideos de Brevibacterium aureum (KIRAN, 2010), de Arthrobacter sp. MIS38
(MORIKAWA et al, 1993), e de Pseudomonas fluorescenses (SOUZA et al, 2003;
JANEK et al, 2010).
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Figura 3.2. Estrutura de alguns surfactantes microbianos
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» Glicolipideos: sao biossurfactantes de baixo peso molecular, possuem uma
cadeia hidrofilica composta por mono-, di-, ou polissacarideos, ligados a porcao
hidrofébica. Existem relatos de glicolipideos produzidos tanto por bactérias, quanto por
leveduras e fungos filamentosos. Entre as bactérias, o glicolipideo mais estudado e ja
com aplicagdes industriais, sdo os ramnolipideos, caracteristicos de Pseudomonas
aeruginosa, apesar de outras espécies também produzi-los (SOBERON-CHAVEZ et al,
2005). Os ramnolipideos sdo compostos por uma cadeia de acidos graxos, ligada a
uma ou duas ramnoses. Também encontramos os trealolipideos, produzidos por
actinomicetos, como Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia e Gordonia
(SINGH, 2012). Os trealolipideos apresentam na sua porgao hidrofilica duas glicoses
ligadas por uma ligagdo o-a -1,1 glicosidica. Sao derivados de acidos micdlicos,
moléculas presentes na parede celular de actinomicetos, e sao constituidos por cadeias
longas de 3- hidroxil acido graxo, substituidos na segunda posicdo por uma cadeia
alifatica (NISHIUKI et al, 1999). Por fim, outro grupo de glicolipideos sao os
soforolipideos, produzidos por fungos nao patogénicos, como Candida bambicola,
Candida apicola, Wickerhamiella domercqiae; Pichia anomala, Rhodotorula bogoriensis
(VAN BOGAERT et al, 2011). Os soforolipideos sao compostos em sua porcao
hidrofilica pelo dissacarideo soforose, uma diglicose com uma ligacdo nao usual B- 1,2,
que se liga a porgao hidrofébica por uma ligacao B- glicosidica.

» Fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros: algumas bactérias e fungos
secretam vesiculas que contém esses compostos e, em meio extracelular, atuam como
CASs. Os fosfolipideos sdo componentes comuns de membranas celulares e quando
secretados em formas de vesiculas, podem aumentar a particio de componentes
hidrofébicos, como as vesiculas excretadas por Acinetobacter sp HO1-N que podem
ligar hexadecano as vesiculas, formando microemulsées (KAPELLI, FINNERTY, 1979).
Em um estudo comparativo com a mesma linhagem cultivada em extrato de levedura e
hexadecano, ocorreu um aumento consideravel na concentracdo de fosfolipidios, tanto
compondo a membrana como formando vesiculas externas, passando de 49 umol/g de

célula para 129 pmol/g. Também ocorreu aumento na concentracdo de acidos graxos,
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na forma de glicerideos, o que também pode ser relacionado a atividade surfactante
(MAKULA et al, 1975). Lipideos neutros sao secretados por Nocardia erythropolis,
sendo capazes de reduzir a tensao superficial e interfacial de meio contendo
hidrocarbonetos (MACDONALD et al, 1981).

» Biossurfactantes Poliméricos: sdo moléculas de cadeias longas formadas por
uma mistura de proteinas, lipideos e carboidratos combinados entre si. O emulsan,
produzido por linhagens de Acinetobacter calcoaceticus € o mais caracterizado e
estudado. Tem um peso molecular de 1000 KDa, sendo um polissacarideo constituido
na sua por¢ao hidrofilica por carboidratos, e na sua porcao hidrofébica por lipideos. A
ligacdo entre as duas porcdes da-se via pontes ester e amida (KIM et al, 1997).
Apresenta uma alta atividade emulsificante, em diferentes substratos, como 6leo de
soja, Oleo de oliva e 6leo bruto (CHAMANROKH et al, 2008). Kim (1997) e
colaboradores sugerem que essa alta atividade esteja ligado ao tamanho das
ramificacdes de carboidratos da porcao hidrofilica.

» Biossurfactantes particulados: algumas bactérias possuem compostos em suas
membranas ou paredes celulares que aumentam sua hidrofobicidade, atuando a prépria
célula ou vesiculas como biossurfactante (DOROBANTU et al, 2004), e aumentando
sua aderéncia a compostos hidrofébicos (ROSENBERG, ROSENBERG, 1985;
MOHEBALI et al, 2007). Como ja citado acima, a bactéria Acinetobacter sp HO1-N
produz vesiculas que acumulam hidrocarbonetos e funcionam como emulsificantes
(KAPELLI, FINNERTY, 1979). A bactéria patogénica Aeromonas salmonicida produz a
proteina A layer em seu envelope celular, aumentando sua hidrofobicidade. Em
presenca de eritrocitos, sua producdo aumenta (ALSTINE et al, 1986). A membrana da
arqueia Halobacterium halobium é composta por fitanil fosfatodil glicerol fosfato, uma
molécula que difere dos acidos graxos com ligagcdes ester dos outros dominios
biolégicos, e que apresenta caracteristicas anfifilicas (POST, COLLINS, 1982).

12



3.3 Vantagens dos surfactantes microbianos

Os surfactantes microbianos possuem algumas propriedades similares aos
surfactantes quimicos, que os tornam potenciais substitutos aos compostos, e outras
que lhes conferem vantagens sobre surfactantes quimicos. Entre elas, pode-se citar:
estabilidade a temperatura, pH e salinidade, atividade emulsificante, atividade de
superficie e interface, biodegradabilidade e baixa toxicidade.

3.3.1 Estabilidade a temperatura, pH e salinidade

Muitos dos processos aos quais 0s biossurfactantes podem ser empregados
constituem ambientes extremos de temperatura, pH, salinidade, ou devido a presenca
de metais pesados e compostos toxicos e/ou carcinogénicos. Por isso, para a utilizacao
dos surfactantes microbianos, é desejavel que estes apresentem estabilidade e
atividade em condi¢cées. A maioria dos estudos de caracterizacdo de surfactantes
microbianos avalia a sua estabilidade em diferentes condicbes, através de parametros
como atividade emulsificante e tensdo superficial e interfacial (FRANZETTI, 2007;
KUSHIDA, 2000; MATSUURA, 2004; FARIA, 2010; CHANTHAMALEE,
LUEPROMCHAI, 2012). Alguns estudos com actinomicetos reportam estabilidade a
diferentes temperaturas e pH de surfactantes produzidos por Nocardia sp. L-417, que
mantiveram os valores de tensado superficial em uma faixa de pH de 2-12 e a
temperatura de 100°C por 3 horas (KIM et al, 2000), e por Rhodococcus sp. TA6, que
nao teve variacbes na atividade emulsificante e tensdo superficial em pH de 4-10,
temperaturas de 100°C e 125°C, e salinidades de 0-10% (SHAVANDI, 2011). J& um
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lipopeptideo produzido por Nocardiopsis alba MSA10, apresentou queda na atividade
emulsificante em salinidades maiores de 1,5%, pH menores que 6 e maiores que 9 e
temperaturas menores de 20°C (GANDHIMATHI, 2009). As condi¢cbes otimas para
producdo do surfactante microbiano e sua estabilidade provavelmente estdo
relacionada as condicbes ambientais naturais a que a linhagem produtora foi
submetida. Pesquisas com espécies de Pseudomonas mostram alta estabilidade dos
surfactantes produzidos. Um polissacarideo produzido por Pseudomonas oleovorans,
uma espécie capaz de produzir o surfactante a partir de glicerol puro, apresentou
capacidade de estabilizar emuls6es em hidrocarbonetos e 6leos vegetais em variagdes
de temperaturas (30-50°C), pH (2-12) e salinidade (0-2.0M). Porém, em temperaturas
acima de 60°C, ocorreu uma reducao da atividade emulsificante. Como pontuado pelos
autores, a atividade emulsificante nao depende somente do surfactante, como também
do composto hidrofébico utilizado (FREITAS et al, 2009). A linhagem Pseudomonas
aeruginosa SCMU106 apresentou estabilidade a altas temperaturas, pH neutro e
alcalino (6-10) e salinidade até 8% de NaCl (TECHAOEI et al, 2011). Visto a variedade
de microrganismos produtores e de moléculas surfactantes, trabalhos que visem tanto
isolar CASs quanto micro-organismos produtores sao importantes para melhor
compreensao e aplicacdo de CASs em processos biotecnol6gicos.

3.3.2 Atividade emulsificante

Os surfactantes microbianos, devido ao seu carater anfifilico, tém a propriedade
de formar emulsdes agua em 6leo e 6leo em agua e estabiliza-las. Emulsbées sao
sistemas heterogéneos compostos de duas fases, sendo uma imiscivel ou parcialmente
miscivel, dispersa em uma fase continua em forma de glébulos com didmetro de 1 a 10
um (MULLIGAN, GIBBS, 1993). A atividade emulsificante depende, além do

biossurfactante, das condicbes ambientais, das fases imisciveis utilizadas e da
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afinidade do CAS nessas fases. Para analisar-se a Atividade Emulsificante, € comum
analisar-se também sua estabilidade a condicbes extremas e em diversos periodos de
tempo (MATSUURA, 2004; SHAVANDI et al, 2011; KIM et al, 2000).

3.3.3 Atividade de superficie e interface

De acordo com Mulligan (2005), um bom surfactante reduz a tenséo superficial da
agua de 75 para 35 mN/m e a tenséao interfacial agua/hexadecano de 40 para 1 mN/m.
Relacionada a tensao superficial estd a Concentracao Micelar Critica (CMC), que é a
concentracdo minima da molécula surfactante para comecar a formagao de micelas
(MULLIGAN, GIBBS, 1993; MAKKAR, 2003; EDWARDS et al, 1991). Trabalhos
reportam uma CMC menor de surfactantes microbianos em relagdo aos surfactantes
quimicos (CHANDRAM, DAS, 2011; MAKKAR, 2003), o que confere uma vantagem
ambiental e econdmica, pois utilizando menores quantidades do surfactante, ha uma
economia de material e uma menor quantidade de residuo produzido.

3.3.4 Biodegradabilidade

Uma das preocupagcbes que corroboram para a utilizacdo de surfactantes
microbianos, principalmente em biorremediacdo e recuperacdo de Oleos, é sua
biodegradacdo. A biodegradabilidade estd relacionada ao risco ambiental que a
molécula representa para aquele ambiente, sendo que surfactantes eficientes nao
podem ser compostos recalcitrantes no ambiente (BERNA et al, 2007). Poucos estudos

reportam a biodegradacdo dos surfactantes microbianos, mesmo assim, a maioria
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aponta que os CASs microbianos tém uma meia vida no ambiente menor que 0s
surfactantes quimicos. Em um estudo comparativo entre os surfactantes microbianos
surfactina, fengicina, iturina, artrofactina e flavolipideos e o surfactante sintético SDS, o
ultimo apresentou menor biodegradacdo tanto em solo quando em meio liquido,
evidenciado por uma menor producdo de CO, pelas linhagens degradadoras, o que
indica a sua utilizacdo como fonte de carbono (LIMA et al, 2011). Em um estudo
comparativo entre soforolipideos, surfactina e surfactantes quimicos, as taxas de
biodegradacao dos surfactantes microbianos foram maiores que a dos surfactantes
quimicos (HIRATA et al, 2009). Devido a variedade de estruturas quimicas, mais
estudos devem ser feitos com outras moléculas quanto a essa propriedade.

3.3.5 Baixa toxicidade

Ha poucos estudos restritos a toxicidade, sendo que a maioria faz parte de
estudos abrangentes sobre aplicagbes das moléculas (KLOSOWSKA-
CHOMICZEWSKA, 2011). Alguns estudos fazem uma comparagdo entre CAS
microbianos e surfactantes quimicos. Com o teste de bioluminescéncia de Vibrio fisheri,
um glicolipideo de Rhodococcus ruber IEGM 231 apresentou ICso (Concentragao
inibitéria 50%) em concentracdes mil vezes maior que a do surfactante quimico Inipol
(IVISHINA et al, 1998). Em testes com sementes Latuca sativa, tanto os CAS
microbianos quanto os surfactantes quimicos ndao apresentaram toxicidade as sementes
(MATSUURA, 2004). A margem de respostas de diferentes organismos a compostos
toxicos € variavel e estudos com mais de um teste toxicolégico sdo raros. Em um
trabalho com fibroblasto de embrido de camundongo e Daphnia similis, a surfactina
produzida por Bacillus subtilis apresentou ECsy (concentracdo efetiva mediana) em
Daphnia acima de 1500 mg/mL, e ndo apresentou toxicidade aos fibroblastos nas
concentracdes de 1 a 150 g/mL (FARIA, 2010). Em estudos paralelos com Daphnia
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similis, a ECsy apresentada pelos surfactantes sintéticos SDS e DTA foram de
respectivamente 0,4 e 0,074 mg/mL (SANDBACKA et al, 2000), bem menor que o da
surfactina. Portanto, os estudos até o momento tém reportado que surfactantes

microbianos sdo menos toxicos que surfactantes quimicos.

3.4 Funcao bioldgica

Os surfactantes microbianos, apesar de serem generalizados em um Unico grupo,
apresentam caracteristicas muito diversas, como apontadas anteriormente. A
diversidade de estruturas moleculares, caracteristicas fisicas e quimicas, e a variedade
de organismos produtores podem ser indicios de que os surfactantes microbianos
podem ter diferentes funcdes fisioldgicas uns dos outros.

Rosemberg e Ron (1999) propuseram trés funcbes principais para
bioemulsificantes: (I) aumentar a area de superficie de substratos hidrofobicos
imisciveis em agua, criando um microambiente que possibilitaria um aproveitamento
dessas fontes de carbono; (ll) aumentar a biodisponibilidade dos substratos
hidrofébicos pelo aumento da sua aparente solubilidade ou dessor¢ao nas superficies;

(1) regular a adeséao de micro-organismos a superficies.

Alguns estudos apontam uma fungao facilitadora de infec¢gdes em biossurfactantes
de micro-organismos patogénicos. Takayama (2005) e colaboradores concluiram que
os acidos micdlicos presentes na parede celular de Mycobacterium tuberculosis, além
de contribuir para a integridade da parede, determinam sua viruléncia. Também é
reportado que a proteina A layer em Aeromonas salmonicida seja um fator de
viruléncia, que aumenta a hidrofobicidade celular e sua interacdo com diferentes
interfaces (ALSTINE et al, 1986).
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Em estudos com biossurfactantes isolados de bactérias do género Lactobacillus,
foi observado que o biossurfactante em concentracdo de aproximadamente 100 pug/mL
foi capaz de reduzir em 81% a formacao de biofilme pela levedura Candida albicans
(FRACCHIA, 2010). Em ratos, observou-se uma diminuicdo na infeccao urogenital por
Staphylococcus aureus quando tratado com um indculo de Lactobacillus paracasei,
bactéria presente na microbiota vaginal humana, sendo sugerido que a eficacia do
inéculo deu-se pelo impedimento da colonizacdo da mucosa vaginal por S.aureus
(ZARATE, 2007). Essa produgdo de biossurfactantes, no género Lactobacillus, ja foi
sugerida como uma estratégia competitiva na microbiota vaginal contra micro-
organismos patogénicos, em conjunto com a produgdo de outras substancias
antimicrobianas (BORIS, BARBES, 2000; GIL et al, 2010).

3.5 Aplicacoes biotecnoldgicas

A caracteristica anfifilica dos CASs ¢é atrativa para varias aplicagcdes em processos
de producdo. Sua baixa toxicidade comparada a surfactantes sintéticos, e a atividade
emulsificante, possibilitam o uso na indlstria alimenticia. Além de emulsificantes,
também podem ser utilizados como antiadesivos e antimicrobianos. Como
emulsificantes, poderiam ser aplicados em laticinios, como sorvetes e cream-cheese,
visto que a consisténcia cremosa é uma das qualidades desejaveis desses produtos.
Também ha a possibilidade de aplicacao em lugar de aditivos para aumentar a vida
média de alimentos. Como antiadesivo, os biossurfactantes agem impedindo a
formacao de biofilmes em equipamentos e superficies que tenham contato com o
alimento a ser produzido (FREIRE et al, 2009; NITSCHKE, COSTA, 2007).
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Na agricultura, aplicou-se biofungicidas a base de uma mistura de ramnolipideos,
que protegem Nicotiana glutinosa do fungo do mosaico do tabaco (DESAI, BANAT,
1997).

Outro campo de atuagédo é a industria de cosméticos. Alguns biossurfactantes ja
estdo em pesquisas avancadas para serem utilizados em producao de larga escala,
como os soforolipideos, os ramnolipideos e os manosleritrol lipideos. Suas
caracteristicas emulsificantes, aliadas a propriedades antimicrobianas os tornam
interessantes para o desenvolvimento de cosméticos, tanto em logdes faciais, cremes
anti-rugas e contra acne, visto que aumentam a vida util do produto e podem substituir
surfactantes sintéticos, que apresentam menor afinidade a fisiologia da pele
(WILLIANS, 2009).

Além dos usos industriais e para substituicdo de produtos em processos, uma
area em expansao para a utilizacao de biossurfactantes tem sido os estudos em
biorremediacdo. Experiéncias de sucesso, como na biorremediagdo do vazamento do
navio cargueiro de Exxon Valdez, mostram que pesquisas na area serao promissoras
(HARVEY et al, 1990). Entre os principais compostos constituintes do petréleo,
encontramos uma fragcdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, que podem ser
imisciveis em agua. Muitos micro-organismos podem produzir biossurfactantes como
uma forma de facilitar o acesso a essas fontes de carbono, diminuindo a tenséo
interfacial entre eles e a 4gua (RON, ROSENBERG, 1999; PACWUA-PLOCINICZAK et
al, 2011; BANAT et al, 2010).

A recuperacao de 6leos em geral também abriu espaco para o desenvolvimento
da técnica de recuperacao melhorada de petréleo por micro-organismos (MEOR). Os
métodos tradicionais de recuperacado de 6leo tém uma eficacia de 40-50%, além da
producdo de residuos como agua de producdo (RAMKRISHNA, 2008). O método
MEOR, além de recuperar o petréleo residual, ainda é uma tecnologia viavel do ponto
de vista econémico (LAZAR, 2007). A tecnologia, de acordo com Banat (1995), pode

ser aplicada de trés formas: (lI) inoculando-se o micro-organismo produtor do
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surfactante direto nos reservatorios; (ll) aplicando-se nutrientes nos reservatérios, que
promovam o desenvolvimento da microbiota nativa para a producédo de surfactantes, e
() produzindo-se os CASs em reatores e aplicando-0s nos reservatorio. Apesar de
algumas aplicagdbes de campo relatadas com sucesso, a utilizacdo de técnicas de
MEOR ainda esbarra na pequena quantidade de estudos de aplicagdo em campo,
sendo que a maior parte dos trabalhos realizados em escala laboratorial ndo € aplicavel
em escalas maiores (BROWN, 2010). Desta forma, apesar de promissora, a técnica
ainda precisa de muitos avancgos para ser aplicada com eficiéncia.

3.6 Fatores que afetam a producao de surfactantes microbianos

Varios fatores podem afetar a producao e o tipo de biossurfactante produzido,
como: fonte de carbono utilizada para o cultivo, concentragéo de nitrogénio, de céations
monovalentes, além de condicbes de cultivo, como pH, temperatura, agitacao
(CAMEOTRA, MAKKAR, 1998).

Uma grande parte dos processos industriais trabalha com variaveis extremas de
temperatura, pH, salinidade e pressao, como por exemplo na industria alimenticia, onde
utiliza-se altas ou baixas temperaturas para esterilizacao, ou a industria petrolifera, que
apresenta residuos de alta salinidade e processos em altas pressdées (MARGESIN,
SCHINNER, 2001; LE BORGNE et al, 2008). Ha muitos estudos sobre producdo de
biossurfactantes em ambientes moderados, porém poucos reportam a produgdo de
biossurfactantes nesses ambientes extremos (CAMEOTRA, MAKKAR, 1998). Essas
variaveis ambientais também estdo presentes em areas com vazamentos de petréleo.
Em um estudo com bactérias isoladas de ambientes marinhos (salinos), uma linhagem

de Pseudomonas sp apresentou uma atividade emulsificante de 70,5% em n-
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hexadecano, e uma atividade em 6&leo pelo teste do deslocamento de 3,14 cm?
(DAHIL, 2012).

Os surfactantes microbianos ndo seguem uma resposta Unica a variacdes
ambientais. Em estudo com Emulsan, sua atividade emulsificante diminuia em pH
alcalino, quando combinado a tampdes salinos (ROSEMBERG et al 1979). Com um
lipopeptideo isolado de um actinomiceto, o biossurfactante manteve suas propriedades
em diferentes pHs (4.0-13.0), temperaturas (25°C- 120°C) e salinidades (0-30% NaCl)
(HOROWITZ et al, 1990).

Alguns estudos com ramnolipideos apontam que elevadas razbes
Carbono/Nitrogénio e Carbono/Fésforo promovem a produgdo da molécula, enquanto
altas concentrages de cations, como de ferro, inibem sua producdo (SOBERON-
CHAVEZ et al, 2005; VENTAKA RAMANA, KARANTH 1989; MULIGAN, 1989).
Khopade (2012), e colaboradores chegaram a uma razao C/N 6tima de 2:1 para a
producéo de biossurfactante pela bactéria marinha Nocardiopsis B4. Em concentracdes
maiores ou menores, a atividade emulsificante e a capacidade de diminuir a tenséao
superficial do meio eram menores, indicando uma menor producao do biossurfactante.
Esses dados contradizem com Guerra-Santos (1984), em que um meio limitante em
nitrogénio proporcionou uma maior producdo de biossurfactante por Pseudomonas
aeruginosa. Em escala laboratorial, foram testados residuos de 6leo de girassol e de
oliva para a producao de ramnolipideos. A linhagem Pseudomonas aeruginosa 4712
produziu 2,7 g/L do biossurfactante, quando cultivada em meio mineral contendo 40 g/L
de fonte da fonte de carbono, e uma relacdo C/N de 8, a temperatura de 30°C e
agitacao de 150 rpm (HABA et al, 1999).

O trabalho que relata maior producdo de biossurfactantes foi realizado com
Candida bombicola, a qual € capaz de produzir 300-400 g/L de soforolipideos a partir de
uma mistura de fonte de glicose e 6leo vegetal, diminuindo a tensao superficial de 40
para 25 N/m (LANG, 2002).

21



Kushida (2000) e Matssura (2004), em trabalhos com a mesma linhagem utilizada
nesse estudo, apresentaram concentragdes finais do Extrato Bruto Liofilizado (EBL)
diferentes. No primeiro estudo foi obtido 0,38g/L do EBL a partir do crescimento de
Gordonia amicalis em meio contendo 1,5% de 6leo de oliva, extrato de levedura e
peptona como fontes de carbono e nitrogénio. Matsuura(2004) obtive 0,28% do EBL
quando a mesma bactéria foi cultivada em meio com 10% de diesel como fonte de
carbono.Em fermentador, Matsuura (2004) aumento a producéao do EBL para 0,53 g/L.
Assim, dois estudos com a mesma linhagem apresentaram uma concentracao final de
biossurfactante produzido variando-se somente a fonte de carbono. A producdo so6
podera ser otimizada apds se avaliar as condi¢cdes ideias de cultivo dos micro-

organismos produtores.

3.7 Otimizacao e viabilidade econémica da producao

Os maiores empecilhos para a producao de biossurfactantes ainda sdao o seu
preco elevado e a baixa produtividade. Visando reduzir custos da produgéo, ocorre uma
procura por estratégias em que a fonte de nutrientes seja mais viavel economicamente,
como a utilizacdo de residuos, e a producdo do biossurfactante seja otimizada por
melhorias no processo ou por utilizagdo de linhagens recombinantes ou selecionadas
(MAKKAR et al, 2011; FARIA, 2010; SYLDATK, HAUSMANN, 2010). Varios estudos
tém utilizado residuos como substratos para a producdo de biossurfactante, podendo
ser destacado a utilizacao de glicerina residual, melagco de cana, residuos de d6leos
vegetais, esgoto doméstico (MAKKAR et al, 2011; KOSARIC, 1992; FARIA, 2010).

O glicerol € um residuo da producdo de biodiesel, e a preocupacdo com sua

recuperacao tem aumentado com a substituicio de combustiveis fosseis por fontes
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alternativas (da SILVA et al, 2009). Residuos agroindustriais ou de processamento de
alimentos também podem ser algumas alternativas (KOSARIC, 1992).

Kosaric (1992) sugere duas estratégias para aumento e barateamento da
producdo. Na primeira, utilizando residuo rico em acgucares, aumentou-se a produg¢ao
de biossurfactante com o co-cultivo de uma espécie de bactéria ou fungo lipogénico e
uma espécie de alga lipogénica, que produziram células ricas em triglicerideos,
utilizando o residuo como fonte de carbono. O fungo Torulopsis bombicola pode entdo
aproveitar tanto o agucar como as células ricas em triglicérideos para a producao de
soforolipideos. O estudo mostrou um aumento de 600% na producdo comparado ao
cultivo sem co-cultura. A segunda estratégia utilizada foi o barateamento a partir da
utilizacdo de esgoto doméstico que, além de ser viavel economicamente, € uma forma

de tratamento de efluentes.

Apesar de experiéncias com sucesso em escala laboratorial, Makkar (2011)
pontua o fato de alguns problemas na producdo de biossurfactantes a partir de
residuos, como o excesso ou falta de nutrientes no residuo, que torna o processo dificil
de ser otimizado para o crescimento das células. Além disso, o tipo de biossurfactante
produzido poder variar com a fonte de nutrientes utilizada (VAN BOGAERT et al, 2011),
podendo afetar também a produgdo a partir da variacdo no crescimento celular.
Chamanrock (2008) também pontua que a fonte de carbono é tida como um dos
principais fatores que interferem na produgdo de um surfactante microbiano, o que
também constitui uma desvantagem a utilizacdo de residuos agroindustriais ou de
efluentes domésticos, que apresentam variacbes de acordo com flutuacdes da

producéao.

Em residuos de éleo lubrificante de motor e borra de éleo de amendoim, ocorreu a
producédo de um lipopeptidio por Pseudomonas aeruginosa. Apesar de a producao ter
atingido o maximo de 4,37 mg/mL, o biossurfactante produzido apresentou uma
atividade emulsificante maior que Triton-X, e os residuos puderam ser assimilados pela

bactéria para seu crescimento (THAVASI et al, 2011).
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3.8 Meétodos de Isolamento de bactérias produtoras de Biossurfactantes

Existem varios métodos reportados na literatura para selecionar e isolar linhagens
produtoras de biossurfactantes, utilizando propriedades dos biossurfactantes para seu
rastreamento (DEASAI, BANAT, 1997). Utilizam-se métodos quantitativos e/ou
qualitativos, sendo os qualitativos suficientes para uma triagem inicial. Dentre os mais
utilizados, pode-se citar: método da atividade hemolitica, teste do deslocamento de
6leo, medidas de tensdo superficial e interfacial, screening para producao de lipase
(GANDHIMATHI et al, 2009), atividade emulsificante da amostra (COOPER &
GOLDENBERG, 1987), teste da penetracdao (WALTER et al, 2000), solubilizacao de
antraceno cristalino (WALTER et al, 2000), teste CTAB (SIEGMUND, WAGNER, 1991),
teste do colapso da gota (YOUSSEF et al, 2004).

As medidas de tensdo superficial e interfacial diretas podem ser realizadas por
diversos métodos, sendo o método do Anel Du-Noyu mais frequentemente aplicado. Ele
consiste no calculo da forga necessaria para separar um anel de platina da superficie. A
forca necessaria é correspondente a tensao superficial do liquido. (WALTER et al, 2008;
FARIA 2010).

O método da atividade hemolitica representa uma forma qualitativa e visual de se
identificar bactérias produtoras de biossurfactantes. O cultivo em Agar sangue, quando
colonizado por bactérias que produzem biossurfactantes, forma um halo claro ao redor
das colbnias, indicativo da lise de eritrécitos. Varios estudos tém utilizado esse método
como forma de triagem inicial e como uma forma visual da produgdo de
biossurfactantes (ANANDARAJ, THIVAKARAN, 2010).
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No teste do colapso da gota, uma gota do caldo celular é colocada em uma
superficie contendo uma gota de 6leo. Gotas contendo o surfactante colapsam,
enquanto gotas sem a molécula permanecem intactas (TUGRUL, CANSUNAR, 2005).

O método CTAB foi desenvolvido por Siegmund e Wagner (1991) para
identificacdo de surfactantes i6nicos. A bactéria de interesse é cultivada em meio
contendo agar CTAB (brometo de cetil trimetil aménio) e, com a producdo de
biossurfactante, é criado um halo ao redor da cultura. Isso ocorre devido a formacao de
uma par iénico insoluvel entre o biossurfactante anidénico e o tensoativo catinico,
CTAB. Devido a toxicidade do CTAB para algumas espécies, em casos negativos pode-
se realizar o método substituindo CTAB por CaCl, ou Al(OH)3. Outro para medicao de
cargas superficiais € o potencial zeta, uma técnica mais rapida, que determina o
potencial eletrostatico na interface sélido-liquido (SZE et al, 2003).

3.9 O género Gordonia

Espécies do género Gordonia sao bactérias gram-positivas pertencente ao grupo
dos actinomicetos. Os actinomicetos possuem como uma de suas caracteristicas a
presenca de acidos micdlicos constituintes da parede celular. Uma das formas de
distincdo entre espécies é justamente o estudo desses acidos micdélicos, que possuem
diferente constituicdo em relagdo ao numero de carbono e de duplas ligacées. O género
Gordonia, em estudo com andlise de acidos micolicos por cromatografia capilar
acoplada a espectrometria de massas, apresentou diferengcas na estrutura dessas
moléculas (NISHIUKI et al, 1999). Essa estrutura pode variar em diferentes fases da
cinética microbiana em uma mesma espécie (LAVAL et al, 2001).

25



Até o presente, o género agrupa 34 espécies descritas (EUZEBY, 2012), tendo
sido incluidas 2 espécies apdés um ano de submissdo de uma revisao bibliogréafica sobre
o tema (DRZYZGA, 2012).

As espécies identificadas do género até o momento ja apresentaram
possibilidades de aplicagdes biotecnolégicas em diversas areas, como degradacéo de
HPAs (hidrocarbonetos poliaromaticos) (XU et al, 2011), alquilpiridinas (STOBDAN et al,
2008), borrachas (ARENSKOTTER et al, 2004) e biodessulfurizagdo de combustiveis
(ABAD et al, 2003). A producdo de CASs também foi estudada. Alguns estudos
reportam a participacdo de G. amarae em processos de formacdo de espuma em
plantas de tratamento de efluentes, através da producao de biossurfactantes (DE LOS
REYS et al, 1998 a,b & PAGILLA et al, 2002). Gordonia sp. BS29 foi capaz de produzir
um biossurfactante de natureza glicolipidica quando crescida em meio contendo
hidrocarbonetos alifaticos (FRANZETTI, 2007). Devido a diversidade metabdlica do
género, estudos que viabilizem o acesso aos seus produtos metabdlicos e a um maior

conhecimento do género sdo promissores para processos biotecnoldgicos.

3.10 Isolamento e purificacao de biossurfactantes

A utilizacdo de biossurfactantes isolados ao invés do inéculo de bactérias
produtoras é uma das estratégias que podem ser utilizadas em processos como o
MEOR (BANAT, 1995). O inéculo do biossurfactante tem a vantagem de nao necessitar
de uma linhagem adaptada ao ambiente e a variagdes drasticas de temperatura, pH,
salinidade, e para processos biotecnoldgicos com industrias cosmeéticas, farmacéuticas

e alimenticias.

As técnicas para isolamento, purificacdo e caracterizacao podem ir desde simples

métodos colorimétricos, que dardo informacdes sobre a natureza quimica de seus
26



constituintes, até a utilizacdo de espectrometria de massas e infravermelho, que daréao
informacgdes sobre a estrutura da molécula (SMITH et al, 2010).

Para extrair e purificar biossurfactantes ha diversos métodos, sendo que a escolha
deve levar em consideracdo volume de amostra, molécula a ser isolada, custos em
nivel industrial e aplicagdo almejada. Entre os métodos mais utilizados, podemos citar
precipitacdo acida (muito utilizada para isolamento de surfactina), precipitacdo com
solventes organicos, como metanol cloroformio (KIM et al, 2000; KUSHIDA, 2000;
MATSURA, 2004) e acetona (FREITAS, 2009); assim como a precipitacdo através da
adicdo de sais, como descrito com sulfato de aménio para isolamento de Alasan
(NAVON-VENEZIA et al, 1995) e fracionamento da espuma (COOPER, 1981). Para a
retirada de CASs de membranas ou paredes celulares, pode-se utilizar sonicacao
(KUYYKINA et al, 2001) ou hidrélise com KOH (NISHIUCHI et al, 1999). O método com
metanol-cloroférmio € o mais utilizado, porém, como pontuado por Kuyukina, esse
método é custoso e apresenta alta toxicidade e risco ambiental (KUYUKINA et al,
2001). Kuyukina (2001) e colaboradores testaram o metil éter butil terciario para
extracao de biossurfactantes de espécies de Rhodococcus, apresentando uma extracao
de 10 g/L da molécula, mostrando que esse método é tao eficiente quanto outros de
extragdo com solventes, e apresenta uma menor toxicidade (KUYUKINA et al; 2001).

A ultrafiltracdo foi utilizada com sucesso para isolamento de ramnolipideos e
surfactina. Devido a baixa CMC de ambos, as micelas formadas ficam retidas durante a
filtracdo, e pequenos aminoacidos, acucares e fosfatos passam pelas membranas
(MULLIGAN, GIBBS, 1990).
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3.11 Caracterizacao quimica

A caracterizagcao quimica de biossurfactantes pode ser feita utilizando uma gama
de metodologias. Nos ultimos anos, houve um avanco nessas técnicas, o que tem
permitido analises mais econémicas, rapidas, e com pequenas amostras. Podemos citar
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensional, Espectroscopia no Infravermelho (IV),
Espectrometria de Massa (FAB-MS, MALDI-TOF e ESI/MS-MS) (PEYPOUX et al,
1999).

A CLAE tem sido utilizado como op¢ao para se analisar concentracao, natureza
quimica e polaridade das moléculas. Freitas (2009) e colaboradores utilizaram HPLC
para identificacdo de aglUcares de um exopolissacarideo extracelular, através da
utilizacdo da coluna CarboPac PA10, especifica para identificagdo de mono e
dissacarideos, e com a eluicdo da amostra em NaOH, com um detector amperométrico.
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, com coluna capilar, foi
utilizada para analises de acidos micélicos. Essa metodologia permitiu caracterizar os
acidos micélicos em 3 parametros: o grau de insaturagdao, o numero médio de carbonos
e a estrutura da ramificacdo a- alquila. A metodologia utilizada mostrou-se uma
ferramenta importante para estudos de identificacdo e caracterizacdo de &acidos
micolicos. Em amostras com micro-organismos do género Nocardia, essa metodologia
permite a distincdo entre N. asteroides e N. farcinica, duas espécies patogénicas, de
dificil diferenciagdo por métodos convencionais (NISHIUKI et al, 1999, 2000). Para
analise de &cidos micdlicos, Laval (2010), e colaboradores demonstraram que
Espectrometria de massas de lonizagao/Dessorcao de Matriz Assistida por Laser € um
método rapido e sensivel para a identificagcdo de acidos micélicos, capaz de diferenciar
moléculas produzidas pela mesma linhagem em fases de crescimento celular distintas.
O mesmo método também foi capaz de revelar a presenca de trés complexos de

lipopeptidios em Bacillus subtilis: surfactinas, iturinas e fengicinas (VATER et al, 2002).
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Através da Espectometria no Infravermelho com transformacéao de Fourier (FT-IR), uma
ferramenta qualitativa para analise de grupos funcionais, pode-se inferir que os CAS de
Gordonia amicalis, produzido a partir de 6leo de oliva, ndo se tratava de um
lipopeptideo e nem de um glicolipideo. Juntamente com andlises de Ressonancia
Magnética (RMN) e Espectometria de Massas de alta Resolugdo Q-TOF, foi concluido
que os CAS eram uma mistura de oligbmeros de baixo peso molecular (MATSUURA,
2004). A Espectrometria de Ressonancia Magnética (RMN) é comumente utilizada para
diferenciacdo de isomorfos. Bayoumi (2010), e colaboradores identificaram os
aminoacidos de um lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis utilizando essa técnica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo utilizado

Para esse estudo, foi utilizada a bactéria anteriormente descrita como
Planococcus citreus, da colecado de culturas do LSFM. A linhagem foi isolada, em um
estudo anterior, de amostras de solos contaminados com hidrocarbonetos, coletados
proximo a Refinaria de éleo de Paulinia (KUSHIDA, 2000).

4.2 Analise da sequéncia do gene ribossomal 16S da linhagem isolada

Em estudos anteriores, a caracterizacdo e identificagédo inicial da linhagem foram
baseadas em aspectos bioquimicos e morfoldgicos, sem anadlises filogenéticas
(JACOBUCCI et al, 2001). Sendo assim, para uma identificacao correta, o DNA total do
micro-organismo isolado foi extraido e purificado com kit de extracao de DNA gendémico
da Qiagem (Qiagen, CA, EUA), segundo especificagdes do fabricante. Foram utilizados
os primers p 27F (5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3' (M = A or C) e p 1401R (5~
GCG TGT GTA CAA GAC CC-3)), para amplicacao do gene ribossomal 16S. A reacdo de
polimerizacdo foi preparada adicionando-se: 100 ng do DNA total, 2 U da enzima Taq
polimerase (Invitrogen®), 0,2 mM de trifosfato deoxinuclesideo e 0,4 1 M de cada
primer, em um volume final 50 n L da reacdo. As amplificacbes foram realizadas nas

seguintes condicdes: desnaturacdo inicial 94°C/2 min; desnaturacdo 10 ciclos de
94°C/1min, anelamento 55°C/30seg, extensao 72°C/3 min.
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Amplicons do DNAr foram purificados (kit de purificagcdo GFX PCR DNA e kit de
purificacdo Gel Band GE Health Care, EUA) e sequenciados utilizando o sistema de
sequenciamento automatico MegaBACE (1000 GE Health Care, EUA). A reagcdo de
sequenciamento foi feita utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing, de acordo com as especificacbes do fabricante. A sequéncia obtida foi
alinhada com a Ribosomal Database Project (RDP), utilizando o programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al, 1994) e analises filogenéticas utilizando o software MEGA 2001
(KUMAR et al, 2004). A matriz de distancia evolutiva foi calculada utilizando o modelo de
Kimura (1980). A arvore filogenética foi obtida utilizando-se o algoritmo neighbour-joining
(SAITOU, NEI, 1987), utilizando-se valores de bootstrap a partir de 1000 re-amostragens.

4.3 Meio de cultivo

Os cultivos foram realizados em meio GYP, tanto em cultivo liquido quanto sélido
(acrescido de 1,8% p/v de Agar).

Tabela 4.1. Meio GYP, modificado de Kushida (2000).

Constituinte Concentracao (% em p/v)
Glicose 2,0
Extrato de Levedura 0,5
Peptona 1,0
NaCl 1,0
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4.4 Manutencao e pré-inéculo da cultura

A cultura foi preservada em Meio GYP sdélido, sob-refrigeracédo de 4° C, sendo

periodicamente transferida de placas.

Para o pré-inéculo, culturas estoque eram transferidas para placas contendo meio
GYP solido, e incubadas a 30°C por 48 horas. A seguir, foram transferidas para 100 mL
de meio GYP liquido, em frascos Erlenmeyer de 250 mL, e incubadas a 30°C, em
agitacao de 150 rpm, por 24 horas.

4.5 Screening inicial para a producao de surfactante microbiano

Inicialmente, foram testadas diferentes fontes de carbono e nitrogénio para a
producdo do surfactante microbiano pela linhagem em estudo. Foram utilizados
diversos residuos agroindustriais, a saber: melaco de cana 2% v/v, soro de ricota bruto,
diesel 2%v/v, diesel 2% v/v acrescido de 0,06% m/v de extrato de levedura, efluente
fenolado 10% v/v, 6leo de fritura 2% v/v, glicerol 2% v/v. As diluicbes dos efluentes
foram feitas no Meio Mineral basal, acrescido de solugcéao de vitaminas (WOLIN, 1963) e
elementos-trago (DYALL, SMITH, 2009). O meio com os diferentes substratos, em um
volume final de 50 mL, colocados em frascos Erlenmeyers de 125 mL, foram
autoclavados a 120°C por 15 minutos, com excecdo da solugdo de vitaminas e
elementos-traco, que foram filtrados com membrana milipore de 0,22 um, e adicionados
ao meio autoclavado, e resfriado a temperatura ambiente, somente no momento do

inoculo.
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4.6 Cultivo para a producao de biossurfactantes

O produto do pré-inéculo foi centrifugado a 9000 rpm, a uma temperatura de 4°,
por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi suspenso
em meio GYP. Foi avaliada a densidade otica por espectrometria UV-vis
(espetrofotdbmetro Shimadzu 2101), a um comprimento de onda de 600 nm. O inoculo
foi feito com uma OD inicial 0,2, e o cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer
contendo 500 mL do meio GYP, a uma temperatura de 30°C, a agitagédo de 150 rpm,

durante 14 dias.

4.6.1 Cinética do crescimento

A cinética de crescimento foi avaliada a partir de medidas de densidade 6tica (DO)
do caldo, a um comprimento de onda de 600 nm, e da contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC) em placas de Petri com meio GYP. Mediu-se também a
variacdo de pH do meio durante o experimento. Para se avaliar a producao de
biossurfactantes, avaliou-se a tensao superficial do meio, utilizando para isso a técnica
do Anel de Nouy (Tensiémetro K10S Kriss). As medigbes foram realizadas de 3 em 3
horas durante as primeiras 24 horas, espacando para 12 em 12 horas até 120 horas e
de 24 em 24 horas até 240 horas.
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4.6.1.1 Parametros avaliados

4.6.1.1.1 Densidade optica

Foi analisada conforme descrito no item 3.5.

4.6.1.1.2 Unidades formadoras de colonias

Foi retirado 1 mL de cada amostra e transferido para tubos com 9 mL de agua
peptonada (0,1 %). As amostras foram diluidas até 10®. Foi coletado 1 mL de cada
diluicao, e plaqueado por método de semeadura de superficie, em meio GYP sélido. As
placas foram incubadas a 30°C por 48 horas, e posteriormente foi contado o nimero de
colbnias, e utilizada a férmula abaixo para o calculo de UFC (KOCH apud Barbosa et al,
1995):

n® UFC = (n? colbnias) x (valor diluicao) x 500

4.6.1.1.3 pH

O pH das amostras do EBLC foi determinado diretamente utilizando-se pHmetro
(TEC 2, Tecanalise).
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4.6.1.1.4 Tensao superficial

Utilizou-se o tensidmetro Easy Dyne Kriiss para as medidas. Para a analise, o
meio foi centrifugado a 9000 rpm, a 4°C, por 20 minutos. Utilizou-se o sobrenadante
para a analise e descartou-se o botédo celular.

4.7 Extracao e purificacao dos biossurfactantes

Ap0és o periodo de cultivo, as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm, a 4°C, por
20 minutos, o pelete foi descartado, e 0 sobrenadante foi utilizado para extracdo dos
biossurfactantes. A extragéo foi realizada com sulfato de aménio (Merck) a 65% p/v,
segundo descrito por Navon-Venezia (1995) e colaboradores. Apds adicdo do
composto, a solucao ficou em repouso a 4°C por 24 horas. A seguir o conteudo foi
centrifugado a 12000 rpm, a 4°C, por 90 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi colocado em membranas para dialise com agua desmineralizada. Foram

realizadas diversas trocas de agua até remocao de todo o sal.

O extrato livre de células foi desidratado em rota evaporador e estocado em

atmosfera andxica para posterior caracterizacao.

Para purificagdo, foram utilizadas placas de TLC de silica 60 Merck. A amostra foi
diluida em metanol, na concentracao de 25 mg/mL. Foram aplicados 10 pL da amostra
na placa, e a corrida foi realizada com a fase mével de metanol: cloroférmio: hidroxido
de amdnio 25%: agua (65:25:15:10), padronizada no laboratério. Os “shots” foram

revelados em luz UV, e com o auxilio de uma espatula, foram retirados da placa e
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suspensos na fase movel. A silica residual precipitada foi retirada por filtracdo com
membrana de 0,22 um e o sobrenadante passou por rotaevaporagao para retirada da

fase movel. O extrato purificado foi entdo utilizado para a caracterizagcao quimica.

4.8 Caracterizacao Quimica do CAS

4.8.1 Analise do extrato bruto por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A caracterizagdo qualitativa inicial deu-se pela analise do extrato bruto por
Cromatografia de Camada Delgada. Foi realizado o procedimento de acordo com o item
3.6.

Procedeu-se com a utilizacdo de reveladores para a identificacdo bioquimica da

molécula:

* Ninhidrina (0,2% em acetona): para visualizacdo de grupos amino. A placa foi
borrifada com o revelador e aquecida a 100°C por 5 minutos (DITMER &
LESTER, 1964);

« Acido Sulfurico 6 N: visualizagdo de aminoacidos e outros grupos organicos
presentes no extrato bruto. A placa foi visualizada apds aquecimento a 100°C
por 10 minutos (HOROWITZ et al, 1990).

* A placa também foi previamente exposta a luz UV, para visualizagdo da
localizagdo de bandas.
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4.8.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformado de Fourier (IR-TF)

Para esta analise, 0,1 mg da amostra foi misturada a 100 mg de brometo de
potassio (KBr), macerada e prensada na forma de pastilha, sendo os espectros
expressos de 500-4000 cm™'. Foi utilizado o espectrofotdmetro FTLA2000, e as analises
realizadas no Laboratério de Quimica do Estado Sélido (IQ- UNICAMP).

4.9 Propriedade do CAS

4.9.1 Atividade emulsificante

Para avaliar a atividade emulsificante, incubou-se por 7 dias a bactéria, em meio
GYP, a 30°C, com rotacao de 150 rpm. O caldo foi centrifugado, conforme descrito no
item 3.5. O sobrenadante livre de células foi utilizado para a avaliacao de producao
através de atividade de emulsificacdo do tipo agua em dleo (A/O) (COOPER,
GOLDENBERG, 1987) e 6leo em agua (O/A) (JOHNSON et al, 1992). Foram testados
diferentes substratos: 6leo de fritura, éleo diesel, 6leo de mamona, efluente fenolado,
6leo de ricota, hexadecano, hexadeceno, tolueno, tridecano, trideceno, tetradecano,
agua de producao de petréleo, pristano, fenol, glicerina purificada, glicerina bruta. Em
tubos de ensaio, foram colocados 3,5 mL do extrato bruto livre de células e 2,0 mL do
substrato. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 610 nm. As
amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto e deixadas em repouso. A absorbéancia
da mistura foi medida novamente ap6s 1 hora de descanso e a emulsédo foi medida

apos 24 horas.
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4.9.1.1 Estabilidade a temperatura, pH, salinidade e tempo de cultivo

Para analisar a estabilidade do biossurfactante em diferentes condicdes, foi
utilizada a atividade emulsificante como padrao, conforme descrito no item anterior. Foi
analisada a atividade emulsificante em temperaturas de 25°C, 50°C, 75°C e 100°C; pH
2,4, 6, 8 e 10; concentracao de NaCl de 5%, 10% e 15%; e tempo de cultivo de 7 e 14

dias.

4.9.2 Analise de Angulo de Contato

Para a analise, a amostra do CAS purificado foi diluida em agua deionizada, em
uma concentracao final de 10 mg/mL. O angulo de contato foi testado utilizando-se o
CAS diluido e agua deionizada pura, como controle, no equipamento Easy Drop
(KRUSS). Foi utilizada uma seringa de capacidade de 4,5 mL para a producdo de
gotas, com uma vazao de 60 pl/min. A interacdo da agua com a superficie foi captada
por camera fotografica, e o valor do angulo foi calculado utilizando-se o software DAS,
com 15 medi¢des a cada 10 segundos. Como superficies sdlidas, foram utilizados:
placa de politetrafluoretieno (PTFE ou teflon), placa metalica do suporte do

equipamento e lamina de vidro.
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4.9.3 Potencial Zeta

O Potencial Zeta foi obtido pelo equipamento Malvern Zeta Sizer- Nano. As
amostras foram diluidas em agua deionizada, em uma concentracao final da suspensao

de 1 mg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da sequéncia do gene ribossomal 16S do isolado

A sequéncia do gene RNAr 16S (1293 bp) obtida, quando comparada a base de
dados, apresentou 100% de similaridade com Gordonia amicalis isolada e identificada
como um actinomiceto dessulfurizante de d-benzotiofeno (11, 16S sequéncia doGenebank
ID AF101418.1, identificador RDP S000428902). A figura 5.1 mostra uma arvore
filogenética baseada no alinhamento da sequéncia do gene RNAr 16S do isolado e outras
sequéncias de Gordonia obtidas da base de dados do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/).

g7 —Gordonia alkanivorans DSM 44369' (Y18054)
87| lGordonia westfalica Kb1/Kb2' (AJ312907)
64 | “—Gordonia namibiensis NAM-BNOG3A' (AF380930)
CPQBA 190-07 DEM
100 LGordonia amicalis IEGM' (AF101418)
30| L_—Gordonia desulfuricans NCIMB 40816 (AF101416)

Gordonia terrae ATCC 25594" (X81922)
|28

Gordonia amarae ATCC 27808" (X80601)

L Gordonia hydrophobica DSM 44015" (X87340)

— |47 ’
0.02 - Gordonia bronchialis DSM 43247 (X79287)

Figura 5.1. Arvore filogenética da sequéncia de RNAr 16S da bactéria Gordonia amicalis isolada (indicada
como CPQBA 190-07 DRM) e sequéncias de outras espécies de Gordonia obtidas de bases de dados.
Os numeros nas arvores sao valores de bootstrap. A distancia é indicada na escala.
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5.2  Screening inicial para a producao de surfactante microbiano

Com excecdo do meio contendo O6leo de fritura, todos os outros meios
apresentaram turvacdao, o que € um indicativo de crescimento celular. Porém, nao
apresentaram atividade emulsificante dos tipos A/O e O/A. Supde-se que 0 micro-
organismo pode utilizar as fontes de nutrientes, porém, nas condi¢des utilizadas, nao foi
capaz de produzir CAS. Kosaric (1992) pontua que um dos maiores desafios a
utilizacdo de residuos para a produgdo de biossurfactantes sdo as necessidades
nutricionais dos micro-organismos, que podem necessitar de nutrientes ou nao tolerar
excessos presentes em residuos. A linhagem de Gordonia amicalis utilizada neste
estudo nado foi capaz de produzir CAS de forma significativa quando cultivada em
querosene (KUSHIDA, 2000). No estudo de Matsuura (2004), a mesma linhagem
apresentou producdo de biossurfactante quando cultivada em meio contendo extrato de
levedura (1 g/L), peptona (0,3 g/L), MgSQO4. 7H-0 (0,5 g/L), KH2PO4 (1 g/L), NaNO3 (3
g/L), e 10% de ébleo diesel, a temperatura de 30°C, a 150 rpm, por 96horas. Portanto,

em meio rico em nutrientes, a linhagem bacteriana foi capaz de produzir um CAS.

Devido aos resultados apresentados, optamos por estudar a produgéo de CAS por
Gordonia amicalis no meio sintético GYP, rico em sacarideos. Apesar de meios
sintéticos com agucar serem mais caros que meio ricos em 6leos e hidrocarbonetos, ha
algumas vantagens, como: menor necessidade de resfriamento do biorreator,
equipamentos mais simples, e nao apresentam hidrocarbonetos residuais (GUERRA-
SANTOS et al, 1986). No trabalho de Guerra-Santos e colaboradores, a producao de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa foi maxima em uma concentracdo de
glicose de 73 ¢g/L (GUERRA-SANTOS et al, 1986). Também ha a possibilidade de
futuros estudos utilizando residuos de baixo custo, ricos em agulcares, como residuos

da producao de cana-de-agucar.
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5.3 Cinética do Crescimento

Durante 10 dias, foram analisados o pH, crescimento microbiano por UFC e DO,
tenséo superficial e densidade Optica do micro-organismo crescido em meio GYP. Os
resultados sdo apresentados nas Figuras 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 e nas Tabelas 8.1 e 8.2 dos

Anexos.

5.3.1 Unidades formadoras de colonia
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Figura 5.2: Variagdo do numero de UFC durante o crescimento de Gordonia amicalis em meio GYP para
a producéo de CAS.

42



Pela analise dos dados obtidos, em meio GYP, a bactéria Gordonia amicalis nédo
apresentou fase lag e a partir de 6 horas ja estava em fase estacionaria, que
permaneceu até o fim do experimento. O meio rico em nutrientes e o pré-inéculo
anterior ao cultivo de producao podem ter facilitado o crescimento. Outros estudos com
a mesma linhagem nao apresentaram dados de cinética para comparacao (KUSHIDA,
2000; MATSSURA, 2004), e sao poucos os trabalhos que utilizam a cinética de
crescimento como parametro. Mesmo assim, varios estudos relacionam a produgéao do
biossurfactante a fase do crescimento. Khopade (2012), e colaboradores encontraram
uma maior produgdo de biossurfactante por um actinomiceto durante a fase
exponencial, indicando ser um metabdlito primario. Sua produgdo decaiu na fase
estacionaria. Biossurfactantes como metabdlitos primarios também foram relatados em
um trabalho envolvendo quatro linhagens bacterianas ede uma linhagem de levedura,
Corynebacterium sp. DDV1, Flavobacterium sp. DDV2, Micrococcus roseus DDV3,
Pseudomonas aeruginosa DDV4 e Saccharomyces cerevisae DDV5, onde o
crescimento aumentou juntamente com a atividade emulsificante (ADEBUSOYE et al,
2008). O estudo corrobora com um trabalho com biossurfactantes de Lactobacillus sp,
produzido em maior quantidade na metade da fase exponencial (FRACCHIA, 2010). Ja
em um trabalho com Pseudomonas aeruginosa, a producdo de biossurfactante
aumentou durante a fase estaciondria. Nesse caso, a molécula seria um metabdlito
secundario (BABU et al, 1996). Saharan (2011) afirma que ha uma associacao entre a
producdo dos compostos ativos de superficie e o crescimento bacteriano. Essa relacao
varia para cada espécie, por isso a necessidade de se tracar a cinética de crescimento
juntamente com as andlises da produgdo, como medidas de tensdo superficial e

atividade emulsificante.

43



5.3.2 Densidade optica
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Figura 5.3: Variacado da DO (A = 600nm) durante o crescimento da Gordonia amicalis no meio GYP, por
tempo de cultivo.

Além do numero de UFC, o crescimento microbiano também pode ser medido
pelo aumento da densidade Optica, através de medidas de absorbancia a 600nm
(Figura 5.3). Os dados mostrados corroboram com as medidas de UFC, apresentando
uma fase de crescimento exponencial ja a partir do in6culo. A fase estacionaria iniciou-

se apos 24 horas.

Os valores de DO nos tempos 96 e 108 horas, apresentaram valores abaixo da
média da fase estacionaria (Tabela 8.2). Calculando-se o desvio padrdo, somente 0s
dados do tempo de 108 horas permanecem fora da média. Por ser um método indireto,
as medidas de DO podem nao corresponder diretamente as fases do crescimento
bacteriano, visto que células mortas também aumentam o valor da DO.
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Comparando-se as figuras 5.2 e 5.3, pode-se perceber uma diferenca entre o
tempo da fase exponencial, apresentando, no entanto, similaridade nas curvas de
crescimento obtidas. Todos os métodos de estimativas de células viaveis podem
apresentar erros, portanto, a utilizacdo de mais de um método confere confiabilidade
aos resultados (BARBOSA et al, 1994).

5.3.3pH

O pH apresentou um aumento rapido durante a fase exponencial, e manteve-se
constante na fase estacionaria, com queda a partir do oitavo dia (Figura 5.4, Tabela
8.3). Matsuura (2004), em um trabalho com a mesma linhagem utilizada neste estudo,
observou que, apesar de ocorrer o crescimento da linhagem, quantificado por aumento
da DO do meio de cultivo, em pHs iniciais de 7 a 9, sua capacidade de reducédo da
tensdo superficial ocorria somente em pHs 7 e 8. Como o aumento do pH acompanha o
crescimento do micro-organismo e a reducdo da tensdo, pode-se sugerir que esteja
relacionado a producgéao do CAS.
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Figura 5.4: Variagdo do pH durante o crescimento da Gordonia amicalis no meio GYP, por tempo de
cultivo.
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5.3.4Tensao Superficial
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Figura 5.5: Variagao das Unidades de Redugéao de Tenséo Superficial durante o crescimento de Gordonia
amicalis em meio GYP por tempo de cultivo.

No meio sintético GYP, a cepa de Gordonia amicalis nao foi capaz de diminuir
consideravelmente a tensao superficial (Figura 5.5 e tabela 8.4). Ocorreu uma
diminui¢&o inicial concomitante a fase exponencial, ocorrendo o aumento de 1 mN/m de
reducao de tensao superficial durante a fase estacionaria. Os dados podem indicar que
o surfactante microbiano produzido é um metabdlito primario, porém sao necessarios
mais experimentos para afirmar-se. A variagdo na tensao superficial do meio também
pode estar relacionada a interacdo direta do biossurfactante com o substrato, conforme
sugerido por Shavandi (2011) e apontado por alguns estudos (ABU-RUWAIDA et al,
1991; e PIETRO et al, 2008). Linhagens de Gordonia sp, quando cultivadas em meio
contendo compostos hidrossolluveis apresentaram uma redugédo de tensao superficial

menor do que em meios contendo substratos hidrofobicos (FRANZETTI, 2007).

No trabalho de Matsuura (2004), o meio contendo a mesma linhagem apresentou

sete unidades de reducdo de tensdo em pH 7 e 8, sendo que esta reducao ocorreu a
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partir de 36 horas. Essa diferenca com esse trabalho pode estar relacionada a
diferencas no meio de cultivo e na fonte de carbono, no qual foi utilizado um meio

basico de sais minerais, com 6leo diesel como fonte.

5.4 Caracterizacao quimica do CAS

5.4.1 Analise do Extrato Bruto por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Apos extracdo com Sulfato de Aménio, foi obtido um EBL de 0,5 g/L. Tanto a
purificacdo como parte da caracterizagdo quimica foram feitas por CCD. A
caracterizacao quimica por CCD mostrou uma banda com Rf de 0.8, corada tanto por
acido sulfarico quanto por ninidrina (figura 5.6). O acido sulfdrico liga-se a agucares,

enquanto a ninidrina liga-se a amino4cidos.

Na literatura, ha relatos de CASs que possuem tanto aclUcares quanto
aminodcidos em sua composigado. O fungo Yarrowia lipolytica NCIM 3589 produz um
bioemulsificante composto por 75% de lipideos, 20% de acgucares e 5% de proteinas,
quando cultivado em meio contendo hexano como substrato (ZINJARDE et al, 1996).
Moormann (1997) e colaboradores relatam um lipopetideo glicosilado, a gordonina,
incorporado a parede celular de uma variante de Gordona hydrophobica, que também
atua como um CAS extracelular quando a linhagem é crescida em substratos
hidrofébicos. Nesse estudo de Moormann (1997), quando corado com ninidrina, nao
ocorreu revelacdo de bandas, apesar de ter dado positivo quando corado com orcinol, o
que seria um indicativo de que a molécula nao possuia grupos amino livres. No estudo
de Kushida (2000), o CAS produzido por Gordonia amicalis, apresentou a presenca de
aminoacidos quando revelado em placa de CCD com ninidrina, mas ndo de agucares,
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enquanto no estudo de Matsuura (2004), a mesma linhagem apresentou presenca de
acucares. As diferencas podem estar relacionadas as condi¢cdes de cultivo, sendo que
diferentes fontes nutricionais podem influenciar o CAS produzido (GIHRIBI, ELLOUZE-
CHAABOUNI, 2011).

Figura 5.6. Revelagao placa de CCD em: a) luz UV; b) acido sulfurico 6N; c) ninidrina 0,02%.
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5.4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformado de Fourier (IR-TF)

A analise de FT-IR (Figura 5.7) apresentou um estiramento em 3420 cm™, que
pode ser de agrupamento OH, indicativo de grupos fenois. O estiramento em 1648 pode

ser um alceno, enquanto o estiramento 1242 é um indicativo de grupos C-O,
provavelmente um éster ou um éter.
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Figura 5.7. Espectroscopia IR-TF do CAS produzido por Gordonia amicalis.

Somente com a espectrometria por infravermelho utilizada sem complementagéao
nao é possivel a definicao de estrutura molecular, mas é importante para determinagao
de grupos funcionais de maior predominancia.

49



5.5 Propriedades do CAS

5.5.1 Atividade emulsificante

A emulsdao depende em partes da estrutura do surfactante, dependendo do
balanco hidrofilico-lipofilico (HBL), ou seja, a proporcao entre grupos lipofilicos e
hidrofilicos. Moléculas lipofilicas tém tendéncia a formarem emulsées do tipo A/O, e
moléculas hidrofilicas tém a capacidade de formarem emulsdes do tipo O/A (DESAI,
BANAT, 1997). Entretanto, a capacidade de formar emulsdes, assim como a
estabilidade da emulsdo, em diferentes condicdes, ndo depende unicamente do
emulsificante utilizado, mas também do substrato empregado.

5.5.1.1 Emulsao do tipo A/O

A figura 5.8 tras a imagem de duas emulsdées formadas pelo CAS. As emulsdes
formadas em geral eram semelhantes. O tamanho da emuls&o formada € apresentado
na figura 5.9. Observando a figura, é perceptivel que a emulsdo se formou
principalmente em substratos hidrofébicos, sendo que substratos polares nao formaram
emulsdo. A tabela 5.3 apresenta a AE,4 do EBLC (Extrato Bruto Livrede Células) em
cada substrato. Os resultados apresentados mostram que houve uma atividade
emulsificante acima de 50% em Oleo de fritura, hexadecano, tolueno, tetradecano,
tridecano, pristano e hexadecano. Para avaliar se o extrato bruto teve influéncia na
emulsificacao do éleo de fritura, foi testada a emulsificagdo A/O somente com o0 meio de

cultura, sem o surfactante produzido. Os resultados foram similares, portanto, o éleo de
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fritura ndo foi emulsificado pelo surfactante microbiano. A figura 5.8 apresenta a

emulsao formada em tolueno.

Figura 5.8- Emulsédo do tipo A/O apresentada pelo EBLC apés cultivo de 7 dias, tendo tolueno como
substrato, onde A contém o EBLC, e B é o controle negativo com o meio de cultura GYP autoclavado.
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Figura 5.9. Emulsao do tipo A/O apresentado pelo EBLC isolado por precipitacdo com sulfato de amoénio
apés 7 dias em diferentes substratos.
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Tabela 5.3. AE,,4 do tipo A/O do extrato bruto livre de células em diferentes substratos.

Atividade

Substrato Emulsificante
(%)
agua de producao tratada 0,00
glicerina bruta 0,00
glicerina destilada 0,00
Oleo fritura 85,09
Diesel 20,00
6leo mamona 43,88
agua producgao nao tratada 0,00
efluente fenolado 0,00
Agua 0,00
hexadecano 50,00
tolueno 51,00
tetradecano 50,00
tridecano 54,81
pristano 50,96
Fenol 0,00
hexadecano 54,81
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5.5.1.2 Emulsao do tipo O/A

Os resultados das medidas de emulsao do tipo O/A sdo apresentados na tabela

5.4.

Tabela 5.4. Atividade Emulsificante do tipo O/A do extrato bruto livre de células em diferentes substratos.

Sustato (veor0 Alvidade
nm)
6leo fritura 1,4 Alta
Diesel 0,7 Moderada
6leo mamona 1,2 Alta
Hexadecano 0,1 Baixa
Tolueno 0,6 Baixa
Tetradecano 0,0 Nao tem
Tridecano 0,1 Baixa
Pristano 0,2 Baixa
Hexadecano 0,0 Nao tem
agua de producao tratada -0,2 Nao tem
agua de producao nao 0.6 Baixa
tratada
glicerina bruta -0,1 Nao tem
glicerina destilada -0,1 N&o tem
efluente fenolado 0,1 Baixa
Fenol 1,2 Moderada

Com os substratos utilizados, o EBLC apresentou emuls&o do tipo O/A maior em

O0leo de fritura e 6leo de mamona. Como o 6leo de fritura apresenta a mesma
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propriedade sem o0 biossurfactante considerou-se somente alta a emulsao do tipo O/A

em 6leo de mamona.

Comparando-se o0s dois tipos de emulsbées formadas, percebe-se uma
predominancia de emulsées do tipo A/O na maior parte dos substratos (com excecao de

6leo de mamona), o que caracteriza o0 CAS como uma molécula lipofilica.

5.5.1.3 Estabilidade da emulsao a temperatura, pH, salinidade, tempo de
cultivo e duracao da emulsao

O EBLC apresentou estabilidade em todas as faixas de temperatura testadas,
tanto no caldo extraido no 7° dia quanto no extraido no 14° dia (Figura 5.10).
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Figura 5.10. AE,, dos EBLCs extraidos em 7 e 14 dias, apos 1 hora em diferentes temperaturas.

Quanto a salinidade, o EBLC de 7 dias apresentou estabilidade nas 3
concentracdes de NaCl (5%, 10% e 15%), enquanto o EBLC de 14 dias nédo formou
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emulsdes nos tratamentos com 5% e 10% de NaCl, e teve uma atividade emulsificante
menor a 15% de NaCl (Figura 5.11). No estudo de Matsuura (2004), foi observada uma
queda na atividade emulsificante somente com uma salinidade de 30%. Abu-Ruwaida
(1991) sugera que a atividade emulsificante é dependente mais da interacdo do CAS
com o substrato do que da tensdo superficial do liquido. A estabilidade da emulséo
formada em uma ampla faixa de salinidade também foi observada com Pseudomonas
aeruginosa SCMU106, com variacao de 2-20% de NaCl (TECHAOEI et al, 2011).

60 -

30 A
M EBLC 7 dias

20 - EBLC 14 dias

10 -

Atividade Emulsificante (%)

0] .
5 10 15

Salinidade (% )

Figura 5.11. AE,, dos EBLCs extraido em 7 e 14 dias em diferentes salinidades( em % de NaCl).

Por fim, o EBLC de 7 dias apresentou estabilidade na faixa de pH de 2 a 10,
enquanto o EBLC de 14 dias apresentou estabilidade somente em pH basico e alcalino,
nao formando emulsao em pH &cido (grafico 4.8). A emulsdo formada pelo EBLC de 7
dias permaneceu estavel por mais de um més, enquanto a emulsédo formada pelo EBLC
de 14 dias comecou a desestabilizar apés uma semana de sua formacao. Kushida
(2000) observou que em pHs acidos (2,0 e 2,8) a atividade de emulsificacdo do
biossurfactante do EBLC foi baixa, normalizando acima de pH 6,5. Quando testado com
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biossurfactante de Bacillus sp., este ndo apresentou atividade de emulsificagdo em pHs
acidos, o que pode ter ocorrido devido a precipitacdo do biossurfactante, ou mesmo a
hidrélise da molécula (KUSHIDA, 2000).
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Figura 5.12. AE,4 dos EBLCs extraidos em 7 e 14 dias, em diferentes pHs.

Os dados observados mostram que o CAS presente no EBLC, apds 14 dias de
cultivo, diminui ou mesmo anula sua AE,s, dependendo da condicdo a qual é
submetido. Pode-se sugerir que essa queda na eficiéncia é devido a degradacao parcial
do biossurfactante.

5.5.2 Angulo de Contato

Os dados obtidos nas analises comparativas de gotas formadas por d4gua e gotas

formadas pelo CAS disperso em agua sao apresentados na tabela 5.5, nas figuras 5.13,
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5.14, 5.15 e 5.16. Considerando-se a média das amostragens, o CAS promoveu
mudancas significativas no angulo de contato da gota com a mesa metalica do apoio e
com o Teflon. Na lamina de vidro, apesar de ter angulos de contato menores que a gota
contendo somente agua, a diferenca observada esta dentro do desvio padrao.

Tabela 5.5. Angulo de contato da agua e do CAS disperso em agua em teflon, lamina de vidro e no
material metalico.

Superficie CAS disperso em agua Agua
Mesa metaélica 61,65+ 1,78 71,45 + 3,93
Lamina vidro 37,09 + 1,12 41,80 + 3,97
Teflon 78,15 + 1,67 111,4 + 10,77

As imagens da interacdo das gotas com as diferentes superficies (Figura 5.13)
mostram que no material metalico e no teflon, a adicdo do CAS a agua aumentou o
contato da gota com a superficie, o que mostra visualmente um aumento da sua
molhabilidade. No teflon, que é um material hidrofébico, de acordo com Verplanck
(2007) e colaboradores, e anti-aderente, a diferenca do dngulo de contato foi ainda mais
pronunciada. A hidrofobicidade de um material € relacionada a sua molhabilidade,
sendo que quanto maior o angulo de contato, maior sua hidrofobicidade e menor sua
molhabilidade (VERPLANCK et al, 2007). Quando se altera o angulo de contato, altera-
se portanto, a molhabilidade de um material.
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Figura. 5.13. Comportamento da gota de agua e de agua com o CAS em: 1) material
metalico; 2) teflon; 3) vidro.

As figuras 5.14, 5.15 e 5.16 apresentam a variacao do angulo de contato ao longo
do tempo. Pode-se observar que tanto a dgua quanto a dgua com o CAS apresentam
uma ligeira queda no valor do angulo de contato, provavelmente devido a alteracées na
adsorcao da agua ao material, 0 que diminui sua hidrofobicidade. Porém, com o CAS,
essas modificacées foram mais pronunciadas. O CAS, portanto, quando disperso em
agua, modifica seu éangulo de contato. Modificacbes na cargas elétricas e

hidrofobicidade em superficies podem estar ligadas a adsorcao e dessorcao de micro-
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organismo (DESAI & BANAT, 1997; MEYLHEU et al, 2001). Em um trabalho com
borracha de silicone, um biossurfactante produzido por Lactococcus lactis atuou
diminuindo o angulo de contato da borracha de silicone de 109° para 48° o que
diminuiu a aderéncia de micro-organismos patogénicos (RODRIGUES et al, 2004).
Resultado semelhante ocorreu em um estudo com biossurfactante de Pseudomonas
fluorescens que, quando aplicado em superficies de teflon e de ago inoxidavel, diminuiu
a colonizacdo dos materiais pela linhagem de Listeria monocytogenes LO28
(MEYLHEU et al, 2001).
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Figura 5.14. Angulo de contato da 4gua e da agua com CAS em material metalico, com medigdes
realizadas a cada 10 segundos.
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5.5.3 Potencial Zeta

Pela analise do potencial Zeta (Figura 5.17), € possivel inferir que o CAS
produzido por Gordonia amicalis possui cargas negativas, o que corrobora com estudos
que apontam que os surfactantes microbianos sao aniénicos ou neutros (BOGNOLO,
1999). Até o momento, ndo a descrito em literatura surfactantes microbianos catinicos,
apesar da presenca de grupos aminos na molécula poder conferir um pqueno grau
catibnico. O composto apresenta uma carga de -31mV, com um desvio padrdao de +

3,58 mV, o que confirma seu carater anidnico.
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Figura 5.17. Potencial Zeta do CAS.
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6 CONCLUSOES

* A andlise dos dados permitiu classificar o isolado previamente identificado como
P. citreus como Gordonia amicalis. Esse estudo torna-se, portanto, uma
ferramenta importante para estudos futuros sobre a producdo de CASs pela
linhagem.

* O micro-organismo estudado mostrou-se capaz de produzir um CAS quando
cultivado em meio GYP. Sua cinética de crescimento mostrou uma reducao de
tensdo superficial maior durante a fase exponencial, 0 que pode indicar uma
producao do composto como metabdlito primario.

» Foi possivel a recuperacdo de um CAS pelo método de precipitacdo com sulfato
de aménio.

* A molécula isolada possui atividade emulsificante do tipo O/A e A/O em diversos
substratos hidrofébicos. Apresentou estabilidade a temperatura, pH e salinidade
extremos, perdendo essa estabilidade quando recuperada apés 14 dias de cultivo.
Um dos motivos pode ser a biodegradacado e consumo da molécula presente no
meio.

» Sua caracterizagcdo mostrou a presenca de acucares e aminoacidos e a presenca
de grupo alcenos e ésteres ou éteres.

» O CAS produzido por Gordonia amicalis € uma molécula anibnica, e tem a
propriedade de alterar interagéo entre agua e superficies.

e O CAS isolado € uma molécula que apresenta caracteristicas que podem ser
utilizadas, apds estudos adicionais, para processos de biorremediagdo e como

agente emulsificante em processos industriais.
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8 ANEXOS

Tabela 8.1. Variagao do numero de UFC, em base logaritmica, de Gordonia amicalis cultivada em meio
GYP para a producao do CAS.

Tempo Ensaio Ensaio Ensaio Média Desvio
(horas) 1 2 3 Padrao
0 11 10,21 10,9 10,7 0,43

3 10,75 11,41 1099 11,05 0,33
6 11,82 12,59 11,41 11,94 0,60
9 11,65 11,57 11,72 11,62 0,09
12 12,06 12,05 11,79 11,97 0,15
18 11,93 1192 11,94 11,93 0,01
24 12,04 1199 12,09 12,04 0,05
36 11,8 12,02 121 11,97 0,16
48 12,13 12,17 12,18 12,16 0,03
60 12,21 12,57 12,15 12,31 0,23
72 1229 123 12,21 12,27 0,05
84 12,32 12,28 12,21 1227 0,06
96 12,35 12,23 1242 12,33 0,10
108 1226 12,24 122 1223 0,03
120 12,34 12,24 1226 12,28 0,05
150 12,19 12,17 12,23 12,2 0,03
170 12,25 12,36 12,47 12,36 0,11
192 12,19 12,22 12,16 12,19 0,03
216 12,58 12,53 12,56 12,56 0,03
240 12,15 12,24 12,17 12,19 0,05
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Tabela 8.2 — Variagdo da DO (A = 600nm) do meio GYP durante o crescimento de Gordonia amicalis para
a produgéo do CAS

Tempo Ensaio Ensaio Ensaio Média Desvio
(horas) 1 2 3 Padrao
0 0,2 0,2 0,2 0,2 0

3 0,297 0,314 0,316 0,309 0,01
6 0,638 0,673 0,587 0,633 0,04
9 0,615 0,694 0,772 0,694 0,08
12 0,821 0,596 0,85 0,756 0,14
15 0,931 0,98 0,941 0,951 0,03
18 0,906 0,756 0,735 0,799 0,09
24 1,096 1,023 1,022 1,047 0,04
60 1,11 1,163 1,063 1,113 0,05
72 1,062 1,12 1,02 1,067 0,05
84 1,044 1,1 0,817 0,987 0,15
96 0,887 0,813 0,815 0,838 0,04
108 0915 0,822 0,786 0,841 0,07
120 0,935 1,065 0,95 0,983 0,07
150 1,113 1,247 1,166 1,175 0,07
170 1,062 1,128 1,069 1,086 0,04
192 1,249 0,976 1,001 1,075 0,15
216 1,234 1,159 126 1,218 0,05
240 1,106 0,934 1,094 1,045 0,10
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Tabela 8.3 — Variagdo da Tenséao superficial do meio GYP durante producao de CAS por Gordonia
amicalis.

Tempo Ensaio Ensaio . . .. Desvio
(horas) 1 2 En:53a|o Media Padrao
3 43,4 46,8 429 4437 212
6 43,2 42,2 412 4220 1,00
9 43 43,7 42 4290 0,85

12 42,5 44,6 41,9 43,00 142
15 42,6 43,8 41,4 42,60 1,20
18 42,3 43 41,7 42,33 0,65
24 43,2 43,2 43,3 43,23 0,06
36 43,1 44,6 43,2 43,63 0,84
48 44,4 441 42,1 43,53 1,25
60 42,1 43,5 426 42,73 0,71
72 43 43,7 42,4 43,05 0,65
84 44 44,3 42,3 43,53 1,08
96 43,8 43,7 42,5 43,33 0,72
108 43,8 42,5 43,1 43,13 0,65
120 445 41,9 42,2 42,87 1,42
150 43,3 41,6 42,1 42,33 0,87
170 42,8 40,4 41,8 41,67 1,21
192 44,1 41,5 38,5 4137 2,80
216 42,9 41,4 41,8 42,03 0,78
240 41,9 42,4 41,8 42,03 0,32
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Tabela 8.4- Variacao do pH do meio GYP durante a producao do CAS por Gordonia amicalis.

Tempo Ensaio Ensaio Ensaio Média Desvio
(horas) 1 2 3 Padrao

3 6,38 6,28 6,35 6,34 0,05
6 7,18 7,14 7,14 715 0,02
9 7,06 7,11 7,11 7,09 0,03
12 7,18 7,21 712 717 0,05
15 7,1 7,09 738 7,19 0,16
18 7,18 7,23 709 717 0,07
24 7,05 7,23 728 7,19 0,12
36 7,36 7,24 7,36 7,32 0,07
48 7,78 7,57 7,78 7,71 0,12
60 7,69 7,74 7,9 7,78 0,11
72 7,71 7,65 7,72 7,69 0,04
84 7,68 7,66 759 7,64 0,05
96 7,71 7,53 7,7 7,65 0,10
108 7,66 7,68 781 7,72 0,08
120 7,65 7,88 762 7,72 0,14
150 7,62 7,78 758 7,66 0,11
170 7,69 7,78 7,64 7,70 0,07
192 7,67 7,72 7,66 7,68 0,03
216 6,67 7,12 6,81 6,87 0,23
240 7,66 6,94 6,92 7,17 0,42
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