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RESUMO

A crescente geracao de residuos agroindustriais € um desafio ambiental e econémico,
mas também uma oportunidade para bioprocessos sustentaveis, podendo ser utilizados
como substratos de baixo custo na producao de biomoléculas microbianas. Diante disso,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do biossurfactante microbiano
produzido a partir de residuos alternativos proveniente de ambiente universitario com a
finalidade na aplicacdo em processos de remocao de 6leo de motor adsorvido em solo
arenoso. Sendo assim, os experimentos foram divididos em duas etapas, para a
realizacdo da producdo do bissurfacatante pela levedura Candida glabrata UCP 1002,
utilizando o bagaco de malte e 6leo de fritura residual, como substratos. Na primeira etapa,
foram realizadas a determinacdo da tensdo superficial, bem como a estabilidade da
atividade de emulsificacédo para o biossurfactante produzido, para condicées extremas de
pH, temperatura e diferentes concentracdes de NaCl. Na segunda etapa, foi realizado um
planejamento fatorial de 23, para otimizar as condicbes de producdo. As variaveis
independentes foram as diferentes concentracdes dos residuos, tendo como variavel
resposta a avaliacdo da tensdo superficial. A partir do ensaio selecionado, foram
realizadas as analises de Concentracao Micelar Critica (CMC), caracterizacado quimica do
biossurfactante através do RMN e FTIR, o teste de toxicidade com raizes de Allium cepa
e a andlise do potencial de remocao do 6leo de motor (pds uso) adsorvido em solo
arenoso. Os resultados demonstraram uma reducéo da tensdo superficial de 31 mN/m,
além de apresentar alta eficiéncia de estabilidade nas condicdes extremas de pH,
temperatura e NacCl, atingindo valores maximos de 70% a 80% nas condicdes de NaCl,
60% e 71% nas condicdes de pH e 66% e 92% na condicao de temperatura, para os 6leos
de motor e de soja. Os resultados obtidos pelo planejamento fatorial 23, demostraram que
0 ensaio 2 apresentou uma tenséo superficial de 36 mN/m. Sendo avaliada a mesma
condicdo para a atividade de emulsificacdo os valores de emulsificacdo foram de 46%
para 6leo de soja e 87% para 6leo de motor. A CMC foi de 0,2 g/L, confirmando alto poder
tensoativo. O biossurfactante apresentou natureza glicolipidica, compativel com os de
interesse industrial. O teste de toxicidade com raizes da cebola Allium cepa confirmaram
gue as concentracfes do biossurfactante produzido ndo deteriora as células das raizes,
como também ndo apresenta surgimento de microndcleos, sendo um composto seguro
ecologicamente. Ademais, ensaios em solo arenoso contaminado com 6leo de motor (pos
uso) demonstraram alta eficiéncia na remocdo do poluente em condi¢ces estéticas e
dindmicas, obtendo valores de 47% a 53% para o teste estatico e valores de 98% a 99%
para os testes dinAmicos. Apos essa analise foram escolhidas duas amostras com
melhores percentuais de remocao para o teste estatico 53.4% e para o teste dinamico
99.8%. Sendo assim, pode-se concluir que os residuos utilizados se mostram como
alternativa sustentavel, de baixo custo e inovadora para a producdo de biossurfactante
microbiano.

Palavra-chave: Biossurfactante. Biorremediacdo. Candida glabrata. Residuos
Agroindustriais.



viii

ABSTRACT

The increasing generation of agro-industrial waste is an environmental and economic challenge,
but also an opportunity for sustainable bioprocesses, as it can be used as low-cost substrates in the
production of microbial biomolecules. Therefore, the present study aimed to evaluate the potential
of a microbial biosurfactant produced from alternative waste from a university environment for
application in processes to remove engine oil adsorbed on sandy soil. Thus, the experiments were
divided into two stages for the production of the biosurfactant by the yeast Candida glabrata UCP
1002, using malt bagasse and residual frying oil as substrates. In the first stage, the surface tension
was determined, as well as the stability of the emulsification activity for the biosurfactant produced
under extreme conditions of pH, temperature, and different concentrations of NaCl. In the second
stage, a 2° factorial design was carried out to optimize production conditions. The independent
variables were the different concentrations of the residues, with the evaluation of surface tension
as the response variable. From the selected assay, analyses of the Critical Micelle Concentration
(CMC), chemical characterization of the biosurfactant through NMR and FTIR, the toxicity test
with Allium cepa roots, and the analysis of the removal potential of engine oil (post-use) adsorbed
on sandy soil were performed. The results showed a reduction in surface tension of 31 mN/m, in
addition to high stability efficiency under extreme conditions of pH, temperature, and NaCl,
reaching maximum values of 70% to 80% under NaCl conditions, 60% and 71% under pH
conditions, and 66% and 92% under temperature conditions, for engine oil and soybean oil,
respectively. The results obtained from the 23 factorial design showed that assay 2 presented a
surface tension of 36 mN/m. Evaluating the same condition for emulsification activity, the
emulsification values were 46% for soybean oil and 87% for engine oil. The CMC was 0.2 g/L,
confirming high surfactant power. The biosurfactant exhibited a glycolipid nature, compatible with
those of industrial interest. The toxicity test with Allium cepa onion roots confirmed that the
concentrations of the produced biosurfactant do not damage root cells, nor do they show the
appearance of micronuclei, making it an ecologically safe compound. Furthermore, assays on sandy
soil contaminated with engine oil (post-use) demonstrated high efficiency in pollutant removal
under static and dynamic conditions, obtaining values from 47% to 53% for the static test and
values from 98% to 99% for the dynamic tests. After this analysis, two samples with the best removal
percentages were chosen: 53.4% for the static test and 99.8% for the dynamic test. Therefore, it can
be concluded that the residues used prove to be a sustainable, low-cost, and innovative alternative
for the production of microbial biosurfactant.

Keywords: Biosurfactant. Bioremediation. Candida glabrata. Agro-industrial Waste.
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1. INTRODUCAO

O setor agroindustrial desempenha um papel fundamental no mercado, tendo
em vista, que seus produtos gerados impactam diretamente na economia de um pais.
No entanto, essas industrias geram um grande percentual de residuos, especialmente
os do setor de alimentos e bebidas. Como no caso das cervejeiras, cujo o principal
residuo é o bagaco de malte e o 6leo residual de fritura no setor alimenticio (Silva et
al., 2024; Brunatti et al., 2025).

A auséncia de um manejo adequado para 0 descarte seguro e sustentivel
desses residuos provoca impactos negativos ao meio ambiente. Diante disso, a busca
incessante por alternativas que valorizem residuos agroindastrias, transformando-os
em subprodutos de alto valor agregado, tornando-se prioridade nas cadeias
produtivas, incorporando sustentabilidade aos processos. Nesse contexto, a
biotecnologia vem como uma alternativa crucial para reduzir esses residuos,
oferecendo solucdes inovadoras e sustentaveis (Silva et al., 2025).

Como por exemplo, a aplicacdo desses residuos na producdo de
biossurfacatantes microbianos. Residuos como o éleo residual de fritura e o bagaco
de malte sdo ricos em lignina, fibras, proteinas polissacarideos, celulose e
triglicerideos (Silva et al., 2021; Nascimento et al., 2025). Sendo residuos ricos em
carboidratos ou lipideos, com adequada relacdo carbono/nitrogénio, obtendo
micronutrientes essenciais para o metabolismo microbiano (Silva et al., 2023).

Desse modo, a utilizacao desses residuos na area biotecnolégica, em especial
na producdo de biossurfacatantes, pode reduzir significativamente os custos de
producéo, ja que esses residuos sao gerados em larga escala e sdo amplamente
disponiveis. Portanto, € esse processo torna-se fundamental para desenvolver
métodos que viabilizem o uso de matérias-primas mais acessiveis (fontes renovaveis
e residuos industriais), a fim de tornar os surfactantes “verdes” mais competitivos no
mercado (Marinho et al., 2022).

No entanto, o principal desafio nessa abordagem é a selecdo de substratos
com um equilibrio nutricional adequado, que sustentem tanto o crescimento celular
guanto a sintese eficiente do composto de interesse. (Marinho et al., 2022; Duran et
al., 2020). Portanto, a escolha de residuos adequados € essencial, para a producao
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de biossurfactante, principalmente os microbianos, no qual, necessitam de
propriedades nutricionais especificas e fundamentais para o processo fermentativo
(Guedes et al., 2021).

Presumindo, que os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas que constituem
uma das principais classes de surfactantes naturais, produzidos por uma diversidade
de micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras (Candido et al., 2024).

De acordo com a literatura, alguns micro-organismos, como as leveduras, vém
sendo explorado para a producdo de biossurfactantes. Algumas sdo grandes
produtores de compostos bioldgicos ativos, no qual, se destaca os soforolipidios
sintetizados pela Candida, possuindo um grande potencial em aplica¢gGes industriais,
gracas as suas propriedades emulsificantes, elevada biodegradabilidade e baixa
toxicidade, (Aslam et al., 2024).

Diferente da maioria dos surfactantes quimicos (sintetizados a partir de
derivados do petréleo), apresentando toxicidade e ndo sendo biodegradaveis. Sao
fatores que influenciam na busca por alternativas menos nocivas ao ambiente, como
os biossurfactantes (Candido et al., 2024).

Diante do exposto, o principal objetivo do presente trabalho € estudar a
producao de biossurfactante microbiano, a partir de residuos alternativos provenientes
de ambiente universitario e aplicacdo em processos de remocao de 6leo de motor

adsorvido em solo arenoso.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de biossurfactante microbiano a partir de residuos
alternativos proveniente de ambiente universitario e aplicacdo em processos de

remocao de 6leo de motor adsorvido em solo arenoso.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir o biossurfactante utilizando residuos (bagaco de malte e 6leo de fritura
residual) provenientes de ambiente universitario da Universidade Catodlica de
Pernambuco.

e Determinar as propriedades tensoativas e emulsificantes do biossurfactante.

e Avaliar a estabilidade do biossurfactante formulado frente a condigbes
especificas de pH, temperatura e salinidade.

e Caracterizar o0 biossurfactante e determinar a estrutura quimica do
biossurfactante.

e Avaliar a toxicidade do biossurfactante.

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

e Avaliar o percentual de remocao do contaminante derivado do petréleo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sufactantes

Os surfactantes sdo compostos quimicos que possuem estrutura anfipatica,
composta por por¢cdes hidrofilicas e hidrofobicas (ou lipofilicas). Essa caracteristica
estrutural permite a capacidade de formar estruturas organizadas, como micelas e
bicamadas, essenciais para sua atividade funcional. A porcao hidrofilica, geralmente
denominada "cabeca", é soluvel em agua, enquanto a porcéo hidrofébica, conhecida
como "cauda", é composta por uma ou mais cadeias de hidrocarbonetos (Figura 1),
cujo comprimento pode variar conforme o tipo de surfactante (Santos et al., 2021)

A eficiéncia de um surfactante pode ser avaliada por diversas maneiras, como
sua capacidade de auto associacdo na formacéo de micelas, diretamente relacionada
a concentracdo micelar critica (CMC), como a capacidade de solubilizacdo de
hidrocarbonetos em agua, lubrificacdo, emulsificacdo, acdo superficial diminuindo a

tensao superficial, dentre outras (Otzen, 2017; Marinho et al., 2022).

Figura 1: Representacdo esquemética de um surfactante

Cabeca polar (hicrofilica)

Cauda apolar (hicrofébica)

Fonte: Autoria prépria

Os surfactantes sintéticos possuem uma grande importancia comercial, sendo
muito evidente diante da expansdo continua do mercado, devido a ampla variedade
de aplicagdes industriais desses compostos. Essas aplicacdes industriais s&o
classificadas de acordo com seus usos: 54% como detergentes, 13% nas industrias

téxteis, de couro e de papel, 10% em processos quimicos, outros 10% nas industrias
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farmacéutica e de cosméticos, 3% na industria de alimentos, 2% na agricultura e os

2% restantes em outras aplicacdes (Silva et al., 2022).

Tendo em vista, que a maior parte dos surfactantes disponiveis no mercado é
obtida por meio da sintese quimica a partir de derivados do petroleo. Ocasionando
uma preocupacao ambiental por parte dos consumidores, atrelado a isso ocorre o
avanco das legislacdes voltadas a protecdo ambiental, no qual, tem impulsionado a
busca por biossurfactantes como alternativas mais sustentaveis aos produtos
convencionais (Sarubbo et al., 2022). Muitos estudos consideram que esses
compostos tém uma grande associacdo com poluentes e efeitos adversos, toxicidade

para organismos aquaticos inibicdo de enzimas biolégicas (Nagtode et al., 2023).

3.2 Biossurfactante

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam propriedades
tensoativas semelhantes as dos surfactantes derivados do petréleo, porém com
vantagens significativas, como menor toxicidade, elevada biodegradabilidade e
possibilidade de producéo a partir de fontes renovaveis, como bactérias (Vieira et al.,
2021). Os biossurfactantes apresentam diferentes graus de polaridade, como por
exemplo emulsificadores de hidrocarbonetos. Obtendo a capacidade de reduzirem a
tensdo superficial e favorecer a formacdo de emulsdes, possibilitando que os
hidrocarbonetos sejam solubilizados em agua e tornando determinados compostos

mais misciveis.

Diante disso, os biossurfactantes vem tendo uma aten¢éo maior devido as suas
caracteristicas promissoras, para 0s setores industriais. Considerando toas as
caracteristicas mencionadas anteriormente, o0s biossurfactantes possuem a
capacidade de manter a sua estabilidade mesmo em condi¢cdes extremas de pH,
temperatura e salinidade (Datta et al., 2024). Apesar das vantagens associadas ao
seu uso, os biossurfactantes detém uma pequena fatia de mercado em decorréncia
dos elevados custos da sua producdo. Por tanto, é fundamental desenvolver
processos que permitam a utilizacdo de matérias-primas de menor custo,
principalmente as provenientes de fontes renovaveis e de residuos industriais, além

da otimizacdo de meios de cultura, o aprimoramento de técnicas de extracdo e



Baixo Peso Molecular

Silva, E. S. C. Producdo de biossurfactante por micro-organismo utilizando residuos provenientes... 20

purificacéo e a sele¢do de micro-organismos com maior produtividade (Marinho et al.,
Sarubbo et al., 2022).

3.3 Classificagéo

Os biossurfactantes sao classificados de acordo com sua composi¢cao quimica
e origem microbiana, podendo ser feita com base no seu tamanho molecular
(Nascimento et al., 2024). Esses compostos sé&o divididos em dois grupos principais:
0s tensoativos de baixo peso molecular (ex: glicolipideos, lipopeptideos e
fosfolipidios), eficazes na reducdo da tensao superficial; e os de alto peso molecular
(ex.: lipoproteinas, lipopolissacarideos e heteropolissacarideos), que atuam como
eficientes bioemulsificantes na estabilizacdo de emulsGes 6leo/dgua, como
demostrado na Tabela 1 (Balakrishnan et al., 2023; Drakontis; Amin, 2020).

Tabela 1: Classificacdo dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

Classe/Tipos de Biossurfactantes

Micro-organismos

Glicolipideos
Ramnolipideos
Soforolipideos
Trehalolipideos

Pseudomonas aeruginosa
Candida bombicola, Candida apicola
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas
Peptideo-lipideo

Viscosina

Serrawettin

Surfactina

Subtilisina

Gramicidina

Polymyxin

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcenscens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxia

Acidos graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

Acidos graxos

Lipideos neutros

Fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans
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Surfactantes poliméricos
Emulsan

Biodispersan

Liposan
Carboidrato-lipideo-proteina

Mannan-lipideo-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Surfactante particulado

Vesicula

Acinetobacter calcoaceticus

Fonte: Marinho et al., (2022)

3.4 Propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes

Observa-se que o desempenho de um biossurfactante é avaliado por meio de
diversas propriedades fisico-quimicas, entre as quais se destacam a sua capacidade
de reduzir a tenséo superficial, acdo emulsificante e espumante, baixa concentracao
micelar critica, solubilidade e detergéncia. Tais propriedades sdo essenciais para
identificar e selecionar linhagens microbianas promissoras para a producao desses
agentes (Karlapudi et al., 2018).

Com isso, nota-se que a tenséo superficial € uma propriedade de compostos
gue apresentam uma grande importancia, devido as suas caracteristicas tensoativas,
podendo ser definida como uma forgca a ser superada quando se deseja 0 aumento
da superficie liquida em uma mistura de moléculas (Santos et al., 2021).

A capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial € uma propriedade
fundamental de moléculas anfifilicas, sendo um requisito indispensavel para a
formacdo de emulsdes cineticamente estaveis. De acordo com a sua natureza
anfifilica, os biossurfactantes sdo capazes de adsorvem-se nas interfaces ar-liquido,
liquido-liquido e sdlido-liquido. Termodinamicamente, essa adsorgéo consegui reduz
a energia livre por unidade de area necessaria para a criagcdo de uma nova superficie,
um valor diretamente associado a tenséo superficial e interfacial (Santos et al., 2021,
Jahan et al., 2020).

Sabe-se que a tenséo superficial da agua € de aproximadamente 72 mN/m. Ja

biossurfactante possui uma capacidade de reducao significativa desse valor, obtendo
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um declinio para a faixa de 30—40 mN/m, isso indica que 0 microrganismo seja
promissor para producao desses compostos (Twigg et al., 2021).

Outra caracteristica € a concentracao micelar critica (CMC), que corresponde
a concentracdo maxima de surfactante em solucdo aquosa no qual apresenta
formacgéo de micelas. Este parametro é um indicador fundamental da eficiéncia de um
surfactante ou biossurfacate, uma vez que valores mais baixos de CMC estdo
associados a uma maior eficacia na reducao da tenséao superficial (Figura 2). Dessa
forma, a CMC dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000
mg/L, enquanto a tensao interfacial (6leo/dgua) e superficial fica em torno de 1 e 30
mN/m respectivamente (Santos et al., 2016). Portanto, o CMC de um surfactante
determina suas possiveis aplicacbes, que seriam 0s processos industriais,
alimenticios, farmacéuticos (sistemas de liberacdo de medicamentos), minerais e até

na sintese de novos surfactantes.

Figura 2: Etapas da reducéo da tensédo superficial devido a adi¢éo de surfactante até atingir

a CMC e formacéo de micelas.

cMmC !

>

Surface tension (mN/m)

Biosurfactant concentration (g/L)

Fonte: Sarubbo et al., (2022)

Os biossurfactantes possuem uma capacidade de manterem sua eficiéncia em ambientes
com temperaturas extremas, ampla variacao de pH e alta salinidade. Isso tem provocado
um crescente interesse para sua aplicacdo comercial. Biossurfactante produzido pela
Candida bombicola, apresenta em estudos uma excelente capacidade de reducao a sua
tensado superficial e emulsificagdo. De acordo com os resultados obtidos por Silva et al.,
(2023), o biossurfactante produzido pela levedura obteve a capacidade de reducdo da

tensao superficial, permanecendo estavel com uma variacao de 30 a 35 mN/m em relagéo
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ao pH, de 30 a 31 mN/m em relacdo as concentracdes de NaCl e de 29 a 31 mN/m em
diferentes temperaturas. Quando submetido a atividade de emulsificacdo, o
biossurfactante formulado permaneceu estavel sob todas as variacbes de temperatura,
atingindo 100% de emulsificacdo do 6leo de motor; variou de 86% a 95% em relacao a
diferentes pHs e de 84 a 89% em relacdo as concentracdes de NaCl. Tendo em vista, que
a emulsificacédo € o processo de misturar dois liquidos que ndo se dissolvem (como 6leo
e agua), criando uma dispersdo instavel. Sem um agente estabilizante, como um
tensoativo, a emulséo se separa rapidamente em duas fases, formando uma interface.
Biossurfactantes atuam como esses estabilizantes, adsorvendo-se na interface e

impedindo a coalescéncia (Santos et al., 2021).

3.5 Micro-organismos produtores

O rendimento e a eficiéncia da producédo de biossurfactantes pode variar
conforme o microrganismo produtor e seu habitat de origem. Esses microrganismos
sdo amplamente distribuidos na natureza e podendo ser isolados de diversos
ambientes, inclusive extremos (com condi¢cdes elevadas de salinidade, temperatura e
pH) (Silva et al., 2024).

A diversidade de suas fontes e métodos ecologicamente sustentaveis de
producéo, é o que esta associado ao potencial dos biossurfactantes. Tais compostos
sdo metabolicamente sintetizados por diversos tipos de microrganismos, como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, como parte natural do seu metabolismo e

crescimento (Chabhadiya et al., 2024).

Dentre as principais espécies e géneros investigados, destacam-se: Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter, Acinetobacter calcoaceticus,

Candida lipolytica, Candida bombicola, dentre outras (Campos et al., 2015).

Algumas linhagens de bactérias se destacam, como o Bacillus subilis,
Pseudomonas antarctica e Acinetobacter baumannii (Vargas et al., 2023; Ciurko et al.,
2023; Gupta et al., 2020). Espécies de algumas leveduras, como Candida glabrata,
Yarrowia lipolytica e Rhodotorula mucilaginosa (Lima et al. 2017; Barros et al., 2024;
Azevedo et al.,, 2024). Uma vantagem relevante das leveduras € o status GRAS

(Generally Recognized as Safe) de algumas espécies, garantindo uma seguranca de
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gque O micro-organismo ndo é um patdégeno e nao apresenta toxicidade.
Consequentemente, esses micro-organismos serdo mais adequados para utilizacao
no desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos, como farmacéuticos e alimenticios
(Marcelino et al.,, 2020). Além das leveduras, algumas espécies de fungos
filamentosos sdo amplamente aplicadas na producdo de biossurfactante como

Aspergillus flavus e Curvularia lunata (Ishaqg et al., 2015; Maciel et al., 2024).

O cultivo desses micro-organismos em meios otimizados, contendo fontes de
carbono e nitrogénio especificas, iram resulta na producdo de uma variedade de
metabdlitos secundarios com propriedades surfactantes (Qamar; Pacifico, 2023).
Tendo como exemplo leveduras da espécie Candida albicans e Starmerella
bombicola, espécies essas que possuem a capacidade de produzir biossurfacatante,
como soforolipidios, obtendo um grande potencial na aplicacao industrial (Silva et al.,
2024; Gaur et al.,, 2019; Aslam et al., 2024). A tabela 2 apresenta algumas das

principais espécies de leveduras produtoras de biossurfactante.

Tabela 2: Principais leveduras produtoras de biossurfactantes.

Biossurfactante Micro-organismos Produtores Referéncias
Starmerella bombicola ATCC 22214 Elshafie et al. (2015)
Starmerella batistae Konishi et al. (2016)
Candida guilliermondii Kim et al. (2021)
Glicolipidios Candida antartica Lira (2020)
Candida tropicalis Accorsini et al. (2012)
Trichosporon ashii Ribeaux (2020)
Pichia anbmala Chandran e Das (2010)
Ustilago maydis Thaniyavarn et al. (2008)
Saccharomyces cerevisiae Alejandro et al. (2011)

Ribeiro et al. (2020)

Lipopeptidios e Yarrowia lipolytica Alejandro et al. (2011)

Lipoproteinas Candida glabrata Lima et al. (2017)
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Fosfolipidios Candida sp. SY16 Kim et al. (2006)
Candida lipolytica Sarubbo et al. (2007)
Polimérico
Saccharomyces cerevisae Saha e Rao (2017)
Candida tropicalis Saha e Rao (2017)

Fonte: Nascimento et al. (2024)

Algumas espécies de bactérias como Pseudomonas syringa e Bacillus
velezensis S2, que tém apresentado excelentes resultados na producdo de
tensoativos e emulsificantes naturais da classe dos ramnolipidios (Faccioli et al., 2022;
Sultana et al., 2024).

3.6 Residuos industriais aplicados a producao de biossurfactantes

Recentemente, tem-se observado um crescente interesse na utilizacdo de
matérias-primas mais econdbmicas e sustentaveis para a producdo de
biossurfactantes, com destaque para o aproveitamento de residuos industriais e
domésticos. Essa estratégia ndo apenas representa uma alternativa viavel em termos
de custo, como também contribui significativamente para a mitigagdo do acimulo de
residuos ambientais, cuja geracdo tem aumentado de forma acelerada (Silva et al.,
2023).

Para sua sintese, 0s microrganismos necessitam de fontes de carbono,
nitrogénio, enxofre e fbésforo, elementos comumente encontrados em diversos
residuos vegetais. Nesse contexto, residuos de origem agroindustrial tém se
destacado como fontes promissoras de nutrientes para a producdo de
biossurfactantes (Yadav et al., 2024), conforme demostrado na Figura 3. Devido ao
seu perfil ambientalmente sustentavel, os biossurfactantes sédo considerados
potenciais substitutos dos surfactantes quimicos em diversas aplicacdes industriais,
especialmente nas areas farmacéutica, cosmética e de biorremediacédo (Johnson et
al., 2021; Parthasarathi et al., 2024).
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Figura 3: Producéo de biossurfactantes microbianos a partir de residuos agroindustriais:

vantagens, desvantagens e aplicacoes.

Reaproveitamento de residuos vegetais
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Fonte: Alves et al., (2025).

Diversos tipos de residuos, como aguas residuais do processamento da
mandioca, bagaco de cana-de-acuUcar, espigas de milho, palha de arroz, talos de
banana, além de cascas de milho, abacaxi, beterraba e laranja, ttm demonstrado
resultados promissores em processos fermentativos voltados a producdo de
biossurfactante (Alves et al., 2025). Alguns dos estudos mais recentes que abordam
a producdo sustentavel de biossurfactantes por meio da valorizacdo de residuos

bioldgicos estao resumidos na Tabela 3.

Tabela 3: Residuos utilizados para producao de biossurfactantes.

Pseudomonas aeruginosa 10145 Melago de soja Rodrigues (2016)
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Candida tropicalis

Soro de leite, manipueira e

Oleo de soja poés-fritura

Ribeaux (2016)

Paenibacillus sp.

Manipueira

Fernandes (2016)

Lactococcus lactis subsp. lactis
CECT- 4434

Soro de leite e vinhaca de

uva

Vera (2017)

Bacillus subtilis UFPEDA 438

Melaco de cana

Rocha (2017)

Rhizopus arrnizus UCP 1607

Milhocina e glicerol residual

Pele (2017)

Bacillus subtilis

Residuo da casca da laranja

Rovina (2018)

Pseudomonas azotoformans A115

Bagaco de casca de batata

Das e Kumar (2018)

Candida tropicalis

Residuos do processamento

de abacaxi (talo e casca)

Ferrassoli (2019)

Stenotrophomonas maltophilia
UCP 1601

Oleo de soja pos-fritura

Nogueira (2019)

Bacillus safensis J2

Bagaco de cana

Das e Kumar (2019)

Candida guillermondii

Melacgo de cana, milhocina e

6leo residual de fritura

Lira (2020)

Sacchoromyces cerevisiae URM
6670

Oleo de soja pos-fritura e

milhocina

Ribeiro et al., (2020)

Enterrobacter sp.

Melago de cana e milhocina

Chandankere et al., (2020)
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Fonte: Silva et al., (2023)

Nesse cenario, a utilizacdo de residuos agroindustriais emerge como uma
estratégia promissora, aos principios da economia circular e da valorizacdo de
subprodutos. Utilizando esses recursos sustentais, consequentemente havera
vantagens significativas, como por exemplo na reducédo de custo e acessibilidade das

matérias-primas.

3.6.1 Fatores que influenciam a producéao

Como visto anteriormente os residuos de culturas agronémicas tropicais podem
ser substratos potencialmente baratos com alto teor de carbono que facilitam a
fermentacao, a cultura de microrganismos e, de fato, a producdo de biossurfactante
(Martinez-Burgos et al., 2021).

Dentre os fatores que influenciam a producéo e o tipo de polimero sintetizado
por microrganismos, se destacam alguns parametros nutricionais como a fonte de
carbono e nitrogénio, a relacdo carbono/nitrogénio, restricdbes nutricionais e
parametros fisicos, como pH, salinidade, circulacdo de ar e a presenca de cations
(Roy, 2018). Alem disso, o rendimento do biossurfactante vai depender de alguns
fatores, como o tipo e natureza dos micro-organismos, condicéo de fermentacéo (pH,
temperatura, agitacéo etc.) e categoria de fermentacédo (Begum et al., 2023).

3.6.2 Fonte de carbono

Para reduzir o custo de producdo, muitos pesquisadores sugerem a utilizacao
de residuos agroindustriais como principal fonte de carboidratos (Liepins et al., 2021).
A fonte de carbono desempenha um papel crucial no crescimento e na produgéo de
biossurfactantes por micro-organismos, e sua importancia varia de uma espécie para
outra. O nitrogénio surge como 0 segundo suplemento mais significativo para a

producdo desses compostos por micro-organismos (Santos et al., 2016).

Alguns 6leos séo enriquecidos com carboidratos, no qual contém substancias

organicas importantes, como acgucares, acidos organicos e compostos nitrogenados,
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que auxiliam no crescimento microbiano. O dleo de fritura residual por exemplo, € um
residuo rico em carboidrato, muitos pesquisadores afirmam que esse residuo pode
ser usado na formulacdo de biossurfactante e bioemulsificante como fonte
suplementar de carbono para a sintese de biomoléculas durante a fermentagéo (Silva
et al., 2023; Liu et al., 2020; Begum et al, 2023).

Possuindo compostos majoritariamente por triglicerideos, moléculas formadas
pela unido de trés acidos graxos com uma molécula de glicerol. Devido a sua
insolubilidade em &gua e solubilidade em solventes organicos, os 0leos séo
amplamente empregados em diversas aplicacdes, principalmente na alimentacao
(Nascimento et al., 2025). Tendo em vista, que esse tipo de matéria-prima € produzido
em abundancia no Brasil, segundo a Associacéo Brasileira das industrias de Oleos
Vegetais e United States Department of Agriculture, em dados obtidos de 2017 a 2020
o Brasil ocupa a 72 posi¢do na producao de 6leos vegetais, com uma producédo de
9,85 milhdes de toneladas anuais (United States, 2021).

Outro tipo de residuo que se qualifica € o bagaco de malte, no qual, contem na
sua composicao, celulose, polissacarideos nao-celulésicos e lignina, além de ter
grande quantidade de proteinas, fibras e agua, o que o impossibilita a sua conserva
(Mussato et al., 2007; Skendi et al., 2018). De acordo com os dados fornecidos do
Sindicato Nacional da Industria da Cerveja (SINDICERV), em 2023 foram produzidos
mais de 15 bilhdes de litros de cerveja no Brasil, gerando uma vasta quantidade de
residuos, sendo o bagaco de malte como um dos principais residuos gerados pelo

setor agroindustrial no mundo (Machado et al., 2025).

Diante disso, os residuos citados possuem potencial para servir como
substratos alternativos na producéo de biomoléculas microbianas, considerando que
esses residuos além de serem gerados em abundancia, podem causa impactos
ambientais significativos, visando assim uma reutilizacdo desse material para fins
biotecnolégicos. Embora trata-se de um substrato que néo é tao utilizado para a
producéo de biossurfactante microbiana, o bagaco de malte apresenta caracteristicas
promissoras na alternativa para a producédo dessa biomolécula, onde esse material
possui em sua composicdo, celulose, polissacarideos ndo celulésicos, lignina, 4gua,

além de fibras e proteinas (Silva et al., 2021). Tendo em vista, que pode ser utilizado
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como substrato para producdo de biomassa fungica (Wolters et al., 2016) e substrato

para producado de enzimas (Gregori et al., 2008).

Em alguns trabalhos é observado a producéo de biossurfactante por Candida
bombicola, em meio formulado com 5,0% melaco, 3,0% licor ingreme de milho e 2,5%
oleo residual de fritura, obtendo caracterizacdo molecular aniénica, com capacidade
de reducao da tensédo superficial de 70 mN/m para 29 mN/m, com um rendimento de
13g/L (Silva et al., 2023).

Selva Filho et al., (2024), obteve resultados semelhantes com a sua producao
de biossurfactante por Bombicola starmerella, contendo meios de baixo custo com
2,0% de farinha de batata, 5,0% de 6leo de fritura residual de canola e 0,2% de uréia,

possuindo um rendimento de 7,72 g/L com uma tenséo superficial de 32,50 mN/m.

3.6.3 Fonte de nitrogénio

7

Na producdo de biossurfactantes, € necessario avaliar diferentes fontes
nitrogenadas, como extrato de levedura, sulfato de aménio, nitrato de amonio, nitrato
de sédio e extrato de carne, por serem essenciais ao metabolismo microbiano, essas
substancias atuam no crescimento celular e na sintese de proteinas e enzimas (Roy,
2018).

Duval et al. (2015), verificou a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio:
cloreto de amdnio, nitrato de sédio, ureia e peptona, na concentracao de 0,12% de
uma producdo de biossurfactante a partir de bactérias isoladas da agua do mar.
Dentre os micro-organismos avaliados, a maior producao e menor reducao da tensao
superficial ocorreram com a peptona como fonte de nitrogénio, em que a tensao
superficial foi de 50 mN/m para 29,6 mN/m. Em um estudo feito por Afonso (2020), a
substituicdo do extrato de levedura por residuos agroindustriais (soro do leite, proteina
de soja e milhocina) como fonte de nitrogénio, obteve a partir do delineamento
experimental, a producéo otimizada de 36,13 g/L com 1,5 g/L de proteina de soja e
0,5 g/L de milhocina, validando o modelo preditivo que indicava 35,22 g/L, para uma

producéo de soforolipidios por Starmerella bombicola.
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3.6.4 Condi¢Oes de crescimento

O crescimento microbiano, seus metabdlitos e o processo de fermentacao sédo
amplamente influenciados pelo pH, temperatura, agitacdo, aeracdo, oxigénio
dissolvido e tempo de fermentacdo (Twigg et al., 2021). Sabe-se que um pH ideal é
sempre necessario para obter o crescimento microbiano e a fermentacdo do
biossurfactante. Jimoh e Lin (2019), relataram que a producédo de biossurfactante por
Candida antarctica teve uma faixa de pH definida entre 4 e 8, sendo a melhor producéo
obtida em pH 8. Muitas espécies do género Candida produzem biossurfactantes
maximos em uma ampla faixa de pH, como é o caso da Candida glabarta UCP 1002,
produzindo biossurfactante maximo em pH 5,7 e Candida batistae com pH 6,0
(Sarubbo et al., 2006; Konishi et al., 2008).

Ja em trabalhos como Bueno, Silva e Garcia-Cruz (2010), avaliaram a
influéncia do pH em diferentes tempos de fermentacdo para a produgcdo de
biossurfactantes. A producdo contendo o micro-organismo Bacillus pumilus teve
melhores resultados nos pHs de 5,0 e 7,0, observando melhores indices de

emulsificacao e de reducéo da tenséo superficial, no tempo de fermentacao de 72h.

Diversas investigagdes cientificas afirmam que um controle do pH na producéao
de biossurfactante € extremamente importante para o processo de fermentacéo, sem

esse controle resultara na diminuicdo na producao (Bednarsk et al., 2004).

A temperatura é considerada um dos parametros ambientais mais criticos para
a producéo de biossurfacatntes, tendo em vista que cada micro-organismo ira possuir
uma faixa térmica especifica para o seu desenvolvimento, geralmente situada entre
25°C e 30°C (Tripathi et al., 2019). Influenciando ndo s6 o crescimento microbiano,
mas também a fermentacédo de carboidratos, esse processo ocasiona impactos no
processo metabdlico dos micro-organismos e nas propriedades fisicas do caldo de

fermentacao (Zhou et al., 2018).

Sabe-se que uma temperatura favoravel para a producdo de bissurfactantes
por fungos fica em torno de 30 °C (Deshpande; Daniels, 1995). No entanto, se a
temperatura exceder seu nivel ideal, as atividades enzimaticas podem ser

prejudicadas, bem como a desnaturacdo de enzimas e outras proteinas essenciais,
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sendo extremamente fundamental o mantimento de uma temperatura ideal para a

producédo (Begum et al., 2023).

A agitacdo € um dos parametros criticos no processo de fermentacao, afetando
diversas atividades, como a transferéncia de calor e nutrientes, disponibilidade de
oxigenagao, homogeneizacdo do meio, controle de viscosidade e o crescimento
celular. Porém, a aeracao fornece o gas oxigénio necessario para 0 crescimento

celular e o processo fermentativo (Begum et al., 2023).

Guilmanov et al. (2002) estudaram a producdo de biossurfactante por C.
antarctica, onde a condicao de fermentacéo foi fixada em uma taxa de fluxo de ar de
1 vwm e quantidade de oxigénio dissolvido em 50%. O aumento dessa taxa de fluxo
de ar indicou uma diminui¢cdo na producao de biossurfactante devido a alta formacao
de espuma. Ja Wei e colaboradores (2005), observaram que a producdo de
ramnolipidios aumentou quase 80%, bem como a taxa de crescimento celular obtendo
um aumento de 0,22 para 0,72 h-1 com o aumento da taxa de agitacdo de 50 rpm
para 200 rpm. Eles também estudaram que niveis elevados de oxigénio dissolvido tém
um impacto positivo na producdo de ramnolipidios, juntamente com o crescimento

microbiano.

Em um estudo com P. alcaligenes cultivado em 6leo de palma, Oliveira et al.
(2009) constataram que aumentando a velocidade de agitacdo de 50 para 200 rpm
resultaria na diminuicao da tensao superficial do meio livre de células para 27,6 mN/m.
Outro fato a ser observado € em ralacéo a otimizacédo do tempo de incubacéo, sendo
essencial para a producao de biossurfacatnates, dado que cada micro-organismo
possui uma cinética de producdo mais especifica, exigindo intervalos de tempos
diferenciados para maxima produtividade. Como por exemplo Deshpande e Daniels,
(1995), que obtiveram uma producdo maior de biossurfactante pela Candida

bombicola utilizando gordura animal ap6s 68 horas de incubacéo.

3.7 Aplicagdes ambientais do biossurfactante

Atualmente, os biossurfactantes sdo moléculas multifuncionais de relevancia

no século XXI. Sua notoriedade reside ndo apenas na abrangéncia de suas aplicacbes
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em diversas areas, mas primordialmente na caracterizagdo como moléculas “amigas
do meio ambiente” (Silva et al., 2024). Segundo Jimoh e Lin (2019), esses compostos
podem evitar impactos ambientais negativos, além de serem elementos de uma
tecnologia biocompativel, sustentavel e segura, estando alinhada com as crescentes
demandas por praticas ecoldgicas.

Diante disso, nota-se que os biossurfactantes possuem diversas aplicacdes nas
industrias de petréleo, alimentos, farmacéutica, cosmética e desempenham um papel
importante na protecdo ambiental, controle de derramamento de 6leo, biodegradacao
e remediacéo de solo contaminado por metais pesados (Gaur et al., 2019). Isso devido
ao seu potencial em remediar areas poluidas por 6leo, metais pesados e limpeza de
esgotos, tendo em vista que o0s biossurfactantes possuem propriedades
emulsificantes que contribui para a degradacéo de hidrocarbonetos (Karlapudi et al.,
2018).

Além disso, os biossurfactantes também sdo conhecidos por apresentarem
propriedades anti-adesivas, estabilizadoras, umectantes e antimicrobianas (Silva et
al., 2024). Portanto a versatilidade do biossurfactante aumenta o seu valor, aplicando
o0 seu potencial de utilizacdo em diversos setores da ciéncia e industria (Fenibo et al.,
2019).

3.7.1 Contaminacdao por petroderivados

Contaminacdo ambiental por petroderivados, decorrente de acidentes
permanece sendo um dos maiores desafios ambientais da atualidade. Pois, esses
compostos estao presentes em diversos setores industriais, aumentando os ricos de
danos aos ecossistemas (Sarubbo et al., 2022). O petrdleo, por exemplo é um
hidrocarboneto hidrofébico que causa uma serie de efeitos negativos sobre as
propriedades estruturais e funcionais das membranas celulares dos organismos vivos,
proporcionando um risco consideravel de contaminacao tanto em ambientes marinhos

guanto em terrestres (Kumar et al., 2021).

Sabe-se que os acidentes no transporte de derivados de petréleo possibilitam

no aumento de contaminacdo ambiental. Entre as principais fontes de contaminacao
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destacam-se: vazamentos em navios e caminhdes-tanque; corrosao em tanques de
armazenamento subterraneos; vazamentos em postos de combustivel; e incidentes
em operacdes de extracao petrolifera. Algumas praticas operacionais como a lavagem
de tanques navais, descarte inadequado de residuos industriais e de setores que
utilizam petroleo na fabricagcdo de plasticos, solventes, produtos farmacéuticos e

cosmeticos, bem como vazamentos naturais de 6leo no leito marinho (Liu et al., 2018).

Existem alguns mecanismos que minimizam os danos causados pelo
derramamento de petréleo no ecossistema, empregando tecnologias distribuidas em
quatro eixos principais: aplicacao de agentes quimicos, combustdo controlada in situ,
mecanismos de contencao e recuperacao e estratégias de biorremediacéo (lvishina
et al., 2015). A biorremediacdo se torna um caminho mais viavel para a remocao
desses contaminantes no ambiente, com a aplicacdo de biossurfactante melhora a
dispersdo desses compostos no meio ambiente, realizando uma remocgao dos
poluentes através da biodegradacdo, além de ndo apresenta toxidade sendo uma

alternativa sustentavel e amigavel para o meio ambiente (Perfumo et al., 2018).

3.7.2 Biorremediacao

O processo de biorremediacéo, a estrutura do solo determina a sua capacidade
de transferéncia no que diz respeito a 4gua e nutrientes para as areas bioativas,
portanto, a utilizacdo de biossurfacatntes no solo pode produzir um efeito positivo na
forma de estimulagcdo da dissolugdo, ou nas taxas de dessorcéo, solubilidade e
emulsificacao de hidrocarbonetos (Santos et al., 2021).

Como visto anteriormente, esse meétodo € considerado ecologicamente correto
e economicamente simples. A biocompatilidade e a biodisponibilidade séo os
primeiros pontos a serem considerados para utilizagcdo dos biossurfactantes. Diante
disso, essa classe de produtos € compativel para degradacgéo de residuos, ainda em
dois sistemas principais: no solo e nos sistemas aquaticos (Fenibo et al., 2019).

Outro fato importante, € que a biorremediacdo envolve a decomposicao
biologica de hidrocarbonetos por micro-organismos. Esses seres utilizam os poluentes
como fonte de carbono para obter energia, gerando degradacdo de didxido de
carbono, agua, sais minerais e gases. Portanto a eficiéncia do processo de
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biorremediacdo serd diretamente proporcional a populagcdo de micro-organismos
degradadores. Tendo em vista, que a bioestimulacéo ira consistir em técnicas que
promovem o crescimento desses micro-organismos nativos, por meio da adicdo de
oxigénio, nutrientes e receptores de elétrons especificos. Esse procedimento visa
acelerar a degradacédo dos contaminantes e, quando necessario, ajustar condi¢cdes do
meio como o pH (Marinho et al., 2022).

Outra forma de aplicacéo consiste através da bioaumentacéo, no qual os micro-
organismos autoctones sdo introduzidos no ambiente contaminado promovendo a
aceleracéo do processo de degradacéo dos poluentes (Rivera et al., 2019).

Segundo Santos et al. (2016), a biodegradabilidade de hidrocarbonetos
derivados do petrdleo por biossurfactantes acontece mediante de dois mecanismos

principais, onde pode ser observado na Figura 4.

Figura 4: Imagem ilustrativa da acdo do biossurfactante sobre o petréleo.

Biosurfactant + bacteria + nutrients (MEOR)

Fonte: Selva Filho et al (2023)

O primeiro mecanismo consiste no aumento da biodisponibilidade do substrato
hidrofdbico, reduzindo a tensdo superficial do meio e a tenséo interfacial entre a
parede celular bacteriana e os hidrocarbonetos. O segundo mecanismo envolve a
interacdo do biossurfactante com a superficie celular, promovendo modificagbes na
membrana, no qual facilita a adesdo do hidrocarboneto, como o aumento da
hidrofobicidade e a reducédo de lipopolissacarideos, sem a ocorréncia de danos a
membrana. Com isso, 0s biossurfactantes iram bloquear a formacdo de pontes de
hidrogénio e promover a interagdo hidrofébicas-hidrofilicas, levando a um rearranjo
molecular, reducdo da tensdo superficial, aumento da area superficial e,

consequentemente, maior biodisponibilidade e biodegradabilidade.
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Conforme apresentado na Tabela 4, averigua-se uma vasta diversidade de
biossurfactantes e seus microrganismos produtores com perspectivas de utilizacao

em processos de biorremediacdo de ambientes contaminados por petréleo.

Tabela 4 — Biossurfactantes, micro-organismos produtores e suas aplicagdes na biorremediacdo

de ambientes contaminados com éleo.

Micro-organismos Tipo de biossurfactante Aplicacdes

Operacoes de limpeza de

Rhodococcus erythropolis 3C-9 Glicolipidio e trealose derramamento de oleo.

Biorremediacéo da

Lipopeptideo . .
Rhodococcus sp. TW53 poluicao marinha por
oleo.
Aplicagbes de
R. wratislaviensis BN38 Glicolipidio biorremediacé&o.
Biorremediacao de locais
Lipopeptideo :
Bacillus subtilis BS5 contaminados por
hidrocarbonetos.
Lipopeptideo Aplicagbes ambientais.

Azotobacter chroococcum

Biorremediacéo de locais
Ramnolipideo .
Pseudomonas aeruginosa BS20 contaminados por

hidrocarbonetos.

Biorremediacao de
Tetraéster de trealose . .
Micrococcus luteus BN56 ambientes contaminados

com 6leo.

Lipopeptideo . L
Nocardiopsis alba MAS10 Biorremediacao.
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Pseudoxanthomonas sp. PNK- Ramnolipideo Aplicacdes ambientais.
04
Nocardiopsis lucentensis Glicolipidio Biorremediagao de
MASO04 ambientes marinhos.
Lipidio de manosileritritol Biorremediacao de

Calyptogena soyoae ambientes marinhos.

Biorremediacéo da

Glicolipidio - .
Pseudozyma hubeiensis poluigao marinha por
oleo.
Biorremediacao de
Pseudomonas cepacia Ramnolipideo ambientes marinhos e em
: : Soforolipideos Aplicagbes ambientais
Candida bombicola '
Soforolipideos Remocéao de 6leo em
C. lipolytica UCP0988 areia.
_ Complexo proteico-carboidrato- Remocéo de 6leo em
C. sphaerica UCP0995 o _
lipidio areia.
. B o Remocéo de dleo de
C. guilliermondii UCP0992 Complexo de glicolipidio

motor em areia.

_ ) Remocéo de petréleo e
o Complexo proteico- carboidrato- ) _
C. tropicalis UCP0996 ioidi Oleo de motor adsorvido
ipidio _

em areia.

Fonte: Marinho et al., (2022).
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3.7.3 Remocao de 6leo no solo

E notavel que os bissurfactantes possuem uma capacidade de reduzir a tens&o
superficial, melhora a interagdo 4gua-0leo, acelera a degradacéo de hidrocarbonetos
por micro-organismos, além disso proporcionam a biorremediacdo de ambientes
terrestres e aquaticos contaminados. Com isso, a sua utilizacdo aumenta a
solubilidade dos compostos hidrofébicos, promover a dessorcao e solubilizacdo de
hidrocarbonetos, além de facilitar a identificacdo destes compostos por células
microbianas (Sarubbo et al., 2022).

Diante disso, observa-se que o mecanismo de adsor¢cao promove a liberacéo
dos poluentes através da repulsdo entre particulas presentes no solo e seus grupos
funcionais, enquanto isso a solubilizacdo procede através da formacao de micelas que
incorporam 0s contaminantes a fase aquosa. Esses poluentes divididos em micelas
podem ser futuramente recuperados e desemulsificados, podendo ser destruidos de
forma eletroquimica ou adsor¢cdo em carvdo ativado. No entanto, a utilizacdo de
surfactantes verdes, pode ser uma alternativa mais reciclada, minimizando os custos
de remediacdo (Marinho et al., 2022; Silva et al.,, 2020). A aplicacdo de
biossurfactante para a remediacdo de solo contaminado, tem sido avaliada em
diversos trabalhos. Um biossurfactante produzido por Candida tropicalis, relatado por
Caldas et al. (2024), demostrou um aumento da sua biodegradabilidade ao petroleo
mais de 80%, em ensaios dindmicos para a remocdo de Oleo adsorvido a areia.
Oliveira et al. (2025), estudou os efeitos do biossurfactante produzido Bombicola
starmella, para a solubilizacdo do 6leo presente em diferentes solos, no qual obteve
valores significativos na remocao desses compostos possuindo um maior aumento de

99% na remocéao do solo argiloso.

Mesmo com diversos avancos demostrando que os biossurfactantes sdo uma
excelente alternativa para a remocao e degradacao de contaminantes hidrofébicos no
solo, no entanto Silva et al. (2020), afirma que tanto o biossurfactante e os sufcatnates
sintéticos podem se ineficazes ou ao mesmo tempo inibir o metabolismo microbiano,
podendo retardar a biodegradacdo. Sendo assim, e avaliacdo de toxicidade e

dosagem adequada dessas substancias deve ser realizada de forma criteriosa antes
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da aplicacdo dessas biomoléculas em tratamento de solo, afim de obter um resultado

mais eficaz de remocéao e sustentabilidade.
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RESUMO

Com o aumento da contaminagao de substancias toxicas no meio ambiente, pesquisadores visam buscar alternativas que reduzam
0s custos e a preocupagao para combater esses poluentes. Com isso a utilizagdo de biossurfactantes microbianos tem crescido como
agente tensoativo e/ou emulsificante, sendo capazes de remover petréleo e metais pesados do ambiente. Diante disso, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico da Canddida glabrata para a produgéo de biossurfactante utilizando
meios de baixo custo para remocéo de dleo de motor. O biossurfactante foi produzido utilizando como substrato 6leo de fritura
residual e bagaco de malte. A tensdo superficial e estabilidade do biossurfactante quando exposto a valores extremos de pH,
salinidade e temperatura foram avaliadas. Os resultados demonstraram que o biossurfactante produzido, apresentou uma excelente
redugdo da tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para 31,01 mN/m, além disso, apresentou estabilidade com valores de 60% a
92% de atividade de emulsificacdo. Diante do exposto, observa-se que a levedura C. glabrata apresenta um excelente potencial
biotecnol6gico para aplicagdes futuras em processos de biorremediagdo ambiental.

Palavras-chave: Biossurfactante. Bioreemediacdo. Candida glabrata.

1 INTRODUCAO

Atualmente as preocupagdes ambientais e sociais trazem uma atengdo para o desenvolvimento de
compostos atrativos e que ndo degradem o meio ambiente. Para reduzir essas preocupacdes e 0s custos
envolvidos com o combate & polui¢do, o tratamento de residuos e a eliminagdo ou diminuicdo do
consumo de produtos industriais nocivos ao ambiente, faz-se necessario investir em diferentes
bioprodutos com alto valor agregado (Santos et al., 2021).

Para atender a essas necessidades, os biossurfactantes s&éo uma excelente alternativa, que vem ganhando
relevancia como substituto para compostos fabricados por sintese quimica. Os biossurfactantes sdo
moléculas anfifilicas produzidas por vegetais, animais e microorganismos. Segundo Selva filho et al
(2023) os hiossurfactantes produzidos por microrganismos (leveduras, bactérias e fungos filamentosos)
a partir de recursos renovaveis, como carboidratos e 6leos naturais, sdo considerados ecoldgicos devido

a sua alta biodegradabilidade e reduzida toxicidade.
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Os surfactantes ecoldgicos demonstram-se menos prejudiciais a0 meio ambiente, apresentam alta
biodegradabilidade e resisténcia a diferentes condices ambientais extremas, ao contrario dos
surfactantes sintéticos. As Propriedades como detergéncia, emulsificacdo, dispersdo e solubilizagédo
atribuem grande versatilidade a essas biomoléculas, tornando-as uma alternativa comercial promissora
(Farias et al., 2021).

Nesse contexto, as leveduras tém sido amplamente estudadas, principalmente devido ao status de GRAS
(Generally Recognized as Safe) mostrado por algumas delas (Chaves et al., 2021). Dentre as leveduras
utilizadas na producédo de biossurfactante, estdo as do género Candida pois eles possuem uma grande
eficiéncia na producdo de biossurfactantes em diferentes propriedades, possuindo propriedades de
emulsificagdo, solubilizagdo e disperséo de 6leos além de outros compostos, tornando-se aplicavel para
a industria. Em diversas pesquisas sao estudadas a utilizacdo de espécies de Candida, como a C. glabrata
(Lima et al., 2017).

Sendo assim, é notavel que os biossurfactantes sdo uma grande alternativa para a remediagdo de
ambientes terrestres e aquaticos contaminados por agentes toxicos como 6leo de motor, no entanto, 0s
biossurfactantes apresentam uma baixa participacdo de mercado devido aos seus altos custos de
producdo, com isso, algumas alternativas vém sendo estudadas para reverter esse cenario, dentre elas
podem ser citadas a busca por matéria-prima de baixo custo, como residuos industriais, otimizagao dos
meios de cultura, desenvolvimento de tecnologias de extracdo, purificagdo e busca por microrganismos
com alto rendimento produtivo (Sarubbo et al., 2022). Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico da C. glabrata para a producéo de biossurfactante utilizando

substratos alternativos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e producéo do biossurfactante

A levedura Candida glabrata UCP 1002 foi disponibilizada pelo Banco de Culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da Universidade Catélica de Pernambuco, para a

producdo do biossurfactante.

2.2 Meio de produgéo

A Candida glabrata foi cultivada ao meio de producdo teve como base: NH4NO3 (0,1%), KH2 PO4
(0,02%), MgSO4 .7TH20 (0,02%). Os substratos utilizados foram: 6leo residual de fritura 100 (g/L) e
bagaco de malte 10 (g/L), com pH final de 55. O processo de fermentacdo para a producdo de
biossurfactante foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL do
meio de producdo, depois foram incubados 4pl do pré-indculo. O meio foi mantido sob agitagdo orbital

de 180 rpm durante 144 horas, & temperatura de 28°C.
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2.3 Determinagéo da tenséo superficial
As amostras foram centrifugadas a 45009 durante 15 minutos e filtradas para a obtencdo do liquido
metabolico livre de células. Apds esses processos, a tensdo superficial do liquido metabodlico foi

determinada em tensiémetro KSV Sigma 700 (Finland) utilizando o anel de NUOY.

2.4 Determinacédo da atividade de emulsificacao e estabilidade do biossurfactante

O liguido metabdlico livre de células, foi testado em diferentes concentra¢Ges de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0
e 10,0%), temperatura (5°C, 70°C, 100°C e 120°C) e pH (2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,0), para determinagéo
da estabilidade da biomolécula produzida. Com isso, a emulsdo do 6leo-em-agua (O/A) foi preparada a
partir da homogeneizacdo de 1:1 (v/v) da fase liquida e aquosa, em tubos de ensaio, passando por uma
agitacdo em vortex por 2 minutos, em temperatura ambiente. A estabilidade da emulséo foi determinada
apos 24 horas e o indice de emulsificacdo foi calculado dividindo a altura medida da camada de emulséo
pela altura total da mistura e multiplicando por 100, para os 6leos: 6leo de motor e de soja (ZHU et al.,
2019; Cooper and Goldenberg 1987).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a versatilidade dos biossurfactantes e por serem produtos estaveis, a capacidade de atuacdo na
reducdo da tensdo superficial € um dos pardmetros utilizados como critério avaliativo de sua atividade.
A tensdo superficial é um fendmeno fisico que acontece na interface entre duas fases liquidas ou entre
ar-liquido. Com isso, a tensdo superficial surge nos liquidos como resultado do desequilibrio entre as
forcas agindo sobre as moléculas da superficie em relagdo aquelas que se encontram no interior da
solucéo (Behring et al., 2004). O biossurfactante produzido pela levedura C. glabrata apresentou uma
excelente reducdo da tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para 31,01 mN/m. Comparando com 0s
resultados presentes na literatura, onde a levedura do género Candida é amplamente utilizada para a
producdo de biossurfactante, como é demonstrado nos resultados de Lima et al., (2017), onde o
biossurfactante produzido por Candida glabrata obteve a tensdo superficial de 28,8 mN/m em um meio

de contendo 40% residuos agro-industriais de soro de leite e 20% de licor de milho.

Para a determinacgdo da atividade de emulsificacdo foi avaliado em relacéo a estabilidade do liquido
metabdlico livre de células em diferentes concentragdes de pH, NaCl e temperatura. Para o teste da
condicdo de NaCl foi observado que o biossurfactante apresentou mais efetividade para emulsificacdo
do 6leo de soja, com valores em torno de 80 % para a condicdo de 4% de salinidade. Ja para o 6leo de
motor, valores em torno de 70% da sua emulsificacdo foram observados. Para as condi¢des de diferentes
valores de pH. Para as atividades de emulsificacdo, quando o biossurfactante foi submetido a condicdes
extremas de pH, observou-se que 0 mesmo permaneceu com uma estabilidade consideravel, para

emulsificacdo dos dleos testados (Figura 1). Para os testes de estabilidade do biossurfactante quando
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exposto a temperaturas extremas, pode-se observar que o foi mais efetivo para emulsificagdo do éleo de
motor, com valores em torno de 92%, quando exposto a temperaturas em torno de 100°C. Ja para o 6leo

de soja, valores em torno de 66% da emulsificacdo foram observados (Figura 2).

Segundo Sivakumar et al., (2022), o setor agricola é o maior produtor de biomassa, portanto, os residuos
gerados apds o processamento industrial desse setor englobam subprodutos como bagacos, talos, folhas,
cascas e sementes. J& que esses subprodutos sdo ricos em celulose e hemicelulose, além de alguns

compostos como caboidratos e sais minerais que Sdo essenciais para a produgdo de um biossurfactante.

Figura 1: Determinagdo da estabilidade do biossurfactante produzido por Candida glabrata para 6leo de motor e éleo de soja

Salinidade
80% 76%
73%
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m Oleo de Soja  m Oleo de Motor

Figura 2: Determinag&o da estabilidade do biossurfactante produzido por Candida glabrata para 6leo de motor e 6leo de soja
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4 CONCLUSAO

O biossurfactante produzido pela levedura C. glabrata apresenta-se como uma molécula estavel com
excelente potencial biotecnoldgico para aplicagdes futuras em processos de controle da poluicdo ambiental
causada por derivados de petroleo.
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RESUMO

A crescente geracdo de residuos agroindustriais, como o bagaco de malte e o 6leo
residual de fritura, representa um impacto ambiental significativo quando descartados de
forma inadequada. No entanto, esses materiais sdo ricos em carboidratos e lipidios,
nutrientes essenciais que podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado,
como na aplicagéo de biossurfactante microbiano. Desse modo, 0 presente estudo avaliou
a producédo de biossurfactante pela levedura Candida glabrata UCP 1002 utilizando
residuos agroindustriais (bagaco de malte e oleo de algodéao residual) e investigando sua
aplicagdo na biorremediacdo de solo arenoso contaminado por hidrocarbonetos. O
biossufactante foi produzindo, por meio de um planejamento fatorial 23, com as variaveis
respostas: tensdo superficial e atividade de emulsificacdo, realizando analise de
concentracdo micelar critica (CMC), caracterizacdo do biossurfactante, genotoxicidade,
além das aplicacdes em testes de remocao de hidrocarbonetos presentes em solo arenso.
O resultado em relagao ao planejamento fatorial 23 demostrou que das 7 condigdes testa
0 ensaio 2 obteve um valor da tensédo superficial de 36,10 mN/m, apresentando uma
concentragdo micelar critica (CMC) de 0,2 g/L, com um rendimento de 25,23 g/L. A analise
do indice de emulsificacdo obteve valores variaveis entre 46% (6leo de soja) e 87% (6leo
de motor), o composto revelou composicdo quimica de natureza glicolipidica.
Posteriormente, o biossurfactante isolado foi testado em relacdo a sua toxicidade, onde
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demostrou auséncia de toxicidade nas concentracdes: CMC, ¥2 CMC e 2 CMC, para as
células das raizes da cebola (Allium cepa), paras os testes de remocéo de 6leo de motor
(pbs uso) no solo arenoso em ensaios estaticos e dinamicos foram promissores, obtendo
valores entre 47% e 53% das concentracfes do biossurfactante isolado no teste estatico,
ja para o teste dinamico o biossurfactante obteve valores significativos entre 98% e 99%
em todas as suas concentracdes, apos esse processo foi realizado um teste cinético para
obtencao de amostras do 6leo removido em intervalos de tempo de até 48h, selecionando
as melhores condi¢cfes dos testes estaticos (CMC), com valor de 53% e dinamicos (Y2
CMC) com valor de 99% de remocéo. A partir desse teste o foi possivel notar que ambas
as condicBes obtiveram um percentual de remocao maior que 80%, sendo eficientes em
diferentes intervalos de tempo. Conclui-se, portanto, que 0s substratos agroindustriais
selecionados séo eficientes para a producao do biossurfactante, conferindo-lhe relevante
potencial biotecnolégico para aplicacdes em biorremediacdo ambiental.

Palavras-chave: Biossurfactante, Candida glabrata, Contaminates, Residuos Agro-
industriais.

ABSTRACT

The increasing generation of agro-industrial residues, such as brewer's spent grain and
waste frying oil, represents a significant environmental impact when improperly discarded.
However, these materials are rich in carbohydrates and lipids, essential nutrients that can
be converted into high-value-added products, such as in the application of microbial
biosurfactants. Thus, the present study evaluated the production of biosurfactant by the
yeast Candida glabrata UCP 1002 using agro-industrial residues (brewer's spent grain and
residual cottonseed oil) and investigated its application in the bioremediation of
hydrocarbon-contaminated sandy soil. The biosurfactant was produced through a 23
factorial design, with the response variables being surface tension and emulsification
activity. Analyses included critical micelle concentration (CMC), biosurfactant
characterization, genotoxicity, and applications in hydrocarbon removal tests from sandy
soil. The results of the 23 factorial design showed that among the 7 conditions tested, assay
2 achieved a surface tension value of 36.10 mN/m, presented a critical micelle
concentration (CMC) of 0.2 g/L, and yielded 25.23 g/L. The emulsification index analysis
showed variable values between 46% (soybean oil) and 87% (motor oil). The compound
revealed a glycolipid chemical composition. Subsequently, the isolated biosurfactant was
tested for toxicity, showing no toxicity at concentrations of CMC, ¥2 CMC, and 2 CMC for
onion root cells (Allium cepa). The motor oil (used oil) removal tests in sandy soil under
static and dynamic conditions were promising, achieving values between 47% and 53% for
the isolated biosurfactant concentrations in the static test. In the dynamic test, the
biosurfactant achieved significant values between 98% and 99% across all concentrations.
After this process, a kinetic test was performed to obtain samples of the removed oil at
time intervals of up to 48 hours, selecting the best conditions from the static tests (CMC),
with a 53% removal value, and dynamic tests (Y2 CMC), with a 99% removal value. From
this test, it was possible to observe that both conditions achieved a removal percentage
greater than 80%, being efficient at different time intervals. It is concluded, therefore, that
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the selected agro-industrial substrates are efficient for biosurfactant production, conferring
relevant biotechnological potential for environmental bioremediation applications.

Keywords: Biosurfactant, Candida glabrata, Contaminated, Agro-industrial Waste

1 INTRODUCAO

Em virtude da expressiva producédo agricola no Brasil, o pais gera uma vasta
guantidade e diversidade de residuos agroindustriais, 0s quais séo caracterizados pela
sua ampla disponibilidade e facil acesso, um exemplo disso é o bagaco de malte e o
Oleo de fritura residual. O 6leo de fritura residual, possui um aumento consideravel em
relacdo aos outros residuos organicos, acelerando um alerta ambiental. Tendo em
vista, que a degradacao do 6leo durante os sucessivos reaquecimentos inviabiliza sua
reutilizacdo e o classifica como um poluente de alto impacto (Lopes et al., 2024). O
mesmo se aplica ao bagacgo de malte, cujo as industrias cervejeiras geram 20 kg para
cada 100 L de cerveja, proporcionando um impacto ambiental em ecossistemas
aquaticos e terrestres, sendo um residuo passivo ambiental que exige solucdes
urgentes (Arantes et al., 2024).

Nesse cendrio, os residuos sdo destacados de forma inadequada sem
tratamento, o que resulta em problemas ambientais, por outro lado, muitos desses
residuos agroindustrais possuem valor nutricional significativo. Esses nutrientes
presentes criam um ambiente favoravel ao crescimento microbiano, permitindo sua
utilizacdo como substrato em processo de fermentacdo por diferentes micro-
organismos (Begum et al., 2023).

Considerando que esses residuos apresentam na sua CcOmMposicao
carboidratos, proteinas, fibras alimentares, lipidios e diversos nutrientes que permitam
0 seu uso (Silva et al., 2024; Nascimento et al., 2025). Podendo ser usados substratos
alternativos e de baixo custo para producéo de biossurfactante microbiano. Sendo uma
abordagem ecologicamente correta, reduzindo o custo de fabricacao e incentivando a
utilizagé@o desses residuos, promovendo a bioeconomia circular, além de contribuir com
alcance de alguns Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Gaur et al., 2022).

Diante disso, os biossurfactantes microbianos ser destacaram como compostos
naturais com diversas vantagens em relacdo aos seus equivalentes sintéticos.
Contendo propriedades superiores como a sua biodegradabilidade, alta

compatibilidade, toxicidade reduzida, diversidade estrutural e capacidade de
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demonstrar atividade superficial. Além disso, eles mantém sua estabilidade mesmo em
condicBes extremas de pH, temperatura e altas concentracdes salinas (Silva et al.,
2024; Datta et al., 2024).

Devido a esse seu potencial, o biossurfactante possuem diversas aplicacbes
industriais, como na inddstria petroquimica, cosméticos, na agricultura para
constituicdo de herbicidas, fabricacdo de itens de higiene pessoal, detergentes,
papéis, e a industria alimenticia, para biorremediacéo (Santos et al., 2023).

Diversos biossurfactantes microbianos de origem fungica e bacteriana, podem
auxiliar no processo de biorremediacdo de substancias residuais como petroleo e
metais pesados. Os surfactantes naturais produzidos por micro-organismos sao
classificados quanto a sua composicdo quimica sendo eles: glicolipidios,
lipopeptideos, fosforolipideos, poliméricos e particulados (Silva et al., 2024). Portanto
nota-se, que as leveduras tém sido amplamente estudadas, principalmente devido ao
status de GRAS (Generally Recognized as Safe) mostrado por algumas delas (Chaves
et al., 2021).

Diante disso, o presente estudo avalia a eficiéncia da levedura C. glabrata
UCP1002 na producéo de biossurfactante, usando residuos industriais como matéria-
prima, além de investigar o seu potencial em biorremediacdo de 6leo em solo

contaminado.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1Substratos

As amostras do bagaco de malte foram cedidas pelo laboratério de Engenharia
Quimica da Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP), no qual foram realizados
todos os processos de secagem e peneiramento das amostras, de acordo com
Massardi; Massini; Silva (2020). Sendo assim, Oleo de algodao residual foi fornecido
pelo estabelecimento de comércio de alimentos localizado na Universidade Catoélica de

Pernambuco.
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2.2 Micro-organismo

A Candida glabrata UCP 1002 foi fornecido pelo Centro Multiusuario de Analise
e Caracterizacdo de Biomoléculas e Superficie de Materiais (CEMACBIOS) da
Universidade Catolica de Pernambuco, onde foi cultivada em meio solido a 27°C
durante 48h-72h, no qual, teve as suas células transferidas para frascos de Erlenmeyer
de 250 mL contendo 100 mL dos seus respectivos meios liquidos. Yeast Mannitol Broth
(YMB), sendo incubado em uma agitacéo orbital de 200 rpm a 24 horas em 28°C. Foi
realizada leitura de células pela camara de Neubauer do pré-inoculo, a fim de
acompanhar o crescimento microbiano, introduzindo 1% do pré-inoculo ao meio de

producéo.

2.3 Meio de Producéo

O micro-organismo foi cultivado em meio de producdo que teve como base:
NH4NO3 (0,1%), KH2PO4 (0,02%), MgS04. 7H20 (0,02%). Os substratos utilizados
foram: 6leo de algodao residual e o bagaco de malte, em diferentes concentragdes. Foi
realizado um planejamento fatorial 23 com 3 pontos centrais, com objetivo de avaliar os
efeitos correspondentes das concentragcfes variaveis do bagaco de malte e o éleo de
algodao residual, para a determinacdo da melhor condicdo de producdo do
biossurfactante. tendo variaveis resposta: tensdo superficial, sendo observado
posteriormente a atividade de emulsificacdo da melhor condi¢éo, de acordo com Rufino
et al. (2013). (Tabela 1). Os valores das variaveis independentes dos niveis -1, +1 e
ponto central sdo demostrados de forma mais detalhada na Tabela 2. O pH foi ajustado
5,5 com a solugédo de HCI 3 Mol. O processo de fermentacdo para a producéo de
biossurfactante foi realizado em frascos de Erlenmeyer 250 mL de capacidade,
contendo 100 mL do meio de producao, depois foram incubados 1% do pré-inoculo.
Mantido sob uma agitagéo orbital de 200 rpm durante 144 horas, a temperatura de
28°C.
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Tabela 1: Matriz do delineamento experimental, das variaveis independentes nos niveis -1, +1 e

ponto central

Nivel Bagaco de Malte Concentracéo do 6leo de

(g/L) algodao residual (g/L)
-1 5 100
0 7,5 150
+1 10 200

Tabela 2: Valores das variaveis independentes do planejamento fatorial -1, +1 e ponto central

Ensaio Bagaco de Malte Concentracao do 6leo
(g/L) de fritura residual (g/L)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5
6
7

2.4 Determinacao da Tenséao superficial

As amostras foram centrifugadas a 4500g durante 15 minutos e filtradas para a
obtencdo do liquido metabdlico livre de células. ApGs esse processo, a tensdo
superficial do biossurfactante foi determinada em tensibmetro KSV Sigma 700 (Finland)
utilizando o anel de NUOY.

2.5 Avaliac&o do Indice de Emulsificac&o (IE)

De acordo com a metodologia aplicada por Cooper e Goldenberg (1897), O

liquido metabdlico foi testado em diferentes condi¢cdes, com o objetivo de avaliar a
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atividade de emulsificacdo. Com isso, a emulsdo do 6leo-em-agua (O/A) foi preparada
a partir da homogeneizacao de 1:1 (v/v) da fase liquida e aquosa, em tubos de ensaio,
passando 2 mL do liquido fermentado centrifugado para tubos de ensaio e
acrescentando dois tipos de 6leo: 6leo de motor e éleo de soja. Passando por uma
agitacdo em vortex por 2 minutos, em temperatura ambiente. A estabilidade da
emulsdo foi determinada apos 24 horas e o indice de emulsificacédo foi calculado de

acordo com a Equacéao 1.

indice de Emulsificacdo (%) IE= Z—ix 100 (Equacéol)

Onde:
He= altura da emulsificacdo (cm)

Ht= altura total da soluc&o (cm)
2.6 Caracterizagdo do Biossurfactante
2.6.1 Isolamento e Purificacdo do Biossurfactante

A extracdo do biossurfacatnte foi realizada através de uma proporcao de 1:4
(v/v) de liquido metabdlico puro para o solvente utilizado (acetado de etila). O
procedimento foi realizado uma Unica vez, posteriormente foi centrifugado a 4500 rpm
durante 15 minutos, apos esse processo a substancia foi levada para um funil de
decantacédo para a separacéo da fase organica da fase aquosa.

A substéancia foi lavada com uma solugéo saturada de cloreto de sédio (NacCl),
descartando qualquer fase aguosa aparente, foi acrescentado sulfato de sédio anidro
(Na,S0.,), para retirada de agua presente na substancia. Por fim, a amostra foi levada
para uma placa de aquecimento, com a finalidade de evaporar o solvente presente e

obtencao do biossurfactante purificado (Silva et al., 2023).

2.6.2 Espectrometria de Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR foram registrados no modo de transmissao, utilizando
discos de KBr em um espectrometro Spectrum 400 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA)
(Santos et al., 2021).
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2.6.3 Espectrometria por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizacdo da estrutura quimica e dos componentes da amostra do
biossurfactante isolado foi determinado usando espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear. A amostra isolada e purificada foi dissolvida em cloroférmio
deuterado (CDCIs), sendo introduzido em tubos de ressonancia magnética nuclear e

analisadas (Santos et al., 2021).

2. 7 Determinacdo da Concentracéao Micelar Critica (CMC)

A CMC foi determinada de acordo com Rufino et al. (2013), em um tensiometro
automatico (modelo Sigma 70-KSV Ltd., Finland) utilizando-se o anel de NUOY.

2.8 Determinacdo da toxicidade das solucfes dos biossurfactantes

O teste foi realizado através da metodologia adaptativa de Parvan et al. (2020),
sendo utilizado células de cebolas (Allium cepa) para avaliacdo de toxicidade com a
ocorréncia de microndcleos presentes nas células. As cebolas comerciais foram
adquiridas em um mercado local, respeitando padrbes de tamanho e evitando bulbos
deteriorados. As raizes das cebolas foram removidas com auxilio de bisturi, sendo
mantidos os bulbos em contato com agua destilada em um periodo de 3 dias para
permitir o desenvolvimento de novas raizes. Apo6s esse periodo os bulbos foram
mantidos nas concentracdes do biossurfactante por 3 dias, em seguida as raizes foram
fixadas em liquido de Carnoy por 12-24 h, suas pontas foram removidas e colocadas
em lamina de vidro para analise microscépica. Sendo adicionada uma gota de corante
de orceina acética a 2% em cada ponta de raiz na adicdo de uma laminula. Diante
disso, foi aplicado de forma suave uma pressao para a quebra da ponta da raiz para

expor as células e observa-las no microscopio 6ptico com objetiva de 40x.

2.9 Caracterizagéo do solo

O solo arenoso utilizado foi caracterizado de acordo com Nascimento et al.

(2025). Onde o autor apresentar testes de medidas de distribuicdo granulométricas,
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limite de liquidez, plasticidade, densidade especifica das particulas e compactacao,
sendo caracterizados quimicamente tanto antes quanto depois da contaminacdo do

poluente.

2.10 Processo de remoc¢ao do composto oleoso derivado do petréleo

O processo de remocdo do contaminante foi realizado utilizando as
concentragcbes das solugcbes do biossurfactante: %> CMC (0,1), CMC (0,2), 2x CMC
(0,4), o liquido metabdlico livre de células, além do surfactante quimico dodecil sulfato
de sédio (SDS) como controle comparativo e agua destilada como controle branco; em
experimentos estaticos e dinamicos. Apds a selecdo da melhor condicdo de remocéo
do contaminante foi determinada a cinética de remocéo, coletando as amostras do 6leo
removido em diferentes intervalos de tempo por 48h (Rufino et al., 2013). O
contaminante utilizado (6leo de motor pos uso), foi obtido em oficinas automotivas

utilizado para contaminacéo do solo arenoso.

2.10.1 Remocéao do 6leo de motor por teste estatico com biossurfactante

O teste de remocao foi realizado através de colunas de vidro (medindo 55 x
6cm) obtendo 200g de areia contaminada pelo 6leo de motor (pés uso), com uma
concentragdo de 10%. Foram adicionados 200 mL das concentragcdes do
biossurfactante as colunas, sendo as concentracfes correspondentes: %2 x CMC, CMC,
2 x CMC, além do liquido metabdlico, controle positivo (surfactante quimico) e controle
negativo (agua destilada). A percolacdo das amostras foi observada apos um periodo
de 24h, sendo coletadas para avaliar o teor do 6leo de motor (pés uso) mediante a
analise gravimétrica. Foi utilizado hexano para auxiliar na extracdo do 6leo de motor
(p6s uso) em um funil de separacgéo, sendo evaporado o hexano para determinagéo do

percentual de remocé&o do oleo removido (Rufino et al., 2013).
2.10.2 Remocdao do 6leo de motor por teste dindmico com biossurfactante
Foi utilizado 509 de solo saturado contaminado com 10% de 6leo de motor (pés

uso). Apds a contaminacéo o solo foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 250

mL, onde foi adicionado 50 mL das condi¢cdes do biossurfactante (mencionadas
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anteriormente), além dos controles avaliados (sulfactante quimico e agua destilada).
Posteriormente todos os frascos foram mantidos em uma agitacéo orbital por 200 rpm
em uma temperatura de 28 °C por 24 h, em seguida as amostras foram centrifugadas
e 4700 rpm por 20 min. Sendo avaliada a quantidade de poluentes remanescente no
solo tratado com o biossurfactante por meio de gravimetria, considerando a massa de

material extraido no solo utilizando hexano (Rufino et al., 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Avaliacao da Tenséao Superficial

Os testes foram realizados em triplicata, para a determinacdo da melhor
condicdo em relacdo a sua tensdo superficial. Conforme demostrado na Tabela 3,
através do planejamento fatorial foi possivel observa, que a levedura Candida glabrata
UCP 1002 junto com os substratos (bagaco de malte e 6leo de algodéao residual)
utilizados como fonte de carbono, foram capazes de produzir bissurfacatante com
excelente reducdo da tensao superficial, obtendo valores de 36 mN/m a 41 mN/m
demostrando que as variaveis escolhidas possuem uma grande influencia na reducao
da tensao superficial e producéo do biossuefactante.

Os melhores resultados para reducdo da tensdo superficial ocorreram nas
condi¢des 1 a 3 do planejamento, sendo o Ensaio 2 o que continha o meio formulado
por bagaco de malte (10 g/L) e 6leo de algodao residual (100 g/L), apresentando a
melhor condicdo com reducéo da tensado superficial de 50mN/m para 36,10 mN/m da
tenséo superficial.

Aléem disso, foi realizada uma analise estatistica por meio de um software
Statistica® 6.0, onde foram observados os resultados obtidos pelo cultivo, avaliando a
qual das variaveis obteve maior influéncia na producéo. As variaveis (Inoculo, Oleo de
algodéo residual e Bagaco de malte) isoladas exerceram influéncia significativa na
reducédo da tensao superficial: ao nivel de significancia de 95%, no entanto, observa-se
gue apenas a concentracdo de Oleo de algodao residual apresentou impacto
significativo sobre a tensao superficial, ultrapassando o valor critico de referéncia para
p=0,05. O efeito da variavel bagagco de malte apresentou nao foi significativo do ponto
de vista estatistico, indicando que, dentro da faixa estudada, essa variavel isolada nao

exerceu influéncia sobre a variavel resposta (Figura 1).
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Tabela 3: Valores das variaveis independentes do planejamento fatorial nos niveis -1, +1 e no ponto

central. Variavel resposta: tensdo superficial apés 144 horas de cultivo.

Bagaco de Concentragao do Tensao
Ensaio Malte Oleo de algodao superficial
(g/L) residual (g/L) (mN/m)
1 -1 -1 38,57
2 +1 -1 36,10
3 -1 +1 38,60
4 +1 +1 41,03
5 39,71
6 39,71
7 39,71

Figura 1: Grafico de Pareto com varidveis que apresentam influencia na reducgdo da tensao

superficial por Candida glabrata UCP 1002 em cultivo estatistico, ao nivel de significAncia de 95%

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: TS (mN/m)
2**(2-0) design; MS Residual=,7361286

DV: TS (mN/m)
(2)0leo de algoddo residual (g/L)
1by2
(1)Bagaco de malte (g/L) | -,023311

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Embora esse comportamento indique que o bagaco de malte isoladamente nao

altere a tensao superficial, sua presenca modula o efeito do éleo de algodao residual
sobre a resposta.
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Como é demostrado em alguns resultados, onde o biossurfactante produzido
pela mesma levedura C. glabrata obteve a tenséo superficial de 28,8 mN/, em um
meio formulado com 40% de residuos agro-industriais de soro de leite e 20% de licor
de milho (Lima et al., 2017). Em outro trabalho Silva et al. (2024) obteve resultados
promissores com seu biossurfactante produzido por C. glabrata obtendo uma reducéao
da tensao superficial de 29 mN/m.

Segundo Akbari et al., (2018), bons biossurfactantes sdo capazes de reduzir a
tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 35 mN/m. Para isso é necessario que
exista uma otimizacdo do bioprocesso que consequentemente influencia no

rendimento total da producéo (Asgher et al., 2020).

3.2 Atividade de Emulsificacao

Apbs os resultados do planejamento fatorial, foi selecionada a melhor condicao
em relacdo a variavel resposta (tensdo superficial), para demais analises como a
atividade de emulsificacdo, onde o biossurfactante produzido pela C. glabrata UCP
1002 apresentou um excelente indice de emulsificacdo com 87% para o 6leo de motor
(p6s-uso) e 46% para o 6leo de soja (Figura 2). Esses resultados mostram ser
semelhantes aos de Selva Filho et al. (2024) e Oliveira et al. (2025), no qual,
apresentam um indice de emulsificacdo para 6leo de motor (pds-uso) muito
semelhantes entre (95,43% e 86,6%) para um biossurfactante produzido por S.
bombicola. J& Rocha Junior et al. (2019) obteve um valor de 92% da emulsificacéo
para 6leo de motor usado, do seu biossurfactante por Candida tropicalis.

Segundo Marinho et al. (2022), a producédo de biossurfactante por micro-
organismos a partir de residuos industriais, demostra uma alternativa para a producao
de biopolimeros com atividade de emulsificacéo, possibilitando aplicagcdes futuras no
controle da poluicdo causada por hidrocarbonetos, em ecossistemas terrestres e
aquaticos.

Tendo em vista, que emulsificacdo € uma propriedade extremamente
importante dos biossurfactantes, no qual possui capacidade de emulsificar e
solubilizar hidrocarbonetos ou compostos insollveis em agua, facilitando e mantendo
a mistura de um liquido em outro (Liu et al., 2019). Essa propriedade garante que as
moléculas hidrofébicas se mistures em meio aquoso, sendo fundamental para

processos de biorremediacéao (Khan et al., 2017).
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Figura 2: Determinacgédo do IE (Indice de emulsificacdo) do biossurfactante produzido por Candida
glabrata UCP 1002, formulado com 10g/L de bagaco de malte e 100 g/L de 6leo de algodao residual,

em 6leo de motor e soja.
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3.3 Caracterizagédo Estrutural do Biossurfactante

A Figura 3 mostra os resultados obtidos da analise por FTIR do biossurfactante,
no qual revelou a presenca de diversas bandas caracteristicas de grupos funcionais
tipicos de compostos anfifilicos. A banda em 1703 cm™ confirma a presenca de grupo
carbonila (C=0) presente em ésteres, acidos graxos livres ou lipidios, apresentando
natureza lipidica do composto. Bandas intensas de 2915 cm™, 2849 cm™ e 3008

cm™tindicativo de cadeias lipidicas longas.

A banda de 1463 cm™, pode estar associada as deformacdes angulares de
grupos CH,/CHs;, enquanto 1292 cm™ indicam estiramentos assimétricos de ligacdes
C-0-C, sugerindo a presenca de ésteres de acucaras. Ja a banda 939 cm™ indica

uma possivel relacdo a deformacgéo do grupo =C—H, tipico de ligacdes insaturadas.

A banda observada em 720,99 cm™ indica a presenca de longas cadeias

alifaticas, tipicas de compostos com estrutura surfactante.
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Figura 3: Espectro FT-IR do biossurfactante produzido por C. glagrata UCP 1002 cultivada em meio

contendo 10 g/L de bagaco de malte e 100 g/L de 6leo de algodéo residual.
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O espectro de RMN de hidrogénio (*H) apresenta multiplos sinais na regiao
entre 0.8-1.5 ppm que sdo atribuidos a prétons de cadeias lipidicas longas,
confirmando a presenca de grupos metila e metileno tipicos de acidos graxos. Sinais
entre 1.9- 2.5 ppm indicam provavel presenca -CH,-C=0 prdoximo a grupos carbonila
ou insaturados.

Nos sinais entre 3.0- 4.5 ppm indicam a presenca de protons em carbonos
ligados a oxigénio (-CH—-O-), como ocorre em acUcares ou unidades glicosidicas,
sugerindo que o biossurfactante contém por¢des hidrofilicas derivadas de acucares

ou alcoois. Enquanto nos sinais de 4.5- 5.9 ppm proténs anoméricos ligado ao grupo
carbonila (Figura 4).
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Figura 4: RMN de H do biossurfactante produzido por C. glagrata UCP 1002 cultivada em meio
contendo 10 g/L de bagacgo de malte e 100 g/L de 6leo de algodao residual.
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O espectro de RMN de carbono (13C) apresenta sinais intensos nas regides de
170- 185 ppm, caracteristicos de grupos carbonilas (C=0), reforcando a presenca de
acidos graxos ou ésteres. Os sinais em torno de 90- 110 ppm indicam a presenca de
carbonos -CH-O- anéis de acucar. 10- 40 ppm indicam carbonos metilicos e

metilénicos de longas cadeias alifaticas (—CH; e —CH,—) (Figura 5).
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Figura 5: RMN de Carbono do biossurfactante produzido por C. glagrata UCP 1002 cultivada em
meio contendo 10 g/L de bagaco de malte e 100 g/L de 6leo de algodéo residual.
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Observa-se que a conjugacdo dos dados de FTIR e RMN indica que o
biossurfactante produzido por Candida glabrata € um composto do tipo glicolipidico,
contendo cadeias alifaticas longas ligadas a por¢des hidrofilicas, possivelmente com
unidades glicosidicas. Muitos estudos de biossurfactante produzido por levedura do

género Candida, demostram esse tipo de classificacao.

Como por exemplo, o biossurfactante sintetizada pela Candida bombicola,
formulado em meio contendo 6% de residuo da industria de 6leo vegetal e 1% de
acido glutamico, apresentou natureza glicolipidica (Nascimento et al., 2025). Bastos
et al (2024), avalivou um biossurfactante produzido pela levedura do género Candida
sp. isolada de efluentes téxteis e cultivado por 4% de glicose, caracteristica de um
sophorolipidios, 0 mesmo se encaixa para El-Sheshtawy et al. (2016), que detectou
estruturas caracteristicas no biossurfactante da C. albicans, no qual indicava se
tratava de um sophorolipideo, sendo assim um surfactante glicolipidico. Ja em outro
estudo com a C. glabrata, observou a presenca de acido graxo de cadeia longa, com
terminal carboxilico, apresentando uma estrutura caracteristica de um glicolipidio
(Silva et al., 2024).
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3.4 Concentracao micelar critica (CMC)

Para a determinacdo da concentracdo micelar critica (CM) do biossurfactante
isolado, foi pesado 0,1g do material sendo diluido com agua destilada para uma
concentracao inicial de 5 g/L. A patrtir disso, o0 biossurfactante produzido pela levedura
C. glabrata atingiu a CMC em 0,2 g/L, resultando em uma tenséao superficial de 31,36

mN/m, com um rendimento de 25,23 g/L.

A literatura evidencia a versatilidade dos biossurfacatantes produzidos por
difentes espécies de Candida sob distintas condi¢cdes de cultivo, o que corrobora o
potencial desses micro-organismos para a sintese de biossurfactantes com
propriedades relevantes (Silva et al., 2025)

Como por exemplo Lima et al. (2024), que obteve uma CMC do seu
biossurfactante produzido a partir do micro-organismo C. lipolytica UCP 0988 de 0,5
g/L, com um rendimento de 12 g/L.

3.5 Avaliacao de toxicidade das composicdes do biossurfactante

Os resultados obtidos atraves desse experimento analisou que o
biossurfactante produzido pela levedura C. glabarta apresentou ausencia de anomalias
e formacgdes de microndcleos nas celulas vegetais para ambas as concentracdes do
biossurfactante. Demostrando que a levedura utilizada ndo apresenta efeitos de
genotoxicidade. Conforme obeservado na figura 6.

Figura 6: Imagens de microscopia 6ptica (aumento: 40x) de laminas de raiz de cebola (Allium cepa)
expostas a formulagdes contendo um biossurfactante isolado de Candida glabrata UCP 1002 em
diferentes concentragdes: (A) dgua destilada (controle); (B) CMC 0,2 g/L); (C) ¥ CMC (0,01 g/L); (D) 2 x

CMC (0,4 g/L); (E) Sufactante quimico (controle).

(A) (@)
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A figura 6A, apresenta as células expostas a agua destilada, utilizada no
experimento como controle negativo, portanto é possivel observar que as células das
raizes permaneceram com a sua morfologia intacta e sem alteracdes evidentes,
obtendo auséncia de dano celular com a presenca de micronucleos. O mesmo observa-
se nas figuras 6B-D, evidenciando que raizes expostas as solu¢des do biossurfactante
permaneceram preservadas diante a sua morfologica das células vegetais sem
evidencias de toxicidade ou dano estrutural significativo, como por exemplo a formacéo
de micronucleos ou anomalias celulares. As imagens sinalizam que as concentracdes
testadas do biossurfactante (CMC, Y2 CMC e 2x CMC), nédo obtiveram ocorréncia
negativa sobre a integridade celular, demostrando que o bissurfactante ndo apresenta

toxicidade nas doses testadas.

Diferente do que € mostrado na figura 6E, onde as raizes foram expostas ao
surfactante quimico e através disso, é possivel observar a deformacédo das células
vegetais com ocorréncias de necrose das células e micronucleos, evidenciando sinais

de toxicidade.

Conforme relatado por diversos pesquisadores, o teste de genotoxicidade com
Allium cepa é amplamente implementado a diversas analises, como na avaliacdo de
toxicidade de medicamentos e da qualidade da &gua, como analise de plantas
medicinais. Em algumas analises esse mesmo meétodo sensivel foi aplicado e

demostrou a toxicidade de moléculas pesticidas em Allium cepa (Parvan et al., 2020).

Tendo em vista, que esse método consegui detectar aberracdes
cromossOémicas, troca de cromatides-irmas e micronucleos. Por isso, 0 ensaio cometa
e afirmado por estudiosos como a andlise mais especifica de danos ao DNA (Valente
et al., 2017; Collins e Azqueta et al., 2012). Especificamente, o bioensaio com Allium
cepa que utiliza anormalidades cromoss6micas como bioindicador para analisar efeitos
toxicos, citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de compostos quimicos (Parvan et al.,
2020). Considerando que a ativagdo promutagénica em plantas € um fenémeno
particularmente relevante para a seguranca alimentar, considerando a exposi¢cao

humana (Grippa et al., 2010).

Desse modo, os resultados obtidos sao essenciais para comprovar a seguranga

da utilidade do biossurfactante produzido pela C. glabrata UCP 1002 para aplicacdo em



Silva, E. S. C. Producdo de biossurfactante por micro-organismo utilizando residuos provenientes... 76

remediacdo ambiental, tendo em vista, ndo foram observados danos genotoxicos. A
biocompatiblidade desse biossurfactate € fundamental para garantir a eficacia e a
sustentabilidade no tratamento biotecnolégico. Considerando que algumas espécies do
género Candida sao estudas e consideradas como interesse cientifico para a produgao
de biossurfactante, apesar de que suas espécies sdo reconhecidas como patdgenos
oportunistas e, portanto, ndo detém o status GRAS (Generally Regarded as Safe)
(Carneiro et al., 2019). Especificamente a espécie C. glabrata, muito implementada na
sitetizacdo de biossurfactante, porem em alguns relatos a levedura é considerada como

um patdgeno oportunista e resistente (Tam et al., 2015).

Pradhan et al. (2018), utilizou esse mesmo método em um estudo onde
examinou o perfil de um lipopeptideo produzido por Bacillus tequilensis, no qual reduziu
a toxicidade de metais pesados e atenuou seus efeitos prejudiciais nas células
radiculares de Allium cepa. O mesmo método foi utilizado por Lustosa et al. (2023),
para avaliacdo os possiveis efeitos toxicos, citotoxicos e genotdxicos do inseticida
ciromazina utilizando o bioensaio com Allium cepa. Algumas pesquisas buscam
comprovar a nao toxicidade de biossurcatantes, apresentando resultados promissores.
Como por exemplo, Lima et al. (2024) investigaram um biossurfactante produzido por
C. lipolytica UCP 0988, pelo teste de toxicidade de larvas de Artemia salina expostas
as diferentes concentra¢des do biossurfactante (CMC: 0,5 g/L; ¥2 CMC: 0,25 g/L; 2 x
CMC: 1,0 g/L) por 24 h, obteve uma sobrevivéncia desses microcustacios de 100%,
demostrando a auséncia de toxicidade nas condi¢des testadas. JA Maciel et al. (2024)
avaliaram o extrato bruto do biossurfactante produzido por Curvularia lutana através do
método de fitotoxidade utilizando sementes de pepino caipira (Cucumis sativus), analise
evidenciou um indice de germinacéo de 90,8%, considerando auséncia de toxicidade.

3.6 Caracterizacdao fisico-quimica do solo arenoso

Nascimento et al. (2025), realizou testes de caracterizagao fisico-quimica no
solo arenoso, como de avaliagdo de acidez, condutividade eletrica, pH, teores de
sodio, potassio, calcio, magnésio, aluminio e hidrogénio, e area superficial
especifica, bem como a sua capacidade de troca catibnica, grau de saturacao por
aluminio e saturacado por 6xidos. Os resultados obtidos pelo autor sobre os ensaios
de granulométricos e compactados do solo arenoso podem ser observados na tabela
4.
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Tabela 4: Granulometria, consisténcia, compactacéo e classificacdo unificada do solo arenoso

natural testados.

Parametros Solo
Arenoso
Granulometria (%)
Areia 88
Silte 3
Argila
Limite de Plasticidade % (LP) < 2 pm 8
Consisténcia
Limite de Liquidez (LL) (%) NL
indice de Plasticidade (IP) (%) NL
a2 _
Compactacao
Umidade 6tima (%) 8.70
pdmax® (KN/ m3) 18.20
Classificacao Unificada SP-SM

Esse resultado demostra que o solo arenoso (classificado como SP-SM) néo

apresentou limites de liquidez nem plasticidade. Diante disso, o autor demostrou que o

solo arenoso por possuir grdos maiores consegui ser mais compactado com pouca

agua. Ja na tabela 5 lista os teores dos produtos quimicos detectados no solo arenoso

natural estudado pelo autor.

Tabela 5: Caracterizacdo quimica do solo arenoso natural testado.

Solo

Determinacgéo Arenoso
pH em agua 6,08
Carbono orgéanico (g/kg) 1,07
Matéria organica (g/kg) 1,85
Hidrogénio extraivel (H") (cmolc/kg) 7,70
Aluminio extraivel (AlR*) (cmolc/kg) 0,40
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Valor S (soma de cations) (cmolc/kg) 4,93

Valor T (capacidade de troca catidnica) (cmolc/kg) 13,03

Valor V (saturacéo por bases) (%) 37,83

% Fe, O3 em ext. sulfarico (g/kg) 0,50

% SiO, em terra fina (g/kg) 71,20

% Al,O3; em ext. sulfarico (g/kg) 1,50

% Agua no extrato de saturacao 39,5
Condutividade do extrato de saturacao (uS/cm a 25°C) 10

Area superficial especifica (m?/g) 18,4

De acordo com que foi analisado pelo autor, o solo arenoso é um sistema
dinamico e ndo possue pH esavel como ocorre nas solugcbes aquosas. Portando o
solo estudado apresenta pH acido. Outro fato observado pelo autor € que o solo
apresenta uma capacidade de troca catidnica (valor T) baixa (<27 cmolc/kg). Os
dados de area superficial especifica confirma a presenca de caulinita (mineral de
estrutura lamelar), que aumenta a interagdo com agua e cations, sendo assim o solo

arenoso se tratar de um solo distréfico (baixa fertibilidade natural).
3.6 Processos de remocao do composto oleoso do solo arenoso

Os solos podem atuar como uma espécie de reservatorio de poluentes
hidrofobicos oriundos das industrias petroliferas e de gas. Esse tipo de contaminacao
geralmente ocorre de eventos como os de vazamentos em tanques de armazenamento,
rupturas de dutos ou de derramamentos acidentais durante as fases de exploracao,
refino e transporte do petréleo. Tais compostos desacatam-se ndo apenas pela
toxicidade, mas pela sua baixa solubilidade e carater recalcitrantes (Faccioli et al.,
2022).

Segundo Selva Filho et al. (2023), alguns métodos fisicos, mecéanicos, quimicos
e bioldgicos para o processo de remediacdo podem ser empregados no solo. Sobre
tudo o método biolégico, no qual envolve o uso de recursos renovaveis (plantas,
microrganismos e surfactantes) e de baixa tecnologia. Tendo em vista, que os métodos
convencionais, apresentam limitacdes significativas frente as técnicas biolégicas. A

biorremediacdo por sua vez, apresenta-se como uma Opg¢ao vantajosa, por ser mais
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econdmica, eficiente e de menor impacto ambiental, capaz de mineralizar poluentes ou

biodegrada-los em subprodutos menos perigosos (Silvia et al., 2024).

Diante disso, o biossurfactante produzido pela C. glabrata obteve potencial de
remocdo do contaminante para o0 teste estatico em todas as condicbes do
biossurfactante bruto e isolado (tabela 3). O teste de remocéao apresentou uma variacao
entre 53,4%, 43,5%, 47,5%, 53,3% para CMC, %2 CMC, 2 x CMC e liquido metabdlico,
observando que a concentracdo de CMC e liquido metabdlico alcangaram uma taxa de
remocao semelhante ao do SDS (surfactante quimico).

Tabela 6: Remocao de hidrocarboneto presente no solo arenoso pelo teste estético.

Solugdes Oleo Removido (%)
Liquido Metabdlico 53.3+0.05
Biossurfactante Concentragdo CMC 53.4% + 0.05
Biossurfactante Concentragédo ¥2 CMC 43.5 +0.05
Biossurfactante Concentragéo 2 X CMC 47.5 + 0.05
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 54.1 £0.05

O teste de remocao de contaminante dinamico, foi avaliado ap6s um periodo
de 24 h em agitacao orbital, onde foi observado que o biossurfactante produzido pela
C. glabrata apresentou uma alta taxa de remoc¢ao para todas as concentracdes do
biossurfactante, incluindo o liguido metabdlico. As amostras apresentaram uma
variacdo na taxa de remocao entre 98,7%, 99,8%, 99,5%, 99,5% para CMC, ¥> CMC,
2x CMC e o liguido metabolico. Todas as amostras possuiram valores semelhantes ou

maiores do que a taxa de remocao do SDS (surfactante sintético).

Tabela 7: Remocao de hidrocarboneto presente no solo arenoso pelo teste dinamico.

Solucbes Oleo Removido (%)
Liquido Metabdlico 99.5+0.9
Biossurfactante Concentracdo CMC 98.7+£0.9

Biossurfactante Concentragéo ¥2 CMC 99.8+0.9
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Biossurfactante Concentragdo 2 X CMC 99.5+0.9
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 98.9+0.9

A andlise da eficiéncia do controle negativo (dgua destilada), para ambos os
testes foi avaliada a partir dos resultados obtidos por Nascimento et al. (2025), onde o
mesmo obteve resultado dessa amostra em um valor inferior a 10% de para o teste
estatico, ja no teste dinamico valor inferior a 50% de remocéo do 6leo de motor (pos

uso) presente no solo arenoso.

ApoOs a realizacdo dos testes de remocdo (estatico e dinamico), foram
selecionadas as melhores condicbes de ambos os testes para uma avalicdo de
remocdo dessas condi¢cdes do biossurfactante em diferentes intervalos de tempo. O
teste foi realizado ao longo de seis intervalos de tempo para observa as taxas de
remocao. Conforme os resultados obtidos, o biossurfactante foi capaz de remover mais
de 80% do contaminante em todos os tempos testados pela concentracdo de 0,2 g/L
(CMC), atingindo o seu maximo com 98,7% no intervalo de tempo de 48 h, ja
concentragéo 0,1 g/L (%2 CMC) atingiu 0 seu maximo com 99,0% no intervalo de tempo
de 48h e o biossurfactante bruto (liquido metabdlico) atingindo o maximo de 99,1% no
intervalo de tempo de 24h. A figura 7 mostra que os resultados iniciais expdem um
grande indice de remocé&o no primeiro horario, com percentual de remocéo de 97,5%
do liquido metabdlico e 91,4% para as amostras de CMC e % CM, sendo assim o
biossurfactante bruto obtendo a o maior percentual nas primeiras horas, enquanto para
0S outros horarios houve uma variacdo de valores, com uma taxa entre 89% a 99%

para ambas as amostras final de 48 h.
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Figura 7: Resultado de remocé&o do hidrocarboneto no solo arenoso em teste cinético com

intervalo de tempo de até 48h.
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Desse modo, observasse que o biossurfactante produzido pela C. glabarta
obteve uma capacidade significativa de remoc¢do ao 6leo de motor (pos uso), sendo

uma excelente alternativa de baixo custo para a biorremediacdo ambiental.

Algumas pesquisas corroboram com os resultados obtidos, como por exemplo,
a eficiencia do biossurfactante por C. glabrata, no qual apresentou capacidade de
remocdo do contaminante em todas as condi¢cdes para teste estatico, com uma
variacao de 92,1%, 97%, 95,7% e 97,8%, alcancando a taxa de remocéao do surfactante
qguimico (Silva et al. 2024), o mesmo foi demostrado por Caldas et al. (2024), onde o
seu biossurfactante por C. tropicalis URM 1150, apresentando capacidade de remocéao
em para todas as concentracdes do biossurfactante (bruto e isolado), obtendo 90% e
92% para as concentragdes de CMC 2 CMC.

De acordo com Silva et al. (2014), a presenca de surfactantes no solo melhora
a remediacao de hidrocarbonetos, reduzindo a tensdo superficial da fase aquosa e
facilitando a interacéo dentre as células microbianas e o contaminante hidrofébico. Esse
processo aumenta a biodisponibilidade dos poluentes para os micro-organismos,
otimizando assim sua biodegradacéao.
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4. CONCLUSAO

Com base nos resultados, a levedura C. glabrata UCP 1002 demostrou
potencial para produzir biossurfactante. Sendo demostrado na condi¢céo de Ensaio 2,
onde apresentou resultados mais precisos, mostrando que o biossurfactante
produzido com meio mineral adicionando bagaco de malte (10 g/L) e 6leo de algodao
residual (100 g/L), resultou em uma molécula estavel do tipo glicolipidio. Diante disso,
observa-se que mesmo o bagaco de malte ndo tenha apresentado um efeito principal
significativo, ndo pode ser negligenciado devido a sua participacdo em uma interacao
significativa, no qual, demostra que a influéncia do 6leo de algodao residual sobre a
resposta é considerada pelo nivel do bagaco de malte presente no sistema. Diante
disso, o biossurfactante obtido apresenta-se com um grande potencial para aplicacdes
futuras em processo de controle da poluicdo ambiental causada por petroderivados.

Além de ser uma opc¢ao mais sustentavel, menos toxica e mais econdémica.
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CAPITULO IV

COMSIDERACOES FINAIS

e Os residuos industriais 6leo de fritura residual e bagaco de malte podem ser
utilizados como matéria-prima na producdo de produtos biotecnologicos de alto
valor agregado.

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

e O biossurfactante demonstrou capacidade emulsificante frente a condicfes
extremas de temperatura, pH na presenca de NacCl.

e O biossurfactante apresentou caracteristicas de estrutura quimica glicolipidica e
adquirindo um excelente rendimento da sua produg&o.

e O biossurfactante obteve um excelente resultado para analise de genotoxicidade,
sendo nao toxico para as raizes das cebolas (Allium cepa).

e O biossurfacatnte produzido pela Candida glabrata bruto e isolado removeu
significativamente compostos hidrofébicos no solo arenoso sob condi¢des
dindmicas e estaticas, mostrando potencial para aplicacdes industriais.
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ANEXOS

Capitulo publicado no Congresso Nacional de biotecnologia, Ambiente, Saude e
Educacéo- 2024
PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR CANDIDA GLABRATA

*Elannie 8. C. Silval, Jodo V. 5 Chargas', Pollvana P. do Nascimento®, Eayanne N. R. B. Simdes”, Legnie A.
Sarnbbo**, Raquel D. Rufino?,

‘Programa de Pos-sraduagdo em Desemeoluimento de Processos Ambientais, Universidade Cardlica de Pernambuco, Rug do Priwips, n 524, Bog
Firta, Recife, Permuonbuce, Brasil
‘Doutorads em SistecnslogpiaRede Novdeste de Bistecnologia Universidads Federal Rural de Pernembucs (UFRFE), Recife, Brasil
 Cignpins Bislogicas Escola de Smide ¢ Cincias dn Fida Universidade Camolica de Pernambuco, Rua do Priweips, n 524 Boa Vista, Recife,
Permermbuco, Brasil
* Inmitue Avemgads & Tecnologia e FfermapdeT4TT Rua Baing 31, Prado, Recjfe, Pernmnbuco, Brasil

‘Engenkeria Ambisntal Excola de Tecnplogia & Comunicardo, Lniversidade Corsiica de Pernepnbuce, Rua do Principe. n 326, Boa Vista, Recjfe,

Perneembuco, Brasil

onederege de e-muall do murpr correspondsie: slomete sahvinamE sl com

RESUMO

Com o ammento da contaminagio de substincias towicas po meio ambisnte, pesquizadares visam buscar altemativas que raduzam oz
Custos @ @ preocupardo pera combater esses poluemtes. Com iszo 3 wtilizacio de higssyrfactantes microbiznos tem crescido como
aganie tenzoativo a'ou emmlzificants, sando capazes de remover petralec e metzis pesados do ambiente. Diante disso, o prazsnte
trabalho teve como objetive avaliar o potencial biotecnoldgice da Cimddida slabrgg para a prodogio da bossarfacante utilizando
meio: de baixo custo para remogdo de dleo de motor. O bigssmfacssne fol produzsido atilizande como substrate oleo de frinma
residual e bagago de malte A tensip superficizl @ estabilidade do higssurfactante quando exposto 2 valore: extremos de pH,
szlinidade e temperanoa foram svaliadas. Os resultedos demonstraram que o bigssurRosae produzido, sprazanton wma excelante
reduco da tensio superficial da dgna de 72 pilm para 31,01 mliin, slém dizso, apresenton extabilidade com valores de G0% a
22% de atividade de emulsificacio. Disnte do exposto, obeerva-ze que a levedurs & gighrogg apresenta um excelamta potencial
biotecnologice para aplicaces firnaras em proceszos de biomemediacio ambisntal,

Falavras-chave: Bipsapfactants Biorssmoediacie. Cimdidasiaboma.
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conclusions that can be draswm.

3.1 Subsection
3.1.1. Subsubsection
Bulleted lists look like this:
. First bullet;
¢  Second bullet;
»  Third bullet.
Numbered lists can be added as follows:
1. Firstitemy
2. Second iterm;
3. Third item.
The text continues here.

3.2. Figures, Tables and Schemes
All figures and tables should be cited in the main text as Figure 1, Table 1, etc.
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Figure 1. This is a figure. Schemes follow the same formatting.

Table 1. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they are cited.

Title 1 Title 2 Title 3
entry 1 data data
entrv 2 data data!

1 Tables may have a footer.

The text continues here (Figure 2 and Table 2).

(a) (b)

Figure 2. This is a figure. Schemes follow another format. If there are multiple panels, they should
be listed as: (a) Description of what is contained in the first panel; (b) Description of what is con-
tained in the second panel. Figures should be placed in the main text near to the first time they are
cited.
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Table 2. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they are cited. 25

Title 1 Title 2 Title 3 Title 4
data data data
entry 17 data data data
data data data
tr 2 data data data
S data data data
data data data
entry 3 data data data
data data data
v 4 data data data
et data data data
* Tables may have a footer. 87
3.3, Formatting of Mathematical Components =23
This is example 1 of an equation: g5
a=1, (1)
the text following an equation need not be a new paragraph. Flease punctuate equations 50
as regular text. 51
This is example 2 of an equation: a2
a=b+ctd+etf+gth+it+tjtk+l+tm+ntotptgtrist+ttutviwrxty+z (2)

the text following an equation need not be a new paragraph. Flease punctuate equations 53

as regular text. 54
Theorem-type environments (including propositions, lemmas, corcllaries etc ) canbe 55
formatted as follows: =

Theorem 1. Examiple fext of a theorems. Theorems, proposifions, lemmas, etc. should be mumbered 57
sequentially (Le., Proposition 2 follows Theorem 1), Examples or Remarks use the same formating,
but should be numbered separately, so o document may contain Theorem 1, Remark I and Example 1. 59

&

The text continues here. Proofs must be formatted as follows: 100

Proof of Theorem 1. Text of the proof. Mote that the phrase “of Theorem 17 is optional if 1
it is clear which theorem is being referred to. Always finish a proof with the following 102
symbol. O 103

The text continues here. 104
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4. Discussion 105

Authors should discuss the results and how thev can be interpreted from the per- 106
spective of previous studies and of the working hypotheses. The findings and their impli- 107
cations should be discussed in the broadest context possible. Future research directions 108
may also be highlighted. 109

5. Conclusions 110

This section is not mandatory but can be added to the manuscript if the discussionis 111

unusually long or complex. 112
6. Patents 113

This section is not mandatory but may be added if there are patents resulting from 114
the work reported in this manuscript. 113

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at 11
hittps:/fwww mdpl.com/article/doi/s], Figure 51: title; Takle 51: title; Video 51: title. 117

Anthor Contributions: For research articles with several autheors, a short paragraph specifving their 118
individual contributions nmst be provided. The following staternents should be used “Conceptual- 119
ization, XX and Y.Y.; methodology, X2X; software, XX validation, X2, Y'Y and Z.Z; formal 120
analysis, X20; investigation, X2, resources, XX ; data curation, 203 writing—original draft prep- 121
aration, X.X; writing—review and editing, XX visualization, X, supervision, XX, project ad- 122
ministration, X X ; imding acquisition, Y. Y. All authors have read and agreed to the published wer- 122
sion of the maruscript.” Please turn to the CRediT taxonomy for the term explanation. Authorship 124
st be limited to these whe have contributed substantially to the work reported. 125

Funding: Please add: “This research received no external funding™ or “This research was fmded by 126
NAME OF FUNDER, grant rummber 330" and “The APC was funded by X30K". Check carefully that 127
the details given are acourate and use the standard spelling of funding agency names at 128
https://search crossref org/funding. Any errors may affect vour future funding. 129

Institutional Revieiw Board Statement: In this section, please add the Institntional Review Board 120
Statement and approval mumber for studies involving humans or animals. You might choose to 1321
exclude this statement if the study did not require ethical approval. Please note that the Editorial 132
Office might ask vou for further information. Please add “The study was conducted in accordance 132
with the Declaration of Helsinki, and approved by the Institutional Review Board (or Ethics Com- 132
mittee) of NAME OF INSTITUTE (protocol code 300 and date of approval).” for studies involving 135
humans. OF. “The animal study protocel was approved by the Institutional Eeview Board (or Ethics 135
Committes) of NAME OF INSTITUTE (protocol code 33X and date of approval).” for studies in- 137
volving animals. OF “Ethical review and approval were waived for this study due to FEASON 132
{pleass provide a detailed justification).” OR “Not applicable” for studies not involving humans or - 139
animals. 140
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Informed Consent Statement: Any research article desaribing a study invvolving humans should 141
contain this statement. Flease add “Informed consent was obtained from all subjects involvedin the 142
study.” OR “Not applicable.” for studies that did not invelve humans. You might also choose to 143
exclude this staternent if the study did net involve humans. 144

Written informed consent for publication must be obtained from identifiable human partici- 145
pants. For studies involving dient-owned animals written informed consent must be obtained from 145
the owmer of the animals {or an authorized agent for the owner). 147

Data Availability Statement: We encourage all authors of articles published in MDFI jowrnals to 142
share their research data. In this section, please provide details regarding where data supperting 149
reported results can be found, including links to publicly archived datasets analyzed or generated 130
during the study. Where no new data were created, or where data is unavailable due to privacy or 151
ethical restrictions, a statement is still required. Suggested Data Awailability Statements are availa- 152
ble in section “MDPI Eesearch Diata Policies” at hitps://www mdpi.com/ethics. 152

Acknowledgments: In this secton, you can acknowledge any support given which is not coversd 134
by the author contribution or funding sections. This may include admindstrative and techrical sup- 155
port, or donations in kind (e g, materials used for experiments). Where GenAl has been used for 135
purposes such as generating text, data, or graphics, or for study design, data collection, analysis, or 157
interpretation of data, please add “During the preparation of this mamscript/study, the author(s) 122
used [tool name, version information] for the purposes of [description of use]. The authers have 1539
reviewed and edited the cutput and take full responsibility for the content of this publication™ 180
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MDPI hultidisciplinary Digital Publishing Institute
DOAT Directary of open access journals
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TLA Three letter acronym

LD Linear dichroism

Appendix A 171
Appendix A1 172

The appendix is an optional section that can contain details and data supplemental 172
to the main text —for example, explanations of experimental details that would disrupt 172
the flow of the main text but nonetheless remain crucial to understanding and reproduc- 173
ing the research shown; figures of replicates for experiments of which representative data 176
is shown in the main text can be added here if brief, or as Supplementarv data. Mathemat- 177

ical proofs of results not central to the paper can be added as an appendix. 178
Table Al. This is a table caption. 179
Title 1 Title 2 Title 3

entrv 1 data data

entrv 2 data data
Appendix B 180
All appendix sections must be dted in the main text. In the appendices, Figures, Ta- 151
bles, etc. should be labeled starting with “A" —e g, Figure Al, Figure A2, etc. 182
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