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RESUMO

A crescente contaminagdo ambiental tem impactado significativamente os ecossistemas. Em
resposta a essa problematica, as iniciativas de preservagdo ambiental e as legislacbes
vigentes tém impulsionado o desenvolvimento de alternativas mais sustentaveis, como
produtos naturais em substituicio aos derivados do petréleo. Nesse contexto, os
biossurfactantes, sao detergentes naturais que surgem como uma alternativa promissora
para substituir os produtos convencionais derivados do petrdleo. Frente a esta situagao, o
objetivo principal deste estudo foi gerar biossurfactante através da Candida bombicola,
empregando residuo industrial visando uma producao sustentavel. bem como, investigar os
processos de remocdo do derivado de petroleo em solos. Para isso, foi utilizado um meio
mineral composto por NH4sNOs; (0,1%), KH:POs (0,02%), MgSO0..7H.O (0,02%),
suplementado com 6,0% de residuo da industria de 6leos vegetais e 1% de acido glutdmico.
Os resultados indicaram que o biossurfactante produzido reduziu a tensao superficial do
meio de produgéo de 50 mN/m para 30 mN/m, com um rendimento de 2 g/L em um periodo
de 72 horas de fermentacdo. A concentragdo micelar critica (CMC) do biossurfactante foi de
0,03%, e testes de genotoxicidade nao demonstraram efeitos adversos para as raizes de
cebola (Allium cepa). Analises de espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética
corroboraram para observacdo da natureza do produto obtido. Testes de estabilidade da
tensdo superficial do biossurfactante bruto foram conduzidos em diferentes condicdes,
incluindo variagdes de pH (2, 4, 6, 8 e 10), concentragdes de salinidade (2%, 4%, 6%, 8% e
10%), temperaturas (5°C, 70°C, 100°C e 120°C), e tempos de exposi¢do a temperatura de
90°C (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos). Os resultados demonstraram que o
biossurfactante manteve sua estabilidade nessas condi¢des variadas. Além disso, o indice
de emulsificacdo apés 24 horas (IE24) revelou que o biossurfactante foi capaz de formar
emulsdes de até 95% com o6leo de motor queimado e até 60% com 6leo de soja. Para
avaliar a eficacia do biossurfactante na remocao de 6leo de motor em diferentes tipos de
solo (arenoso, siltoso e argiloso), foram realizados ensaios estaticos e dinamicos com
diferentes concentracdes do biossurfactante (CMC, 72 CMC e 2xCMC). No ensaio estatico, o
maior percentual de remocéo foi observado no solo arenoso, alcangando 65,32% de
remocdo. No ensaio dindmico, o maior percentual de remocgao foi de 95,60%, utilizando o
biossurfactante na concentracdo de 2xCMC em ambos os testes. Esses resultados
destacam a viabilidade e eficacia do biossurfactante produzido, sugerindo sua aplicagéo

pratica na recuperagao ambiental de areas contaminadas por derivados de petroleo.
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Palavras-chave: Biorremediacao. Levedura. Biotensoativo. Residuo industrial.

ABSTRACT

Increasing environmental contamination has significantly impacted ecosystems. In response
to this problem, environmental preservation initiatives and current legislation have driven the
development of more sustainable alternatives, such as natural products to replace petroleum
derivatives. In this context, biosurfactants are natural detergents that emerge as a promising
alternative to replace conventional petroleum-derived products. In this context, biosurfactants
are natural detergents that emerge as a promising alternative to replace conventional
petroleum-derived products. Faced with this situation, the main objective of this study was to
generate biosurfactant through Candida bombicola, using industrial waste aiming at
sustainable production. as well as investigating the processes of removing petroleum
derivatives from soils. For this, a mineral medium composed of NHsNO; (0,1%), KH.PO4
(0,02%), MgS04.7H.O (0,02%), supplemented with 6.0% residue from the vegetable oil
industry and 1% glutamic acid. The results indicated that the biosurfactant produced reduced
the surface tension of the production medium from 50 mN/m to 30 mN/m, with a yield of 2 g/L
in a period of 72 hours of fermentation. The critical micellar concentration (CMC) of the
biosurfactant was 0.03%, and genotoxicity tests demonstrated no adverse effects on onion
roots (Allium cepa). Infrared spectroscopy and magnetic resonance analyzes corroborated
the observation of the nature of the product obtained. Surface tension stability tests of the
raw biosurfactant were conducted under different conditions, including pH variations (2, 4, 6,
8 and 10), salinity concentrations (2%, 4%, 6%, 8% and 10%), temperatures (5°C, 70°C,
100°C and 120°C), and exposure times at 90°C (10, 20, 30, 40, 50, 60 and 120 minutes).
The results demonstrated that the biosurfactant maintained its stability under these varied
conditions. Furthermore, the emulsification index after 24 hours (IE24) revealed that the
biosurfactant was capable of forming emulsions of up to 95% with burnt engine oil and up to
60% with soybean oil. To evaluate the effectiveness of the biosurfactant in removing engine
oil from different types of soil (sandy, silty and clayey), static and dynamic tests were carried
out with different concentrations of the biosurfactant (CMC, 2 CMC and 2xCMC). In the
static test, the highest percentage of removal was observed in sandy soil, reaching 65.32%
removal. In the dynamic test, the highest percentage of removal was 95.60%, using the
biosurfactant at a concentration of 2xCMC in both tests. These results highlight the viability
and effectiveness of the biosurfactant produced, suggesting its practical application in the

environmental recovery of areas contaminated by petroleum derivatives.

Keywords: Bioremediation. Yeast. Biosurfactant. Industrial waste.
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1 INTRODUGAO

Os surfactantes sao utilizados em diversos setores industriais. Sao formados
por estruturas moleculares contendo porgdes hidrofilicas e hidrofébicas que tendem
a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(6leo/agua), promovendo a redugédo da tensdo superficial/interfacial e conferindo
capacidade de detergéncia, emulsificacao, lubrificacédo, solubilizagcado e dispersao de
fases. A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petrdleo. Entretanto, a preocupacdo ambiental combinada a
novas legislagdes de controle do meio ambiente tem levado ao desenvolvimento de
pesquisas voltadas a produgcdo de surfactantes naturais como alternativa aos
produtos existentes. Os compostos que exibem propriedades surfactantes sao
denominados biossurfactantes e consistem em biomoléculas derivadas de
subprodutos metabdlicos de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Durval et
al., 2021). Leveduras do género Candida tém sido utilizadas com sucesso na
producgao de biossurfactantes (Rocha Junior et al., 2019).

As leveduras podem crescer tanto em substratos imisciveis em agua, como
Oleos vegetais e hidrocarbonetos, quanto em compostos soluveis em agua, como
carboidratos e glicerol. As condi¢des de cultura e a composi¢cao do meio determinam
a producdo e composicao do biossurfactante, o que afeta a sobrevivéncia dos
microrganismos produtores, aumenta a solubilidade dos compostos insoluveis em

agua e facilita o seu transporte para o interior da célula (Ribeiro et al., 2021).

Os biossurfactantes constituem uma solugdo em potencial para a remediacao
de ambientes terrestres e aquaticos contaminados por 6leos e metais pesados.
Essas biomoléculas atuam na solubilizagdo e dispersdao dos contaminantes,
permitindo ainda sua reutilizagdo. O sucesso da producdo de surfactantes
microbianos, e sua posterior aplicagdo no meio ambiente, entretanto, depende do
desenvolvimento de processos economicamente viaveis, especialmente em relagao
aos substratos utilizados para fermentacao, que representam cerca de 10 a 30% do
custo total de producdo (Almeida et al., 2016). Com relagdo aos processos de
purificagdo, que representam cerca de 60% do custo total de produgao, estes nao

serao computados, uma vez que a area ambiental permite a aplicagdo do
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biossurfactante na forma bruta, eliminando essa dispendiosa etapa (Sarubbo et al.,
2015).

Considerando a habilidade dos biossurfactantes atuarem na reducido da
tensao superficial dos liquidos, surge a proposta de produgdo de um biossurfactante,
bem como a investigagdo do processo de remogado de um composto derivado do
petroleo em solos contaminados, representando consideravel contribuicdo a saude
publica e ao meio ambiente, tendo em vista a persisténcia e toxicidade dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos derivados do petroleo. Justifica-se, a
aplicacdo de um produto biotecnoldgico efetivo, ndo sé na descontaminacao
ambiental, mas também nos diversos segmentos industriais do pais, com vantagens
econdmicas e sociais, que possibilitarao a melhoria da qualidade de vida e do bem-

estar social.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar o biossurfactante produzido pela Candida bombicola utilizando

residuo sustentavel e aplicar em processos de remogao do derivado de petréleo em solos.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir o biossurfactante utilizando residuo da industria de dleos vegetais.

o Determinar a tenséao superficial e Concentracao Micelar Critica.

e Isolar o biossurfactante produzido e determinar o rendimento de producgao.

e Caracterizar o biossurfactante; determinar a estrutura quimica do biossurfactante.

e Caracterizar fisico-quimicamente o solo contaminado por derivado de petréleo.

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante formulado frente a condigdes especificas de
pH, temperatura e presencga de sal.

e Avaliar a capacidade emulsificante do biossurfactante formulado frente a condigbes
especificas de pH, temperatura e presenca de sal.

e Investigar o processo de remogao do éleo no solo impactado.

e Avaliar o percentual de remocao do contaminante derivado do petrdleo.

e Caracterizar o perfil de genotoxicidade das solugdes de biossurfactante utilizadas

nos processos de remocgao do composto oleoso do solo contaminado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos tensoativos anfifilicos, constituidos por
moléculas que contém uma porgao polar (cabeca), denominado como hidrofilica e
outra apolar (cauda), denominada hidrofébica (figura 1). A fragdo apolar é
constituida por hidrocarbonetos de cadeia alifatica, grupos aromaticos e policiclicos
que pode variar de 8 a 18 atomos e a fragdo polar pode ser iGnica (catibnica ou
aniénica), nao aniénica ou anfotérica. Temos como exemplos de grupos hidrofilicos
catidnicos os sais de amoénio, enquanto os anidénicos podem ser derivados de grupos
sulfatos e sulfonatos. Os agentes tensoativos catibnicos possuem carga positiva, os
anibnicos apresentam carga negativa, os ndo ibnicos ndo possuem carga e 0s
tensoativos anféteros tém carga positiva ou negativa variando conforme o pH da
mistura. Os surfactantes sdo responsaveis por reduzir a tensao superficial e
interfacial de misturas imisciveis, solubilizando hidrocarbonetos em (6leo/agua e
agua/dleo). Possuem propriedades como adsorgdo, formagdo de micelas,
antiestatico, emulsionante, lubrificagcdo, acdo espumante ou antiespumante,

capacidade molhante, solubilizagao e detergéncia (Lira, 2020).

Figura 1 — Representagédo esquematica de um surfactante

NN NN
| | I\ |

Regido hidrofobica (apolar) Regido Hidrofilica (polar)

Fonte: o Autor

Embora os surfactantes sintéticos e seus derivados estejam disponiveis em

muitos setores industriais, eles sdo altamente tdoxicos e devem ser usados com
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cautela porque representam riscos para muitos ecossistemas e causam muitas
alteragdes no ambiente e nos organismos, tais como: Eutrofizacdo em ambientes

aquaticos e inibicao de enzimas bioldgicas (Nagtode et al., 2023).

Apesar dos surfactantes terem uma vasta area de aplicagdo 54% como
detergentes 13% nas industrias téxteis, de couro e de papel, 10% em processos
quimicos, outros 10% nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, 3% na industria
de alimentos, 2% na agricultura e os 2% restantes em outras aplicagbes sua
utilizacao € limitada por questdes ambientais, pois a grande maioria dos surfactantes
disponiveis comercialmente tem sua origem advinda do petréleo e seus derivados.
Por isso, com a crescente preocupagao ambiental, juntamente com as legislagdes,

tem levado a busca por surfactantes naturais (Silva et al., 2022; Maia Neto, 2021).

3.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes microbianos ou surfactantes naturais, sdo compostos
originados de bioprocessos realizados por microrganismos como fungos, bactérias e
leveduras. Cada vez mais essa biomolécula vem ganhando espagos como
substitutos dos surfactantes sintéticos devido a sua melhor biocompatibilidade, além
de ser biodegradavel e menos toxico ao meio ambiente comparado aos surfactantes
tradicionais, tornando-os mais atrativos do ponto de vista ecolégico (Sarubbo et al.,
2022).

Apesar das vantagens vinculadas a sua utilizagdo, os biossurfactantes
apresentam uma baixa participacdo de mercado devido aos seus altos custos de
producao, deste modo, diversas alternativas vém sendo estudadas para reverter
esse cenario, dentre elas podem ser citadas a busca por matéria-prima de baixo
custo, como residuos industriais, otimizacdo dos meios de cultura, desenvolvimento
de tecnologias de extracdo e purificagdo e busca por microrganismos com alto

rendimento produtivo (Sarubbo et al., 2022).

3.2.1 Classificagao

Ao contrario dos surfactantes sintetizados quimicamente, que sao

classificados de acordo com sua dissociagdo em agua, os biossurfactantes s&o
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classificados de acordo com sua composi¢ao quimica e origem microbiana (Felix,

2020).

Os biotensoativos sdo divididos em cinco principais grupos, conforme sua

massa molecular sao eles: glicolipidios, fosfolipidios e lipopeptideos (baixa massa

molecular)

e em biossurfactantes/bioemulsificante

(alta massa molecular):

polissacarideos anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas

complexas desses biopolimeros (tabela 1) (Fenibo et al., 2019).

Tabela 1 — Classificagao dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

Peso Biossurfactante Microrganismo Referéncias
molecula
' Ramnolipidios Pseudomonas sp." Phulpoto et al. (2021)
lipidios (MELSs) Ustilago maydis® Becker et al. (2021)
Planococcus spp.* Gaur et al. (2020)
Soforolipidios Starmerella bombicola? Ceresa et al. (2020)
Trehalolipidios Rhodococcus sp’ Bages-Estopa et al. (2018)
I[BJZZ(CC)) Manosileritritol Pseudozyma tsukubaensis? Andrade et al. (2017)
molecular
Celobiose lipidios Pseudozyma aphidis?, Morita et al. (2013)
P. hubeiensis?
Aspergillus sp.? Kiran et al. (2010)
Glicose lipidios Alcanivorax borkurnensis’ Yakimov et al. (1998)
Acidos graxos Corynebacterium lepus’ Cooper et al. (1979)
Surfactina/ Fengicina Paenibacillus polymyxa’ Yalaoui-Guellal et al. (2021)
Serrawetina Acinetobacter venetianus’ Clements et al. (2019)
Viscosina Serratia marcescens’ Bonnichsen et al. (2015)
Polimixina Pseudomonas fluorescens’ Deng et al. (2011)
Alto peso Fosfolipidios Sphingobacterium sp.’ Burgos-Diaz et al. (2011)
molecular Emulsan Candida lipolytica? Castro et al. (2008)
Liposan Acinetobacter sp." Cirigliano et al. (1985)
Vesiculas Kappeli et al. (1979)

Surfactina/ lturina/

Bacillus subtilis’

Arima et al. (1968)
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Alcaligenes aquatilis®

Fengicina

Bactérias"; leveduras?; fungos filamentosos?®. Fonte: Santos, (2022).

3.2.2 Propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes

Certas propriedades fisico-quimicas como reducdo da tensao superficial,
capacidade de formacdao de espuma, emulsificacdo e estabilizagdo, baixas
concentragdes micelares criticas, solubilidade e poder de detergéncia sdo usadas
para avaliar o desempenho do biossurfactantes e sdo importantes na selegcado de
microrganismos que sintetizam essas substancias (Karlapudi et al., 2018).

A propriedade mais importante dos biossurfactantes estd relacionada a
capacidade de diminuir a tensao superficial da agua. Portanto, este parametro pode
ser definido como forga por unidade de comprimento ou como energia por unidade
de area gerada da diferenca nas forgas das moléculas que atuam na interface
(liquido-liquido ou liquido-gas) (Karlapudi et al., 2018).

A tensao superficial (TS) da agua destilada é de 72 mN/m, e esse valor
diminui apds a adigao do biossurfactante. Assim, uma queda de tenséo na faixa de
30 mN/m a 40 mN/m indica que o microrganismo é promissor na produgao destes
compostos e abaixo de 35 mN/m que o microrganismo pode ser considerado um
produtor eficiente. No entanto, a tensdo interfacial (IT) entre a agua e o n-
hexadecano pode ser reduzida de 40 mN/m para 1 mN/m. Portanto, as medi¢cbes de
TS e Tl entre fases liquidas sdo medidas uteis para determinar se uma cultura
microbiana esta produzindo biossurfactante, mas ndo podem ser utilizadas de forma
quantitativa, pois uma vez atingido o TS ou Tl minimo, a produgado adicional de
biossurfactante ndo leva a qualquer alteragao no valor (Ribeaux, 2020)

Por outro lado, a atividade dos biossurfactantes depende da sua
concentragdo micelar critica (CMC), que é definida como a concentragdo minima
necessaria para atingir a menor tensao superficial. Em concentragées acima da
CMC, as moléculas do biossurfactante associam-se para formar micelas, bicamadas
e vesiculas. Porém, abaixo do CMC, o surfactante esta predominantemente na
forma monomérica (Figura 2) (Fenibo et al., 2019).

A intensidade da adsorcdo do biossurfactante a superficie depende da sua
concentracdo. A medida que a concentracdo do biossurfactante aumenta, a area

superficial disponivel para as moléculas diminui, desencadeando o processo de
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organiza-las para formar micelas. Assim, essas estruturas permitem que os
biossurfactantes reduzam a tensdo superficial e interfacial e aumentem a
solubilidade e a biodisponibilidade de compostos organicos hidrofébicos. Portanto,
biossurfactantes eficazes tém um baixo valor de CMC, o que significa que é
necessario menos biossurfactante para diminuir a tenséo superficial (Perfumo et al.,

2018).

Figura 2 — Tensao superficial em fungao da concentragédo do biossurfactante

Tensao Superficial

v . . —
MC

v

Concentracéo de Biossurfactante

Fonte: Silva et al (2022)

Os valores de CMC sao importantes em praticamente todas as aplicagdes de
biossurfactantes na industria, desde o processamento de minerais até a formulacéo
de produtos e alimentos para cuidados pessoais, sistemas de liberacdo de
medicamentos e novas tecnologias de remediagcdo de surfactantes (Perfumo et al.,

2018).

3.3 Leveduras produtoras de biossurfactante

Embora a maioria dos estudos se concentre em biossurfactantes de origem
bacteriana, especialmente nos géneros mais comumente reportados, como
Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus e Arthrobacter, as leveduras estao
gradualmente recebendo uma atencéo crescente da comunidade cientifica mundial.
Isso ocorre devido a natureza patogénica dos géneros bacterianos mencionados, o

que limita sua aplicacdo em setores como a industria alimenticia. Em contraste, as
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leveduras apresentam uma vantagem significativa, pois algumas espécies possuem
o status de GRAS (Generally Recognized as Safe), indicando que esses
microrganismos nao sao patogénicos nem toxicos. Essa caracteristica faz com que
as leveduras sejam adequadas para aplicagcdo em produtos medicamentosos e
alimenticios (Marcelino et al., 2020).

Os estudos sobre a producao de biossurfactantes utilizando leveduras,
incluindo aquelas dos géneros Candida, Saccharomyces, Rhodotorula,
Pseudozyma, Yarrowia e Starmerella, estdo em crescimento. Além desses, diversos
outros géneros tém sido investigados e documentados na literatura, tais como
Pichia, Ustilago, Schizonella, Kluyveromyces, Wickerhamiella, Kurtzmanomyces,
Debaryomyces, Cutaneotrichosporon, Spathaspora, Scheffersomyces e
Meyerozyma (Fenibo et al., 2019). Na Tabela 2 sdo apresentados alguns exemplos

das principais leveduras que tém a capacidade de produzir biossurfactantes.

Tabela 2 — Principais leveduras produtoras de biossurfactante.

Biossurfactant Microrganismos Produtores Referéncias
e
Starmerella batistae Kim et al. (2021)
Saccharomyces cerevisiae Ribeiro et al. (2020)
Starmerella bombicola Konishi et al. (2016)
Starmerella bombicola ATCC Elshafie et al. (2015)
Glicolipidios 22214 Accorsini et al. (2012)
Candida antartica Alejandro et al. (2011)
Ustilago maydi Chandran and Das (2010)
Trichosporon ashii Thaniyavarn et al. (2008)

Pichia anémala

Lipopeptidios e Yarrowia lipolytica Amaral et al. (2006)
Lipoproteinas Saccharomyces cerevisae 2031 Alcantara et al. (2010)
Fosfolipidios Candida sp. SY16 Kim et al. (2006)

Candida lipolytica Sarubbo et al. (2007)

Polimérico Saccharomyces cerevisiae Saha and Rao (2017)
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Candida tropicalis Saha and Rao (2017)

Fonte: Santos, (2022)

3.4 Residuos industriais aplicados a produgao de biossurfactantes

O setor agricola € o maior produtor de biomassa, portanto, os residuos
gerados apds o processamento industrial desse setor englobam subprodutos como
bagacos, talos, folhas, cascas e sementes (Sivakumar et al., 2022). Os residuos da
industria alimentar representam aproximadamente 44% dos residuos globais. Isto
pode ser visto facilmente no processamento de frutas, onde 20-50% do peso da fruta
processada é residual, como casca, polpa, s mentes etc. (Manhogo et al., 2022).

Portanto, a utilizagdo de residuos da industria na composicao do meio de
cultura como substrato alternativo no processo fermentativo € plenamente
justificada, uma vez que sua composicdo € rica em celulose e hemicelulose,
formadas principalmente a partir de acucares e sais minerais essenciais para
producado de biossurfactantes. Além disso, o valor acrescentado da producédo de
novos produtos provenientes da reciclagem de residuos representa um exagero das
possibilidades econdmicas, uma vez que os compostos bioativos contidos em
diversos residuos como vitaminas, minerais, polifendis e probiéticos, podem ser
usados para sintetizar varios bioprodutos (Liu et al., 2023).

Os biossurfactantes tém varias vantagens sobre os surfactantes sintéticos e
podem ser usados em uma variedade de processos industriais. No entanto, do ponto
de vista econbmico, os biossurfactantes ainda ndo conseguem competir com os
surfactantes quimicos principalmente devido aos seus altos custos. No entanto,
devido ao aumento dos problemas ambientais, €& necessario desenvolver
biossurfactantes como uma alternativa aos produtos existentes (Santos, 2022).

A capacidade de produzir biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e
diferentes espécies microbianas, bem como a capacidade de variar varios
parametros de cultivo, como tempo de cultivo, velocidade de mistura, pH médio e
nutrientes adicionados, permite a criacdo de compostos com propriedades

estruturais e fisicas distintas, tornando-os comparaveis ou mais eficazes que os
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tensoativos sintéticos, embora os custos de produgdo do ainda nao permitam uma
melhor competitividade com sinteses semelhantes (Campos et al., 2013).

O problema econbmico da produgdo de biossurfactantes pode ser
significativamente reduzido usando fontes alternativas de alimentos prontamente
disponiveis e baratas, como residuos agroindustriais. O principal problema no uso
de residuos em processos biotecnologicos é a selecdo de um substrato que
contenha a proporgao correta de nutrientes que suportem tanto o crescimento
celular quanto a produgao do composto de interesse (Duran et al., 2020).

Como o Brasil € um pais essencialmente agricola, a quantidade e facil
disponibilidade de subprodutos da agroindustria € bastante significativa. A
quantidade e concentracdo de biossurfactantes no ambiente € o que determina a
viabilidade de produgédo em larga escala. Em geral, a baixa concentragéo e estrutura
do biossurfactante limita a extragao (Sarubbo et al., 2015). Nesse sentido, € muito
importante desenvolver estratégias que viabilizem a producéo e posterior utilizagado
de biossurfactantes em escala industrial. Para o efeito, foram utilizados substratos
baratos, selegdo de microrganismos altamente produtivos e melhoria dos processos
de producéo e limpeza (Almeida, 2018).

Uma possivel solugao seria a utilizacdo de subprodutos industriais, por ex.
lodo residual da industria de oleos vegetais. O glicerol, subproduto de muitos
processos industriais como a produgdo de biodiesel, € produzido em grandes
quantidades e pode ser utilizado como fonte de carbono, reduzindo os custos de
producdo. Além disso, a manipulagcdo da composicdo do meio também pode
aumentar a produtividade, o que otimiza as condigdes de cultivo (Silva et al., 2020).

A selecao do substrato depende da escolha de um residuo com um equilibrio
especifico de nutrientes para crescimento e producéo. Residuos industriais ricos em
carboidratos e lipidios sdo elementos importantes para uso como substratos na
producao de biossurfactantes (Jimoh e Lin, 2019).

Nesse contexto, a producao de biossurfactante por microrganismos a partir
de residuos industriais € uma alternativa para a produgdo de biopolimeros ativos
emulsificantes, o que permite futura aplicacdo no gerenciamento da poluicdo
causada por Oleo e seus derivados em ecossistemas terrestres e corpos d'agua.
Assim, as concentragdes ideais de substratos para minimizar os altos custos de

producdo sao determinadas por planejamento fatorial. Sabe-se também que
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atualmente muitos estudos tém sido realizados sobre a sele¢ao de microrganismos
que produzem biossurfactantes para as industrias alimenticias e petroquimicas
(Patowary, 2017).

Mais e mais trabalhos sobre o uso de residuos industriais para a producio de
biossurfactantes podem ser encontrados na literatura. Do ponto de vista industrial, a
produgdo em larga escala é extremamente importante, pois permite que a
biomolécula seja produzida em larga escala, além de ser ecologicamente correto,
como mencionado anteriormente, evitando a exposi¢do a grandes quantidades de
residuos (PS da Silva Marinho et al., 2022). A Tabela 3 mostra estudos sobre a

utilizacao de residuos industriais na producao de biossurfactantes.

Tabela 3. Residuos industriais utilizados para producao de biossurfactante

Residuos industriais Referéncia
Glicerol Bruto Rulli et al. (2019)
Oleo de soja residual e milhocina Santos et al. (2019)
Hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana Marcelino et al. (2019)
Cascas de batata e bagago de cana-de-agucar Das; Kumar (2018)
Residuo de o6leo vegetal e milhocina Silva et al. (2018)
Oleo de girassol residual Kumar et al. (2017)
Milhocina Santos et al. (2017)
Oleo de canola residual e Silva et al. (2017)
Milhocina
Aguas residuais de fabrica de 6leo, milhocina Gudina et al. (2016)

e melago de cana-de-agucar
Suco de maca de caju clarificado Oliveira et al. (2013)

Fonte: Marinho et al., 2022

3.5 Fatores que afetam a produc¢ao dos biossurfactantes

A produgdo de biossurfactantes € influenciada por varios fatores além do
ambiente e do crescimento de microrganismos. Entre eles: origem de fontes de

carbono, nitrogénio, relagao nitrogénio-carbono, restricbes alimentares. Ambos os
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parametros fisicos: pH, salinidade, circulagdo de ar e cations influenciam a produgao

de e o tipo de polimero sintetizado pelo microrganismo (Roy, 2018).

A producdo de biossurfactantes pode ser espontdnea ou induzida pela
presenca de compostos lipofilicos por meio de mudangas no pH, temperatura,
aeracdo e taxas de agitagdo, ou quando o crescimento celular é mantido sob
condi¢cdes de estresse com baixas concentracdes de fonte de nitrogénio (Desai;
Banat, 1997).

3.5.1 Fonte de carbono

A fonte de carbono desempenha um papel crucial no crescimento e na
producao de biossurfactantes por micro-organismos, e sua importancia varia de uma
espécie para outra. Em seguida, o nitrogénio surge como o segundo suplemento
mais significativo para a produgdo desses compostos por micro-organismos. Em
processos fermentativos, a relagdo entre carbono e nitrogénio desempenha um
papel crucial na acumulagdo de metabolitos. Valores elevados dessa relagdo (ou
seja, niveis baixos de nitrogénio) restringem o crescimento microbiano, direcionando
o metabolismo das células para a producdo de metabolitos. Em contrapartida, um
excesso de nitrogénio leva a sintese de material celular e limita a acumulagéo de

produtos desejados (Santos et al, 2016).

A fonte de carbono desempenha um papel importante ndo apenas no
crescimento microbiano, mas também na producao de biossurfactantes por diversos
microrganismos. Quando apenas glicose ou 6leo vegetal foi usado separadamente
para a producao de biossurfactante de T. bombicola, foram obtidos rendimentos
muito baixos, mas quando ambas as fontes de carbono foram usadas juntas, o
rendimento aumentou para 70 g/L (Cooper; Paddock, 1984). Os rendimentos
maximos de soforolipidios de T. bombicola foram obtidos quando foram utilizados 80
e 40 g/L de glicose e 6leo de soja (KIM et al., 1997); com rendimento ainda maior a
Candida bombicola obteve 120 g/l de soforolipidios quando agucar e o6leo foram

usados juntos (Casas et al., 1997).

Quando se utilizou 6leo de canola para producao de biossurfactante por

Candida lipolytica e glicose como fontes de carbono, foram obtidos 8 g/l de
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soforolipideos (Sarubbo et al., 2007). Embora a maior produgao de bioemulsificagao
tenha sido observada por Candida lipolytica em meio contendo 1,5% de glicose
(Sarubbo et al., 2001), Candida Antarctica e Candida apicola forneceram 13,4 e 7,3
g/l de soforolipideos, respectivamente, suplementado de residuo da industria de
sabdo com concentragcao de 5% (Bednarski et al., 2004). Pseudozyma (Candida
Antarctica) foram capazes de converter manosileritritol (MEL) em lipidios de C12 a
C18 n-alcanos. O rendimento de MEL foi de 140 g/l ap6s semanas (Kitamoto et al.,
2001).

3.5.2 Fonte de nitrogénio

E o segundo suplemento mais importante na producéo de biossurfactantes de
microrganismos. Em muitos processos de fermentagdo, a relagdo C/N é um
parametro muito sensivel que afeta a quantidade de metabdlitos produzidos. Uma
alta relacao C/N, ou baixo nivel de nitrogénio, limita o crescimento de bactérias e
direciona o metabolismo celular para a produgédo de produtos metabdlicos. Por outro
lado, uma fonte excessiva de nitrogénio direciona o substrato para a sintese de
material celular, o que limita proporcionalmente o acumulo de produtos (Robert et
al., 1989). Varias fontes organicas e inorganicas de nitrogénio tém sido utilizadas na
producdo de biossurfactantes. Santa Ana e outros. (2002) investigaram o efeito da
fonte de nitrogénio na produgao de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa
PA1 cultivada em meio mineral contendo 3% de glicerol. Neste trabalho, o NaNO3
foi mais efetivo que o (NH4)2S0O4 e verificou-se que a restricdo alimentar direcionou

o metabolismo para a formagao de biossurfactantes.

Pseudomonas aeruginosa utiliza amonia, nitratos e aminoacidos como fontes
de nitrogénio. A glutamato desidrogenase (EC 1.4.1.4) pode assimilar amébnia para
formar glutamato ou glutamato com glutamina sintetase (EC 6.3.1.2) em glutamina.
A glutamina e o alfa-cetoglutarato sdo entdo convertidos em glutamatos pela L-
glutamina-2-oxiglutarato aminotransferase (EC 1.4.1.13). Os nitratos, por outro lado,
devem ser reduzidos a nitritos e depois a aménia. Como resultado, a assimilagéo de
nitrato € mais lenta em comparagdo com a amoénia, simulando um estado limitante

de nitrogénio favoravel para a formacado de raminolipideos. Por outro lado, a
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formacgao de lipidios € uma etapa critica durante a sintese de raminolipideos e a
limitagdo de nitrogénio pode promover o acumulo de lipideos. Assim, a assimilagéo
do nitrato como fonte de nitrogénio em relagédo a amdnia (Deshpande; Daniels, 1995;
Casas et al., 1997), embora Candida sp. SY16, C. lipolytica e C. glabrata UCP 1002
foi identificada com nitrato de amoénio e extrato de levedura (Kim et al., 1999; Rufino
et al., 2007; 2008; Sarubbo et al., 2006; 2007).

3.5.3 Condig¢oes de crescimento

Condigdes de crescimento como pH, temperatura, mistura e disponibilidade
de oxigénio também afetam a producéo de biossurfactantes devido ao seu efeito no
crescimento ou atividade celular (Desai; Banat, 1997).

Espécies de Candida produzem biossurfactantes maximos em uma ampla
faixa de pH, como observado para Candida glabrata UCP 1002, que produziu
biossurfactante maximo em pH 5,7, Candida sp. SY16. Em pH 7,8, Candida
lipolytica pH 5,0 e Candida batistae pH 6,0 (Cirigliano; Carman, 1984; KIM et al.,
1999; Sarubbo et al., 2006; Konishi et al., 2008), enquanto Aspergillus ustus e a
Pichia anamola deu o maior rendimento de biossurfactante em pH 7,0 e 5,5 (Kiran et
al., 2009).

Os microrganismos também dependem da temperatura. A temperatura mais
favoravel para a produgao de biossurfactantes de varios fungos € em torno de 30 °C,
como €& o caso de varias espécies de Candida, como Candida sp. SY16, C.
bombicola e T. batistae (Cooper; Paddock, 1998; Deshpande; Daniels, 1995; Kim et
al., 1999; Konishi et al., 2008).

O tempo de incubagdo também afeta significativamente a producdo de
biossurfactantes. Diferentes microrganismos podem produzir biossurfactantes em
diferentes intervalos. A producdo maxima de biossurfactante de Aspergillus ustus
MSF3 foi observada apds 5 dias de incubacdo, enquanto para C. bombicola os
melhores tempos de incubagéo foram observados apds 7, 8 e 11 dias (Casas et al.,
1997; Cavalero et al., 2003; Felse et al., 2007). Por outro lado, a maior produgao de
biossurfactante foi observada para C. bombicola utilizando gordura animal apds 68
horas de incubagao (Deshpande; Daniels, 1995). O aumento da agitagdo promoveu

o acumulo do biossurfactante P. aeruginosa UCP 0992 cultivado em glicerol (Silva et
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al., 2010). A agitacao entre 50 e 200 rpm foi estudada por Oliveira et al., (2009) para
P. alcaligenes cultivado em d6leo de palma. os autores constataram que o aumento
da velocidade de rotacdo promoveu uma diminuicdo da tensao superficial do liquido
metabdlico livre de células para 27,6 mN/m. Cunha et al., (2004) descobriram que a
agitacao teve um efeito negativo sobre Serratia sp. SVGG16 crescido em meio

contendo hidrocarbonetos.

3.6 Aplicagées ambientais do biossurfactante

Varios microrganismos como bactérias, fungos e leveduras sao capazes de
produzir biossurfactantes de fontes renovaveis a partir de residuos agroindustriais.
Devido a muitas propriedades e diferencas estruturais. Os biossurfactantes tém
muitas aplicagbes nas industrias de petréleo, alimentos, farmacéutica e cosmética e
desempenham um papel importante na protecdo ambiental, controle de
derramamento de oOleo, biodegradagdao e remediacdo de solo contaminado por
metais pesados (Gaur et al., 2019).

O interesse em biossurfactantes aumentou significativamente, porque eles
podem remediar areas poluidas por 6leo, remover poluentes de metais pesados e
limpar esgotos, porque suas propriedades emulsificantes podem contribuir para a
degradacéao de hidrocarbonetos (Karlapudi et al., 2018).

As propriedades de detergéncia, umectagédo, emulsificacdo, dispersao de
fases, solubilidade, formacdo de espuma, de emulsificacdo e lubrificagdo sao
importantes na aplicagdo biossurfactantes nas areas mencionadas (Santos, Silva,
Costa, 2016).

Cada vez mais tem aumentado a demanda por biossurfactantes.
Aproximadamente sao produzidos 13 milhdes de toneladas/ano de biossurfactantes

indicando sua importancia e demanda na produgao (Kaur, 2017).

3.6.1 Aplicagao na biorremediagao

A maior parte dos relatorios na literatura sobre esses compostos aborda sua
aplicagédo na industria petrolifera. Nesse contexto, sua natureza n&o toxica e
biodegradavel tem contribuido para torna-los alternativas sustentaveis e amigaveis

ao meio ambiente (Perfumo, 2018). A biorremediagcdo envolve a decomposigao
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biolégica de hidrocarbonetos por micro-organismos que utilizam esses poluentes
como fonte de carbono para obter energia, resultando na degradacao até didéxido de

carbono, agua, sais minerais e gases (Hazen, 2019).

Quanto maior for a quantidade de micro-organismos degradadores, mais
rapido e eficiente sera o processo de biorremediagdo. Pesquisas indicam que fungos
e bactérias sdo os principais micro-organismos eficazes na degradagdo de
poluentes, apresentando um consideravel potencial para a recuperagdo de
ambientes contaminados (DONATI, 2019). Dessa forma, a eficacia de um micro-
organismo degradador frequentemente depende da estrutura molecular do
contaminante e da presenca de enzimas especificas capazes de degradar o produto.
Além disso, a ocorréncia desse mecanismo € mais provavel quando a estrutura
quimica do xenobiotico € semelhante a estrutura de moléculas naturais (Angelucci et
al., 2019).

Contudo, ao abordar os desafios relacionados a biodegradagao de compostos
hidrofébicos, como os hidrocarbonetos do petréleo, é possivel destacar a baixa
solubilidade e alta hidrofobicidade dessas substancias. Essas caracteristicas
reduzem a disponibilidade para os micro-organismos, podendo retardar ou até
mesmo interromper o processo de degradacdo. Diante dessa situagdo, uma

alternativa viavel tem sido a utilizagdo de compostos surfactantes (Ribeaux, 2020).

Assim, surfactantes naturais ou biossurfactantes sdo produzidos por micro-
organismos na presenca de compostos hidrofobicos, aumentando a solubilidade
desses compostos no meio (Sajna, Gottumukkala, 2019). Esses compostos
melhoram a interagdo entre agua e 6leo ao reduzir a tensdo superficial acelera a
degradacdo de diversos hidrocarbonetos por micro-organismos e facilitam a
biorremediagdo de aguas e solos contaminados (Joe et al., 2019). Estudos
conduzidos com micro-organismos que produzem biossurfactantes destacaram o
potencial dessas substancias na biorremediagao de hidrocarbonetos de petrdleo em

solos e areia (Ribeaux, 2020).

3.6.2 Aplicacao na limpeza de reservatorio de éleos
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Algumas das aplicagdes industriais mais comuns de biossurfactantes estao
relacionadas ao petréleo e mineragao, bem como processos de limpeza industrial
(Rocha e Silva et al., 2018).

Grandes volumes de petréleo bruto sdo enviados diariamente, entregues as
refinarias e adicionados aos tanques de armazenamento. Porém, lavagens
periddicas sdo necessarias para manter esses tanques (Singh et al., 2020). No
entanto, alguns residuos e uma pequena por¢ao de 6leo pesado acumulam-se no
fundo e nas laterais do tanque de combustivel. armazenamento e por possuirem alto
teor de viscosidade acabam se transformando em residuo sélido e ndo podem ser
removido por bombeamento convencional. Para remover esses residuos, é realizada
uma lavagem, o uso de solventes e a limpeza manual, torna-se uma tarefa perigosa,
demorada e cara (Almeida et al., 2016).

O processo de limpeza de tanques de petréleo através do uso de
biossurfactantes é realizado de forma a reduzir a viscosidade do 6leo formando uma
emulsdo 6leo em agua, permitindo um melhor bombeamento de residuos. Além
disso, este processo também ajuda a restaurar o petréleo bruto apdés o rompimento

da emuls&o (Ren et al., 2020).

3.6.3 Aplicacao na recuperagao avangada de petroleo (MEOR)

A recuperagcdo avancada de petroleo (EOR) utiliza uma variedade de
processos. Na industria do petrdleo, utiliza-se como métodos térmicos, fisicos e
quimicos. Os surfactantes quimicos é usado de diversas maneiras na industria do
petréleo, especialmente em EOR. Mas este método tem um custo alto e ao mesmo
tempo perigoso para o ambiente (Akbari et al., 2018).

No entanto, o desenvolvimento de novas tecnologias para converter produtos
derivados do petroleo em energia renovavel; biodegradavel e sustentavel sao
desafios sociais atuais. Os biossurfactante possui diversas vantagens sobre os
surfactantes quimicos: sdo biodegradaveis e possuem menor concentragdo micelar
critica (CMC). Eles podem ser produzidos a partir de recursos renovaveis,
mantendo o desempenho mesmo sob condigbes ambientais adversas e s&o menos
toxicos (Ren et al., 2020).
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Estes compostos microbianos tém a capacidade de emulsionar o petroleo cru
e reduzir sua viscosidade, tornando-o seu acesso mais facil para aplicagdes
avangadas de recuperacao de petréleo, como pode ser visto na (figura 3) sem
perder suas propriedades fisico-quimicas em extremos de temperatura, pH e
salinidade. A utilizagdo de microrganismos para recuperacgao aprimorada de petroleo
(EOR) é entendida como recuperagao de 6leo aprimorada microbiana (MEOR) (Das
etal. 2018).

Figura 3 — Aplicagao do biossurfactante na recuperagao avangada de petroleo

Injegio do biossurfactante

i
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=1

=5
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Fonte: Santos et al. (2021)

3.7 O Desastre da Mancha de Oleo no Litoral Nordestino em 2019

O ano de 2019 marcou um dos maiores desastres ambientais na histéria do

litoral nordestino brasileiro, com o vazamento de petrdéleo cru que se transformou em
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uma extensa mancha de d6leo. O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) desempenhou um papel fundamental na
resposta a essa crise, coletando dados cruciais que permitem uma analise mais
aprofundada dos eventos. O vazamento teve origem ainda ndo completamente
identificada, desafiando os esforgos iniciais para conter e mitigar seus impactos. A
analise das trajetorias das manchas de oleo revelou uma disseminagao ao longo das
extensas praias do nordeste, afetando ecossistemas marinhos e costeiros de nove
estados (IBAMA, 2022).

Os dados do IBAMA também evidenciam os desafios enfrentados durante a
resposta ao desastre. A dificuldade em identificar a fonte do vazamento e a falta de
um sistema de monitoramento eficiente inicialmente complicaram os esforgcos de
contencgao. Além disso, a extensao geografica da mancha de 6leo e a complexidade
dos ecossistemas afetados aumentaram a complexidade da resposta (IBAMA,
2022).

Os dados do IBAMA destacam os impactos devastadores do vazamento na
vida marinha. Tartarugas, aves marinhas, e diversas espécies de peixes foram
afetadas, resultando em um desequilibrio ecolégico significativo. Os dados também
indicam a extensdo dos danos aos habitats costeiros e a biodiversidade marinha
(IBAMA, 2022).

A experiéncia de 2019, documentada pelo IBAMA, ressalta a necessidade
urgente de melhorar a capacidade de prevengao, resposta e monitoramento em
situacdes de desastres ambientais. A cooperacido entre entidades governamentais,
organizagdes ndo governamentais e a comunidade internacional € fundamental para
proteger os ecossistemas marinhos vulneraveis (IBAMA, 2022).

Os processos de extragdo em ambiente marinho do petréleo bruto e seu
transporte através de navios petroleiros e dutos, podem envolver problemas graves
de contaminagdo das aguas oceanicas causando grandes impactos ambientais
(Silva et al., 2022).

As causas de derramamento de petr6leo nos oceanos envolvem diversas
fontes, que vao desde defeitos nos navios-petroleiros até naufragios, vazamentos
nas plataformas de petrdleo e de pocgos, rompimentos de dutos submarinos
causados por corrosées ou trincas, langamento no mar de agua utilizada para lavar

reservatorios que contenham petréleo (Silva et al., 2022).
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A remocgao destes poluentes xenobidticos envolve o uso de dispersantes e
absorventes, contencdo do oOleo através de barreiras flutuantes, bombeamento a
vacuo, jateamento com agua a diferentes pressdes até queima in situ deste material
combustivel sobrenadante (Zahed et al., 2022).

Os biossurfactantes podem agir como dispersantes para a remogao de
petroderivados do ambiente marinho, nao poluindo o ambiente como os surfactantes

sintéticos que constituem as formulas dos dispersantes (Eras-Muioz et al., 2022).

REFERENCIAS

SILVA, Rita de Cassia Freire Soares da., et al. Production, formulation and cost
estimation of a commercial biosurfactant. Biodegradation, [S.L.], v. 30, n. 4, p. 191-
201, 2019.

ALMEIDA, et al. Biosurfactants: promising molecules for petroleum biotechnology
advances.: Promising Molecules for Petroleum Biotechnology Advances. Frontiers In
Microbiology, [s.l], v. 7, n. 8, p. 7-7, 2016. Frontiers Media SA.
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2016.01718.

AKBARI, et al. Biosurfactants—a new frontier for social and environmental safety: a
mini review. Biotechnology Research And Innovation, [S.L.], v. 2, n. 1, p. 81-90,
jan. 2018. Editora Cubo. http://dx.doi.org/10.1016/j.biori.2018.09.001.

BEDNARSKI, et al. Application of oil refinery waste in the biosynthesis of glicolipids
by yeast. Bioresource technology, v. 95, n. 1, p. 15-18, 2004).

CAMPQOS, et al. (2013). Microbial biosurfactants as additives for food industries.
Biotechnology progress, 29(5), 1097-1108.

CAMPOQOS, et al. (2015). Formulation of mayonnaise with the addition of a
bioemulsifier isolated from Candida utilis. Toxicology Reports, 2, 1164-1170.

CHAPRAO, et al. Formulation and application of a biosurfactant from Bacillus
methylotrophicus as collector in the flotation of oily water in industrial environment.
Journal Of Biotechnology, [s.l.], v. 285, p.15-22, nov. 2018. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.08.016.

CASAS, J. A.;; DE LARA, S.G.; GARCIA-OCHOA, F. Otimization of a synthetic
médium for Candida bombicola growth using factorial desing of experiments.
Enzyme and microbial technology, v.21, n.3, p. 221-229, 1997.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.08.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.biori.2018.09.001
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2016.01718

35

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

CAVALERO, da; COOPER, Dg. The effect of medium composition on the structure
and physical state of sophorolipids produced by Candida bombicola ATCC 22214.
Journal Of Biotechnology. Canada, p. 31-41. jun. 2003.

CIRILIANO, C; CARMAN, G. PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
LIPOSAN, A BIOEMULSIFIER FROM CANDIDA LIPOLYTICA. Applied Microbioloy
And Biotechnology, v. 50, n., p.846-850, 1985.

COOPER, D. G.; PADDOCK, D. A. Production of a Biosurfactant from Torulopsis
bombicola. Applied And Environmental Microbiology, v. 47, n., p.173-176, 1984.

CUNHA, C. D. et al. Serratia sp. SVGG16: a promising biosurfactant producer
isolated from tropical soil during growth with ethanol-blended gasoline. Process
Biochemistry, v.39, n. 12, p. 2277-2282, 2004.

DAMIAO, Aldinéia Oliveira. Producdo de biossurfactantes por Pseudomonas
aeruginosa e a bioprospeccao de genes relacionados com raminolipideos.
2012. 74 f. Dissertagdo (Mestrado) - Curso de Biotecnologia, Universidade Federal
da Bahia, Salvador, 2012.

DA SILVA MARINHO, PATRICIA SUZANNE, RENATA RAIANNY DA SILVA, and
JULIANA MOURA DE LUNA. "Biossurfactantes microbianos e aplicacdes
ambientais: uma revisdo narrativa." Research, Society and Development 11.12
(2022): €103111234123-e103111234123.

DAS, M. D. (2018). Application of biosurfactant produced by an adaptive strain of C.
tropicalis MTCC230 in microbial enhanced oil recovery (MEOR) and removal of
motor oil from contaminated sand and water. Journal of Petroleum Science and
Engineering, 170, 40-48.

DEBON, Janaina. Producéao de biossurfactante por Bacillus subtilis ATCC 21332 em
condigado anaerdbia. 2015. 165 f. Tese (Doutorado) - Curso de Engenharia Quimica,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2015.

DESAI, J D; BANAT, | M. Microbial production of surfactants and their commercial
potential. Microbiology And Molecular Biology Reviews: MMBR, v. 61, n. 1, p. 47-64,
1997.

DESHPANDE, M.; DANIELS, L. Evaluation of sophorolipid biosurfactant production
by Candida bombicola using animal fat. Bioresource technology, v. 54, n. 2, p.
143-150, 1995.

DOS SANTOS, Yasmim Senden et al. Produgdo e -caracterizagcdo de
biossurfactantes por novas espécies de leveduras do género starmerella. 2022.

DURAN, S.M., PORRAS-REYES, L., & SCHMIDT-DURAN, A. (2020). Evaluation of
agroindustrial residues produced in Costa Rica for a low-cost culture medium using
Bacillus subtilis 168. Revista Tecnologia en Marcha, 33(4), 15-25.



36

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

DURVAL, et al. Application of a Biosurfactant Produced by Bacillus cereus UCP
1615 from Waste Frying Oil as an Emulsifier in a Cookie Formulation.
Fermentation, v. 7, p.1-14, 2021.

DRAKONTIS, C. E., & AMIN, S. (2020). Biosurfactants: Formulations, properties,
and applications. Current Opinion in Colloid & Interface Scien

ERAS-MUNOZ, E.; FARRE, A.; SANCHEZ, A.; FONT, X.; GEA, T. Microbial
biosurfactants: A review of recent environmental applications. Bioengineered, v. 13,
n. 5, p. 12365-12391, 2022. https://doi.org/10.1080/21655979.2022.2074621

FELIX, Juliana Rodrigues. Estudo da adsorcdo de tensoativos n&o-iGnicos na
interface liquido-gas e sua relagao com a estabilidade de espumas liquidas /Juliana
Rodrigues Felix. - Natal: UFRN, 2020.

FELSE, P. A. et al. Sophorolipid biosynthesis by Candida bombicola from industrial
fatty acid residues. Enzyme and microbial technology, v. 40, n. 2, p. 316-323,
2007.

FENIBO E. O., DOUGLAS S. L. and STANLEY H. O. (2019). A review on microbial
surfactants: production, classifications, properties and characterization. JAMB. 18, 1-
22. doi:org/10.9734/jamb/2019/v18i330170.

GAUR, Vivek Kumar et al. Biosynthesis and characterization of sophorolipid
biosurfactant by Candida spp.: application as food emulsifier and antibacterial agent.
Bioresource technology, v. 285, p. 121314, 2019.

GAUTAM, K.K.; TYAGI, V.K. Microbial Surfactants: a review. Journal Of Oleo
Science, v. 55, n. 4, p. 155-166, 2006.

GUERRA, Alaine B. et al. Metagenome enrichment approach used for selection of
oildegrading bacteria consortia for drill cutting residue bioremediation.
Environmental Pollution, v. 235, p. 869-880, 2018

IBAMA. Manchas de Oleo: litoral brasileiro. Litoral Brasileiro. 2019. Disponivel em:
http://www.ibama.gov.br/phocadownload/emergenciasambientais/2020/manchasdeo
leo/ibama-manchasdeoleo-desmobilizacao-cartilha_v2.pdf. Acesso em: 07 nov.
2023.

JIMOH, A. A,, & LIN, J. (2019). Biosurfactant: A new frontier for greener technology
and environmental sustainability. Ecotoxicology and Environmental safety, 184,
109607

KARLAPUDI, et al. Evaluation of anti-cancer, anti-microbial and anti-biofilm potential
of biosurfactant extracted from an Acinetobacter M6 strain.Journal of King Saud
University-Science, 2018b.

KARLAPUDI, A. P. et al. Role of biosurfactants in bioremediation of oil pollution-a
review. Petroleum, p. 1-9, 20182



37

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

KAUR, K; SANGWAN, S; KAUR, H. Biossurfactant production by yeasts isolated
from hidrocarbon polluted environmental monitoring and assessment, v. 189, n.12,
p. 603, 2017.

KIM, B. H. et al. Electrochemical activity of an Fe (lll)-reducing bacterium,
Shewanella putrefaciens IR-1, in the presence of alternative electron acceptors.
Biotechnology Techniques, v. 13, n. 7, p. 475-478, 1999.

KIM, S. Y. et al. Effect of soybean oil and glucose on shoforose lipid fermentation by
Torulopsis bombicola in continuous culture. Applied Microbiology na
biotechnology, v. 48, n.1, p.23-26, 1997.

Kiran, G. S., Hema, T. A., Gandhimathi, R., Selvin, J., Thomas, T. A., Ravji, T. R., &
Natarajaseenivasan, K. (2009). Optimization and production of a biosurfactant from
the sponge-associated marine fungus Aspergillus ustus MSF3. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 73(2), 250-256.

KITAMOTO, et al. Microbial conversion of n-alkanes into glycolipid biosurfactants,
mannosylerythritol lipids, by Pseudozyma (Candida antarctica). Biotechnology
letters, v. 3, n. 20, p. 1709-1714, 2001.

KONISHI, M. et al. Production of new types of sophorolipids by Candida batistae.
Journal of oleo Science, v. 57, n. 6, p. 359-369, 2008.

LIMA, Cristian Jacques Bolner de. Produgao de biossurfactante por Pseudomonas
Aeruginosa empregando 6leo de soja residual. 2007. 190 f. Tese (Doutorado em
Engenharias) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2007.

LIMA, et al. Production and characterization of biosurfactant isolated from Candida
glabrata using renewable substrates. African journal of microbiology research, 11(6),
237-244, 2017.

LIU, et al. Valorization of Food Waste to Produce Value-Added Products Based on
Its Bioactive Compounds. Processes, v.11, n.840, 2023.

LIRA, Isabela Regina Alvares da Silva. Produgao e aplicacdo de biossurfactantes
para uso em molhos para saladas. 2020. 100 f. Dissertagdo (Mestrado) -
Universidade Catodlica de Pernambuco. Pro-reitoria Académica. Curso de Mestrado
em Desenvolvimento de Processos Ambientais, 2020.

LOURENCO, Rafael André et al. Mysterious oil spill along Brazil's northeast and
southeast seaboard (2019-2020): Trying to find answers and filling data gaps.
Marine Pollution Bulletin, v. 156, p. 111219, 1 jul. 2020.

LUNA, et al. “Environmental applications of the biosurfactant produced by Candida
Sphaerica cultivated in low-cost substrates.” Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 480 (2015): 413-418.



38

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

LUNA, et al. A New biossurfactante produced by Candida Glabrata UCP 1002:
characteristc of stabili and application in oil recovery. Brasilian archives of biology
and technology, v. 52, n.4, p. 745-793,2009

MAIA NETO, André Moreira. Residuos agroindustriais aplicados a produgao de
biossurfactantes: uma revisdo / André Moreira Maia Neto. — 2021.

MANO, Mario Cezar Rodrigues. Estudo da recuperac¢do, concentragao e purificagéo
de biossurfactante produzido por Bacillus subtilis. 100p. Dissertagao (mestrado) -
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Campinas, SP, 2008.

MANHOGO, T. T.; CHIMPHANGO, A. F. A.; THORNLEY, P.; RODER, M. Current
status and opportunities for fruit processing waste biorefineries. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v.155, p.111823, 2022.

MATSUURA, Ani Beatriz Jackisch. Producéo e caracterizagdo de biossurfactantes
viasndo a aplicacdo industrial e em processos de biorremediacdo. 98 f. Tese
(Doutorado) -Curso de Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2004.

MARCELINO, et al. Sustainable production of biosurfactants and their applications.
Lignocellulosic Biorefining Technologies, 159-183.
https://doi.org/10.1002/9781119568858.ch8, 2020.

MELO, et al. Avaliagao da produgao de biossurfactante a partir de diferentes fontes
de carbono por Candida guilliermondii. Revista Saude & Ciéncia Online, 7(2), 413-
425, 2018.

MNIf, I., & Ghribi, D. (2016). Glycolipid biosurfactants: main properties and potential
applications in agriculture and food industry. Journal of the Science of Food and
Agriculture,96(13), 4310-4320.

NAGY, Géssika Marcgal. Producdo de biossurfactante de baixo custo a partir de
residuos agroindustriais. 2018. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2018. DOI
http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2018.778.

NAGTODE, et al. Green Surfactants (Biosurfactants): A PetroleumFree Substitute
for Sustainability—Comparison, Applications, Market, and Future Prospects. ACS
Omega, v.8, n.13, p.11674-11699, 2023.

NASER, A. Z.; DEIAB, [|; DARRAS, B. M. Poly (lactic acid) (PLA)
andpolyhydroxyalkanoates (PHAs), green alternatives to petroleum-based plastics: a
review. RSC Advances, v. 11, n. 28, p. 17151-17196, 2021.

NOGUEIRA FELIX, Anne Kamilly et al. Purification and characterization of a
biosurfactant produced by Bacillus subtilis in cashew apple juice and its application



39

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

in the 118 remediation of oil-contaminated soil. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v. 175, p. 256-263, 2019.

PARVAN, L.G.; LEITE, T.G.; FREITAS, T.B.; PEDROSA, P.AA.; CALIXTO, J.S;
AGOSTINHO. L.A.; Bioensaio com Allium cepa revela genotoxicidade de herbicida
com flumioxazina. Ver. Pan. Amaz. Saude, v. 11, p. 1-10, 2020.

PATOWARY, K., PATOWARY, R., KALITA, M. C.,, & DEKA, S. (2017).
Characterization of biosurfactant produced during degradation of hydrocarbons
using crude oil as sole source of carbon. Frontiers in microbiology, 8, 279.

PATOWARY, Rupshikha et al. Application of biosurfactant for enhancement of
bioremediation process of crude oil contaminated soil. International Biodeterioration
and Biodegradation, v. 129, p. 50-60, 1 abr. 2018.

PELE, M. A., Conversion of renewable substrates for biosurfactant production by
Rhizopus arrhizus UCP 1607 and enhancing the removal of diesel oil from marine
soil. Electronic Journal of Biotechnology, 38, 40-48.

PERFUMO, A. et al. Biodiversity of Biosurfactants and roles in enhancing the
(bio)availability of hydrophobic substrates. Cellular Ecophysiology of Microbe, p. 1-
29, 2018.

REIS, et al. First report of the production of a potent biosurfactant with a, B-trehalose
by Fusarium fujikuroi under optimized conditions of submerged fermentation.
brazilian journal of microbiology, 49, 185-192, 2018.

ROBERT, et al. Effect of the carbon source of biosurfactant production by
Pseudomonas aeruginosa 44T1. Biotechnology Letters, v. 11, n. 12, p. 871-874,
1989.

ROCHA JUNIOR et al. Aplication of a low-cost biosurfactant in heavy metal
remediation processes. Biodegradation, v. 30, n. 4, p. 215-233, 2019.

ROCHA e SILVA, et al. Natural surfactants and their applications for heavy oil
removal in industry. Separation & Purification Reviews, 48(4), 267-281

ROY, A. A review on the biosurfactants: Properties, types and its applications.
Journal of Fundamentals of Renewable Energy and Applications, v. 8, p. 1-14, 2017.

ROY, Arpita. A Review on the Biosurfactants: properties, types and its applications.
Journal of Fundamentals of Renewable Energy And Applications, [S.L.], v. 08, n. 01,
2018.

Ribeaux, Daylin Rubio Produgao, otimizacéo, caracterizagao e atividade antifungica
do biossurfactante produzido por Candida tropicalis UCP 1613 / Daylin Rubio
Ribeaux - 2020. 109 folhas: il., fig., tab.



40

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

RUFINO, et al. Characterization and properties of the biosurfactant produced by
Candida lipolytica UCP 0988. Electronic Journal of Biotechnology, 17(1), 6-6,
2014.

RUFINO, R. D.; SARUBBO, L. A.; CAMPOS TAKAKI, G. M.; Enhancement of
stability of biosurfactant produced by Candida lipolytica using industrial redidue as
substrate. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 23, n. 5, p. 729-
734, 2007.

SAHARAN, B. S.; SAHU, R. K.; SHARMA, D. A review on biosurfactants:
Fermentation, current developments and perspectives. Genetic Engineering and
Biotechnology Journal. [S.I: s.n.]., 2012.

SANTA ANNA, et al. Production of biosurfactants from Pseudomonas aeruginosa
PA 1 isolated in oil environments. Brazilian Journal of Chemical engineering, v.
19, n. 2, p. 159-166, 2002.

SANTOS, A. P. P; SILVA, M. D. S; COSTA, E. V. L. Biossurfactantes: uma
alternativa para o mercado industrial. Fronteiras: Jornal of Social, Technological and
Environmental Science, v 5, n.1, p. 88-103, 2016.

SANTOS, Danyelle Khadydja Felix dos. Producdo de biossurfactante comercial por
Candida lipolytica UCP 0998 cultivada em residuos agroindustriais para aplicagao
na industria de petroleo e metais pesados. 223 f. Tese (Programa de PO&s-
Graduacdo em Biotecnologia (Renorbio)) - Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, 2017.

SANTOS, et al. Synthesis and evaluation of biosurfactant produced by Candida
lipolytica using animal fat and corn steep liquor. Journal of Petroleum Science and
Engineering, 105, 43-50, 2013.

SANTOS, et al. Biosurfactants: multifunctional biomolecules of the 21st century.
International journal of molecular sciences, 17(3), 401, 2016.

SANTOS, Emilia Mendes da silva. Produgdo de biossurfactante por Candida
sphaerica UCP 0995 para aplicagdo na remogao de poluentes ambientais gerados
pela industria de petréleo/Emilia Mendes da Silva Santos, 2019.

SANTOS, et al. Enhanced oil removal by a non-toxic biosurfactant formulation.
Energies, 14(2), 467, 2021.

SANTOS SFM et al. Avaliagdo da Producao de Biossurfactante a Partir de
Diferentes Fontes de Carbono por Candida Guilliermondii. Revista Saude e Ciéncia
online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p.

SARUBBO, et al. Biosurfactants: Production, properties, applications, trends, and
general perspectives. Biochemical Engineering Journal, v.181, p.108377, 2022.



41

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

SARUBBO, et al. Bioemulsifier production in batch culture using glucose as carbon
source by Candida lipolytica. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 95, n.
1, p. 59-67, 2001.

SARUBBO, L. A,; FARIAS, C. B. B.; CAMPOS TAKAKI, G. M. Co-utilization of
canola oil and glucose on the production of a surfactante by Candida lipolytica.
Current Microbiology, v. 54, n. 1, p. 68-73, 2007.

SARUBBO, L. A;; LUNA, J. M.; CAMPOS TAKAKI, G. M. Production and stability
studies of the bioemulsifier obtaind from a new strain of Candida glabrata UCP 1002.
Electronic Journal of Biotechnology, v. 9, n. 4, p. 0-0, 2006.

SENA, H. H., SANCHES, M. A., ROCHA, D. F. S., SEGUNDO Filho, W. O. P., de
Souza, E. S., & de SOUZA, J. V. B. (2018). Production of biosurfactants by soil fungi
isolated from the Amazon forest. International journal of microbiology, 2018.

SILVA, et al. Soil bioremediation: Overview of technologies and trends. Energies,
13(18), 4664, 2020.

SILVA, et al. Recent advances in environmental biotechnology: role of
biosurfactants in remediation of heavy metals. Research, Society and Development,
11(5), e4411527453-e4411527453, 2022.

SILVA, et al. Glycerol as substrate for the production of biosurfactante by
Pseudomonas aeruginosa UCP 0992. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v.
79,n.1, p. 174-183, 2010.

SINGH, R., GLICK, B. R., & RATHORE, D. (2018). Biosurfactants as a biological
tool to increase micronutrient availability in soil: A review. Pedosphere, 28(2), 170-
189.

SIVAKUMAR, D.; SRIKANTH, P.; RAMTEKE, P. W.; NOURI, J. Agricultural waste
management generated by agro-based industries using biotech- nology tools. Global
Journal of Environmental Science and Management, v.8, n.2, p.281-296, 2022.

SUN, Shengli et al. A biosurfactant-producing Pseudomonas aeruginosa S5 isolated
from coking wastewater and its application for bioremediation of polycyclic aromatic
hydrocarbons. Bioresource Technology, v. 281, p. 421-428, 2019.

ZAHED, M.A.; MATINVAFA, M.A.; AZARI, A.; MOHAJERI, L. Biosurfactant, a green
and effective solution for bioremediation of petroleum hydrocarbons in the aquatic
environment. Discover Water,v. 2, n. 1, p. 5, 2022.
https://doi.org/10.1007/s43832-022-00013-x



Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

CAPITULO Il

42



43

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

Patente depositada (INPI): NUTRIENTE ALTERNATIVO PARA
PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE POR Candida bombicola EM
TEMPO REDUZIDO

Numero do Processo: BR 10 2023 026658 4

’ l‘H;ﬁ%‘:’é&ﬂ:ﬂ N— 8?02301 11354
sl I

20409162312425536

Pedido naclonal de Invengio, Modelo de Utllidade, Certificado de Adigio de Invengio e entrada na fase
naclonal do PCT

MNidmero do Processo: BR 10 2023 026658 4

Dados do Depositante (71)
Depositants 1 de 1

Nome ou Razio Soclal: UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPFICNPJ: 10847721000195
MNaclonalidade: Brasileira
Qualificaglo Jurfdica: Instituigao de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua do Principe, 526 - Boa Vista
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 50050-300
Pals: Brasil
Telefone: 81 21194088
Fax:
Emall: nit@unicap.br




Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

Dados do Invantor (T2)
Imventor 1 de 3

Nome: POLLYANA PEREIRA DO NASCIMENTO
CPF: 08330516440
Macionalldade: Erasileira
Qualficaglio Flslca: Estudante de Pas Graduacdo
Enderego: Rua José Ramos de Vasconcelos, 186, casa 04, Pau Amarels
Cidade: Faulista
Estado: FE
CEP: 53423-825
Pals: BERASIL
Telefona: (91) 381 B20E43
Fac
Emall: pollyanapersiradonascimentof@gmail.com
Imventor 2 de 3

Nome: LEONIE ASFORA SARUBBO
CPF: 73580163434
Maclonalldade: Brasileira
Qualficagio Fislca: Professor do ensino superior
Endarego: Rua Arthur Muniz, n. 147, Aplo. 2001, Boa Viagem
Cldade: Fecife
Estado: PE
CEP: 51111-190
Pals: BRASIL
Telafone: (81) 334 20581
Fac:
Emall: laonie_sarubbo@unicap.br

Irventor 3 de 3

44



Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

MNome: RAQUEL DINIZ RUFING
CPF: 03793888479
Maclonalldade: Brasileira
Qualificaghio Flsica: Bidlogo, biomédico e afins
Enderego: Rua 24 de Junho, 279, apt. 1402, Encruzilhada
Cidade: FRecife
Estado: PE
CEP: 52030-100
Pals: BRASIL
Telefone: (51) 298 037338
Fac:
Emall: raquel_rufinoi@unicap.br

Documentos anemdos
Tipo Anexo Mome
Comprovanie de pagamento de GRU 200 00-pagamento_GRU_patented1.pdf
Reivindicagio 01-REIVINDICAC, O-ES-ok_pdf
Relatorio Dascritivo 02-RELATO'RIO DESCRITIVO-ok.pdf
Reasumo 03- RESUMO-ok. pdf

Desanho 04- DESENHOS-ak.pdf

45



Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

CAPITULO III

ARTIGO A SER SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO NA REVISTA WORLD
JOURNAL OF MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

Fator de impacto: 4.2

46



47

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

POTENCIAL DE APLICAGAO DO BIOSSURFACTANTE POR CANDIDA
BOMBICOLA EM SOLOS CONTAMINADOS POR DERIVADO DE PETROLEO

Nascimento’, P.P.; Sarubbo?, L.A; Rufino? R.D.
'Mestranda do Programa de Pés-graduagéo em Desenvolvimento de Processos Ambientais-UNICAP
Professor Escola ICAM-Tech. Universidade Catolica de Pernambuco— UNICAP

Abstract

O potencial de aplicacdo do biossurfactante produzido pela Candida bombicola em solos
contaminados por derivados de petréleo € um campo de estudo promissor e relevante. Os
biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos que possuem propriedades
de reducdo de tensdo superficial, emulsificacdo e solubilizacdo de compostos lipofilicos,
tornando-os agentes eficazes na remediacdo de solos contaminados. A Candida bombicola
é uma levedura capaz de produzir biossurfactantes que demonstraram eficacia na remocgao
de contaminantes derivados de petréleo em diferentes condi¢des ambientais. A utilizagdo
desses biossurfactantes em solos contaminados por derivados de petroleo pode representar
uma abordagem sustentavel e eficaz para a remediagcao desses ambientes, proporcionando
beneficios ambientais e econémicos significativos. Neste contexto, os biossurfactantes
emergem como uma alternativa promissora aos dispersantes quimicos, apresentando
diversas vantagens, tais como baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade e aceitagdo
ecolégica substancial. Diante disso, o presente estudo foi conduzido com o propdsito de
investigar a produgao de biossurfactantes por Candida bombicola e posterior aplicagdo em
amostras de solos contaminados com 6leo de motor. Testes de estabilidade da tensdo
superficial e da capacidade de emulsificacdo foram realizados, a tensdo supercial se
mostrou estavel diante das condi¢cbes expostas, quanto aos ensaios de emulsificagao,
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utilizando 6leo de soja e 6leo motor, o biossurfactante foi capaz de emulsionar até 95%
com Oleo motor e 60% com O6leo de soja. Os testes de remocdo do 6leo de motor
queimado foram feitos em colunas de vidro (ensaio estatico) e no shaker (ensaio cinético),
utilizando o biossurfactante na forma isolada e em diferentes concentragées (CMC, %
CMC e 2x CMC). Foram utilizados diferentes tipos de solos, e os percentuais de remogao
foram para o ensaio estatico de até 65,32% para o solo arenoso, 59,04% para o solo siltoso
e 57,42% para o solo argiloso e para o ensaio cinético nas concentragbées (CMC, 2 CMC e
2x CMC) os resultados foram de até 98,60 para o solo arenoso, para o solo siltoso foi
93,22 e para o solo argiloso foi 92,55. Foi avaliado posteriormente o perfil de
genotoxicidade do biossurfactante, utilizando raizes de cebola (Allium cepa), no qual nao
foi visualizado presenga de necrose nas raizes € nem a presenca de micronucleos nas
células da cebola, confirmando ser um biossurfactante atdxico. Contudo, é notério o
potencial sustentavel do biossurfactante por C. bombicola, que se estendem desde a
producao até a aplicabilidade no processo de biorremediagao.

Palavras-chave: Candida bombicola. Petroleo. Genotoxicidade. Acidentes ambientais.

Introducgao

A crescente preocupacao com a poluicdo ambiental e a necessidade de
tecnologias sustentaveis para enfrentar esse desafio tornam imperativa a busca por
alternativas inovadoras. Em contrapartida, o0 aumento do consumo na sociedade
impbe uma ameacga a integridade de diversos ecossistemas. Nesse contexto, os
biossurfactantes, compostos com propriedades tensoativas produzidos por
microrganismos como leveduras, fungos e bactérias, emergem como protagonistas
em diversas aplicagbes, desde a industria alimenticia e cosmética até a
biorremediacdo de areas contaminadas por derivados de petréleo e remogao de
metais do solo (Sarubbo et al., 2022).

Apesar de compartilharem semelhangas com emulsificantes sintéticos, os
biossurfactantes apresentam vantagens cruciais, como menores concentragdes
micelares criticas, reducao significativa da tensao superficial do meio, solubilizagao
de compostos hidrofébicos, atoxicidade e biodegradabilidade. Contudo, seu custo
mais elevado, especialmente devido ao processo de producéo, limita sua adogao no

mercado global (Silva et al., 2022).

Nesse contexto, diversas alternativas tém sido investigadas para viabilizar

economicamente a produgdo de biossurfactantes, incluindo o uso de matérias-
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primas acessiveis, como residuos agroindustriais, o desenvolvimento de técnicas
eficientes de extracdo e purificagdo, e a identificacdo de microrganismos de alto
rendimento. A utilizagcdo de subprodutos agricolas ndo apenas reduziria os custos de
producao desses compostos valiosos, mas também permitiria o reaproveitamento

sustentavel desses residuos (Duran et al., 2020).

Este estudo teve como objetivo principal produzir um biossurfactante
microbiano, isoladamente aplicado na remogdo de o6leo de motor em solos
contaminados. Posteriormente, foram conduzidos testes de genotoxicidade
utilizando raizes de cebola (Allium cepa). A proposta destaca a viabilidade de um
biossurfactante sustentavel e ecologicamente correto, capaz de realizar a remogao
de contaminantes de maneira eficiente, sem comprometer as propriedades fisico-

quimicas e microbiologicas do solo.

Materiais e métodos

Microrganismo

A levedura avaliada como produtora de biossurfactante foi a Candida
bombicola URM 3718, a qual foi depositada na Colecdo de Culturas do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. As culturas
foram mantidas em tubos de ensaio contendo Yeast Mold Agar (YMA), um meio
composto por extrato de levedura (0,3%), extrato de malte (0,3%), D-glicose (1%),

triptona (0,5%), e agar (2%), sendo armazenadas sob refrigeragéo a 5 °C.

Producao de Biossurfactante
O processo de produgao da bimolécula esta em sigilo de patente, cadastrado
sob o codigo: BR 10 2023 026658 4.

Determinagao da tensao superficial e concentragao micelar critica (CMC)
A tensado superficial e a Concentracdo Micelar Critica (CMC) do biossurfactante
foram determinadas em tensidmetro automatico (KSV Sigma 700, Finland) através

do método do anel de Du Nouy. A grandeza foi medida através da imersao do anel
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de platina no liquido metabdlico, registrando-se a forga requerida para puxa-lo

através da interface ar-liquido.

Determinacgao da estabilidade do biossurfactante

Os efeitos de diferentes temperaturas (5, 70, 100 e 120°C), de diferentes
concentragdes de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0%), de diferentes valores de pH
(2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0) e na atividade do biossurfactantes foram avaliados no
liquido metabdlico livre de células para determinacéo da tensao superficial e do
indice de emulsificagdo utilizando 6leo de motor e 6leo de soja como substrato
hidrofébico (Cooper e Goldenberg, 1987).

A influéncia do tempo na estabilidade do biossurfactante mantido a 5, 70,
100 e 120°C durante 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos também foi avaliada.

Isolamento do Biossurfactante

Ao final da fermentacdo, o biossurfactante foi extraido a partir do
sobrenadante do meio fermentado apds centrifugagcdo 4700 rpm por 15 minutos a
4°C. Apos a centrifugacao foi adicionada uma solugédo de HCL 37% para ajustar o
pH para 2,0, com o objetivo de atingir a hidrélise e precipitacdo do biossurfactante.
As amostras foram armazenadas a uma temperatura de 4°C durante 24h. Os
precipitados obtidos foram suspensos em acetato de etila (1:1), em funil de
separagao com capacidade de 1000 mL. O processo de suspensdo em acetado de
etila foi repetido e posteriormente as amostras foram submetidas a evaporacao em
chapa aquecedora por 1h a 100°C, tendo sua concentracdo determinada por

gravimetria e expressa em g/L.

Caracterizacao do Biossurfactante

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O extrato do biossurfactante recuperado do sobrenadante foi caracterizado
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). O
espectro FTIR 400 Perkin EImer, com uma resolugéo de 4 cm-1, na regido de 400 a

4000 numeros de onda (cm-1)
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Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear

O biossurfactante extraido foi redissolvido em cloroférmio deuterado (CDCL3)
e os respectivos espectros de 1H RMN foram registrado em 25°C utilizando um
espectrometro agilent 300 MZ que opera a 300,13 MHZ. Deslocamento quimicos

séo dadas na escala de ppm em relagao ao tetrametilsilano (TMS).

Solos
Amostras representativas de trés tipos distintos de solo foram coletadas. As

coletas foram realizadas conforme Rufino et al. (2013).

Caracterizagao fisico-quimica dos solos

Para a caracterizag&o fisica dos solos foram realizados os seguintes ensaios:
Granulometria (ABNT, 1984a), Limites de Liquidez (ABNT,1984b) e Plasticidade
(ABNT, 1984c), Peso Especifico dos Graos (ABNT, 1984d) e Ensaios de
Compactacao (ABNT, 1986), obedecendo as recomendagdes da Associacao

Brasileira de Normas Técnicas.

A caracterizagao quimica dos solos foi realizada no Laboratério de Quimica
do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Catdlica de Pernambuco
conforme a metodologia do Manual de Métodos de Analise de Solos da Embrapa
(1997). Foram determinados os valores do pH, em H,O e KCI 1M, as bases
extrativeis Sodio (Na*), Potassio (K*), Calcio (Ca*) e Magnésio (Mg®), a Acidez
extrativel Aluminio (AI**) e Hidrogénio (H*), a Condutividade elétrica no extrato de

saturagao (CE), e superficie especifica

Preparacgao dos solos

Os solos utilizados foram peneirados em peneira granulométrica de 0,25 mm
de mesh, e com o objetivo de atingir uma umidade higroscépica de 9,5%, adicionou-
se agua de maneira uniforme. Para realizagdo dos ensaios em coluna as amostras
de solos foram pesadas e. Realizou-se a saturagdo das amostras com agua, para
saturar as amostras de forma a garantir a retirada de todo o ar existente nos poros
dos solos. Inicialmente, percolou-se um volume de agua correspondente a

aproximadamente 2x o volume de vazios do solo, para estimular a saida do ar.
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Fluidos percolantes e contaminante

O biosurfactante produzido foi usado nos testes de remoc¢ao. O biossurfactante
foi utilizado na forma bruta (liquido metabdlico livre de células) e isolado, em
solugdes na CMC (0,03%), 2 CMC (0,015%) e em concentragédo duas vezes
superior a CMC (0,06%). O Tween 80 (mono oleato de sorbitana polioxietileno 20),
um surfactante comercial nédo i6nico (CMC de 0,0013%), foi utilizado para fins

comparativos, na concentracao de 0,03% e a agua destilada, como controle.

O dleo lubrificante de motor foi obtido em um estabelecimento de manutencao

automotiva localizado na cidade do Recife.

Remocao do derivado de petréleo em solos pelo biossurfactante em ensaio
estatico

Colunas empacotadas de vidro (55 x 6 cm) foram inicialmente preenchidas
com 200g de solo contaminado com 10% do contaminante hidrofébico. Em seguida,
a superficie foi inundada por 200 ml das solugdes do biossurfactante isolado em
diferentes concentragdes correspondente a metade da CMC (1/2 CMC), a CMC e no
dobro da CMC (2xCMC). As percolagdes foram monitoradas ao longo de 24 horas.
As amostras de solo foram retiradas para a estimativa de 6leo de motor por analise
de gravimetria. O 6leo de motor residual foi extraido num Becker previamente
pesado com hexano em funil de decantagao. A extracao foi repetida duas vezes pra
assegurar uma recuperagao completa do 6leo. Em seguida o hexano foi evaporado
e Oleo retirado da areia pesado (Rufino et al. 2013).

O percentual de remocéo foi calculado usando a equacao: 6leo de motor
removido (%) = [(o inicial — o remanescente) / o inicial] x 100, onde o inicial & o 6leo
na areia contaminada e o remanescente é o 6leo que permanece na areia (g) apés a

lavagem (Rufino et al. 2013).

Remocgao do derivado de petréleo em solos pelo biossurfactante em ensaio
cinético

A remocgao do 6leo de motor queimado no solo contaminado foi testada
através da saturagcédo de 50g de solo com 10% do 6leo de motor queimado. O solo

previamente contaminado em laboratério foi colocado em frascos de Erlenmeyer de
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250 ml de capacidade, adicionado de 50 ml de agua destiladas ao frasco controle e
50 ml das solugdes do biossurfactante nas concentragdes (CMC, 2 CMC e 2xCMC).
Os frascos foram agitados a 150 rpm, 28°C, durante 24 horas. Apds esse periodo
todo o conteudo foi centrifugado a 4700 rpm durante 20 minutos. O d6leo residual foi

determinado por gravimetria (Luna, et al., 2011).

Teste de genotoxicidade com cebola (Allium cepa)

A genotoxicidade do biossurfactante isolado foi avaliada utilizando-se cebola
(Allium cepa) como indicador. Nos testes, os bulbos das cebolas sdo colocados em
frascos contendo agua destilada (controle) por um periodo de 72 horas, para que
suas raizes sejam emitidas. Em seguida s&o colocadas em frascos contendo
biossurfactante nas concentragcbes CMC, 2 CMC e 2xCMC, por igual tempo. Em
seguida, as raizes sado seccionadas e fixadas em solugdo Carnoy, por 24h.
Posteriormente preparou e observou as células da ponta das raizes em laminas de
microscopia. Na preparacdo das laminas, as raizes sao coradas com solugao de
orceina-acética (1%) e preparadas em uma lamina de microscopia por
esmagamento manual. A observacao é feita em microscopio 6ptico (aumento de
400x ou 1000x). (Parvan, 2020).

Resultados

O processo de obtengdo do biossurfactante a partir da levedura Candida
bombicola URM 3718 esta em processo de patente, cadastrado com o cédigo: BR
10 2023 026658 4. As caracteristicas do biossurfactante obrido foram avaliadas, tais
como tensdo superficial e Concentragdo Micelar Critica (CMC). Os resultados
obtidos demonstraram que o biossurfactante produzido exibiu excelente capacidade
de reducao da tensao superficial do meio de cultivo de 50 para 30 mN/m, com uma
CMC de 0,03%.

Avaliagao da Estabilidade do Biossurfactante

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos para os indices de emulsificacdo do
biossurfactante bruto, frente a diferentes condigbes de pH (2,4,6,8,10), diferentes

concentragdes salinas (2%,4%,6%,8% e 10%), diferentes temperaturas (5°, 7°C, 100°C e
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120°C) e diferentes tempos na temperatura de 90°C (10min, 20min, 30min, 40min, 50min,
60min e 120min) onde pode-se observar que o 6leo com maior percentual de emulsificacdo
foi o 6leo de motor, com percentuais de emulsificagdo com 24 horas (IE24) de até 95%. O
presente resultado demonstra o potencial de atuacdo do biossurfactante estudado como

emulsificante.

A tensao superficial mostrou-se estavel, independentemente das concentracbes de
sal (2%,4%,6%,8% e 10%, da variacao de pHs (2,4,6,8,10), de temperatura (5°, 7°C, 100°C
e 120°C) e de diferentes tempos na temperatura de 90°C (10min, 20min, 30min, 40min,
50min, 60min e 120min) com valores menores que 31 mN/m em todos os ensaios como

mostra na Tabela 1.

Figura 1: Avaliacdo da capacidade emulsificante do biossurfactante por C. bombicola,
frente a diferentes condi¢cdes de pH, temperatura, tempos na temperatura de 90°C e em

diferentes concentracdes de salinidade.
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Tabela1: Teste de estabilidade da tensdo superficial, frente a diferentes condicbes de
pH, temperatura, tempos na temperatura de 90°C e em diferentes concentragcbes de

salinidade, do biossurfactante bruto produzido pela Candida bombicola.
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(a)

MaCl  Tensdo superficial

(%)

(mhfm)

2
4
7
B
10

79,99 +0,20
30,14+0,31
30,13£0,15
30,28+0,10
30,21+0,75

4]

pH  Tensdo superficial

(mhlfm)

[T = R S e

—
(=]

30,45£0,10
30,35£0,32
29,85+ 0,18
29,64 £0,26
29,50+ 0,35

Caracterizagao fisica dos solos

L]

Temperatura

]

Tensdo superficial

(m/m)

5
70
100
120

29784019
30,07+051
30,04£030
30,11£028

id)

Tempo (min)

Tensdo superficial

(m/m)

10
20
30
40
50
&0
120

3049030
30,89+0,15
30612022
30912033
30,88+ 0,44
3034052
30,50£0,14

Os resultados dos ensaios de granulometria e de compactagéo realizados com

energia do Proctor Normal para os trés solos estdo apresentados na tabela 2. O solo

arenoso foi classificado como uma areia siltosa mal graduada (SM-SP) e néo

apresentou limite de liquidez e de plasticidade. Os solos siltoso (ML) e argiloso (CL),

apresentaram baixa compressibilidade. De acordo com os valores de LP e LL foram

classificados como mediamente plasticos — IP entre 7 e 15 (Caputo, 1988). Segundo

Oliveira et al. (2004) para solos do grupo CL séo esperadas caracteristicas de baixa

permeabilidade e com caracteristicas ruins de drenagem.

Tabela 2 - Granulometria, consisténcia e classificacao unificada dos solos

Parametros

Solos

Gramulometria (%)

Arenoso Siltoso Argiloso

Areia 88 43 50
Silte 3 18 2
Argila 9 39 48
% LP < 2um 8 23 47
Consisténcia

Limite de liquidez (LL) (%) NL 38 40
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indice de plasticidade (IP) NL 11 13
(%)

la® - 0,48 0,28
Compactagao

Umidade 6tima (%) 8,70 14,70 19,00
Mamax® (KN/m?®) 18,20 18,40 17,00
Classificagao Unificada SP-SM ML CL

%la = IP/< 2um - Atividade, ° Uamax : PESO especifico aparente seco maximo

Caracterizagao quimica dos solos

A caracterizagao quimica dos solos esta apresentada na tabela 3. O pH de um
solo nao constitui um valor constante e caracteristico como em solu¢des aquosas, ja
que solos sao sistemas dindmicos. Os solos naturais estudados apresentaram pH
acido, sendo o solo siltoso o de maior acidez. A capacidade de troca catiénica (CTC)
€ obtida, segundo metodologia da Embrapa Solos (1997), pela soma das bases
Ca2+, Mg2+, K+ e Na+, que representa o valor S, mais o H+, mais o valor de Al3+
extraivel. A Capacidade de Troca Catibnica também foi considerada baixa (valor T =
CTC < 27cmolc/kg) nos trés solos, indicando a predominancia do mineral argilico
caulinita. Os valores da Superficie Especifica encontrados também confirmaram a
presencga caulinita. A saturagdo por base média expressa em porcentagem (valor V)
foi superior a 50 % para o solo argiloso, indicando tratar-se de um solo Eutréfico,
fértil para a agricultura. Ja o solo arenoso e o siltoso apresentaram caracteristicas
distroficas. A condutividade elétrica € uma determinacgao utilizada na classificacdo de
solos salinos em zonas semiaridas, areas costeiras e nas interpretacdes de uso e

manejo dos solos para determinagcdo da quantidade de sais presentes. A condutividade
elétrica do extrato de saturagdo foi alta para o solo argiloso. Ja o valor da matéria organica

obtida a partir do carbono organico foi baixo nos trés solos.

Tabela 3 - Caracterizagdo quimica dos solos naturais



57

Nascimento, P.P. Producao de biossurfactante por Candida bombicola e aplicacdo em
solos...

Determinagoes Arenoso  Siltoso Argiloso
pH em agua 6,08 5,2 6,23
Carbono Organico (g/Kg) 1,07 0,00 1,11
Matéria Organica (g/Kg) 1,85 0,00 1,91
Hidrogénio extraivel (H") 770 5 85 765
(cmolc/kg) ’ ’ ’
Aluminio Extraivel (Al+++) 0.40 035 0.10
(cmolc/kg) ’ ’ ’
Valor de S (soma de cations)
(cmolc/kg) 4,93 5,80 13,10
Valor de T (Cap. Troca
Cations) (cmolc/kg) 13,03 12,00 20,85
Valor de V (% Sat. de Base) 37,83 48,33 62,82
% Fe203 no Ext. sulfurico 050 463 575
(9/Kg) ’ ’ ’
% SiO- na terra fina (g/Kg) 71,20 73,0 69,5
% Al,O3 no Ext. Sulfurico (g/Kg) 1,50 13,0 17,1
% agua no extrato saturagao 39,5 44 2 49,4
Cond. Elétrica no ext. sat.
(uS/cm a 25°C) 10 12 460
Superficie especifica (m?g) 18,4 14,7 14,7

Caracterizacao estrutural do biossurfactante

A Figura 2 mostra os espectros de FT-IR obtidos pelo biossurfactante isolado
de C. bombicola. O pico de absorgdo em 3416¢cm-1 € caracteristico de estiramento
(O-H), podendo ser indicio da presenga de H20. Os picos em 2930cm-1 e 2856cm-1
sdo devido ao estiramento assimétrico entre C-H do grupo CH3, CH2 e estiramento
simétrico do grupo CH2. O pico em 1562cm-1 indicam a presenga do grupo
carbonila (C=0) dos ésteres e acidos carboxilicos. O pico em 1409 revela a
presenca do estiramento C=H. Diante das informacdes traduzidas pela FT-IR, pode-

se prever se tratar de uma estrutura, predominantemente, de acidos graxos.
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Figura 2. Espectro FTIR do biossurfactante isolado produzido por Candida bombicola,
utilizando meio mineral suplementado com 6,0% de residuos da refinaria de 6leos de soja e

1,0% de acido glutamico.
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O espectro de RMN de 1 H obtido, como mostra na Figura 3 revelou a
presenca de hidrogénios ligados a cadeia carbdénica do biossurfactante na regiao
entre 0 - 1,5 ppm, esse sinal é responsavel pela regido apolar da estrutura
molecular. Os picos encontrados na regido entre 2 — 3 ppm s&o provenientes dos
hidrogénios ligados aos carbonos proximos de regides mais eletronegativas. Os
picos presentes entre a regido de 3 — 5 ppm, indica a presenca da fungao alcool,
responsavel pela fracdo polar do biossurfactante. O sinal presente entre 5 — 6 ppm
sugere a presenga de hidrogénios ligado aos carbonos da dupla ligagdo. O sinal
presente na regidao entre 7 — 8 ppm se deve ao hidrogénio presente cloroférmio

utilizado como solvente para a realizagao dessa analise.

Figura 3: Espectro do 1TH NMR do biossurfactante isolado de Candida bombicola em meio
mineral suplementado com 6% de residuo da refinaria de 6leo de soja e 1% de de acido

glutamico.
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O espectro de RMN de 13 C, como mostra na Figura 4, apresentou na regiao
entre 0 — 40 ppm os sinais responsaveis pelas ligagdes carbono-carbono da cadeia
alifatica. Os picos encontrados entre 50 — 75 ppm saoresponsaveis por possiveis
carbonos ligados aos oxigénios. Os sinais encontrados entre 120 —150 ppm sao
derivados das duplas ligagdes presentes na estrutura molecular. O pico encontrado
préximo a regiao de 180 ppm, advém da funcao de acido carboxilico, presente nas

moléculas do biossurfactante obtido.

Figura 4: Espectro do 13C NMR do biossurfactante isolado de Candida bombicola em meio
mineral suplementado com 6% de residuo da refinaria de 6leo soja e 1% de de acido

glutdmico.
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Remocgao de 6leo motor em colunas de vidro por meio de ensaio estatico

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir dos experimentos de
descontaminagcdo de 6leo de motor adsorvido em solos contidos em colunas de
vidro. O biossurfactante isolado, produzido pela cepa C. bombicola, foi capaz de
remover o 6leo de motor nas referidas colunas, utilizando o biossurfactante isolado
em diferentes concentragcdes, CMC, 1/2CMC e 2xCMC.

Tabela 4 — Remocgéao do 6leo de motor por biossurfactante produzido pela Candida

bombicola adsorvido em diferentes tipos de solos em Erlenmeyer (ensaio estatico)

Remocéo de éleo motor por percolagao de liquidos %

Solos Agua Biossurfactante Biossurfactante Biossurfactante
destilada na CMC na 1/2 CMC em 2x CMC
Arenoso 9,2+0,6 61,83+1,0 62,44 £ 0,5 65,32+ 0,5
Siltoso 8,6 £0,2 57,22 +0,4 54,50 + 0,7 59,04 + 0,5
Argiloso 6,0+0,5 54,64 £ 0,6 52,15+ 0,3 57,42 +£1,0

Remocgao do derivado de petréleo em solos pelo biossurfactante em ensaio

cinético

A Tabela 5 apresenta os resultados dos experimentos realizados em Erlenmeyer
para a remoc¢ao de 6leo de motor adsorvido a diferentes tipos de solos. Altas taxas
de remocéo de oleo foram alcancadas com as solugdes contendo biossurfactante na
CMC (0,03%) e duas vezes o CMC (0,06%) e na %2 CMC (0,015%). Tamanho de
particulas do solo e concentracdo de biossurfactante ndo exerceu influéncia na taxa

de remocéo de dleo.
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Tabela 5 — Remocgéao do 6leo de motor por biossurfactante produzido pela Candida

bombicola adsorvido em diferentes tipos de solos em Erlenmeyer (ensaio cinético)

Remocéo de éleo motor por percolagao de liquidos %

Solos Agua Biossurfactante Biossurfactante Biossurfactante
destilada na CMC na 1/2 CMC em 2x CMC
Arenoso 41,23 £0,7 85,62 + 0,6 78,75+£0,2 95,60+ 1,0
Siltoso 40,33+ 1,0 82,46 + 0,5 75,66 + 0,6 93,22+0,6
Argiloso 40,00+ 0,4 81,69+0,5 72,52+ 0,5 92,55+0,6

Avaliagcao da genotoxicidade do biossurfactante

Os resultados obtidos na Figura 5(A) onde foi utilizado agua destilada
(controle), figura 5(B) biossurfactante isolado na CMC (0,03%), na figura 5(C) o
biossurfactante isolado na 2 CMC (0,015%) e na figura 5(D) foi utilizado o
biossurfactante isolado em duas vezes a CMC (0,06%), mostram que nos bioensaios
com cebolas (Allium cepa) pode se observar que o biossurfactante por C. bombicola
apresentou auséncia de micronucleos nas células, nao apresentando efeito
citotoxicidade para a linhagem celular avaliada, confirmando a sua

biocompatibilidade para diversos seguimentos industriais.

Figura 3. Avaliagdo da genotoxicidade do biossurfactante por Candida bombicola,

utilizando raizes da cebola (Allium cepa). (A) agua destilada (controle); (B) o biossurfactante
isolado na CMC (0,03%); (C) biossurfactante isolado na ' CMC (0,015%); (D)
biossurfactante isolado em 2x CMC (0,06%).

Discussoes
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Avaliagcao da capacidade emulsificante e de estabilidade do biossurfactante

Um biossurfactante precisa manter suas caracteristicas tensioativas sob
quaisquer condi¢des ambientais. Caso contrario, ele sera descartado pela industria.
Assim, o estudo da estabilidade € necessario para a determinacdo da aplicabilidade
de um biossurfactante na melhora da recuperagdo microbiana de 6leo (Durval,
2021). Alguns géneros de leveduras destacam-se na producdo de bioemulsificantes,
como Candida, Yarrowia, Galactomyces, Trichosporon e Geotrichum (Monteiro et al.,
2010). Um tipo de bioemulsificante € o yansan, um complexo lipidio-carboidrato-
proteina sintetizado pela levedura Y. lipolytica (IMUFRJ 50682) na presenga de
glicose. Esse emulsificante foi capaz de formar emulsées de dgua em 6leo, no meio
com hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e com perfluorocarbonos, indicando seu
uso potencial nos processos de biorremediagéo (Amaral; Belo; Coelho, 2010). Outro
emulsificante conhecido é o liposan, um composto extracelular soluvel em agua
sintetizado pela levedura Candida lipolytica (Yarrowia lipolytica), sendo constituido
de 83% de carboidratos e 17% de proteinas (Santos et al., 2016).

Determinacgao das caracteristicas surfactantes da biomolécula

Comparando os resultados obtidos com a literatura as Leveduras sao
amplamente utilizadas como produtoras de biossurfactantes, sobretudo as do
género Candida. Rufino et al. (2007) obteve redugédo da tensao superficial para 32
mN/m utilizando C. lipolytica; ja C. glabrata foi utilizada em pesquisa por Sarubbo et

al. (2006) onde obteve-se tensao superficial de 31 mN/m.

Santos et al. (2021) obteveram tensdo superficial de 25 mN/m com
biossurfactante produzido por C. sphaerica em meio formulado com 9% de residuo
de refinaria de 6leo vegetal e 9% de milhocina. Em estudos recentes, Lira et al.
(2020) obteve uma reducao da tensao superficial de biossurfactante produzido por
C. guilliermondii de 28,6 mN/m em meio formulado com 5% de melago, 5% de

milhocina e 5% de 6leo de fritura residual.
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A capacidade de reduzir a tensao superficial depende da concentragdo do
composto tensoativo, isto €, da CMC, que é definida como a concentragcdo minima
do surfactante requerida para reduzir ao maximo a tensao superficial da agua, dando
inicio a formagdo de micelas. Surfactantes eficientes possuem valores de CMC
muito reduzidos, o que significa que pouco surfactante é requerido para reduzir a
tensao superficial (Sarubbo et al., 2022).

O biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 foi capaz de reduzir a tensao
superficial da agua de 71,01 + 1,21 mN/m para 29,1 £1,06 mN/m para uma
concentragcao de 900 mg/L (Figura 12). Ja o biossurfactante produzido por Bacillus
cereus cultivado em 6leo de fritura apresentou uma CMC de 500 mg/L (Durval et al.,
2019), enquanto outras espécies de Bacillus foram capazes de produzir
biossurfactantes com valores de CMC inferiores comparadas as obtidas neste
trabalho (Mendoza et al., 2022; Verma et al., 2022). O lipopeptideo produzido por
Geobacillus thermodenitricans MEG63, por sua vez, apresentou uma CMC de 55
mg/L, embora sua tensdo superficial tenha sido de 39,5 mN/m (Li et al., 2023). A
surfactina produzida por uma nova cepa de Bacillus subtilis (sp.) 50499 isolada de
solo contaminado por d6leo bruto, por sua vez, reduziu a tensao superficial da agua
para 28,6 mN/m para uma CMC de 20 mg/L (Du et al., 2023).

Caracterizagao estrutural do biossurfactante

Comparando-se os resultados obtidos com os espectros relatados na
literatura, (Ribeiro, 2018) apresentaram espectro semelhante ao obtido com o
produto de C. bombicola, utilizando-se Candida utilis cultivada em meio mineral
contendo 6% de 6leo de canola residual de fritura e 6% de glicose e Saccharomyces
cerevisiae cultivada em seis diferentes meios, tendo melhores resultados sendo
cultivada no meio composto por 1% de 6leo de fritura de soja e 1% de milhocina. O
biossurfactante produzido por Candida utilis € um tipo de acido carboxilico
metabolizado e o biossurfactante produzido por Saccharomyces cerevisiae é
caracterizado como um glicolipideo, apresentando em sua estrutura ligacdes éster
entre acido graxos e carboidratos, confirmadas na analise fisico-quimica.

Os espectros obtidos pelo biossurfactante por Candida sphaerica (Santos,

2019), apresentaram espectro semelhante ao obtido com o produto de C. bombicola.
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Foi caracterizado com natureza glicolipidica, devido principalmente a grupo
carboxilico encontrados, provavelmente relacionados a acidos graxos
metabolizados.

Resultados semelhantes aos espectros obtidos pelo biossurfactante por
Candida bombicola foram publicados por Santos et al. (2017), em que obteve uma
biomolécula surfactante com estrutura de acido carboxilico a partir da levedura
Candida lipolytica.

Caracterizagao fisico-quimica do solo

Com base nos resultados da analise quimica do solo, foram calculados, de
acordo com o novo sistema de classificagdo de solos da Embrapa (1997), a Soma
das Bases (S), a Capacidade de Troca Catiénica (CTC ou T), o Grau de Saturagao
por Bases (V) a Saturagcdo por Aluminio (m) e a Saturagdo por Sodio e oOxidos
(Rufino et al., 2013).

Remocao de 6leo motor em solos utilizando colunas de vidro no ensaio

estatico

Os resultados obtidos demostraram eficiéncia do biossurfactante isolado C.
bombicola na remocao do 6leo de motor. Comparando-se os resultados obtidos pelo
biossurfactante por C. bombicola com a literatura (Batista et al., 2010) verificou-se
que o biossurfactante bruto por C. tropicalis cultivado em dleo de fritura removeu 78
a 97% do petréleo e do 6leo motor adsorvido em amostras de areia, enquanto o
biossurfactante produzido a partir da C. guilhiermondii cultivada em residuo
industriais, removeu cerca de 90% do 6leo motor adsorvido em amostras de areia.

Estudos realizados por (Rufino et al.,2013) utilizando biossurfactante isolado
de C. lipolytica, em colunas empacotas, demostraram a eficiéncia da concentragao
utilizada. Uma vez que as taxas de remogao apresentaram para agua destilada 7%,
tween 80 12%, biossurfactante na CMC 33% e em 3 vezes a CMC 37%.

Remocao de 6leo motor em diferentes tipos de solos no ensaio cinético
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O biossurfactante Rufisan de Candida lipolytica no CMC removeu 98% do
oleo dos béqueres nos ensaios cinéticos e a concentracdo do biossurfactante nao
exerceu influéncia na taxa de remocgao de 6leo (Rufino et al, 2013). Por outro lado, o
biossurfactante de Candida sphaericaa 0,1% removeu 65% do o6leo de motor
adsorvido ao solo, enquanto a solugéo surfactante no CMC (0,08%) removeu 55%
do dOleo e a solucdo a 0,05% removeu aproximadamente 30%, mostrando a
influéncia da concentragéo do biossurfactante sobre as taxas de remocao (Luna et
al, 2013).

A remocgao de Oleo nos solos esta vinculada a dois mecanismos distintos:
mobilizagao e solubilizagdo. A mobilizagao se verifica em concentragdes inferiores a
CMC, englobando fenbmenos como a redugao da tensao superficial e interfacial. Ja
a solubilizagdo se desencadeia acima do CMC, momento em que a solubilidade
aparente do 6leo apresenta um aumento significativo devido a sua agregacao dentro
das micelas dos surfactantes (Costa et al, 2010).

Os dados observados neste trabalho sugerem que a solubilizagdo € o
principal mecanismo associado a remogao de 6leo de motor com o biossurfactante
por Candida bombicola, pois o aumento na concentracdo do biossurfactante

melhorou a remogao de dleo.

Genotoxicidade do biossurfactante

Diversos métodos de avaliacdo de genotoxicidade tém a capacidade de
identificar aberragées cromossomicas, troca de cromatides irmas e micronucleos. No
entanto, o ensaio cometa, um teste adicional complementar, € empregado para
investigar danos no DNA de maneira mais especifica. O bioensaio utilizando Allium
cepa utiliza o surgimento de anormalidades cromossémicas como um de seus
bioindicadores para analisar os efeitos toxicos, citotdxicos, genotdoxicos e
mutagénicos de um composto quimico nas raizes de cebolas. Destaca-se o uso de
diferentes sistemas vegetais em ensaios para determinar possiveis danos causados
por compostos quimicos, sendo as espécies do género Allium as mais empregadas
para estudar os mecanismos fundamentais e avaliar os efeitos de determinados
agentes quimicos. Embora existam diferengas no metabolismo entre plantas e

animais, a ativagao pro-mutagénica em plantas é relevante, pois os seres humanos


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/yarrowia-lipolytica
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estdo constantemente expostos a esses riscos ao consumir vegetais tratados com
agentes quimicos. No género Allium, a espécie A. cepa é considerada como
organismo modelo e padrdo ouro na avaliagdo de efeitos clastogénicos e
aneugénicos sobre o material genético (Parvan, 2020).

As leveduras conseguem sintetizar biossurfactantes e algumas nao
apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, podendo utilizar seus metabdlitos
em formulagdes alimenticias. Elas possuem grande potencial para utilizagado, visto
que industrialmente sdo extremamente empregadas. Além disso, uma grande
vantagem do uso de algumas leveduras consiste no fato de serem incluidas no
status GRAS (em inglés, Generally Regarded As Safe — geralmente reconhecido
como seguro), pois ndo apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade,
permitindo, por exemplo, sua utilizacdo na industria de alimentos. Algumas
leveduras incluidas neste status sao: Candida lipolytica, Candida utilis e

Saccharomyces cerevisiae (Souza et al., 2017).

Conclusao

O biossurfactante gerado pela Candida bombicola, empregando residuos
provenientes da refinaria de 6leos de soja como substrato, demonstrou notavel
eficacia na degradacao de 6leo em distintos tipos de solos. Essa capacidade
promissora revela seu potencial como agente viavel para mitigar a poluigao
ambiental associada aos compostos oleosos derivados do petréleo. A utilizagao
desse biossurfactante pode contribuir significativamente para a redugédo dos
impactos ambientais sobre os ecossistemas, representando uma abordagem
sustentavel e eficaz no controle da contaminacdo por hidrocarbonetos, além de
fornecer uma alternativa promissora para a gestdo ambiental. Portanto, este estudo
ressalta a relevancia do biossurfactante produzido por Candida bombicola como
uma solugao potencial na busca por estratégias ecologicamente responsaveis para

combater a poluicdo causada por hidrocarbonetos em ambientes terrestres.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A investigacao realizada neste estudo permite tirar as seguintes conclusdes:

O residuo da refinaria de 6leos de soja pode ser utilizados como matéria-

prima na produgéo de produtos biotecnolégicos de alto valor agregado.

e A levedura C. bombicola demonstra potencial como produtora de um agente
surfactante altamente eficaz tanto em termos de atividade tensoativa quanto
emulsificante.

¢ O biossurfactante demonstrou estabilidade frente a condicbes extremas de
temperatura, pH na presencga de NaCl

e O biossurfactante demonstrou capacidade emulsificante frente a condi¢des
extremas de temperatura, pH na presenca de NaCl

e O biossurfactante por Candida bombicola brutos e isolados removeram
efetivamente compostos hidrofébicos no solo sob condigdes dinédmicas e
estaticas, mostrando potencial para aplicagdes industriais.

e O biossurfactante nédo é toxico para raizes da cebola (Allium cepa).

e O Dbiossurfactante ¢é bastante promissor para remediacdo de areas

contaminadas por derivados de petroleo.
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Seplementores (51} devem, ne entamsn, ser numensdss seporadamsenie.

Legemsdas de figwras

Coda figura deve per uma legends concia desorevendo com precisbo o goe &
figura represemin. Incluir as legendas mo arquivo de sexto do manuscrino & mdo no
arquive de figems.

Asx legendas das figures iniciam com o o Fig em negnto, seguida do
nitmore da figera, tsenbés em negrino.

Mephuma poniusgbo deve ser mclulda apds o nimero, nem geal quer ponno i
deve ser colocads wo fisal do legenda.

[dennfige: 1odos o clementos encomtrados na fgum ne legenda da fpem; ¢ sxar
caixns, circulos, @, come ponios coordensdos em grifieos.
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