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RESUMO

Os biossurfactantes sao compostos de origem microbiana e apresentam inumeras
vantagens frente aos surfactantes sintéticos como diversidade estrutural, baixa toxicidade,
biodegradabilidade, capacidade de acdo em ambientes extremos, e de serem produzidos a
partir de fontes renovaveis. Portanto, o presente estudo tem como objetivo maximizar a
producdo de um agente surfactante a partir de Candida sphaerica UCP 0995 utilizando
residuos industriais 9% de 6leo vegetal de soja, 9% de milhocina como substratos de baixo
custo em um biorreator de 4 L a partir de um planejamento fatorial 2* com ponto central. Os
efeitos e interagbes da velocidade de agitacao (150, 175, 200, 250 e 275rpm), aeracgéao (0,
0,5, 1,0, 1,5 e 2,0vwvm) e tempo de cultivo (96, 108, 120, 132 e144h) sobre a tensédo
superficial e o rendimento foram avaliados. Os resultados mostraram que a melhor condigao
obtida foi através da agitagdo de 175 rpm, aeragdo de 1,5 vwm e tempo de cultivo de 132
horas, com uma reducdo da tensdo superficial de 25,00 mN/m e com um rendimento em
biossurfactante de 8,50 g/L e uma Concentragcdo Micelar Critica de 0,2 g/L. A capacidade
tensoativa e emulsificante do biossurfactante foi investigada sob condigbes extremas de
temperatura, salinidade e pH, demonstrando sua estabilidade. A investigagdo da
composi¢cao quimica por espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética e
cromatografia gasosa revelou que o biossurfactante estudado € um glicolipidio. Foram
realizados testes de citotoxicidade através do método de MTT frente a linhagem celular
L929 (fibroblasto de camundongos), onde observou-se que nao apresentou citotoxicidade
nas concentragdes de biossurfactante testada. Em seguida, o biossurfactante foi submetido
a diferentes metodologias para ser formulado como aditivo comercial. A biomolécula
manteve-se estavel ao longo de 120 dias a temperatura ambiente de 28°C apds adigdo de
sorbato de potassio como conservante. Testes de biorremediagdo foram realizados para
analisar a eficacia do biossurfactante isolado e sua espécie microbiana produtora na
remoc¢ao de oleo em solo e 4gua do mar contaminada. O biossurfactante bruto ou isolado
apresentou eficiéncia na remogao de 67% - 70% do 6leo de motor em solo contaminado em
condigcbes estaticas. Ja para os ensaios cinéticos 90% do 6leo motor contido em solo foi
removido no periodo de 90 dias. Enquanto que os testes realizados em agua do mar foram
obtidos 85% de remocdo do 6leo. Os resultados obtidos demonstraram que o
biossurfactante de C. sphaerica UCP 0995 apresenta propriedades promissoras como

agentes de remediagcao de compostos hidrofébicos em aguas e solos.

Palavras-Chave: Biossurfactantes. Residuos Industriais. Contaminagao por petrdleo.
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ABSTRACT

The biosurfactants are compounds of microbial origin and present numerous advantages
over synthetic surfactants, such as structural diversity, low toxicity, biodegradability, ability to
act in extreme environments, and to be produced from renewable sources. Therefore, the
present study aims to maximize the production of a surfactant agent from Candida sphaerica
UCP 0995 using industrial waste as low cost substrates in a 4 L bioreactor from a central
point factorial design 23. The effects and interactions of the agitation speed (150, 175, 200,
250 and 275rpm), aeration (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0vm) and culture time (96, 108, 120, 132
and 144h) on surface tension and yield were evaluated. The results showed that the best
obtained condition was, in medium containing shaking of 175 rpm, aeration of 1.5 vwm and
culture time of 132 hours, with a reduction of the surface tension of 25.00 MmN / m and a yield
in biosurfactant of 8.50 g / L and a Critical Micellar Concentration of 0.2 g / L. The
tensioactive and emulsifying capacity of the biosurfactant was investigated under extreme
conditions of temperature, salinity and pH, indicating their stability. The investigation of the
chemical composition by infrared spectroscopy, magnetic resonance and gas
chromatography revealed that the biosurfactant studied is a glycolipid. MTT Cytotoxicity tests
were performed by the MTT method against the cell line L929 (mouse fibroblast), where it
was observed that it did not present cytotoxicity in the biosurfactant concentrations tested.the
biosurfactant was subjected to different methodologies to be formulated as a commercial
additive. The biomolecule was stable for 120 days at room temperature 28°C after addition of
potassium sorbate as a preservative. Bioremediation tests were performed to analyze the
efficacy of the isolated biosurfactant and its microbial producer producing oil in soil and
contaminated sea water. The crude or isolated biosurfactant showed efficiency in the
removal of 67% - 70% of the motor oil in contaminated soil under static conditions. Already
for the kinetic tests removal of 90% of the motor oil contained in soil was removed in the
period of 90 days. While the tests performed on sea water were obtained 85% oil removal.
According to the results obtained, the biosurfactant of C. spaherica UCP 0995 presents

promising properties as remediation agents of hydrophobic compounds in waters and soils.

Key words: Biosurfactants. Industrial  Industrial.  Contamination by  oil.
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Santos, E. M. S. Produgéo de biossurfactante por Candida sphaerica UCP 0995 para aplicacdo na
remogao de poluentes ambientais gerados pela industria de petréleo

1.1 INTRODUGAO

Com os avangos tecnolégicos ocorridos nas ultimas décadas, as refinarias de petréleo
aumentaram significativamente a producédo de hidrocarbonetos e seus derivados, no entanto,
uma vez que suas matérias primas séo aplicadas como fontes de energias para a economia de
uma sociedade, também produzem elevadas quantidades de residuos petroliferos originados
dos transportes, operagdes de perfuragao e derramamentos que contaminam e interferem no
meio ambiente (ALMEIDA et al., 2016; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018).

As refinarias sdo grandes geradoras de poluigdo, pois consomem enormes quantidades
de agua e de energia, e produzem muitos rejeitos liquidos, liberam diversos gases poluentes
para a atmosfera e produzem residuos solidos de dificil tratamento e disposicdo. Em
decorréncia de tais fatos, a industria de refino de petroleo, é considerada, uma grande
degradadora do meio ambiente, pois possui potencial para afetar todos os niveis presentes na
biosfera: ar, agua e solo (GONZINI et al., 2010; SANTOS et al., 2016).

Diante dessa realidade, a possibilidade de contaminagcdo ambiental € real e iminente,
havendo necessidade urgente do desenvolvimento de novas tecnologias que possam conter
possiveis contaminagdes (SILVA et al., 2009). A contaminagao por petréleo e derivados,
incluindo os metais pesados, normalmente é tratada através de metodologias fisicas, quimicas
ou bioldgicas. Entretanto, as novas diretrizes de recuperagdo de aguas e solos tém restringido
a utilizagao de produtos quimicos (MUTHUSAMY et al., 2008; SARUBBO et al., 2015).

Dentre as técnicas de tratamento de petroderivados disponiveis, a tecnologia de
biorremediacédo tem se destacado, dentre as diferentes tecnologias utilizadas para a limpeza
dos solos e de aguas contaminadas. Levando-se em consideracdo que é a ferramenta de
gerenciamento mais econdmica e ecoeficiente fundamentada em métodos naturais, menos
agressivos e mais adequados para manutencao do equilibrio ecolégico, além do baixo custo
quando comparados as alternativas fisicas e fisico-quimicas utilizadas (BRITO et al., 2010;
KARLAPUDI et al., 2018a).

Os obstaculos associados a biodegradag¢ao dos hidrocarbonetos surgem em funcao da
ligagdo desses compostos hidrofébicos as particulas do solo e a solubilidade reduzida em
agua, resultando em baixa biodisponibilidade para os micro-organismos e na consequente
paralisagao do processo (CORTIS; GHEZZEHEI, 2007; SANTOS et al., 2016, XU et al., 2018).

Nesse contexto, a utilizagdo de compostos biossurfactantes surge como uma alternativa
ecolégica em relagéo aos surfactantes quimicos possuindo muitos atributos desejaveis como:

producdo por micro-organismos através de materiais renovaveis; inumeras variedades
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Santos, E. M. S. Produgéo de biossurfactante por Candida sphaerica UCP 0995 para aplicacdo na e
remogao de poluentes ambientais gerados pela industria de petréleo

quimicas, ampla gama de aplica¢cdes e compatibilidade com o langamento no meio ambiente
(SANTOS et al., 2016; PERFUMO, BANAT, MARCHANT, 2017; KARLAPUDI et al., 2018).

A possibilidade de producdo dos biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e de
diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variacdo de inUmeros parametros,
como tempo de cultivo, velocidade de agitagdo, pH do meio e nutrientes adicionados, permitem
a obtengao de compostos com caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas, o que
os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de eficiéncia,
embora os custos de produgdo ainda ndo permitam uma maior competitividade com seus
similares sintéticos (SILVA et al., 2010; MIR et al., 2017).

Nesse sentido, é de fundamental importancia o desenvolvimento de estratégias que
permitam a producdo e consequente aplicacdo dos biossurfactantes em escala industrial. Os
substratos de baixo custo, a sele¢do de micro-organismos produtores e o aprimoramento dos
processos de purificacdo tém sido utilizados com essa finalidade (MARCHANT; BANAT, 2012).

Portanto, o presente estudo tem como objetivo maximizar a producdo de um agente
surfactante por Candida sphaerica utilizando residuos industriais como substratos de baixo
custo, bem como estudar as propriedades do biossurfactante obtido, seu isolamento,
caracterizacao, formulacdo comercial e sua aplicacdo na remocao de derivados de petroleo em

ambientes terrestres e marinhos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Otimizar a producado de biossurfactante por Candida sphaerica UCP 0995 com potencial de

aplicacdo na descontaminagao ambiental de petréleo e derivados.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Utilizar um planejamento fatorial como ferramenta para otimizagdo da producado de

biossurfactante em biorreator;

Isolar o biossurfactante e determinar o rendimento de producéo no biorreator;

o Caracterizar estruturalmente o biossurfactante utilizando, cromatografia gasosa,
espetroscopia no infravermelho e analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

o Realizar estudos de estabilidade do biossurfactante frente a adicdo de sorbato de
potassio, esterilizagao a vapor fluente e adicao de sorbato e tindalizagao fracionada;

o Determinar a tensao superficial e atividade emulsificante do biossurfactante formulado
frente a condigdes especificas de pH, temperatura e adigao de NaCl;

e Avaliar a citotoxidade do biossurfactante produzido por Candida sphaerica UCP 0995;

e Determinar a remocdo do poluente hidrofobico pelo biossurfactante em colunas
empacotadas através de ensaio estatico;

e Avaliar a remogao do contaminante hidrofébico em solo arenoso pelos surfactantes em

ensaio cinético;

e Auvaliar a aplicagao do biossurfactante na remediagao do contaminante em agua do mar.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Acidentes com derramamento de petréleo

Derramamentos de 6leos ocorridos durante o seu transporte, armazenamento e
perfuracbes de pocos afeta drasticamente as regides costeiras, sendo uma das maiores
causas de catastrofes ecoldgicas e sociais no mundo (MUTHUSAMY et al., 2008).

Um dos maiores acidentes registrados na histéria, foi o desastre do Golfo do México, na
plataforma da British Petroleum Deepwater Horizon, nos Estados Unidos, langando mais de
750 mil toneladas de petréleo em alto mar, este derramamento de petréleo gerou fortes
impactos econdmicos, quanto ecoldégicos para o0 meio ambiente e sociedade (PU LI et al.,
2016).

O derramamento de 6leo Exxon Valdez (EVOS) ocorrido em 1989 em Prince William
Sound, no Alasca, continua sendo um dos maiores derramamentos na histéria dos Estados
Unidos apds o Deepwater Horizon (LINDEBERG et al., 2018).

Na Baia de Campos, no estado do Rio de Janeiro, Brasil, em 2011 a perfuragao de um
pogo de petréleo liberou aproximadamente 140 mil litros de 6leo (ALMEIDA et al., 2017a), no
Nordeste do Brasil em 2019, um derrame de petroleo cru atingiu mais de 2 mil quildbmetros de
extensao, tratando-se do maior desastre ambiental ja registrado no litoral brasileiro.

Entre os iniumeros impactos ambientais que o mundo enfrenta atualmente, os
derramamentos de 6leo ocorrem com bastante frequéncia, causando efeitos devastadores
principalmente no ambiente marinho (OSTENDOREF et al., 2019).

Diante dessa realidade, a possibilidade de contaminacdo ambiental € real e iminente,
havendo necessidade urgente de desenvolvimento de novas tecnologias que possam conter

possiveis contaminagdes (SILVA et al., 2009).

1.3.2 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos que possuem porgdes hidrofilicas e
hidrofébicas que se particionam, preferencialmente, na interface liquida com diferentes graus
de polaridade através de pontes de hidrogénio, tais como interfaces o6leo/agua ou ar/agua
(SINGH, GLICK, RATHORE, 2018; OSTENDORF et al., 2019). A porgdo apolar é

continuamente constituida de uma cadeia de hidrocarbonetos ao mesmo tempo que a porgao
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polar é ibnica (catidbnica ou anibnica), ndo-ibnica ou anfotérica (SANTOS et al., 2017a) como
ilustrado na Figura 1.

Essas caracteristicas possibilitam aos surfactantes reduzirem a tenséo superficial e
interfacial e consequentemente formarem microemulsdes, onde hidrocarbonetos solubilizam
em agua ou a agua se solubiliza em hidrocarbonetos (KARLAPUDI et al., 2018). Tais
propriedades propiciam um amplo espectro de potenciais aplicagbes industriais envolvendo
emulsificagdo, detergéncia, lubrificacdo, umectagdo, formagdo de espuma, dispersdes ou
solubilizacao de diferentes fases (SANTOS et al., 2017a).

Figura 1 - Estrutura esquematica de um surfactante

Hidrofobico Hidrofilico

Fonte: https://www.dataphysics-instruments.com/knowledge/understanding-interfaces/surfactants-

cmc/

Contudo, nos ultimos anos a crescente preocupacado com o controle e a preservagao do
meio ambiente, tem incentivado as pesquisas para utilizacdo de novos compostos tensoativos,
como uma alternativa aos produtos ja existentes. Nesse contexto, a utilizagdo de compostos
surfactantes surge como um dos métodos promissores para a resolugao destes problemas
(BANAT, 2010; SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017b).

Os surfactantes possuem duas caracteristicas principais, a tensao superficial e a
capacidade de formar micelas em solugdes. A tensao superficial € minimizada quando aumenta
a concentragao do surfactante no meio aquoso, havendo a formagao de micelas, que sao
moléculas anfipaticas onde as partes hidrofobicas de surfactante sdo posicionadas na parte
interna da micela, e as e as hidrofébicas em diregdo a fase aquosa (BURGHOFF, 2012;
VARJANI, UPASANI, 2017; HAQ et al., 2017) (Figura 2).

A concentragdo dessas micelas forma a Concentracao Micelar Critica (CMC). Esta
concentragao representa a minima concentragdo de surfactante necessaria para que a tensao
superficial seja reduzida ou eliminada através do aumento adicional do surfactante (Figura 3).

Quando a CMC ¢ atingida, varias micelas sdo formadas (HELD, 2014). Além disso, os
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surfactantes, ao modificar a hidrofobicidade da superficie celular, aumentam a afinidade do

substrato celular (DELL’ANNO et al., 2018).

Figura 2 - Formag&o de micelas
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Fonte: https://www.dataphysics-instruments.com/knowledge/understanding interfaces/surfactants-cmc/

Figura 3 - Tensao superficial em fungao da concentragao de surfactante
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Fonte: https://www.dataphysics-instruments.com/knowledge/understanding-interfaces/surfactants-cmc/
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1.3.3 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana produzidos principalmente
por bactérias e leveduras. Estes compostos sdo formados por estruturas moleculares com uma
porcao hidrofilica e outra hidrofobica porgao esta que tendem a particionar nas interfaces entre
as fases liquidas com diferentes graus de polaridade (6leo / agua e agua / 6leo), promovendo
uma reducao nas tensdes superficiais e interfaciais, que confere a capacidade de detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizagéo e dispersdo de fases (CHAPRAO et al., 2018; AKBARI
et al., 2018).

Em sua constituicdo anfifilica, a por¢éo hidrofébica pode ser tanto um acido graxo de
cadeia longa, quanto um hidréxi-acido graxo ou um a-alquil-B-hidroxi e a por¢ao hidrofilica pode
ser um carboidrato, aminodacido, peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou alcool (RUFINO
et al., 2013).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petréleo (NITSCHKE, PASTORE, 2002). No entanto, varios compostos com
propriedades tensoativas sdo produzidos por alguns organismos vivos como plantas
(saponinas), mas principalmente por micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras
(glicolipideos), este surfactante natural, biodegradavel obtido de micro-organismos pode ser
uma alternativa atraente em relagéo aos surfactantes sintéticos (ROCHA E SILVA et al., 2018;
SINGH, GLICK, RATHORE, 2018).

Nos ultimos anos, esses compostos de origem microbiana tém despertado o interesse
da comunidade cientifica em encontrar alternativas ao surfactantes sinteticos. O motivo para
esta notoriedade esta relacionado as suas propriedades como diversidade estruturais, baixa
toxicidade, biodegradabilidade, capacidade de agdo em ambientes extremos, (pH, temperatura
e salinidade), seletividade, reducéo da tensao superficial e a capacidade de ser produzidos a
partir de fontes renovaveis, residuos e subprodutos com ampla gama de aplicagbes industriais
(ROCHA E SILVA et al., 2018; OLASANMI, THRING, 2018).

Uma das grandes vantagens do uso de biossurfactantes é a possibilidade de produzir
esses compostos naturais a partir de diferentes substratos, principalmente de fontes
renovaveis, como Oleos vegetais, residuos de destilaria de petroleo e residuos de produtos
lacteos. A escolha de substratos de baixo custo € importante para a economia global do
processo, pois os substratos representam 50% do custo final do produto. A produgdo bem
sucedida de biossurfactantes depende da escolha de substratos renovaveis que levam a alta
produtividade e qualidade para biossurfactantes especificos (SILVA et al., 2018; LUNA et al.,
2015).
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Embora os biossurfactantes apresentem caracteristicas superiores em relacdo aos
surfactantes quimicos, as aplicacbes industriais difundidas s&o bastante limitadas -
principalmente devido & competitividade de custos (RUFINO et al., 2014; CHAPRAO et al.,
2015).

Esses custos operacionais e de producdo podem ser reduzidos por diferentes
abordagens que podem aumentar o rendimento ou reduzir o custo total, tais como: a utilizagdo
de substratos renovaveis, como residuos de subprodutos agroindustriais, mutagdo de cepas
produtoras; aplicacdo de modelos matematicos e estatisticos para otimizagao de processos e
elevacdo do rendimento de produgdo; sintese quimica ou modificacdo estrutural de
biossurfactantes (GEETHA, BANAT, JOSHI, 2018).

1.3.3.1 Classificagao

Os surfactantes sdo classificados como aniénicos, catiénicos, neutros ou anfotéricos,
dependendo da porgao polar presente em fungdo da presenca ou auséncia de cargas elétricas
(BEZERRA et al., 2018).

A maioria dos biossurfactantes & anibnica ou neutra, enquanto aqueles que contém
grupos amina sao catiénicos. A porgao hidrofdbica possui acidos graxos de cadeia longa e a
porcao hidrofilica pode ser um hidrato de carbono, peptideos ciclicos, aminoacidos, fosfato
acido carboxilico ou alcoois (SANTOS et al., 2016).

A classificacdo dos biossurfactantes baseia-se principalmente na sua origem
microbiana e sua composi¢ao bioquimica (tabela 1). Quanto a estrutura, sdo amplamente
categorizados em cinco grupos principais: (KARLAPUDI et al., 2018; GEETHA, BANAT, JOSHI,
2018; SOBRINHO, et al., 2013).

Tabela 1- Classificagdo dos biossurfactantes com base na sua composigéo bioquimica.

Glicolipideos Cujo grau de polaridade depende dos

hidrocarbonetos utilizados como substratos.
Sao exemplos os raminolipideos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa, e 0s
soforolipideos produzidos por espécies de
Candida.

Lipossacarideos

Os quais normalmente possuem massa molar

elevada e sdo solluveis em agua, como o
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conhecido Emulsan, emulsificante extracelular
produzido por hidrocarbonetos a partir da

bactéria Acinotobacter calcoaceticus.

Lipopeptideos Como a surfactina, produzida por Bacillus
subtilis, um dos Dbiossurfactantes mais

poderosos ja relatados na literatura.

Fosfolipideos Estruturas comuns a muitos microrganismos,
como o biossurfactante de Corynebacterium

lepus.

Acidos graxos e lipideos neutros (Alguns classificados como glicolipideos) e

proteinas hidrofébicas.

Fonte: Adaptado de (KARLPUDI et al., 2018).

1.3.4 Micro-organismos Produtores

Uma variedade de micro-organismos, tais como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, sao capazes de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares
(SANTOS et al., 2016). Dentre as principais espécies e géneros investigados, destacam-se:
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter, Acinetobacter calcoaceticus, Candida
lipolytica, Candida bombicola, dentre outras (CAMPOS et al., 2015).

Alguns micro-organismos podem produzir biossurfactantes quando crescem em
diferentes substratos. O uso de diferentes fontes de carbono altera a estrutura dos
biossurfactantes produzidos e, consequentemente, suas propriedades emulsificantes. Estas
mudangas podem ser benéficas quando se deseja propriedades especificas para uma
aplicacgao direcionada (ALMEIDA et al., 2016; SARMA, BUSTAMANTE, PRASAD, 2019).

Diversos séo os estudos realizados por varios autores utilizando espécies do género
Candida, incluindo Candida sphaerica (LUNA et al., 2015; SOBRINHO et al., 2013) Candida
glabrata (LIMA et al., 2017; LUNA et al.,, 2009), Candida lipolytica (RUFINO et al., 2014;
SANTOS et al.,, 2013), Candida utilis (CAMPQOS et al., 2015), Candida guilliermondii (MELO
SANTOS et al., 2018), Candida antarctica (HUA et al., 2003) e Candida tropicalis (DAS et al.,
2018; PRIJI et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017) sao conhecidos por produzir biossurfactantes.
Dentre estas, Candida bombicola e Candida lipolytica estdo entre as mais comumente
estudadas para a producgao de biossurfactantes (CAMPOS et al., 2013; SILVA et al., 2014).
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Os glicolipideos mais comuns produzidos por este género sdo os soforolipideos. Este
biossurfcatante é composto por um acgucar dissacarideo (2°-O-B-D-glicopiranosil-1-8-D-
glicopiranose) unido por ligagdo B-glicosidica a um acido graxo de cadeia longa. Candida
bombicola se destaca dentre as leveduras utilizadas na produgao deste biossurfactante, para o
qual ja foram registrados valores de tensdo superficial de aproximadamente 33 mN/m e altos
rendimentos (SANTOS et al., 2016). Outro biossurfactante bastante promissor s&o os lipideos
de manosileritritol, os quais sdo abundantemente produzidos pela levedura Candida antarctica
a partir de 6leos vegetais (AL-BAHRY et al., 2013).

A levedura Candida tropicalis tem sido amplamente estudada por varios pesquisadores
como uma potente linhagem com capacidade para biodegradar hidrocarbonetos (ALMEIDA et
al., 2017; DAS, CHANDRAN, 2011). Estudos mais recentes, no entanto, também tém revelado
que esta espécie tem a capacidade metabdlica para produzir biossurfactante quando cultivada
em substratos imisciveis em agua (SAMAL, DAS, MOHANTY, 2017). Santos et al. (2017b)
conseguiram uma reducdo para 25 mN/m na tensao superficial do meio, contendo licor de
milho e gordura animal utilizado como substrato para a producdo de biossurfactante de C.
lipolytica UCP 0988. Em outro estudo, Rufino et al. (2014), obtiveram um rendimento de 8,0 g/L
de biossurfactante de C. lipolytica cultivada em meio também contendo 6leo de soja como

substrato, reduzindo a tensao superficial para 25 mN/m.

1.3.5 Propriedades

As propriedades fisicas e quimicas dos biossurfactantes, como redugdo da tensao
superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e estabilizante, concentracdes
micelares criticas baixas, solubilidade e poder detergente sdo muito importantes na avaliagao
de seu desempenho e na selegcdo de micro-organismos com potencial de producado destes
agentes (DELEU, PAQUOT, 2004; KARLAPUDI et al., 2018a).

Biossurfactantes de (glicolipideos possuem varias propriedades funcionais
(emulsionantes, espumantes, molhantes, anti-adesivos e anti-biofilmes) e propriedades
biologicas (atividade antibacteriana), permitindo seu uso em industrias de alimentos como
aditivos e conservantes. Realmente, a melhoria da qualidade dos alimentos e sua preservagao
tornaram-se de grande interesse nas ultimas décadas (MNIF; GHRIBI, 2016).

Muitas dessas caracteristicas mencionadas acima representam vantagens sobre os
surfactantes convencionais (CHAPRAO et al., 2015):
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. Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais, pois produzem menor tensao superficial em
menores concentracdes. A CMC dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-
2000 mg/L, enquanto a tensao interfacial (6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30
mN/m respectivamente (SANTOS et al., 2016).

. Tolerancia a temperatura, pH e forga idnica: muitos biossurfactantes podem ser
utilizados sob condi¢des extremas. O biossurfactante da levedura Candida lipolytica UCP 0988
mostrou-se estavel apds o tratamento com temperaturas chegando a 120 °C, e apresentou
propriedades praticamente inalteradas a uma faixa de pH entre 2 e 12 (SANTOS et al., 2013).
Os biossurfactantes suportam concentragcdes de NaCl de até 12 %, enquanto que uma
concentragao salina de 2 — 3 % ja é suficiente para inativar a maioria dos surfactantes
convencionais (CAMPOS et al., 2013)

. Biodegradabilidade: os biossurfactantes sao faciimente degradados por
bactérias e outros micro-organismos microscépicos na agua e no solo, o que os torna
adequados para aplicagbes na biorremediacdo e tratamento de residuos (SANTOS et al.,
2016).

. Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencdo devido a
crescente preocupagido da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais; além
disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, em cosméticos e em produtos
farmacéuticos (CAMPOS et al., 2013).

. Disponibilidade: biossurfactantes podem ser produzidos a partir de matérias-primas
largamente disponiveis, além da possibilidade de serem produzidos a partir de residuos
industriais (SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2014).

. Especificidade: biossurfactantes, sendo moléculas organicas complexas com grupos
funcionais especificos também serido especificos em suas acdes. Essa propriedade pode ser
de grande interesse na detoxificagdo de poluentes especificos ou em determinadas aplicagbes
nas industrias farmacéutica, cosmética ou alimenticia.

. Biocompatibilidade e digestibilidade, o que garante a aplicagdo dessas biomoléculas
nos mais diversos setores industriais, destacando as industrias farmacéutica, cosmética e

alimenticia.

A despeito das vantagens, alguns pontos desfavoraveis devem ser citados, como (JOY;
RAHMAN; SHARMA, 2017):
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. A produgdo em grande escala de biossurfactantes pode ser dispendiosa. Esse
problema, entretanto, pode ser resolvido pela combinacio de substratos de baixo custo.

. A obtengao de produtos com elevado grau de pureza, que se torna dificil em virtude da
necessidade de etapas consecutivas de purificagao do liquido metabdlico.

. A existéncia de espécies super produtoras é rara e as conhecidas nao sao capazes de
produzir altos rendimentos em surfactantes, além de necessitarem de meios de cultivo
complexos (SILVA et al., 2014).

° A regulacdo da sintese de biossurfactantes nao esta totalmente compreendida, uma
vez que essas biomoléculas podem ser produzidas como metabdlitos secundarios ou em
associacao ao crescimento microbiano (ALMAEIDA et al., 2016).

° O aumento da produtividade é muitas vezes prejudicado pela formagdo de espuma, o

que requer a utilizacdo de meios diluidos.

1.3.6 Aplicacao dos biossurfactantes

Diversos micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras sdo capazes de
sintetizar biossurfactantes de fontes renovaveis utilizando residuos agroindustriais. Devido as
inUmeras propriedades e diversidades estruturais. Os biossurfactantes apresentam diversas
aplicacbes nas industrias petroquimicas, farmacéuticas e de cosméticos além, de um
importante papel na protecao ambiental, controle de derramamento de éleo, biodegradacao e
remediacao de solos contaminados por metais pesados (GAUR et al., 2019).

As propriedades de detergéncia, umectagdo, emulsificacdo, dispersao de fases,
solubilizacdo, formagcao de espuma, desemulsificagcao e lubrificagdo, sao imprescindiveis para
aplicagao dos biossurfactantes nas areas acima citadas (SANTOS, SILVA, COSTA, 2016).

A demanda por biossurfactante tem aumentado constantemente, Elshafie et al.
(2015) relataram o uso de cerca de 13 milhdes de toneladas de produgédo de biossurfactante
por ano, o que implica sua importancia e demanda produgédo (ELSHAFIE et al., 2015; KAUR,
SANGWAN, KAUR, 2017).

Atualmente, o principal mercado emergente de biossurfactantes tem sido as
industrias relacionadas a petréleo para permitir a exploragao efetiva de petréleo pesado,
oferecendo vantagens sobre os surfactantes quimicos em processos envolvendo extragao,

transporte, armazenamento e refino (ALMEIDA et al., 2016).
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1.3.7 Aplicagao de biossurfactantes na biorremediagao

Os derramamentos de petréleo ocorrem durante o transporte de carga ou na forma de
derrames industriais de residuos de 6leo e derivados de petroleo. O petréleo é um
hidrocarboneto hidrofébico com efeitos negativos sobre as propriedades estruturais e
funcionais das membranas celulares dos organismos vivos, oferecendo consideravel risco de
contaminagcdo em ambos os ecossistemas marinhos e terrestres (SILVA et al. 2014; SOUZA et
al. 2014).

A Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 2001) propde diferentes
tecnologias fisicas, quimicas e bioldgicas, para o tratamento de solos contaminados. Um dos
métodos mais estudados € a biorremediacao, que utiliza a capacidade de degradacéo natural
de plantas e micro-organismos para converter parcialmente contaminantes em compostos
menos toxicos ou completamente converter tais substancias em diéxido de carbono e agua.

Quanto maior a populagdo de micro-organismos degradadores, mais rapido e mais
eficiente sera o processo de biorremediacido. Portanto, essa técnica pode ser efetuada por
bioestimulagdo, que consiste na estimulagdo do crescimento de micro-organismos presentes
no local contaminado. Este processo pode ser realizado através da introdugdo de oxigénio,
nutrientes e receptores especificos de elétrons para a degradacdo do contaminante e
substancias, a fim de corrigir o pH. O estimulo também pode ser realizado através da
bioaumentagdo, na qual os micro-organismos autdoctones sao adicionados ao ambiente
contaminado para acelerar e completar o processo de degradacao do poluente (SOUZA et al.,
2014).

A biorremediacgao teve importante papel na limpeza do derramamento de 41 milhdes de
litros de petréleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989, dando inicio
ao desenvolvimento dessa tecnologia, demonstrando que ha boas razdes para se acreditar na
aplicacao efetiva deste método no tratamento de futuros derramamentos de o6leo em
circunstancias apropriadas (SOUZA et al., 2014).

No citado acidente com o Exxon Valdez, a primeira medida tomada foi a lavagem fisica
com jatos de agua a alta pressdo. Subsequentemente, surfactantes quimicos foram aplicados
nas areas poluidas para acelerar o crescimento e a atividade dos micro-organismos
degradadores de petrdleo. Duas ou trés semanas depois, as regides tratadas com os
surfactantes estavam significantemente mais limpas do que as areas controle. Contudo, foi
dificil avaliar os efeitos de tratamento devido a heterogeneidade da contaminacgao. De qualquer
forma, outros estudos demonstraram a importancia do uso de surfactantes para aumentar a
biodegradacao do petréleo (SATPUTE et al., 2010; SOUZA et al., 2014).
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Enquanto a biorremediacdo é considerada um método eficaz e ambientalmente
benéfico, o tempo e os custos envolvidos tornam este processo inviavel para o tratamento de
grandes quantidades de residuos (SHAVANDI et al., 2011). Assim, a utilizagdo de
biossurfactantes, surge como uma alternativa para aumentar a solubilidade dos compostos
hidrofébicos, permitindo a dessor¢cao e solubilizagdo de hidrocarbonetos e facilitando a
assimilagdo destes compostos por células microbianas (SANTOS et al., 2016).

A biodegradacao de hidrocarbonetos derivados do petroleo por biossurfactantes ocorre
através de dois mecanismos: O primeiro inclui o aumento da disponibilidade biolégica do
substrato hidrofébico para os micro-organismos, com consequente reducdo da tensao
superficial do meio em torno da bactéria e reducao da tensao interfacial entre as moléculas da
parede celular bacteriana e dos hidrocarbonetos. O outro mecanismo envolve a interagdo entre
o biotensoativo e a superficie celular, promovendo modificagbes na membrana, o que facilita a
adesdo do hidrocarboneto (aumento de hidrofobicidade) e a reducdo do indice de
lipopolissacarideos da parede celular, sem danificar a membrana. Assim, os biosurfactantes
blogueam a formagdo de pontes de hidrogénio e permitem as interagcdes hidrofébicas-
hidrofilicas, as quais causam um rearranjo molecular e reduzem a tensao superficial do liquido,
aumentando a sua area superficial e promovendo a biodisponibilidade e consequente
biodegradabilidade (APARNA et al., 2011; KARLAPUDI et al., 2018a).

1.3.8 Aplicacao de biossurfactantes na limpeza de reservatorios de dleos

As aplicagbes industriais mais comuns para biossurfactantes estao relacionadas ao
petréleo e industrias de mineragdo, bem como processos de limpeza industrial (ROCHA E
SILVA et al., 2018).

Grandes quantidades de petroleo bruto sdao movimentadas diariamente, distribuidas
para as refinarias e colocadas em tanques de armazenamento. A manutencao destes tanques,
entretanto requer lavagem periddica (SILVA et al., 2014).

No entanto, residuos e fragdes de 6leos pesados que acumulam na parte inferior e nas
paredes dos tanques de armazenamento sdo altamente viscosos e tornam-se depdsitos solidos
que ndo podem ser removidos com bombeamento convencional. A remog¢ao desses residuos
requer lavagem com solventes e limpeza manuais, tornando-se uma tarefa perigosa, demorada
e com custos elevados resultando na produgdo de grandes quantidades de material residual
para eliminagéo (ALMEIDA et al., 2016).

A utilizagao de biossurfactantes para a limpeza de tanques de armazenamento de 6leo

é um procedimento alternativo para diminuicdo da viscosidade através da formagado de
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emulsdes 6leo-em-agua facilitando o bombeamento de residuos. Além disso, este processo

permite a recuperagao do 6leo cru apos a quebra da emulsao (SILVA et al., 2014).

1.3.9 Aplicacao de biossurfactantes na recuperagao avancada de petréleo
(MEOR)

Atualmente, varios processos de recuperagdo avangada de 6leo (EOR) séao
empregados nas industrias de petréleo, como métodos térmicos, fisicos e quimicos. Os
surfactantes quimicos sdo amplamente utilizados nas industrias de petréleo para diferentes
fins, principalmente no EOR. No entanto, esses métodos sado conhecidos como potencialmente
caros e prejudiciais ao meio ambiente (AKBARI et al., 2018).

Entretanto o desenvolvimento de novas estratégias para substituir os produtos a base
de petréleo, por energias renovaveis, biodegradaveis e sustentaveis sdo os novos desafios
para a sociedade (DAS et al., 2018).

Os biossurfactantes tém varias vantagens sobre os surfactantes quimicos, como a
concentragcdo micelar critica mais baixa (CMC), podem ser produzidos a partir de recursos
renovaveis, biodegradaveis, atividade sob ampla gama de condigbes ambientais adversas e
toxicidade reduzida (GEETHA, BANAT, JOSHI, 2018).

Esses compostos de origem microbiana, possuem a capacidade de emulsionar o
petroleo bruto e diminuir sua viscosidade o que o torna viavel para operagdes aprimoradas de
recuperacao de petréleo, ndo perdendo as propriedades fisico-quimicas em temperaturas
extremas, pH e salinidade (Figura 4). A utilizagdo de micro-organismos para Recuperagéao
Avangada de Oleo (EOR) é conhecido como recuperacdo de 6leo aprimorada microbiana
(MEOR) (DAS et al., 2018).
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Figura 4 — MEOR de petroleo bruto
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Fonte: AKBARI et al., 2018
1.3.10. Aplicacao de biossurfactantes na dispersdao de manchas de petréleo

O derramamento de 6leos ocorridos durante o seu transporte ou na construgdo de
oleodutos afeta drasticamente as regibes costeiras e praias, sendo hoje uma das maiores
causas de catastrofes ecoldgicas e sociais no mundo (MUTHUSAMY et al., 2008; CARDONA
et al., 2019).

Uma das técnicas de remediagdo de derramamentos de Oleo é a aplicagdo de
dispersantes de manchas de d6leo. Os dispersantes utilizados para este fim sdo compostos de
misturas complexas de surfactantes, solventes e aditivos que aumentam a taxa de dispersao
natural do 6leo e sua retirada da superficie contaminada (PERFUMO; BANAT; MARCHANT,
2018). Além disso, o uso de dispersantes minimiza o impacto de derramamento de 6leo sobre
0s recursos sensiveis na orla costeira, reduzindo a quantidade de 6leo derramado. O aumento
da area superficial do petréleo como resultado da sua dispersdo em pequenas goticulas facilita
também sua biodegradacgao através da atividade de micro-organismos de ocorréncia natural
(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011) (Figura 5).

Uma das técnicas de remediacdo de derramamentos de 6leo € a aplicagdo de
dispersantes de manchas de 6leo. Os dispersantes utilizados para este fim sdo compostos de

misturas complexas de surfactantes, solventes e aditivos que aumentam a taxa de dispersao
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natural do 6leo e sua retirada da superficie contaminada (PERFUMO; BANAT; MARCHANT,
2018).

A aplicacdo de dispersantes minimiza o impacto do derramamento de 6leo em aves e
mamiferos marinhos, pois remove o 6leo da superficie da agua. Além disso, 0 uso de
dispersantes minimiza o impacto de derramamento de 6leo sobre 0s recursos sensiveis na orla
costeira, reduzindo a quantidade de 6leo derramado. O aumento da area superficial do petréleo
como resultado da sua dispersdo em pequenas goticulas facilita também sua biodegradacao
através da atividade de micro-organismos de ocorréncia natural (PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011).

Os biossurfactantes exercem influéncia sobre os processos de remediagido através de
sua eficacia como agentes dispersantes. A literatura descreve o uso de biossurfactantes no
aumento da disperséo e biodegradacdo de hidrocarbonetos no entanto, poucos estudos tém
investigado na pratica a aplicacdo de biossurfactantes como dispersantes de derramamento de
Oleo (SAEKI et al., 2009).

Figura 5 - Capacidade de dispersao do 6leo de motor por um biossurfactante formulado

Fonte: SARUBBO et al., 2015

1.3.11. Aplicacao de biossurfactantes na industria de alimentos

Moléculas de surfactantes tém sido extensivamente utilizadas como emulsionantes em
sistemas alimentares. Os sistemas de emulsdo sao importantes para a solubilizacdo e
dispersao das formulagdes, como também a firmeza, aparéncia e textura dos produtos
alimenticios (NITSCHKE, SILVA, 2018) (Figura 6).

A principal fungdo do emulsionante é a estabilizacdo da emulsdo controlando a
aglomeracgao das fases. Os biossurfactantes aumentam esta estabilidade, reduzindo a tensao
interfacial, diminuindo a energia na superficie entre as duas fases prevenindo a coalescéncia
das particulas através de forgas eletrostaticas (NITSCHKE, COSTA, 2007).

A produgado de emulsionantes microbianos e biossurfactantes oferece uma alternativa

aos aditivos existentes, alguns dos quais sdo mais adaptados aos alimentos modernos.
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Exemplos de alimentos processados a partir de emulsdes s&do maioneses, manteigas, cremes,
margarinas, molhos para salada e chocolates (CAMPOS et al., 2013).

Devido as estas propriedades, os biossurfactantes apresentam maiores vantagens na
fabricacdo de alimentos sintéticos. Podendo atuar em importantes fungées como sistemas
aerados, estabilizacdo, melhoria da consisténcia, gestdo do prazo de validade do produto e
modificando propriedades reoldgicas (NITSCHKE, SILVA, 2018).

Figura 6 - Emulsificacdo das emulsdes usando biossurfactantes
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Fonte: AKBARI et al., 2018

1.3.12. Aplicacao de biossurfactantes na industria farmacéutica

Os surfactantes desempenham papéis importantes em formulagdes cosméticas devido
a suas diversas propriedades, como umectante, solubilizante, emulsificante e habilidades de
espuma, bem como detergéncia, entre outros. Atualmente, o mercado de produtos de beleza e
higiene pessoais estdo buscando componentes naturais como alternativas aos produtos
quimicos comumente usados (FERREIRA et al., 2017).

Nesse sentido, os surfactantes microbianos (também conhecidos como
biossurfactantes) estdo entre essas alternativas, dado que eles sdo mais biodegradaveis e
menos citotoxico do que os surfactantes sintéticos com a vantagem que eles podem ser
produzidos usando substratos renovaveis (FERREIRA et al., 2017).

Atualmente, os avangos na pesquisa biotecnolégica levaram a descoberta de novos
ingredientes ativos, consolidando o desenvolvimento de uma nova classe de produtos

conhecidos como biocosméticos. Os biossurfactantes desempenham um papel importante
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nestes produtos, com suas propriedades faciais e atividades biolégicas tornam estes
compostos adequados para uso em aplicagées cosméticas (BEZERRA et al. 2018).

Ao contrario dos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes sdo compostos contendo
acucares, lipidios e proteinas, estruturas estas que se assemelham aquelas encontradas nas
membranas celulares da pele. Sendo assim a eficiéncia de tais formulagbes sdo baseadas na
sua capacidade de penetragao. A utilizacdo de biossurfactantes em formulagbes cosméticas
pode ser eficiente para auxiliar a permeacgao de principios ativos cosméticos nessa barreira
principal que é pele (VECINO et al., 2017).

1.3.13. Aplicagao de biossurfactantes na mineragao

Os metais ocorrem em diferentes formas na natureza: como ions dissolvidos em agua,
vapor, ou sais minerais em rochas, areia e solo. Eles podem também estar ligados a moléculas
organicas e inorganicas ou atrelados por particulas no ar. Ambos os processos naturais e
antropogénicos liberam metais para o ar e agua (AGUIAR, NOVAES, GUARINO, 2002; MAO et
al., 2015).

A contaminagdo dos solos por metais pesados surge como resultado das diversas
atividades industriais, incluindo mineracdo, fundicdo de metais, producdo de baterias
automobilisticas, emissdo de veiculos e depdsitos de residuos industriais e a dispersdo de
cinzas provenientes dos processos de incineragao (MULLIGAN, 2009). A presenca de metais
pesados nos solos provoca sérios problemas, uma vez que os mesmos nhao podem ser
degradados, levando a contaminacgdo dos sistemas bioldgicos e do subsolo pelo processo de
lixiviagao.

Para a remogao adequada dos metais em um ambiente contaminado, é necessario um
bom agente complexante metalico, possuindo propriedades de solubilidade, estabilidade
ambiental e bom potencial de complexagdo para metais. Os biossurfactantes sao agentes
complexantes de metais que tém sido relatados como eficazes na remediacdo de ambientes
contaminados com metais pesados (SHAMI, SHOJAEI, KHOSHDAST, 2019) (Figura 7).

Biossurfactantes produzidos por amostras de Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp. foram
utilizados para flotacdo e separagcao de formagdes de minerais de calcita e scheelita,
alcangando percentuais de recuperacao em torno de 95% para CaWO, (tungstato de calcio) e
de 30% para CaCOs, (Carbonato de calcio) respectivamente, ressaltando que reagentes
quimicos convencionais sao incapazes de separar estes dois minerais (SARUBBO et al.,
2015).
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O biodispersan, um polissacarideo aniénico produzido por A. calcoaceticus, foi avaliado
na prevencado da floculagdo e dispersdo de misturas de pedra calcéria e agua. Ja os
biossurfactantes de C. bombicola demonstraram eficiéncia na solubilizacdo de carvao
(SARUBBO et al., 2015).

Luna et al. (2016) obtiveram em seus resultados taxas de remocédo de 95, 90 e 79%
para Fe, Zn e Pb, respectivamente com o biossurfactante produzido por Candida sphaerica
para remogao de poluentes organicos. Outros micro-organismos como
como Bacillus e Pseudomonas sp. tém sido amplamente utilizados para a remocao de metais
pesados de efluentes e solo devido as suas altas afinidades de ligacdo a metais, esses micro-
organismos podem absorver uma quantidade substancial de ions de metais pesados,
resultando na transferéncia de metais para uma matriz de biomassa contaminada (JACOB et
al., 2018).

Figura 7 - Mecanismo de remocéo de metais pesados de solo contaminado usando

biossurfactantes
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Fonte: Adaptado de (AHMAD et al., 2018)
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1.3.14. Aplicagao de biossurfactantes na agricultura

Os biossurfactantes sdo utilizados na agricultura especialmente em formulagbes de
herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagdes sdo geralmente hidrofébicos,
sendo necessario o uso de agentes emulsificantes para dispersa-los em solu¢des aquosas. Os
biossurfactantes obtidos de Bacillus tém sido utilizados para emulsificar as formulagbes de
pesticidas organofosforados imisciveis. Ja os raminolipideos possuem potencial para o controle
biolégico de fitopatdgenos que produzem zodsporos (SACHDEV, CAMEOTRA, 2013).

A utilizagdo de biossurfactantes, também mostra-se eficiente na contemplagdo e
disponibilidade de nutrientes aumentando significativamente a dessorcao de fésforo através da
solubilizacdo, formacado de micelas e precipitacdo, permitindo que as plantas sobrevivam em
solos deficientes desse composto organico (AHMAD et al., 2018) (Figura 8).

Os biossurfactantes de varios isolados foram considerados pelo seu potencial papel na
promocao do crescimento de plantas e outras aplicagdes relacionadas com a melhoria da
eficacia dos solos agricolas (SINGH, GLICK, RATHORE, 2018). Recentemente, os
biossurfactantes tém sido aplicados em solos como agentes emulsionantes para o tratamento
de solos contaminados com pesticidas (HASSEN et al., 2018).

Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos do solo podem emulsionar
contaminantes liquidos na fase n&do aquosa, aumentando a solubilidade aparente dos
poluentes e facilitando o transporte destes da fase sodlida para a solugdo. Contudo a
biodisponibilidade de pesticidas para degradar micro-organismos pode ser melhorada no solo e

na agua através do uso de biossurfactantes (AHMAD et al., 2018).

Figura 8 — Dessorgao de fésforo pelo biossurfactante e sua disponibilidade como

nutriente.
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1.3.15. Aplicacao de biossurfactantes na medicina

Os biossurfactantes sdo bem conhecidos pelas suas atividades antimicrobiana,
hemolitica, antiviral e antitumoral. Essas atividades possibilitam a aplicacdo de biossurfactantes
em diversos campos, especialmente namedicina no combate de bactérias
antipatogénicas; antivirais e como inibidores da formagdo de coagulos de fibrina (INES,
DHOUHA, 2015).

Glicolipidios e lipopeptideos constituem os grupos mais amplamente estudados de
compostos biossurfactantes que apresentam atividade antimicrobiana de amplo espectro. Eles
incluem ramnolipidios liberados por Pseudomonas aeruginosa, sophorolipideos de espécies de
Candida, bem como surfactina e iturina produzidos por cepas de Bacillus subtilis (RUFINO et
al., 2011).

Vaérios biossurfactantes exibem atividades antibacterianas tornando-se assim de grande
interesse para diversas aplicagcbes no combate a muitas doencas e infeccbes, representando
uma alternativa em potencial aos produtos antimicrobianos sintéticos. Podendo ser utilizados
como agentes terapéuticos (LUNA et al.,, 2011; NDLOVU et al., 2017; KARLAPUDI et al.,
2018b).

O mecanismo de agao para atividade antimicrobiana dos biossurfactantes depende de
diferentes mecanismos para destruir organismos alvos em comparagdo com os antibioticos
convencionais, este mecanismo € caracterizado por mudancas ou rupturas na membrana,
induzindo o derramamento de seus conteudos citoplasmaticos ao romper diretamente a
integridade da membrana plasmatica ou parede celular (NDLOVU et al.,, 2017, SILVEIRA,
FREITAS, CELLIGOI, 2018) (Figura 9).

Como resultado, essas biomoléculas tém despertado um grande interesse em ambos os
setores médicos e biotecnolégicos devido ao seu potencial para eliminar micro-organismos e
dispersar biofilmes microbianos (SANTOS, DRUMMOND, DIAS-SOUZA, 2017).
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Figura 9 — Atividade antimicrobiana do biossurfactante na membrana celular da E. coli.

(a) amostras ndo tratadas e (b) tratadas.
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Fonte: KARLAPUDI et al., 2018b

1.4. Utilizacao de residuos industriais na produgao de biossurfactantes

A maioria dos biossurfactantes conhecidos é produzida em substratos insolUveis em
agua como hidrocarbonetos sdélidos e liquidos, éleos e gorduras, embora muitos tenham sido
obtidos a partir de substratos soluveis (SINGH et al., 2007; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011;
FLORIS, RIZZO, GIUDICE, 2018). A disponibilidade e o tipo de matéria-prima podem contribuir
consideravelmente para o custo de produgao. Estima-se que 10 % a 30 % da matéria-prima
represente o custo total de um produto biotecnoldgico (MUKHERJEE et al., 2006).

Por outro lado, uma grande quantidade em residuos poluentes sdo jogados a cada ano
por todo o mundo. O tratamento e a remocao destes residuos também representam um alto
custo para varias industrias (MARCHANT; BANAT, 2012; DHAR et al., 2017). Nesse sentido,
os residuos industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores como substratos
de baixo custo para a produgdo de biossurfactantes. Oleos vegetais, residuos de fritura de
Oleos vegetais, residuos de destilaria de 6leos, residuos da industria de laticinios (soro de
leite), melago de cana e glicerina tém sido citados na literatura (SILVA et al., 2014; SANTOS et
al., 2016).

A selecao do substrato, entretanto, depende da escolha de um residuo com um certo
balan¢o de nutrientes para crescimento e producao. Os residuos industriais com elevado valor
de carboidratos ou lipidios, sdo encontrados como elementos necessarios para 0 uUso como
substratos para produg¢ao de biossurfactantes (BARROS et al., 2007).

A selecao de subprodutos, entretanto, deve garantir o equilibrio adequado de nutrientes

para permitir o crescimento microbiano e a consequente producao de biossurfactante. Os
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residuos industriais com elevado teor de hidratos de carbono ou lipideos € ideal para uso como

substrato (BANAT et al., 2014).

De acordo com Barros et al. (2007), a utilizagdo de residuos agroindustriais € um dos

primeiros passos para a viabilidade de implantacdo da producao de biossurfactantes em escala

industrial, diante da qual os estudos sobre as diferentes variaveis envolvidas sdo necessarios

para otimizar o processo.

A literatura descreve uma série de residuos de produtos utilizados na producido de

biossurfactantes descritos abaixo na Tabela 2.

Tabela 2 - Residuos de produtos utilizados na producao de biossurfactantes

Residuos

Referéncias

Efluentes oleosos

BATISTA et al., 2010; MERCADE et al., 1993;
SARUBBO et al., 2007; SILVA et al., 2018

Efluentes ricos em amido

FOX; BALA, 2000; THOMPSON et al., 2000

Gordura animal

SANTOS et al., 2013; 2014

Gordura vegetal

GUSMAQO et al., 2010; ALMEIDA et al., 2015

Oleo vegetal residual de cozinha

ALCANTARA et. al., 2000;. CVENGROS;
CVENGROSOVA, 2004; HABA et al., 2000

Borra

BENINCASA et al., 2002;. MANEERAT, 2005

Melago

HIPPOLYTE et al, 2018; RODRIGUES et al.,
2017; RAZA et al., 2016

Soro de leite

VERA et al., 2018

Milhocina

OSTENDOREF et al., 2019; LUNA et al., 2011,
RUFINO et al., 2007; 2011; SOBRINHO et al.,
2008

Farinha de mandioca

FAl et al., 2015

Residuos de destilaria de petréleo

LUNA et al., 2011; 2013; RUFINO et al., 2007

Glicerol

SILVA et al., 2010

Fonte: Autoria préria (2019).
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Resumo

Neste estudo, um biossurfactante foi produzido por Candida sphaerica UCP 0995 em
biorreator em meio contendo residuos industriais e foi utilizado um delineamento
composto central rotacional. Os melhores resultados foram alcangados com agitacéo a
175 rpm, aeracao de 1,5 vvm e tempo de cultura de 132 horas, com redugéo da tensao
superficial para 25,22 mN/m, rendimento de biossurfactante de 850 g / L e
concentracdo critica de micelas de 0,2 g/L. As capacidades tensoativas e
emulsificantes do biossurfactante foram investigadas sob condicbes extremas de
temperatura, salinidade e pH, cujos resultados indicaram a estabilidade do
biossurfactante. A composi¢cdo quimica revelou que o biossurfactante produzido é um
glicolipideo. O teste de citotoxicidade foi realizado pelo método MTT e o
biossurfactante ndo exibiu citotoxicidade nas concentragcbes testadas. Em seguida, o
biossurfactante foi submetido a diferentes métodos de formulagdo como aditivo
comercial. A biomolécula permaneceu estavel por 120 dias em temperatura ambiente
nos ensaios de conservacio. Testes de biorremediacdo foram realizados para analisar
a eficacia do biossurfactante isolado e das espécies produtoras microbianas na
remocgao de 6leo do solo. Os resultados demonstram que o biossurfactante produzido
possui propriedades promissoras como agente de biorremediagcdo para solo e agua
contaminados com compostos hidrofdbicos.

Palavras-Chave: Biossurfactantes; Residuos Industriais; Contaminacao por petréleo.
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1. Introdugao

Com os avancgos tecnologicos ocorridos nas ultimas décadas, as refinarias de
petréleo aumentaram significativamente a produgdo de hidrocarbonetos e seus
derivados, e consequentemente resultando em grandes derramamentos de éleo que
decorrem durante processamento de extracio, transporte e transferéncia do 6leo entre
0s navios, levando a poluicdo ambiental e outros riscos ambientais de forte impacto
para sociedade [1-3].

Compostos a base de petréleo sdo altamente poluentes quando liberados no
meio ambiente tornando-se um problema de saude publica e ambiental devido a
potencial contaminagdo dos solos e aguas [3,4]. A necessidade de remediar areas
contaminadas levou ao desenvolvimento de novas tecnologias para a desintoxicagéo
desses contaminantes, sendo conhecida como biorremediagdo, que envolve a
utilizagdo de micro-organismos ou seus metabdlitos microbianos para degradacao dos
poluentes [5].

Embora as técnicas baseadas em estratégias quimicas, eletroquimicas e
térmicas possam ser eficazes para o tratamento ex-situ de sedimentos contaminados,
as técnicas baseadas na biorremediagcdo representam um método promissor,
baseando-se em uma tecnologia de baixo custo com menos impacto ambiental [6].

Assim os compostos surfactantes podem ser utilizados para aumentar a
solubilidade do o6leo e viabilizar a biorremediacdo [7]. Os biossurfactantes sao
moléculas de superficie ativa anfipaticas, podendo ser produzidos por uma grande
variedade de micro-organismos que tém a capacidade de reduzir as tensodes

superficiais e interfaciais das solugdes [7].
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Caracteristicas como detergéncia, emulsificacdo, dispersdo, agdo umectante e
solubilizacdo atribuem grande versatilidade a essas biomoléculas, tornando-as
candidatas em potencial na substituicdo dos surfactantes sintéticos [8].

Apesar das vantagens, os biossurfactantes ainda ndo sao competitivos com os
surfactantes sintéticos, devido aos altos custos de produgao. Portanto, a maioria dos
surfactantes comercialmente disponiveis ¢é sintetizada a partir da industria
petroquimica, que atualmente representa 70-75% de todos os surfactantes utilizados
em nagdes industrializadas [9].

No entanto o desenvolvimento de processos econdémicos para a produgao de
biossurfactantes tornou-se o fator chave para reduzir custos e aumentar a
competitividade. Os residuos industriais tém atraido consideravel interesse dos
pesquisadores como substratos de baixo custo, pois o substrato geralmente
corresponde por até 50% do custo final de producao [4].

As técnicas estatisticas comumente referidas como Metodologia da Superficie
de Resposta e Curva de Contorno sdo poderosas ferramentas experimentais para
melhorar a produgao e otimizar o meio de crescimento e as condigdes de cultivo para
obter o maximo em sua producgao [10]. A utilizagdo de biorreatores também torna-se
uma alternativa ainda mais atraente e promissora quando associada a otimizagao
prévia da condi¢cao de cultura utilizando frascos agitados para reduzir o custo e o tempo
de processo. A producdo em larga escala de biossurfactantes parece ser uma
estratégia eficaz para superar a competitividade com seus equivalentes sintéticos [4].

Muitos trabalhos descrevem a importadncia da combinagdo entre um substrato
insoluvel e um carboidrato, como constituintes do meio de cultura para obtencdo de

altos rendimentos de surfactantes [23,24]. A maximizacado da producao de metabdlitos
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de interesse industrial a partir de processos fermentativos, como os biossurfactantes,
entretanto, requer a padronizagao do meio e das condigdes de cultivo [10].

Portanto, o emprego da modelagem estatistica consiste em uma importante
ferramenta que pode ser usada para explicar ndo s6 a influéncia mais relevante, como
também, a interagdo entre as influéncias dos parametros fermentativos envolvidos no
desempenho de um determinado processo [25]. Ainda, segundo Almeida et al. [4],
consiste em um modo eficiente de gerar informagdao a partir de poucos ensaios
experimentais, reduzindo, consequentemente, os custos e o tempo necessarios para o
desenvolvimento de processos experimentais.

Nesse sentido, € de fundamental importancia o desenvolvimento de estratégias
que permitam a produgcdo e consequente aplicacdo dos biossurfactantes em escala
industrial. Os substratos de baixo custo, a selecao de micro-organismos produtores € 0
aprimoramento dos processos de purificagdo tém sido utilizados com essa finalidade
[11].

Deste modo, foi realizado o Delineamento Composto Central Rotacional,
(DCCR) utilizado como ferramenta estatistica para realizar o processo de maximizagao
da producdo de biossurfactante por Candida sphaerica. O Delineamento Composto
Central Rotacional permitiu estudar o comportamento das variaveis resposta Tensao
superficial e Rendimento do liquido metabdlico livre de células, de acordo com
condigbes especificas, em fungdo das variaveis independentes aeragao, agitagao e
tempo de cultivo.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo maximizar a produgcédo de um
agente surfactante a partir de C. sphaerica utilizando residuos industriais com

substratos de baixo custo, investigar as propriedades do biossurfactante obtido, seu
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isolamento, caracterizagcdo, formulagcdo comercial, e sua aplicagdo na remocédo de

derivado de petréleo em ambientes terrestres e marinhos.

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

Todos os produtos quimicos foram de grau reagente. Os meios de cultivo foram
adquiridos da Difco Laboratories (USA). Dois residuos industriais foram utilizados como
substratos para a produgéo do biossurfactante. Residuo da refinaria de éleo vegetal de
soja, gentilmente cedido pela ASA LTDA, Recife-PE, foi utilizado como substrato
insoluvel, enquanto a milhocina, residuo da fabricagcdo de produtos a base de milho,
obtida pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo Agostinho-PE, foi utilizado como
substrato soluvel. A dgua do mar foi coletada perto da termoelétrica TERMOPE,
localizada no municipio de Ipojuca, em Pernambuco, Brasil. As amostras de agua

foram coletadas e armazenadas em garrafas plasticas de 10 L.

2.2 Micro-organismo

Uma cepa de Candida sphaerica UCP 0995 foi fornecida do Banco de Culturas
do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da
Universidade Catdlica de Pernambuco. As culturas da cepa foram mantidas em tubos
de ensaio inclinados contendo Yeast Mold Agar (YMA) sob refrigeragdo a 5°C sendo

repicadas a cada 30 dias.
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2.3 Condigao de cultivo

O in6culo da levedura foi preparado transferindo-se a cultura para um tubo
contendo o meio YMA, a fim de se obter uma cultura jovem. Em seguida, a amostra foi
transferida para frascos contendo 50 mL do meio YMB e incubados sob agitagdo de
150 rpm a 28°C durante 24 horas. Apds este periodo, foram realizadas diluicdes até se
obter a concentragao final de células/mL. O meio de produgao do biossurfactante de C.
Sphaerica estabelecido por Luna et al. [12] foi formulado em agua destilada com 9% do
residuo de refinaria de Oleo vegetal de soja, 9% de milhocina e esterilizado por
autoclave a 121°C durante 20 min. As fermentagdes para producédo do biossurfactante
foram conduzidas em biorreator de 4.0 L (BIO-TEC — TECNAL, Brazil) obedecendo a
um planejamento experimental (descrito mais adiante). Ao fim do cultivo, amostras
foram centrifugadas e filtradas para determinacdo da tensédo superficial e do
rendimento em biossurfactante.

Para determinacdo da biomassa por peso seco, 10 mL das amostras foram
centrifugados a 2000g durante 20 minutos, sendo a biomassa lavada com agua
destilada em tubo de centrifuga graduado. Apds agitacdo e nova centrifugagao, a fase
superior foi descartada, e o “pellet’ celular seco em estufa a 105°C por 24 horas e

pesado [13].

2.4 Otimizacgao da producgao do biossurfactante utilizando DCCR

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi utilizado para
determinar os efeitos e interacdes de trés fatores sobre a producao do biossurfactante.

A velocidade de rotagao, tempo de cultivo e aeracao foram as variaveis independentes.
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A tensao superficial do meio de produg¢ao contendo o biossurfactante foi a variavel de
resposta e foi utilizada como critério de selegdo da melhor condigdo de producao.

Neste planejamento, foram realizados 20 experimentos, com quatro repeticdes
no ponto central. A analise estatistica das quatro repeticbes da uma indicagcédo do erro
experimental da técnica de produgdo. O intervalo e os niveis das variaveis
independentes sao apresentados na Tabela 1. Cada variavel do planejamento foi
estudada em cinco niveis (-1,68, -1,0, 0, +1 e +1,68), sendo o zero o valor codificado
central. Esses niveis foram baseados nos resultados obtidos em experimentos
preliminares.

Os valores 6timos do DCCR foram obtidos resolvendo a equacgao de regressao e
analisando os graficos de superficie de resposta. Analise de varidncia (ANOVA) com
intervalos de confiangca de 95% foi utilizada para determinar a significancia dos efeitos.
ANOVA, a determinacédo dos coeficientes de regressao e a construcdo dos graficos

foram realizadas com o auxilio do programa Statistica®, versdo 10.0.

Inserir Tabela 1

2.5 Determinagao da tensao superficial

A tensédo superficial de amostras dos liquidos metabdlicos livre de células dos
biossurfactantes formulados foram medidas em tensiémetro KSV Sigma 700 (Finland)
utilizando-se o anel de NUOY. A tensao superficial foi medida através da imersao do
anel de platina no liquido metabdlico e registrando-se a forca requerida para puxa-lo

através da interface ar-liquido [12].
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2.6 Isolamento do biossurfactante

O liquido metabdlico, apos centrifugagdo a 4500 rpm por 20 minutos a 10°C
para retirada das células, teve seu pH ajustado para 2 com solugéo de HCI 6,0 M e
precipitado com 1:2 volumes de metanol. Apds 24 h a 4°C, as amostras foram
centrifugadas a 4500 rpm por 20 minutos, lavadas duas vezes com metanol frio e seco

a 37 °C por 24-48 h [12-13].

2.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

O extrato de biossurfactante recuperado do sobrenadante foi caracterizado por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). O espectro FTIR
400 Perkin Elmer, com uma resolugdo de 4 cm', na regido de 400 a 4000 numeros de

onda (cm™).

2.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O biossurfactante extraido foi redissolvido em cloroférmio deuterado (CDCIs) e os
respectivos espectros de ' H RMN foram registados em 25 °C utilizando um
espectrometro Agilent 300Mz que opera a 300,13 MHz. Deslocamentos quimicos (8)

sdo dadas na escala de ppm em relagéo ao tetrametilsilano (TMS).

2.9 Cromatografia gasosa (GC)

A amostra de acidos graxos (fragdo hidrofébica) do biossurfactante foi

analisada no cromatégrafo a gas (Hewlett Packard modelo HP 5890 Série 1) com a
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temperatura do injetor a 220 °C. A separagao cromatografica foi efetuada com uma
coluna DB-5 (30 m x 0,32mm x 0,5um) detector de ionizagdo de chama (FID) a 290 °C
e nitrogénio como gas de arraste. A temperatura inicial foi programada em 60 °C com
taxa de 7°C/min e temperatura final de 200 °C. Injetou-se 1uL da amostra usando-se

hexano como solvente.

2.10 Formulagao de biossurfactante

O liquido metabdlico livre de células contendo o biossurfactante produzido foi
conservado de acordo com os seguintes procedimentos: (1) ao liquido metabdlico foi
adicionado sorbato de potassio como conservante a 0,2%; (2) o liquido metabdlico foi
aquecido a 80°C (vapor fluente) durante 30 min e depois adicionado de sorbato de
potassio a 0,2% e (3) o liquido metabdlico foi esterilizado por tindalizagao fracionada
(vapor fluente) durante 30 min por 3 dias consecutivos. Em seguida, o liquido
metabdlico tratado conforme os procedimentos descritos acima foram estocados a
temperatura ambiente ao longo de 120 dias para observacédo da estabilidade. Testes
foram realizados para determinagdo do tempo de estocagem (0, 15, 30, 45, 90 e 120
dias) a temperatura ambiente de 28°C, verificando-se a tensao superficial, capacidade
de emulsificacdo e dispersao/ agregacdo de composto hidrofébico em agua do mar

[14].

211 Determinagao da tensao superficial

A determinacdo da tensdo superficial do liquido metabdlico livre de células do
biossurfactante formulados foi medida em tensibmetro KSV Sigma 700 (Finland)

utilizando-se o anel de NUOY.

58



59
Santos, E. M. S. Produgéo de biossurfactante por Candida sphaerica UCP 0995 para aplicacdo na
remogao de poluentes ambientais gerados pela industria de petréleo

212 Determinagao da atividade de emulsificagao

Para a determinagdo das atividades de emulsificacdo, amostras do liquido
metabalico livre de células do biossurfactante formulado foram analisadas segundo a
metodologia descrita por Cooper e Goldenberg [15] em que 1,0 mL de 6leo de motor
obtido de um fabricante automotivo local na cidade de Recife, Brasil, foi adicionado a
1,0 mL do liquido metabdlico em tubo graduado e a mistura agitada em vortex por 2
minutos. Apds 24 horas as emulsdes agua em oleo foram expressas em centimetros,

devido a altura do halo formado.

213 Teste de Deslocamento de Oleo (Teste de Dispersio)

A capacidade de dispersao de uma mancha de 6leo foi simulada em laboratério,
contaminando amostras de agua com 6leo de motor em uma placa de Petri. O
biossurfactante formulado a uma concentragdo de 1,0% foi adicionado na proporgéo
biossurfactante-6leo de 1:2 (v/v). O didametro médio das zonas claras de experimentos

em triplicata foi medido e calculado como a taxa do didmetro da placa de Petri [16].

2.14 Efeito dos fatores ambientais sobre atividade do biossurfactante formulado

Os efeitos de diferentes temperaturas (40°C — 50°C), diferentes concentragbes
de NaCl (1,0, 3,0 e 5,0%), e diferentes valores de pH (5,0, 7,0 e 9,0) nas atividades
emulsificantes e tensoativas do biossurfactante formulado foram avaliados no liquido
metabolico livre de células para determinagcdo da tensdo e da atividade de
emulsificacdo sendo avaliados em 0, 15, 30, 45, 90 e 120 dias. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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2.15 Avaliacao citotoxica do biossurfactante produzido por Candida sphaerica

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio [17,18].A linhagem celular L929 (fibroblasto de
camundongos), foi mantida em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium). O meio foi suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solugéo de
antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C
em atmosfera umida enriquecida com 5 % de CO2.

As células (2 x 10° células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h. Em seguida 100 pL das solugdes do biossurfactante foram
adicionadas aos pogos nas concentracbes de 0,094 a 12 mg/mL. Apoés 72 h de
reincubacao foi adicionado 25 yL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubagéo, o
meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 yL de DMSO foi adicionado a cada
poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda
de 560 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e a média da percentagem
de viabilidade e desvio padrao foram calculados. A diferenca entre os valores das
médias da viabilidade celular foi avaliada pela ANOVA one way e pos teste Tukey (p <

0,05) no programa GraphPad Prism 7.0. demo.

216 Remocdo do contaminante hidroféobico em areia pelos surfactantes em

ensaio estatico

Colunas de vidro (565 x 6 cm) foram inicialmente preenchidas com cerca de
200g da amostra da areia contaminada com 10% do contaminante hidrofébico. Em

seguida, a superficie foi inundada por 200 mL das solugées do biossurfactante. O
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biossurfactante foram utilizados em concentragdes correspondentes a metade da CMC
(1/2CMC), a CMC e no dobro da CMC (2xCMC). O biossurfactante bruto (liquido
metabdlico livre de células) também foi testado na mesma quantidade (200 ml). Uma
coluna contendo o solo e 200 mL de agua, sem adigdo dos surfactantes, foi utilizada
como controle. As percolagdes das solugdes dos surfactantes foram monitoradas ao
longo de 24 horas. As amostras foram retiradas para a estimativa de 6leo de motor por
analise gravimétrica. O 6éleo de motor residual foi extraido num Becker pré-pesado com
hexano em um funil de decantacéo. A extracao foi repetida duas vezes para assegurar
uma recuperagao completa do 6leo. Apds a extracao, o hexano foi evaporado rotativo e
Oleo retirado da areia pesado [19].

O percentual de 6leo removido sera calculado usando a seguinte equacéao: 6leo
de motor removido (%) = [(O inicial — O remanescente) / O inicial] x 100, onde O inicial
€ 0 0leo na areia contaminada e O remanescente é o 6leo de motor que permanece na

areia (g) apos a lavagem [20].

2.17 Remogao do contaminante hidrofébico em areia pelos surfactantes em

ensaio cinético

Amostras de 10g de areia contaminada com 6leo de motor foram adicionadas a
100 mL de agua potavel e a mistura foi enriquecida com 1 mL de melago de cana
cedido de uma usina local. Essa mistura foi previamente esterilizada sob vapor fluente
e constituida de uma condicdo controle. Em seguida, solugbes do biossurfactante
isolado na CMC e 2x CMC e 15% da sua espécie microbiana produtora (15% do

indculo contendo 108 células/mL da levedura) previamente cultivada em seu meio de
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preparagao do inoéculo (YMB) foram adicionadas e as misturas incubadas a 28°C a 150
rpm durante 90 dias, de acordo com a Tabela 2.

A cada 15 dias de experimento 1% de melaco foi adicionado as misturas,
totalizando quatro alimentagbes (apdés 15, 30, 45 e 60). Amostras de 5 mL foram
retiradas a cada 15 dias (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias) para analise do percentual de
remocao do Oleo, totalizando 06 amostragens. O percentual de remogao do dleo foi

calculado como a concentragao de 6leo removida por gravimetria [21].

Inserir Tabela 2

2.18 Aplicagao do biossurfactante na remediagcao do contaminante em agua do

mar

Os experimentos de remogéo do 6leo de motor foram realizados em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de agua do mar e 1% de 6leo de motor. O meio
foi esterilizado e em seguida inoculado com 5% de indculo da levedura produtora do
biossurfactante. Os experimentos foram conduzidos em trés diferentes condicdes, uma
das quais consistiu em agua do mar + 6leo de motor + C. sphaerica UCP 0995; o
segundo foi composto por agua do mar + 6leo motor + C. sphaerica UCP 0995 +
biossurfactante na CMC (0,2 g / L); e o terceiro consistia em agua do mar + éleo de
motor + C. sphaerica UCP 0995 + biossurfactante no dobro do CMC (0,4 g / L)
conforme descrito na Tabela 3. Os frascos foram incubados em shaker rotativo a 150
rom durante 30 dias, sendo amostras retiradas a cada 10 dias de experimento,
totalizando 03 amostras.

Inserir Tabela 3
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3. Resultados e discussao

3.1 Otimizagao da producgao de biossurfactantes utilizando DCCR

A Tabela 4 apresenta a matriz de DCCR e os resultados correspondentes aos
valores das tensdes superficiais e rendimentos das diferentes condi¢des utilizadas para
a producdo do biossurfactante por C. sphaerica. Analise de regressao multipla
aplicando metodologia de superficie de resposta (RSM) foi realizada para ajustar a
funcao de resposta aos dados experimentais e investigar a influéncia simultanea das
trés variaveis selecionadas. A melhor condicdo para a producgao de biossurfactante foi
encontrada na Corrida 7, na qual o menor valor da variavel resposta tensao superficial

obtido coincidiu, também, com o maior rendimento em biossurfactante.

Inserir Tabela 4

Foi realizado o calculo do coeficiente de variagdo (CV%) de ambos grupos de
dados apresentados na Tabela 4 (Tensao superficial e rendimento) com a finalidade de
verificar o seu grau de dispersdo. O CV% muito baixo encontrado para os dados de
tensdo superficial (9,10%) indicaram um alto grau de precisdo e confiabilidade
adequada dos valores experimentais para Y. Ja para o rendimento, o CV% foi de
34,53%, significando uma alta disperséo e maior heterogeneidade dos dados. Desde
modo, os dados de tensdo superficial obtidos se mostraram mais adequados para
construcdo do modelo estatistico discutido mais adiante, objetivando melhor controle

do processo fermentativo.
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A aplicacdo do RSM para a estimativa dos parametros 6timos resultou em uma
relagdo empirica entre a tensao superficial e as variaveis do processo. A seguinte
equacao polinomial quadratica se ajusta melhor aos dados:

Y: = 32,178883 — 0,8235X7 + 0,1239X> + 0,2542X3 — 0,9735X1? — 2,1526X2? —
1,9635X3? - 0,1400X1.X2 + 0,3375X1 X3 + 0,3900X> X3

(1)

Em que Y7 é a tensdo superficial (IMNm-) e X7, X> e X3 sdo valores codificados
para a agitagao, aeragao e tempo de cultivo, respectivamente.

A ANOVA foi realizada para validar o modelo quadratico (Tabela 5). Como pode
ser observado, os termos lineares e quadraticos, bem como suas interacdes, foram
todos estatisticamente significativos (p <0,05) e o valor F (com intervalo de confianca
de 95%) foi muito maior que 4 para cada variavel e respectiva interagdo. O erro puro
baixo (0,0579) indicou uma &tima reprodutibilidade dos dados experimentais. Além
disso, o coeficiente de correlagdo (R? = 0,99809) indicou que menos de 1% da variagao

total ndo pbde ser explicada pelo modelo empirico.

Inserir Tabela 5

O grafico de valor previsto versus valor real para a tensao superficial
determinado pela equagao do modelo demonstrou que os valores observados foram
distribuidos perto da linha reta (Figura 1), o que indica que tais valores estdo muito
préximos dos valores previstos (R? = 0,99809). Assim, o modelo de regressdo foi
significativo e mostrou-se adequado para descrever a produgao do biossurfactante sob
as condi¢des experimentais em estudo.

Inserir Figura 1
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Pelo Diagrama de Pareto na (Figura 2), pbde-se observar que o termo
quadratico da aeragao foi o fator que apresentou maior significancia estatistica na
reducao da tensao superficial do liquido metabdlico livre de células, seguido pelo termo
quadratico da variavel tempo. A variavel agitacao influenciou inversamente na redugao
da tensdo superficial, enquanto que as variaveis tempo e aeragao contribuiram

diretamente para a redug¢ao da tensao superficial do meio de cultivo.

Inserir Figura 2

A Figura 3 mostra os graficos de superficies de resposta gerados de acordo com
a Equagdo 1 para tensdao superficial minima (isto é, maxima producdo de
biossurfactante) para facilitar a visualizacdo dos efeitos das variaveis independentes. A
Fig. 3A indica que uma diminuigdo na agitagado proxima ao nivel minimo contribui mais
fortemente para uma diminuicdo da tensao superficial. Ja na Fig. 3B verificou-se,
através da analise, uma regidao de provavel otimizacdo de menor tensao superficial,
localizada no nivel minimo da agitacédo (-1) e no nivel médio do tempo (0). Por fim, a
Fig. 3C demonstra um paralelismo consideravel entre os aeragdo e tempo e,
consequentemente, uma interacao fraca, isto €, é possivel prever a tensao superficial a
partir de variacbes em apenas um dos fatores em cada grafico de superficie de
resposta, o que implica considerar que, sob condi¢ées de aeracédo e tempo, ambos no

seu nivel médio, consegue-se um bom resultado da tens&o superficial.

Inserir Figura 3
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Com base nos resultados do DCCR, a condi¢ao realizada com agitagdo de 175
rom, aeragdo de 1,5 vwvm e tempo de cultivo de 132 horas (experimento 7) foi
selecionada para a producédo de biossurfactante, alcangando uma redugéao da tensao
superficial de 25,22 mN/m e com um rendimento em biossurfactante de 8,50 g/L. Os
demais experimentos apresentaram resultados favoraveis em relacdo a tensao
superficial e ao rendimento.

Comparando com os resultados observados por Almeida et al. [4], onde o
biossurfactante produzido por C. tropicallis cultivada em meio contendo 2,5 % de
melaco, 2,5% de 6leo de canola residual apresentou uma tensao superficial de 29,52
mN/m com um rendimento de 3,0g/L; e com os resultados obtidos por Luna et al. [12],
onde o biossurfactante produzido por C. sphaerica em meio contendo residuos
industriais 9% de O6leo vegetal de soja, 9% de milhocina apresentou uma tenséo
superficial de 25 mN/m com um rendimento de 8,5 g/L, os resultados obtidos neste

presente trabalho mostraram-se excelentes.

3.2 Caracterizagao estrutural do biossurfactante

A Fig. 4 mostra os espectros de FT-IR obtidos para o biossurfactante isolado de
C. sphaerica. O espectro do infravermelho evidenciou uma banda de absorbancia entre
as faixas 3000 a 3500 cm™', caracterizando a presenga de grupos hidroxila. Um pico de
absorbancia foi constatado em 1710,96 cm™' para o grupo funcional carbonila (C=0), e
a presenca de carbonos alifaticos foi verificada nas faixas 2924,41 e 2854,02 cm™, e na
faixa 1464,69 cm™', os espectros evidenciaram ligagdes duplas, confirmando a

presenca de ligacdes duplas (C=C) na estrutura do biossurfactante.

Inserir Figura 4
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O espectro de 'H RMN (Figura 5) indicou a presenga de hidrogénio ligado a
grupos carboxilico na faixa dos sinais entre 6 10 e 11 ppm; e ligagdes duplas entre os
sinais & 5 a 6 ppm, além da presenca de grupos alifaticos evidenciada na regiao

compreendida entre 8 1 a 3 ppm.
Inserir Figura 5

Ja o espectro de C RMN (Figura 6) evidenciou trés regides bem definidas. O
sinal em & 180 ppm sugere carbono ligado a grupo carboxilico, e os sinais entre & 120
e 140 ppm indicam a presencga de ligagcdes duplas. Ja os sinais entre d 10 e 40 ppm
correspondem a carbonos alifaticos. E por fim, o pico em = & 80 ppm foi atribuido ao

sinal residual do solvente (CDCls).
Inserir a Figura 6

O biossurfactante produzido pelo micro-organismo Candida sphaerica também
foi analisado por GC-MS e comparado com os dados da biblioteca (Figura 7). Os
principais picos foram obtidos em tempos de retencédo de 17.55, 20.82, 24.62, 25.03,
25.72, 26.78 minutos. De um modo geral, verificou-se que o biossurfactante é
composto principalmente por acidos graxos de cadeia longa. O pico mais predominante
foi obtido aos 20.82 minutos correspondendo a 46,52% da substancia de maior
concentragédo (representando acidos graxos C-18). A estrutura mais representativa
apresentou massa molar entre 150 e 200 (m/z).

Com base nos resultados obtidos pelas analises de RMN de 1 H e C,
espectroscopia de FTIR e GC-MS, foi possivel afirmar que o biossurfactante estudado

apresenta uma natureza glicolipidica, devido, principalmente, grupos carboxilicos
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encontrados, provavelmente relacionados a acidos graxos metabolizados,
provavelmente ligado a carboidratos, como descrito para outros biossurfactantes
produzidos por leveduras, também de natureza glicolipidica. Todos estes resultados se
mostraram similares a outros trabalhos relacionados com a caracterizagdo de
biossurfactantes produzidos por varias outras espécies de leveduras do género
Candida sp.

Conforme descrito na literatura, Santos et al. [22], relataram resultados
promissores para o cultivo da levedura C. lipolytica em meio contendo residuo de
gordura animal, no qual em sua caracterizac&do sugeriu sua natureza glicolipidica.

Garg et al. [23] em seu estudo utilizando a Candida parapsilosis, confirmou a
presenca de grupos funcionais semelhantes aos biossurfactantes produzidos por
Candida albicans, C. lipolytica e Candida tropicalis MTCC 230.

Contudo EI-Sheshtawy et al. [24], utilizando um biossurfactante produzido por
Candida albicans demonstrou detalhes estruturais como hidroxila, acido carboxilico e

carbonos alifaticos indicando que este composto € um soforolipideos.

Inserir Figura 7

3.3 Estabilidade do biossurfactante formulado

A estabilidade a longo prazo é um dos requisitos para desenvolver um novo
produto biotecnolégico e coloca-lo no mercado. As propriedades de um produto
comercial estavel ndo devem mudar drasticamente com as flutuagdes de pH,
temperatura e salinidade encontradas no ambiente industrial [25].

Para garantir um bioproduto comercial, o biossurfactante bruto produzido por C.

Sphaerica foi submetido ao método de conservacado e suas propriedades tensoativas
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foram analisadas por um periodo de 120 dias. O comportamento do biossurfactante
ap6s sua formulagdo foi avaliado sob condigcbes ambientais especificas de pH,
temperatura e presenca de sal. As propriedades tensoativas (isto €, tensao superficial,
atividade de emulsificagao e capacidade de dispersédo) foram avaliadas.

A Figura 8 mostra os resultados da tensao superficial do biossurfactante
produzido por C. sphaerica submetido aos processos de conservagdo com a adicdo de
sorbato de potassio a 0,2%, vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e tindalizagao
fracionada, apds armazenamento por diferentes periodos de tempo, seguido de
exposicoes as variagdes de pH (5,0, 7,0 e 9,0), temperaturas (40 e 50 °C) e
concentragdes de NaCl (1,0; 3,0 € 5,0%).

O biossurfactante demonstrou estabilidade na tensao superficial quando exposto
aos diferentes valores de pH, temperaturas e concentragdes dos valores de NaCl
testados durante todo o tempo de armazenamento, quando comparado ao controle,
mantendo a tensao superficial em torno de 27 mN / m quanto testado pelo processo de
adicao de 0,2% de sorbato de potassio.

Os resultados obtidos nos testes com vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato
e tindalizagdo fracionada destacam o comportamento praticamente estavel do
biossurfactante produzido por Candida sphaerica, apresentando valores de tensao
superficial em torno de 28,5 mN/m e 29,00 mN/m respectivamente, quando submetido
a diferentes variagdes de pH, temperatura e NaCl.

Estudos realizados com biossurfactante produzido pela C. bombicola mostrou
resultados semelhantes em relacido a estabilidade, onde o biotensioactivo demonstrou
pouca variacdo na tensdo superficial, quando submetidos aos trés métodos de

conservagao ao longo dos 120 dias de analise, especialmente na presenca de sorbato
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de potassio e sorbato de mais vapor de fluente [14]. Santos et al. [26], também
demonstraram resultados satisfatorios referentes a formulacdo do biossurfactante
produzido por C. lipolytica exibindo pequenas variagdes ao longo dos 120 dias.

No entanto os resultados referentes a formulacdo do biossurfactante neste
estudo, demonstraram que o sorbato de potassio, um conservante amplamente
utilizado com aplicagédo na inibigao do crescimento de micro-organismos, nédo causou
alteragdes significativas na capacidade tensoativa da biomolécula, indicando a
possibilidade de usar o biossurfactante sob condigcbes ambientais especificas de pH,
temperatura e salinidade apresentando-se economicamente viavel ao processo de
producao.

Inserir Figura 8

3.4 Atividade de emulsificagao com 6leo de motor

A Figura 9 mostra os resultados da atividade emulsificante do biossurfactante
submetido aos processos de conservacao adicido de 0,2% de sorbato de potassio,
vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e tindalizagdo fracionada apos
armazenamento por diferentes periodos, seguido de exposigéo a variagdes de pH (5,0,
7,0 e 9,0), temperatura (40 e 50 ° C) e NaCl (1,0, 3,0 e 5,0%).

O biossurfactante atingiu aproximadamente 100% de emulsificagdo do 6leo de
motor com o método de formulacdo com 0,2% de sorbato de potassio e 90% os
métodos de conservacido vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e tindalizacao
fracionada ao longo dos 120 dias de armazenamento.

O biossurfactante submetido ao método de conservagao utilizando o sorbato de

potassio foi observado que houve redugdo na atividade de emulsificacdo quando
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submetido a concentracao de 1% de NaCl durante os primeiros 15 dias. Com relagao a
variagao do pH (7,0 e 9,0), no entanto, alcangou 100% de emulsificacdo durante 120
dias.

A atividade emulsificante do biossurfactante submetido aos processos de
conservagao por vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e tindalizagdo fracionada
demonstraram que o liquido metabdlico contendo o biossurfactante para ambos os
métodos apresentaram emulsificagao em torno de 90% com o 6leo de motor, quando
submetidos a variagdes de pH, temperatura e NaCl.

Os biossurfactantes estdo surgindo como uma alternativa promissora aos
dispersantes quimicos, acelerando a dispersdo e degradacdo natural dos
hidrocarbonetos liberados nos ambientes através da solubilizacdo de compostos
oleosos [14].

Inserir Figura 9

3.5 Aplicacao de biossurfactante como dispersante

A Figura 10 apresenta a capacidade de dispersdao do o6leo de motor do
biossurfactante produzido por C. sphaerica submetido aos processos de conservacao
com a adicao de sorbato de potassio a 0,2%, vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato
e tindalizacdo fracionada, apdés armazenamento por diferentes periodos de tempo,
seguido de exposicao a variagoes de pH (5,0 7,0 e 9,0), temperatura (40 e 50 ° C) e
concentracdes de NaCl (1,0; 3,0 e 5,0%) na proporcéao biossurfactante-6leo de 1: 2.

O biossurfactante formulado demonstrou a melhor capacidade de dispersdo aos
120 dias de armazenamento. O melhor desempenho foi obtido com o sorbato a 0,2%,

chegando a 90% de dispersédo. Contudo para os métodos de conservagdo com vapor
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fluente adicionado 0,2% de sorbato e tindalizag&o fracionada, foram observados que os
resultados apresentaram dispersao em torno de 20% e 5% respectivamente de acordo
com as devidas variagdes de pH, temperatura e concentragdes de NaCl, na proporgéo
biossurfactante-6leo de 1:2 (v/v).

Freitas et al. [14] submeteram um biossurfactante de C. bombicola a
procedimentos de conservacgao e verificaram que a adi¢do de sorbato de potassio e
tratamento térmico foram os mais promissores. Soares da Silva et al. [25] estudaram
um biossurfactante produzido pela bactéria Pseudomonas cepacia e descobriram que o
agente biotensoativo era estavel sob todas as condi¢des investigadas, especialmente
apos ser submetido a tindalizagao fracionada e a adicao de sorbato de potassio.

A capacidade de um biossurfactante para dispersar 6leos € de extrema
importancia no tratamento de ambientes contaminados com hidrocarbonetos, uma vez
que essa propriedade acelera a mobilizagcdo do 6leo pela quebra das goticulas e
consequentemente aumenta a area de superficie do éleo em contato com o micro-
organismo degradante.

Portanto a utilizagdo de agentes biotensioativos com boa capacidade de
lavagem e dispersao torna-se bastante atrativo quando um ecossistema é ameacado
por poluentes hidrofébicos pois constituem uma vantagem econémica consideravel, por

nao exigirem procedimentos dispendiosos de isolamento e purificagao.

Inserir Figura 10
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3.6 MTT test - Avaliacao citotoxica do biossurfactante produzido por Candida

sphaerica

Os resultados obtidos usando o método colorimétrico do MTT, pode-se observar
que o biossurfactante produzido por C. sphaerica apresentou percentuais de inibicao
em torno de 5%, ndo apresentando citotoxicidade para a linhagem celular avaliada,
confirmando sua biocompatibilidade para diversos segmentos industriais (Tabela 6).

De acordo com Gomes Silva et al. [27], percentuais de inibigcdo de 1 a 20 % séo
considerados sem atividade inibitoria, sendo assim, os biossurfactantes n&o
apresentam potencial citotoxico frente a linhagem celular L929. Estudos corroboram
com os resultados encontrados. Testes realizados por Silva et al. [28], observaram que
o biossurfactante produzido por Aspergillus niger nao apresentou atividade citotoxica
(inibicdo de crescimento de 18,75%) frente a linhagem celular de macrofagos. De
acordo com os resultados obtidos por Ribeiro et al. [29], também observaram que as
solugdes dos biossurfactantes obtidos a partir de S. cerevisiae e C. utilis apresentaram
percentuais de inibicdo inferiores a 20% frente as linhagens ndo cancerigenas de
fibroblastos de camundongos (L929) e macréfagos de camundongos (RAW 264.7).

Resultados também foram encontrados por Marques et al. [30], os quais
avaliaram a citotoxicidade utilizando-se este mesmo método frente a fibroblastos (3T3)
de camundongos de um surfactante produzido por Rhodococcus sp. 51T7, observando-
se menor citotoxicidade com relacédo aos surfactantes sintéticos.

Apenas Fernandes et al.[31], observaram que o raminolipideo produzido
por Pseudomonas aeruginosa, apresentou atividade citotoxica para as concentragoes
maiores ou igual 1g/L em ensaio com a linhagem celular HepG2 (células de hepatoma

humano).
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Inserir Tabela 6

3.7 Remocgao de 6leo de motor de colunas empacotadas através de ensaio
estatico

Estudos em escalas laboratoriais utilizando colunas de solos sdo adequados
para avaliar a recuperagao microbiana de petréleo (MEOR) por diversas razdes: € um
modelo econémico; uma bateria de colunas pode ser configurada simultaneamente; e
eles podem simular as operacdes de recuperagao de petréleo comumente realizadas
em reservatoérios [32].

A Tabela 7 mostra os resultados dos experimentos de remoc¢ao do 6leo motor
adsorvido em areia contidos em colunas empacotadas.

Os percolantes utilizados apresentaram resultados satisfatérios na remog¢ao do
composto oleoso. A agua foi utilizada como controle, visto que apresenta capacidade
de atuar na remocéo fisica de compostos oleosos.

O biossurfactante bruto e o isolado produzido pela C. sphaerica foram capazes
de remover o oleo de motor adsorvido na areia no teste estatico das colunas. A
remocao do oleo pelo biossurfactante isolado variou dependendo da concentracao
empregada. Para a CMC, 2 CMC e 2x CMC, obtiveram 67,00%, 51,00%, 69,00%
respectivamente.

O biossurfactante bruto (liquido metabdlico livres de células) produzido a partir
de C. sphaerica UCP 0995 também foi testado para avaliar a remog¢ao do d6leo, onde
pode-se observar uma remocao de 70,00%. Os resultados obtidos demonstraram a
eficiéncia do biossurfactante bruto na remogao do 6leo de motor, resultado importante
considerando que os processos de purificagcdo chegam a representar 60% do custo

total do processo [33].
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Estudos realizados por Urum et al. [34] demonstraram que a mobilizagédo ou
solubilizacdo de compostos hidrofobicos por surfactantes em colunas empacotadas
com areia pode ou nao variar dependendo da concentragdo empregada.

Estudos realizados por Rufino et al. [19] utilizando biossurfactante isolado de C.
lipolytica, em colunas empacotadas, demonstraram a influéncia da concentragado de
biossurfactante, uma vez que as taxas de remogdo dos liquidos percolados
apresentaram-se em ordem crescente: agua destilada (7%), Tween 80 (12%), liquido
metabdlico livre de células (26%), biossurfactante na CMC (33%) e biossurfactante em
trés vezes a CMC (37%) respectivamente.

Das et al. [35] utilizando um biossurfactante isolado de C. tropicalis foi capaz de
recuperar 39,80%.

A literatura também descreve outros resultados de estudos envolvendo a
aplicacdo de biossurfactantes para a remocao de hidrocarbonetos em colunas
empacotadas. EI-Sheshtawy et al. [24] investigou o potencial do biossurfactante
isolado de C. albicans na recuperacao de dleo, utilizando colunas de areia. A aplicagao
desse biossurfactantes para a remoc¢ao de hidrocarbonetos foi de (8,6%).

Muitos pesquisadores relataram recuperagédo de 6leo aumentada de 20% a 60%
a partir de diferentes espécies microbianas produtoras de biossurfactante, como
Bacillus firmus BG4, B. halodurans BG5 [36], Bacillus subtilis [37], P. Aaeruginosa [38].

Devido a sua natureza anfipatica, o biossurfactante forma agregados micelares
com o contaminante, promovendo uma maior remogao. Portanto este resultado indicou
que o biossurfactante produzido a partir de C. sphaerica UCP0995 possui capacidade
de reduzir a tensao interfacial do 6leo facilitando sua mobilizagdo, exibindo excelente

capacidade de remocgéao.
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Para aplicagdes ambientais, a utilizagcdo do biossurfactante na forma bruta é
uma alternativa viavel do ponto de vista econdmico visto que séo necessarios grandes
volumes para esta aplicagao.

Batista et al. [39], verificou que o biossurfactante bruto produzido a partir da
Candida tropicalis cultivado em 6leo de fritura removeu aproximadamente 78 a 97% do
petroleo e o6leo de motor adsorvido em amostras de areia, enquanto que o
biossurfactante bruto produzido a partir da Candida guilliermondii cultivada em residuos
industriais, removeu aproximadamente 90% do 6leo de motor adsorvido em amostras
de areia [40].

Inserir Tabela 7

3.8 Remogao do contaminante hidrofébico em areia pelos surfactantes em ensaio
cinético

A Figura 11 apresenta o resultado da remogao de 6leo de motor adsorvido em
areia pelo biossurfactante produzido por Candida sphaerica em ensaio cinético. Foi
observado que a adi¢cao do biossurfactante aumentou o percentual de remogao do dleo
motor, quando comparados com a condicao sem adi¢cao de biossurfactante.

Os maiores percentuais de remocgédo (90%) foram obtidos para a condigcéo
contendo concentragao de biossurfactante de 2XCMC no periodo de 90 dias. Pode-se
observar que a concentracao do biossurfactante isolado influenciou o percentual de
remocgao, demonstrando o aumento da capacidade de solubilizacdo do 6leo na fase
aquosa pelo biossurfactante de Candida sphaerica acima da CMC.

Conforme Silva et al. [7], dois mecanismos estdo associados a remocao de 6leo

no solo: mobilizagao e solubilizacdo. A mobilizacdo ocorre em concentragdes abaixo da
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CMC e os fendbmenos associados a este mecanismo incluem a reducdo da tensao
superficial e interfacial no qual os mondémeros surfactantes aumentam o angulo de
interacdo entre o solo e o contaminante hidrofébico, possibilitando a separagdao do
contaminante das particulas do solo e consequente deslocamento do 6leo. O segundo
mecanismo € conhecido como solubilizagdo e ocorre acima da CMC, na qual o
contaminante é particionado no centro das micelas de surfactante [33].

A adicao de biossurfactante na técnica de bioestimulagao tém efeitos positivos
em relagdo a dessorcdo de compostos organicos hidrofébicos sorvidos no solo e ao
aumento da solubilidade dos mesmos, principalmente, quando estes biossurfactantes
sao utilizados em concentragdes acima da CMC [42].

Lai et al. [43], testaram a eficacia da remocao de alguns biossurfactantes
bacterianos durante 7 dias, mostrando que um dia (24 horas) foi suficiente para a
solubilizacdo dos hidrocarbonetos. Os achados obtidos com um biossurfactante isolado
de Candida sphaerica demonstraram que uma solugédo de 0,1% foi capaz de remover
65% do 6leo de motor adsorvido ao solo. A solugdo de surfactante na CMC (0,08%)
removeu 55% do 6leo e a solugéo a 0,05% removeu aproximadamente 30% [13].

Estudos Realizados por Chaprao et al. [33], demonstraram que os
biossurfactantes de C. sphaerica e Bacillus sp. foram capazes de remover 70-80%
respectivamente de 6leo do motor. Enquanto o biossurfactante isolado de C. glabrata
removeu 84% do dleo de motor [44]. Santos et al. [22], demonstraram a consideravel
capacidade do biossurfactante produzido por C. lipolytica na remocao de 6leo de motor
e petréleo adsorvidos a areia.

Soares da Silva et al. [45] utilizando um biossurfactante produzido por P. cepacia

encontraram taxas de remocgao superiores a 70%, com remog¢ao maxima de 96% obtida
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com o biossurfactante isolado a 2xCMC. Neste estudo, pode-se observar também que
a concentragdo do biossurfactante isolado influenciou o percentual de remocao,
demonstrando o aumento da capacidade de solubilizagdo do 6leo na fase aquosa pelo
biossurfactante de Candida sphaerica acima da CMC.

Portanto a técnica de biorremediacdo em solos contaminados com
hidrocarbonetos demonstra um papel positivo dos biossurfactantes na biodegradacao

de poluentes [41].

Inserir Figura 11

3.9 Aplicagao do biossurfactante na remediagcao do contaminante em agua do
mar

A capacidade dispersante de um biossurfactante € de extrema importancia
quando se pretende utiliza-lo no tratamento de ambientes marinhos contaminados com
hidrocarbonetos, pois esta caracteristica sera responsavel pela facilitacdo de acesso
dos micro-organismos autéctones ao poluente, proporcionando a ocorréncia do
processo de biorremediacao [12].

A Figura 12 apresenta os resultados dos experimentos de biorremediagcédo de
6leo em agua do mar no periodo de 30 dias. Foi possivel observar que o tempo (dias) e
o aumento da concentracdo do biossurfactante foram favoraveis para o aumento do
percentual de remocgao do 6leo. O melhor resultado foi no periodo de 30 dias de
experimento, obtendo 85% de remocdo do oleo quando foi adicionado o
biossurfactante em 2xCMC, porém pode-se observar que nas Condigdes 1 e 2 de
menores concentragdes de biossurfactante também obtiveram bons resultados, onde o

percentual de remogéo foi aumentando ao longo do tempo.
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Santos et al. [22], relataram o efeito promissor do biossurfactante produzido por
C. lipolytica no crescimento de micro-organismos autéctones na agua do mar e sua
estimulacdo na remogao de 6leo de motor nas concentragdes de 2 CMC, CMC e duas
vezes a CMC durante 30 dias. Silva et al. [46], encontraram o0 mesmo efeito no
crescimento de bactérias e fungos marinhos autéctones produzido pelo biossurfactante
isolado de Bacillus cereus e C. sphaerica. Deste modo, o biossurfactante isolado de C.
Sphaerica promoveu o crescimento acelerado desses microrganismos ao longo dos 30
dias de cultivo e serviu como agente solubilizante do 6leo do motor, facilitando sua
remocao.

Inserir Figura 12

4. Conclusoes

Este trabalho descreveu a producdao de um biossurfactante e demonstrou a sua
viabilidade de aplicagdo na descontaminagdo ambiental provocada por petréleo e
derivados. A otimizagdo das condigcdes de cultivo de C. sphaerica em biorreator
auxiliada por um planejamento estatistico experimental aumentou consideravelmente
o rendimento do biossurfactante e foi efetiva para a formulacdo de um produto
comercial eficiente, que podera ser utilizado por industrias de recuperacdo ambiental
e por empresas de biorremediacdo. A caracterizacdo estrutural do biossurfactante
revelou sua natureza glicolipidica. Esta biomolécula também nao apresentou um
efeito citotoxico frente a linhagem celular L929, demonstrando ser ambientalmente
indcua. Deste modo, o biossurfactante de C. sphaerica mostrou-se bastante eficaz na
remogao de Oleo adsorvido em diferentes matrizes, como solo e agua do mar,

apresentando potencial de aplicagdo na biorremediacdo e garantindo, de forma
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expressiva, com uma maxima eficiéncia de recuperagao do meio ambiente impactado

por residuos oleosos.
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Tabela 1: Intervalos experimentais e niveis de variaveis independentes para o
delineamento composto central rotacional usado na otimizagcdo da produgao de

biossurfactante por Candida sphaerica (UCP 0995)

Nivel Agitacao Aeracao Tempo de
(rpm) (vvm) cultivo (horas)
-1,68 150 0 96
-1 175 0,5 108
0 200 1,0 120
+1 250 1,5 132
+1,68 275 2,0 144
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Tabela 2: Misturas formuladas para os experimentos de remogao de 6leo de motor em

areia.

Misturas Composicao
Controle Areia contaminada + melago de cana
Condicgao 1 Areia contaminada + melaco de cana + C. sphaerica
Condigdo 2  Areia contaminada + melago de cana + biossurfactante (CMC) de C.
sphaerica + C. sphaerica
Condicdo 3  Areia contaminada + melago de cana + biossurfactante (2XCMC) de C.

sphaerica + C. sphaerica

86



87

Santos, E. M. S. Produgéo de biossurfactante por Candida sphaerica UCP 0995 para aplicacdo na
remogao de poluentes ambientais gerados pela industria de petréleo

Tabela 3: Misturas formuladas para os experimentos de biodegradagao de 6leo de

motor em agua do mar

Misturas Composicao

Controle Agua do mar + 6leo de motor

Condicdo1  Agua do mar + 6leo de motor + C. sphaerica

Condicdo 2 Agua do mar + éleo de motor + C. sphaerica + biossurfactante na
(CMC)

Condigdo 3  Agua do mar + éleo de motor + C. sphaerica + biossurfactante (2xCMC)
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Tabela 4: Matriz de projeto experimental para otimizagao de biossurfactante produzido

por Candida sphaerica (UCP 0995) de acordo com o DCCR

S~ ~ Tempo Tenséo Producéo
Niveis ;(Oltgltagao Aeragdo (horas), superficial Biossurfactante

pm), Xi (wm), Xz "y (mNmY), v (gL")
1 -1,0 -1,0 -1,0 28,21 4,5
2 +1,0 -1,0 -1,0 27,21 5,0
3 -1,0 +1,0 -1,0 27,80 2,0
4 +1,0 +1,0 -1,0 28,32 3,2
5 -1,0 -1,0 +1,0 26,23 4,0
6 +1,0 -1,0 +1,0 26,54 3,27
7 -1,0 +1,0 +1,0 25,22 8,5
8 +1,0 +1,0 +1,0 27,13 5,03
9 -1,68 0,0 0,0 30,87 2,2
10 +1,68 0,0 0,0 28,00 3,3
11 0,0 -1,68 0,0 25,68 6,87
12 0,0 +1,68 0,0 26,52 3,15
13 0,0 0,0 -1,68 26,12 3,12
14 0,0 0,0 +1,68 27,15 4,6
15 0,0 0,0 0,0 32,18 5,2
16 0,0 0,0 0,0 32,15 55
17 0,0 0,0 0,0 32,17 5,3
18 0,0 0,0 0,0 32,00 5,33
19 0,0 0,0 0,0 32,32 5,34

20 0,0 0,0 0,0 32,25 5,5
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Tabela 5: Analise de varidancia do modelo quadratico em relagao a tensao superficial

obtida com o biossurfactante produzido por Candida sphaerica (UCP 0995) @

Somados Graus de Quadrados
Fator quadrados Liberdade médios Valor-F  Valor-p®
X1 (L)®© 9,2620 1 9,26196 800,054 0,000001
X1(Q)¢ 13,6579 1 13,65790 1179,779 0,000000
X2 (L) 0,2098 1 0,20980 18,1229 0,008037
X2 (Q) 66,7781 1 66,77808 5768,33 0,000000
X3 (L) 0,8828 1 0,88281 76,2582 0,000326
X3(Q) 55,5580 1 55,565804 4799,14 0,000000
X1 (L) x X2 (L) 0,1568 1 0,15680 13,5445 0,014289
X1 (L) x X3 (L) 0,9112 1 0,91125 78,7143 0,000303
X (L) x X3 (L) 1,2168 1 1,21680 105,107 0,000152
Falta de ajuste 0,1891 5 0,03783 3,26767 0,109844
Erro puro 0,0579 5 0,01158 - -
Soma dos 129,5375 19 - - -

quadrados total
a R2 =0, 99809; ajustado R?= 0, 99638.

b p < 0.05 — Significancia ao nivel de 5%.

¢ (L) = Efeito linear.

4(Q) = Efeito quadratico.
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Tabela 6: Percentual de viabilidade celular de fibroblastos de camundongos (L929).

Concentragao do

biossurfactante Porcentagem de

viabilidade celular

(mg/mL)

Controle 99,99 + 1,21
0,094 97,71 £ 2,90
0,18 95,16 + 4,84
0,37 96,75 + 3,25
0,75 97,55+ 2,45

1,5 97,75 £ 2,50
3,0 94,8 £ 5,20
6,0 96,78+ 3,22
12,0 97,01+2.25
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Tabela 7: Remocao do contaminante hidrofébico adsorvido em areia, através do ensaio

estatico com colunas de vidro.

Agente de Remogao Remocao de 6leo (%)
Controle (agua destilada) 10,00 %
Biossurfactante bruto 70,00%
Solugao isolada de biossurfactante a 0,1% 51,00%
Solugao isolada de biossurfactante a 0,2% 67,00%
Solugao isolada de biossurfactante a 0,4% 69,00%
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Legenda das Figuras

Figura 1. Valores previstos versus valores observados para o modelo da tensao

superficial de resposta.

Figura 2. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para (1) agitagéo, (2) aeragéo e

(3) tempo, utilizando tensao superficial como variavel resposta.

Figura 3. Superficie de resposta da tensédo superficial mostrando a interacéo entre a

aeragao e a agitacao (A), tempo e agitacao (B), tempo e aeragao (C).

Figura 4. Espectro FT-IR da transmissao do biossurfactante C. sphaerica obtido apds
purificacao.

Figura 5. Espectro de ' H RMN do biossurfactante C. sphaerica.

Figura 6. Espectro de C RMN para o biossurfactante gravado em CDCls

Figura 7. Cromatografia Gasosa.

Figura 8. Tensao superficial do biossurfactante produzido por C. sphaerica durante 120
dias de armazenamento submetido aos métodos de conservagdo (A) sorbato de
potassio a 0,2%, (B) vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e (C) tindalizagéo

fracionada.

Figura 9. Capacidade de emulsificagdo do biossurfactante produzido por C. sphaerica

durante 120 dias de armazenamento submetido aos métodos de conservacdo (A)
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sorbato de potassio a 0,2%, (B) vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e (C)

tindalizagao fracionada.

Figura 10. Capacidade de dispersdo do 6leo motor por biossurfactante durante 120
dias de armazenamento, submetido ao método de conservacgéao (a) sorbato de potassio
a 0,2%, (b) vapor fluente adicionado 0,2% de sorbato e (c) tindalizagédo fracionada na

proporgao biossurfactante-6leo de 1: 2(v/v).

Figura 11. Remocao de oOleo adsorvido em areia pelo processo de biorremediagao

utilizando o biossurfactante produzido por Candida sphaerica.

Figura 12. Remocédo de o6leo contaminante em agua do mar pelo processo de

biorremediacao utilizando o biossurfactante produzido por Candida sphaerica.
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Aeracdo [vwm], X2 [Q) i-?ﬁ.mgﬁ
Tempo (horas), X3 (Q) -69.2758
Agitacdo (rpm), X1 {Q) 34,3479
Agitacdo [rpm), X1 (L) -28.2852

X2, X3 10.25222

X1, %3 8872112

Tempo (horas), X3 (L) 18732508
Aeracdo [vwm), X2 (L) 4257106
X1, X2 -3.68028

p=.05
Estimativa do efeito padronizado (valor absolutao)

Fig 2
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CAPITULO Il
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CONSIDERAGOES FINAIS

105

e A maximizacdo da produgdo do biossurfactante de C. sphaerica em biorreator foi efetiva

com a utilizacado do planejamento fatorial, possibilitando a aplicagdo industrial do

tensoativo na redugao da contaminagao ambiental provocada por petréleo e derivados.

e A caracterizagao estrutural do biossurfactante sugere sua natureza glicolipidica.

e O biossurfactante nao apresentaram citotoxicidade frente a linhagem L929.

e A formulacdo aumentou a vida de prateleira do biossurfactante com manutengcao de

suas propriedades tensoativas e emulsificantes produto.

e O biossurfactante formulado mantém suas propriedades tensoativas e emulsificantes

sob diferentes condicbes ambientais de pH, temperatura e presenca de sal.

e O biossurfactante de C. sphaerica, mostrou-se bastante eficaz na remocao de 6leo de

motor adsorvido em solo nos ensaios cinético e estatico.

e E possivel afirmar que o biossurfactante de C. sphaerica possui grande potencial para

ser utilizado na remediacdo de solos, podendo contribuir de forma expressiva com a

remocdo de Oleos e com a recuperagdo de petroderivados, garantindo maxima

eficiéncia e respeito ao meio ambiente.

e A possibilidade de comercializagdo de um agente estavel a longo prazo foi

demonstrada, tornando o processo de produgao e aplicagcao dos biossurfactantes mais

viavel frente ao mercado dos surfactantes quimicos derivados de petroleo.
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