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RESUMO

A contaminacgdo dos solos por metais pesados é resultado de diferentes atividades
industriais, e, podem causar riscos ambientais como contaminagdo dos sistemas
biol6gicos e do subsolo através do processo de lixiviagéo, varios distarbios e doencas
em seres humanos se entrarem no ecossistema devido a sua alta toxicidade. Diante
dessa realidade, o desenvolvimento de novas tecnologias de remediacdo dos
contaminantes gerados torna-se cada vez mais emergencial. Os biossurfactantes
consistem em metabdlitos secundarios de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
Considerando o potencial das leveduras do género Candida em produzir surfactantes
atoxicos e biodegradaveis, este trabalho objetivou a producdo de um biossurfactante
de baixo custo produzido por Candida bombicola URM3718 e aplicagdo na
remediacdo de ambientes contaminados por metais pesados. A primeira invengao
refere-se ao processo de producdo do biossurfactante por C. bombicola, utilizando
residuos agroindustriais (melaco, milhocina e Oleo de soja residual). A segunda
invencao refere-se ao potencial de aplicacdo do Bioproduto (Bombisan) na remocao
de metais pesados. Testes de estabilidade da tensdo superficial e indice de
emulsificagédo do Bioproduto foram realizadas em condigdes extremas de temperaturas
(0°C, 5°C, 70°C, 100°C e 120°C), pH (2-12) e concentracdes de NaCl (2 — 12)
demonstrando a estabilidade do Bombisan. O Bioproduto foi caracterizado como
sendo uma molécula anibnica de natureza polimérica e atéxica. Apresentou potencial
de remocdo de metais pesados em solo contaminado, sob condi¢bes dinamicas,
demonstraram remocao de Fe, Zn e Pb com percentuais entre 70 a 88 %, enquanto
gue a maior remocao de Pb foi de 48 %. Testes em colunas empacotadas também
confirmaram a capacidade do Bioproduto na remocéo de Fe, Zn e Pb, entre 40 e 65 %.
A cinética de remoc¢ao demonstrou um percentual crescente, atingindo remocao de 50,
70 e 85 % para Pb, Zn e Fe, respectivamente, alcancando uma maior eficiéncia de
remocdo no final de 24 horas. O biossurfactante também foi capaz de reduzir
significativamente a condutividade elétrica de solugbes contendo metais pesados. O
Bioproduto (Bombisan) apresenta potencial de aplicacdo em processos industriais de

remediac&o de solos e efluentes poluidos por contaminantes inorganicos.

Palavras-chave: Candida bombicola. Residuos Industriais. Bioproduto. Biotecnologia.
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ABSTRACT

Soil contamination by heavy metals is a result of different industrial activities, and can
cause environmental risks such as contamination of biological systems and the subsoil
through the leaching process, various disorders and diseases in humans if they enter
the ecosystem due to their high toxicity. Due this reality, the development of new
technologies to remediate the generated contaminants becomes increasingly urgent.
Biosurfactants consist of secondary metabolites from bacteria, yeasts and filamentous
fungi. Considering the potential of yeast from Candida genera to produce non-toxic and
biodegradable surfactants, this work aimed at the production of a low-cost biosurfactant
produced by Candida bombicola URM3718 and application in the remediation of
environments contaminated by heavy metals. The first invention refers to the
biosurfactant production process by C. bombicola, using agro-industrial residues
(molasses, corn steep liquor and residual soybean oil). The second invention refers to
the potential application of the Bioproduct (Bombisan) in the removal of heavy metals.
Tests for the stability of the surface tension and emulsification index of the Bioproduct
were carried out under extreme conditions of temperatures (0°C, 5°C, 70°C, 100°C and
120°C), pH (2-12) and concentrations of NaCl (2 — 12) demonstrating the stability of
Bombisan. The Bioproduct was characterized as being an anionic molecule of
polymeric nature and non-toxic. It showed potential for heavy metals removal in
contaminated soil, under dynamic conditions, showed removal of Fe, Zn and Pb with
percentages between 70 and 88 %, while the highest removal of Pb was 48 %. Tests
on packed columns also confirmed the ability of the Bioproduct to remove Fe, Zn and
Pb, between 40 and 65 %. The removal kinetics showed an increasing percentage,
reaching removal of 50, 70 and 85% for Pb, Zn and Fe, respectively, reaching a higher
removal efficiency at the end of 24 hours. The biosurfactant was also able to
significantly reduce the electrical conductivity of solutions containing heavy metals. The
Bioproduct (Bombisan) has potential for application in industrial processes to remediate

soils and effluents polluted by inorganic contaminants.

Keywords: Candida bombicola. Industrial Residues. Bioproduct. Biotechnology.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos com por¢des tanto hidrofilicas quanto
hidrofébicas que preferencialmente particionam entre interfaces liquidas com diferentes graus
de polaridade e pontes de hidrogénio. Surfactantes aumentam a solubilidade de moléculas
hidrofilicas, reduzindo as tens@es superficiais e interfaciais na interface éleo/agua (KUMAR et
al., 2021). Os surfactantes mais produzidos atualmente sdo quimicamente derivados do
petréleo, todavia, esses agentes tensoativos sintéticos sdo toxicos e dificeis de decompor
através da acao de microrganismos. Nos Ultimos anos, esses problemas motivaram a
comunidade cientifica a procurar surfactantes, como os alcancados através da producéo
microbiana, os biossurfactantes (GAUR et al., 2022; ROCHA E SILVA et., 2019).

Os biossurfactantes despertam o interesse de diferentes industrias devido as suas
diversas vantagens como diversidade estrutural, baixa toxicidade, maior biodegradabilidade,
capacidade de funcionar em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade, além de maior
seletividade, menor CMC (Concentracdo Micelar Critica) e produgdo envolvendo fontes
renovaveis, residuos e subprodutos industriais (MOHANTY et al., 2021; ROCHA E SILVA et al.,
2019). A natureza ibnica, a biodegradabilidade, a baixa toxicidade e as excelentes
propriedades da superficie tornam os biossurfactantes potenciais candidatos a remoc¢édo de
metais pesados do solo e dos sedimentos. Leveduras do género Candida tém sido utilizadas
com sucesso na producao de biossurfactantes (ROCHA JUNIOR et al., 2019).

Leveduras tem a capacidade de crescer tanto em substratos imisciveis na agua, tais
como 6leos vegetais e hidrocarbonetos, quanto em compostos solUveis em agua, a exemplo de
carboidratos e glicerol. As condi¢Bes de cultura e composi¢cdo do meio determinam a producéo
e composicdo do biossurfactante, exercendo influéncia na sobrevivéncia dos microrganismos
produtores, aumentando a solubilidade de compostos insoliveis na agua e facilitando seu
transporte para a célula (RIBEIRO et al., 2020).

A contaminacdo do solo por metais pesados € resultado de diferentes atividades
antrépicas, como mineracao, fundicdo de metais, producao de baterias de automoéveis, queima
de combustiveis fésseis e galvanoplastia, curtimento de couro e também através de produtos
como tintas e pigmentos, conservantes, fertilizantes e outros produtos quimicos (MISHRA et
al., 2021). Os metais pesados podem causar riscos ambientais como contaminacdo dos
sistemas biologicos e do subsolo através do processo de lixiviacdo, além disso, podem
ocasionar Varios disturbios e doencas em humanos se entrarem no ecossistema devido a sua

alta toxicidade ambiental e dificil degradabilidade. Os agentes ndo téxicos e biodegradaveis
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como os biossurfactantes podem ser utilizados para melhorar a remog¢&o de metais pesados do
solo, sedimentos e lodo (TANG et al., 2018).

Embora as pesquisas na é&rea de biotecnologia relacionadas a producdo de
biossurfactantes sejam de grande interesse industrial e ambiental, poucos tém sido
comercializados. A producdo industrial de biossurfactantes serd mais competitiva a partir do
desenvolvimento de processos econdmicos. Trés estratégias tém sido adotadas para tornar
esse processo competitivo: 0 uso de substratos de baixo custo, o desenvolvimento de
bioprocessos eficazes, incluindo a otimizacdo das condicbes de cultivo e a recuperacdo do
produto final e a utilizagdo de cepas microbianas superprodutoras para assegurar maiores
rendimentos (GEETHA et al., 2018).

Nesse contexto, 0 processo fermentativo possui a chave para reduzir os custos no que
se refere a utilizacdo de substratos alternativos, uma vez que estes representam cerca de 30%
do custo total. Em geral, substratos agroindustriais que contenham altos niveis de carboidratos
ou de lipideos suprem a necessidade de fonte de carbono para a producéo de biossurfactantes
(KARNWAL, 2021).

Assim, a utilizagédo de residuos diminui os custos de producdo para niveis competitivos
em relacdo aos similares obtidos por via petroquimica ao mesmo tempo em que reduz os
problemas ambientais relativos a descartes e tratamentos dos residuos gerados (KARLAPUDI
et al., 2018). O reaproveitamento de residuos industriais, aliado a capacidade sintética de
leveduras, representa uma alternativa econbmica de producdo de biossurfactantes com
caracteristicas multifuncionais e potenciais de aplicacdes nos mais diversos setores industriais.

Portanto, a producédo e aplicacdo do agente surfactante produzido por C. bombicola
oferece beneficios econémicos e estratégicos quando utilizados como tecnologia de
remediacdo de solos contaminados por metais pesados. E promissor frente a impactos
econdmicos, uma vez que, essa biomolécula possui alto valor agregado e € produzida a apartir
de substratos de baixo custo; impactos sociais, levando em consideracdo que sua utilizagédo
minimiza os riscos para saude através da remocao de poluentes do meio ambiente; e, impactos
ambientais, tendo em vista que, o biossurfactante desenvolve perspectivas de reducdo de

poluicdo ambiental através da aplicacdo de agentes surfacatantes biodegradaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e aplicar um biossurfactante a partir de Candida bombicola na remocdo de metais
pesados em solos e efluentes aquosos atendendo aos aspectos econdmicos, sociais e de

preservacdo ambiental.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir o biossurfactante utilizando residuos industriais.

e |solar o biossurfactante produzido e determinar o rendimento de producao.

e Determinar a eficiéncia e a efetividade do biossurfactante através da determinagéo da
tenséo superficial e da Concentragéo Micelar Critica.

e Determinar a carga ibnica do biossurfactante.

e Determinar a caracterizacdo quimica do biossurfactante.

e Determinar a ecotoxicidade do biossurfactante.

e Avaliar a eficiéncia do biossurfactante bruto e isolado na remocdo de metais pesados
adsorvido em solo através de ensaio estatico em colunas empacotadas.

e Avaliar a aplicacdo do biossurfactante bruto e isolado, na remogdo de metais pesados
em solo através de ensaios cinéticos em frascos.

e Determinar a cinética de remocéo de metais pelo biossurfactante.

e Investigar o potencial do biossurfactante na remocao de metais contidos em efluente
sintético.

¢ Determinar a atividade quelante do biossurfactante sobre os metais contidos no efluente

sintético.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Metais Pesados e Meio Ambiente

Os metais pesados podem surgir tanto de maneira natural, quanto de processos
antropogénicos e acabam em diferentes compartimentos ambientais, como nos solos,
na agua, no ar e em suas interfaces. Sob determinadas condicbes ambientais as
emissdes de metais pesados podem ocorrer de forma natural, como é o caso de
erupgdes vulcanicas, incéndios florestais e intemperismo de rochas. A emissao de
metais pesados através de fontes antropogénicas ocorre de atividades industriais,
rejeito de minas, descarte de residuos com alto teor de metais, gasolina e tintas com
chumbo, aplicacdo de fertilizantes no solo, residuos de combustdo de carvao,
derramamento de produtos petroquimicos e diversos outros meios (MASINDI; MUEDI,

2018).

Os metais pesados (metais com densidade igual ou superior a 5 e numero
atdmico superior a 11) mesmo em concentracfes muito baixas sdo geralmente toxicos
e por ndo ser biodegradaveis resistem aos tratamentos convencionais de eliminacéo.
Além de graves problemas ambientais prejudiciais a fauna e a flora, a exposicdo a
metais pesados pode causar varias doencas humanas graves, como problemas

respiratérios, patologia renal, distdrbios neurolégicos e cancer (SALL et al, 2020).

Varios metais pesados, incluindo ferro (Fe), cobalto (Co), cobre (Cu), manganés
(Mn), zinco (Zn) e molibdénio (Mo) sdo micronutrientes que em baixas concentracfes
sdo essenciais para atividades metabdlicas. Porém, quando as concentracdes de
metais pesados ultrapassam um determinado limite, produzem efeitos adversos. De
maneira geral, altas concentracdes de qualquer metal pesado apresentam efeitos
toéxicos, no entanto, os metais pesados arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb),
mercurio (Hg) e cromo (Cr) (VI) sdo toxinas sem limiar, devido a sua alta toxicidade
estdo entre os metais pesados prioritarios e sao referidos como metais pesados toxicos
(THMs). Os THMs estéo presentes na natureza em diferentes estados oxidativos com
diferentes niveis toxicidade (RAHMAN e SINGH, 2019).
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A poluicdo dos solos por metais pesados tornou-se uma questdo ambiental
mundial devido a crescente preocupacdo com a seguranca dos produtos agricolas.
Globalmente, existem 5 milhdes de locais com solos poluidos cobrindo 500 milhdes de
hectares de terra, estes solos estdo contaminados por diferentes metais pesados ou
metaloides. A poluicdo por metais pesados no solo tem um impacto econdmico global
estimado em mais de US$ 10 bilhdes por ano (LI et al., 2019).

O acumulo mundial de metais pesados em solos europeus e americanos ja
atinge valores de 939.000 t de cobre, 783.000 t de chumbo, 1.372.000 t de zinco e
22.000 t de cadmio. Nos Estados Unidos, por exemplo, o chumbo se encontra presente
em 15% dos terrenos contaminados, seguido de cromo, cadmio e cobre, encontrados
em cerca de 7-11% dos solos (SARUBBO et al., 2018).

No Brasil, apesar de ndo possuir uma legislacdo adotada a realidade do pais
para os niveis maximos permitidos, registra altos indices de contaminacdo industrial

desses poluentes.

Em 5 de novembro de 2015 a barragem de rejeitos de minério do fundéao,
operada pela mineradora Samarco no distrito de Mariana no estado de Minas Gerais
rompeu, e liberou mais de 50 milhdes de m® de lama contaminada com metais pesados
toxicos, causando um grande desastre ambiental. O solo e a 4gua do Rio Doce foram
analisados e foram registrados altos niveis de ferro, arsénio, mercurio e manganés
(PAULELLI et al., 2022).

O Distrito de Lavras do Sul (RS) é conhecido desde o século XIX por apresentar
grande diversidade litoldgica, a regiao € caracterizada pela ocorréncia de mineralizacao
de metais basicos associados a sulfetos, ouro, cobre, chumbo, zinco e prata (GOMES
et al., 2020). Nos ultimos anos, o0 aumento significativo da extracdo de metais no Brasil
tem causados sérios problemas ambientais. Lavras do Sul sofre os efeitos da
mineracdo de metais em seu entorno, os efluentes contendo compostos quimicos
provenientes da mineracdo sao langcados em cursos d’agua sem nenhum tratamento
prévio adequeado (GOMES et al., 2019).

A Companhia Mercantil e Industria Inga era uma industria de zinco localizada no

estado do Rio de Janeiro, estava ha cerca de 15 anos desativada e ainda assim
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transformou-se na maior rea de contaminacédo de lixo téxico do Brasil. Devido a falta
de manutencdo nos diques construidos para conter a agua contaminada, varios
terrenos proximos a localidade em que a industria esta situada foram inundadas por
metais pesados como zinco, cadmio, mercurio e chumbo, contaminando o solo, a agua
e a vegetacdo do mangue. A &rea foi arrematada pela Usiminas e passou por processo
de descontaminacdo. Outro caso aconteceu no ano de 1999, em Bauru (SP). A
industria de Acumuladores Ajax era uma das maiores fabricantes de baterias
automotivas do Brasil, expeliu chumbo pelas suas chaminés e contaminou 113
criancas, onde foram encontrados indices superiores a 10 miligramas/decilitro (AVILA-
CAMPOS, 2022).

Ao longo das ultimas décadas, muitas tecnologias de remediacdo foram
desenvolvidas e aplicadas para tratar solos contaminados por metais pesados, entre
elas estdo a lavagem do solo, enriquecimento de plantas para fitorremediagéo,
dessorcao térmica e remediacao eletrocinética (WEN; FU e LI, 2021).

A biorremediacdo € uma tecnologia de remediacdo utilizada para limpar o
ambiente poluido através da transformacdo de enzimas durante a biossor¢cdo de
diferentes metais téxicos (SHARMA; KUMAR, 2021). Todavia, a biorremediacdo de
metais pesados tem limitagdes, como a producdo de metabdlitos téxicos por micrébios
e nao biodegradabilidade desses metais pesados. Diversos fatores como pH, estado
nutricional, umidade e composicdo quimica dos metais influenciam e limitam na
eficiéncia da biorremediacéo. A utilizacdo de microrganismos sozinhos demonstra uma
eficiéncia limitada devido a fatores de baixa competitividade e grandes concentracdes
de metais pesados. Uma solucao alternativa em potencial para a remediacdo de solos
contaminados por metais consiste no uso de biossurfactantes (IGIRI et al., 2018).

Os biossurfactantes possuem vantagens inquestionaveis uma vez que O0S
microrganismos capazes de produzir compostos surfactantes ndo precisam ter
capacidade de sobrevivéncia no solo contaminado pelo metal pesado, o0s
biossurfactantes possibilitam a solubilizacdo, disperséo e dessorcao dos contaminantes

do solo, permitindo ainda sua reutilizacdo (SARUBBO et al., 2018).
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3.2 Biossurfactantes

Os surfactantes constituem uma classe de compostos quimicos utilizados em
diversos setores industriais. Esses compostos sao formados por estruturas moleculares
contendo por¢des hidrofilicas e hidrofébicas que tendem a se distribuir nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua) (CHAPRAO et al.,
2018; AKBARI et al., 2018), promovendo a reducéo da tensdo superficial e interfacial,
conferindo a capacidade de detergéncia, emulsificacéo, lubrificacdo, solubilizacdo e
disperséo de fases (ROCHA E SILVA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020).

A utilizacdo dos surfactantes se concentra nas industrias de produtos de limpeza
(sabdes e detergentes), petrdleo, cosméticos e produtos de higiene. A producéo
mundial de surfactantes excede trés milhdes de toneladas por ano, sendo a maioria
utilizada como matéria-prima para fabricagdo de detergentes para uso domeéstico
(SANTOS et al, 2016). Alguns exemplos de surfactantes idnicos utilizados
comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e
sais de amonio quaternario (catiénico) (OLASANMI, THRING, 2018).

Em funcdo de sua natureza anfipatica, os surfactantes podem ser adicionados
em solugdes, facilitando a solubilizacéo, disperséo e dessor¢cédo dos contaminantes do
solo, permitindo ainda sua reutilizacdo (SILVA et al., 2018). Varios surfactantes
sintéticos tém sido avaliados em testes de descontaminacdo (GEETHA, BANAT,
JOSHI, 2018). Por outro lado, a necessidade de substituicAo de compostos sintéticos
por similares naturais tem motivado pesquisas para utilizagcdo de surfactantes de

natureza microbiologica, os chamados biossurfactantes ou biodetergentes.

3.2.1 Propriedades

A propriedade de maior importancia para os agentes surfactantes € a tensao
superficial, que é a forca de atragdo existente entre as moléculas dos liquidos
(WILLIAMS; TRINDADE, 2017; SANTOS et al., 2016).

Define-se como superficie o limite entre um liquido e o ar e como interface o
limite entre dois liquidos. Dessa forma, as tensdes existentes entre as fases ar/agua e
Oleo/adgua séo conhecidas como tensao superficial e tensado interfacial, respectivamente
(BANAT, 2014; BEZERRA et al., 2018).
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A tensdo superficial € facilmente medida quantitativamente por um tensidémetro.
Esta medicdo é a base da maior parte das avaliagbes iniciais para identificar a
presenca de um surfactante no meio. A tensdo superficial ar/agua para a agua
destilada € de aproximadamente 72 mN/m e a tensao interfacial para a agua destilada
contra n-hexadecano é de aproximadamente 40 mN/m. Tipicamente, surfactantes
podem diminuir esses valores para cerca de 30-40 mN/m e 1 mN/m, respectivamente
(MARCHANT; BANAT, 2012).

A tensdo superficial diminui quando a concentracdo de surfactante no meio
aquoso aumenta, ocorrendo a formacdo de micelas, que sdo moléculas anfipaticas
agregadas com as porc¢des hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula
e as porcoes hidrofébicas para a parte interna. A concentracdo dessas micelas forma a
Concentracdo Micelar Critica (CMC) (Figura 1). Esta concentracdo corresponde a
minima concentracdo de surfactante necessaria para que a tensdo superficial seja
reduzida ao méaximo. Quando a CMC ¢é atingida, varias micelas sao formadas
(RIBEIRO et al., 2020).

Figura 1 — Formacao de micelas na Concentra¢do Micelar Critica (CMC)

Tenséao superficial
0
o

CMC Concentragao  (log,,C)

Fonte: Santos et al. 2016.

Uma emulsdo é formada quando uma fase liquida é dispersa como goticulas
microscopicas em outra fase liquida continua. Dois tipos de emulsdes podem ser
formadas: agua-em-o6leo (a/o) (surfactante mais soltvel em 6leo) e d0leo-em-agua (o/a)

(surfactante mais soluvel em agua).
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A estabilidade de uma emulséo depende de muitos fatores, incluindo o tamanho
das goticulas dispersas, que é favorecida através da reducdo da tensédo interfacial. A
presenca de emulsificantes e de desemulsificantes estabiliza ou desestabiliza as
emulsdes, respectivamente (DELL’ANNO et al., 2018).

A capacidade emulsificante é analisada pela habilidade do surfactante em gerar
turbidez devido a suspensédo de hidrocarbonetos, como n-hexadecano, em um sistema
aguoso em analise, enquanto que a capacidade de desemulsificacdo € geralmente
avaliada pelo efeito do agente de-emulsionante sobre emulsées normais preparadas
com agentes tensioativos sintéticos (HAQ et al., 2017).

As propriedades fisicas e quimicas dos biossurfactantes descritas acima, como
reducdo da tensdo superficial, capacidade espumante, capacidade emulsificante e
estabilizante, concentracdes micelares criticas baixas, solubilidade e poder detergente
sdo muito importantes na avaliacdo de seu desempenho e na selecdo de micro-
organismos com potencial de producao destes agentes (HELD, 2014; ROCHA E SILVA
et al., 2018).

3.2.2 Classificagéo

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com sua origem microbiana,
sdo produzidos naturalmente a partir de bactérias principalmente dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Acinetobacter; fungos dos géneros Aspergillus e Fusarium;
leveduras dos géneros Candida e Pseudozyma e alguns organismos vivos como
plantas (saponinas). Sua composicédo e variedade de estruturas quimicas os levam a
propriedades multifuncionais, como solubilizacdo, detergéncia, lubrificacdo e tem a
capacidade de estabilizar e formar espuma. A parte hidrofilica polar € composta por
acucares, aminoacidos, peptideos, proteinas ou &cido carboxilico. Sua parte
hidrofébica poder conter acidos graxos saturados, insaturados, hidroxilados ou alcoois
gordurosos. Essas moléculas anfifilicas séo divididas em duas grandes classes com
base em seu peso molecular: baixo peso molecular e alto peso molecular (JAHAN,
2020; FENIBO; DOUGLAS; STANLEY, 2019).
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Os biossurfactantes de baixo peso molecular sdo mais eficazes em relacdo a
reducdo da tensdo superficial na interface ar/agua e tenséo interfacial 6leo/agua, ja os
de maior peso molecular, conhecidos como bioemulsificantes sdo os mais efetivamente
utilizados em estabilizacdo de emulsdes 6leo em agua (DRAKONTIS; AMIN, 2020).

De maneira geral, existem diferentes abordagens para classificar
biossurfactantes microbianos. Além da possibilidade de diferenciar moléculas por
tamanho, conduzindo a uma classificacdo de biossurfactantes de baixo peso molecular
como os (glicolipideos, e os biossurfactantes de alto peso molecular, como o0s
lipopolissacarideos, outra classificacdo comum, principalmente relacionados a
biossurfactantes de baixo peso molecular, € por carga liquida, que permite diferenciar
0os biossurfactantes idnicos, anidnicos, catibnicos e anfotéricos. Devido a vasta
diversidade estrutural dos biossurfactantes, outro método de classificagcdo poder ser
realizado categorizando de acordo com a composi¢do estrutural, tais como
glicolipideos, lipopeptideos e proteinas (HENKEL; HAUSMANN, 2019).

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipideos, lipopeptideos/
lipoproteinas, fosfolipideos/acidos graxos, surfactantes poliméricos e particulados
(Figura 2). Os grupos glicolipideo e lipopeptideo s&o os mais conhecidos. No grupo dos
glicolipideos, os ramnolipidios (RMLSs), soforolipidios (SPLs) e manosileritritol lipidios
(MELs) sao os mais comuns, enquanto no grupo dos lipopeptideos, a surfactina é o
mais popular (MARCELINO, 2020).
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Figura 2 - Estruturas das principais classes de biossurfactantes

Lipidio de manosileritritol

CHg 5 -~ OH
k 0 s HN O A A
OAc ) 1.0 HO /\HLN
O)n / /K OMN’\{ H
/ H3C. NH 7 HN_@~_.CH
0_4_8 o [ ‘OH R nH H HN_~_NH, 3 \l,/\N\/\/\(H\g " -CHg
WL s b \ A cH
AcO™ o 20 o A O HiC o o 3
0~ ' :(NH 0\y s NH
o) o 3
n=6-10 J-NH H ?’&’VO HCQ'N.H H ﬂ_(\,'CHa
A N N\ HoN 3 O}\/N Y CH
Ramn0I|p|d|o HO 07~ Y« ) ¥ 0 s
oL i OH“- H3CY o N
0
Yt NH, HaC
H3 \O( . i Surfactina
Iturina > HO
)/ HC OH |
CH3OH v 2 £ O H 0
HO\/\WN\')\N)\[/VLN
o & H S H g
Hs CH3 e /\\ 07 NH
o”on § ) H C’Kfo
Soforolipidio \_/ £
{ N
HO HO <
=0 CHa \—O %0 ¥ X 7
om0 A N A
HO - 0 oM 5 HaC N

Forma lacténica Forma acida

Fonte: Marcelino (2020).

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos (bactérias, leveduras e
fungos filamentosos) sdo geralmente classificados de acordo com sua composicéo
guimica. Para a producdo dos biossurfactantes, sdo usadas fontes de carbono e
nitrogénio no meio de cultura, onde as principais fontes de carbono séo carboidratos e
lipideos (MARCELINO, 2020; ALWAELY; GHADBAN; ALRUBAYAE, 2019).

Possuindo propriedades gerais de surfactantes quimicos, como solubilidade,
capacidade de emuslificacdo, saponificacao, dispersar e reduzir a tensao superficial, os
biossurfactantes soforolipidios (SLs) tem sido utilizado para remediacdo de solos, em
petréleo, nos setores de alimentos, cosméticos, detergentes e farmacéuticos. Os SLs
sdo compostos de uma soforose hidrofilica e um acido graxo hidrofébico, e abrigam
uma ampla diversidade estrutural (Figura 3). A Candida bombicola € uma cepa
produtora de SL promissora (LI et al., 2020; LIN et al., 2019).
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Figura 3 - Estruturas dos soforolipideos produzidos por C. bombicola

b R,'O
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*SLs produzidos por Candida bombicola. SLs de forma acida (A); SLs de forma
lacténica (B). R1, R2 = —OH, néo acetilado; R1 = —OH, R2 = —OCH3, mono-acetilado;
R1, R2 = —-OCH3, di-acetilado.

Fonte: LI et al. (2020); LIN et al. (2019).

3.3 Microrganismos Produtores de Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo uma classe natural de moléculas ativas de superficie
com uma variedade de estruturas que sao produzidas por diferentes microrganismos
(SOUZA et al., 2017). Bactérias, fungos filamentosos e leveduras sdo os
microrganismos geralmente usados para a producdo de biossurfactantes. Os
microrganismos produzem biossurfactantes para melhorar a mobilidade celular,
fornecer acesso a nutrientes ou facilitar o crescimento no meio ambiente (AHMADI-
ASHTIANI, 2020).

Os microrganismos que sdo capazes de produzir biossurfactantes séao
abundantes, podem ser encontrados em locais ecologicos como terra, em solos
poluidos, sedimentos e lamas; em corpos d’agua, em aguas doces, subterraneas e no
mar; como também em alguns ambientes extremos, como € o caso de reservatérios de
petréleo, onde 0s microrganismos sao capazes de crescer em uma extensa gama de

temperaturas, valores de pH e salinidade. As leveduras tem provado sua proficiéncia
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para producdo de biossurfactantes, mesmo sendo isoladas de diferentes fontes, elas
tem capacidade de produzir biossurfactante em quantidade maiores do que as
bactérias, as leveduras do género Candida sdo muito conhecidas por serem produtoras
de biossurfactantes, como sdo o caso das espécies C. albicans, C. antarctica, C.
bombicola, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lipolytica, C. sphaerica, C. tropicalis, C.
utilis (LIRA et al., 2020; RIBEIRO; GUERRA; SARUBBO, 2020; NWAGUMA; CHIKERE;
OKPOKWASILI, 2019).

De acordo com Fenibo; Douglas e Stanley (2019), alguns microrganismos se
destacam para producdo de biossurfactantes, entre as bactérias, géneros de
Pseudomonas, Bacillus e Acinetobacter dominam o espaco da literatura, entre as
leveduras, os géneros Torulipsis, Pseudozyma, Saccharomyces, Rhodotorula e
Kluyveromyces se destacam, e para os fungos, géneros de Aspergillus, Ustilago,
Fusarium, Trichoderma e Penicillium sdo bastante relatados em pesquisas.

Uma das grandes vantagens de utlizar leveduras para producdo de
biossurfactantes esta no status GRAS (geralmente considerado seguro), ou seja,
algumas das espécies ndo possuem patogenicidade e risco de toxicidade, como € o
caso das Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis. Varios
fatores sdo capazes de afetar a producao de biossurfactantes por microrganismos, € o
caso do tamanho do in6culo, pH, temperatura, fonte de nutrientes, relacdo carbono-
nitrogénio, ions metalicos, velocidade de agitacdo, e outros fatores. Dentro todos os
fatores citados, as fontes de carbono e nitrogénio sdo as mais criticas. A influéncia da
fonte de carbono na producdo de biossurfactantes por diferentes cepas de
microrganismos desempenha um papel importante na sobrevivéncia dos
microrganismos produtores, devido ao aumento da solubilidade dos compostos
insoliveis em agua, facilitando o transporte para a célula, participam também de
processos de adesao e agregacao celular, formacéo de biofilme e defesa contra outros
microrganismos. A fonte de nitrogénio € um fator indispensavel que atua na regulacéo
de rendimento e a eficiéncia de producdo do biossurfactante (BRAVO et al., 2020;
EZEBUIRO et al., 2019)
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3.4 Producdo de biossurfactantes a partir de residuos industriais

Ao longo da ultima década, uma grande variedade de materiais residuais de

baixo custo foram explorados como substratos para producéo de biossurfactantes, esta

€ uma estratégia de corte de custos eficaz, e também de gerenciamento de residuos.

Uma série de residuos industriais renovaveis e de baixo custo pode ser utilizados na

producdo do biossurfactante, entre eles, se destacam os residuos de alimentos e os

agroindustriais (Tabela 1). Os processos de transformacéo sdo mediados, em parte por

leveduras, bactérias e fungos filamentosos cujas caracteristicas metabdlicas os tornam

adequados para a sintese de moléculas de alto valor agregado a partir de residuos
agroindustriais (DURAN; REYES; DURAN, 2020).

Tabela 1 - Diferentes substratos residuais de baixo custo explorados para producao de

biossurfactante

Residuos

Referéncias

Oleos de palma, de soja, de coco, de algod&o,

de amendoim, azeite de oliva

ZAMBRY et al., 2021; DURVAL et al., 2019;
SURYAWANSHI et al., 2021; SILVA et al. 2021,
SILVA SANTOS et al. 2021; SOUZA et al., 2018

Residuos de matadouro, processamento de

peixes, gordura animal

RAMANI et al., 2012; PATIL et al., 2016;
SELLAMI et al., 2021

Gordura vegetal

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

Soro de leite

ALKAN et al., 2019; VERA et al., 2018

Borra

SANTOS et al., 2013; 2014

Cascas de laranja, abacaxi, banana, cenoura,

maca, arroz, batata e bagaco de cana

VIEIRA et al., 2021; RAJASIMMAN et al., 2021,
DAS e KUMAR, 2019; SURYAWANSHI et al.,
2021; MOHANTY et al., 2021.

Melaco

SARUBBO et al. 2018; LIRA et al., 2020;
OSTENDOREF et al., 2019; KANNA, 2018;
ALMEIDA et al., 2018
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Milhocina SARUBBO et al., 2018; LIRA et al., 2020;
OSTENDOREF et al., 2019; KANNA, 2018;
ALMEIDA et al., 2018

Farinha de mandioca RAJASIMMAN et al., 2021
Residuos de destilaria de petréleo LUNA et al., 2011; 2013
Glicerol MOSHTAGH; HAWBOLDT e ZHANG, 2021

Quando os residuos agroindustriais sdo descartados de forma incorreta, causam
um grande impacto para o ambiente e para o bem estar da humanidade. Entdo, uma
estratégia interessante para reduzir tais impactos é a utilizacdo desses residuos
agroindustriais em processos biotecnolégicos, como a producdo de meios de cultura
devido a sua rica quantidade de matéria organica, que contém macronutrientes
(proteinas e carboidratos), e, micronutrientes (minerais) que sdo essenciais para o
crescimento de microrganismos (ZANOTTO, 2019). As fontes de lipidios e de carbono
gue estdo presentes nos residuos agroindustriais, sdo um dos principais requisitos para
o crescimento de microrganismos e producéo de biossurfactante (KUMAR et al., 2020).

Diferentes produtos agricolas como a palha de cana-de-agucar, melaco, trigo,
palha de arroz, farelo, melaco de beterraba, arroz, bagaco de cana-de-aclcar, casca
de soja, milho, farinha de mandioca e suas agua residuais sdo residuos agroindustriais
e bons substratos para a producdo de biossurfactantes, onde os carboidratos e lipidios
sdo obtidos a partir dessas fontes, portanto, sdo necessarios para o crescimento dos
microrganismos e producdo dos biossurfactantes. Os microrganismos utilizam uma
grande variedade de hidrocarbonetos, compostos organicos, misturas hidrofébicas e
compostos quimicos como fonte de carbono e energia, desta maneira, 0s
biossurfactantes aumentam a solubilizagcdo desses compostos em uma concentracéo
gue aumenta a sua biodisponibilidade, absor¢cao microbiana e utilizagdo (JIMOH; LIN,
2019; PATOWARY, 2017).

Entre as fontes renovaveis de baixo custo e acessivel para a sintese de
biossurfactantes estdo os residuos produzidos nas industrias de processamento de
petréleo, este material sdo fontes de carbono e energia para a sintese de biomoléculas
tensoativas (JIMOH; LIN, 2019).
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Para escolher um bom residuo agroindustrial para producéo de biossurfactantes
€ necessario considerar varias situacdes basicas, como a disponibilidade do material e
custos relacionados a transporte; minimizar ou evitar etapas de pré-tratamento para
nao haver adicdo extra de matéria prima refinada ao meio de producédo, o uso de
residuos agroindustriais e substratos renovaveis e de baixo custo pode levar a uma
reducdo expressiva dos custos operacionais envolvidos no processo de producao de
biossurfactantes (RIVERA; URBINA; LOPEZ, 2019). A disponibilidade e o tipo de
matéria-prima podem contribuir expressivamente para o custo de producéo. E estimado
que as matérias-primas respondam por 10 - 30 % do custo total de um produto
biotecnolégico e a purificacdo seja responsavel por 60 % do custo total de producao,
todavia, o custo de purificacdo pode ser evitado se o biossurfactante for aplicado em
sua forma bruta (ALMEIDA, 2019).

3.5 Aplicacdes Ambientais

Devido a sua diversidade estrutural e propriedades funcionais, o0s
biossurfactantes desempenham papéis de grande importancia em aplicacdes
ambientais. Tecnologias de remediacdo utilizando biossurfactantes e microrganismos
produtores ajudam a limpar hidrocarbonetos e metais pesados de é&reas poluidas
(JAHAN et al., 2020).

3.5.1 Biorremediacao

Varias estratégias de remediacdo envolvendo atividades biologicas, quimicas e
fisicas foram desenvolvidas ao longo dos anos. Devido aos avancgos relacionados as
tecnologias sustentaveis, a exploracdo de métodos naturais aumentou em relacdo a
contaminacgao de hidrocarboneto da agua e do solo. A biorremediacdo é um processo
gue envolve a acdo de microrganismos e suas respectivas enzimas para degradar os
contaminantes do local contaminado, onde bactérias, fungos filamentosos e leveduras
sao isolados do local poluido e utilizados para limpar o solo e 4gua contaminados.

Muitos desses microrganismos isolados do local contaminado produzem
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biossurfactantes, e estes aprisionam 0s metais pesados e hidrocarbonetos e os
degradam em produtos que podem ser usados pelo ambiente (SINGH et al., 2020).
Seus produtos finais sdo substancias ecologicamente corretas como didxido de
carbono, acidos graxos, agua ou biomassa celular.

A biorremediagdo é uma estratégia emergente para limpar ambientes
contaminados com petroleo, o dleo fossil é constituido por uma mistura sofisticada de
hidrocarbonetos de pesos moleculares variados e compostos liquidos alternativos. Os
hidrocarbonetos de oleo fossil sdo principalmente alcanos, cicloalcanos e numerosos
carbonetos aromaticos, enquanto 0s outros compostos sdo metais variados como ferro,
niquel, cobre e outros. A composicdo molecular dos hidrocarbonetos pode variar.
Quimicamente o 6leo fossil contém parafina (15 - 60 %), hidrocarbonetos (30 — 60 %),
aromaticos (3 — 30 %), e, minerais (6 %). Os microrganismos amplamente utilizados
para remedicdo de derramamento de O6leo, diesel e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos pertencem aos géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Candida,
Lactobacillus, Arthobacter e Acinetobacter (TRUDGEON, 2020; BORAH, 2018).

A biorremediacdo de derramamento de 6leo melhorada com biossurfactante é
uma abordagem atrativa de mitigacado de derramamento, todavia, vale salientar que os
biossurfactantes e as culturas microbianas precisam ser sinérgicos para a maxima
biodegradabilidade dos 6leos. As caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos variam de
Oleo para 6leo, o que decide sua taxa de degradacéo. Os 6leos podem ser uma mistura
de complexa de compostos alifaticos e aromaticos em proporcbes que variam. Os
alcanos podem ser hexanos, decano, tetradecano, hexadecano, e entre outros,
enquanto os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos pode ser benzeno, naftaleno,
fenantreno, pireno e benzopireno. Os microrganismos tem a capacidade de degradas
0os alcanos e aromaticos em &cidos graxos volateis sob condi¢cbes anaerdbicas
(PATEL, 2019). Os biossurfactantes alcancaram um potencial interesse para
aplicacdes ambientais na remediacdo de contaminantes organicos e inorganicos,
particularmente na remoc¢do de metais pesados do solo e da 4gua (AKBARI et al.,
2018).
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3.5.2 Aplicacéo na limpeza de reservatorios de 6leos

As industrias petroliferas geram aproximadamente 28.220 toneladas por ano de
borra de 6leo no fundo dos tanques. Esse lodo oleoso € um dos principais residuos
gerados durante a exploracao, transporte e refino de petrdleo. A composi¢do da lama
oleosa contém petroleo bruto envelhecido, incluindo hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromaticos asfalteno, coldide, metais pesados como Ni, Cr, Zn, Mn,
Cd e Cu, além de outras subténcias nocivas. A lama oleosa é considerada um residuo
perigoso pela ameaca que representa ao ambiente, e, para a saude humana se
manuseado de maneira incorreta (REN et al., 2020; SUGANTHI et al., 2018).

Os biossurfactantes séo utilizados para limpar tanques de 6leo, tanques
contaminados com Oleo, barcacas, tanques de armazenamento, vagdes tanque e
caminhdes, oleodutos e contéineres utilizados para transportar ou armazenar petréleo
bruto ou fracdes de petrdleo. O 6leo flutua e permanece como fase distinta, entdo, para
a limpeza, os monémeros dos biossurfactantes podem se acumulam na interface
sélido-6leo e reduzem a forca capilar segurando o 6leo e o sélido devido a reducéo na
tensdo superficial. Entdo, o 6leo sofre um deslocamento se a tensdo superficial entre
Oleo-sdlido for altamente reduzida para superar a forga capilar (AL-TAMIMI, 2019).

3.5.3 Aplicacdes naremocédo de metais pesados

Ao longo dos anos, a modernizacdo e industrializacdo conduziram a
contaminacdo de solos e agua, os poluentes ambientais mais comuns sao metais
pesados e hidrocarbonetos (MAKOMBE; GWISAI, 2018). O aumento da carga de
contaminagdo por metais pesados tem causado uma deterioracdo severa para o
ambiente. Entre as diversas contaminacdes por metais pesados, a presenca de arsénio
(As), cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr), mercurio (Hg), chumbo (Pb), zinco (Zn) e
niquel (Ni) no ambiente é bastante preocupante pois sdo toxinas nao limiares e se
encontram presente nos sistemas aéreos, aquaticos e terrestres muitas vezes em
concentracdes acima do estabelecido pelas agéncias internacionais. E, podem causar
muitos problemas de saude categorizados como perigos quimicos inorganicos para
humanos, animais e plantas (RAHMAN; SINGH, 2020; AKBARI et al., 2018).
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Comparado com surfactantes quimicos, os biossurfactantes derivados de
microrganismos apresentam um melhor desempenho, considerado adequado na
remocao de metais pesados de solo contaminado (TANG et al., 2017; LUNA; RUFINO;
SARUBBO, 2016). Ha trés etapas principais envolvidas na remoc¢ao de metais pesados
do solo através da lavagem com solugdo de biossurfactante. Os metais pesados
adsorvidos na superficie das particulas do solo se separam pela sorcdo de moléculas
de biossurfactantes nas interfaces entre o solo Umido e o metal em solucédo aquosa.
Posteriormente, o metal € adsorvido por biossurfactantes e preso dentro da micela
através de interacdes eletrostaticas. Por fim, o biossurfactante pode ser recuperado
através do processo de separacdo por membranas de acordo com a Figura 4 (GUAN et
al., 2017; IBRAHIM; HASSAN; AZAB, 2016).

Figura 4 - Mecanismo de remoc¢ao de metais pesados de solo contaminado
usando biossurfactantes

1 — metal adsorvido na superficie do
solo, interagcdo com as moléculas de
biossurfactante entre o solo, a agua
e 0 complexo metalico

2 — dessorcéo de complexos de metal-
biossurfactante no solo contaminado

3 — remocéao do metal pesado com o

P LLh surfactante

4 — precipitacao do biossurfactante fora
do complexo

N\l/
~— o
— e

Fonte: Adaptado de (AHMAD et al., 2018).
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7

Remover os metais pesados efetivamente do solo € um grande desafio. A
lixiviacdo do biossurfactantes visa principalmente remover metais dos solos através da
quelacdo de metais com seus respectivos grupos de funcbes e transformacédo das
fracbes de especiacdo dos metais para aumentar a sua mobilidade (YANG et al.,
2018).

A literatura relata que a técnica de biorremediacdo usando biossurfactantes é o
melhor método para eliminar metais pesados do solo, mostrando 100% de eficiéncia.
De acordo com Guan et al. (2017), a eficiéncia de biossurfactantes para remocao de
metais pesados de lodos e solos alcancaram taxas de remocéo de 90 - 100 % para
cobre (Cu), zinco (Zn), cromo (Cr) e cadmio (Cd). Os surfactantes naturais séo
considerados eficazes no tratamento de solos contaminados com Oleos cru e diesel
(AKBARI et al., 2018).

De acordo com Sarubbo et al. (2015), biossurfactantes alcancados através de
amostras de Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp. foram utilizados na atividade de
flotacdo e separacdo de formacBes de minerais de calcita e scheelita, conseguindo
percentuais de recuperacdo em torno de 95% para CaWO, (tungstato de célcio) e de
30% para CaCOQOgs, (Carbonato de célcio) respectivamente, salientando que reagentes

quimicos convencionais ndo tem a capacidade de separar estes dois minerais.

Rocha Junior et al. (2019) realizaram testes envolvendo biossurfactante bruto e
isolado para remover metais pesados de areia contaminada em condi¢cées dinamicas e
estéticas. As taxas de remocéao variaram de 30 a 80 % e 45 a 65 % para remocao de
Zn e Cu em testes dindmicos e estaticos, respectivamente. O biossurfactante também
se mostrou capaz de remover Pb em condi¢des dindmicas, com taxa de remocéao de 15
%.

Tang et al. (2018) utilizaram uma combinacdo de ramnolipidios e saponina em
um processo de multiplas lavagens de lodo contaminado com metais, os resultados
indicaram que apos diversas lavagens as eficiéncias de remocao de Cu, Zn, Cr, Pb, Ni
e Mn foram de 62%, 74 %, 60 %, 15 %, 68 % e 64 %, respectivamente. Posteriormente
as lavagens para remocgao dos metais o lodo ainda se mostrou adequado para

utilizag&o na agricultura.
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O Dbiodispersan, biossurfactante de carater anidnico produzido por A.
calcoaceticus, foi avaliado quanto a atividade de prevencéo da floculacdo e dispersao
de misturas de pedra calcéria e agua. Os biossurfactantes de C. bombicola

demonstraram eficiéncia na solubilizacéo de carvdo (SARUBBO et al., 2015).

Luna et al. (2016) realizaram testes de remocdo de poluentes organicos e
obtiveram como resultado taxas de remocédo de 95, 90 e 79% para Fe, Zn e Pb,
respectivamente, utilizando o biossurfactante produzido pela levedura Candida
sphaerica.

Segundo Jacob et al. (2018), microrganismos dos
géneros Bacillus e Pseudomonas tém sido amplamente utilizados para a remocéao de
metais pesados de efluentes e solos devido a sua alta afinidade de ligacdo aos metais,
esses microrganismos tem a capacidade de absorver uma quantidade substancial
de ions metalicos, resultando na transferéncia de metais para uma matriz de biomassa

contaminada.

3.6Utilizagao Industrial de Biossurfactantes

Baixa toxicidade, boa biodegradabilidade e bioatividade especifica fornecem
biossurfactantes com grande potencial para aplicacdes praticas, em particular nas
areas de cosmeéticos, saude e industrias alimenticias (LIU et al., 2020).

Os biossurfactantes possuem uma vasta gama de aplicacbes em diferentes
setores, como cosméticos, farmacéuticos, alimenticios, petréleo, aguas residuais,
agricultura, téxteis, pintura e diversos outros setores. Esses compostos sdo conhecidos
como agentes multifuncionais, incluindo agentes estabilizadores, umectantes,
antimicrobianos, hidratantes, emulsificantes e antiadesivos (AKBARI et al.,, 2018). A

Tabela 2 demonstra algumas aplica¢cbes de biossurfactantes em processos industriais.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/waste-water
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/metal-binding
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/metal-ion
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Tabela 2 - Aplicacbes de biossurfactantes em diferentes indUstrias

IndUstrias Aplicacbes

34

Referéncias

Lavagem corporal, produtos para o cabelo, lo¢cdes, sombra
para os olhos, tratamento para acne, coloracao labial,
desodorantes, produtos anti-rugas, suavizacao da pele,
Farmacéutica/Cosméticos agente antimicrobiano, agente antifingico, agentes anti-
adesivos, agente anticancer, agente antiviral, agentes

espumantes.

ROY, (2017); VECINO et al. (2017);
AMBAYE et al. (2021)

Agentes emulsificantes, agente antiadesivo, agente

Alimenticia antimicrobiano, preservacao de alimentos.

RIBEIRO; GUERRA e SARUBBO et al.
(2020); PARTHASARATHI e SUBHA
(2018)

Emulsionante, demulsificante, intensificador de recuperagéo

Petréleo de 6leo, assistente de transporte.

AMBAYE et al. (2021); FENIBO et al.
(2019)

Agente biocomposito, agente de remocao de metais

Tratamento de agua residual pesados, bioabsorvente.

SINGH; PATIL e RALE (2019); AMBAYE et
al. (2021)

Lubrificante, agente de limpeza, agente de nivelamento,

Téxtil assistente de branqueamento.

RAWAT; DHASMANA e KUMAR (2020)

Agente de remediacéo de solo, fungicidas, bactericidas,
pesticidas, remocéo de metais pesados, agente de remogéo

Agricultura de doencas de plantas, colonizagdo de raizes.

KUMAR et al. (2021)
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RESUMO

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Candida bombicola

A utilizacdo dos biossurfactantes desperta grande interesse industrial em funcao da
diversidade de estruturas e producdo a partir de fontes renovaveis. A presente
invencdo descreve 0 processo para obtencdo de biossurfactante por Candida
bombicola. O processo é realizado em escala de bancada, por fermentacdo aerobia,
utilizando o meio de cultura constituido por melaco, milhocina e éleo de soja residual
como matéria prima renovavel, durante 144 horas a 28 °C a 200 rpm. O biossurfactante
obtido, denominado Bombisan, apresenta capacidade de reducéo da tensdo superficial
para 25 mN/m, uma Concentracdo Micelar Critica de 0,5 g/L e um excelente
rendimento de 16 g/L, o que o faz capaz de concorrer com os surfactantes quimicos

atualmente disponiveis no mercado.
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PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Candida bombicola

Campo Técnico

[001] A presente invencao refere-se a um processo de obtencdo de um novo
biossurfactante, nomeado de Bombisan, produzido pela levedura Candida bombicola a
partir de residuos industriais, constituido por melaco (residuo do processamento de
acucar), milhocina (residuo da industria do processamento do milho) e éleo vegetal de

soja residual atendendo aos requisitos essenciais de sustentabilidade.

Estado da Técnica

[002] Os surfactantes sdo compostos anfifilicos formados por estruturas moleculares
contendo porg¢des hidrofilicas e hidrofébicas, que tendem a se distribuir nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua), com capacidade de
diminuir a tensdo superficial e interfacial (KUMAR e NGUEAGNI et al.,, 2021,
CHAPRAO et al., 2018; AKBARI et al., 2018).

[003] Os surfactantes mais produzidos atualmente sdo quimicamente derivados do
petréleo, todavia, esses agentes tensoativos sintéticos séo toxicos e dificeis de
decompor através da acdo de microrganismos. Nos Ultimos anos, esses problemas
motivaram a comunidade cientifica a procurar surfactantes alcancados através da
producdo microbiana, os biossurfactantes (GAUR et al., 2022; ROCHA E SILVA et.,
2019). Devido a sua origem biolégica os tensoativos microbianos possuem diversas
vantagens, como: baixa toxicidade; biodegradabilidade; compatibilidade com o meio
ambiente, sdo altamente seletivos e especificos devido a sua capacidade de atividade
em ambientes extremos (pH, temperatura e salinidade) (ADETUNJI e OLANIRAN,
2021).

[004] Os biossurfactantes sao classificados de acordo com seu peso molecular,
composicdo quimica e origem microbiana. Quanto a origem microbiana, existe uma

grande diversidade de microrganismos produtores distribuidos nos mais diversos
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géneros, abrangendo diferentes espécies de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras. Esses microrganismos sdo responsaveis pela producéo de biossurfactantes

com notavel diversidade estrutural e funcional (VIEIRA et al., 2021).

[005] As propriedades mais importantes avaliadas na busca de biossurfactantes
considerados promissores, sdo a reducdo da tenséo superficial abaixo de 30mN/m,
baixa Concentracdo Micelar Critica (CMC), capacidade de estabilidade térmica, pH,

auséncia de toxicidade e reducéo da viscosidade de poluentes hidrofébicos.

[006] Embora os biossurfactantes sejam uma alternativa aos surfactantes quimicos,
seus altos custos do processo ainda dificultam sua producdo em escala industrial. O
desenvolvimento de um processo competitivo a termos de custo é de grande
importancia, levando em consideracdo que o0s custos de produgdo sé&o
significativamente maiores do que os surfactantes sintéticos. Novas abordagens
precisam ser exploradas, como a utilizacao de fontes alternativas. A utilizacdo dessas
estratégias reduz de 10 a 80 % dos custos gerais de producdo. O emprego de
processos biotecnologicos na producdo de biossurfactantes sdo mais rentaveis em
longo prazo, visto que, implicam em menos desperdicios de material e energia
(MOUTINHO et al., 2021). Varios residuos renovaveis e de baixo custo sao
empregados como substratos para a producao de biossurfactantes, estabelecendo uma
estratégia eficaz de reducdo de custos associada ao gerenciamento de residuos
(SINGH; PATIL; RALE, 2019).

[007] O Brasil € um grande produtor e exportador de produtos agricolas. Essa alta
produtividade gera um enorme volume de residuos com potencial poluidor. Contudo,
esses residuos agroindustriais podem ser utilizados na fabricacdo de produtos de alto
valor agregado, perminindo a utilizagdo dos mais variados residuos para fins produtivos
como desenvolvimento e inovacdo de novas tecnologias, minizando os impactos
ambientais causados por praticas inadequadas de descarte (NUNES et al.,, 2021)
Vérios processos biotecnoldgicos tém sido desenvolvidos para a utilizacdo desses
residuos agroindustriais na producdo de compostos de interesse, tais como enzimas,

biocombustiveis, aminoacidos e biossurfactantes.
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[008] Dessa forma, o potencial microbiano para a producdo de biossurfactantes
empregando substratos agroindustriais de baixo custo pode tornar o processo de

producao global sustentavel e econémico (SODHI et al., 2022).

[009] Diante desse cenério, € de extrema importancia a obtencdo de biossurfactantes
a partir de microrganismos utilizando residuos industriais como substratos, pois € uma
alternativa de minimizar os impactos ambientais e representa um elevado interesse

industrial e ambiental.

Problemas do Estado da Técnica

[010] Os surfactantes séo produzidos quimicamente a partir de derivados de petroleo,
causando sérios problemas devido a sua ndo biodegradabilidade e toxicidade.

Enquanto que os biossurfactantes séo naturais e produzidos via microbioldgicas.

[011] Em formulacdes industriais, os surfactantes quimicos sdo amplamente utilizados
de forma continua e prolongada, como principio ativo em varios produtos de higiene e
detergentes e podem causar efeitos alérgicos aos seres humanos. No entanto, assim
como os surfactantes quimicos, os biossurfactantes também podem ser aplicados nos
mais diversos setores industriais devido as suas propriedades fisico-quimicas, com o
diferencial de ser uma biomolécula natural, biodegradavel e atoxica, que ndo causa

danos aos seres humanos e ao meio ambiente.

[012] Uma problematica com relacdo a comercializacdo de biossurfactantes de origem

microbiana, esta relacionado ao elevado custo de producéo.

[013] Uma alternativa para reduzir o custo do processo, para a obtencdo do
biossurfactante, estda no uso de residuos industriais. No entanto, uma atencdo
diferenciada deve ser dada para a escolha dos residuos, de modo que contenha um
adequado balanco de nutrientes, permitindo o desenvolvimento dos microrganismos.
Além disso, esta tecnologia dispensa o0 uso de constituintes de alto valor econémico, o

que viabiliza o processo, uma vez que 0 meio de producdo representa,
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aproximadamente, 60% do custo final do produto e ao mesmo tempo, contribui com a
reducdo da poluicdo ambiental.

[014] Nesse sentido, o desenvolvimento de um processo para obtencdo de um
biossurfactante atéxico, biodegradavel e com propriedades superiores aos surfactantes
quimicos, atende aos padrdes da sustentabilidade e tecnologias ecologicamente

correta.

Objetivo da Invencgao

[015] A presente invencdo tem como objetivo o processo de producdo de um novo
biossurfactante, Bombisan, obitido a partir da Candida bombicola, utilizando melaco,
milhocina e O6leo de soja residual, com potencial uso em formula¢des industriais

(detergentes) e na biorremediacéao.

Vantagem da Invencéo

[016] O biossurfactante isolado de Candida bombicola, Bombisan, quando comparado
a surfactantes sintéticos, apresenta excelente capacidade de reducdo da tensédo
superficial e baixa Concentracdo Micelar Critica. Essas propriedades caracterizam o
Bombisan como uma biomolécula nova, ativa, com possivel biocompatibilidade para

uso em produtos industriais de limpeza (detergente) e biorremediagéo.

[017] O bioprocesso para a obtengdo do Bombisan atende aos requisitos de
sustentabilidade ambiental, por ser sintetizado a partir de microrganismos utilizando
matéria prima renovavel, empregando como substratos um processo alternativo no

tratamento de residuos.

[018] O biossurfactante pode ser produzido a partir de substratos renovaveis e residuos

agroindustriais.
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Breve descricdo dos desenhos

[019] Figura 1 — Etapas de producao do biossurfactante por Candida bombicola

[020] A Figura 1 apresenta as etapas de producdo do biossurfactante a partir da
levedura C. bombicola em meio composto por residuos industriais em frascos de

Erlenmeyer, seguida da otimizacédo do isolamento do biossurfactante.

[021] Figura 2 — Biossurfactante isolado submetido a analise de tenséo superficial e

Concentracao Micelar Critica (CMC)

[022] A Figura 2 apresenta o biossurfactante extraido do liquido metabdlico (isolado)
sendo avaliado através da tensdo superficial e Concentragdo Micelar Critica (CMC)

para comprovacao das propriedades do biossurfactante.

Descrigdo Geral da Invencgéo

[023] A presente invencdo propfe um processo biotecnolégico de um novo
biossurfactante, denominado Bombisan, obtido por biossintese da Candida bombicola,
através da bioconversdao de residuos industriais (melaco, milhocina e 6leo de soja

residual).

[024] De acordo com os dados obtidos na literatura especializada, a eficiéncia de um
biossurfactante é dada pela reducédo da tensdo superficial para valores abaixo de 30
mN/m. Assim o Bombisan, biossurfactante obtido pela Candida bombicola, € aqui
repostado como uma biomolécula com excelente agéo tensoativa, capaz de reduzir a
tensdo superficial para 25 mN/m e uma Concentragéo Micelar Critica (CMC) de 0,5 g/L,
demonstrando seu potencial para concorrer com os surfactantes sintéticos atualmente

disponiveis no mercado.

[025] O Bombisan, biossurfactante bruto excretado por C. bombicola no meio formulado

por residuos industriais (melago, milhocina e 6leo de soja - apés fritura), possui um
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excelente rendimento (16 g/L), e esta também é uma caracteristica fundamental para

viabilizar a comercializacao de biossurfactantes.

Descricao Detalhada da Invencéao

[026] Na presente invencdo, um novo biossurfactante, Bombisan, € obtido pela
bioconversao dos residuos industriais (melaco, milhocina e 6leo de soja - apos fritura)

por Candida bombicola.

[027] Na primeira etapa, o in6culo é realizado utilizando a levedura Candida bombicola,
mantida em meio Yeast Mold Agar (YMA) composto por: extrato de malte (3 g/L),
extrato de levedura (3 g/L), triptona (5 g/L), D-glicose (10 g/L) e Agar (20 g/L), que
quando excluido o &gar constitui 0 meio do pré-inéculo YMB (Yeast Mold Broth), ambos
com pH final 5,5. Para obtencédo do pré-indculo a levedura C. bombicola é transferida
para frascos de Erlenmeyer contendo meio liquido Yeast Mold Broth (YMB) e incubada

a 150 rpm em Shaker orbital a 28°C, durante 24 horas.

[028] Na segunda etapa, o meio de producdo é realizado com &gua destilada
suplementada com 5,0 % de melaco, 3,0 % de milhocina e 2,5 % de 6leo vegetal - apds
fritura. Em seguida, o meio de producao é esterilizado em autoclave a 121°C, durante

20 minutos.

[029] Na terceira etapa, a producdo de biossurfactante é realizada em Erlenmeyer
contendo uma suspens&o da levedura de 10* células/mL do pré-inéculo e 1,0 L do meio

de producgéo, incubados a 200 rpm em Shaker orbital a 28°C, durante 144 horas.

[030] Na quinta etapa, a confirmacao da producéo é realizada por medicdo da tensao
superficial no biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células), pelo método do

Anel de Du Nuoy, em tensibmetro automatico.



52
Silva, R.R. Producéo de biossurfactante e aplicacdo na remediacédo de ambientes cont...

[031] A etapa de extracdo do biossurfactante presente no meio é realizada utilizando
um meétodo contendo um solvente organico, o acetato de etila. A extracdo foi realizada
em uma proporcdo 1:4 (v/v) do liquido metabdlico ndo centrifugado. O processo foi
repetido duas vezes, posteriormente, o solvente foi levado para centrifugacdo durante
15 minutos a 4500 rpm. Em seguida, a fase orgéanica foi transferida para um funil de
separacdo descartando-se a possivel fase aquosa evidenciada devido a lavagem do
mesmo utilizando a adicdo de uma solucdo saturada de cloreto de sodio (NacCl). O
solvente foi seco com sulfato de sédio e em seguida filtrado. Por fim, fase organica foi
levada para chapa aquecedora para evaporacdo do solvente e obtencdo do
biossurfactante isolado.

[032] Apds a etapa de extracdo do Bombisan, a Concentracao Micelar Critica (CMC) foi
determinada pela medicao da tenséo superficial de diluicbes do biossurfactante isolado
em agua destilada para um valor constante da tenséo superficial.



53
Silva, R.R. Producéo de biossurfactante e aplicacdo na remediacédo de ambientes cont...

REINVIDICACOES

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Candida bombicola

01.Processo para obtencdo de um novo biossurfactante obtido pela levedura
Candida bombicola, caracterizado por ser obtido a partir de um meio de cultura
formulado por residuos agoindustriais melaco (residuo do processamento de
acucar), milhocina (residuo da industria do processamento do milho) e dleo

vegetal de soja residual.

02. Processo de acordo com a reivindicagdo 1:
Caracterizado por ser um processo para obtencdo de um biossurfactante, a

partir de uma fermentacé&o biolégica, por uma levedura.

03.Processo de acordo com a reivindicagéo 1:
Caracterizado por ser um processo para obtencdo de biossurfactante por
Candida bombicola com excelente capacidade de reducéo da tenséo superficial

para 25 mN/m.

04.Processo de acordo com a reivindicacao 1:
Caracterizado por ser um processo para obtencdo de biossurfactante com

rendimento de 16 g por litro.

05.Processo de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por ser um processo para obtencdo de biossurfactante por

Candida bombicola com Concentracéo Micelar Critica (CMC) de 0,5 g/L.
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FIGURAS

FIGURA 1

FIGURA 2
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CAPITULO Il

Patente depositada (INPI): NOVO BIOPRODUTO (BOMBISAN) COM
POTENCIAL DE APLICACAO NA REMOCAO DE METAIS PESADOS

Numero do processo: BR 10 2022 004611 5
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RESUMO
NOVO BIOPRODUTO (BOMBISAN) COM POTENCIAL DE APLICACAO NA
REMOCAO DE METAIS PESADOS

O interesse industrial pelos surfactantes de origem microbiana tem se intensificado nos
altimos tempos em funcdo das caracteristicas desses compostos, como
biodegradabilidade, toxicidade reduzida e da eficiéncia destes na remocédo de metais
pesados e compostos organicos hidrofobicos em solos e aguas. A presente invencao
trata de um novo bioproduto (Bombisan), biodegradavel e obtido por levedura a partir
de residuos industriais. O Bombisan apresenta alta capacidade emulsificante,
estabilidade em ampla faixa de pH (2-12), temperatura (0, 5, 70 100 e 120 °C) e
salidade (2-12), além da capacidade de remocdo de metais pesados em solo e
efluentes contaminados. O Bombisan foi caracterizado como uma molécula anibnica e
polimérica, composto por carboidratos, lipideos e proteinas. O biossurfactante néo
apresentou toxicidade, demonstrou excelentes resultados na remocao de metais
pesados Fe, Zn e Pb em solo contaminado sob condicBes dinamicas. Testes em
colunas empacotadas também confirmaram a capacidade do biossurfactante na
remocao de Fe, Zn e Pb sob condi¢des estaticas. Devido a essas caracteristicas, 0
biossurfactante obtido pode ser empregado na descontaminacdo de aguas e solos

contaminados por metais pesados e na recuperacéo avancada de petroleo.
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NOVO BIOPRODUTO (BOMBISAN) COM POTENCIAL DE APLICACAO NA
REMOCAO DE METAIS PESADOS

Campo Técnico

[001] A presente invencédo refere-se ao desenvolvimento de um novo bioproduto
constituido por surfactante natural (biossurfactante), produzido em meio contendo
residuos agroindustriais, que apresenta potencial aplicacdo na remocdo de metais

pesados.

[002] Bioproduto biodegradavel que proporciona uma utilizacdo inovadora através de
sua caracteristica atoxica e eficiente na remocdo de metais pesados em solos e

efluentes, com relacéo aos demais produtos existentes no mercado.

Estado da Técnica

[003] Os biossurfactantes séo sintetizados por leveduras, bactérias e fungos
filamentosos, e também podem ser extraidos de plantas (SILVA SANTOS et al., 2021).
Podem ser aplicados em diferentes setores industriais, como 0s de cosméticos,
farmacéutica, alimenticia, petréleo, téxtil e podem ser utilizados na aplicacdo de solos
contaminados (AKBARI et al., 2018).

[004] S&o moléculas caracterizadas principalmente pela reducéo da tensao superficial
entre sistemas imisciveis (Santos et al., 2016). Além disso, sao classificados em 3

grupos principais: tensoativos néo iénicos, anionicos e catiénicos (CHENG et al., 2020).

[005] A capacidade do biossurfactante em manter a sua atividade tensoativa e
emulsificante inalterada apés a exposi¢do a condi¢cdes extremas de tempertura, pH e
diferentes concentracbes de Cloreto de sodio, tem sido frequentemente investigada,
em funcdo da necessidade para o direcionamneto da sua aplicacéo industrial (Santos
et al., 2016).
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[006] Os biossurfactantes apresentam uma série de vantagens sobre suas contrapartes
sintéticas: menor toxicidade, propriedades antimicrobianas, biodegradabilidade e
compatibilidade ambiental. Aléem de serem produzidos em substratos renovaveis
(CHENet al., 2011).

[007] Os biossurfactantes séo classificados quanto a sua estrutura quimica, como
glicolipideos, lipopepitideos, lipopolissacarideos e fosfolipideos. Os glicolipideos, em
especial, sdo constituidos pela combinacdo de carboidratos e lipideos, podendo ser
produzidos tanto por leveduras como por bactérias e no mercado global, estdo entre os
biossurfactantes mais vendidos para formulacéo de produtos de limpeza e cosméticos.

[008] Devido a sua diversidade estrutural e propriedades funcionais, o0s
biossurfactantes desempenham papéis de grande importancia em aplicacdes
ambientais. Tecnologias de remediagédo utilizando biossurfactantes e microrganismos
produtores ajudam a limpar hidrocarbonetos e metais pesados de areas poluidas
(JAHAN et al., 2020).

[009] Sendo assim, a presente invencdo oferece um bioproduto (Bombisan)
biodegradavel, atdxico, estavel e com potencial de aplicacdo na remocdo de metais
pesados em solos e efluentes contaminados, proporcionando geragcdo de tecnologia

sustentavel.

Problemas do Estado da Técnica

[010] A contaminagdo dos solos e agua por metais pesados surge como resultado das
diversas atividades industriais, incluindo mineragéo, fundicdo de metais e producao de
baterias automobilisticas. Diante dessa realidade, a necessidade do desenvolvimento
de novas tecnologias para a remediacdo dos contaminantes gerados torna-se cada vez

mais emergencial.
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[011] Os surfactantes sintéticos produzidos a base de petréleo sdo utilizados para
remediar essas areas contaminadas por metais pesados, portanto podem causar sérios

problemas ambientais e aos seres humanos.

[012] Com a necessidade de preservacdo ambiental, as legislagbes de controle do
meio ambiente tém levado ao desenvolvimento de surfactantes naturais como

alternativa aos produtos existentes.

[013] Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes sédo
denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabodlicos de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. Os substratos mais estudados para a producéo dos
biossurfactantes tém sido os hidrocarbonetos, carboidratos e 6leos vegetais, embora a
producdo ainda ndo seja economicamente vantajosa quando comparada a producao de

surfactantes sintéticos.

[014] Devido a sua origem biolégica os tensoativos microbianos possuem diversas
vantagens, como baixa toxicidade; biodegradabilidade; compatibilidade com o meio
ambiente, sdo altamente seletivos e especificos devido a sua capacidade de atividade
em ambientes extremos (pH, temperatura e salinidade) (ADETUNJI; OLANIRAN,
2021).

[015] Atualmente, as empresas sdo cobradas pela sociedade paraproduzirem produtos

ambientalmente corretos como alternativa sustentavel.

[016] O grande desafio dos biossurfactantes € o elevado custo de produgdo comparado

aos surfactantes sintéticos.

[017] Os biossurfactantes possuem elevado valor comercial quando comparado aos
surfactantes sintéticos. A diferenca de valor chega a ser 50 vezes maior para 0s

biossurfactantes quando comparados aos surfactantes sintéticos.
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[018] Diante desse cenario, a extrema importancia da utilizagdo de um bioproduto
biodegradavel e atdéxico como uma alternativa de remediar, e minimizar os impactos

ambientais representa um elevado interesse industrial e ambiental.

Objetivo da Invencao

[019] A presente invencdo tem como objetivo um novo bioproduto (Bombisan)
produzido por levedura Candida bombicola, com potencial de aplicagdo na remocéo de

metais pesados contidos em solos e efluentes industriais.

Vantagens da Invengao

[020] O Bombisan é uma alternativa promissora para estimular o mercado mundial na
utilizacao de produtos menos toxicos, biodegradaveis e com menor impacto ambiental,

além de proporcionar inovacao e geracao de tecnologia sustentavel.

[021] Utilizagdo de um bioproduto biodegradavel, o biossurfactante pertence a “Quimica
Verde”, ou seja, uma classe de compostos quimicos que ndo causam contaminagao ao

meio ambiente.

[022] O Bombisan apresenta capacidade surfactante e emulsificante, bem como
estabilidade em condi¢cdes adversas (temperatura, pH e salinidade), é atoxico e
biodegradavel, apresentando-se ser promissor na remocao de metais pesados.

[023] O Bombisan é produzido ecologicamente correto através do cultivo de um micro-

organismo.

[024] Em comparagdo com alguns surfactantes quimicos e biossurfactantes que ja sao
comercializados, o Bombisan ndo apresenta toxicidade. Esta € uma propriedade
importante, uma vez que, existe uma crescente preocupacdo com efeitos alérgicos e

toxicos de produtos, seja em produtos de limpeza e no meio ambiente.
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[025] O Bombisan obtido apresentou capacidade emulsificante, poder de reducao de
tensdo superficial, estabilidade em ampla faixa de pH, temperatura e salinidade, além
de capacidade de remocédo de metais pesados adsorvidos em solo. Devido a essas
caracteristicas o biossurfactante obtido pode ser empregado em recuperacéo avancada
de petroleo, na descontaminagédo de aguas contaminadas com 0leos e na remediagéo

de solos contaminados por metais pesados.

Breve descricdo dos desenhos

[026] A Figura 1 mostra o fluxograma da avaliagcdo das propriedades e aplicacdes do

bioproduto Bombisan.

[027] A Figura 2 mostra a representagéo da estabilidade da tens&o superficial frente a
diferentes variagdes (A) NaC (2-12), (B) Temperaturas (0,5,70, 100 e 120°C) e (C) pH
(2-12) do Bombisan

[028] A Figura 3 mostra a representacdo da estabilidade do indice de emulsificacdo
frente a diferentes variagdes (A) NaC (2-12), (B) Temperaturas (0,5,70, 100 e 120°C) e
(C) pH (2-12) do Bombisan

[029] A Figura 4 mostra os espectros da caracterizacdo quimica por Infravermelho do

bioproduto (Bombisan).

[030] A Figura 5 mostra os espectros da caracterizacdo quimica por Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) do Bombisan.

[031] A Figura 6 mostra a representacdo em (A) Teste estatico utilizando coluna
empacotada contendo solo contaminado com metais pesados Ferro, chumbo e zinco.
(B) Resultados de remocédo dos metais pesados Pb, Fe e Zn contidos em solo
contaminado pelo biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células) e em

diferentes concentracdes do biossurfactante isolado (Bombisan) em ensaio estatico
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[032] A Figura 7 mostra a representacdo dos resultados de remocdo dos metais
pesados Pb, Fe e Zn contidos em solo contaminado pelo biossurfactante bruto (liquido
metabdlico livre de células) e em diferentes concentracdes do biossurfactante isolado

(Bombisan) em ensaio dinamico.

[033] A Figura 8 mostra a representacdo da cinética de remocédo dos metais pesados
Pb, Fe e Zn contidos em solo contaminado pelo biossurfactante bruto (liquido

metabolico livre de células) ao longo de 24 horas.

[034] A Tabela 1 mostra a representacédo dos resultados da condutividade antes e apos
a adicdo do bioproduto (Bombisan), em diferentes concentracdes, em solucdes

metalicas contendo nitrato de chumbo e nitrato de cadmio

Descricao Geral da invencao

[035] A presente invencdo propde um bioproduto (Bombisan), produzido em meio

sustentavel contendo melago, milhocina e dleo de soja residual.

[036] O bioproduto Bombisan de carga anidnica, demonstrou valores estaveis de
tensdo superficial e indice de emulsificacdo, apos a exposicao a diferentes valores de
pH (2, 4, 6, 8, 10 e 12), temperatura (0, 5, 70, 100 e 120 °C) e concentracdes de NacCl
(2, 4, 6, 8, 10 e 12 %), comprovando que é potencialmente ativo ap0s as referidas

exposicoes.

[037] A elucidacdo da estrutura molecular do Bombisan consiste em espectroscopia de

infravermelho, RMN e carga ibnica.

[038] A carga ibnica do Bombisan é identificada pela analise do Potencial Zeta em
equipamento (modelo ZM3-DG+3.0 Zeta Meter).
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[039] O Bombisan isolado possui natureza polimérica. Os carbonos saturados
presentes na molécula sdo responséaveis pela fracdo hidrofébica da estrutura; possuem
grupos funcionais de acidos graxos e cadeia lateral de alguns aminoacidos; lipideos;

proteinas; oligo e polissacarideos.

[040] A toxicidade do Bombisan é avaliada em teste estético baseado na germinagéo
de sementes e no alongamento da raiz vegetal de alface (Lactuca sativa).

[041] ApOs a elucidacdo da estrutura, 0 Bombisan foi testado quanto a sua capacidade
de remocao de metais Pb, Zn e Fe em solo em ensaios dindmicos e estaticos.

[042] O Bombisan apresentou excelentes resultados de remoc¢ao dos metais. No ensaio
dindmico, o biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células) foi capaz de
remover significativamente 48, 71 e 88 % de chumbo, Zinco e Ferro do solo,
respectivamente. O tratamento onde foi utilizada solucdo do biossurfactante isolado
(Bombisan) a 1% demonstraram valores de remocao dos metais Fe (80%), Zn (70%) e
Pb (45%), resultados superiores quando comparados aos trabalhos obtidos na

literatura.

[043] A remocdo dos metais pesados utilizando o Bombisan demonstrou otima
eficiéncia no ensaio estatico. O tratamento do solo na concentracdo de 1 % de
biossurfactante isolado (Bombisan) alcancaram capacidade de remocdo dos metais
com 40, 60 e 65 % para Pb, Zn e Fe, respectivamente. O biossurfactante bruto (liquido
metabdlico livre de células) também apresentou 6tima eficiéncia de remocdo com

percentuais de 37, 58 e 60 % para Pb, Zn e Fe, respectivamente.

[044] A cinética de remocdo de metais pesados foi estudada em um periodo de 24
horas com o objetivo de reduzir o tempo de agdo do Bioproduto (Bombisan). O
experimento cinético mostrou que os melhores resultados de remocdo de metais
pesados foram obtidos ao final das 24 horas de experimento, onde atingiu remocao de
50, 70 e 85 % para Pb, Zn e Fe, respectivamente.
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[045] O Bombisan apresentou resultados bastante promissores na reducédo da
condutividade das solu¢des contendo os metais pesados cadmio (Cd) e chumbo (Pb).

Descrigdo detalhada da Invencgéo

[046] A presente invencdo propde um bioproduto (Bombisan), produzido em meio

sustentavel contendo melaco, milhocina e 6leo de soja residual.

[047] A estabilidade do Bombisan é avaliada no liquido metabdlico livre de células,
apos a exposicao a diferentes valores de pH (2 - 12), temperatura (0, 5, 70, 100 e 120
°C) e concentragdes de NaCl (2 -12 %).

[048] Apds a etapa de estabilidade, é avaliada a toxicidade do Bombisan.

[049] A elucidacdo da estrutura molecular do Bombisan consiste em espectroscopia de
infravermelho, RMN e carga ibnica.

[050] A primeira andlise para o conhecimento da estrutura do Bombisan é a
espectroscopia por InfraVermelho, onde a estrutura quimica e os componentes da
amostra isolada do biossurfactante foram determinados.

[051] A segunda andlise para o conhecimento da estrutura do Bombisan é a
espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), onde o biossurfactante
isolado e semi-purificado foi dissolvido em cloroformio, e as solugdes foram colocadas

em um tubo magnético nuclear e foram analisadas.

[052] A carga ibnica do Bombisan é identificada pela analise do Potencial Zeta em
equipamento (modelo ZM3-DG+3.0 Zeta Meter).

[053] Apos a elucidacéo da estrutura, 0 Bombisan foi testado quanto a capacidade de
remocgéo dos metais Pb, Zn e Fe em solo, utilizando ensaio dinamico. O processo de

lavagem do solo foi realizado em funcdo da concentracdo da solucdo do
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biossurfactante (Bombisan) (%2 CMC (0,25¢g/L), 1CMC(0,5g/L) e 2CMC(1g/L),
biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células), e adgua destilada como
controle. As amostras foram incubadas em shaker com rotacdo orbital a 200 rpm
durante 24 h a 27 °C e posteriormente foram centrifugadas a 5000 g por 10 minutos. O
liguido sobrenadante foi submetido a quantificacdo dos metais pesados utilizando
espectrometro ICP-OES Optima 7000DV, PerkinElmer (LUNA et al., 2015).

[054] Em seguida, um outro teste foi realizado para avaliar a capacidade do Bombisan
na remocao dos metais Pb, Zn e Fe utilizando ensaio estatico. O solo contaminado com
metais foi colocado em colunas de vidro (57 cm de altura e 3,0 cm de diametro). As
solucdes utilizadas para os testes foram: agua destilada, como controle; solucdo do
biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células) e do biossurfactante isolado
(Bombisan) em diferentes concentracbes (%2 CMC (0,25g/L), 1CMC(0,5¢/L) e 2
CMC(1g/L). Apos a lavagem das colunas, as amostras do solo foram submetidas a
guantificacdo dos metais pesados utilizando espectrometro ICP-OES Optima 7000DV,

PerkinElmer.

[055] A cinética de remoc¢do dos metais pesados Fe, Pb e Zn é avaliada utilizando o
Bombisan. Amostras de 5,0 g do solo foram adicionadas a 50 mL da solucdo do
biossurfactante (Bombisan), agitadas a 150 rpm durante 0,5, 1, 3, 6, 12 e 24 horas e
entdo centrifugadas a 5000 g por 15 min. Apds a lavagem, as amostras do solo foram
submetidas a quantificacdo dos metais pesados utilizando espectrémetro ICP-OES
Optima 7000DV, PerkinElmer (ROCHA JUNIOR et al., 2019).

[056] Por ultimo, a avaliacdo da condutividade do Bombisan é medida em um
condutivimetro Tec-4MP. Solucdes do biossurfactante isolado (Bombisan) (*2 CMC
(0,25¢g/L), 1CMC(0,5¢g/L) e 2 CMC(1g/L), foram adicionadas a solu¢cdes de um efluente
sintético preparado com nitrato de chumbo e nitrato de cadmio, separadamente, na
concentracdo de 500 mg/L em agua deionizada. O precipitado metal-biossurfactante &
removido e a condutividade da solu¢cdo medida (DAS et al., 2009).
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REINVIDICACOES

NOVO BIOPRODUTO (BOMBISAN) COM POTENCIAL DE APLICACAO NA
REMOCAO DE METAIS PESADOS

01.Obtencdo de um novo bioproduto produzido por levedura a partir de meio de
producédo constituido por residuos agroindustriais, com potencial de aplicacédo na
remocao de metais pesados.

02.Produto de acordo com a reivindicacdo 1:
Caracterizado por ser um bioproduto com potencial de manter sua atividade
apos exposicao a elevadas concentracdes de NaCl, pH e temperaturas.

03.Produto de acordo com a reivindicacdo 1:

Caracterizado por ser um bioproduto aniénico de natureza polimérica.

04.Produto de acordo com a reivindicacdo 1:

Caracterizado por ser um bioproduto atoxico.

05.Produto de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por ser um bioproduto com potencial de aplicagdo na remogao

de metais pesados Chumbo, Ferro e Zinco contido em solos.

06.Produto de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por ser um bioproduto com potencial de aplicacdo na remocéao

de metais pesados em efluentes contaminados com Cadmio e Chumbo.

07.Produto de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por ser um novo bioproduto com potencial de uso em diversos
setores industriais, em especial na remoc¢do de metais pesados, na industria de
cosmeéticos, na industria de petroleo e biorremediacdo de solos e efluentes

contaminados.
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FIGURAS
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TABELA 1

Metal Condutividade Condutividade da solucao apoés adicao do
Pesado das solucbes bioproduto (Bombisan)
metalicas Y% CMC 1x CMC 2 xCMC
(US/Cm)
Pb 670,3 382+1,2 387+1,1 407+1,6
Cd 512,4 360+1,4 366+1,2 392+1,1
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CAPITULO IV
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos realizados nesta pesquisa permitem as seguintes conclusoes:

¢ Residuos industriais podem ser usados como matérias-primas para a geracao
de produtos biotecnoldgicos de alto valor agregado.

e A levedura C. bombicola apresenta potencial como produtora de um agente
surfactante efetivo em termos de atividade tensoativa e emulsificante.

e O biossurfactante demonstrou estabilidade frente a condigcbes extremas de
temperatura, pH na presenca de NacCl.

e O biossurfactante é atoxico frente a sementes vegetais de Lactuca sativa.

e O biossurfactante bruto apresenta potencial de remocédo de metais pesados
adsorvidos em solos, o qual representa uma reducéo de cerca de 60 % do custo
total da producéo.

e Os biossurfactantes bruto e isolado foram eficientes na remocéo de Pb, Fe, Zn
sob condi¢Bes dinamicas e estaticas.

¢ O biossurfactante bruto apresenta rapida acdo na captura dos metais pesados,
demonstrando perspectivas de aplicacao industrial.

e O biossurfactante apresenta capacidade de complexar cations metalicos em
solugcbes aquosas, sugerindo o potencial desse agente como coadjuvante dos

processos de remediacdo de efluentes poluidos por metais pesados.
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ANEXOS
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’ ‘Ha%{ém’;_o 13/03/2022 870220021206
09:30
A INDUSTRIAL | FST RN R
29409161947264027

Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigéo de Invencgéo e entrada na fase nacional do PCT

Ndamero do Processo: BR 10 2022 004610 7

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz#io Social: UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 10847721000195
Naclonalidade: Brasileira
Qualificagio Jurfdica: Instituicao de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua do Principe, 526 - Boa Vista
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 50050-900
Pafs: Brasil
Telefone: 81 21194088
Fax
Emall: propesp@ unicap.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 13/03/2022 as
ELETRONICO 09:30, Peticao 870220021206

Petigio S70220021206, de 13/03/2022, pig. 1/24
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Dados do Pedido

Natureza Patents: 10 - Patente de Invencao (Pl)

Titulo da Invenglio ou Modelo de PROCESSO DE PRODUGAQ DE BIOSSURFACTANTE POR
Utllidade (54): Candida bombicola
Resumo: A utilizacao dos biossurfactantes desperta grande interesse industrial

em fungao da diversidade de estruturas e producgao a partir de fontes
renovaveis. A presente invengao descreve 0 processo para obtencao
de biossurfactante por Candida bombicola. O processo é realizado
em escala de bancada, por fermentacao aerdbia, utilizando o meio
de cultura constituido por melago, milhocina e éleo de soja residual
como matéria prima renovavel, durante 144 horas a 28 °C a 200 rpm.
O biossurfactante obtido, denominado Bombisan, apresenta
capacidade de redugao da tensao superficial para 25 mN/m, uma
Concentracao Micelar Critica de 0,5 g/L e um excelente rendimento
de 16 g/L, o que o faz capaz de concorrer com os surfactantes
quimicos atualmente disponiveis no mercado.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO  £q1a solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 13/03/2022 as
ELETRONICO 09:30, Peticao 870220021206

Peticia 870220021206, de 130372022, pig. 2/24
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INSTITUTO 870220021207
‘ NACIONAL 13/03/2022 054
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

29409161947264116

Pedido nacional de Invengao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigéo de Invencéo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2022 004611 5

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razio Social: UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 10847721000195
Nacionalidade: Brasileira
Quallficagsio Jurfdica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua do Principe, 526 - Boa Vista
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 50050-900
Pals: Brasil
Telefone: 81 21194088
Fax
Emall: propesp@ unicap.br

PETICIONAMENTO  Ega solicitagio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 13/03/2022 as
ELETRONICO 09:34, Peticao 870220021207

Peticio 870220021207, de 130372022, pag. 1/31
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencio (Pl)
Titulo da Invenglio ou Modelo de NOVO BIOPRODUTO (BOMBISAN) COM POTENCIAL DE

Utilidade (54): APLICACAO NA REMOGAO DE METAIS PESADOS
Resumo: O interesse industrial p surfactantes de origem microbiana tem

se intensificado nos Gltimos tempos em funcao das caracteristicas
desses compostos. como biodegradabilidade. toxicidade reduzida e
da eficiéncia destes na remogao de metais pesados e compostos
organicos hidrofébicos em solos e aguas. A presente invencao trata
de um novo bioproduto (Bombisan), biodegradavel e obtido por
levedura a partir de residuos industriais. O Bombisan apresenta alta
capacidade emulsificante, estabilidade em ampla faixa de pH (2-12),
temperatura (0. 5, 70 100 e 120 °C) e salidade (2-12), além da
capacidade de remogao de metais pesados em solo e efluentes
contaminados. O Bombisan foi caracterizado como uma molécula
anidnica e polimérica, composto por carboidratos, lipideos e
proteinas. O biossurfactante nao apresentou toxicidade, demonstrou
excelentes resuitados na remogao de metais pesados Fe, Zn e Pb
em solo contaminado sob condigdes dinamicas. Testes em colunas
empacotadas também confirmaram a capacidade do biossurfactante
na remogao de Fe, Zn e Pb sob condigGes estaticas. Devido a essas
caracteristicas, o biossurfactante obtido pode ser empregado na
descontaminacgao de aguas e solos contaminados por metais
pesados e na recuperacao avangada de petréleo.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO  Ec<ta solicitacao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 13/03/2022 as

ICO

Peticio §70220021207, de 13032022, pig 231
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