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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas com grande potencial de aplicagdo em
varios setores industriais, pelas suas caracteristicas bioquimicas e por serem
compostos naturais com toxicidade reduzida, maior biodegradabilidade e estabilidade
sob condi¢cdes ambientais adversas, em comparagcdo com os surfactantes quimicos.
Este trbalho, teve como objetivo a producéo de biossurfactante por Candida lipolytica
UCP 0988 e aplicacdo na remocdo de 6leo e na estabilidade de nanoparticulas de
prata. O biossurfacatnte foi produzido em meio contendo 4,0% de melaco, 2,5% de
milhocina e 2,5% de 6leo de soja residual, durante 144 horas a 200rpm, ap0s essa
etapa foi realizada a caracterizacéo, avaliacdo da estabilidade, toxicidade e aplicacao
na remocao de 6leo. Nos estudos de crescimento e de producdo de biossurfactante,
a tenséo superficial do meio foi reduzida para 25 mN/m, Concentracédo Micelar Critica
(CMC) de 0,5% e um rendimento de 12 g/L. Testes em condi¢Oes extremas de pH,
temperatura e NaCl indicaram a estabilidade do biossurfactante. As estruturas
guimicas do biossurfactante foram identificadas por Espectroscopia de infravermelho
e Ressonancia magnética, onde revelou a natureza glicolipidica. O biossurfactante de
natureza aniénico néo foi téxico para o microcrustaceo Artemia salina e nem para as
sementes de hortalicas. O biossurfactante demonstrou eficiéncia na remocao do 6leo
em areia, tanto em ensaio estatico, como ensaio cinético, nas concentracdes de
1/2CMC, 1xCMC e 2xCMC apresentando remocdo 70-96%. O biossurfactante
também foi testado como estabilizante na sintese de nanoparticulas de prata como
agente antimicrobiano. Nanoparticulas de tamanho em torno de 20 nm foram obtidas.
A presenca do biossurfactante promoveu estabilidade, sendo observado um potencial
zeta de - 60 mV. O potencial antimicrobiano das AgNPs foi avaliado, contra diferentes
micro-organismos. Foram observadas inibicdo para Staphylococcus aureus (90%),
Echerichia coli (95%), Enterobacter (75,48%) e 70,67% de inibicdo para e
Pseudomonas aeruginosa, 90% para Candida albicans e 85% Aspergillus niger na
concentracdo de AgNPs de 16,50 pg/mL. Os resultados obtidos demonstram que o
biossurfactante de Candida lipolytica tem potencial de utilizacdo em diversos setores
econdmicos, comprovando a versatilidade biotecnoldgica desta biomolécula e sua

importancia industria.

Palavras-chave: Biodetergente, Tensao superficial, Recuperagdo ambiental, Nanoparticula.
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ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules with great potential for application in various
industrial sectors, due to their biochemical characteristics and because they are natural
compounds with reduced toxicity, greater biodegradability and stability under adverse
environmental conditions, compared to chemical surfactants. This work had as
objective the production of biosurfactant by Candida lipolytica UCP 0988 and
application in oil removal and stability of silver nanopatrticles. The biosurfactant was
produced in a medium containing 4.0% molasses, 2.5% cornstarch and 2.5% residual
soybean oil, for 144 hours at 200rpm, after which the characterization, evaluation of
stability, toxicity and application in oil removal. In the growth and biosurfactant
production studies, the surface tension of the medium was reduced to 25 mN/m,
Critical Micelle Concentration (CMC) of 0.5% and a yield of 12 g/L. Tests under
extreme conditions of pH, temperature and NaCl indicated the stability of the
biosurfactant. The chemical structures of the biosurfactant were identified by Infrared
Spectroscopy and Magnetic Resonance, which revealed the glycolipidic nature. The
anionic biosurfactant was not toxic to the microcrustacean Artemia salina or to
vegetable seeds. The biosurfactant demonstrated efficiency in removing oil from sand,
both in static and kinetic assays, at concentrations of 1/2CMC, 1XxCMC and 2xCMC,
showing 70-96% removal. The biosurfactant was also tested as a stabilizer in the
synthesis of silver nanoparticles as an antimicrobial agent. Nanoparticles of size
around 20 nm were obtained. The presence of the biosurfactant promoted stability,
with a zeta potential of -60 mV being observed. The antimicrobial potential of AQNPs
was evaluated against different microorganisms. Inhibition was observed for
Staphylococcus aureus (90%), Echerichia coli (95%), Enterobacter (75.48%) and
70.67% inhibition for Pseudomonas aeruginosa, 90% for Candida albicans and 85%
Aspergillus ninger at the concentration of 16.50 ug/mL AgNPs. The obtained results
demonstrate that the Candida lipolytica biosurfactant has the potential to be used in
several economic sectors, proving the biotechnological versatility of this biomolecule

and its industrial importance.

Keywords: Biosurfactant, Industrial waste, Nanoparticle, Oil removal
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1 INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos decorrentes das Ultimas décadas, mostram que uma das
estratégias para a sintese ecologicamente correta e biocompativel é a utilizacdo de residuos
como meio de producdo para determinados processos. O biossurfactante, € a prova de que é
possivel uma producao sustentavel de um biodetergente a base de residuos industriais, na
recuperacao de acidentes ambientais com hidrocarbonetos e seus derivados (Johnson et al.,
2021).

Os biossurfactantes, assim como 0s surfactantes sintéticos, sdo compostos anfipaticos
com por¢des tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas que se particionam entre interfaces liquidas
com diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio. S&o capazes de aumentar a
solubilidade de moléculas hidrofilicas, reduzindo as tenses superficiais e interfaciais na
interface 6leo/agua (Jahan et al., 2020).

Atualmente, os surfactantes mais produzidos sdo quimicamente derivados do
petrleo. Todavia, esses agentes tensoativos sintéticos séo téxicos e dificeis de decompor
através da acdo de micro-organismos. Em contrapartida, surfactantes naturais obtidos por
via vegetal e microbioldgica, sdo considerados uma alternativa verde em relacdo aos
surfactantes quimicos possuindo muitos atributos desejaveis, principalmente os surfactantes
de origem microbiana, produzidos por bactérias e leveduras como: producdo por micro-
organismos de materiais renovaveis; inUmeras variedades quimicas, ampla gama de
aplicacdes e compatibilidade com o lancamento no ambiente, como alternativa aos produtos
existentes (Sarubbo et al., 2022).

A producdo de biossurfactantes pode apresentar diversas caracteristicas que
mostram seu excelente potencial para producdo, tais como: atividade superficial e
interfacial, tolerdncia a temperatura, pH e forca ibnica, biodegradabilidade, baixa
toxicidade, disponibilidade, especificidade, emulsificacdo (L6pez-Prieto et al., 2021).
Nesse contexto, o presente trabalho remete ao potencial da levedura Candida lipolytica como
produtora de biossurfactante.

Outro estudo que tem despertado grande interesse cientifico € a nanotecnologia. Ela
vem crescendo em virtude da grande quantidade de aplicacOes eficazes em diversos
setores, que vao desde técnicas quimicas tradicionais as tecnologias medicinais e
ambientais (Taram et al., 2021). Estipula-se que uma particula é nano se o seu diametro for
de 1 a 100 nanbmetros (bilionésimo de metro), sendo inclusive nesta faixa encontradas as
nanoparticulas (NPs) consideradas mais praticas e eficazes, tradicionalmente sintetizadas

por vias quimicas (Javed et al., 2020).
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As nanoparticulas de prata AgNPs tém sido usadas em uma ampla variedade de
aplicacdes, por apresentarem propriedades nao toxicas, inorganicas e antibacterianas
(Eswari; Dhagat; Mishra, 2018). Além disso, as NPs exibem area superficial notavelmente
alta, para relacéo de volume e reatividade intrinseca, propriedades fisico-quimicas novas e
distintas dos materiais convencionais (Bezza; Tichapondwa; Chirwa, 2020), podendo ser
ajustadas de acordo com a aplicacdo desejada (Lee; Jun, 2019).

A producéo de AgNPs é tradicionalmente feita através de métodos fisicos e quimicos;
contudo, o interesse pelo uso de métodos de sintese verde esta crescendo devido aos seus
beneficios para eliminar ou minimizar os riscos e aumentar a biocompatibilidade em
aplicacdes ambientais e biomédicas (Abdelghany et al.,, 2018; Bezza; Tichapondwa;
Chirwa, 2020). A sintese verde oferece uma boa relagdo custo-beneficio e é faciimente
escalonada para sintese em larga escala, por ndo ser necessario o uso de alta temperatura,
energia, pressao e produtos quimicos perigosos (Rafique et al., 2017).

Uma das estratégias recentes para a sintese sustentavel, ecologicamente correta e
biocompativel de nanoparticulas metalicas biologicamente ativas é o uso de biossurfactantes
como agentes de cobertura (Kumar et al., 2021).

Nesse sentido, esse trabalho tem como objetivo a producdo, caracterizacdo do
biossurfactante e aplicacdo desse bioproduto na remocdo de Oleo e na estabilizacdo de

nanoparticulas de prata.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar um biossurfactante com potencial de aplicacdo na remocao de 6leo e

como estabilizante das nanoparticulas de prata.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir o biossurfactante utilizando meio contendo residuos industriais;

e Realizar a cinética de crescimento do micro-organismo e produc¢édo do biossurfactante;

e Determinar as propriedades tensoativas e emulsificantes do biossurfactante;

e Caracterizar estruturalmente o biossurfactante;

e Avaliar a toxicidade do biossurfactante;

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante frente as condicbes especificas de pH,
temperatura e salinidade;

e Avaliar o potencial de remocdo do poluente hidrofébico pelo biossurfactante em
ensaios cinético e estatico;

e Sintese de nanoparticula de prata.

e Caracterizacdo das nano particula de prata.

e Avaliar a aplicacdo do biossurfatante como estabilizante de nanoparticulas de prata.

3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 Biossurfactantes

Biossurfactantes ou surfactantes microbianos sdo biomoléculas produzidas por
uma grande variedade de micro-organismos, presentes na natureza. As moléculas de
biossurfactante apresentam um carater anfipatico, pois possuem uma parte polar ou
hidrofilica e apolar ou hidrofébica (Banat et al., 2021). Sdo compostos tenso-ativos,
assim como os surfactantes sintéticos, capazes de reduzir a tensdo superficial e
interfacial nas interfaces entre solidos, liquidos e gases, permitindo-lhes assim,
misturar ou dispersar prontamente como emulsdes em agua ou em outros liquidos.
Os biossurfactantes ou tensoativos biolégicos surgem como alternativa biotecnolégica
para competir com os surfactantes quimicos e minimizar os efeitos no ambiente (Das
et al., 2017; Liu et al., 2020).

Varios seres vivos tem a capacidade de produzir biossurfactante, tais como as
plantas, animais e microrganismos. A producéo através dos microrganismos € mais
vantajosa, devido ao curto tempo de producéo, quando comparado ao crescimento de
plantas e animais (Shi et al., 2019). O quadro 1 mostra os tipos de biossurfactantes

produzidos por microrganismos

Tabela 1. Tipos de biossurfactantes produzidos por micro-organismos

Classe ‘ Subclasse | Micro-organismo
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Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas cepacia
Ramnolipideos Pseudomonas ssp.
Lysinibacillus sphaericus
Serratia rubidaea

Nocardia farcinica
Glicolipideos Trealolipideos Rhodococcus sp.
bombicola

Candida sphaerica
Sorolipideos Starmerella bombicola
Cutaneotrichosporon

Mucoides

Mannosylerythritol L
yierythrt Pseudozyma aphidis

Meyerozyma guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae
Candida utilis

Nao Informado

Surfactin Bacillus subtilisBacillus

Bacillus licheniformis

Li i . .
ichenysin Bacillus nealsonii

Lipopeptideos

Pseudomonas azotoformans
Bacillus velezensis

Bacillus pseudomycoides
N3o Informado Virgibacillus salarius
Bacillus cereus

Bacillus pumilus

Halomonas sp.

Thiobacillus thiooxidans

Fosforolipideos .
K. pneumoniae

Surfactantes Liposan Candida lipolytica
Poliméricos
Emulsan Acinetobacter Iwoffii
Alasan Acinetobacter radioresistens

Os tipos de tensoativos biologicos sdo compostos de superficie ativa
sintetizados por microrganismos, sejam eles bactérias, fungos e leveduras, e
classificados de acordo com sua natureza bioquimica que abrange diferentes
estruturas, sendo elas lipopeptideos, glicolipideos, lipossacarideos, fosfolipideos além
de acidos graxos e lipideos neutros (Sarubbo et al., 2022). Nos ultimos anos, os
tensoativos biologicos tém despertado o interesse de pesquisadores quanto as
propriedades e vantagens sobre os compostos quimicos, e ganham atencdo por

causa de sua biodegradabilidade, biodisponibilidade, biocompatibilidade, alta
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seletividade, efichAcia em ambientes extremos e longo tempo de armazenamento
(Jimoh; Lin, 2019; Singh; Patil; Rale, 2019) e acresce-se também a possibilidade de
modificacdo de sua estrutura e de propriedades fisico-quimicas, através de técnicas
de engenharia genética ou bioquimicas, o que permite obter produtos para usos
especificos (Luna et al., 2016).

Além disso, os tensoativos bioldgicos sdo compostos que fazem parte da
denominada “tecnologia verde”, a qual visa a protecéo e conservagao da natureza, e

gue vem ganhando destaque no setor industrial (Paraszkiewicz et al., 2018).

3.2 Classificacéo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua COmposicao
guimica, biolégica ou microbiana. Onde a fracdo polar que os compde, pode ser
composta de agucares (mono-, di ou polissacarideos), peptideos, anions ou acidos,
enquanto a fracao apolar € composta de hidrocarbonetos ou cadeias de acidos graxos
(Draconis et al., 2020). Além disso, podem ser classificados também com base no seu
peso molecular. Os biossurfactantes de baixo peso molecular sdo os glicolipidios,
fosfolipidios e lipopeptideos; enquanto, os de alto peso molecular sédo os chamados
poliméricos e particulados (Beltran-Gracia et al., 2017). A figura 1 mostra os principais

tipos de biossurfactantes.

Figura 1 — estruturas quimicas de biossurfactantes
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3.3 Propriedades dos biossurfactantes
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As moléculas dos biossurfactantes apresentam a mesma estrutura anfipatica dos

surfactantes quimicos (Figura 2), elas sao capazes de se distribuir nas interfaces entre

fases imisciveis, o que confere maior afinidade 6leo/agua ou ar/agua (Twigg et al.,

2021). Os biossurfactantes apresentam propriedades melhores do que seus

equivalentes sintéticos. Algumas das propriedades importantes observadas na
maioria dos biossurfactantes sdo descritas abaixo:

e Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e

mais efetivos do que os surfactantes convencionais, pois produzem menor

tensao superficial a menores concentracfes. A CMC é utilizada para definir

a eficiéncia dos surfactantes e é definida pela solubilidade de um surfactante

em uma fase aquosa. Ela varia entre 1-2000 mg/L, quanto menor for a CMC,

mais eficiente é o surfactante, pois sera menor a quantidade necessaria para

diminuicdo da tensao superficial (Muhammad; Khan, 2018; Muntaha; Khan,

2015) enquanto que a tenséao interfacial (6leo/agua) e superficial fica em

torno de 1 e 30 mN/m respectivamente. Entretanto, € importante destacar

gue a CMC é um parametro caracteristico de cada surfactante, apresentando
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esquematizacbes graficas diferentes para cada um na propor¢do que se
aproximam ou se afastam do valor de CMC. Sendo assim, a CMC de cada
surfactante determina as possiveis aplicacbes (industriais, em processos
alimentares, sistema de administracdo de medicamentos, processos minerais
e producédo de novos surfactantes) do composto (Muhammad; Khan, 2018)
(figura 3).

Tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica: a grande maioria dos
biossurfactantes podem ser utilizados sob condicbes extremas. O
lipopeptideo de Bacillus licheniformis JF-2, por exemplo, € estavel a
temperaturas em torno de 75 °C, por até 140 horas e variagbes de pH entre
5 e 12. Os biossurfactantes suportam concentracfes de 10 % de sal,
enquanto que 2 % de NaCl séo suficientes para inativar surfactantes
convencionais.

Biodegradabilidade: os biossurfactantes séo facilmente degradados por
bactérias e outros microrganismos na agua e no solo, pois 0s mesmos o
utilizam como fonte de energia, o que os torna adequados paraaplicacoes
na biorremediacao e tratamento de residuos.

Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém se destacado por apresentar
menores efeitos alérgicos que os produtos artificiais pela sua baixa
toxidade; permitindo seu uso em alimentos, em cosméticos e em produtos
farmacéuticos (Rios et al., 2017).

Disponibilidade: O grande diferencial dos biossurfactantes € que eles
podem ser produzidos a partir de residuos industriais, fato que garante larga
disponibilidade e assegura seu baixo custo de producéo (Rocha; SIVA et al.,
2019).

Especificidade: biossurfactantes possuem moléculas especificas, 0 que
facilita a sua producdo para algum fim especifico. Eles também séao
especificos em suas acoes, essa propriedade pode ser de grande interesse
da detoxificacdo de alguns poluentes ou em determinadas aplicacées nas
indastrias farmacéutica, cosmética ou alimenticia.

Emulsificacdo: outra propriedade importante dos biossurfactantes é a

capacidade de emulsificar e solubilizar hidrocarbonetos ou compostos
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insolUveis em agua, facilitando e mantendo a mistura de um liquido em outro
(Liu et al., 2019). A emulsificacdo garante que as moléculas hidrofobicas se
misturem em meio aquoso. Essa propriedade é fundamental para os processos
de biorremediacéo, tornando possivel o crescimento de microrganismos nestes

meios contaminados com 6leo (Khan et al., 2017).

Figura 2 — Estruturas moleculares propostas para diversos tipos de formacao de

micelas

Fonte: Adaptado de https://fr.questionofwill.com

Figura 3 - llustragao das regides em que ocorre a formacao de micelas (Concentragao
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Fonte: Adaptado de Sarubbo et al. (2022).

3.4 Principais caracteristicas dos biossurfactantes

O que determina a capacidade de utilizacdo dos biossurfactantes sdo suas
propriedades quimicas e fisicas. Como a reducéao da tenséo superficial, capacidade
espumante, capacidade emulsificante e estabilizante, baixas concentracdes
micelares, solubilidade e poder detergente (Jahan et al.,2020). Tais caracteristicas
apresentam vantagens no uso do biossurfactante.

Baixa toxicidade: os biossurfactantes sdo compostos que possuem baixa toxidade,
atuando no desequilibrio de duas fases quimicas, ocasionando a formacdo de gotas
e bolhas e imiscibilidade entre liquidos polares e apolares (Gajewski et al., 2017) Na
biorremediacdo, sédo aplicados em tratamentos residuais, pois sdo facilmente
degradaveis na agua e no solo, além de possuirem potencial aplicacdo nas industrias
de alimentos, cosméticos e farmacos (Ricon-Fortan et al., 2018).

Alta biodegradabilidade: os biossurfactantes sdo degradaveis na agua e no solo, o
gue permite que sejam usados no processo de biorremediacdo, para liberar
contaminantes do solo, em formulacdes de pesticidas e no controle biologico
(Rodriguez et al., 2019).

Tolerancia a variagdo de pH, salinidade e temperatura: Os biossurfactantes tém

ganhado maior atengcdo em pesquisas para sua aplicacao comercial devido ao fato de
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serem capazes de atuar com eficiéncia sob temperaturas extremas, pH e salinidade
(Perfumo; Banat; Marchant, 2018)

Uso de substratos renovaveis: ainda tem muito a ser estudado, mas alguns
experimentos mostram que o uso de substratos economicamente mais baratos torna
o processo de producéo de biossurfactante mais econémico nas industrias (Santos et
al., 2016). O uso de residuos de substrato renovaveis para reduzir os custos iniciais
de producao e o desenvolvimento de bioprocessos eficientes, incluindo a otimizagéo
das condi¢cdes de cultura, melhoria dos processos a jusante e 0 uso de cepas
melhoradas com modificag6es genéticas ou de potencial produtivo natural.
Aplicagbes generalizadas: Varios tipos de biossurfactantes tém mostrado potencial
para aplicacio em diversas areas, devido as suas atividades emulsificante,
antimicrobiana, antitumoral, antiadesiva e anticorrosiva. Essas propriedades séo de
interesse das industrias alimenticia, téxtil e biomédica. As propriedades de formacéao
de espuma dos biossurfactantes em comparacdo com o0s surfactantes sintéticos
tornam-0s uma alternativa promissora para a producao comercial usando matérias-

primas (Banat et al., 2021).

3.5 Matérias primas utilizadas para producao de biossurfactantes

A geracdao de subprodutos industriais esta crescendo rapidamente, juntamente
com a necessidade de encontrar destino adequado para residuos industriais, nocivos
ou nao, torna-se uma solucdo para a producdo de biossurfactantes, uma vez que
muitos destes podem ser usados como matérias-primas de baixo custo, superando
0s custos dispendiosos da producéo (Sarubbo et al., 2022).

Os subprodutos residuais selecionados devem possuir a quantidade de
nutrientes adequado para permitir o crescimento microbiano e consequente producao
de biossurfactante, destacando aqueles residuos industriais com um elevado teor de
hidrocarbonetos ou lipideos, como os ideais para uso como substrato (Santos et al.,
2016). Industria de alimentos, por exemplo, possui residuos de produtos entre eles
residuos de amido, melaco, gordura animal e 6leos que S&0 ricos em compostos
utilizados pelo metabolismo microbiano (Banat et al.,2021; Jimoh; Lin, 2019; Sing;
Patil; Rale 2019).



37

Varios estudos tém demostrado que os biossurfactantes podem ser produzidos a
partir de uma variedade de substratos, como misturas hidrofobicas, solventes,
hidrocarbonetos, 6leos vegetais, produtos lacteos e cerveja. A literatura descreve uma
série de produtos residuais empregados na producao de biossurfactantes, como 6leos
vegetais, efluentes oleosos, efluentes amilaceos, gordura animal, gordura vegetal,
sabdo, melaco, residuos da industria de laticinios (soro), milhocina, efluentes de farinha
de mandioca, residuos de destilaria de 6leo e glicerol, dentre esses residuos destaca-se
o 6leo de fritura como grande fonte de carbono para a producao de biossurfactante,
residuo de facil obtencgéo e baixo custo (Santos et al., 2016).
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Tabela 2 - Diferentes substratos residuais de baixo custo explorados para

producéo de biossurfactante.

Residuos

Referéncias

Oleos de palma, de soja, de cdco, de
algodao, de amendoim, azeite de oliva

Zambry et al., 2021; Durval et al., 2019;
Suryawanshi et al., 2021; Silva et al. 2021,
Mendes da 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

De Gusmao et al., 2010; De 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

Vieira et al., 2021; Rajasimman et al.,
2021; Das; Kumar, 2019; Suryawanshi et

de cana al., 2021; Mohanty et al., 2021.
Melacgo Sarubbo et al. 2018; Lira et al., 2020;
Ostendorf et al., 2019; Kanna, 2018;
Almeida et al., 2018
Milhocina Sarubbo et al., 2018; Lira et al., 2020;

Ostendorf 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

Fonte: Lira et al. (2022).
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3.5 Aplicagdes de biossurfactantes na area ambiental

3.5.1 Contaminacéao por petréleo e derivados

7

Os acidentes ambientais envolvendo petrdleo e derivados € uma das principais
causas da poluicdo mundial, e trds grande preocupacao, tanto em paises considerados
desenvolvidos como em desenvolvimento. Pois, uma vez que esses hidrocarbonetos e
derivados estdo presentes em diversos setores, a probabilidade de causarem danos em
solos, aguas e ar, também é muito maior (Sarubbo et al., 2022).

Os acidentes durante o transporte de petroderivados geram uma gama de
possibilidade de contaminacdo. Sejam por navios e caminhfes; ou armazenamentos
subterraneos que ficam expostos a corrosao, bem como postos de gasolina, operacdes de
extracdo de petroleo. As principais ocorréncias de acidentes envolvendo contaminagéo de
petréleo vem de operacdes de rotina como a lavagem do navio, langcamento inadequado de
residuos gerados pelas industrias que utilizam derivados de petrdleo na producdo de
plasticos, solventes, produtos farmacéuticos, cosméticos, vazamento de 6leo natural no
fundo do mar e os acidentes durante a exploracao (Liu et al., 2018).

Outro tipo de contaminacdo que preocupa a sociedade é por metais pesados. Pois,
ela é resultante de diferentes atividades antropicas, como a mineracado, a fabricacdo de
baterias veiculares, residuos industriais e a dispersdao de lavagem de processos de
incineracdo (Zang et al., 2021). Aléem de hidrocarbonetos petroliferos e metais pesados,
existe outra lista de poluentes que podem ser nocivos, causadores de danos irreversiveis a
saude, que sao substancias pesticidas, herbicidas, que possuem acao contaminante do ar
como o0 monoxido de carbono, 0zbénio, chuva acida e materiais particulados, causadores de
danos extensos, como lesdes corrosivas, toxicidade e doencgas em geral (Hanfi et al., 2020).
O destino dos poluentes € geralmente o solo, lagos, rios e mar levando a bioacumulacéo
ao longo do tempo, o que leva a graves efeitos a vida aquatica e terrestre. Podendo afetar
indiretamente o homem, através do consumo de vegetais, frutas, peixes e outros produtos
alimentares (Jimoh; Lin, 2019).

Atualmente, existem algumas categorias principais de tecnologias de limpeza
disponiveis para a remediacdo de derramamentos de petréleo em ambiente marinho:

tratamento quimico (dispersantes, disjuntores de emulsdo); queima in situ; recuperacao
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mecéanica (barreiras de contencdo, escumadeiras, separadores de 6leo e &gua,
adsorventes; e biorremediacdo (lvishina et al., 2015). Entre estas categorias, a
biorremediacdo se mostra como a melhor estratégia para o tratamento de tal contaminante,
com destaque para os biossurfactantes, pois, esta melhora a dispersao dos contaminantes
na fase aquosa e aumenta a biodisponibilidade do substrato hidrofébico para micro-
organismos, com a remocao subsequente de tais poluentes por biodegradagédo, com a
vantagem de ter baixa toxicidade e ser biocompativel.

3.5.2 Biorremediacéao

A biorremediacao € a capacidade de degradacé&o, natural ou através do metabolismo
de plantas ou microrganismos, para a conversao total ou parcial de componentes toxicos
em menos agressivos ou coversao completa em didxidos de carbono e agua (Sales da Silva
et al., 2020). Portanto, a grande quantidade de populacdo de micro-organismos leva a um
processo mais rapido e mais eficiente de biorremediacdo. Esse processo € chamado de
bioestimulagéo, pois consiste em estimular o crescimento de micro-organismos presentes
no local contaminado. Outra forma é a realizacao através de bioaumentacéo, processo que
consiste em adicionar os micro-organismos ao ambiente contaminado para acelerar e
completar a degradacao do poluente (Santos et al., 2016).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados do petroleo através dos
biossurfactantes € dada através de dois mecanismos. O primeiro é através de um aumento
na biodisponibilidade do substrato hidrofébico para micro-organismos, em consequéncia
disso, ocorre a reducdo da tensdo de superficial do meio em torno da bactéria bem como
uma reducéao da tenséo interfacial entre a parede da célula e moléculas de hidrocarbonetos.
O outro mecanismo envolve a interacdo entre o biotensoativo e a superficie celular,
conduzindo a altera¢cdes na membrana, o que facilita a adeséo de hidrocarboneto (aumento
na hidrofobicidade) e a reducdo do indice de lipopolissacarideos da parede celular, sem
danificar a membrana (Santos et al., 2016).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos indica para o tratamento de
solos contaminados com hidrocarbonetos, a biorremediacédo. Pois, a via biolégica é a mais
estudada e indicada para auxiliar nesse processo de recuperacdao ambiental. Os

biossurfactantes, mais uma vez, se mostram Uteis por aumentarem a disponibilidade do
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substrato hidrofobico, sendo alternativa a processos quimicos e mecanicos utilizados na
recuperacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos: incinerac¢éo, dessorcao térmica,
a solidificagcéo/estabilizacéo e extracéo de vapores do solo (lvshina et al., 2015).

3.5.3 Remocao de 6leo do solo

A biorremediacdo de contaminantes no solo é menos difundida do que em agua, uma
vez que a eficiéncia de remocao é impulsionada principalmente pelas propriedades fisico-
guimicas do biossurfactante em vez de os efeitos sobre a atividade metabdlica ou alteracbes
nas propriedades de superficie da célula. Diferentes biossurfactantes ja foram testados para
a remocao dos produtos derivados do petréleo do solo e da agua contaminada. Entre os
diversos tensoativos utilizados em processos de descontaminacéo biotecnoldgicas esta a
surfactina, com remocgdes superiores a 85% com as biomoléculas produzidas por Bacillus
licheniformis (Kavitha; Mandal; Gnanamani, 2014) e 88% por Bacillus subtilis (Fernandes et
al., 2016).

Pacwa-Ptociniczak et al. (2011) diz que biossurfactantes promovem a remocao de
hidrocarbonetos através da biodegradacéao, solubilizacdo, mobilizacdo ou emulsificacao.
Ocorre um aumento da capacidade de solubilizacdo de hidrocarbonetos acima da CMC,
devido a particdo do hidrocarboneto na por¢ao hidrofébica das micelas, sendo necessarias
muitas vezes maiores concentracdes de biossurfactantes. Ja a mobilizacdo ocorre em
concentracfes baixas da CMC e € dividido em deslocacédo e dispersdo, no entanto, 0s
mecanismos que afetam a mobilizacdo e a solubilizacdo de hidrocarbonetos no solo sao
semelhantes aos envolvidos no aumento de biodisponibilidade para a biorremediacéao (Silva
et al., 2020).

A eficacia de um agente tensoativo na remocao de compostos hidrofobicos também
depende do pH e da forca idnica da solucdo, o que pode alterar a disposi¢cao das micelas
de agregados e de sorcdo do agente tensoativo para o solo, o que, por sua vez, limita o

transporte de o hidrocarboneto pelo surfactante.
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3.6 Biorremediacdo de derramamento de 6leo

Derramamentos de 6leo, independentemente de serem acidentais ou
intencionais, geram grande impacto ao meio ambiente, principalmente quando
ocorrem em ecossistema marinho. No geral, esses derramamentos ocorrem devido a
condicdes meteoroldgicas (tempestades, furacfes, maremotos), atos intencionais
(guerras, vandalismo) e erro humano (Chen et al., 2019). No longo prazo, o impacto
desses desastres dependem mais da velocidade da limpeza/remediacdo do que do
volume de 6leo derramado (Pete et al., 2021).

Embora cada técnica de limpeza/remediacao tenha vantagens e desvantagens,
a eficacia depende geralmente das caracteristicas de cada cenario de derramamento,
como a localizacdo e condi¢cdes climaticas, aléem da composicdo, viscosidade e
volume do oleo, como também a velocidade de liberag&o dele (Da Silva et al., 2022).
As técnicas de resposta a esse tipo de desastre incluem métodos mecanicos
(barreiras, skimmers e sorventes) que conseguem conter parcialmente a expansao do
0leo, métodos térmicos (queima in situ), métodos quimicos (dispersdo) e métodos
naturais (biorremediacéo) (Patel et al., 2019).

A presenca de grandes populacdes de micro-organismos leva a um processo
de biorremediacdo mais rapido e mais eficiente. Portanto, esta técnica pode ser
realizada através de bioestimulagcédo, o qual consiste em estimular o crescimento de
micro-organismos presentes no local contaminado (Santos et al., 2016; Sayed et al.,
2021; Decesaro et al., 2021). Outra forma é a realizacao através de bioaumentacéo,
no qual os micro-organismos sao adicionados ao ambiente contaminado para acelerar
e completar a degradacéo do poluente (Shi et al., 2019; Li et al., 2021).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados do petroleo por
biossurfactantes ocorre através de dois mecanismos. O primeiro envolve um aumento
na biodisponibilidade do substrato hidrofébico para micro-organismos, com a
consequente reducédo da tensao de superficie do meio em torno da bactéria bem como
uma reducdo da tensdo interfacial entre a parede da célula e moléculas de
hidrocarbonetos. O outro mecanismo envolve a interacao entre o biotensoativo e da
superficie celular, conduzindo a altera¢cdes na membrana, o que facilita a adesédo de
hidrocarboneto (aumento na hidrofobicidade) e a reducdo do indice de

lipopolissacarideos da parede celular, sem danificar a membrana (Santos et al., 2016).
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Surfactantes podem auxiliar nos processos de biorremediacdo, uma vez que
sdo capazes de aumentar a mobilidade dos hidrocarbonetos, bem como a
biodisponibilidade. (Lawniczak et al., 2020). Em 1989, o petroleiro Exxon Valdez
derramou 41.000 mil litros de petréleo no Golfo do Alasca, e o uso de surfactantes
quimicos desempenhou um papel importante na limpeza, dando origem ao
desenvolvimento desta tecnologia, dando raz6es para acreditar na eficacia da
aplicacdo deste método de tratamento em derrames de petréleo futuras sob as
circunstancias adequadas (Morris; Loughlin 1994).

Com o passar dos anos, os estudos com surfactantes biol6gicos cresceram e
estes tornaram-se alternativa aos quimicos devido a sua diversidade de aplicacfes e
as suas propriedades versateis especificas, toxicidade diminuta e aceitabilidade
biologica (Karlapudi et al., 2018). As abordagens de biorremediacdo que utilizam
biossurfactantes demostram uma alta taxa de biodegradacao do contaminante oleoso,
sendo considerados tecnicamente eficientes, com possibilidade de serem liberados in
situ, sem a necessidade de esforco no manuseio subsequente (Sarubbo et al., 2022).

Durval et al. (2020) observou que a presenca do biossurfactante de Bacillus
cereus estimulava o crescimento dos micro-organismos autoctones de amostra de
agua de ambiente marinho contaminada com oleo de motor. Jadhav et al. (2013)
observou que a adicdo de biossurfactante produzido por Oceanobacillus sp. ao meio
rico em células bacterianas aumentou a biodegradacédo de Oleo bruto para até 90%,
enquanto o teste usando apenas células bacterianas como agentes de degradacéo
obtiveram éxito de até 63% apenas. Mohanty et al. (2013) ressalta a importancia da
sinergia entre os (bio)surfactantes e consorcios de cultura microbiana para a maxima
eficiéncia nos processos que promovam a biodegradabilidade de 6leo.

Patowary et al. (2018) utilizando biossurfactante de Pseudomonas aeruginosa
para o aprimoramento da biorremediacdo de solo contaminado por 6leo, observou a
degradacéao de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) de 86,1% e 80,5% em duas
amostras de solo contendo 6800ppm e 8500ppm TPH, respectivamente. Eficiéncia
superior a do surfactante sintético dodecil sulfato de sodio (SDS), também testado.

Além da biorremediacdo, os surfactantes (ou agentes umectantes) podem
ajudar repeléncia a agua do solo que é gerada pela matéria organica do solo.
Ogunmokun et al. (2020) afirma que a repeléncia tem um efeito substancial na

hidrologia da dgua no solo: dificulta a infiltragéo, levando ao escoamento superficial
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melhorado e erosao do solo, e causa fluxo preferencial no perfil do solo além daquele
da heterogeneidade natural do solo. Ao reduzir a tenséo superficial do liquido em que
sdo dissolvidos, eles reduzem simultaneamente a repeléncia a agua no solo,
aumentando a forca motriz da absor¢cdo de agua por superficies hidrofébicas. Os
surfactantes tornam o solo molhavel a medida que a cauda hidrofébica do agente
umectante se liga quimicamente ao revestimento hidrofébico na particula do solo,
enquanto a cabeca hidrofilica atrai moléculas de agua, permitindo que elas passem

para o solo e aumentando a infiltracao.

3.7 Aplicagao de biossurfactante em dispersao de 6leo

A aplicagdo de dispersantes em derramamentos de petroderivados &
considerada uma importante op¢ao de resposta que pode gerar beneficios ambientais
em muitos casos; particularmente, para grandes desastres em plataformas
petroliferas ou resultantes de condi¢cdes ambientais adversas (Cai et al., 2021).

Os biossurfactantes melhoram a dispersao de contaminantes na fase aquosa e
aumentam a biodisponibilidade do substrato hidrofébico aos microrganismos para
posterior remocao desses poluentes por biodegradacéo, com as vantagens adicionais
de baixa toxicidade e biocompatibilidade (Sarubbo et al., 2022). Os produtos finais da
acao dos biossurfactantes sédo substancias ecologicamente corretas, como dioxido de
carbono, acidos graxos, agua ou biomassa celular, ao contrario de similares quimicos
(Patel et al., 2019).

A capacidade de promover a dispersdo esta relacionada com a tensao
interfacial e concentracdo de surfactante e difere da deslocacéo, que esta relacionada
apenas com a tensao interfacial entre as fases aquosa e hidrofébica, sem formacao
de emulsdo minasculas (Bai; Brusseau; Miller, 1997). A reducéo da tensao interfacial
Oleo-agua promove a desagregacdo de uma mancha de éleo em pequenas gotas,
com auxilio de fatores que agitem aquele sistema, e assim promova a difusdo na
coluna de agua, onde suas concentracdes reduzem para abaixo dos limites de
toxicidade (Cai et al., 2021).

A eficéncia dos dispersantes bioldgicos é observada em estudos como os de
Jimoh e Lin (2020) que compararam o biossurfactante produzido por Paenibacillus sp.

com os sintéticos dodecil sulfato de sédio (SDS) e o Triton X-100, e obtiveram uma
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taxa de dispersédo de 60% com o biolégico, enquanto os quimicos apenas 25 e 20%,
respectivamente. Mistura de tensoativos também é uma alternativa promissora, como
a proposta por Shah et al. (2019), um dispersante de Oleo alternativo de baixa
toxicidade, baseado em uma mistura binaria de um surfactante liquido iénico, laurato
de colina ([Cho][Lau]) e um biossurfactante, soforolipideo lactdnico (SL), produzido
por Starmerella bombicola, a maior eficacia de dispersdo, 83%, foi obtida para uma
mistura de proporcao 40:60 (p/p) de [Cho][Lau]: LS.

Na proposta de aumentar a funcionalidade de dispersantes, Shi et al. (2021)
propuseram a modificacdo de nanoparticulas de TiO2 in situ por biossurfactante do
tipo rhamnolipidios (Rha), desenvolvendo um dispersante de particulas altamente
eficiente com atividade fotocatalitica. O Rha-TiO2 mostrou exceléncia na dispersao
de oOleo diesel e dleo cru, e ainda facilitou a fotodegradacao do 6leo simultaneamente,
em ambiente simulado com alta salinidade.

Pacwa-Ptociniczak et al. (2011) afirma que para além da disperséo, 0s
biossurfactantes promovem a remocao de hidrocarbonetos atraves da biodegradacéo,
solubilizagéo, mobilizacdo ou emulsificagdo. Embora existam muitos biossurfactantes,
cada um com uma variedade de aplicacdes potenciais, 0 que ainda restringe a sua
ampla utilizacdo é o custo de producéo, que inviabiliza sua aplicacdo em operacdes

de limpeza muito especificas (Jimoh; Lin 2019).

3.8 Biorremediacdo de metais pesados

Os metais pesados sdo um grupo de elementos metalicos de ocorréncia
natural, de alto peso molecular e densidade quando comparados com a agua. Alguns
metais pesados como Ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn) em baixas
concentracfes sao essenciais para a sobrevivéncia do ser humano, porém em
concentracfes mais altas podem se tornar agentes téxicos. Outros metais pesados
como arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), talio (TI) e mercuario (Hg) ndo tem
funcao biolégica e se entrarem no corpo humano induzirdo toxicidade quando forem
atingidas determinadas concentracdes (Fisher; Gupta, 2020).

O meio ambiente sofre uma crescente contaminacdo por metais pesados
toxicos e esses metais sdo uma grande ameaca devido a seus efeitos adversos e
manifesta¢des toxicoldgicas em todo o mundo. Os metais pesados representam uma

das principais fontes de contaminagcdo do meio ambiente e grande parte desses
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metais é liberada através de atividades antropogénicas e industriais como a
mineracgao, processamento de minério, curtimento de couro, queima de combustiveis
fosseis, galvanoplastia e também através de varios produtos quimicos como tintas,
pigmentos, conservantes, fertilizantes e produtos quimicos em geral (Mishra et al.,
2021).

Os biossurfactantes sdo uma potencial solugcdo para remediacdo de solos e
sedimentos contaminados com metais pesados. Esses compostos anfipaticos sédo
adicionados as solugcbes para facilitar a solubilizacéo, dispersdo e dessorcédo de
contaminantes no solo (Da Rocha Junior et al., 2019). Os biossurfactantes alcancados
através da produgéo microbiana apresentam melhor desempenho e sdo considerados
adequados na remocao de metais pesados do solo quando comparados com 0s
surfactantes sintéticos (Tang et al., 2017; Luna; Rufino; Sarubbo, 2016).

A remocéao dos metais pesados do solo por lavagem utilizando uma solucéo de
biossurfactante envolve trés etapas principais. Os metais pesados adsorvidos na
superficie das particulas do solo sdo separados pela sor¢cdo de moléculas de
biossurfactante nas interfaces entre o solo imido e o metal em solugcédo agquosa. Em
seguida o metal € adsorvido pelo biossurfactante e aprisionado dentro da micela por
meio de interacdes eletrostaticas. Por fim, o biossurfactante pode ser recuperado

através do processo de separacdo por membrana (Da Silva et al., 2022).

3.9Patentes de biossurfactantes utilizadas em remediacdo ambiental

Os biossurfactantes apresentam uma ampla gama de caracteristicas,
propriedades e diversidade estrutural, essas biomoléculas despertam um grande
interesse cientifico. Atualmente as pesquisas sobre biossurfactantes sdo de grande
relevancia, levando em consideracao este fator, as publicacdes cientificas e patentes
(Tabela 1) sobre esses tensoativos microbianos aumentaram significativamente em
todo o mundo. Nos Ultimos anos ocorreu um aumento no mercado global de
biossurfactantes, é estimado que no ano de 2013 o mercado global de
biossurfactantes alcancou mais de 340 toneladas, de acordo com a Transparency
Market Research (Brumano; Soler; Silva, 2016).

As aplicacOes patenteadas incluem o uso de biossurfactantes para recuperar

petroleo bruto de reservatorios, uso como bioemulsificantes para estabilizar
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hidrocarbonetos, limpeza de navios-tanque contaminados com 6leo, recuperacéo de
O0leo de tanques de armazenamento de Oleo e remediacdo de ambientes

contaminados por metais pesados (De Almeida et al., 2016; Silva et al., 2014).
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Tabela 3 - Patentes emitidas sobre a aplicagéo de biossurfactantes relevantes para remediagdo ambiental

Microrganismo/Biossurfactante

N° da patente

Data de publicacéo

Autores

Applicacdes

Glicolipidios

CA1119794

16 de Marco de 1982

Fritz Wagner,Peter Rapp, Hans
Bock, Walter Lindorfer, Walther
Schulz, Wilhelm Gebetsberger

Recuperacao de Oleo de um pogo de

petroleo ou areias betuminosas

Cepas bacterianas

2974914

04 de Agosto de 2016

Ane Kjolhamar, Anita Skarstad,

Hans Kristian Kotlar

Recuperacdo Aprimorada de Petrdleo

(EOR) e remediacdo ambiental

Novas cepas de bactérias degradadoras
de hidrocarbonetos capazes de produzir

biossurfactantes

PI 0519962-0 A2

28 de Junho de 2005

Robin L. Brigmon, Sandra Story,
Denis Altman, Christopher J.
Berry

Remediacdo de organicos recalcitrantes e

metais pesados

Misturas de microrganismos produtores de
biossurfactantes

uS4450908

29 de Maio de 1984

Hitzman Donald O.

Recuperacdo Aprimorada de Petréleo
(EOR)

Ramnolipidio

101948786

19 de Janeiro de 2011

Xia Wenijie, Dong Hanping, Yu
Li, Huang Lixin, Cui Qingfeng

Tratamento de metais pesados em aguas
residuais, aplicacdo na degradacdo do
petroleo bruto e aplicagdo na recuperacao

de combustivel e extracédo de petréleo

Injecdo de nutrientes microbianos para

estimular a producéo de biossurfactantes

US5083611

28 de Janeiro de 1992

Clark James B., Jenneman Gary
E.

Recuperacdo Aprimorada de Petroleo
(MEOR)
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Ganesan Sekaran, Paranji

Saranya, Panchavarnam

Biossurfactante catibnico 3318/DEL/2015 21 de Abril de 2017 Bhavani, Somasundaram Remediacao in situ de locais
Swarnalatha and Asit Baran contaminados por metais pesados
Mandal
Mclnerney Michael J., Jenneman

Lipopeptideo US4522261 11 de Junho de 1985 Gary E., Knapp Roy M., Menzie Recuperacao de 6leo
Donald E.

Ramnolipidio 106077056 09 de Novembro de He Chuan Método de remediacao de solo poluido por

2016 metais pesados em areas de mineragéo
Ramnolipidio 107555571 09 de Janeiro de 2018 Xu Yunli Processo de tratamento para aguas
residuais de metais pesados

Mistura de microébios, enzimas, US6033901 07 de Marco de 2000 Powell John E Remocdo de borra de petréleo bruto do

surfactantes e produtos quimicos tanque de 6leo

Fluido de tratamento contendo

biossurfactante uUS6069002 30 de Maio de 2000 Powell John E. Recuperacao de hidrocarboneto
Willem P.C. Duyvesteyn,

Qualquer produtor de biossurfactante CA2350907 25 de Maio de 2000 Julia. R. Budden, Merijn A. Extracéo e recuperacgdo de betume
Picavet

Agentes tensoativos por microorganismos US7992639 26 de Fevereiro de 2009 Fallon Robert D MEOR

exbégenos

Surfactantes viscoelasticos US7052901 20 de Junho de 2002 Crews James B. MEOR

Fonte: Adaptado de De Almeida et al. (2016).
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3.10 Utilizagcdo do biossurfactante como estabilizador de nanoparticulas de
prata

A nanotecnologia é a parte da ciéncia que estuda o desenvolvimento, a
caracterizacdo e emprego de estruturas, de dispositivos e de sistemas que possuam
suas dimens0des na escala de 1 a 100 nm (Taram et al., 2021). Varios sdo 0os materiais
gue constituem essa classe. Dentre eles, estdo as nanoparticulas, que de maneira
especial, sdo formadas por metais nobres como ouro, prata e cobre, por serem
componentes estaveis. A prata coloidal é de interesse particular devido as suas
propriedades distintas como alta condutividade, sendo usadas na fabricagdo de
elementos usados em eletrdnicos impressos, estabilidade quimica, atividade
antibacteriana, atividade catalitica e capacidade para construcdo de detectores
extremamente sensiveis e seletivos em fungéo da existéncia do plasmon superficial,
substrato para espectroscopia raman de aumento de superficie devido a sua alta
afinidade e adesdo as membranas celulares de sistemas biolégicos (Baghaienezhad,;
Boroghani; Anabestani, 2020; Javed et al., 2020). Segundo Desireddy et al. (2013), as
AgNPs tém um potencial pouco explorado em comparacdo com nanoparticulas de
ouro relativamente estaveis. Estudos mostraram que as propriedades fisicas, opticas
e cataliticas das AgNPs séo fortemente influenciadas por seu tamanho, distribuicéo,
forma morfolégica (haste, triangulo, redondo, octaédrico, poliédrico, etc.) e
propriedades de superficie que podem ser modificadas por diversos métodos
sintéticos, agentes redutores e estabilizadores (Lee; Jun, 2019).

As NPs sdo compostas por trés camadas: (1) a camada superficial, que pode
ser funcionalizada com uma variedade de pequenas moléculas, ions metalicos,
surfactantes e polimeros; (2) a camada de casca, que € um material quimicamente
diferente do nucleo em todos os aspectos; e o (3) o nucleo, que é essencialmente a
parte central da NP e geralmente se refere a prépria NP (Khan; Saeed; Khan, 2019).

Vérias técnicas vém sendo desenvolvidas para sintetizar nanoparticulas, tais
como reducao quimica, técnicas eletroquimicas, reducéo fotoquimica, micelas reversas
lamelares, técnicas com aerosol e a técnica por vaporizacao eletrostatica. A reducéo
quimica é o método mais largamente aplicado na preparacdo de nanoparticulas de

prata em dispersdes coloidais em agua ou solventes organicos estaveis (Kumar et al.,
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2017; Meva et al., 2019). Os redutores comumente utilizados s&o o borohidreto, o
citrato, o ascorbato e o hidrogénio elementar. A reducdo de ions prata (Ag*) em
solucéo aquosa geralmente fornece prata coloidal com didametro de particula de varios
nandmetros. Essa reducdo da origem a varios complexos com ions Ag* e leva a
formacdo de atomos de prata (AgY), a qual é seguida da aglomeracdo dentro de
aglomerado. Esses indesejaveis aglomerados levam, entdo, a formacéo das particulas
de prata coloidais. Portanto, a sintese de nanoparticulas por reducdo quimica é
sempre acompanhada da presenca de estabilizadores que previnam a indesejavel
aglomeracao dos coloides, como polimeros (goma ardbica ou amido) e surfactantes.

Com o avanco da industria, empresas tem despertado interesse por tecnologias
“verde”, que tem o intuito de diminuir impactos causados por esse avango (Durval et
al., 2021). Desta forma, para a sintese verde de nanoparticulas de prata, tem-se 0
método de Tollens, onde os sacarideos sao usados para reduzirem os ions de prata
na presenca de amonia (Eswari; Dhagat; Mishra, 2018). Le et al. (2010) propds
associar a este método estabilizadores, entre eles surfactantes, para compor a camada
superficial, nucleo externo, da NP. Como alternativa biologica e sustentavel aos
surfactantes quimicos, pode-se utilizar os biossurfactantes, que além de
estabilizadores, também podem atuar como um agente redutor (funcionalidade dupla)
(Jimoh; Lin, 2019).

Biossurfactantes sdo compostos tensoativos com estruturas bioquimicas
diversas produzidos por micro-organismos, podendo ser aplicados industrialmente em
processos fermentativos, especialmente utilizando substratos imisciveis em agua
como fontes nutricionais (Bezza; Tichapondwa; Chirwa, 2020). Eles apresentam
vantagens sobre os similares quimicos, como biocompatibilidade, baixa toxicidade,
diversidade de aplicacdes e funcionalidade sob condicdes extremas (Liu et al., 2020).
Baseado nestes fatos, os biossurfactantes, como estabilizadores “verdes”, surgem

como excelentes candidatos para a aplicacdo na sintese de nanoparticulas.

3.11 Nanoparticula de prata como agentes antimicrobianos

O principal mecanismo de acdo das AgNPs encontrado é devido a sua
interacdo com a membrana celular e posterior penetragdo das mesmas no interior

celular. Em seguida, as nanoparticulas dificultam o processo de respiracdo celular,
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impedindo a divisdo da célula e levando a sua morte (Bocate et al., 2019). Também
devido ao pequeno tamanho das nanoestruturas, essas podem se ligar a superficie
da célula sem danificar a parede celular, impedindo-a de continuar com seus
processos metabdlicos, causando em seguida a morte celular (Salas-Orozco et al.,
2019). Outros estudos relatam que as nanoparticulas de prata inibem o crescimento
dos fungos da mesma forma que nas bactérias, inibindo o crescimento através da
deterioracdo da parede celular e penetracdo no interior da célula, prejudicando o
funcionamento normal das organelas incluindo as mitocéndrias e ribossomos (Bocate
et al.,, 2019). Em um estudo com o fungo Candida albicans foi demostrado a ruptura
de sua membrana pelas AgNPs, causando um aumento da permeabilidade celular,
levando ao transporte anormal através da membrana plasmética e
consequentemente, a morte celular (Roblesmartinez et al., 2020).

Nesse cenario, Akther e Hemalatha (2019), avaliaram o efeito biocida das
nanoparticulas de prata no controle in vitro contra a espécie Raffaelea sp., onde foi
observado que o crescimento do fungo foi significativamente inibido em funcéo da
aplicacao das nanoestruturas de prata. Além da inibicdo, observou-se também efeitos
prejudiciais com a germinacdo dos conidios. O estudo também mostrou o efeito das
AgNPs contra outro fungo, a Candida spp., obtendo resultados comparaveis ou até
melhor que muitos fungicidas tradicionais, como a tericina B (concentracéo fungicida
minima (MFC) em torno de 1 mg L -1), itraconazol e voriconazol (MFC em torno de 8

mg L-1) ou caspofungina (MFC em torno de 1 mg L-1).
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RESUMO

Este estudo investigou a producao de biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988
cultivada em meio contendo 4,0% de melaco, 2,5% de milhocina e 2,5% de 6leo de
soja residual, durante 144 horas a 200rpm. A caracterizacdo, avaliacdo da
estabilidade, toxicidade e aplicacdo na remocao de 6leo. Nos estudos de crescimento
de C. lipolytica e de producéo de biossurfactante, a tenséo superficial do meio foi de
72 mN/m e reduzida para 25 mN/m, Concentracdo Micelar Critica (CMC) de 0,5% e
um rendimento de 12 g/L. Testes em condicbes extremas de pH, temperatura e NaCl
indicaram a estabilidade do biossurfactante. As estruturas quimicas do biossurfactante
foram identificadas por Espectroscopia de infravermelho e Ressonancia magnética,
onde revelou a natureza da molécula. O biossurfactante de natureza aniénica néo foi
toxico para o microcrustaceo Artemia salina e nem para as sementes de hortalicas
testadas. O biossurfactante demonstrou eficiéncia na remocao do 6leo em areia, tanto
em ensaio estatico, como ensaio cinético, nas concentracdes de 1/2CMC, CMC e

2XCMC, apresentando remocdo de 70-96%. Os resultados apresentados, indicam
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gue o biossurfactante tem um forte potencial para ser aplicado como agente de

remediacdo para a limpeza de derramamentos de 6leo no mar e na costa.

Palavras-chave: Biorremediacdo, Biossurfactante; Candida lipolytica; Tensao
superficial

1. INTRODUCAO

Derramamentos de petréleo impactam negativamente ecossistemas. Sejamem
ambientes aquaticos ou terrestres, alguns danos sdo irreparaveis a natureza e
prejudica principalmente a populacéo das areas atingidas (Almeida et al., 2021).

A biorremediacdo de solos e aguas encontra obstaculos associados a
biodegradacdo dos hidrocarbonetos do petréleo, uma vez que esses COMpOStos
hidrofobicos se ligam as particulas do solo e apresentam pouca solubilidade em agua,
0 que reduz biodisponibilidade para os micro-organismos e limita, consequentemente,
a transferéncia de massa para a biodegradacéo (Gaur et al., 2019).

A chave do processo para o aumento da biodisponibilidade dos 6leos
contaminantes € o transporte da carga poluente para a fase aquosa. Nesse contexto,
a utilizacdo de compostos surfactantes surge como alternativa para o aumento da
solubilidade dos o6leos, permitindo a dessorcdo e consequente solubilizacdo dos
hidrocarbonetos, facilitando, assim, a assimilacdo desses compostos pelas células

microbianas (Sarubbo et al., 2022).
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Estudos mostram que os surfactantes microbianos tém habilidade para
solubilizar e mobilizar efetivamente compostos organicos adsorvidos no solo (Silva et
al., 2022). Alguns surfactantes sintéticos, como o Triton X — 100 e o Tween 80 também
apresentam habilidade de aumentar a concentracdo dos compostos néo polares na
fase aquosa. Contudo, o uso de surfactantes sintéticos esta associado a efeitos
toxicos e a resisténcia a biodegradacéo desses compostos (Jahan et al., 2020).

Por outro lado, a necessidade de substituicdo de compostos sintéticos por
similares naturais tem motivado pesquisas para utilizacdo de biossurfactantes.
Embora os biossurfactantes sejam uma alternativa aos surfactantes quimicos, seus
altos custos do processo ainda dificultam sua producdo em escala industrial (Silva et
al., 2022).

O desenvolvimento de um processo competitivo a termos de custo € de grande
importancia, levando em consideracdo que o0s custos de producdo sé&o
significativamente maiores do que os surfactantes sintéticos. Novas abordagens
precisam ser exploradas, como a utilizagéo de fontes alternativas. A utilizagcado dessas
estratégias reduz de 10 a 80 % dos custos gerais de producdo. O emprego de
processos biotecnolégicos 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 sdo empregados como substratos
para a producao de biossurfactantes, estabelecendo uma estratégia eficaz de reducéao
de custos associada ao gerenciamento de residuos (Singh; Patil; Rale, 2019). Dessa
forma, o potencial microbiano para a producdo de biossurfactantes empregando
substratos agroindustriais de baixo custo pode tornar o processo de producéo global
sustentavel e econémico (Sodhi et al., 2022).

Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos quando cultivados em
substratos insolluveis (6leos, residuos e hidrocarbonetos) e sollveis (carboidratos)
apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas, tais como glicolipidios,
lipopeptideos, complexos proteinas - polissacarideos, fosfolipideos, acidos graxos e
lipideos neutros, apresentando diversas propriedades e funcdes fisiologicas entre as
varias familias destes biopolimeros (Marinho et al., 2022).

Devido as diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam

aplicagBes em varios processos industriais, além da possibilidade de novas aplicacfes
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para estas biomoléculas. Os biossurfactantes sdo conhecidos como as “moléculas
multifuncionais” do novo século (Liu et al., 2020).

Portanto, esse trabalho teve como objetivo, a producéo de biossurfactante por
Candida liplytica UCP0998 utilizando residuos agroindustriais. Foram avaliados suas
propriedades, isolamento, caracteriza¢ao, toxicidade e aplicacdo na remocao de 6leos

e derivados de petroleo em ambientes terrestres e marinhos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

Candida lipolytica UCP 0988 depositada no Banco de Culturas do Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da Universidade
Catolica de Pernambuco foi testada como produtora do biossurfactante. As culturas
foram mantidas em tubos de ensaio inclinados contendo Yeast Mold Agar (YMA) sob
refrigeracdo a 5°C e repicadas a cada 30 dias.

2.2 Preparacao do in6culo

O indculo das leveduras foi padronizado, transferindo-se as culturas para um
tubo contendo o meio YMA, obtendo -se uma cultura jovem. Em seguida, a amostra
foi transferida para frascos contendo 50 mL do meio YMB e incubados sob agitacéao
de 150 rpm a 28°C durante 24 horas. Apoés este periodo, foram realizadas diluicbes

até se obter a concentracéo final de 108células/mL.

2.3 Producéo do biossurfactante

A fermentacdo para a producdo do biossurfactante foi realizada em meio
contendo 4% de melaco, 2,5% de milhocina e 2,5% de Oleo de soja residual e
incubados com a suspenséo celular de 108 células/mL. Os frascos foram mantidos sob

agitacdo de 200 rpm, durante 144 horas, pH 5,5.
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2.4 Determinacéao da atividade de emulsificagdo

Para a determinacdo da atividade de emulsificacdo, as amostras foram
centrifugadas a 4500g durante 15 minutos e, em seguida, analisadas segundo a
metodologia proposta por Cooper and Goldenberg (1987).

2.5 Curva de Crescimento

Aliquotas foram coletadas nos intervalos de 2, 4, 6, 8, 12, 24, 30, 36, 48, 60,
72, 96, 120 e 144 horas ao longo da fermentacédo e submetidas a filtracdo, seguida
por centrifugacéo (4500rpm e 9 ° C por 15 min), em seguida, liquidos metabdlicos
livres de células foram usados para a determinacdo da tensdo superficial, pH e
rendimento em biossurfactante. Para determinag¢do da biomassa por peso seco, 50
mL da cultura foram inicialmente centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos, sendo
0 sobrenadante descartado. Apos centrifugacdo, a biomassa foi secada em estufa a
105 °C por 24 horas e pesada (Lira et al., 2022).

2.6 Avaliacdo da estabilidade do biossurfactante (efeitos do pH, da adicéo de

NaCl, da temperatura)

Os efeitos de diferentes temperaturas (5°C, 70°C, 100°C e 120°C), de
diferentes concentracdes de NacCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 %), de diferentes pHs (2,0,
4,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,0), o biossurfactante foi avaliado para determinacéo da tensao
superficial e da atividade de emulsificacdo. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

2.7 Determinacédo da tensédo superficial e Concentracéo Micelar Critica (CMC)

A tensado superficial foi medida em tensiébmetro KSV Sigma 700 (Finland)
utiizando-se o anel de NUOY. A CMC do biossurfactante foi determinada
automaticamente por medidas das tensdes superficiais de uma amostra de agua

gradativamente adicionada do surfactante até se atingir um valor constante de tensao.



58

O valor da CMC foi determinado como g/L do biossurfactante extraido (Santos et al.,
2021).

2.8 Isolamento do biossurfactante

O liquido metabdlico foi extraido utilizando acetato de etila repetindo trés vezes
0 processo. Em seguida o solvente foi transferido para um funil de separacao,
descartando a fase aquosa e a fase do solvente foi seco usando sulfato de sodio e em
seguida filtrado e evaporado (Pinto et al., 2022).

2.9 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 resolugcédo de 4 cm™, na regido de 400 a 4000

ndmeros de onda (cm?).

2.10 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O biossurfactante extraido foi redissolvido em cloroférmio deuterado (CDCls) e
0s respectivos espectros de ' H RMN foram registados em 25 °C utilizando um
espectrometro Agilent 300Mz que opera a 300,13 MHz. Deslocamentos quimicos ()

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

2.12 Toxicidade do biossurfactante frente ao microcrustaceo Artemia salina

Os testes de toxidade para micro-crustaceos foram realizados com Artemia
salina (larva de camarao), comumente usada como bioindicador marinho. Para o teste
foi utilizado 1 litro de solucdo salina, composto por 33 gramas de sal marinho
dissolvido. Apds incubacdo dos micro-crustaceos, eles foram dispostos de 10 em 10
em solucdes do biossurfactante com concentracdes de 25%, 50% e 75% em agua
destilada (Silva et al., 2010).
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2.13 Teste de fitotoxicidade do biossurfactante

A fitotoxicidade do biossurfactante foi avaliada em ensaio estatico através da
germinacdo da semente e do crescimento da raiz de repolho (Brassica oleracea)
(Tiquia et al., 1996). Solucdes teste dos biossurfactantes isolados foram preparados
em agua destilada em diferentes concentragfes (1/2xCMC, 1XxCMC e 2xCMC). Apos,
cinco dias de incubacg&o no escuro, a germinagdo das sementes, o crescimento da
raiz (= 5 mm) e o indice de germinacéo (IG) foram calculados de acordo com as
férmulas abaixo:

Germinacao relativa da semente (%) = (n° de sementes germinadas no extrato / n°
de sementes germinadas no controle) x 100
Comprimento relativo da raiz (%) = (média do comprimento da raiz no extrato /
média do comprimento da raiz no controle) x 100

IG= [(% germinacdo da semente) x (%crescimento da raiz)]/ 100%

2.14 Teste de dispersao de 6leo em agua do mar

Este ensaio foi realizado adicionando 40 mL de agua a uma placa de Petri com
diadmetro de 15 cm, o biossurfactante bruto e isolado nas concentracfes (1/2 CMC
(0,25%), CMC (0,5%) e 2XCMC (1,0%) foram testados. O poder de dispersao do
biossurfactante foi avaliado. Os resultados dos experimentos em triplicata foram
expressos como o diametro médio das zonas claras que apareceram nas placas de
Petri, e o indice de disperséo foi definido como a porcentagem do diametro médio em

relacéo ao diametro da placa (15 cm) (Santos et al., 2021).

2.15 Experimentos de lavagem de composto hidrofébico adsorvidos em pedra

A remocéao de 6leo foi realizada embebendo-se o material nos contaminantes até
completa cobertura do mesmo, anotando-se o volume gasto. Em seguida, o material
foi cuidadosamente colocado, com auxilio de uma pin¢a, em um becker de 100mL , o
gual foi submetido aos seguintes tratamentos: adicdo do biossurfactante isolado na
1/2CMC (0,25%), CMC (0,5%), 2XCMC(1,0%) e no biossurfactante bruto. Os volumes

gastos foram anotados e 0s percentuais obtidos na lavagem foram calculados. A



60

guantidade de 6leo remanescente foi determinada no sélido lavado, por gravimetria,

apos extracdo com hexano, e expressa em percentual.

2.16 Aplicacéo de tensoativos quimicos e biossurfactantes naremocao de 6leo

de motor de areia por meio de ensaio cinético.

Amostras de areia normal para ensaio de cimento NBR 7214 (ABNT, 1982),
cuja matéria organica € expressa em termos de acido tanico, num nivel ndo superior
a 100 partes por milhdo, onde a mesma foi retida entre as peneiras de abertura
nominal de 0,3 mm a 0,15 mm (denominagéo fina).

Amostras de 50 g de areia padrédo foi contaminada com 10% de 6leo de motor
e transferidas para Erlenmeyers de 500 mL, submetidas a autoclavagem, e
posteriormente, 100 mL de cada solucdo de surfactante adicionada ao frasco
contendo o solo contaminado. O biossurfactante e os surfactantes sintéticos (Tween
20 e Tween 80) foram utilizados em concentracdes correspondentes a metade da
CMC (1/2CMC), a CMC e no dobro da CMC (2xCMC). O biossurfactante bruto (liquido
metabalico livre de células) também foi testado na mesma quantidade (100 mL). Um
frasco contendo a areia e 100 mL de agua, sem adicdo dos surfactantes, foi utilizado
como controle. Os frascos foram agitados a uma velocidade de agitacdo de 150 rpm
durante por 24h a 28°C. Ap0s o tratamento, a areia tratada e a solucdo de lavagem

foram separadas para analise (Santos et al., 2021).

2.17 Remocao do contaminante hidrofébico em areia pelos surfactantes em

ensaio estatico

Colunas de vidro (55 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 solu¢bes do biosurfactante e dos
surfactantes sintéticos. O biossurfactante e os surfactantes sintéticos (Tween 20 e
Tween 80) foram utilizados em concentracdes correspondentes a metade da CMC
(1/2CMC), a CMC e no dobro da CMC (2xCMC). O biossurfactante bruto (liquido

metabadlico livre de células) também foi testado na mesma quantidade (200 ml). Uma
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coluna contendo o solo e 200 mL de agua, sem adi¢do dos surfactantes, foi utilizada
como controle. A percolagdo das solugbes dos surfactantes foi monitorada em
intervalos de 5 minutos ao longo de 24 horas. Ao final de cada lavagem, o contetdo
do Erlenmeyer foi deixado em repouso por 5 min. Em seguida, a solucao de lavagem
foi separada com auxilio de uma pipeta e a areia remanescente no Erlenmeyer foi
lavada com agua destilada para remocdo de restos de Oleo das paredes do
Erlenmeyer e de restos da solucdo de surfactante da areia (Santos et al., 2021).

2.18 Anédlise dos contaminantes na areia

As amostras as foram retiradas para a estimativa de 6leo de motor por analise
gravimétrica. O oOleo de motor residual foi extraido num Becker pré-pesado com
hexano em um funil de decantacéo. A extracédo foi repetida duas vezes para assegurar
uma recuperacdo completa do 6leo. Apds a extracéo, o hexano foi rotoevaporado e
Oleo retirado da areia pesado. O percentual de 6leo removido foi calculado usando a
seguinte equacéo: 6leo de motor removido (%) = [(Oinicial - Oremanescente) / Oinicial] X 100,
onde Oinicia € 0 6leo na areia contaminada € Oremanescente € 0 0leo de motor que

permanece na areia (g) apos a lavagem.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curvade crescimento e producéo de biossurfactante

Os biossurfactantes apresentam vantagens sobre os surfactantes quimicos por
serem biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade e por serem obtidos de fontes
naturais. Todavia, os processos que envolvem a producao dos biossurfactantes ainda
apresenta alto custo, causando uma desvantagem em comparagdo com a producgao
de surfactantes sintéticos (LOpez-Prieto et al., 2021). Com isso, € importante e
necessario a busca por alternativas mais rentaveis para essa producao. Tendo isso
em vista, algumas estratégias tém sido utilizadas para tornar sua producdo mais
econdmica, como a utilizacdo de substratos de baixo custo, residuos industriais tém

despertado grande interesse de pesquisadores como alternativa para o fornecimento
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de substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactantes (SARUBBO et al.,
2022).

O crescimento e a producdo de biossurfactante por C. lipolytica em meio
contendo 4,0% de melaco, 2,5% de milhocina e 2,5% de 6leo de fritura residual, foi
avaliado durante 6 dias.

A curva de crescimento (Figura 1) demonstrou uma fase exponencial em um
periodo de 5 h—12 h de cultivo. A producdo méaxima de biomassa foi de 9,0 g/L ap6s
120 h de cultivo. A producdo méaxima de biossurfactante foi de 12g/L e ocorreu na fase
estacionaria de crescimento. A tensdo superficial do meio foi reduzida de 55 mN/m
para 28 mN/m apos 144horas e o pH houve um aumento a partir de 24 horas.

De acordo com a literatura, a maioria das espécies de Candida tem demonstrado
capacidade de produzir biossurfactantes eficientes. Rufino et al. (2014) avaliaram o
crescimento de C. lipolytica UCP 0988 em meio mineral suplementado com 6 % de
residuo de refinaria de 6leo de soja e 1 % de acido glutamico para producéao de
biossurfactante. Apds 72 h de cultivo, a tensao superficial do caldo livre de células foi
reduzida de 55 para 25 mN/m e o rendimento de biossurfactante foi de 8,0 g/L.

Em outro trabalho, Luna et al. (2013) estudaram um biossurfactante produzido
com C. sphaerica usando um meio contando 9% de residuo de refinaria de 6leo de
amendoim e 9% de milhocina. Eles obtiveram um rendimento de biossurfactante de 9
g/L e uma tensao superficial de 25 mN/m apdés 144h.

De acordo com Akbari et al. (2018), um biossurfactante eficaz é capaz de reduzir
a tensao superficial da agua de 72 para 35 mN/m.

De acordo com Asgher et al. (2020), a chave para a producéo de biossurfactante
€ a otimizacéo do bioprocesso que consequentemente influencia no rendimento total
da producdo. Existe uma variedade de fatores que influenciam na producdo do
biossurfactante, a acessibilidade a fontes de carbono e nitrogénio colaboram
fortemente na producéao.

Silva et al. (2021) observaram que apés a producdo de um biossurfactante
comercial utilizando a levedura Starmerella bombicola em meio contendo 50 g/L de
Oleo de algodao, 25 g/L de glicose, 1 g/L de extrato de levedura, 0,5 g/L de KH2PO4,
0,5 g/L de MgS04.7H20 e 0,3 g/L de NaNO3 a tensao superficial foi reduzida para 32
mN/m, e o biossurfactante isolado utilizando acetato de etila como solvente de

extracao apresentou rendimento de 32,5 g/L.



Silva et al. (2022), produziu meio contendo agua destilada suplementada com

5,0 % de melaco, 3,0 % de milhocina e 2,5 % de 6leo de fritura residual.

Figura 1 - Curva de crescimento, tensdo superficial de pH e producéo de
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biossurfactante de C. lipolytica cultivada em agua destilada suplementada com 5,0%

de gordura animal e 2,5% milhocina durante 144 h a 200 rpm e 28°C
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3.2 Estabilidade do biossurfactante relacionada ao indice de emulsificacéo
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Uma das caracteristicas mais importantes dos surfactantes microbiol6gicos,

gue o tornam uma excelente alternativa aos surfactantes sintéticos, € a sua alta

tolerdncia a condigcbes ambientais extremas. Assim, estudar a estabilidade do

biossurfactante é fundamental, visto a influéncia que fatores como pH, temperatura e
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salinidade exercem sobre os biotensoativo, uma vez que a estabilidade € um
parAmetro para considerar a aplicagdo dessas moléculas em diversas areas,
sobretudo, a ambiental, onde os fatores do ambiente estdo constantemente em
mudanca (Somoza-Coutifio et al., 2020; Saubbo et al., 2022).

Os resultados da atividade de emulsificacdo demonstraram uma elevada
afinidade do biossurfactante bruto (liquido metabdlico livre de células) com o 6leo de
motor, o qual, independentemente das condicbes ambientais testadas, ou seja,
variacOes de temperatura, pH e adicdo de NaCl foi bem emulsificado (Tabela 1).

Tabela 1 - Estabilidade da emulsificacdo do 6leo de motor pelo biossurfactante de C.
lipolytica cultivada em agua destilada suplementada com 4,0% de melaco, 2,5% 6leo
de fritura e 2,5% de milhocina como substratos frente a variacdes de temperatura, de
pH e na presenca de NaCl

NaCl Emulsificacdo Temperatura Emulsificacdo pH Emulsificacéo

(%) do 6leo de (°C) do 6leo de do 6leo de

motor (%) motor (%) motor (%)
0 92+1,4 0 88+1,5 2 90+1,1
2 92+1,3 5 88+1,1 4 91+1,1
4 90+1,8 28 90+1,8 6 90+1,7
6 90+1,2 70 90+2,0 8 90+1,2
8 90+1,4 100 90+1,2 10 90+1,5
10 90+1,1 120 90+1,3 12 90+1,2

Da Rocha Junior et al. (2019) utilizaram C. tropicalis na producdo de um
biossurfactante em meio de crescimento contendo 4,0 % de milhocina, 2,5 % de
melaco e 2,5 % de 6leo de canola e obtiveram resultados semelhantes em relacdo a
estabilidade de emulsificacdo, os testes de emulsificacdo demonstraram afinidade
entre o liquido metabdlico e o 6leo de motor, e a estabilidade constante da

emulsificacao ficou em torno de 92 % nas faixas de temperatura e pH testados.

3.3 Estabilidade do biossurfactante relacionada a tensédo superficial
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A estabilidade do biossurfactante foi avaliada no liquido metabdlico livre de
células apos 144 horas de cultivo quanto a diferentes valores de pH, temperatura e na
presenca de NaCl em fungéo da tenséo superficial da biomolécula (Figura 2).

Os testes realizados com o liquido metabdlico livres de células, ndo apresentou
variagdes quanto as mudancas de pH, demonstrando que o biossurfactante obtido
nao apresentou mudancas significativas na tenséo superficial (Figura 2A).

O biossurfactante se mostrou estavel nas temperaturas testadas, como pode
ser observado (Figura 2B).

Com relagdo a variacdo de temperatura do biossurfactante a adicdo de NacCl
(Figura 2C). A tensao superficial no liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante foi estavel, independentemente da concentracédo de sal adicionado.

Comparando os resultados com a literatura, a influéncia da salinidade foi
avaliada em funcdo da possibilidade de uso do biossurfactante produzido em
ambientes marinhos. Considerando que a maior salinidade encontrada no mundo é
de 3% (Millero et al., 2008).

O biossurfactante de C. lipolytica foi capaz de manter a capacidade de reduzir
a tensao superficial na presenca de até 12% de sal.

O biossurfactante obteve resultados semelhantes aos de Santos et al. (2021),
com estabilidade na tensdo superficial quando exposto a diferentes valores de pH,
temperaturas e concentracdes de valores de NaCl testados durante todo o tempo de

armazenamento, quando comparado ao controle.

Figura 2 - Estabilidade da tensdo superficial do biossurfactante de C. lipolytica
cultivada em agua destilada suplementada com em 4,0% de melaco, 2,5% o6leo de
fritura e 2,5% de milhocina como substratos frente a variacdes de na presenca pH (A),

temperatura (B) e adicdo de NaCl (C)
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3.4 Concentracao Micelar Critica

O biossurfactante produzido por C. lipolytica apresentou excelente capacidade
de reducédo da tensédo superficial, uma vez que a tensédo da agua foi reduzida de 72
mN/m para 28 mN/m com o aumento da concentracao do biossurfactante para 0,5 %,
ou seja, indicando que a CMC foi atingida.

O biossurfactante de C. lipolytica demonstrou uma CMC menor em comparagao
com outros biossurfactantes produzidos, por exemplo Candida utilis (0,6 %) (RIBEIRO
et al., 2019), Saccharomyces cerevisiae (0,8 %) (RIBEIRO et al., 2020) e Yarrowia
lipolytica (1,2 %) (Radha et al., 2020). De acordo com Kumar et al. (2021) os
biossurfactantes tem sido aplicado na reducéo da tensdo superficial e/ou interfacial
entre a solugéo e a superficie, nas interfaces ar/agua ou Oleo/agua. A adicdo de um
surfactante em um sistema ar/agua ou 6leo/agua ocasiona uma reducdo na tensao
superficial até um ponto em que eles formam estruturas micelares, vesiculas e
bicamadas. Este ponto critico € conhecido como concentragcdo micelar critica (CMC).

O baixo peso molecular de surfactantes produzidos e sintetizados por
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microrganismos apresentam uma grande capacidade na redugcdo da tensao
superficial, por outro lado, o alto peso molecular esté relacionado a capacidade de
formar uma emulsdo estavel. Segundo Twigg et al. (2020), a CMC é a concentracao
de um composto tensoativo em solucdo no momento que acontece a formacao de
micelas.

Rocha Junior et al. (2019) utilizaram C. tropicalis na producdo de um
biossurfactante em meio de crescimento contendo 4,0 % de milhocina, 2,5 % de
melaco e 2,5 % de 6leo de canola e obtiveram um CMC 0,5%.

3.5 Carga lIonica do biossurfactante

O biossurfactante produzido por C. lipolytica mostrou carga negativa na regiao
hidrofilica apés a analise em zeta potencidbmetro, com -97.9 ZPmV, 282.6 uS/cm a
22.4 °C, indicando que é um surfactante anionico. Comparando com a literatura,
outros biossurfactantes produzidos por espécies de Candida também apresentaram
carater aniénico quando submetidos ao mesmo teste (Sobrinho et al., 2008; Luna et
al., 2014; Rocha Junior et al., 2019; Pinto et al., 2022).

3.6 Caracterizacéo estrutural do biossurfactante

O biossurfactante isolado de C. lipolytica foi caracterizado por FT-IR e analises
de RMN. O espectro IR (Figura 3) mostrou uma regido de estiramento entre as faixas
de 3000-3500 cm-1, indicando a presenca de grupos hidroxila em um acido carboxilico
juntos. O grupo carbonila (C=0) foi detectado em 1562 cm-1 e o carbono alifatico (C-
O) ligacdes em 2851-2922 cm-1 regiées. O RMN (Figura 4) sugeriu a presenca de
hidrogénio préximo ao grupo de acido carboxilico em 10-12 ppm, perto de ligacGes
duplas em 5-6 ppm. O RMN (Figura 5) confirma os resultados anteriores mostrando
um pico caracteristico de acido carboxilico em 180 ppm, picos de ligacdes duplas entre
120-140 ppm e carbonos alifaticos na regidao de 10-40 ppm. Este resultado sugere que
A biomolécula do surfactante € um tipo de acido carboxilico metabolizado
provavelmente ligado a carboidratos, como descrito para outros biossurfactantes

produzidos por leveduras, que sao glicolipidios.
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Figura 3 - Espectro FT-IR do biossurfactante produzido por C. lipolytica UCP0988
cultivada em meio contendo 4% de melaco, 2,5% de milhocina, enriquecida de 2,5%
de 6leo de soja residual.
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Figura 4 - Espectro de RMN do biossurfactante produzido por C. lipolytica UCP0988
cultivada em meio contendo 4% de melaco, 2,5% de milhocina, enriquecida de 2,5%

de 6leo de soja residual.



69

Figura 5 - Espectro de RMN do biossurfactante produzido por C. lipolytica UCP0988

cultivada em meio contendo 4% de melaco, 2,5% de milhocina, enriquecida de 2,5%

de d6leo de soja residual
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3.7 Teste de Fitotoxidade do Biossurfactante

Toxicidade pode ser definida como a capacidade de uma substancia causar um
efeito prejudicial em um organismo vivo, que depende na concentracdo e
propriedades do produto quimico ao qual o organismo esta exposto e o tempo de
exposicao (Werrie et al., 2020). A toxicidade do biossurfactante foi testada nas
sementes do repolho (Brassica oleracea). Os resultados demonstram que o0s
diferentes tratamentos de solucédo do biossurfactante ndo causaram efeito inibitério na
germinacao das sementes e no crescimento das raizes. Os indices de germinacao
variaram em 99%, 98% e 95% para as solucbes de Y2 CMC, 1 CMC e 2 XCMC,
respectivamente.

A literatura considera um indice de Germinacédo (IG) minimo de 80% para
indicar auséncia de fitotoxicidade. O resultados obtidos neste trabalho, mostraram que
o biossurfactante de origem microbiol6gica, nas diluicbes testadas ( CMC, %2 CMC e
2x CMC) nao apresentou efeito inibitério na germinacao.

Santos et al. (2021), tambem estudaram a toxicidade do biossurfactante de C.
lipolytica e os resultados demonstraram que os diferentes tratamentos de solugéo do

biossurfactante ndo causaram efeito inibitério na germinacdo das sementes e no
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crescimento das raizes. Os indices de germinacao variaram em 100, 90 ,98 e 95%

para as solugdes de liquido metabdlico, ¥2 CMC, CMC e 2XCMC, respectivamente.

3.8 Teste de Toxicidade do Biossurfactante frente ao Microcrustaceo Artemia

Salina

A toxicidade contra organismos aquaticos pode causar irreparaveis danos aos
seres viventes do local. Artemia salina € um ser vivo marinho, utilizado como padrao
em estudos sobre ecotoxicologia, isso é devido a viabilidade de manutengdo em
escala de laboratério, condi¢cdes de crescimento simples e um ciclo de vida curto
(PINTO et al., 2022). Apos exposicao ao biossurfactante (Y2 CMC, CMC e 2x CMC)
por 24h, larvas de Artemia salina, apresentaram taxa de sobrevivéncia de 100%.
Esses resultados, que indicam que nao apresentou toxicidade nas condicbes
testadas. Resultados encontrados por Luna et al. (2013) e Rufino et al. (2014), que
indicaram baixa toxicidade.

Pinto et al. (2022) utilizou o biossurfactante produzido a apartir da C. bombicola,
amostras em 0,5% e 1%, a taxa de letalidade foi 50 e 100% respectivamente.

Enquanto o biossurfactante isolado ndo exibiu taxas letais significativas.
3.9 Teste de disperséo de 6leo motor em agua

A capacidade de um biossurfactante para dispersar Oleos é de extrema
importancia no tratamento de ambientes contaminados com hidrocarbonetos, uma vez
gue essa propriedade acelera a mobilizacdo do Oleo pela quebra das goticulas e
consequentemente aumenta a area de superficie do 6leo em contato com o micro-
organismo degradante (Silva et al., 2022).

Os melhores resultados de dispersédo foram obtidos para o biossurfactante
bruto que apresentou capicidade de dispersdo de 100% do Oleo, seguindo do
biossurfactante isolado na concentracdo 2x CMC dispersou 95% o oleo, indicando alta
atividade de superficie. Os resultados na concentracdo da CMC e Y CMC foram,
respectivamente, 68,23 e 32,09 %.

Portanto a utilizacdo de agentes biotensioativos com boa capacidade de lavagem

e dispersdo torna-se bastante atrativo quando um ecossistema € ameacgado por
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poluentes hidrofébicos, pois constituem uma vantagem econémica consideravel, por

nao exigirem procedimentos dispendiosos de isolamento e purificacao.

3.10 Experimentos de lavagem de composto hidrofébico adsorvidos em pedra

Poucos sdo os métodos adequados para a realizacdo de uma limpeza efetiva
de recifes de corais contaminados, tendo em vista que estes sdo ecossistemas
extremamente delicados e de dificil acesso. O uso de dispersantes pode ser um
método atrativo quando algum outro ecossistema sensivel proximo estd sendo
ameacado poluentes hidrofébicos, como por exemplo, 0 manguezal (Almeida et al.
2021).

Os testes foram realizados com o biossurfactante bruto, bem como o
biossurfactante isolados. Os resultados obtidos para a remocao de 6leo apresentaram
valores de 100% de remocao para o liquido metabdlico, 34% para o biossurfactante
na 1/2CMC, 67% na concentragcdo CMC e 96% de remocé&o para o biossurfactante em
2XCMC, mostrando a viabilidade de sua aplicacdo como dispersante biolégico para
remover poluentes hidrofébicos em ecossistemas sensiveis como recifes de coral.

De acordo com a literatura Luna et al. (2016) avaliaram a capacidade de remocao
do biossurfactante de C. sphaerica mostrando uma remocéao de 70% do 6leo de motor
adsorvido em uma superficie porosa. Em outro estudo, foi relatada a taxa de remocéao
de 60% de Oleo de motor em superficies porosas com biossurfactante bruto,
demonstrando o potencial do biossurfactante de C. sphaerica como dispersante
(Sobrinho et al., 2013).

3.11 Remocéao do contaminante hidrofobico em areia pelos surfactantes em

ensaio cinético.

A Tabela 2 apresenta os resultados da remocéo de 6leo de motor adsorvido
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em areia pelo biossurfactante produzido por C. lipolytica em ensaio cinético. Pode-
se observar que a maior concentracdo do biossurfactante isolado, influenciou o
percentual de remocéo, demonstrando o aumento da capacidade de solubilizagéo
do dleo presente na areia, pelo biossurfactante de C. lipolytica. Os maiores
percentuais de remogao 70% e 61% foram obtidos para a condigdo contendo a
concentragéo de 2X CMC e CMC.

Tabela 2 - Percentual de remocao do contaminante hidrofébico, pelo biossurfactante

de C. lipolytica em ensaio cinético

Agente de Remocéo Remocao de 6leo (%)
Controle (dgua destilada) 10%
Tween 20 8%
Tween 80 14%
Biossurfactante bruto 50%
Solucéo isolada de biossurfactante a %2 CMC 50%
Solucéo isolada de biossurfactante a CMC 61%
Solucéo isolada de biossurfactante a 2X CMC 70%

Os estudos realizados por Durval (2021), utilizando um biossurfactante
produzido por B. cereus, encontraram taxas de remocao superiores a 80%, com
remocao maxima de 84% obtida com o biossurfactante isolado a 2xCMC.

Santos et al. (2021), demonstrou que o biossurfactante produzido por C.
sphaerica obteve os maiores percentuais de remocdo (90%) quando submetidos a
concentracdo de biossurfactante de 2XCMC no periodo de 90 dias. A agitacao
aplicada ao processo de remocdo promoveu aumento nas taxas de remocao,
demonstrando como a acao mecanica pode auxiliar na descontaminacao.

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

de poluentes.
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3.12 Remocéao do contaminante hidrofobico em areia pelos surfactantes em

ensaio estatico.

Nesse trabalho, uma coluna de vidro foi preenchida com areia e usada para
estudar o efeito dos surfactantes sintéticos Tween 20 e Tween 80 e do biossurfactante
produzido pela C. lipolytica na solubiliza¢do do 6leo.

O biossurfactante bruto e o isolado foram capazes de remover o 6leo de motor
adsorvido na areia no teste estatico das colunas. A remocdo do Oleo pelo
biossurfactante isolado variou dependendo da concentra¢cao empregada. Para a CMC,
% CMC e 2x CMC, obtiveram remocéao de 38%, 20%, 85% respectivamente (Tabela
3).

O biossurfactante bruto (liquido metabolico livre de células) produzido a partir
de C. lipolytica também foi testado para avaliar a remocéo do oleo, onde pode-se
observar uma remocéo de 50%. Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia do
biossurfactante bruto na remog¢do do oOleo de motor, resultado importante
considerando que os processos de purificagcdo chegam a representar 60% do custo
total do processo.

Os resultados obtidospara os surfactantes quimicos Twen 20 e Twen 80
apresentaram remocao do Oleo motor, de 10 e 18% respectivamente, quando

comparados com o biossurfactante produzido pela C. lipolytica.

Tabela 3 - Remocédo do contaminante hidrofébico adsorvido em areia, através do

ensaio estatico com colunas de vidro.

Agente de Remocéao Remocao de 6leo (%)

Controle (Agua destilada) 10%= 0,3
Tween 20 10%+ 0,4
Tween 80 18%=+ 0,5
Biossurfactante bruto 17%+ 0,2
Solucdo isolada de biossurfactante a 20,0+ 0,2
1/2CMC.

Solucéo isolada de biossurfactante a CMC. 38%= 0,4
Solucdo isolada de biossurfactante a 2X 85%z= 0,4

CMC




De acordo com Santos et al. (2019), o biossurfactante produzido pela C.
sphaerica também foi capaz de remover o 6leo de motor adsorvido na areia no
teste estatico das colunas, para a %2CMC, CMC e 2x CMC, obtiveram
aproximadamente, 30%, 48%, 70% respectivamente.

Estudos realizados por Rufino et al. (2013), utilizando biossurfactante
isolado de C. lipolytica, em colunas empacotadas, demonstraram a influéncia da
concentracdo de biossurfactante, uma vez que as taxas de remoc¢éao dos liquidos
percolados apresentaram-se em ordem crescente: Tween 80 (12%), liquido
metabdlico livre de células (26%), biossurfactante na CMC (33%) e biossurfactante
em trés vezes a CMC (37%) respectivamente.

Devido a sua natureza anfipatica, o biossurfactante forma agregados
micelares com o contaminante, promovendo uma maior remocao. 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

mobilizacéo, exibindo excelente capacidade de remocao.

CONCLUSAO

75

O biossurfactante produzido por C. lipolytica cultivado em meio de baixo custo

nao apresentou toxicidade e apresentou ndo apenas boa reducdo da tenséo

superficial e rendimento do biossurfactante, mas também uma excelente estabilidade

sob condicdes extremas, mostrou-se bastante eficaz na remocéo de 6leo adsorvido

em diferentes matrizes, como solo e agua do mar, apresentando potencial de

aplicacdo na biorremediacdo e garantindo, de forma expressiva, com uma maxima

eficiéncia de recuperacdo do meio ambiente impactado por residuos oleosos.
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RESUMO

Os tensoativos sao utilizados como agentes estabilizadores de nanoparticulas,
porém, 0s tensoativos sintéticos ndo sdo ambientalmente e economicamente viaveis.
Portanto, os biossurfactantes surgem como uma alternativa verde para a sintese e
estabilizacdo de nanoparticulas. O objetivo deste estudo foi sintetizar de forma
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simples e verde, nanoparticulas de prata (AgNPs), utilizando como estabilizador o
biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0899. As nanoparticulas obtidas foram
identificadas e caracterizadas morfologicamente usando as técnicas de
espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Visivel), microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), potencial zeta e a espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS). As
nanoparticulas estabilizadas foram avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana
frente aos isolados bacterianos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterocuccus, e aos fungos Candida albicans e Aspergilus Niger. A
maxima absorcdo de UV-visivel observada foi de 400 nm para nanoparticulas de
prata. A micrografia MEV confirmou a formacdo de nanoparticulas, com estruturas
predominantemente esféricas. O tamanho médio das nanoparticulas formadas foi
estimado em 20 nm. A presenca do biossurfactante promoveu estabilidade, sendo
observado um potencial zeta de - 60 mV. O potencial antimicrobiano das AgNPs foi
avaliado, contra diferentes micro-organismos. Foram observadas inibicdo para
Staphylococcus aureus (90%), Echerichia coli (95%), Enterobacter (75,48%) e 70,67%
de inibicdo para e Pseudomonas aeruginosa, 90% para Candida albicans e 85%
Aspergillus niger na concentracdo de AgNPs de 16,50 pg/mL. Desta forma, observa-
se o potencial de utilizacdo do biossurfactante como estabilizador de nanoparticulas
de prata e sua aplicacdo como agente antimicrobiano.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de prata, Sintese verde, Multirresisténcia,
Atividade antimicrobiana.

INTRODUCAO

A nanotecnologia envolve a manipulacao e criacdo de novos materiais
com dimensdes abaixo de 100 nm. Nanomateriais (NMs) tém propriedades biolégicas,
fisicas e quimicas distintas de materiais de tamanho convencional, despertando o
interesse de diversos setores, como a industria farmacéutica, eletrbnica, téxtil,
alimenticia e de cosméticos (Laux et al., 2018). Pesquisas apontam que o mercado
global da nanotecnologia podera lucrar aproximadamente 125 bilhdes de délares até
2024 (Research and Markets, 2018). Dos nhanomateriais estudados, as nanoparticulas
de prata (AgNPs) apresentam papel de destaque, em virtude de suas propriedades
biolégicas, como atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria e antiviral
(Zhao et al., 2017).

Diversos métodos de sintese desses NMs sdo empregados, contudo, a
sintese por via biolégica ou biossintese tem despertado interesse por ser um método
barato, eficiente e limpo, utilizando biocatalisadores, oriundos de bactérias, algas,
fungos filamentosos e plantas, como intermediadores da sintese de nanoparticulas de
prata (Abdelghany et al., 2018).

A sintese mediada por surfactantes de nanoparticulas é emergindo como um
método potencial para a estabilizacdo de nanoparticulas. Embora os processos
guimicos e fisicos sejam potencialmente Util na sintese de nanoparticulas, a sintese
de tamanho controlado ainda permanece como um desafio na ciéncia dos materiais
(Sousa et al., 2018).
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O tamanho e a forma séo fatores criticos que decidem a atividade
biolégica e especificidade. Nesse contexto, 0os tensoativos estdo surgindo como
potenciais agentes estabilizadores, porém, a tensoativos sintéticos ndo séao
economicamente viaveis, bem como nao sao ecologicamente corretos. Portanto, os
biossurfactantes estdo emergindo como uma alternativa verde para a sintese e
estabilizacao de nanoparticulas (Sarubbo et al., 2022; Durval et al., 2022).

Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos quando
cultivados em substratos insollUveis (6leos, residuos e hidrocarbonetos) e sollveis
(carboidratos) apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas, tais como
glicolipidios, lipopeptideos, complexos proteinas - polissacarideos, fosfolipideos,
acidos graxos e lipideos neutros, apresentando diversas propriedades e funcdes
fisioldgicas entre as varias familias destes biopolimeros (Marinho et al., 2022)

Devido as diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam
aplicacdes em varios processos industriais, além da possibilidade de novas aplicacdes
para estas biomoléculas (Liu et al., 2020). Podem ser usados para alto desempenho
na producdo de nanomateriais, uma vez que formam facilmente uma variedade de
cristais liquidos em solucfes aquosas (SINGH et al., 2020; DURVAL et al., 2022).

Reddy et al. (2009) mostrou que a sintese de nanoparticulas de prata
pode ser estabilizada por surfactina. O biossurfactante ramnolipidio foi avaliado
guanto ao seu efeito na sintese/estabilizacao de particulas de nano zirconia (Biswas
e Raichur, 2008). Durval et al. (2022) comprovou que a sintese de nanoparticulas de
prata pode ser estabilizada por lipopeptideo com propriedades fungicidas.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo sintetizar de forma
simples e verde, nanoparticulas de prata, utilizando como estabilizador o
biossurfactante produzido por Candida lipolytica UCP 0899, utilizando meio alternativo
a partir de residuos industriais. As nanoparticulas obtidas foram identificadas e
caracterizadas morfologicamente usando as técnicas de espectroscopia no
ultravioleta visivel (UV-Visivel), microscopia eletrénica de varredura (MEV), potencial
Zeta e a espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS). As nanoparticulas
estabilizadas com o biossurfactante foram avaliadas quanto ao seu potencial de acéo
antimicrobiana e antifungico frente a isolados de origem clinica.

Material e Métodos

Micro-organismo

Candida lipolytica UCP 0988 depositada no Banco de Culturas do Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da Universidade
Catolica de Pernambuco foi utilizada como micro-organismo produtor de
biossurfactante.

Producéo do biossurfactante

A fermentacdo para a producdo do biossurfactante foi realizada em meio
contendo 4% de melaco, 2,5% de milhocina e 2,5% de 6leo de soja residual e
incubados com a suspensao celular de 108 células/mL. Os frascos foram mantidos
sob agitacao de 200 rpm, durante 144 horas, pH 5,5.
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Isolamento do biossurfactante

O biossurfactante foi extraido e isolado do liquido metabdlico utilizando acetato
de etila, repetindo trés vezes o processo. Em seguida o solvente foi transferido para
um funil de separacéo, descartando a fase aquosa e a fase do solvente foi seco
usando sulfato de sddio e em seguida filtrado e evaporado (Pinto et al., 2022).

Sintese de nanoparticulas de prata

Todos o0s reagentes apresentaram grau analitico e foram usados sem
purificacdo adicional. A técnica utilizada foi adaptada de Le at al. (2010).
Primeiramente, 1,7 g (1,0 x 10—-2mol) de nitrato de prata (AgNO3) foi dissolvido em
100 mL de agua deionizada. A solucao de AgNO3 foi entdo precipitada com 0,62 g
(1,55 x 10-2 mol) de hidréxido de sodio. O precipitado obtido, composto de Ag20, foi
filtrado e dissolvido em 100 mL de 132 amodnia aquosa (NH3) (0,4% p/p, 2,3 X
10-2mol) até uma solucgao transparente de complexo de prata-amoénio, [Ag(NH3)2] +
(aquoso), ser formada. Em seguida, 2,5 g (8,9 x 10-3mol) do biossurfactante isolado
(BS) foram adicionados gota a gota ao complexo e a solucao resultante foi agitada
suavemente por 2 h em temperatura ambiente até a obtencdo de uma mistura
homogénea. Finalmente, 2 g (1,11 x 10—-2 mol) de glicose foram adicionados a mistura
em temperatura ambiente com agitacao suave.

O processo de reducédo da solucdo do complexo de prata (em vidro de
guartzo) foi iniciado com irradiacdo de luz ultravioleta (UV). O tratamento por UV foi
realizado durante 8 h sob agitacao vigorosa sem aquecimento. Uma lampada UV (A =
365 nm, 35 W) foi usada como fonte de luz para estimular o processo de reducéao.
Apoés 8 h de irradiacao, foi obtida uma disperséao transparente de AgNPs estabilizados
com biossurfactante. A sintese das NPs de prata foi conduzida com sucesso com uma
concentracao final de prata em torno de 1%. A solucéo obtida contendo nanoparticulas
de prata complexadas com biossurfactante (BS-AgNP) foi armazenada a 4° C para
outros experimentos.

Caracterizacdo das nanoparticulas de prata sintetizadas (AgNPS)

A propriedade absortiva da suspensado de BS-AgNP foi analisada usando
espectroscopia UV-visivel. As amostras foram observadas na faixa de comprimento
de onda entre 320 e 450 nm. Enquanto o potencial zeta, e consequentemente a
estabilidade das nanoparticulas em suspensao, foi determinado utilizando o
equipamento Zeta-Meter 4.0+ ZM3-DG Direct Imaging (Zeta Meter, Inc., EUA).

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi empregada para avaliar a
morfologia das nanoparticulas e a espectroscopia por energia dispersiva de raios-X
(EDS) permite uma avaliacdo semiquantitativa dos elementos quimicos existentes na
superficie da amostra.

As andlises de MEV foram realizadas utilizando o microscépio do modelo
Tescan Mira 3, utilizando uma tensao de aceleracdo de 30KV. Para a realizacdo da
analise EDS utilizou-se o MEV acoplado ao detector de EDS da Oxford Instruments
modelo 40 Ultim Max. As nanoparticulas foram depositadas na superficie de uma fita
de carbono na concentracdo de 0,01 mg/mL (diluidas em &gua ultrapura), sendo
posteriormente cobertas com uma placa de Petri e secas em temperatura ambiente e
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posteriormente uma fina camada de revestimento de ouro foi feita para tornar as
amostras condutoras.

Determinacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata
estabilizada com biossurfactante (BS-AgNP).

Foram testados os micro-organismos: Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter,
Echerichia Coli, Aspergillus Niger e Candida albicans, cepas de isolados clinicos de
um hospital estadual de referéncia.

O efeito antibacteriano de nanoparticulas de prata foi avaliado usando o
disco de Kirby-Bauer método de difusdo (Habiba et al., 2015). Uma suspensao
bacteriana (100 pL de 5 x 106 UFC/mL) foi espalhada uniformemente na superficie
de uma placa de agar nutriente. Em seguida, discos de papel de filtro (cerca de 6 mm
de diametro), impregnados com AgNPs estabilizados por biossurfactante (16,50
Mg/disco) foram colocados na superficie do agar. As placas de agar foram entéo
invertidas e incubadas a 37 °C por 24 horas, apos esse periodo, foi medido com uma
régua, o diametro da zona de inibicdo ao redor do disco.

Para atividade antifingica foi realizado com meio de crescimento fungico
BDA (Agar Dextrose Batata) com solucdes de nanoparticulas de prata sintetizadas
adicionadas. Foram adicionados 200 uL da solucao das nanoparticulas de prata com
objetivo de obter as concentragdes finais de nanoparticulas de prata de cerca de 16,50
Hg/L por placa de Petri. Apds o preparo das placas foi inoculado o fungo, e as placas
foram incubadas a 30 ° C por 48 h, e o tamanho dos halos de inibicdo foram
registrados (Durval et al., 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao das nanoparticulas de prata sintetizadas

O pico maximo de absorcdo da NP recém produzida, em 400 nm,
observado na Figura 1, obtido por espectrofotometria de luz UV-visivel, indica a
producdo da nanoparticula. Essa caracteristica € tipica de nanoparticulas de prata, e
corresponde a ressonancia plasmoénica de superficie localizada (LSPR) (TYAGI et al.,
2020). Este resultado evidenciou que a prata em nanoescala pode ser sintetizada em
micelas reversas usando como estabilizador. Um pico de absorcao plasmonico
semelhante, préximo aos 400 nm,é observado por Elakkiya et al. (2020) na NP recém
sintetizada, BS-AgNP, descrita ainda como tendo formato esférico com diametro em
torno de 20nm.

A Figura 2 mostra as micrografias do Biossurfactante, nanoparticulas de
prata estabilizadas com o biossurfactante produzido pela C. lipolytica e nanoparticulas
de prata. As nanoparticulas de prata sintetizadas no presente estudo foram estaveis
e uniformes. O biossurfactante agiu como agente de estabilizacdo e preveniu a
formacédo de agregados e favoreceu a producéo e estabilidade das nanoparticulas.

A sintese de nanoparticulas de prata foi realizada segundo Tyagi et al.
(2020) e percebida através da mudanca de cor da solucdo apds o processo de
reducédo da solucédo do complexo de prata, mostrando a formacéo das nanoparticulas
sintetizadas com o biossurfactante (BS-AgNPs).
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Figura 1 - Espectro de UV-visivel das nanoparticulas sintetizadas com o
biossurfactante (BS-AgNPs), com 0 e 120 dias de formadas

Figura 2 - Imagens da Microscopia eletrbnica de Varredura (MEV): a)
Biossurfactante, b) Biossurfactante estabilizando as nanoparticulas de prata; e c)
Nanoparticulas de prata

De acordo com os resultados obtidos foi observado que as nanoparticulas
sintetizadas e estabilizadas com biossurfactante retrataram alta densidade de
estruturas com faixa de didametro de aproximadamente 100 nm. Comparando 0s
resultados com a literatura, Durval et al. (2021) utilizando nanoparticulas de prata

sintetizada com biossurfactante retratou alta densidade de estruturas com faixa de
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didametro de aproximadamente 160 nm, além de também observar uma distribuicdo
aleatoria de particulas de prata nas amostras.

Xie et al. (2006), que encontraram tamanhos na faixa de 2-8 nm para a prata
nanoparticulas estabilizadas pelo biosurfactante ramnolipidico adquirido de Jeneil
Biosurfactant Co., LLC (EUA) em heptano. Pesquisa envolvendo surfactantes
sintéticos demonstraram a sintese de nanoparticulas de prata na ordem de 59-70, 43-
53 e 57-76 nm com o cationico cloreto de cetiltrimetilamoénio (CTAC), o dodecil de
sédio anidnico sulfato (SDS) e o nao i6nico Tween 80, respectivamente, de acordo
com a variacao de concentracao de solucdes desses surfactantes [28].

Kiran et al. (2010) usaram um biossurfactante glicolipidico produzido a partir de
Brevibacterium casei MSA19 marinho associado a esponja usando 0s residuos
agroindustriais e industriais como substrato para sintetizar prata nanoparticulas. As
nanoparticulas de prata sintetizadas neste estudo foram descritas como uniformes e
apresentaram-se estaveis por 2 meses. A apos 120 dias de armazenamento, as BS-
AgNP sintetizada no presente estudo, foi novamente analisada no espectrofotdmetro
de luz UV-visivel, e observou-se o pico de absorcdo plasménico em 420 nm, o que
indica um aumento do diametro das NP, mas ainda estabilizadas pelo
biossurfactante.

Através do EDS (Espectroscopia por energia dispersiva), técnica analitica que
permite uma analise elementar de materiais, foi possivel conhecer os elementos, e
guantificar, da molécula do biossurfactante e das nanoparticulas de prata (AgNP). Os
resultados da analise do biossurfactante e da BS-AgNP estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os dados obtidos sdo mais um indicio da formacéao
de AgNP, uma vez que o elemento prata aparece nas amostras de BS-AgNP, como
resultado da interacdo com o biossurfactante.
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Figura 3 - Imagens de Espectroscopia por energia dispersiva (EDS), do
biossurfactante produzido por C. lipolytica UCP 0899 (A) e do BS-AgNP (B).

Tabela 1 - Andlise por EDS da molécula de biossurfactante produzido por C.
lipolytica UCP 0899. Dados expressos com média e desvio padrdo de trés analises
independentes.

Elementos % Peso % AtOmico
Carbono 51+0,8 30+1,9
Oxigénio 12+0,3 36+ 1,8

Tabela 2 - Analise por EDS das BS-AgNPs. Dados expressos com média e
desvio padréo de trés analises independentes

Elementos % Peso % Atémico
Carbono 43 +0,8 30+ 0,8
Oxigénio 10+£0,3 36+ 0,8
Prata 46,2+ 0,9 36+ 0,8

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razao da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Este parametro é
determinado utilizando-se técnicas de eletroforese (Schaffazick et al.,, 2003). Esse
potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete a carga efetiva
das particulas, ele se correlaciona com a repulsdo eletrostatica entre elas e com a
estabilidade da suspensao.

A estabilidade coloidal foi observada através do potencial Zeta das
nanoparticulas de prata, determinado em - 60,6 mV % 1,2, apresenta uma boa
estabilidade. Este valor de potencial zeta é distante de zero; sendo assim, apresenta
uma maior repulsdo eletrostatica entre as particulas, resultando em menos chances
de ocorrer agregacao ou precipitacao.

No estudo publicado por Durval et al. (2022), utilizando uma nanoparticula de
prata, estabilizada com biossurfactante produzido por Bacillus cereus UCP 1615, a
estabilidade coloidal foi observada através do potencial Zeta das NPs, determinado
em - 23,4 mV = 1,4. Nehal e Singh (2020), utilizaram um extrato livre de células, rico
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em lipopeptideos, obtido pela fermentacdo de Bacillus paramycoides em meio
suplementado com 6leo de oliva, e adicionaram a solucao de AgNO3 e boro-hidreto
de sédio (NaBH4). No final do processo quimico gerou-se hanossuspensdes estaveis
de potencial zeta em -38,7 mV. Outro trabalho, utilizando metodologia similar s6 que
com rhamnolipideo de Pseudomonas aeruginosa obteve valor de -31,6 mV (Elakkiya
et al., 2020).

Ja em um estudo, também com rhamnolipideo de P. aeruginosa, mas que
formou a AgNP através da reacao dele com AgNO4 com solucdao em pH 12,
demonstrou-se 0 aumento da estabilidade com o potencial, passando de -23,8 mV
para - 56,3 mV quando utilizado o biossurfactante (KHALID et al., 2019).

Em estudos realizados por Xie et. al (2006), o biossurfactante
ramnolipidio foi usado como agente estabilizador de prata nanoparticulas. No
presente estudo, demonstramos que a sintese mediada por glicolipideos de
nanoparticulas de prata seria eficaz e vantajoso em relacdo aos surfactantes
quimicos.

Determinagéo da atividade antimicrobiana

A resisténcia bacteriana, conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
uma das principais ameacas de saude publica do mundo no século 21, devido a maior
dificuldade no tratamento eficaz de patologias causadas por bactérias e fungos de
origem clinica, levando, por consequéncia, a um aumento nos gastos com saude
publica pelo prolongamento dose tratamentos e das internacdes.

Por esses motivos, o presente trabalho avaliou o potencial bactericida e
fungicida de BS-AgNP para a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter, Aspergilus ninger, Staplylococcus aureus e a Candida albicans. A
Tabela 3 mostra os resultados da atividade antimicrobiana, onde pode-se observar
gue o BS-AgNP possui 6timo potencial de inibicdo para 0os micro-organismos em
estudo.

Tabela 3 - Taxa de inibicdo (%) causada por nanoparticulas de prata sintetizada
com biossurfactante (BS-AgNPs) contra bactérias e fungos. Dados expressos como
média

Micro-organismos Taxa de inibicdo (%)
Pseudomonas aeruginosa 71%+ 0,3
Enterobacter 75%= 0,4
Aspergillus niger 85%= 0,3
Escherichia coli 95%= 0,5
Staplylococcus aureus 90%= 0,2
Candida albicans 85%= 0,1

Foi observado que nas concentracfes de 16,50 ug/mL de nanoparticulas de
prata (BS-AgNPs) foram capazes de inibir cepas de S. aureus (90%) e Escherichia
coli (95%), sugerindo que concentracdes maiores apresentam efeito inibidor maior,
principalmente em bactérias Gram positivas. Os niveis mais baixos de inibi¢do, entre
75% e 71%, foram observados para bactérias Gram negativas Enterobacter e
Pseudomonas aeruginosa utilizando com 16,50 pg/L de BS-AgN.
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De acordo com Duran et al. (2010) as bactérias Gram-negativas sao
geralmente mais resistentes a agentes antimicrobianos do que as bactérias Gram-
positivas, devido a complexidade da membrana celular das primeiras, que acaba
dificultando

Com relacédo aos fungos, foi observado que as nanoparticulas de prata
(BS-AgNPs) foram capazes de inibir 90% para Candida albicans e 85% Aspergillus
niger.

a entrada e consequentemente a difusédo das NPs Ag para o interior desses
micro-organismos.

De acordo com Durval et al. (2022) a nanoparticula de prata estabilizada
com biossurfactante obtido a partir do Bacillus cereus, apresentou inibicdo de 85,78%
foi observado para A. niger, na maior concentracdo do BS-AgNP, e de 74,20% na
menor concentracao.

De acordo com a literatura, Brito e Ferraz (2019) observaram que
concentracfes de 1,50 pg/mL de nanoparticulas de prata foram capazes de inibir
cepas de S. aureus e Escherichia coli. No entanto, as cepas de S. aureus,
apresentaram diferenca significativa com concentracéao de 7,50 pg/mL.

Estudo realizado por Freire et al. (2018) boa atividade in vitro das AQNPs
contra bactérias Gram negativas com multiplos mecanismos de resisténcia, dentre
eles Enterobacteria, Acinetobacter e Pseudomonas aeruginosa.

As nanoparticulas de prata obtidas por intermédio de Aspergillus flavo-
furcatis apresentaram atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar por
poco contra Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com halos
de inibicao variando de 12,0 a 19,8 mm.

No estudo de Hassan et al. (2015) foi demonstrado que as AgNPs
sintetizadas por Aspergillus flavus inibiram o crescimento de C. albicans, E. coli e S.
aureus. Além disso, a investigacdo de Rani et al. (2017) também evidenciou que as
AgNPs de Aspergillus terreus Thom 1918 inibiram E. coli e S. aureus.

Dados da literatura tém revelado a forte atividade de AgNPs contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes. Além
disso, também sdo consideradas como potenciais agentes antifingicos
biocompativeis e econbmicos. O efeito antimicrobiano de AgNPs e seus
nanomateriais esta em evidéncia, essencialmente devido a crescente resisténcia
microbiana aos antibidticos, além da eficacia na profilaxia da colonizacao bacteriana
de proéteses e cateteres (Panacek et al., 2009; Roy et al., 2013; Silva et al., 2017; Silva-
Vinhote et al., 2017)

Os resultados descritos na literatura corroboram com os dados obtidos
neste trabalho, indicando assim o potencial das nanoparticulas como agentes
antimicrobianos, com o beneficio de terem sido obtidas por um método verde que
também utilizou um agente estabilizador biocompativel, o biossurfactante.

CONCLUSAO

O biossurfactante produzido por Candida lipolytica UCP 0899, em meio
de baixo custo suplementado com residuos industriais, mostrou-se eficiente como
agente estabilizador em processo de sintese verde de nanoparticulas de prata (BS-
AgNPs). As BS-AgNPs obtidas mostraram-se estaveis, mesmo sofrendo um aumento
em seu diametro ao longo do tempo. Por serem pequenas, esféricas e uniformes, as
AgNPs sédo compativeis com diversas aplicagbes biotecnoldgicas. As nanoparticulas
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exibiram atividade antimicrobiana contra patégenos que prejudicam a saide humana.
Portanto, pode-se concluir que os biossurfactantes tém potencial para uso como
estabilizadores ecolégicamente corretos de nanoparticulas, em producéo feita por
sintese verde.
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CONSIDERACOES FINAIS

e As propriedades tensoativas e emulsificantes do biossurfactante produzido por
Candida lipolytica, sdo compativeis com outras descritas na literatura para
biossurfactantes eficientes;

e O biossurfactante de C. lipolytica, mostrou-se bastante eficaz na remocéo de

6leo de motor adsorvido em solo nos ensaios cinético e estatico;

e O biossurfactante apresenta capacidade de solubilizacdo e dispersao de
contaminantes hidrofébicos em ambientes marinhos;
e O biossurfactante tem potencial para sintese de nanoparticulas de prata;

e O biossurfactante apresentou estabilidade e reducdo as nanoparticulas de
prata;

e A nanoparticula de prata produzida com biossurfactante tem potencial
antimicrobiano;

e O biossurfactante se apresenta como um insumo biotecnoldgico de alto valor
agregado para diferentes setores industriais.
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Abstract:

The biggest present challenge, when it comes to environmental needs, are the industrial waste,
especially petrochemicals. They are responsible for most of the hydrocarbon contamination in
soil and water. The environmental pollution caused by petroleum/derivatives and heavy metals
causesserious damage, which has attracted great attention for the development and application
of innovative technologies for the removal of these contaminants. Compared to chemical
surfactants, biological surfactants have shown advantages, from their production to their use,
because the biomolecules have better surfactant properties over to their synthetic counterparts,
better functionality under extreme conditions, are less toxic and have good biodegradability.
These conditions are essential for the remediation of soil and seawater. In addition,
biosurfactants can be obtained using industrial waste as a substrate, which helps to reduce
overall production costs. This chapter reports patent disclosures related to the production of
biosurfactants by microorganisms, as well the possible applications of biosurfactants in the

remediation of polluted environments affected by oil and heavy metal spills.

Keywords: Biosurfactants, Bioremediation, Sustainable technology, Industrial waste

7.1. Introduction

Due to technological advances, people all over the world make utilization of differents natural
resources caused by exploration and intervention activities. Crude oil related products such as
gasoline, kerosene, fuel excavation, diesel and crude oil exploration; many products from
chemical, agricultural and pharmaceutical origin exercise a successive role in world economy
currently. However some activities result in harmful problems to environment due to the
reckless use of chemical products, solvents, and heavy metals. Furthermore, these substances
and contaminants generate may impact terrestrial and aquatic environments (Durval et al.

2018). Given this reality, there is a high probability of environmental contamination, with a
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priority need to develop new technologies that can control and eliminate probable
contaminations (Li et al. 2020). Contamination by petroleum and derivatives, including heavy
metals, is normally treated through physical, chemical or biological methodologies. However,
new waters and soils recovery guidelines have restricted the use of chemical products (Silva
et. al. 2022). In this context, the use of biosurfactant compounds appears as an ecological
alternative in relation to chemical surfactants and have many desirable attributes such as
production by microorganisms through renewable materials; numerous chemical varieties,
wide range of applications, biodegradability, low toxicity and environmental compatibility
(Farias et al. 2021). Biosurfactants are amphiphilic compounds that have the capacity to
reduce the tensions of surface and interfacial and as well dispersate oil particles in little
droplets, fragmenting them in compounds with no toxicity (Sarubbo et al. 2022). Among the
diverse types of natural surfactants, the surfactin, rhamnolipids, and sophorolipids have been
greatly used in EOR, bioremediation of contaminated soils and water, storage tanks of waste
oil removal and oil spill clean up (Silva et al. 2014). This chapter provides further
knowledgment about the use of biosurfactants as safe measure compared to chemical nature
products from the oil industry in the bioremediation of oil in soils and aquatic environments,

as dispersing agents and in the removal of heavy metals.

7.2. Environmental contaminants

Environmental accidents involving oil and derivatives are one of the main causes of world
pollution, bringing great concern both in countries considered developed and in development.
Because once these hydrocarbons and derivatives are present in several sectors, the probability
of causing damage to soil, water and air is also much greater (Sarubbo et al. 2022). Accidents

during the transport of petro derivatives generate a range possibility of contaminations.
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Different ways of transport which use fossil fuels, or underground storage that stay exposed
to corrosion, as well as gas stations and oil extraction operations. The main occurrences of
accidents involving petroleum contamination come from routine operations such as washing
ships, inconvenient releases of waste generated by industries that use petroelum derivatives
on solvents, plastics, cosmetics and pharmaceuticals production; leakage of natural oil into the
seabed and accidents during exploration (Liu et al. 2018). Another type of contamination that
concerns society is by heavy metals, can be the result of different antropic activities, such as
mining, the manufacture of vehicle batteries, industrial waste and the dispersion of washing
from incineration processes (Zang et al. 2021; Hanfi et al. 2020). The destination of pollutants
is usually natural environments, affecting fauna and flora, leading to bioaccumulation over
time, which leads to serious damage on aquatic and terrestrial life (Jimoh and Lin 2019;

Ivishina et al. 2015).

7.3. Biosurfactants

Biosurfactants or microbial surfactants are biomolecules produced by a wide variety of
microorganisms present in nature. These synthesized surface-active compounds are classified
according to their biochemical nature, which encompasses different structures, which are
lipopeptides, glycolipids, liposaccharides, phospholipids, in addition to fatty acids and neutral
lipids (Sarubbo et al. 2022). Microbial surfactants produced primarily by microorganisms using
low-cost substrates are a good option of use in comparison to synthetic surfactants due to their
less or none toxicity, biodegradability and high capacity to foaming. In addition, they are part
of the called “green technology”, which aims to protect and conserve nature, and which has

been gaining prominence in the industrial sector (Akbari et al. 2018). The wide and multiple
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structural diversity that characterizes natural surfactants and the wide range of properties of this
group of molecules has increasingly encourage the scientific interest of researchers and
companies, which has led to an increasing number of patent applications (Silva et al. 2014).
Most of the patents related to biosurfactants and biodetergents concern processes of obtaining
them from microorganisms, including mainly the genera Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Acinetobacter sp. and Candida sp., covering a infinity of industrial applications (Almeida et al.
2016). Second estimatives, the world market for biosurfactants in 2017 had the book value
around $4.2 bi dollars and it expects to increase around $5.52 bi in year of 2022 with a annual
growth rate of 5.6% (Ambaye et al. 2021). Table 1 lists important patents of biosurfactants
produced by microorganisms with possible applications in the recovery of crude oil in
reservoirs, use as bioemulsifiers to stabilize hydrocarbons and remediation of environments

contaminated by heavy metals (Almeida et al. 2016; Silva et al. 2014).
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Table 7.1: Patents produced by microorganisms and applications in environmental remediation

Microrganism/Biosurfactant Patent n°® Publication date Authors Applications

Glycolipids CA1119794 16 March, 1982 Fritz Wagner, Peter Rapp, Hans
Bock, Walter Lindorfer, Walther Recovery of oil from an oil well or oil sands
Schulz, Wilhelm Gebetsberger

Bacterial strains 2974914 04 August, 2016 Ane Kjolhamar, Anita Skarstad, Enhanced Oil Recovery (EOR) and environmental

Hans Kristian Kotlar

remediation

New strains of hydrocarbon-
degrading bacteria capable of

producing biosurfactants

Pl 0519962-0 A2

28 June, 2005

Robin L. Brigmon, Sandra Story,
Denis Altman, Christopher J.
Berry

Remediation of recalcitrant organics and heavy

metals

Biosurfactant-producing Us4450908 29 May, 1984 Hitzman Donald O. EnhancedOil Recovery (EOR)
microorganisms mixtures
Treatment heavy metals in wastewater, application
Rhamnolipid 101948786 January 19, 2011 Xia Wenjie, Dong Hanping, Yu Li, to degrading the crude oil and application to fuel
Huang Lixin, Cui Qingfeng scavenge and oil extraction
Injecting microbial nutrients to
stimulate biosurfactant US5083611 January 28, 1992 Clark James B., Jenneman Gary E.  Enhanced Oil Recovery (MEOR)
production
Ganesan Sekaran, Paranji Saranya,
Panchavarnam Bhavani,
Cationic Biosurfactant 3318/DEL/2015 April 21, 2017 Somasundaram Swarnalatha and In situ remediation of heavy metal contaminated

Asit Baran Mandal

sites
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Mclnerney Michael J., Jenneman

Lipopeptide US4522261 June 11, 1985 Gary E., Knapp Roy M.,Menzie Oil Recovery
Donald E.
Rhamnolipid 106077056 November 09, 2016 He Chuan Remediation method for heavy metal polluted soil
in mining areas.
Rhamnolipid 107555571 January 09, 2018 Xu Yunli Treatment process for heavy metal wastewater
Mixture of microbes, enzymes, US6033901 March 07, 2000 Powell John E Removing of crude oil sludge from oil tank
surfactants and chemicals
Treatment fluid containing
Biosurfactant US6069002 May 30, 2000 Powell John E. Recover of hydrocarbon
Willem P.C. Duyvesteyn,
Any biosurfactant producer CA2350907 May 25, 2000 Julia R. Budden, Merijn A. Picavet Extraction and recovery of bitumen
Surface-active agents by US7992639 February 26, 2009 Fallon Robert D MEOR
exogenous microorganisms
Viscoelastic surfactants US7052901 June 20, 2002 Crews James B. MEOR

Source: Adapted from Almeida et al. (2016).
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7.4. Applications of biosurfactants in the environmental area

7.4.1. Oil bioremediation in marine and soil environment

Oil spills, regardless of be accidental or intentional, have a great impact on the environment,
especially when they occur in a marine ecosystem (Chen et al. 2019). In the long term, the impact
of these disasters depends more on the speed of clean up/remediation than on the volume of oil
spilled (Pete et al. 2021; Decesaro et al. 2021). Although each clean-up/remediation technique
has advantages and disadvantages, effectiveness generally depends on the characteristics of each
spill scenario, such as location and weather conditions, as well the composition, viscosity and
volume of the oil, and the velocity of it is released (Silva et al. 2022; Silva et al. 2020). Response
techniques to this type of disaster include mechanical methods that can partially contain the
expansion of the oil, thermal methods, chemical methods and natural methods (Patel et al.2019).
In 1989, the oil tanker Exxon Valdez spilled 41,000 liters of oil in the Gulf of Alaska, and the use
of chemical surfactants played an important role in cleaning, because surfactants can assist in
bioremediation processes, as they are able to increase hydrocarbon mobility as well the
bioavailability (Lawniczak et al. 2020). Over the years, studies with biological surfactants
(biosurfactants) have grown and these have become an alternative to chemical ones due to their
diversity of applications and their specific versatile properties, low toxicity and biological
acceptability (Karlapudi et al. 2018). The bioremediation approaches that use biosurfactants show
a high rate of biodegradation of the oily contaminant, being considered technically efficient, with
the possibility of being released in situ, without the need of effort in subsequent handling
(Sarubbo et al. 2022). Bioremediation of contaminants in soil is less widespread than in water,
once that the elimination capacity is mainly driven by the physicochemical characteristics of the
biosurfactant rather than the effects on metabolic activity or changes in cell surface properties.

Thus, the use of biosurfactants appears as an alternative to increase the solubility of hydrophobic
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compounds, allowing the desorption and solubilization of hydrocarbons and facilitating the
assimilation of these compounds by microbial cells (Santos et al. 2016). The removal of
hydrophobic pollutants with microbial surfactants occurs by two mechanism using the soil
washing technique: the first method occurs below the critical micelle concentration of the
biosurfactant and the biomolecules of surfactant accumulate at the soil-pollutant or water-soil
interface and make the alteration of the system affinity for water, the second is called
solubilization and occurs in high levels of concentration (Sarubbo et al. 2022). In addition, in the
second, the incorporation of contaminants in micelles favors their partition in the aqueous phase.
Contaminants decomposited in micelles may be recovered, demulsified, destroyed through
electrochemica or even adsorbed into activeted carbon. The washing solution with biosurfactant
may be recycled minimizing costs of the bioremediation (Silva et al. 2020; Sayed et al. 2021).

Pacwa-Plociniczak et al. (2011) says that biosurfactants promote the removal of hydrocarbons
through biodegradation, solubilization, mobilization or emulsification. Surfactin is between the
many tensoatives applied in biorecovery processes, with removal rates greater than 85% and 88%
using biomolecules produced by B. licheniformis and B. Subtilis, respectivelly
(Khademolhosseini et al. 2019; Alvarez et al. 2015). Other biosurfacatants produced by Bacillus
(Chaprao et al. 2018; Gudifia et al. 2018) and Candida species (Chaprao et al. 2015; Minucelli
et al. 2017; Sobrinho et al. 2013a) are also used for remediation of soils contaminated by oils.
Table 2 shows the biosurfactants that are effective in the remediation of oil pollutants in soil and

in marine spills.
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Table 7.2: Microbial biosurfactants with potential application in the

bioremediation of pretroderivatives

Microorganism Biosurfactant Environment of Oiltype Removal/rem References
Type contamination ediation index
(%)
Bacillus cereus Lipopeptide Sand Motor 84.0 Durval et al.
oil 2021
Bacilus cereus Lipopeptide Seawater Motor 90.0 Durval et al.
oil 2018
Bacillus subtilis Lipopeptide Sand Diesel 81.8 Felix et al
2019
Bacillus subtilis Surfactin Sand Heavy 77.8 Felix et al
oil 2019
Bacillus Lipopeptide Soil Crude 92.0 Prakash et al.
licheniformis oil 2021
Bacillus Lipopeptide Sand Motor 79.0 Ali et al
licheniformis oil 2019
Candida Glycolipidic Sand Motor 95.0 Santos et al.
sphaerica oil 2021
Candida Glycolipidic Seawater Motor 70.0 Almeida et al.
tropicalis oil 2021
Pseudomonas Uninformed Soil Motor 76.5 Silva et al
cepacia oil 2021
Pseudomonas Uninformed Seawater Motor 70.0 Silva et al
cepacia oil 2021
Pseudomonas Uninformed Soil Motor 90.0 Silva et al
aeruginosa oil 2018
Pseudomonas Uninformed Seawater Motor 90.0 Silva et al
aeruginosa oil 2018
Serratia Polymeric Sand Motor 94.0 Araujo et al.
marcescens oil 2019
Pseudomonas Uninformed Soil Crude 86.1 Patowary et
aeruginosa oil al. 2018
Oceanobacillus sp  Uninformed Sand Crude 90.0 Jadhav et al.
oil 2013
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7.4.2. Biosurfactant application in oil dispersion

The application of dispersants in petro derivatives spills are considered an important answer
option that can generate environmental benefits in many cases for major disasters on petroleum
platforms or resulting from adverse environmental conditions (Cai et al. 2021). Biosurfactants
act by facilitating the dissolution of contaminants in the aqueous phase, increasing the
bioavailability of the hydrophobic substrate to microorganisms for later elimination of these
pollutants by biodegradation, with the additional advantages of low toxicity and biocompatibility
(Sarubbo et al. 2022; Li et al. 2021). The end products of the action of biosurfactants are eco-
friendly substances such as carbon dioxide, fatty acids, water or cell biomass, as opposed to
similar chemicals (Patel et al. 2019).

The reduction of the oil-water interfacial tension promotes the disaggregation of an oil
slick into small drops, with the aid of factors that agitate that system, and thus promotes the
diffusion in the water column, where its concentrations reduce to below the limits of toxicity (Cai
et al. 2021). The effectiveness of biological dispersants is observed in studies such as those by
Jimoh and Lin (2020) who compared the biosurfactant produced by Paenibacillus sp. with the
synthetic sodium dodecyl sulfate (SDS) and Triton X-100, and obtained a dispersion rate of 60%
with the biological one, while the chemical one only 25 and 20%, respectively. A mixture of
surfactants is also a promising alternative, as proposed by Shah et al. (2019), a low toxicity
alternative oil dispersant, based on a binary mixture of an ionic liquid surfactant, choline laurate
([Cho][Lau]) and a biosurfactant, lactonic sophorolipid (SL), produced by Starmerella
bombicola, the highest efficiency of dispersion, 83%, was obtained for a 40:60 (w/w) ratio
mixture of [Cho][Lau]: LS. In the proposal to increase the functionality of dispersants, Shi et al.
(2021) proposed the modification of TiO> nanoparticles in situ by rhamnolipids (Rha) type
biosurfactant, developing a highly efficient particle dispersant with photocatalytic activity. Rha-
Ti02 showed excellence in the dispersion of diesel and crude oil, and also facilitated the

photodegradation of the oil simultaneously, in a simulated environment with high salinity. Pacwa-
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Plociniczak et al. (2011) says that in addition to dispersion, biosurfactants act by consuming and
eliminating hydrocarbons through biodegradation, solubilization, mobilization or emulsification.
Although there are many biosurfactants, each one with a variety of potential applications, what
still restricts their wide use is the cost of production, which makes their application in very

specific cleaning operations unfeasible (Jimoh and Lin 2019).

7.4.3. Bioremediation of heavy metals

The environment suffers an increasingly contamination by toxic heavy metals and these
metals are a major threat due to their adverse effects and toxicological manifestations worldwide.
Heavy metals also play a large role in the contamination of the environment and most of these
metals are released through anthropogenic and industrial activities such as mining, ore processing,
leather tanning, burning fossil fuels, electroplating and also through various chemicals products
such as paints, pigments, fertilizers and chemicals in general (Mishra et al. 2021). Some heavy
metals such as zinc (Zn), iron (Fe), manganese (Mn) and copper (Cu) at higher concentrations
they become highly toxic. Other heavy metals such as cadmium (Cd), arsenic (As), lead (Pb),
mercury (Hg) and thallium (TI) have no biological function and when exposed to the human body
in certain concentratios, cause toxicity (Fisher and Gupta 2021). Biosurfactants are a potential
solution for the remediation of soils and sediments contaminated with heavy metals (Table 3).
These amphipathic compounds are added to solutions to facilitate solubilization, dispersion and
desorption of contaminants in the soil (Rocha Junior et al. 2019). Biosurfactants achieved through
microbial production have better performance and are considered suitable for removing heavy
metals from soil when compared to synthetic surfactants (Tang et al. 2017; Luna et al. 2016).
According to Silva et al. (2022) the removal of heavy metals from soil by washing using a

biosurfactant solution involves three main steps:
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1. Heavy metals that are impregnated on the surface of soil particles are separated by the
contact of biosurfactant molecules at the interfaces between the wet soil and the metal in
aqueous solution;

2. Then the metal is adsorbed by the biosurfactant and trapped inside the micelle through

electrostatic interactions;

3. Finally, the biosurfactant can be recovered through the membrane separation process.



Table 7.3: Applications of biosurfactants in the removal of heavy metals

Biosurfactantgroup

Microrganism

Applications

References

Rhamnilipids

Fatty Acid Glycoside

Glycolipid

Glycolipid

Lipopeptides

Surfactin

Polymeric biosurfactants

Sophorolipid

Fatty acids

Indigenous soil microflora

Candida tropicalis

Nocardiopsis sp.
Arthrobacter sp.
Corynebacterium sp.
R. wratislaviensis BN38

Candida sphaericaUCP0995

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
N. alba strain MSA10

Indigenous soil microflora

Saccharomyces cerevisiae
Candida lipolytica

Indigenous soil microflora

Acinetobacter sp.
Rhodococcus erythropolis

Degrading petroleum
hydrocarbon

Heavy metal remediation

Enhancement of the
biodegradation of
hydrocarbons in soil and
marine environment

Heavy metals remediation

Enhancement of oil recovery;

removal of heavy metals from

contaminated soil, sediment,
and water

Degrading diesel oil

Stabilization of hydrocarbons
in water emulsions

Degradation of crude oil,
naphthalene, hexadecane,
pristane
Increasing the tolerance of
bactéria to heavy metals

Benincasa 2007

Rocha Junior et al. 2019

Pacwa-Plociniczak et al. 2011;
Franzetti et al. 2010

Luna et al. 2016

Chen et al. 2009; Bennur et al.
2015; Jenneman et al. 1983

Whang et al. 2008

Cirigliano and Carman 1985;
Cameron et al. 1988

Kang et al. 2010

Appanna et al. 1995

Source: Adapted from Rizvi, Verma and Ashish (2021).
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7.5. Conclusion and future perspectives

With the advancement of industries, environmental deterioration due to urbanization and
increasing population influence became evident, causing a great concern throughout the world.
Crude oil and its derivatives are among the main sources of oil contamination both in aquatic
and soil environments. Microbial surfactants present amphiphilic nature with less toxicity,
biodegradability, high surface activity and eco-friendly nature, making them promising
candidates for application as agents in the bioremediation of environments contaminated by oil
and heavy metals. Currently, natural surfactants are mainly produced by microbial fermentation
on a laboratory scale and therefore it is necessary to increase the production to industrial scale
up levels to maximize the yields for future applications at field levels. Despite that, the costs of
yield production and purification of the biosurfactant in commercial-scale are the main
problems that cause limitation on their applicability. Then, more potent products and new
microbial strains capable to produce surfactants biomolecules should be studied, as well culture
conditions need to be optimized to increase biosurfactant yield for an environment sustainable

and free of pollutants.
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