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Introducao
Surfactantes:

- compostos quimicos, utilizados em diversos
setores industriais;

- maioria sintetizados a partir de derivados de
petroleo;

- até 1965, os surfactantes presentes nos detergentes nao eram
biodegradaveis;

- sa0 moléculas anfipaticas: uma porgcao
hidrofobica e uma porcao hidrofilica.

- 0S surfactantes diminuem a tensao superficial
da agua.
- apos a CMC, as moléeculas de surfactante, na
solucao, passam a se agregar sob a forma de
micelas.




cauda apolar

Molécula anfipatica




Surfactantes

e Molécula anfipatica;

« Atividade de superficie:Propriedades que os

biosurfactantes conferem:Diminuicao da tensao superficial,

tensao interfacial e formacao de microemulsoes

Origem;




Biossurfactantes

Compostos de origem microbiana que
exibem propriedades surfactantes, e
consistem em subprodutos metabdlicos de
bacterias, fungos e leveduras.




MOTIVACAO PARA A PESQUISA
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Vazamentos de petroleo Vazamentos em postos de
combustiveis

Acumulo de residuos




DESAFIO

Produto de Origem Microbiana
Biorremediacao de Hidrocarbonetos
Vantagens Ecoldgicas, Sociais e Econémicas

Biosurfactantes




Biossurfactantes

Definicao: biotensoativos ou biosurfactantes sao moléculas anfipaticas, com
uma por¢ao hidrofilica e outra hidrofébica, com habilidade de causar
emulsificacdo em uma mistura de agua-oleo

Estrutura de um biossurfactante (BOGNOLO, 1999; CAMEOTRA e
MAKKAR, 1998)
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Porcéao hidrofilica: aminoacidos [glutamato, aspartato,lisina, ornitina e
arginina] ou peptideos[consistindo de aminoacidos hidrofilicos],
carboidratos, fosfato, acido carboxilico, alcool, etc.

Porcao hidrofébica: Acidos graxos saturados ou insaturados

e ac. graxos de cadeia longa +—
e Carboidratos

3 e Aminoacidos

A

e Grupo fosfato

e Alcool
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Classes de Biosurfactantes

-Acidos graxos hidroxilados e ligados por ligagdes cruzadas (&cido
micolico)

Glicolipideos

*Complexo Polissacarideo-lipideo
Lipoproteinas-lipopeptideos
Fosfolipideos

*Superficie celular completa




Biossurfactantes

1.2 Classes e microrganismos produtores

Biotensoativo Microrganismo
Glicolipidios
Ramnolipidios Pseudomonas Sp

Burkholderia sp

Trealolipidios Rhodococcus erythopolis

Nocardia erythopolis

Mycobacterium sp

Soforolipidios Torulopsis sp

Manosileritritol Candida antartica

Fonte: DESAI e BANAT (1997 e 2000)




Biossurfactantes
1.2 Classes e microrganismos produtores

Biotensoativo Microrganismo

Lipopeptidios e Lipoproteinas

Peptidolipidio Bacillus lincheformis
Viscosin Pseudomonas fluorescens
Surfactin Bacillus subtilis

Acidos graxos e fosfolipidios
Acidos graxos Corynebacterium lepus

Fostolipidios Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes polimeéricos

Emulsan Anthrobacter calcoaceticus
Manana lipidio proteina Candida tropicalis
Liposan Candida lipolytica

Fonte: DESATI e BANAT (1997 e 2000)




Tipos de biosurfactantes
Glicolipideos

Lipideos-trealose [Dissacarideo trealose ligado ao C6 e C6’do acido
micolico] associado a estrutura da membrana da parede de muitas
especies dos genéros Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium .
Reducao da tensao superficial para 25-30mN/m e tensao interfacial por
volta de 1 mN/m

Ramnolipideos [uma ou duas moléculas de ramnose ligada a uma ou
duas moléculas de acido B-hidroxidecanoico] Produzido por
Pseudomonas aeruginosa. Redugao da tensao superficial para 25-
30mN/m e tensao interfacial por volta de 1 mN/m

Soforolipideos [consiste de um carboidrato dimérico da soforose ligado
a uma cadeia longa de acido hidroxicarboxilico]. Produtores: 7Torulopsis
bombicola, T. petrophilum, T. apicola e Candida bogoriensis Tensao
interfacial: 40-5mN/m Nao é bom agente emulsificante




Fofolipideos e acidos graxos: Produzido por certas bactérias e
leveduras quando do crescimento sobre n-alcanos. Thiobacillus
thiooxidans, Pseudomonas aeruginosa 4411 [crescendo sobre
hexadecano e Oleo de oliva, produz de 405-80% w/w de lipideo

Lipopeptideo/lipoproteinas: Antibittico decapeptideo
[Gramicidina], Bacillus brevis Antibiético lipopeptideo [Polimixina],
Bacillus polymixa. Inclui-se aqui também T. thiooxidans, produtor de
cerilipina, Agrobacterium tumefaciens e Streptomyces sioyaensis

Surfactina: lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis Esse
biosurfactante € bem conhecido, podendo diminuir a tensao
superficial de 72mN/m para 27,9 mN/m quando na concentracao de
0,005%. Limite de seu uso: habilidade de lisar celulas do sangue

Biosurfactante BL-86 : produzido por B. licheniformis, reduz
tensao supreficial para 27 dinas/cm e interfacial entre agua e n-
hexadecano para 0,36 dinas/cm




Biosurfactantes polimeéricos: Caracteristicas: alto massa molar, alta
viscosidade, resisténcia a tensdo e forca de cisalhamento

Exemplos: Emulsan, produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1
Nao reduz a tensao apreciavelmente, mas atua como um agente
emulsificante efetivo para hidrocarbonetos em agua [0,001%-0,01%]

Biodespersan: produzido por A. calcoaceticus O componente ativo é
um heteropolissacarideo anionico, com massa molar de 51.400

Liposan : produzido por C. lipolytica, € um emulsificador soluvel em agua,
com composicao de 83% de carboidrato e 17% proteina. A porcao
carboidrato contem: glicose, galactose, galactosamina e acido
galacturdnico

Surfactantes particulados: Acumulo de vesiculas de membrana
extracelular, contendo proteina, fosfolipideos e polissacarideos.
Produtores : Strepfococcus, Staphylococcus aureus, Aeromonas
salmonicids, etc
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Figure 1. Chemical structure of the main rhamnohipid homo-
logues.

Estruturas quimicas de alguns biosurfactantes




» Propriedades (Desai e Banat,

Biossurfactantes
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Biossurfactantes

» Propriedades (Desai e Banat, 1997)

e Habilidade em formar micelas

« Concentragdao Micelar Critica
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Formagéo de Micela

C.M.C.

Concentracao Micelar Critica




Biossurfactantes x Surfactantes

Aspectos Positivos

> sao compostos biodegradaveis;

» nao sao téxicos ao ambiente;

possuem maior seletividade e atividade
especifica;

» continuam ativos sob condigdes extremas
de pH, temperatura e salinidade;

sao produzidos a partir de fontes
renovaveis.




Biossurfactantes x Surfactantes

Entrave a ampla utilizacgao
de Biossurfactantes

$

Custos de produgao

Selecao de linhagens
altamente produtoras

Uso de engenharia
genética

Matéria-prima de

baixo custo

Otimizagao do
processo (reatores)




Produgcao de Biossurfactantes

Matéria-prima Microrg. (rend. g/L)

Oleo residual de fritura P. aeruginosa (2,7)

Efluente do

processamento de batata Bacillus subtilis

R.do process. 6leo soja P. aeruginosa (11,72)
Agua de manipueira B.Subtilis (2,2 - 3,0)
R.do proces. éleo giras. P. aeruginosa (16,0)

R.de refinaria de dleo C. antartica /C. apicola
(10,5/13, 4)

Residuo de destilaria P. aeruginosa (0,92)

Fonte: Mukherjee et al., (2006)




Tabela I - Matena-prima de baixe custe utilizada para a producio de biossurfactantas

Reziduo:/ matéria—prima de Tipo de Linhagem microbiana Referencia
baixo biozzurfactante {Rendimento miximo em g.1'")
Olee de Cancla Famnolipidios sendomonas DSK 2B874 (43) Truommlear er al., (2003}
Oles de Babassu Soforclipidios Candida lipelyrica TA 1055 Vance-Harrop er al., (2003]
Oleo de milho Soforclipidios C. bombicola ATCC 22214 (4003 Pekin er al., (2003)

Oleo de soja & girassol

Oles de girassol

Oleo da 30]a

Oleo residual de fritura
Soapstock (oleo de z0ja)
Soapstock (oleo de zirassol)

Fesiduo da refinaria de oleo

Soapstock (oleo de z0ja)

Bes. Destilaria/ 5. de queije
Efluente do processamento de
batata

Efluente do processamente de

farinha de mandioca

Famnolipidios

Lipopeptidie
Manesilaritritel
Famnolipidios
Famnolipidios
Famnolipidios
Glicolipidie
Famnolipidios
Famnolipidios

Lipopeptidio

Lipopeptidic

F.aeruginoza D510-129
2,08}

Serrafia mercescens
Candida sp. 3Y 16 {93)
F.aeruginosa 47T2 (2,7)
F.oaeruginosa LBI (11,72}
P aerugineza LBI {16)

C. antarfica efou C. apicela (10,5/

13,4}
F.oaeruginoza ATI10 (2.3)
P aeruginoza B52 (0,92}

Bacillus subsilis

Bacillus zubrilis ATCC 21332 & B.

swbriliz: LB3a (2,2 - 2,00

(4,317

Rahman ef al., {2002)

Ferraz er al., (2002)

Kim et al.. (2006}

Haba er al., (2000)
Mitschke er al., (20035)
Benincasa er al., (2002/04)
Bednarzki er al., (2004)

Abales er al., (2001

Dubey e Juwarkar (2001/04)
Thompson et al., (2000/01);
MNoah er al, (2002 e 2003}
Mitschke e Pastore (2003,
2004 & 2008}

Fonte: MUKHERJEE et al..(2006)



Matéria prima utilizada no LMI para producao de Biosurfactante

Borra de Petrdleo
Elementos inorganicos presentes na Borra

of | % | Densify i

OM | gml | N [ G | Mg | 5 [ Fe | Na| A |CON
12006385 103 ) 033 | 020 | 011 032 | 069 | 013 | 071 |66.93

ppa

P | | .

Mo | Co | Zn | B | Co | Ba | Cd | Cr | Ni | b
ot
008 | 138 | 273 | 683 | 30 | 23 |3LI1| 028 | 3781|1414 | 1313




Borra de Oleo de Soja

Composition of fatty acids from oil refinery waste used as carbon source by P. aeruginosa LBI

%0 (WIw)
FATTY ACID COMPOSITION R. OIL WASTES (SOAPSTOCK)
C16 palmitic 16.66
C18 stearic 3.58
C18:1 oleic 22.9
C18:2 linoleic 50.28

C18:3 linilenic 4.54




Table 2. Utilization of Fatty Acids firom (il Refinery
Wastes by P. aeruginosa LBI after 144 h of Incubation

o consumed

fatty acid cottonseed babassu  corn soybean  palm
C12 lauric 43.0 a7.40
C14 miristic 47.22 3766 T70.0
C16 palmitic 10.64 a7.44  b5.44 7597  66.47
C18 stearic 9.26 27.36 52.59 42,87  42.93
C18:1 oleic 7.71 46.09  47.95 67.25 6023
C18:2 linoleie 15.55 36.20 4234 82.20 52.47
C18:3 linolenic 19.15 55.22 100 T4.20

Nitschke et al, 2005 Biotechnology Progress




Composicao do 6leo de fritura

Acido Graxo (%)

C10:0 Caprico 0,03
C12:0 Laurico 0,03
C14:0 Miristico 0,47
C16:0 Palmitico 14,83
C16:1 Palmitoléico 0,67
C18:0 Estearico 4,51
C18:1 Trans Elaidico 0,97
C18:1 Oléico 30,15
C18:2 Trans Linoelaidico 0,35
c18:2 Linoléico 42,99
C18:3 Trans Translinolénico 0,71
C18:3 Linolénico 3,72
C20:0 Araquidico 0,15
C20:1 Gadoléico 0,27
Cc22:0 Behénico 0,13




Production and properties of the hamnolipis obtained from native oils

Oil type Biomass (mgml™") Rhamnalipid (2 17" Final broth pH ST(mNm")® IT {mNm="* CMC (mg I™)
Andiroha |.53 Al 16 30.26 .7 SE.16
Babassu .36 3] 15 30,16 |8 5.5
Buriti .25 19 8.5 315 |5 | 19,87
Brazilian Mut .37 99 13 30,16 |3 107,43
Cupuscu .29 1 8.5 304 |2 8513
Passion Fruif |44 92 6.4 208 |8 | 63,44

* Against hexadecane, ST: surface tension; IT; inierfacial tension.
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Fig. 2. ESI mass spectrum for the rhamnolipids mixtures produced by P geruginosa LBl using Babassu and Cupuaagn oils.
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Table 3. Surface-Active Properties of Rhamnolipids
Obtained from il Refinery Wastes

o1l waste

parameters  cottonseed babassu corn  soybean  palm

ST (mN/m) 33.56 J0.058  30.96 26.92 31.76
CMC {mg/L] 56.79 210,77 43.21 31.56 40.1%
IT® (mMN/m} 13.35 16.15 2.40 1.25 4.20
E gl %0l 10.1 20.0 20.0 2.7 71.4

RL (gL} 10.55 865 13.46 11.72 8.62

? 0.1% aqueous solution.




Table 1. Surface-Active Properties of Rhamnolipids Obtained from Pseudomonas Strains®

strain rhamnolipid ST (mN/m) IT {mN/m) CMC (img/L) ref
F. aeruginosa 4712 RL muxture 32.8 I 108.5 22
P. aeruginosa AT10 Rha,C iy 28.8 nd 106 25
P. aeruginosa AT10 Mz mixture® 21.3 nd 234 2
F. aeruginosa AT10 M; mixtured 26.8 nd 150 2
F. aeruginosa LBI RL muxture 24.0 131} 120 21
P. aeruginosn 44T1 RhaCy;(Cy, 25.0 0.2 11 15
P. aeruginosn 44T1 RhasCyilCyg 25.0 Lie 11 15
Pseudomonas sp. DSM2574 RhaCy;Cyq + RhayCypCyg 26.0 <1.08 20 9
Pseudomonas sp. DSM28T4 RL muxture 28.0 <10b 20 9
Pseudomonas sp. DSM2574 RhaCy;Cy, 26.0 4,08 20 9
Pseudomonas sp. DSM28T4 RhasCy,Cy, 27.0 <1,0b 10 9
Pseudomonas sp. DSM2874 Rha,Cy, 30.0 <1.08 200 ]
Pseudomonas sp. DSM2574 RhaCy; 25.0 <1.08 200 ]
F. aeruginosa UG-2 RhaC1pCya + BhaaC1aChe 31.0 nd 5 19

* against kerosene. bagainst hexadecane. ¢ RhaCy,Cyp + RhagCipCyp + RhaCyeCya + RhaC o Cyp + Rhal oo + RhaCgs. @ RhagCypCyy
+ RhaCyyCyp + RhagCyyCyq + BhaCyoChs + RhaCygCyp + BhaCigs + RhaCyo. @ ST, surface tension; IT, interfacial tension; CMC, critical
micelle concentration,




Table 1 Summary of the experimental results obtained for investigating the hydrocarbon
whilization by P. asruginesa LEL

Carbon surface Surface Biomass pH pH final | FEhamnolip
source (%o} | tension fension (g'L) inifial (g/'L)

mN/m reduction

(%)

Kerosene 32 45 2.43 6.8 6.8 1.02
(20)
Diesel oil 33 36.3 5.4 6.8 54 99
(30)
Crude o1l 36 377 2.0 6.5 7.0 1.4
(10)
(il sludge | 363 274 4.0 6.5 6.9 1.08
(10)

Pirbllo et al, 2008 Journal Applied Microbiology




Produgao de Biossurfactantes

» Padrdoes de Producao (Sylddatk e Wagner,
1987)

Produgao associada ao crescimento;

Produgao sob condigdoes limitantes de
crescimento;

Produgdo por células nao proliferantes;

« Produgao com adigao de precursores.




BIOSSINTESE DE BIOSURFACTANTE

Biossurfactante: Duas porc¢oes: hidrofilica e hidrofobica

Diversas vias metabolicas estao envolvidas na sintese desse dois
compostos, utilizando enzimas especificas. Em muitos casos a
primeira enzima na via metabolica do precursor € unica e sofre
regulagao

1. De novo sintese das por¢oes hidrofilicas e hidrofobicas através de
duas vias independentes seguida da ligacao

2. De novo sintese da por¢ao hidrofilica e a sintese da por¢cao
hidrofobica € dependente do substrato

3. De novo sintese da por¢ao hidrofobica e a sintese da por¢ao
hidrotilica € dependente do substrato




Regulacao

Por indugao: Em geral microrganismos produzem biosurfactantes
quando crescem em meios contendo substratos insoluveis em agua
Utilizagado de indutores como longas cadeias de acidos graxos,
hidrocarbonetos ou glicerideos n meio de crescimento de T
magnoliae aumentava a produgdo de soforolipideos

Regulacao catabolica: Ocorre através da glicose ou metabolitos
primarios. Actinobacter calcoaceticus € A .paraffineus nao produzem
biosurfactante quando crescidas em acido organicos e glicose
respectivamente.

Efeito da fonte de Nitrogénio e cations multivalentes. Sais de amonia
e de uréia tem sido citado como fonte preferida no caso de A
paraffineus Em Pseudomonas aeruginosa RC-II amoénia e glutamina
em alta concentragao reprime a sintese de biosurfactante

A limitacao de cations multivalentes também causa superproducio de

biosurfactante em Pseudomonas spp.




Sintese de acido Gliconeogénese
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Producao de Biosurfactante

Producao de biosurfactante via fermentagao:

Dependendo da natureza do biosurfactante € do microrganismo produtor,
a producao pode ocorrer como:

1. Produc¢ao associada ao crescimento — ParAmetros importantes: Tipo
de Fonte de carbono, Tipo de adicdo de Nitrogénio, Velocidade de
agitacao, transferéncia de oxigénio

2. Producdao sob condi¢does de crescimento limitante — Quando a
concentracao de Nitrogénio € limitante. A razao C:N no meio tem um
efeito 1mportante na producao de biosurfactante. A limitacdo de
cations bivalentes como Mg++, Fe++ ou Ca++ também favorece a
formacao de biosurfactante

3. Producdao por “Resting/no growing cells” — As cé€lulas nao se
multiplicam, mas continuam a produ¢ao

4. Producdo associada com aumento de um precursor.




Adigao de precursores causa um grande aumento na producao de
biosurfactante

Obtencao do Produto: A escolha de um método para obtencdao de um
biosurfactante depende da carga 10nica, solubilidade em agua, e se o
produto esta ligado a c€lula ou € extracelular

Métodos:

Extracdo por solvente: cloroféormio-metanol, diclorometano-metanol,
butanol, acetato de etila, pentano e hexano. No caso de Torulopsis
bombicola, 1. apicola, T. petrophilum carvao € adicionado ao meio
fermentado livre de célula e apos filtracao o composto € desorvido por
acetato de etila resfriado, o qual € removido sobre pressdo reduzida e o
glicolipideo dissolvido em etanol aquecido e cristalizado.

Cristalizacio: E possivel colher cristais do sobrenadante de cultivo
através da adicao de acido seguido por incubac¢ao a baixa temperatura.




Precipitacdo : Sulfato de amodnia, acido, etanol-acido acético e acetona

Sulfato de amdnia: Emulsan e biodispersan produzidos por
Acinetobacter spp.

Precipitacdo 4cida: surfactina produzida por Bacillus subtilis

Acetona: biosurfactante produzidopoPseudomonas spp.

No caso de producdo continua, ocorre acidificacao co HCI 2N, onde
proteinas e lipideos sdo precipitados, em seguidas o bisurfactante €
extraido do sobrenadante com diclorometano[surfactina]. Filtracao com
fluxo tangencial também pode ser utilizado




Produgao de Biossurfactantes

» Fatores que afetam a produgao (Fiechter,
1992; Jo Chu Chang,
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Produgcao de Biossurfactantes

» Fatores que afetam a producao (Fiechter,
1992; Jo Chu Chang, 2005)

- Proporgdoes C/N, C/P e cations bivalentes
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Produgao de Biossurfactantes

» Fatores que afetam a produgdao (Fiechter,
1992; Jo Chu Chang, 2005)
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Produgao de Biossurfactantes

» Fatores que afetam a produgdao (Fiechter,
1992; Jo Chu Chang, 2005)
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Produgcao de Biossurfactantes

» Fatores que afetam a produgdao (Fiechter,
1992; Jo Chu Chang, 2005)
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Produgcao de Biossurfactantes

Reducao dos Aumento dos
custos de -'- rendimentos de
produgao biossurfactante

Substituigao dos
surfactantes quimicos
por aqueles de origem

bioldgica




Aplicacgoes (Abalos et al., 2001)

» Aplicagdes Terapéuticas

Surfactina:

 inibicao de formagdo de coagulos;
« atividade antibacteriana;
« antifungica;

e antiviral.




Aplicacoes (Abalos et al., 2001)

» Aplicagdes Terapéuticas

Ramnolipidios: agao zoosporicida

Zoospores lose
motility

Motile,
live zoospore

Zoospores lyse ==

Fonte: Stanghellini e Maier 1997




Aplicagoes (Abalos et al., 2001)

» Aplicagdes Terapéuticas

Atividade antimicrobiana de ramnolipidios




Aplicacodes (Fiechter, 1992)

» Agricultura

« Utilizados em formulacgoes de herbicidas
e pesticidas;

« Ramnolipidios sao potenciais agentes para
controle bioldégico de fitopatdgenos

» Produtos de higiene e cosméticos

« Utilizado em hidratantes e
umectantes (produtos de maquiagem) ;

e Incorporados em produtos de limpeza.




Aplicacgoes (Fiechter, 1992)

> Industrias de Alimentos

Vo e
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Agentes emulsificantes no
processamento de matéria-

prima;

Auxilia na formagao de consisténcia e
textura e na solubilizagao de aromas;

» Outras aplicacgodes

Industria de papel, textil, tinta (favorece
a espalhabilidade = propriedades de
mistura), ceramica.




Aplicacgdes (Mulligan, 2005)

» Industria petrolifera

Recuperagao Terciaria
do Petrdleo (MEOR) ;

Oleos lubrificantes;

Remogcdo de residuos de dleo
em tanques de estocagem;

Processos de
biorremediacgao e
dispersao nos

derramamentos de dleo

areia areia com areia tratada
(controle) petréleo com biosurfactante
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Adicio de 3,5% de HaCl

tensao superficial do caldo livre de células contendo biossurfactante produzido
no cultivo da linhagem P. aeruginosa LBl em 2% (w/v) da mistura de oleos usado

em fritura de alimentos, submetido a variacao de Temperatura, pH, pressao e
salinidade.




Nitschke et al. (2005): P. aeruginosa LBl em 2% (w/v) de borra de 6leo de soja,
algodao, milho, palma e babacu, observaram a predominancia do mono-ramnolipidio
RhaC10C10 (m/z 508) sobre o di-ramnolipidio Rha2C10C10 (m/z 649)

Costa et al. (2006): P. aeruginosa LBl em 2% (w/v) de Oleo de babacu ou de Oleo de
cupuacgu, também observaram a predominancia do mono-ramnolipidio RhaC10C10
(m/z 503).

P. aeruginosa LBI: cultivada em fontes de carbonos hidrofobicas, houve a
predominancia de RhaC10C10 (m/z 503), enquanto que, quando cultivada em fontes
de carbono hidrofilicas como glicerol e glicose, houve a predominancia de
Rha2C10C10 (m/z 649).

P. aeruginosa LBIl: em 2% (w/v) de n-parafina, uma fonte de carbono hidrofobica,
revelou pequena predominancia de Rha2C10C10 (m/z 649) sobre RhaC10C10
(m/z 503). Além disso, também foi detectada a presenca dos ions minoritarios:
Rha2C10C12:1 (m/z 677), Rha2C10C12:2 (m/z 675), Rha2C10C8 (m/z 621),
RhaC10C12:1 (m/z 529), RhaC10C12:2 (m/z 527), e, Rha2C10 (m/z479).




Summary of the experimental results obtained in the investigation of

hydrocarbon utilization by P. aeruginosa LBI:

Carbon Source | Surface Tension | Biomass | final pH | Rhamnolipi
(%) mN/m (g/L) d (g/L)

Kerosene (20) 32 2.43 6.8 1.02

Diesel oil (30) 33 54 8.4 g%

Crude oil (10) 36 2.0 7.0 1.4

Oil sludge (10) 36.3 4.0 6.9 1.08

Rhamnolipid emulsifying activity (E24) in cell-free broth of P. aeruginosa LBI

Emulsifying activity
Hydrocarbons evaluated E, (%)
(mL)
Benzene 100
Kerosene 66.7
Diesel oil 70.6
Crude oil 68.7

Pirollo et al, 2008




Properties of the rhamnolipids produced by P. aeruginosa LBI

Property Rhamnolipids of P.

(Mean and standard deviation) aeruginosa LBI
Surface Tension (mN/m) 24.9 (SD 0.06)
Interfacial Tension (mN/m) 0.63 (SD 0.06)
Critical micelle concentration 73.9 (SD 0.46)

(CMC) mg/L Lovaglio et al, 2008
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Atividade de emulsificacao de solucoes

0,1%

ramnolipidios em diferentes

valores de pH (2.0 a 9.0) utilizando como
fonte hidrofobica 6leo de soja.

Atividade de Emulsificacao (%)

~m-pH2.0 ® pH3.0
~ @ pH6.0 €4 pH7.0

pH 4.0 ~w— pH 5.0
pH8.0 @ pH9.0

100‘\ ¢ ¢ ® ¢
80
60
oo o (] (]
40
20
0 ] ] ] ]
0 30 40 50 60
Tempo (min)

Estabilidade da emulsao formada
pela solucao 0,1% de ramnolipidios
em diferentes valores de pH (2.0 a
9.0) utilizando como fonte
hidrofébica o benzeno.




Tabela 1. Pardmetros da produgao de ramnolipidios pelos isolados LMI 6¢, LMI 7a e
por P. aeruginosa LBl apds 120 horas de cultivo nos diferentes
residuos oleosos testados.

Microrganismos Substratos Parametros
Oleo soja Gordura de Gordura
usado Borra de soja frango vegetal
LBI 1,69 1,67 1,67 1,85 Proteina (g/1)
5,09 7,52 3.9 Al RL! (g/1)
32,6 33,2 32,3 55 TS? (mN/m)
7,23 7,72 8,46 8,64 pH
LMI 6¢ 1,62 {057/ 0,73 1,44 Proteina (g/1)
6,1 9,69 3,04 2,03 RL (g/1)
31 31,9 34 35 TS (mN/m)
5,7 7,01 8,43 8,25 pH
LMI 7a 2,1 1,86 2,74 2,07 Proteina (g/1)
R 7,49 4,88 1,87 RL (g/l)
34 31,9 34,1 35 TS (mN/m)
8,22 7,03 8,31 8,5 pH

'RL : ramnolipideos 2TS: tensao superficial Ciénc. Tecnol. Aliment. ,2008
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Atividade emulsificante dos biotensoativos produzidos pelos isolados

LMI 6¢c e LMI 7a em borra de soja e 6leo usado a frente a 6leo de soja,

querosene e benzeno.

Ciénc. Tecnol. Aliment.,2008




Wettability of aqueous rhamnolipids solutions produced

by Pseudomonas aeruginosa LBI.

Costa et al, 2008 Journal of surfactants and detergents

Table1- Contact angles (0) of pure water on the PCL, PVC, PCL-PVC, PET and glass surfaces.

Contact angles (0)

Solution PCL PVC PVC-PCL PET Glass
S.T. mN m!) 76.2+0.7 87.2+0.8 68.6 £0.5 74211 75%x1.7
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Biosurfactant Production by P. aeruginosa LBI
Growing on Different Carbon Sources and Predominant
Rhamnolipid as Determined by ESI(-)-MS Analysis
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PERSPECTIVAS

Muitas Aplicacgoes
| Industriais !
L

Especificidade '———————————————————I Baixa toxicidade

: — \\\\“/// Acao em condigoes
Blodegrifabllldade :¥;2§sx;§5’ oxtremas

BiossurfactéfES;:::>

METAS

» Utilizacdo de substratos mais baratos

> Métodos eficientes de purificacao

» Engenharia genética







Metodologia

Tensao superficial (Tensiometro K6)




Metodologia

indice de emulsificacdo
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Recuperacao dos Ramnolipidios

Para obtencao do ramnolipidio utilizou-se o
meétodo de recuperacao por coluna de adsorcao
(ABALOS et al.,, 2001), o caldo de cultivo foi
centrifugado a 12.000 rpm durante 20 minutos,
0 sobrenadante foi acidificado a pH 2,0 com
H,SO, concentrado e mantido sob refrigeragao
durante 12 horas. Em seguida este caldo foi
centrifugado a 10.000 rom e o precipitado foi
ressuspenso em agua destilada e eluido em
coluna de adsorcao contendo resina de
poliestireno Amberlite XAD-2 (Supelco), como
descrito por Reiling et al. (1986).




Tensao Interfacial
Mediu-se a tensao interfacial entre solugao
0,1% (p/v) de ramnolipidios e hexadecano,
utilizando-se o tensidbmetro Kriss K6

Concentracao Micelar Critica (CMC)
A concentracao micelar critica (CMC) foi determinada
medindo-se a tensao superficial de solucoes de
ramnolipidios em diferentes concentragdes, variando de
0,0001 mg/L a 1000mg/L. A leitura da tensao superficial de
cada solucao foi feita atraves de um tensiometro Kriss K6.
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