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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos ativos em superficies produzidos por
microrganismos e que tém recebido crescente interesse nas Ultimas
décadas pelas vantagens que possuem sobre os surfactantes quimicos,
tais como biodegrabilidade, baixa toxicidade, producéo a partir de fontes
renovaveis, funcionalidade sob condi¢cdes extremas de pH e temperatura,
estabilidade, entre outros. O potencial de aplicagdo dos biossurfactantes
baseia-se em suas propriedades funcionais, que incluem emulsificacéo,
de-mulsificacéo, separagéo, solubilizagéo e reducéo da tenséo superficial.
Essas propriedades séo aplicadas na agricultura, na construcéo civil, em
inddstrias de alimentos, papel, metal, téxteis e farmacéuticas,
apresentando seu maior potencial de aplicacdo na industria petrolifera,
principalmente na limpeza de tanques, na recuperacdo melhorada de
petréleo e em casos de biorremediagdo, como em derramamentos de
6leos em ecossistemas aquaticos. Os microrganismos para a produgéo de
biossurfactantes podem ser bactérias, fungos filamentosos ou leveduras,
sendo os principais tipos de biossurfactantes produzidos, os glicolipidios,
fosfolipidios, lipossacaridios, lipopeptidios, acidos graxos e lipidios
neutros. Objetiva-se neste artigo revisar os principais aspectos envolvidos
na obtencg&o dos biossurfactantes, os tipos de biossurfactantes produzidos
e o potencial de aplica¢cdo dos mesmos.
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ABSTRACT
Application and obtention of biosurfactants
Biosurfactants are biological surface-active compounds produced by
microorganisms that have been gaining prominence in the last decades
due to their advantagens of biodegradability, low toxicity, production
on renewable resources, functionality under extreme conditions of pH and
temperature, stability and many others. These potential are based on
their functional properties of emulsification, de-mulsification, separation,
solubilization and surface tension reduction. It presents apllications
in many industries as food, cosmetic, pharmaceutical, metal, textile, paper
and in the petrol industry, mainly in oil storage tank clean-up, enhanced

;Professora do Curso de Engenharia de Alimentos — UPF.
Professor do Dep. de Quimica — FURG. E-mail: dgmjorge@furg.br

Vetor, Rio Grande, 13: 85-103, 2003.



oil-recovery and oil pollution control. The biosurfactants-producing
microorganisms can be bacteria, yeasts and molds, which can produce
many kinds of biosurfactants, as glicolipids, phospholipids, liposaccharides,
lipopeptides, fatty acids and neutral lipids. The purpose of this paper
was to review the principal aspects involved in the obtention of
biosurfactants, the biosurfactant-producing microorganisms and their
potential of application.

KEY-WORDS: biosurfactants, bioremediation, microorganisms.

1 - INTRODUCAO

A utilizacdo do petréleo como combustivel e todas as etapas
envolvidas no transporte, estocagem e distribuicdo do 6leo cru e de
seus derivados envolvem riscos de derrames acidentais, os quais tém
sido um dos principais problemas ambientais das Ultimas décadas [10].
Estima-se que a cada ano 600.000 toneladas de petréleo bruto sao
derramadas em acidentes durante o transporte, rebentamentos de
pocos de petréleo, descargas ilegais de efluentes industriais e limpeza
de tanques de navios no mar. O petroleo derramado flutua e alastra-se
progressivamente, formando extensas manchas negras, denominadas
marés negras, de efeitos altamente destruidores. Além dos seus efeitos
imediatos, bem evidentes, ha também os efeitos a longo prazo, com
repercussfes ndo menos graves. Quando as marés negras atingem as
zonas costeiras colocam em risco a fauna e flora pela intoxicacdo de
peixes, moluscos e alguns mamiferos, representando um perigo para o
homem através da cadeia alimentar. Ha& também conseqiiéncias
econdmicas e sociais, com prejuizos a atividade piscatoria e pelo forte
impacto negativo na atividade turistica, ja que os residuos petroliferos,
de dificil remogéo, impedem por muito tempo a utilizacdo das praias
[11, 37]. Exemplos recentes de acidentes com petrleo sao o derrame
de meio milhdo de litros de combustivel em janeiro de 2001 nas llhas
Galapagos; o derrame de 4 milhSes de litros de petréleo da Refinaria
Getulio Vargas no municipio de Araucéria, no Parana, em julho de 2000;
e 0 vazamento de 1,3 milhdes de litros de combustivel em janeiro do
mesmo ano na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. Essas evidéncias
tornam urgente o desenvolvimento de tecnologias para diminuir o
impacto ambiental ocasionado por esses acidentes, sendo a
biorremediacao um dos métodos mais estudados atualmente.

A biorremediagdo € uma tecnologia que utiliza o metabolismo de
microrganismos para eliminagdo rapida de poluentes presentes no
ambiente ou a sua redugdo a niveis de concentracdo aceitaveis [18].
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Entretanto, a biorremediacdo de substratos imisciveis em &gua é
limitada, devido a dificuldade da sua utilizacdo pelos microrganismos
[38]. Alguns microrganismos, porém, sdo capazes de produzir
biossurfactantes, os quais apresentam propriedades emulsificantes,
dispersantes e solubilizantes, podendo ocasionar a utilizacdo de
substratos hidrofébicos e, por conseqiiéncia, a detoxificacéo [3].

Os biossurfactantes possuem vantagens especiais sobre
surfactantes quimicos, como biodegrabilidade, baixa toxicidade, maior
taxa de reducdo de tensao superficial, solubilidade em agua alcalina,
estabilidade térmica, estabilidade quanto a valores extremos de pH,
producao a partir de substratos renovaveis e a capacidade de modificagao
estrutural através da engenharia genética ou técnicas bioquimicas.
Porém, ainda ndo sdo capazes de competir economicamente com 0s
surfactantes quimicos no mercado, principalmente devido ao seu
alto custo [12, 23, 39]. A limpeza de locais maritimos e terrestres
contaminados por derramamento de petréleo, remocao da borra oleosa
de tanques de estocagem, remocdo de metais pesados de solos e
cérregos contaminados, assim como um aumento geral nos processos
de recuperagédo de 6leo de reservatdrios, sdo possiveis aplicacdes para
os biossurfactantes [51].

Objetiva-se neste estudo revisar os principais aspectos referentes
a obtencdo e utilizagdo dos biossurfactantes na biorremediacdo, em
especial os microrganismos produtores e tipos de biossurfactantes obtidos.

2 — DEFINICAO E CLASSIFICACAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica
e outra hidrofébica, podendo ser sintéticos, obtidos a partir de
sinteses quimicas, ou biossurfactantes, produzidos por microrganismos.
Surfactantes sintéticos sao usados para uma vasta variedade de
propositos, como emulsificacao, detergéncia, solubilizagdo e umidificacéo.
Atualmente, o mercado mundial dos surfactantes corresponde a
aproximadamente US$ 9,4 bilhdes por ano, e estima-se que a demanda
por surfactantes aumente a uma taxa de 35% ao ano. Quase todos o0s
surfactantes atualmente utilizados s&o quimicamente derivados do
petréleo. Entretanto, o interesse por surfactantes microbioldgicos tem
aumentado nos Ultimos anos, devido as suas diversidades,
caracteristicas para o auxilio ambiental, a possibilidade de producao
através de fermentacdes e suas potenciais aplicacées em areas como a
protecdo ambiental, recuperacdo de residuos de 6leos, cuidados a
saude e industrias de processamento de alimentos [24].
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Os biossurfactantes sdo capazes de formar diversas estruturas
tais como micelas, vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas
lamelares, entre outras [9], sendo que as estruturas basicas sao
mostradas na Figura 1. Eles se acumulam em interfaces apresentando
diferentes polaridades, em especial 6leo/agua, ar/agua, e agindo como
agentes umectantes em superficies solidas (adgua/sélido). Esse
processo dinamico é baseado na habilidade dos biossurfactantes
de reduzir a tensao superficial pelo remanejamento molecular, através
do acumulo na superficie de compostos insoluveis, influenciando as
ligacbes de hidrogénio e outras interagdes hidrofobicas-hidrofilicas,
aumentando a area superficial destes, levando a um aumento da
biodisponibilidade e consequiente biodegradabilidade [1, 4, 7].

Micela

Vesicula

FIGURA 1 - Estruturas basicas formadas por biossurfactantes.
FONTE: CHAMPION et al. [9]

Em comum com todas as moléculas que atuam em superficies, os
biossurfactantes contém um ou mais grupos lipofilicos e hidrofilicos. Os
grupamentos lipofilicos podem ser uma proteina ou um peptidio,
apresentando partes hidrofébicas ou cadeias carbonadas de 10 a 18
carbonos. Ja os grupos hidrofilicos sé@o ésteres, hidroxi, fosfato,
carboxila ou carboidratos [7, 34]. Todos os biossurfactantes sob
diferentes condicfes e em diferentes sistemas mostram habilidade de
reduzir a tensdo superficial e interfacial de misturas éleo/agua. Enquanto
a maioria dos biossurfactantes ndo afeta a viscosidade do 06leo, em
alguns casos uma pequena mudanca na viscosidade pode ser notada
devido a utilizacdo de hidrocarbonetos parafinicos, isoparafinas,
cicloalcanos e hidrocarbonetos policiclicos [26].
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Os principais tipos de biossurfactantes podem ser divididos em
glicolipidios, fosfolipidios, lipossacaridios, lipopeptidios, acidos graxos e
lipidios neutros [7, 26, 36]. Os glicolipidios dividem-se em trealose,
soforolipidios ou raminolipidios, em geral envolvidos na assimilacdo de
hidrocarbonetos de baixa polaridade por microrganismos. HOLMBERG
[17] define glicolipidios como hidréxi-acidos graxos ligados a uma
molécula de acglcar através de uma ligacdo glicosidica, enquadrando
nessa classe somente os raminolipidios e os soforolipidios. Classifica a
trealose como um acil-poliol, cuja diferenga para os glicolipidios € que o
acido graxo esté ligado a um dissacaridio através de uma ligacédo éster.
Os fosfolipidios encontram-se presentes em todos 0s microrganismos,
havendo poucos exemplos de producdo extracelular, o mais notavel
€ o0 biossurfactante produzido por Corynebacterium lepus. Ja& os
lipossacaridios sdo emulsificantes extracelulares sollveis em agua,
de alto peso molecular, produzidos por bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos como Acinetobacter calcoaceticus. Os lipopeptidios sao
produzidos pelo microrganismo Bacillus subtilis, sendo o biossurfactante
mais utilizado a surfactina. Dentre os acidos graxos e lipidios neutros,
0s principais sdo acido ustilagico, acidos corinomicélicos, éacidos
lipoteicoico e proteinas hidrofébicas.

Os biossurfactantes podem ser produzidos por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, e apresentam grande diferenca dos
surfactantes sintéticos pela variabilidade na sua natureza hidrof6bica e
hidrofilica [48]. A composicdo e rendimento dos biossurfactantes
dependem das caracteristicas do fermentador, do pH do meio, da
composicao dos nutrientes, do substrato e da temperatura utilizada [36].
Na Figura 2 sédo mostradas as estruturas de alguns biossurfactantes.
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FIGURA 2 — Estruturas de biossurfactantes: (a) Soforolipidios; (b) Raminolipidios e (c)
Surfactina.
FONTES: BOGNOLO [7], KOWALL et al. [27], SANDOVAL et al. [45].

3 — APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

O potencial de aplicacdo de compostos de superficie ativa
produzidos a partir de microrganismos € baseado em suas propriedades
funcionais, que incluem: emulsificacdo, separacdo, umedecimento,
solubilizacdo, de-mulsificacdo, inibicdo de corrosdo, reducdo de
viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Essas
propriedades sdo aplicadas em campos diversos da agricultura,
construcdo e nas industrias alimenticias, de bebidas, papel, metal, téxtil,
farmacéuticas e de cosmeéticos [7, 14, 36]. Entretanto, os principais usos
relacionam-se a industria petrolifera, devido ao aumento da solubilidade
dos componentes do petréleo. O potencial de recuperacao de derivados
de petroleo deve-se a sua utilizacdo na limpeza de tanques, preparo de
misturas 6leo-alcool para combustiveis e dispersdo de 6leos
derramados em ecossistemas aquaticos [30].

Fracbes pesadas de 6leos sdo mais viscosas e formam
sedimentos sélidos no fundo dos tanques, sendo dificil a aspiracdo por
meio de bombas. A lavagem requer o uso de solventes e a limpeza
manual. Outro problema é a preocupacdo com o destino das aguas de
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lavagem e a perda econémica associada. Os métodos de limpeza
baseiam-se na formacdo de emulsGes concentradas de 6leo em agua
através de agentes de superficie, com posterior bombeamento da
emulsédo formada, seguida da quebra desta emulsao e recolhimento do
6leo. O bioemulsificante mais utilizado para este fim é o derivado da
Acinetobacter calcoaceticus, denominado “emulsan”, cuja estrutura
contém um 4&cido graxo e uma cadeia protéica ligada a um
polissacaridio [7, 36].

Biossurfactantes da classe raminolipidios (glicolipidio) produzidos
a partir da bactéria Pseudomonas aeruginosa SB30 foram utilizados
para a remocao de Oleo de cascalhos no derrame de 6leo do navio
“Exxon Valdez”, no Alaska. Os resultados demonstraram que o
bioemulsificante é de duas a trés vezes mais efetivo na remocao do éleo
do que a agua. O aumento na concentracdo do bioemulsificante até 1%
e na temperatura até 50°C, levou a uma significativa melhora na
remocéao do 6leo. Ja o tempo de contato demonstrou um valor étimo em
torno de 1 minuto. Além da melhoria quantitativa na remocédo, o
bioemulsificante ndo apresentou toxicidade e apresentou maior
biodegradabilidade [2, 16].

Oleos lubrificantes de carros podem constituir um sério risco ao
ambiente, uma vez que somente uma pequena parcela é reciclada e a
maior parte é incinerada ou queimada. KOMA, HASUMI e YAMAMOTO
et al. [25] estudaram a degradacao de n-parafinas provenientes de 6leo
usado de carros a partir de microrganismos isolados do solo. A bactéria
identificada como Acinetobacter sp. foi capaz de crescer em um meio
minimo contendo n-parafinas (0,1%p/v) ap6s 96 horas de cultivo.
Quando foi realizada a adicéo de 6leo usado de carros houve a reducao
de 20% do mesmo, apés 72 horas de cultivo.

A remocdo de metais, que geralmente inclui a acdo de acidos,
alcalis, complexantes, solventes solUveis em agua, pode ser realizada
pela acdo de biossurfactantes. A surfactina, os raminolipidios e os
soforolipidios sdo capazes de remover cobre e zinco de solos
contaminados com hidrocarbonetos, devido ao carater aniénico desses
surfactantes. A surfactina apresentou uma remocéo de cobre de 70% e
de hidrocarbonetos de 50%, comparados com valores de 20 e 30% de
remocéao de cobre e hidrocarbonetos por um surfactante quimico [35].

Os biossurfactantes também podem ser utilizados no processo de
biodegradacao de hidrocarbonetos poliaromaticos (PHA) com quatro ou
mais anéis aromaticos, jA& que a grande dificuldade no processo de
biodegradacao desses compostos reside em sua alta hidrofobicidade, baixa
solubilidade em agua e grande capacidade de adsorcédo em solos [3].
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Um método promissor de recuperacdo do petréleo é a injecéo de
surfactantes em agua ou vapor no po¢o ndo produtor (recuperacdo
terciaria). Apesar de tecnicamente facil, o processo é economicamente
guestionavel devido a larga quantidade de surfactante requerida [30].
Na recuperacdo melhorada de petrdleo (MEOR), os microrganismos
de um reservatério de petréleo sdo estimulados a produzir polimeros
e biossurfactantes a fim de melhorar a recuperacdo do 6leo pela
diminuicdo da tensao interfacial na interface 6leo-rocha, promovendo a
movimentacao do mesmo através dos poros das rochas [3].

4 — PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

A producdo de moléculas com atividade de reducdo da tensédo
superficial ocorre quando os substratos fornecidos aos microrganismos
séo hidrocarbonetos, possibilitando aos microrganismos utilizarem estes
compostos, normalmente insollveis em meio aquoso, 0 que impede a
sua oxidacdo e assimilagdo. As vias dessas moléculas nos
microrganismos envolvem primeiramente a formacgéo das moléculas que
irdo constituir as porcdes hidrofébicas e hidrofilicas do mesmo, estando
envolvidos o0s mecanismos de biossintese de &cidos graxos,
carboidratos e derivados. A assimilacdo de n-alcanos pode ocorrer
através de trés mecanismos: (a) assimilacdo de hidrocarbonetos
dissolvidos no meio, geralmente cadeias carbonadas curtas (<10
carbonos) que apresentam solubilidade limitada em meio aquoso; (b)
mecanismo de contato direto, no qual ocorre a formacao de agregados
compostos de células, gotas de hidrocarbonetos e ar, ocasionando um
aumento na lipoficidade da superficie celular induzida pelo contato com
o hidrocarboneto, que é absorvido pela célula através das camadas
lipofilicas do envelope celular; ou (c) assimilacdo de hidrocarbonetos
emulsificados, onde a partir do contato com a célula, o substrato é
convertido em pequenas goticulas, ocasionando uma pseudo-solubilizacdo
através de agentes extracelulares produzidos pelas células [26].

Apés a entrada na célula, os hidrocarbonetos sdo oxidados a
alcoois, depois a aldeidos e posteriormente a acidos graxos, através da
oxidacéo terminal. Cadeias menores de acidos graxos também podem
ser obtidas pelo ataque em por¢cBes subterminais, obtendo-se alcoois
secundarios e cetonas, que ap6és uma clivagem levam a formacgéo
de acidos graxos de cadeias curtas. Apesar disto, a incorporagao
de hidrocarbonetos geralmente leva a presenca nas moléculas de
biossurfactantes de acidos graxos de cadeia carbbnica de mesmo
ndmero de carbonos que a fornecida pelo substrato. Esses &cidos
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graxos podem ainda sofrer elongacéo, dessaturacdo ou hidroxilacdo das
cadeias carbdnicas, ou serem oxidados até acetil-CoA ou propionil-CoA,
via [-oxidacdo ou ainda o e w-oxidacdo. No caso de microrganismos
gue acumulam lipidios em grandes quantidades (>25% do peso seco da
célula), os acidos graxos formados a partir da incorporacdo de
hidrocarbonetos ou acidos graxos no meio de cultivo podem ser
esterificados ao glicerol para formarem mono, di e triacilgliceréis, a
forma mais comum de reserva de lipidios em células eucariéticas [26].

Em cultivos em batelada, o acumulo de lipidios é favorecido
guando no meio ha um excesso da fonte de carbono sobre outros
nutrientes limitantes, sendo que a curva de crescimento, a curva de
producédo do biossurfactante e a curva de consumo do nutriente limitante
tem o aspecto do grafico mostrado na Figura 3. Ha uma fase inicial de
crescimento balanceado durante a qual todos os nutrientes sdo
igualmente absorvidos. Os niveis lipidicos nessa fase mantém-se
inalterados e sdo modestos. Quando inicia a limitacdo de nutrientes, a
velocidade de crescimento decresce, mas o carbono continua sendo
transportado para o interior das células e utilizado para a biossintese de
lipidios, sendo que os produtos finais formados nessas circunstancias
podem ser lipidios, polissacaridios, polimeros de estocagem como o
poli-hidroxibutirato ou antibiéticos. Nutrientes limitantes que podem levar
a essas condi¢cdes sdo o nitrogénio, magnésio, ferro e fosforo. Outras
condicdes de crescimento importantes sdo o pH, atividade de agua,
concentracdo de O,, temperatura e salinidade [26].
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FIGURA 3 — Curva de crescimento de microrganismo para a producao de biossurfactante
sob limitagéo de nutriente.
FONTE: KOSARIC et al. [26].
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Ha uma grande quantidade de microrganismos com a capacidade
de degradar efou assimilar hidrocarbonetos. Desse numero de
microrganismos, alguns também sao capazes de emulsificar esses
hidrocarbonetos durante o processo da degradacdo do substrato.
Microrganismos que assimilam petréleo ou derivados sdo comumente
encontrados em locais onde ocorreu alguma contaminacdo, ou em
areas que historicamente tém sido expostas a algum tipo de
hidrocarboneto [44].

Em um estudo comparativo de varias espécies de
microrganismos, os mais efetivos na degradacdo de uma mistura de
hidrocarbonetos como substrato foram: Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter sp, Sporobolomyces sp, Rhodotorula glutinis, Candida sp
e Penicillium sp. Os alcanos normais mostraram-se mais suscetiveis a
degradacdo por microrganismos quando o comprimento da cadeia
carbdnica aumenta de 10 para até 20 carbonos. Os fungos
demonstraram uma pequena correlacdo entre o comprimento de cadeia
normal dos alcanos e a sua suscetibilidade a biodegradacéo. Outros
hidrocarbonetos mais complexos, como cumenos, naftalenos,
fenantrenos, pristanos, 1,2 benzantraceno, pirilenos e pirenos, também
foram degradados por alguns microrganismos [53]. A Tabela 1 apresenta
0s microrganismos segundo o tipo de biossurfactantes produzidos.

As bactérias do género Pseudomonas séo capazes de degradar
varios hidrocarbonetos presentes em solos contaminados com petréleo,
principalmente n-alcanos [4, 18, 47]. RIDGWAY, SAFARIK e PHIPPS
et al. [41] isolaram cerca de 300 bactérias degradativas de gasolina
de um aquifero costeiro contaminado com gasolina. A identificacdo de
244 das bactérias isoladas revelou especialmente os géneros
Pseudomonas, Alcaligenes, Nocardia e Micrococcus, sendo que
Pseudomonas corresponderam a 86,9% das bactérias identificadas, e a
Pseudomonas aeruginosa a mais encontrada. BARATHI e VASUDEVAN
[4] utilizaram uma cepa de Pseudomonas fluorescens isolada de um
solo contaminado com hidrocarbonetos de petroleo e observaram a
producdo de biossurfactante durante a degradacdo de n-alcanos,
principalmente o hexadecano, seguido do hexano, decano, querosene e
oleo cru. A producdo do biossurfactante (0,58 g/L em 24 horas) foi
observada durante o periodo de crescimento do microrganismo, com
uma tensdo superficial de 35mN/m, apresentando atividade
emulsificante em substratos como tolueno, hexano, éleo de girassol e
guerosene, além de hidrocarbonetos aromaticos como o naftaleno e
fenantreno. A biodegradacdo de pireno e fenantreno em solos por
Pseudomonas aeruginosa também foi reportada por HWANG e
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CUTRIGH [19]. A producédo de um raminolipidio no meio extracelular foi
observada por WU e JU [54], sendo observada na deficiéncia de
nitrogénio durante a fase estacionaria de crescimento.

TABELA 1 — Tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos.

Biossurfactante Microrganismo
Rhodococcus erytropolis
Micolatos de trealose Arthrobacter paraffineus

Mycobacterium phlei
Mycobacterium fortitum
Micromonospora sp.
Mycobacterium paraffinicum
Rhodococcus erytropolis

Esteres de trealose

Glicolipidios - - -
. . Corynebacterium diptheriae
M|coladqs _de mono-di e Mycobacterium smegmatis
trissacaridios
Arthrobacter sp.
Raminolipidios Pseudomonas sp.
Torulopsis bombicola
Soforolipidios Torulopsis petrophilum
Candida sp.
Candida sp.
Fosfolipidios e acidos Corynebacterium sp.
Fosfolipidios e graxos Micrococcus sp.
acidos graxos Acinetobacter sp.
P Thiobacillus thiooxidans
Acidos graxos :
Aspergillus sp.
Bacillus brevis
Lipopeptidios e Bacillus polymyxa
. o lipoproteinas Pseudomonas rubescens
Lipopeptidios Thiobacillus thiooxidans
. Bacillus subtilis
Surfactina . : . .
Bacilus licheniformis
L Lipopolissacaridios Acinetobacter calcoaceticus RAG-1
Poliméricos - — - -
Heteropolissacaridios Acinetobacter calcoaceticus A1

Fonte: Adaptado de ANNA [1]

HUY, JIN e AMADA et al. [18] isolaram quatro cepas de bactérias
em solos contaminados com petrdleo no Vietna, sendo trés identificadas
como Pseudomonas sp. € uma como Acinetobacter sp., esta com 95%
de biodegradacao de 6leo cru (5%, v/v) contendo n-alcanos, n-alcenos e
um composto heterociclico (dibenzotiofeno) presente em pequenas
guantidades, sendo este biodegradado com pouca eficiéncia.
O biossurfactante produzido pela Acinetobacter sp. foi identificado como
um polissacaridio, enquanto o produzido pelas Pseudomonas sp., como
um glicolipidio.

Cepas de Bacillus tém sido indicadas pela producdo do
biossurfactante denominado surfactina, o qual consiste de um
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lipopeptidio ciclico consistindo de um acido graxo de 14 a 15 carbonos
ligado a um peptidio com 7 residuos de aminoacidos. A surfactina é
produzida por varios Bacillus, nos quais a fonte de carbono é um
carboidrato e ndo um hidrocarboneto ou 6leo vegetal. A producdo de um
biossurfactante denominado C9-BS utilizando o Bacillus subtilis C9 foi
estudada utilizando como fontes de carbono a glicose, 6leo de soja ou
n-hexadecano. Um elevado rendimento de produc¢éo do C9-BS foi obtido
com glicose como fonte de carbono, enquanto a utilizacdo de
hidrocarbonetos como substrato inibiu a producdo do biossurfactante
[23]. Similarmente, FOX e BALA [15] obtiveram elevados rendimentos
de producdo de biossurfactante utilizando o Bacillus subtilis a partir de
um meio rico em amido, simulando os residuos de indistrias de
processamento de batatas. Os resultados demonstraram que o
B. subtilis foi capaz de degradar substratos para a produgdo do
biossurfactante, sendo que as tensfes superficiais passaram de
71,3+0,1 para 28,3+0,3 mN/m no meio simulado, e para 27,5+0,3 mN/m
em um meio contendo amido comercial e sais minerais. A producdo do
biossurfactante pelo Bacillus sp. provavelmente ocorre devido a
mecanismos de protecdo da célula ao ataque de outros microrganismos.
A surfactina é considerada como um CLPBS (cyclic lipopeptide
biosurfactants), que possui diversas atividades biolégicas como
antibacteriano e antiviral e na estimulagdo da atividade dos macréfagos
[52]. Os CLPBS interagem com os fosfolipidios da bicamada lipidica
apresentando a funcdo de transporte de cations como o ca* nas
membranas. Diminuem a tensdo superficial da agua de 72 para
27 mN/m, em uma concentracdo micelar critica de 7.10° M [34].

Nocardia amarae, um actinomiceto, é responsavel pela formagéo
de espumas em plantas de tratamento de lodo ativado, atividade esta
atribuida a presenca de substancias hidrofébicas na parede celular
destas leveduras, devido a producdo de glicolipidios, apresentando
propriedades de emulsificacdo em mistura com hexadecano [22].

Dentre 20 bactérias isoladas de um solo poluido na Nigéria e 10
leveduras isoladas de um solo ndo poluido no Campus da Universidade
de Calabar (Nigéria), a Candida tropicalis foi o microrganismo que
apresentou maior eficiéncia na degradacdo de 6leo cru, quando
comparado a duas bactérias, Serratia marcenscens e Acinetobacter
calcoaceticus. A levedura degradou 68,9% do 6leo cru, enquanto as
bactérias Serratia marcenscens e Acinetobacter calcoaceticus degradaram
51,5% e 45,5%, respectivamente, em 16 dias de incubacéo [20].

MIYAZAKI, MIYAGAWA e SUGIYAMA et al. [32] avaliaram 96
leveduras quanto a producdo de trealose. Dentre estas, Filobasidium
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floriforme foi a que apresentou os melhores resultados de producéo de
trealose, de 10 mg/ml de trealose (peso seco) ou 20% de trealose a
partir do crescimento em meio com 100 mg/ml de glicose em 24 horas
de cultivo.

Em determinados processos biotecnoldgicos industriais ha a
obtencdo de moléculas com propriedades emulsificantes sem que o
objetivo do processo seja este. O fungo filamentoso Curvularia lunata,
utiizado na fabricagdo de hidrocortizonas, foi estudado por
PARASZKIEWICZ, KANWAL e PDLUGONSKI et al. [38] pela producao
de um composto extracelular, formado por uma proteina complexa
(25%) e um polissacaridio (48%), capaz de estabilizar emulsdes 6leo em
agua, quando crescendo em um meio contendo compostos hidrofébicos
como cortexolona, antraceno e fenantreno. A maior concentracdo do
bioemulsificante (2,6 g/L) foi obtida na fase estacionaria de crescimento,
apos 47 h de cultivo, sendo que o inicio da fase estacionaria ocorreu em
18 h de cultivo. Apéds o cultivo, o bioemulsificante foi extraido do meio de
cultivo e utilizado para os testes de bioemulsificacdo, apresentando
maximas atividades de emulsificacdo com querosene, 6leos vegetais e
minerais. Exemplo semelhante foi a obtengdo de um bioemulsificante a
partir de Saccharomyces cerevisiae, estudado por BARRIGA, COOPER
e IDZIAK et al. [5], com potencial de utilizagdo na industria alimenticia e
de cosméticos, sendo a levedura um residuo de cervejarias e vinicolas.
O bioemulsificante € uma manoproteina soltvel em agua e facilmente
extraida da parede celular da levedura, sendo composta principalmente
por proteina e carboidrato. No estudo, a manoproteina foi separada em
fracGes, sendo atribuido o poder emulsificante a fracdo proteica. Na
tabela 2 sdo apresentados estudos recentes da producdo de
biossurfactantes, incluindo o microrganismo produtor, o substrato
utilizado e o biossurfactante produzido, quando realizada a identificacao.

Em muitos casos, a biorremediacdo € realizada pelo uso de
microrganismos sem que haja producdo de biossurfactantes.
A biorremediacdo in situ tem sido utilizada em solos e sedimentos
contaminados com PCBs (compostos policlorados), através do uso de
uma diversidade de fungos e bactérias. RUIZ-AGUILAR GRACIELA,
SANCHEZ e VAZQUEZU et al. [43] utilizaram os fungos Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor e Lentinus edodes na
biorremediacdo de uma mistura de PCBs nas concentrac¢des iniciais de
300 a 6000 mg/L, tendo sido utilizados surfactantes quimicos na
emulsificacdo dos PCBs no meio de cultivo, sendo o Tween 80 o que
apresentou melhores resultados de emulsificacdo, ndo apresentando
efeito inibitério no crescimento dos fungos. A degradacao dos PCBs foi
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de 29 a 70%, 34 a 73% e de 0 a 33% para Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium e Lentinus edodes, respectivamente, em

10 dias de incubacéo.

TABELA 2 — Estudos recentes da producdo de biossurfactantes por microrganismos em

diversos substratos.

Referéncia Microrganismo Substrato Biossurfactante
Bacillus Oleos vegetais,
MARCHI; CARVALHO; Enterobacter canola; diesel; .
DURRANT et al. [31] querosene; tolueno
e vaselina
HWANG; CUTRIGH [19] Pseudqmonas Pireno e fenantreno  Raminolipidio
aeruginosa
SCHMID; KOLLMER,; Pseudomonas n-decano .
WITHOLT et al. [47] oleovorans
Serratia
marcescens  Oleo cru (C20-C28)
1JAH [20] Acinetobacter ~ Oleo cru (C22-C30) *
acetoaceticus  Oleo cru (C12-C32)
Candida tropicalis
RICHTER; WILLEY; Streptomyces * Estreptofactina
SUBMUTH et al. [40] tendae Tu 90118C (lipopeptidio)
Pseudomonas n-hexadecano o
WU; JU [54] aeruginosa (Imnac;gq de Raminolipidio
nitrogénio)
] ) . 4 Limitag&o
Bﬁ\é:_SE\I(‘H;]CH Bsflz_l(ll}(l:szs;%gs nitrogénio Surfactina
Anaerobiose
FOX; BALA [15] Bacillus subtilis Meio contendo Surfactina
ATCC 21332 amido
KIM; YOON ; LEE etal. [23]  Bacillus subtilis C9 * C9-BS
' ' Surfactina
Meio minimo + éleo
. Pseudomonas cru, querosene, .
BARATHI, VASUDEVAN [4] fluorescens hexadecano,
decano ou hexano
Pseudomonas sp Oleo cru, n- Glicolipidio

HUY; JIN; AMADA et al. [18]

Acinetobacter sp

alcanos, n-alcenos, Polissacaridio
dibenzotiofeno,

Meio com agua do

mar
KUYUKINA; IVSHINA, Rhodococcus ruber n-hexadecano .
PHILP et al. [28] IEGM 231
MIYAZAKI; MIYAGAWA, Filobasidium Glicose Trealose
SUGIYAMA et al. [32] foliforme
KIM; LIM; LEE et al. [24] Nocardia sp L-417 Hexadecano *
BICCA; FLECK; Rhodococcus ruber Diesel 1% *
AYUB et al. [6] e R. erythropolis

* ndo-identificado
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Outra classe de compostos potencialmente toxicos sdo os PAHs
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), componentes do petréleo,
pixe e carvdo, mas formados principalmente a partir da combustao
incompleta. SARASWATHY e HALLBERG [46] estudaram a utilizacédo
do pireno como Unica fonte de carbono por cinco linhagens de fungos
identificados como Trichoderma harzianum, Penicillium simplicissimum,
Penicillium janthinellum, Penicillium funiculosum e Penicillium terrestre.
Os melhores resultados obtidos foram com o Penicillium terrestre, com
degradacéo de 75% de 50 mg/L e 67% de 100 mg/L do pireno, a 22°C
durante 28 dias de incubagcdo. ZHENG e OBBARD [55] estudaram os
principais fatores que afetam a oxidagcdo dos PAH pelo fungo
Phanerochaete chrysosporium. Outros exemplos de casos de
biorremediacdo sdo mostrados na Tabela 3.

TABELA 3 — Utilizacdo de microrganismos em casos de biorremediagdo sem a produgéo
de biossurfactantes.

Microrganismo Substrato Referéncia
Compostos fendlicos TSIOULPAS et al. [50]
Pleurotus sp. (69-76%)
Cogumelos
(Aleurodiscus, Ceriporia, Dioxina (20%) MORI; KONDO [33]
Phanerochaete, Phelibia)
Resinicium bicolor Reciclagem de borracha BREDBERG et al. [8]
Trametes versicolor MTCC-138
Heterobasidium annosum
MTCC-146 Triterpendide
Phellinus pini RAB-83-19 (11 a 15,7%) SINGH et al. [49]

Pleurotus ostreatus MTCC-142
Phlebia radiata

Nitrobenzeno e antraceno LEVEN et al. [29]
(90%)

Pireno (32 e 37%)

Trametes trogii

Fusarium solani e Rhodotorula ROMERQO et al. [42]

glutinis
RUIZ-AGUILAR
Cogumelos PCBs GRACIELA, SANCHEZ e
VAZQUEZU et al. [43]
Pleorutus ostreatus PAH (86%) EGGEN [13]

A producdo comercial de biossurfactantes com a finalidade de
substituicdo de surfactantes quimicos para a utilizacdo em casos de
biorremediacdo ou outras aplicacdes € um objetivo a ser alcancado a
longo prazo. Para tanto, devem ser desenvolvidas tecnologias que
possibilitem a producdo de biossurfactantes com baixos custos. Nesse
contexto, esperamos que esta revisdo contribua para fornecer
informacdes sobre as principais aplicagbes dos biossurfactantes,

Vetor, Rio Grande, 13: 85-103, 2003. 99



principalmente para a inddstria do petrdleo, bem como acerca da
obtencao destes compostos através dos microrganismos.
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