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RESUMO

Emulsificantes estdo presentes em uma grande variedade de produtos e processos industriais e
sdo0, em sua maioria, derivados do petréleo. Bioemulsificantes, por outro lado, sdo polimeros
microbianos que oferecem desempenho superior e menor impacto ambiental, estando aptos a
substituir seus homodnimos sintéticos. Dentre 0s microrganismos produtores, bactérias e
leveduras sdo os mais estudados, enquanto poucos bioemulsificantes produzidos por fungos
filamentosos sdo conhecidos. Em vista disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a produgéo
de bioemulsificantes por fungos filamentosos isolados de um aterro de residuos da producéo de
petréleo. Foram estudados dezenove isolados de fungos, os quais foram cultivados em meio
mineral contendo 6leo de motor e foram testados quanto a presenca de bioemulsificantes
utilizando os testes de tensdo superficial, dispersdo do 6leo diesel e emulsificacdo do 6leo de
motor. Em seguida, dois isolados promissores foram submetidos a extracdo de
bioemulsificantes utilizando o método de precipitacdo etandlica. Os extratos de
bioemulsificantes foram caracterizados com relacdo a sua atividade emulsificante em diferentes
condicGes, e em relacdo a sua composicao quimica pelas técnicas de difusdo dupla em agar,
cromatografia em camada delgada e espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier. Todas os isolados produziram bioemulsificantes utilizando 6leo de motor como
substrato e dezoito deles emulsionaram o 6leo de motor com Ez4 > 90% e formaram emulsdes
estaveis por até 3 meses. Os extratos de bioemulsificantes dos isolados Aspergillus flavus A85b
e Trichoderma koningii A96b mostraram eficiéncia no processo de emulsificacdo em condicoes
de elevada salinidade (até 30% de NaCl) e temperatura (121 °C). O extrato do bioemulsificante
de A. flavus A85b emulsionou eficientemente os 6leos cru, de motor e diesel, enquanto o extrato
do bioemulsificante de T. koningii A96b formou emulsdes estaveis com os éleos cru e de motor.
Determinou-se ainda que os bioemulsificantes testados formaram emulsGes estaveis na
concentragdo de 50pug.mL™ e apresentaram natureza anidnica, sendo constituidos por acidos
graxos, carboidratos e proteinas. Em virtude dos dados levantados, os bioemulsificantes
produzidos por A. flavus A85b e T. koningii A96b possuem grande potencial de utilizacdo nas

industrias de petroleo e em eventos de biorremediag&o.

Palavras-chave: Bioemulsificantes; fungos filmentosos; 6leo de motor.



ABSTRACT

Emulsifiers are present in a wide variety of products and industrial processes and are mostly
petroleum-based. Bioemulsifiers, on the other hand, are microbial polymers that offer superior
performance and lower environmental impact, and are able to replace their synthetic
counterparts. Among the producing microorganisms, bacteria and yeasts are the most studied,
while few bioemulsifiers produced by filamentous fungi are known. In view of this, the
objective of this work was to evaluate the production of bioemulsifiers by filamentous fungi
isolated from an oil production waste landfill. Nineteen fungal isolates were studied, which
were cultivated in mineral medium containing motor oil and were tested for the presence of
bioemulsifiers using surface tension, diesel oil dispersion and motor oil emulsification tests.
Then, two promising isolates were subjected to extraction of bioemulsifiers using the ethanolic
precipitation method. The bioemulsifiers extracts were characterized with respect to their
emulsifying activity under different conditions, and with respect to their chemical composition
by the techniques of double diffusion on agar, thin layer chromatography and Fourier transform
infrared spectroscopy. All isolates produced bioemulsifiers using motor oil as substrate and
eighteen of them emulsified motor oil with E24 > 90% and formed stable emulsions for up to 3
months. The bioemulsifier extracts from Aspergillus flavus A85b and Trichoderma koningii
A96D isolates showed efficiency in the emulsification process under conditions of high salinity
(up to 30% NaCl) and temperature (121 °C). The bioemulsifier extract from A. flavus A85b
efficiently emulsified crude, engine and diesel oils, while the bioemulsifier extract from T.
koningii A96b formed stable emulsions with crude and engine oils. It was also determined that
the tested bioemulsifiers form stable emulsions at a concentration of 50ug.mL*and present
anionic nature and are constituted by fatty acids, carbohydrates and proteins in their
composition. Due to the data collected, the bioemulsifiers produced by Aspergillus flavus A85b
and Trichoderma koningii A96b have great potential for use in the oil industry and in

bioremediation events.

Keywords: Bioemulsifiers; fungi; motor oil.
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1 SURFACTANTES

Surfactantes, também chamados de tensoativos, sdo compostos ativos de superficie
extensivamente usados na industria por conta de sua natureza anfifilica, apresentando uma parte
polar ligada a outra com caracteristica apolar. Desta forma, tais moléculas possuem afinidade
pela agua, por Oleos e pelas superficies das solu¢des com solidos, liquidos ou gases, atuando
como agentes conciliadores dessas fases imisciveis, o que Ihes confere multiplas propriedades,
como reducdo da tensdo superficial e formacédo de emulsdes (DALTIN, 2011).

Por esse motivo, existe uma alta demanda por surfactantes em quase todos o0s setores da
indUstria moderna, estando presentes em diversos produtos e sendo particularmente importantes
para as industrias de sabdes e detergentes, farmacéuticas e de cosméticos, alimentos e bebidas,
qguimicas e agroguimicas, téxteis e petroquimicas. Em vista disso, 0 mercado mundial de
surfactantes movimenta mais de 39 bilhdes de dolares e se espera que ultrapasse os 57 bilhdes
até 2028 (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2021b; SALEK; EUSTON; JANEK, 2022).

No entanto, a maioria dos surfactantes utilizados na industria é de origem petroquimica,
gerando processos pouco sustentaveis e ambientalmente incorretos, além de que, muitos deles
sdo recalcitrantes na natureza e citotoxicos a muitas formas de vida (BEYER et al., 2016;
FARIAS et al., 2021; JACKSON et al., 2015). Associado a isso, uma demanda crescente da
sociedade por produtos naturais que apresentem baixo impacto ambiental tem estimulado a
busca por alternativas mais sustentaveis, como a substituicao dos surfactantes por biopolimeros
(LUFT et al., 2020; SALEK; EUSTON; JANEK, 2022).

Nesse interim, os surfactantes microbianos vém se destacando por uma série de
beneficios, entre os quais, biocompatibilidade, menor toxicidade, melhor biodegradabilidade,
desempenho superior e maior estabilidade em condic¢des extremas de temperatura, salinidade e
pH que os tensoativos sintéticos. Além disso, apresentam-se em uma grande variedade de
estruturas, garantindo-lhes seletividade e especificidade quimicas que possibilitam seu uso em
diferentes aplicac6es (VARJANI, UPASANI, 2017; VIEIRA et al., 2021).

Surfactantes microbianos podem ser classificados quanto a sua estrutura, mecanismos
de acdo e propriedades em biossurfactantes e bioemulsificantes, em que os primeiros atuam
reduzindo as tensdes superficial e interfacial e os segundos estdo mais aptos a formar e
estabilizar emulsées (UZOIGWE et al., 2015). A grande maioria dos biossurfactantes e
bioemulsificantes conhecidos é produzida por bactérias, enquanto aqueles produzidos por

leveduras sdo encontrados em menor propor¢do (DA SILVA et al., 2021).
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Registros de biossurfactantes e, em especial, bioemulsificantes sintetizados por fungos
filamentosos sdo raros, de modo que pouco se conhece sobre eles enquanto seus homologos
bacterianos e leveduriformes ja sdo produzidos e utilizados. Em decorréncia da alta demanda
desses polimeros, que ja ultrapassam 4 bilhdes de dolares em valor de mercado mundial, a
bioprospeccdo de biossurfactantes e bioemulsificantes por fungos filamentosos apresenta
elevado apelo académico e industrial (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2021a).

Nesse contexto, o presente trabalho teve o intuito de investigar a producdo de
bioemulsificantes por linhagens de fungos filamentosos isoladas de um aterro de residuos
solidos da producdo de petroleo, buscando dessa forma, contribuir para a pesquisa de
bioprodutos que possam ser utilizados na industria petroquimica e na biorremediacdo de

ambientes contaminados por petroleo.

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS

Surfactantes sdo produtos da industria quimica especialmente versateis devido a
variedade de aplicacdes diferentes que podem apresentar. O registro mais antigo do uso de
surfactantes remonta a producdo de sabdo pelos sumérios, ha 2.700 anos a.C. Egipcios,
babildnios, judeus e outros povos também fabricavam seu prdprio sabdo a partir de gordura
animal, 6leos vegetais, agua e alcalis e o usavam sobretudo para higiene pessoal e fins
medicinais (BAJPAI; TYAGI, 2007; FARIAS et al., 2021; SCHEIBEL, 2004).

A reacdo de saponificacdo, processo no qual triglicerideos reagem com uma base sob
aquecimento, gerando sais de &cidos graxos (sabdo) e glicerina permaneceu inalterada até o
século XX, quando a escassez de 6leos e gorduras, atrelada ao acimulo de olefinas, subprodutos
de baixo custo oriundos do craqueamento do petréleo para producdo de combustiveis durante a
Segunda Guerra Mundial (1939-1945), impulsionou a producdo em larga escala dos
surfactantes de origem petroquimica (BAJPAI; TYAGI, 2007; FARIAS et al.,, 2021;
SCHEIBEL, 2004).

A palavra surfactante advém da expressdo surface-active agent e denota qualquer
molécula, sintética ou bioldgica, que possua a propriedade de se adsorver na superficie de um
sistema e alterar sua energia livre (FARIAS et al., 2021; ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 1).
Superficie ou interface, segundo Daltin (2011, p. 101), é a regido de transicdo entre duas fases
imisciveis. No entanto, convencionou-se a usar o termo superficie para indicar a transicdo de

uma fase condensada, liquida ou sélida, para uma fase gasosa ou vacuo. Interface, por outro
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lado, evoca a transicdo entre duas fases condensadas (liquido-liquido ou sélido-liquido), em
que uma interfere na organizacao das moléculas da fase vizinha e vice-versa.

Tal particularidade se deve a estrutura dos surfactantes, que apresentam uma parte
apolar, originada de uma cadeia hidrocarbonica, ligada a um grupo polar, caracteristica que 0s
torna anfifilicos (anfipaticos). Desse modo, a parte apolar (lipofilica ou oleofilica) é responsavel
pela solubilidade do tensoativo em 6leo, enquanto a por¢do polar (hidrofilica), garante sua
solubilidade em agua (DALTIN, 2011, p. 12; FENIBO et al., 2019; VIEIRA et al., 2021).
Costuma-se representar uma molécula de surfactante através da figura de uma barra (parte

apolar) e um circulo (parte polar), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo esquematica de uma molécula tensoativa.

Parte polar

Parte apolar

Fonte: Autoria propria (2022).

Quando moléculas de surfactante sdo dissolvidas em meio aquoso, Seus grupos
hidrofébicos interferem na estrutura das moléculas de 4gua ao quebrar as liga¢6es de hidrogénio
entre elas. Em resposta, os tensoativos sdo forgados pelo solvente a ocupar a superficie do
sistema, de modo a minimizar o contato de suas partes apolares com a agua. Assim, a superficie
do liquido € recoberta por uma camada de surfactantes, com seus grupos hidrofébicos
orientados para o ar (acima da superficie), uma vez que as moléculas que compdem o ar sao
essencialmente apolares. Desse modo, a estrutura anfipatica dos tensoativos promove sua
adsorcéo e estabilizagcdo nessas zonas de transicdo, reduzindo a tensdo superficial e interfacial,
como explicado posteriormente. E por esse motivo que tais compostos sdo denominados
moléculas ativas de superficie (ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 2-3).

No caso de um sistema com liquidos de polaridades diferentes (Figura 2), as moléculas
de tensoativo sdo expulsas para interface agua-6leo (zona mais estavel) e posteriormente para
a superficie 6leo-ar. Na sequéncia, os surfactantes tendem a ocupar as interfaces liquido-solido,
como forma de minimizar o contato de suas contrapartes insoluveis na fase 6leo (por¢éo polar)

e na fase agua (porcdo apolar). Quando todas essas regides se encontram saturadas, 0s
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tensoativos comecam a se agregar, formando micelas, responsaveis por propriedades como
emulsificacédo e detergéncia (DALTIN, 2011, p. 28).

Figura 2 — Comportamento dos tensoativos em um sistema liquido-liquido.

Fonte: Daltin (2011).

Legenda: Os surfactantes monoméricos ocupam, inicialmente, a superficie e interfaces do sistema e,
apos sua saturacdo, passam a se organizar na forma de micelas. No meio aquoso, os grupos hidrofilicos
das micelas estdo voltados para fora, em contato com as moléculas de agua circundantes, enquanto no

meio oleoso, sdo as cadeias hidrocarbonicas que se encontram em contato com o 6leo.

1.2 CLASSIFICACAO

Os surfactantes se apresentam sob mudltiplas formas, visto que, as cadeias
hidrocarbbnicas de seus grupos hidrofobicos podem ser saturadas ou insaturadas, lineares,
ramificadas, ciclicas, aromaticas e variam entre 8 e 22 atomos de carbono. Entretanto, a
classificagdo mais comum de surfactantes se baseia na carga de seu grupo polar, podendo ser
anionico, catiénico, ndo idnico, anfotero ou zwitteridnico (DALTIN, 2011; LINKE, 2009). Os
surfactantes anidnicos e ndo ionicos sdo os mais utilizados, em virtude de suas propriedades,
baixo custo, menor toxicidade e melhor biodegradabilidade quando comparados aos catiénicos
e anfoteros (FARIAS et al., 2021).



20

Surfactantes anidnicos representam o maior volume de mercado e abrangem os sabdes,
alquil benzeno sulfonatos lineares, alcoois sulfatados e &lcoois etoxilados sulfatados como
principais representantes. Devido as suas excelentes propriedades detergentes, emulsionantes e
espumantes, sdo usados na maioria dos produtos de limpeza pessoal e do lar, como sabdes
liquidos e em po, sabonetes, detergentes de louca e xampus. Os ndo idnicos, por sua vez, ndo
apresentam cargas verdadeiras e sdo normalmente usados como adjuvantes em formulagGes
cosmeticas com surfactantes aniénicos ou cationicos, em razdo de sua baixa irritabilidade
dérmica e ocular, além de boas atividades emulsionante e solubilizante. Os alcoois graxos
etoxilados sdo o principal representante dessa classe (BAIN & COMPANY, 2014; BAJPAI,
TYAGI, 2007; DALTIN, 2011, p. 47-67; NAKAMA et al., 2017, p. 231; FORTUNE
BUSINESS INSIGHTS, 2021b; JACKSON et al., 2016).

Surfactantes catiénicos, por outro lado, ndo oferecem boas propriedades detergentes,
mas apresentam elevada capacidade adsortiva, em virtude de sua carga positiva e do fato de a
maioria dos substratos naturais, como cabelo, fibras téxteis e membrana das células, ser
negativamente carregada. Por esse motivo, sdo amplamente usados em condicionadores de
cabelo, amaciantes de roupa, agentes lubrificantes, anticorrosivos e bactericidas. Ja os anféteros
(zwitteridnicos) representam a classe menos utilizada de tensoativos por conta do alto custo de
producdo. Apresentam dois grupos polares, aniénico e catiénico, na mesma molécula, podendo
se comportar como qualquer um dos dois, dependendo do pH do meio. Tal qual os néo idnicos,
atuam como adjuvantes, haja visto suas excelentes propriedades dérmicas (BAIN &
COMPANY, 2014; BAJPAI; TYAGI, 2007; DALTIN, 2011, p. 67-81).

1.3 PROPRIEDADES INTERFACIAIS

1.3.1 Reducdo das Tens6es Superficial e Interfacial

A tensdo superficial de um liquido esta relacionada com as forcgas atrativas entre suas
moléculas. S&o elas que permitem a condensacgao do vapor em &gua liquida, por exemplo, e se
originam das interacdes dipolo-dipolo, forcas de Van der Waals e ligacbes de hidrogénio.
Retomando o exemplo do sistema aquoso, moléculas do interior do liquido interagem com
outras moléculas de dgua em todas as direcdes, enquanto aquelas localizadas na superficie
sofrem atragdo apenas das moléculas ao lado e abaixo delas (Figura 3), gerando um desbalanco
que é a origem da tenséo superficial e se manifesta como uma forga perpendicular & superficie

que esta constantemente puxando as moléculas desta para o interior do liquido. E por isso que
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gotas de liquidos polares, como a &gua, ndo se espalham sobre uma superficie, assumindo um
formato esférico (KRONBERG; HOLMBERG; LINDMAN, 2014, p. 231-232).

Figura 3 — Diferenca de forcas coesivas entre moléculas de agua na superficie e no interior de

uma gota de agua.

Ar Moléculasda superficie sdo
atraidaspara dentro

Gota de dgua Moléculasde dgua

Moléculasdo interior sofrem
atragdode todos os lados

Fonte: Adaptado de <https://www.quora.com/What-is-surface-tension-What-experiments-related-to-it-

can-be-performed>. Acesso em: 01 mar. 2022.

Legenda: Em uma gota d’agua, a tensdo superficial, gerada pelo desbalanco no nimero de interac6es
intermoleculares entre as moléculas de dgua do seio do liquido e as da superficie, impede o espalhamento

da gota pela superficie, o que explica sua forma esférica.

Assim, a tensdo superficial pode ser definida como o trabalho (energia mecanica)
necessario para se aumentar a area de uma superficie liquida e resulta da assimetria de
interacOes intermoleculares entre as moléculas da superficie e do interior do liquido, sendo
expressa em milinewtons por metro (mN.m™) ou dinas por centimetro (dyn.cm™) (FARIAS et
al., 2021; KONTOGEORGIS; KIIL, 2016, p. 34). A Tabela 1 apresenta os valores de tensdo
superficial para alguns liquidos. A tensdo interfacial, por sua vez, ¢ a tenséo superficial entre
dois liquidos imisciveis e seu valor esta, normalmente, entre os valores individuais desses
liquidos. Dessa forma, para aumentar a area superficial de um liquido e, com isso, reduzir sua
tensdo superficial, deve-se aplicar uma forga de maior magnitude, de modo que as moléculas
do interior migrem para criar uma nova unidade de area na superficie (ROSEN; KUNJAPU,
2012, p. 235).



Tabela 1 — Valores de tensdo superficial para alguns liquidos a 25 °C.

Tensao superficial

Liquidos (MN/m-)
Mercurio 480
Agua 72
Glicerol 63
Bromoformio 45
Cloroformio 27
n-Octanol 27
n-Hexadecano 27
n-Dodecano 25
n-Octano 22
n-Hexano 18
Eter 17

Fonte: Adaptado de Kontogeorgis; Kiil (2016); Kronberg; Holmberg; Lindman (2014).

Tensbes superficiais elevadas, como a da agua, no entanto, podem ser facilmente
reduzidas pela adicdo de surfactantes ao meio, como mostra a Figura 4 (KONTOGEORGIS;
KIIL, 2016, p. 36). Isso acontece porque quando um tensoativo é dissolvido em um meio
aquoso, migra para as superficies e separa as moléculas de agua vizinhas, anulando as forcas
de atracdo nas diagonais e reduzindo a forca de atracdo para o seio do liquido (Figura 5).
Portanto, quanto maior a concentracdo de tensoativos na superficie/interface, maior sera a
reducdo da tensdo superficial/interfacial. A dispersédo de fases, molhabilidade e umectacgéo séo
propriedades dos surfactantes que dependem da reducéo da tensao superficial (DALTIN, 2011,

p. 25).
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Figura 4 — A tenséo superficial de um sistema pode ser afetada de 3 formas diferentes: presenca
de eletrélitos, compostos organicos e moléculas tensoativas.

Tensdo superficial

compostos organicos

eletrdlitos

tensoativos

Concentragao de tensoativo

Fonte: Adaptado de Kronberg; Holmberg; Lindman (2014).

Legenda: A presenca de eletrolitos aumenta a tensdo superficial porque os ions interagem com as

moléculas de &gua por meio de interacdes eletrostaticas, aumentando as forgcas coesivas do sistema.

Alguns compostos orgénicos solGveis em agua, como o etanol, concentram-se preferencialmente na
superficie liquido-ar, reduzindo a tensao superficial.

Figura 5 — As forcas de atracdo entre as moléculas de dgua na superficie sdo reduzidas pela

adicéo de surfactantes.

l—v Surfactante

o

Fonte: Adaptado de Daltin (2011).
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1.3.2 Micelizagéo

Como mencionado anteriormente, a medida que a concentracao de tensoativos aumenta
e as regides de maior estabilidade sdo saturadas por moléculas individuais, um mecanismo
alternativo de remocdo dos grupos hidrofobicos em contato com a dgua substitui a adsor¢édo de
superficies, reduzindo a energia livre do sistema (ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 125). Esse
fendmeno, conhecido como micelizacdo, € uma das caracteristicas mais notaveis dos
surfactantes e decorre do excesso de moléculas livres em solucdo, que tendem a se encontrar,
de tal modo que suas partes hidrofdbicas, sem afinidade pela 4gua, mas com afinidade entre si,
agrupem-se formando micelas (Figura 6), estruturas termodinamicamente mais estaveis que 0s

monodmeros livres em solucdo (DALTIN, 2011, p. 24).

Figura 6 — llustracdo de uma micela de dodecil sulfato de sddio (SDS) em agua.

Fonte: Israelachvili (2011).

Tais estruturas podem ser definidas como particulas coloidais em que as caudas
lipofilicas estdo posicionadas em direcdo ao nucleo da micela, enquanto as cabecas polares
interagem com a agua circundante (VARJANI; UPASANI, 2017). A concentracdo na qual
surfactantes formam micelas é chamada concentracdo micelar critica (CMC) e é considerada a
caracteristica fisico-quimica mais importante de um tensoativo, porque representa a barreira de
concentragfes na qual essas moléculas apresentam comportamentos diferentes. A partir da
CMC, entdo, a adicdo de mais tensoativos ndo interfere na ocupacdo das superficies e
consequentemente na reducéo da tenséo superficial, mas aumenta o nimero de micelas, e delas
advém as propriedades de solubilizacdo, emulsificagdo e detergéncia (DALTIN, 2011, p. 258;
KRONBERG; HOLMBERG; LINDMAN, 2014, p. 234; NAKAMA, 2017, p. 233).
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1.3.2.1 Solubilizacéo

A solubilizacao pode ser entendida como a dissolucédo de uma substancia solida, liquida
ou gasosa em um solvente, por meio de sua interacdo com as micelas de um surfactante,
formando uma solucdo estvel. Com isso, materiais insollveis ou pouco solGveis em um
solvente especifico podem ser solubilizados. Como exemplo, compostos apolares, como
hidrocarbonetos, podem solubilizar em agua no interior de micelas, em intimo contato com suas
caudas hidrofébicas, enquanto moléculas organicas serdo solubilizadas em suas superficies, em
contato com as cabecgas polares. Trocando-se a polaridade do solvente, as micelas se
organizardo de modo diferente (ver Figura 2, p. 17) e a forma como as substancias solubilizaréo
se inverterda (NAKAMA, 2017, p. 235; ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 202).

1.3.2.2 Emulsificacédo

Emulsificacdo, por sua vez, é a formacéao de emulsdes a partir da dispersao de um liquido
imiscivel em outro, gerando uma mistura heterogénea, diferente da solubilizacdo onde ocorre a
formacdo de uma solugdo. Assim, para formar uma emulsdo entre 6leo e agua na presenca de
um agente emulsionante acima de sua CMC, deve-se fornecer agitacdo ao sistema, de modo
que as goticulas de 6leo recém-criadas sejam recobertas pelas moléculas de surfactantes que
estavam organizadas em micelas, originando uma dispersao coloidal que pode durar de minutos
a anos, até a separacao das fases (ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 202; VARJANI; UPASANI,
2017).

Se a emulsdo contém goticulas de dleo dispersas em agua, recebe o nome de emulsdo
6leo em agua (O/A), como ocorre no leite, caso contrario, emulsdo dgua em o6leo (A/O), a
exemplo da margarina. Sorvetes, cosméticos, tintas e agrotoxicos sdo exemplos de emulsdes
presentes no dia a dia. Além das indUstrias de alimentos, cosméticos, quimicas e agroquimicas,
agentes emulsionantes também s&o muito utilizados na industria de petroleo para extracdo do
6leo cru (ALIZADEH-SANI et al., 2018; ROSEN; KUNJAPU, 2012, p. 202; SALEK;
EUSTON, 2019; VARJANI; UPASANI, 2017).

1.3.2.3 Detergéncia

Detergéncia pode ser € definida como a remocao de sujidades solidas ou liquidas de

uma superficie em contato com um liquido. Quando um substrato que apresenta sujidade oleosa
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é submerso em solucdo contendo surfactante acima de sua CMC, tem-se 0 mesmo fendmeno
observado na formagéo de uma emulséo. Os monémeros do tensoativo em micelas ocupam as
superficies do 6leo com a agua e do substrato com a agua e, a medida que, essas zonas de
transicdo sdo ocupadas e ainda existem micelas disponiveis, ocorre a tendéncia de se criar novas
superficies de estabilizagdo. Deste modo, gera-se uma forca, conhecida como efeito cunha, que
expulsa a sujidade adsorvida ao substrato, formando uma emulsédo O/A ou uma dispersao, que
devem ser estabilizados no solvente até 0 momento do enxague. Outras variaveis que auxiliam

na detergéncia sdo a agitacdo ou atrito e o aquecimento (DALTIN, 2011, p. 33-34).

1.4 ASPECTOS AMBIENTAIS RELACIONADOS AO USO DOS SURFACTANTES

Surfactantes sdo utilizados de forma massiva em produtos de higiene pessoal, do lar e
na limpeza industrial e um grande volume desses compostos chega ao meio ambiente, seja apds
o tratamento dos efluentes em estacBes de tratamento ou de modo indireto, através do despejo
de 4guas nao tratadas em rios, lagos e oceanos. Uma vez no ambiente, surfactantes tendem a se
adsorver aos sedimentos, depositando-se no fundo do leito, o que dificulta sua biodegradacao e
aumenta o tempo de persisténcia desses contaminantes no ambiente, alguns dos quais
considerados toxicos (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2021a; JACKSON et al., 2016;
MERRETTIG-BRUNS; JELEN, 2009).

A taxa de biodegradacao dos surfactantes é ainda menor nos ambientes marinhos, uma
vez que esses compostos formam complexos com ions de calcio e magnésio, diminuindo sua
biodisponibilidade aos microrganismos. Os alquil benzeno sulfonatos lineares, por exemplo,
que correspondem a classe de tensoativos mais utilizada, se adsorvem de forma irreversivel aos
sedimentos marinhos, acumulando-se no fundo do oceano (JACKSON et al., 2016).

A biodegradacdo pode ser definida como o processo natural no qual microrganismos
presentes no ambiente consomem a matéria organica disponivel através da quebra de suas
ligacGes quimicas, gerando subprodutos assimilaveis (WHITE, RUSSEL, 1995, p. 28).
Segundo Daltin (2011, p. 93-95), surfactantes que resistem a biodegradagdo sdo estaveis e,
portanto, recalcitrantes, a exemplo dos tensoativos que possuem ramificagcbes em suas cadeias
hidrocarb6nicas, como o alquilbenzeno sulfonato ramificado.

Surfactantes catidnicos também sdo extremamente recalcitrantes em virtude de seu alto
poder adsortivo, aderindo-se aos microrganismos que promovem a biodegradacao e alterando
dessa forma, sua capacidade de assimilar nutrientes, levando-os a morte. Um exemplo € o

cloreto de didecil dimetil amonio, que apesar de ter sido substituido ha quase 3 décadas por
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outros tensoativos catidnicos mais biodegradaveis, ainda pode ser detectado em ambientes
costeiros e marinhos (BRYCKI; WALIGORSKA; SZULC, 2014; DALTIN, 2011, p. 95;
JACKSON et al., 2016).

Uma segunda via de entrada de surfactantes no ambiente decorre do uso de toneladas de
surfactantes em acidentes ambientais envolvendo derramamentos ou vazamentos de petrdleo
no oceano, onde atuam como agentes dispersantes e emulsificantes. Contudo, além de
recalcitrantes, alguns surfactantes, como o dioctil sulfosuccinato de sddio, utilizado na
remediacdo do 6leo derramado pela plataforma Deepwater Horizon, em 2010, é citotoxico a
diversas formas de vida marinha, incluindo invertebrados, algas, ovos de peixe e comunidades
microbianas (ALMEDA et al., 2014; BARRON et al., 2003; BEYER et al., 2016).

Em virtude dos fatos mencionados e tendo em vista a importancia dos surfactantes para
a sociedade moderna, o desenvolvimento de novos tensoativos deve priorizar o uso de matérias-
primas renovaveis como forma de diminuir o seu impacto no ambiente. A exemplo disso, 0s
biopolimeros representam 0 expoente de uma transicdo para processos industriais mais
sustentaveis, com uso de recursos renovaveis em sua producdo e geracdo de produtos
ambientalmente corretos (SANTOS et al., 2016).

2 SURFACTANTES MICROBIANOS

Moléculas com propriedades surfactantes também séo encontradas na natureza, sendo
produzidas por animais, plantas e microrganismos. Dentre os surfactantes de origem natural
com aplicacgdes biotecnoldgicas em potencial, aqueles produzidos por microrganismos sdo 0s
mais estudados (FARIAS et al., 2021; VIEIRA et al., 2021), o que se reflete no grande nimero
de dissertacdes, teses, artigos cientificos, livros e patentes publicados.

Surfactantes microbianos sdo um grupo estruturalmente diverso de moléculas
produzidas, em sua maioria, por bactérias, leveduras e fungos filamentosos e que assim como
suas contrapartes sintéticas, possuem natureza anfifilica, sendo dotados de um grupo hidrofilico
ligado a uma cadeia hidrofébica, possuindo, portanto, caracteristicas e propriedades superficiais
como reducdo das tensdes superficial e interfacial e micelizacdo, descritas anteriormente.
(BANAT et al., 2010; BJERK et al., 2021; DA SILVA et al., 2021; MARKANDE; PATEL,;
VARJANI, 2021; SANTOS et al., 2016).

Tais compostos tém despertado o interesse da academia e industria nas Ultimas décadas
por conta de uma série de vantagens frente aos surfactantes de origem sintética (Figura 7). Em

primeiro lugar, possuem uma grande diversidade quimica e funcional e sdo tolerantes a
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condigdes extremas de temperatura, pH (2—12) e salinidade, o que lhes garante aplicabilidade
em diferentes processos industriais. Ademais, por conta de sua origem bioldgica, s&o menos
toxicos e mais biodegradaveis que os tensoativos sintéticos, tornando-se adequados para uso na
agricultura e nas industrias de alimentos, cosméticos, sabdes e detergentes, farmacéutica, entre
outras (BJERK et al., 2021; ADETUNJI; OLANIRAN, 2021; DA SILVA etal., 2021; FARIAS
etal., 2021; JOHNSON et al., 2021; PRADHAN; BHATTACHARYYA, 2017).

Os surfactantes de origem microbiana sdo comumente divididos em duas classes
principais: moléculas de baixa massa molecular, chamadas biossurfactantes e moléculas de alta
massa molecular, conhecidas como bioemulsificantes (ROSENBERG, RON, 1999), mas
também sdo frequentemente classificados de acordo com a sua composi¢do quimica. Outras
formas de categorizar esses compostos incluem a carga de seu grupo polar (iénico, ndo-iénico
e anfotero), propriedades fisico-quimicas e microrganismos produtores (ADETUNJI;
OLANIRAN, 2021; FARIAS et al., 2021; MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021; SANTOS
etal., 2016; SILVA et al., 2018).

Figura 7 — Caracteristicas gerais e vantagens dos surfactantes microbianos frente aos

surfactantes de origem petrogquimica.

Podem ser usados na biodegradagaoe
detoxificagdo de efluentes industriais,
biorremediacdo de solos e dguas contaminadas por
petréleo

Atuam em condigGes extremas de temperatura,
salinidadee pH

Baixa toxicidade
Biodegradabilidade

. . Atividade antimicrobi
Surfactantes microbianos il

Biocompatibilidade

Podem ser produzidos utilizando residuos
agroindustriais

Diversidade de estruturas (aproximadamente 2000
surfactantes microbianos descritos)

Especificidade (devido a sua estrutura complexa
com grupos funcionais especificos, surfactantes
microbianos possuem especificidade para certas
aplicagoes

Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2021).
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2.1 BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes (BSs) possuem massa molecular entre 0.5 e 1.5 quilodaltons (KDa) e
podem apresentar em seu grupo polar mono, di ou oligossacarideos, aminoacidos, grupos
fosfato e fungdes organicas como éster, acido carboxilico e alcool. Em contrapartida, sua parte
apolar é formada por &cidos graxos de cadeia linear, ramificada, saturada, insaturada ou ainda
hidroxilada. Os glicolipideos e lipopeptideos sdo os principais representantes dessa classe, que
também inclui os acidos graxos, fosfolipideos, lipideos neutros e proteinas (BJERK et al., 2021,
DA SILVA et al., 2021; FARIAS et al., 2021; JAHAN et al., 2020; UZOIGWE et al., 2015;
VIEIRA et al., 2021).

Com relacdo as suas propriedades, BSs possuem excelente atividade superficial,
reduzindo as tensbes superficial e interfacial de sistemas e formando emulsdes. Ademais,
possuem baixa CMC, pré-requisito de um bom tensoativo. Diante disso, podem atuar como
agentes adsortivos, solubilizantes, dispersantes, umectantes, detergentes, espumantes e
emulsionantes em varios processos industriais (ADETUNJI; OLANIRAN, 2021; BANAT et
al., 2010; UZOIGWE et al., 2015).

2.2 BIOEMULSIFICANTES

Bioemulsificantes (BEs), por outro lado, sdo moléculas de alta massa molecular,
podendo se apresentar na forma de polissacarideos, lipopolissacarideos, glicoproteinas,
lipoproteinas, proteinas ou ainda, como complexos de carboidratos, lipideos e proteinas,
alcancando até 1 megadaltons (MDa). Por conta de seu tamanho avantajado, ndo reduzem a
tensdo superficial, mas podem formar e estabilizar emulsdes de forma eficiente, mesmo em
baixas concentracdes. A estabilizacdo das emulsbes pelos BEs se deve a presenca de grupos
reativos expostos em sua estrutura, o que diminui 0 choque entre as micelas e consequentemente
reduz a chance de rompimento das mesmas (DA SILVA et al., 2021; ROSENBERG, RON,
1999; UZOIGWE et al., 2015; THRAEIB et al., 2022).

Segundo Calvo et al. (2009) e Uzoigwe et al. (2015), a combinacéo de polissacarideos,
acidos graxos e proteinas na molécula do BE, potencializa suas propriedades emulsificantes e
estabilizantes. Além disso, BEs também participam da solubilizagéo de substratos com elevada
hidrofobicidade, sendo uteis em eventos de biorremediacdo envolvendo vazamento ou
derramamento de petr6leo ou derivados em ambientes marinhos e terrestres, como também nas

industrias farmacéutica, de cosméticos, alimentos, bebidas, petroquimica, entre outras.
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3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES E
BIOEMULSIFICANTES

Microrganismos produtores de biossurfactantes e bioemulsificantes sdo onipresentes na
natureza, habitando ambientes aquaticos (dgua doce e salgada), terrestres (solo, sedimentos e
lodo) e aqueles com condigOes extremas de temperatura, salinidade, pressao e pH (PERFUMO
et al., 2010, p. 1503; PITOCCHI et al., 2020). A diversidade ecologica e fisioldgica dos
microrganismos favorece a producdo de uma miriade de surfactantes com elevado grau de
complexidade e heterogeneidade quimicas que estdo diretamente relacionados aos papéis
biolégicos que desempenham na natureza, e que, por conseguinte, suscitam possiveis
aplicacdes biotecnoldgicas (DA SILVA et al., 2021; UZOIGWE et al., 2015).

Diversas espécies de bactérias (incluindo cianobactérias e actinobactérias), leveduras,
fungos filamentosos e cogumelos das classes Ascomicetos e Basidiomicetos, algas e algumas
arqueias produzem surfactantes microbianos a partir de substratos variados, sollveis ou
insolUveis em agua, tais como acucares, Oleos vegetais, residuos agroindustriais e
hidrocarbonetos (LOURENCO et al., 2018; LUNA-VELASCO et al., 2007; MARKANDE;
PATEL; VARJANI, 2021; VELIOGLU; UREK, 2015; VIEIRA et al., 2021). Segundo Thraeib
et al. (2022), enquanto alguns microrganismos sintetizam BSs e BEs exclusivamente de
hidrocarbonetos ou de substratos hidrofilicos, outros podem utilizar as duas fontes de carbono,
0 que resulta em moléculas com grande diversidade de estruturas e funces.

N&o obstante, uma mesma linhagem pode produzir surfactantes diferentes de acordo
com o tipo de substrato fornecido. Isso acontece porque diferentes fontes de carbono alteram a
estrutura dos BSs/BEs e consequentemente suas propriedades. Essas mudancas sdo benéficas
do ponto de vista industrial, quando funcionalidades especificas sdo desejadas para uma certa
aplicacdo, mas suscitam um rigor maior durante a producdo em larga escala (FARIAS et al.,
2021; JOHNSON et al., 2021).

Bactérias sdo consideradas as principais produtoras de surfactantes microbianos, uma
vez que a maioria dos BSs e BEs descritos na literatura tem origem bacteriana, com
predominancia dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter,
Burkholderia, Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia, Gordonia e Halomonas (CERESA et
al., 2021; FENIBO et al., 2019; SHEKAR et al., 2015).

Os ramnolipideos, produzidos por P. aeruginosa (JARVIS; JOHNSON, 1949) e a
surfactina, produzida por Bacillus sp. (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968), foram os
primeiros BS descobertos e sdo até hoje os mais estudados por conta de suas atividades
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antimicrobiana, antiviral, imunossupressora, anticoagulante e antitumoral (BJERK et al., 2021,
RAAIIMAKERS et al., 2010).

Surfactantes fangicos, em comparacdo, foram descritos em apenas 19% do total de
publicacBes na area. Entretanto, leveduras e fungos filamentosos secretam biossurfactantes e
bioemulsificantes com uma grande diversidade de estruturas, alguns dos quais, de producéo
exclusiva por esses microrganismos, como os soforolipideos, lipideos de manosileritritol,
celobiolipideos, lipideos de poliol, xilolipideos, hidrofobinas e cerato-plataninas (DA SILVA
et al., 2021; PITOCCHlI et al., 2020).

Outra caracteristica notavel das leveduras e fungos filamentosos se deve ao status
GRAS (“Geralmente Reconhecido Como Seguro”) de uma série de bioprodutos produzidos por
esses microrganismos, ao contrario daqueles originados de bactérias patogénicas como Bacillus
e Pseudomonas, que possuem uso restrito (AMARAL et al., 2010). O acronimo GRAS foi
criado pela Food & Drug Administration, 6rgdo de controle norte americano, para designar
organismos ndo-patogénicos cujos produtos podem ser usados nas industrias farmacéutica e de
alimentos, sem oferecer risco ao consumidor (FDA, 2022).

A maioria dos biossurfactantes e bioemulsificantes leveduriformes é produzida por
fungos pertencentes aos géneros Candida, Starmerella, Yarrowia, Pseudozyma e
Saccharomyces (Tabelas 2 e 3). Dentre 0os BSs leveduriformes de maior importancia académica
e comercial, estdo os soforolipideos e os lipideos de manosileritritol, glicolipideos produzidos,
respectivamente, por S. bombicola e espécies do género Pseudozyma, que apresentam
excelentes propriedades superficiais e biomédicas. Ja em relacdo aos BEs, Liposan e Yansan,
ambos produzidos por Y. lipolytica, sdo os mais bem descritos até 0 momento e apresentam
elevados indices de emulsificacdo (AMARAL et al., 2010; CERESA et al., 2021; DA SILVA
etal., 2021).

A pesquisa com fungos filamentosos, por sua vez, ainda é incipiente e os trabalhos
disponiveis na literatura envolvendo a bioprospeccéo de biossurfactantes e bioemulsificantes
produzidos por esses organismos sao raros, 0 que representa um potencial desperdicado, visto
gue fungos filamentosos sdo conhecidos por produzirem uma variedade de biopolimeros
utilizados na industria, como polissacarideos, exopolissacarideos, enzimas hidroliticas e
agentes antimicrobianos (LUFT et al., 2020; TUPE et al., 2022).

Uma das razdes levantadas por Silva et al. (2018) para a menor exploracéo dos fungos
filamentosos nessa area se deve ao seu crescimento mais lento em relagdo as bactérias e
leveduras. Todavia, fungos filamentosos tém demonstrado um grande potencial de producéao de

BSs e BEs, apresentando, rendimentos superiores aos encontrados por muitas leveduras e
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principalmente por bactérias (LUFT et al., 2020), como pode ser observado nas Tabela 2 e 3,
onde estdo registrados os principais biossurfactantes e bioemulsificantes fungicos conhecidos
até o momento.

Nota-se ao observar as tabelas supracitadas que enquanto leveduras produzem
glicolipideos, glicoproteinas, lipoproteinas e complexos de carboidrato, lipideo e proteina,
fungos filamentosos sintetizam uma gama maior de biossurfactantes e bioemulsificantes:
glicolipideos, fosfolipideos, &cidos graxos, proteinas, lipoproteinas e complexos de carboidrato,
lipideo e proteina. Além disso, observa-se que o numero de BSs descobertos € maior que o de
BEs, o que também é visto em bactérias, e dadas as propriedades e potenciais aplicacbes dos
BEs, discutidas posteriormente, a caracteriza¢do de novos bioemulsificantes apresenta grande

importancia académica e industrial.

Tabela 2 — Principais biossurfactantes produzidos por leveduras e fungos filamentosos.

(Continua)

Classes Biossurfactantes Microrganismos

Candida sp.®
Rhodotorula sp. !
Starmerella bombicola®
Torulopsis sp. !
Wickerhamiella
domericqiae!
Trealolipideos Fusarium fujikuroi?

Candida sp.®

Pseudozyma sp. !
Schizonella melanogramma®

Soforolipideos

Lipideos de manosileritritol
Glicolipideos

Ustilago sp.3
Xilolipideos Pichia caribbica®
Cryptococcus humicola?
Pseudozyma sp. !
Celobiolipideos Sympodiomycopsis
paphiopedilit
Ustilago maydis33
- . Aureobasidium sp.
Lipideos de poliol Rhodotorula sp. *
Uzmaq Aspergillus flavus AF61222
Fosfolipideos Acido espiculispdrico Penicillium spiculisporum

Talaromyces trachyspermus?
Acidos graxos Malpininas/malpibaldinas Mortierella alpina?
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(Conclusao)

Classes Biossurfactantes Microrganismos

Schizophyllum commune?

Trichoderma reesei?
A. terreus?

T. atroviride?
Trichoderma harzianum?

Hidrofobinas

Proteinas
Cerato-plataninas

Fonte: Adetunji; Olaniran, (2021); Baldeweg et al., (2019); Da Silva et al., (2021); Ishaq et al., (2015);
Luft et al. (2020); Pitocchi et al. (2020); Sharma; Sundar; Srivastava, (2021).

Tabela 3 — Principais bioemulsificantes produzidos por leveduras e fungos filamentosos.

Classes Bioemulsificantes Microrganismos

Liposan/Yansan Yarrowia lipolytica®
Kluyveromyces marxianus?

Saccharomyces sp.!

Glicoproteinas Manoproteinas S. bombicolal
Wickerhamomyces
anomalus!
N/d* Curvularia lunata?

Aspergillus mulundensis?
Fusarium sp.
Penicillium chrysogenum
SNP5?

Yarrowia lipolytica
MTCC9520!
Candida sp. 3

Galactomyces
pseudocandidum?

Complexo Carboidrato- N/d Geotrichum candidum?®
Lipideo-Proteina M. circinelloides UCP0001?

Mucor hiemalis?
Penicillium citrinum?
Penicillium sp.?

Lipoproteinas N/d

Fonte: Adetunji; Olaniran, (2021); Da Silva et al., (2021); Ferreira et al. (2020); Luft et al. (2020);
Marques et al. (2020); Paraszkiewicz; Kanwal; Dtugonski (2002); Sharma; Sundar; Srivastava, (2021).

Legenda: 1 — Leveduras; 2 — Fungos filamentosos; 3 — Fungos dimérficos; 4 — Nao disponivel.
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Entre os géneros de fungos filamentosos com maior nimero de BSs e BEs descritos na
literatura, estdo Aspergillus, Fusarium, Ustilago, Penicillium e Trichoderma (ISHAQ et al.,
2015; LUNA-VELASCO et al., 2007; PIEGZA et al., 2021; SENA et al., 2018).

Um levantamento feito por Markande, Patel e Varjani (2021) mostrou que fungos
filamentosos produzem, sobretudo, BSs e BEs contendo mono ou oligossacarideos (31%),
lipideos (27,6%), proteinas (13,8%), carboidratos (10,3%), aminoacidos ou peptideos (3,4%) e

outros componentes em menor quantidade.

4 BIOEMULSIFICANTES FUNGICOS

Vérias espeécies de leveduras e alguns fungos filamentosos produzem biossurfactantes e
bioemulsificantes com propriedades emulsionantes e estabilizantes. Contudo, nesta se¢do serdo
abordados apenas o0s bioemulsificantes propriamente ditos, que segundo mencionado
anteriormente, diferenciam-se dos primeiros pela maior massa molecular e por néo
apresentarem a capacidade de reduzir as tensdes superficial e interfacial, mas de formar
emulsdes estaveis entre dois ou mais liquidos imisciveis, além da solubilizacdo de substratos

pouco soluveis.

4.1 LIPOSAN

Leveduras produzem uma variedade de surfactantes microbianos e a espécie Yarrowia
lipolytica se destaca pela producdo de diferentes bioemulsificantes (AMARAL et al., 2010).
Liposan foi o primeiro BE de Y. lipolytica a ser isolado e dentre os de origem leveduriforme é
0 mais estudado (CIRIGLIANO; CARMAN, 1984; PESSOA et al., 2019). Em sua composico
predominam os carboidratos (glicose, galactose, galactosamina e acido galacturdénico), que
compdem 83% da molécula, seguidos por proteinas, que somam 17%, sendo considerado,
portanto, uma glicoproteina (THRAEIB et al., 2022).

Sua producdo esta atrelada ao uso de hidrocarbonetos como o n-Hexadecano no meio
de fermentacdo e é inibida na presenca de glicose. Em relacéo a sua atividade emulsificante,
liposan apresenta elevados indices de emulsificagdo de hidrocarbonetos alifaticos de cadeia
longa, como n-Dodecano, n-Tetradecano e n-Hexadecano e também emulsiona e estabiliza
emulsdes de 6leos vegetais (CIRIGLIANO; CARMAN, 1984; THRAEIB et al., 2022).

Quanto a sua estabilidade em condicOes variadas de pH e temperatura, liposan exibe

méaxima atividade emulsificante em pH acido (2 — 5) e na faixa entre 30 e 90 °C, perdendo 60%
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de sua atividade na temperatura de 100 °C (CIRIGLIANO; CARMAN, 1984). Por fim, em
virtude de sua baixa produtividade, o foco dos estudos atuais esta voltado a otimizacdo das
condicdes de producao do liposan, como forma de aumentar seu rendimento e assim, competir
com os bioemulsificantes bacterianos e com o baixo custo dos emulsionantes sintéticos
(SAJNA et al., 2015).

4.2 YANSAN

Outro bioemulsificante fingico de destaque é o yansan, produzido por uma linhagem
de Y. lipolytica isolada da Baia de Guanabara, no Rio de Janeiro. Diferentemente do liposan, o
yansan é produzido em meio de fermentacdo contendo glicose como Unica fonte de carbono,
mas possui uma composicdo bioguimica semelhante, estimada em 84% de carboidratos
(manose, glicose, galactose e arabinose), 15% de proteinas e 1% de lipideos (&cidos palmitico,
estearico, laurico e oleico) (AMARAL et al., 2006).

A concentragdo micelar critica do Yansan é de 500 mg.L™?, ficando abaixo de outros
emulsionantes utilizados na indGstria. E importante salientar que quanto menor a CMC de um
bioemulsificante, menor a quantidade necessaria para solubilizar e/ou emulsificar substratos
imisciveis, gerando uma economia nos processos industriais. Em relacao as suas propriedades,
0 yansan é capaz de emulsionar hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos de tamanhos variados
em uma faixa de pHs de 3a 9 (AMARAL et al., 2006).

4.3 MANOPROTEINAS

Manoproteinas constituem um grupo de glicoproteinas que juntamente aos f-glucanos
e a quitina compdem a parede celular de muitas leveduras. De acordo com sua composicao
quimica, podem ser classificadas em manoproteinas estruturais ou enziméaticas (CAMERON;
COOPER; NEUFELD, 1988; SNYMAN et al., 2021). O primeiro tipo é o mais abundante na
natureza e contém 10% de proteinas e 90% de carboidratos, no qual os residuos de manose se
conectam entre si por ligagdes (al—6), (al—2) e (a1—3), formando um polimero de manose
que, por sua vez, liga-se ao polipeptideo por meio de uma ligacdo N-glicosidica entre dois
residuos de N-acetilglicosamina e o nitrogénio amidico de um residuo de asparagina, como
mostrado na Figura 8 (BASTOS et al., 2022).

Manoproteinas enzimaticas, por sua vez, contém um contetdo proteico maior (30 —

50%) e sdo caracterizadas pela presenca de cadeias curtas de manose, com ligagdes (a1 —2) e
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(a1—3), nas quais um residuo de manose faz uma ligagao O-glicosidica com a hidroxila de um
residuo de serina ou treonina (Figura 8) (BASTOS et al., 2022; SNYMAN et al., 2021).
Residuos adicionais de manosilfosfato podem aparecer em ambas as classes, aumentando a
solubilidade em agua e a depender da classe da manoproteina e do género da levedura, o peso

molecular desses polimeros pode variar entre 50 — 800 kDa (SNYMAN et al., 2021).

Figura 8 — Estrutura esquematica das manoproteinas estruturais e enzimaticas presentes na

parede celular de Saccharomyces spp.

Manoproteinas Manoproteinas
Estruturais Enzimaticas

Manoproteinas

Ser /Thr

.Manose . N-acetilglicosamina (P ) Fosfato « Proteinas

Fonte: Adaptado de Bastos et al. (2022).

Cameron, Cooper e Neufeld (1988) foram os primeiros a determinar a atividade
emulsificante das manoproteinas extraidas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, que
emulsionam eficientemente uma serie de hidrocarbonetos alifaticos, arométicos, misturas,
solventes organicos e 6leos vegetais, além de serem estaveis em uma ampla faixa de pHs,
temperaturas de 121 °C e concentragcfes de NaCl de até 10% (ALCANTARA et al., 2013). Por
fim, sdo excelentes agentes estabilizantes, como demonstrado por Lukondeh, Ashbolt e Rogers
(2003), que isolaram uma manoproteina de Kluyveromyces marxianus com propriedade de

estabilizar emulsGes de 6leo de milho por até 3 meses.
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5 APLICACOES DOS BIOEMULSIFICANTES

Uma elevada demanda por agentes emulsionantes nos mais diversos setores industriais
impulsiona o mercado mundial de emulsificantes, que deve alcancar 17 bilhdes de dolares em
valor de mercado até 2027 (COHERENT MARKET INSIGHTS, 2020). Emulsificantes sdo
utilizados na industria de alimentos e bebidas como agentes emulsionantes e estabilizantes
conferindo-lhes melhores caracteristicas sensoriais, como aroma, textura e sabor. Nas indudstrias
farmacéuticas, de cosméticos e cuidado pessoal, sdo usados no preparo de Xxaropes,
comprimidos, cremes e géis. Na industria agroquimica, atuam na estabilizacdo dos principios
ativos de defensivos agricolas e na industria petroquimica, auxiliam na extracdo do 6leo dos
reservatorios de petréleo, bem como na limpeza de dutos (OPENPR, 2020).

Contudo, a maioria dos emulsificantes utilizados na inddstria é sintética, alguns dos
quais podendo oferecer riscos ao meio ambiente (ver secdo 1.4) e a salde humana. Diversos
estudos vém demonstrando o papel-chave que emulsificantes sintéticos, como o polisorbato 80
(Tween 80) e a carboximetilcelulose, amplamente utilizados em alimentos processados,
desempenham na génese de processos inflamatdrios intestinais, como a sindrome do intestino
irritavel e a sindrome metabdlica (NAIMI et al., 2021; SIENA et al., 2022).

Associado a isso, a crescente conscientizacdo da sociedade quanto a seguranca dos
produtos que consome tem aumentado a demanda por itens naturais, organicos, veganos e
sustentaveis e os bioemulsificantes se encaixam bem nessa dindmica, sendo fortes candidatos a
substituicdo parcial ou total dos seus equivalentes sintéticos (MARKANDE, PATEL,
VARJANI, 2021; SALEK et al., 2022). Em vista dos fatos mencionados, serdo apresentadas
trés areas estratégicas nas quais bioemulsificantes fungicos podem ser empregados, agregando

valor aos produtos e servigos gerados.

5.1 BIODEMULSIFICANTES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A emulsificacdo desempenha um papel importante na consisténcia e textura de muitos
alimentos naturais e industrializados, de modo que os bioemulsificantes podem ser usados em
formulacGes que contenham sistemas polifasicos, como 6leos ou gorduras em agua e vice-versa,
promovendo sua homogeneizacdo (ADETUNJI; OLANIRAN, 2021; DALTIN, 2011, p. 309).
Além do emulsionamento eficiente, bioemulsificantes também podem atuar em sua
estabilizagdo, visto que emulsbes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e tendem a se

desfazer ao longo do tempo, 0 que somado as misturas complexas de ingredientes, pH, teor de



38

sal e elevadas temperaturas de preparo, podem diminuir sua estabilidade e, assim, o tempo de
prateleira do produto (GUDINA; RODRIGUES, 2019, p. 127; SALEK; EUSTON, 2019).

Além de apresentarem performances equivalentes ou superiores aos emulsionantes
comumente utilizados na industria de alimentos, bioemulsificantes também se destacam por sua
maior estabilidade em condic¢des extremas de temperatura, salinidade e pH, além de auséncia
de toxicidade. Assim, diversos trabalhos tém demonstrado o potencial de utilizagcdo de
bioemulsificantes fungicos na industria de alimentos (ALCANTARA et al., 2013; DAVEREY;
PAKSHIRAJAN, 2009; MONTEIRO et al., 2010), podendo compor formula¢es de maionese
(CAMPOS et al., 2015; TORABIZADEH; SHOJAOSADATI; TEHRANI, 1996), molhos
(CAMPOS; STAMFORD; SARUBBO, 2019; SHEPHERD et al., 1995), margarina, biscoitos,
bolos, sorvetes e salsichas (LUKONDEH; ASHBOLT; ROGERS, 2003).

Bioemulsificantes também podem ser usados na industria de panificacdo, uma vez que
melhoram a reologia da massa através do aumento da capacidade de retencéo de agua, aliada a
homogeneizagéo eficiente dos ingredientes e incremento da elasticidade e volume da mesma
contribuindo para o sabor e aparéncia do produto (ALIZADEH-SANI et al., 2018; ADETUNJI;
OLANIRAN, 2021; MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021).

No mais, em virtude de sua atividade antimicrobiana, bioemulsificantes podem ser
utilizados como ferramentas poderosas na seguranca de alimentos e bebidas industrializados,
que sdo passiveis de contaminagdo por microrganismos patogénicos, constituindo um grave
problema de satde publica (GUDINA; RODRIGUES, 2019, p. 129). A exemplo disso, uma
manoproteina isolada de S. cerevisiae inibiu o crescimento de patdgenos comuns em alimentos,
como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli
(KADHEM; ESSA; MAHMOOD, 2019).

5.2 BIOEMULSIFICANTES NA INDUSTRIA DE PETROLEO

O petroleo representa um recurso econémico estratégico no panorama geopolitico
mundial, sendo a principal fonte energética utilizada pelo homem em suas atividades. Contudo,
0s métodos tradicionais de extragdo de petréleo possuem uma eficiéncia limitada, de modo que
apenas o0 Oleo proximo a superficie do pogo € extraido nas etapas iniciais, enquanto mais de
50% permanecem retidos na rocha (DE ALMEIDA et al., 2016).

Assim, para que a extracdo continue, sdo empregadas tecnologias de recuperagéo
melhorada do 6leo (do inglés Enhanced Oil Recovery), em que processos térmicos e quimicos,

como a injecdo de surfactantes, emulsificantes, acidos e gases, auxiliam na percolacdo de 7 a
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15% do oOleo remanescente através dos poros da rocha até a saida do poco, aumentando,
contudo, os custos do processo. Em contrapartida, uma adaptacdo desse método consegue
recuperar até 50% do petrdleo restante e vem sendo amplamente discutida na literatura,
apresentando resultados promissores em estudos de campo (DE ALMEIDA et al., 2016;
GEETHA; BANAT,; JOSHI, 2018; LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007; NIKOLOVA;
GUTIERREZ, 2020).

A recuperacdo de Oleo melhorada por microrganismos (Microbial Enhanced Oil
Recovery) consiste na utilizacdo de microrganismos ou metabolitos microbianos promissores
na extracdo do petréleo encerrado na rocha e pode funcionar de duas maneiras. Na primeira,
populagdes de microrganismos e nutrientes sao injetados no poco junto ao fluido de perfuracéo
e, uma vez no reservatorio, esses organismos passam a produzir bioemulsificantes,
biossurfactantes, solventes, &cidos organicos e gases, que de forma sinérgica, auxiliam na
dissolucdo parcial da rocha, aumentando sua porosidade e, consequentemente, a percolacéo do
6leo, que é emulsionado pelos emulsificantes, facilitando sua recuperacdo. Na segunda
abordagem, apenas os metabolitos microbianos sdo injetados, diminuindo substancialmente o
tempo do processo (DE ALMEIDA et al., 2016; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018;
NIKOLOVA; GUTIERREZ, 2020).

Ao final da recuperacdo, o petréleo chega a superficie na forma de uma emulsdo agua
em 6leo, que precisa ser desfeita antes da refinacdo para que ndo se injete teores de agua maiores
gue 1% nas colunas de fracionamento. O processo de desemulsificacdo pode ser feito pela
adicdo de biodemulsificantes mais sollveis em agua que os bioemulsificantes presentes na
emulsdo, desestabilizando-a e aumentando a coalescéncia da dgua que estava no interior das
micelas, podendo entdo ser separada em uma fase distinta. Trabalhos envolvendo
biodemulsificantes produzidos por leveduras e fungos filamentosos tém apresentado resultados
promissores (ROCHA E SILVA et al., 2017; VALLEJO-CARDONA et al., 2017).

Por fim, bioemulsificantes podem ser empregados na limpeza de brocas de perfuracéo,
oleodutos e tanques de armazenamento, uma vez que as fracbes mais pesadas do petroleo
tendem a se acumular nessas estruturas. Dessa forma, atuam diminuindo a viscosidade das
mesmas através da formacao de emulsdes, as quais sdo descartadas (DE ALMEIDA et al., 2016;
DALTIN, 2011, p. 308; FENG et al., 2010; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2018).
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5.3 BIOEMULSIFICANTES NA BIORREMEDIACAO DE AMBIENTES
MARINHOS CONTAMINADOS POR PETROLEO

Apesar da importancia econdmica do petroleo e seus derivados, vazamentos e
derramamentos de 6leo durante as etapas de extracdo, armazenamento e refino (XU et al.,
2018), podem comprometer seriamente o ecossistema marinho, afetando as formas de vida que
ali vivem e a subsisténcia das comunidades costeiras, cujas atividades dependem diretamente
da qualidade da 4gua (LEVY; GOPALAKRISHNAN, 2010; BEYER et al., 2016).

Hidrocarbonetos de petréleo apresentam baixa solubilidade em &gua, o que dificulta o
acesso dos microrganismos ao 6leo para que ocorra a biodegradacdo. Os bioemulsificantes
agem aumentando a biodisponibilidade desses poluentes através da sua solubilizacdo em agua,
que ocorre por meio do encapsulamento de goticulas de 6leo no interior de micelas. Essas
emuls@es facilitam o ataque oxidativo dos microrganismos, 0 que associado as estratégias de
retencdo mecanica, com o uso de barreiras fisicas de contencdo, barcos especializados na
remocao do 6leo e materiais adsorventes, contribuem para limpeza desses ambientes (CALVO
et al., 2009; MNIF; GHRIBI, 2015; IVSHINA et al., 2015; MAPELLI et al., 2017;
MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2018; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; PRINCE,
2015).

Uma vez que microrganismos degradadores de petréleo sdo onipresentes na natureza,
incluindo os oceanos, a biodegradacao constitui um dos métodos mais eficientes de remocao de
poluentes (ATLAS, 1991; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Por esse motivo, ferramentas que
otimizem esse processo apresentam grande apelo ambiental. Um evento bem-sucedido de
biorremediagdo foi empregado ap6s o derramamento de 6leo do petroleiro Exxon Valdez na
baia de Prince William, no Alasca, em 1989, que derramou 37.000 toneladas de 6leo cru no
oceano, permitindo uma diminuicdo média anual em torno de 28% para o 6leo na superficie do
mar e 12% para o 6leo presente na coluna d’agua (SWANNELL et al., 1999; IVSHINA et al.,
2015).
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de produgao de bioemulsificantes por fungos filamentosos isolados

de amostras de solo de um aterro de residuos da producéo de petréleo no municipio de Icapui,

Ceara.

b)

d)

f)

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar os protocolos de tensao superficial, dispersdo do 6leo diesel e emulsificacdo do
6leo de motor como parametros de deteccdo de bioemulsificantes produzidos pelos
isolados fungicos no filtrado livre de células;

Extrair os bioemulsificantes produzidos por isolados selecionados;

Avaliar a emulsificacdo de diferentes hidrocarbonetos e 6leos vegetais pelos extratos de

bioemulsificantes;

Analisar o efeito da concentracdo dos extratos de bioemulsificantes e sua estabilidade

em condicdes de elevado estresse salino e térmico;
Determinar a carga ionica dos bioemulsificantes;
Fazer uma caracterizacdo quimica preliminar dos extratos de bioemulsificantes,

utilizando cromatografia em camada delgada e espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 MICRORGANISMOS

Foram testados 19 isolados fungicos provenientes da colecdo de microrganismos do
Laboratdrio de Biologia de Microrganismos (BIOMICRO), do Departamento de Biologia
Molecular (DBM/CCEN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os fungos foram
isolados e identificados por Marques (2004) a partir de amostras de solo de um aterro de
residuos sélidos da producédo de petréleo, na Fazenda Belém, no municipio de Icapui, Ceara.
Eles foram mantidos em frascos-ampola na forma de discos de cultura em meio Agar Batata
Dextrose (BDA) imersos em agua destilada, a temperatura ambiente.

Para reativacao, os fungos foram semeados em placas de Petri contendo meio agar batata
dextrose (BDA) (caldo do cozimento de 200 g de batata, 20 g de glicose, 15 g de &gar e 1000
mL de &gua destilada), pH 5,5, e incubados em estufa a 30 °C por 120 h. Ap6s o crescimento,
as culturas foram transferidas para tubos com meio BDA inclinado, incubadas sob as mesmas
condicdes e, posteriormente usadas como indculo para os testes. Fez-se, também, um novo
estoque dos fungos em agua destilada, a partir do qual foram feitos os repiques para cada hovo
experimento.

Os meios de cultura e materiais utilizados foram esterilizados por autoclavagéo a 121
°C, 1 atm, por 15 min e as placas de Petri, em estufa de esterilizacdo, a 160 °C por 180 min. A

semeadura dos fungos foi realizada em capela de fluxo laminar.

7.2 PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTES PELOS FUNGOS

7.2.1 Condicdes de Cultivo

Foi utilizado, com adaptacGes, 0 meio de producdo de surfactantes microbianos M2,
proposto por Bicca, Fleck e Ayub (1999) contendo 0,5g de fosfato monopotassico (KH,PO,);
1g de fosfato dipotéssico (K,HPO,); 0,59 de sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS0,.7H,0); 0,19 de cloreto de potassio (KCI); 0,0132g de dicloreto de calcio (CaCl,); 79
de nitrato de sodio (NaNQO3); 0,019 de sulfato de ferro (11) (FeSO4.7H20); 2,5g de peptona; 1g
de extrato de levedura; 5g de glicose e 1000 mL de agua destilada, pH 7.
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O ensaio de producdo de bioemulsificantes pelas culturas fungicas foi realizado em
duplicata usando frascos erlenmeyer (250 mL) com 150 mL de meio M2 e 0,5% de Gleo de
motor (v/v) com aditivos (MOTRIO), esterilizado por autoclavacdo. As culturas foram
incubadas em estufa a 30 °C por 120 h, sem agitacdo. Para padronizacdo do inoculo foi
preparada uma suspensdo de esporos fangicos a partir da adicdo de 1 mL de &gua destilada
estéril em tubos de BDA inclinado contendo a cultura, seguida da raspagem de uma area da
superficie das colonias equivalente a 1 cm? com uma alca de platina. Por fim, com auxilio de
uma pipeta, a suspensao era transferida para o meio de producao.

As culturas foram filtradas em papel filtro qualitativo (Unifil) e o filtrado utilizado para
o0s ensaios de deteccdo de bioemulsificantes. O papel filtro contendo a biomassa (Umida) foi
transferido para placa de Petri (0 peso da placa e do filtro foi aferido previamente e subtraido)
e submetidos a secagem em estufa a 50 °C por 96 h. O peso da biomassa (seca) foi entdo aferido

e expresso em g.L ™.

7.2.2 Deteccao de Biossurfactantes/Bioemulsificantes

7.2.2.1 Tensao superficial

Determinou-se a tensdo superficial dos filtrados através de um tensidmetro de pressao
de bolhas Sensadyne (QC6000), a temperatura ambiente. Nesse método, uma bomba de gas
nitrogénio, ligada ao equipamento, produz bolhas no filtrado livre de células (90 mL por
amostra), por meio de dois capilares de didmetros diferentes imersos na solugdo. Um sensor
mede, entdo, a diferenca de pressdo maxima e minima das bolhas ao longo do tempo para
calcular a tenséo superficial da amostra. 1sso porgque, a medida que a bolha cresce, sua pressao
interna aumenta e desloca a dgua circundante. Ao atingir uma pressdo maxima, a bolha se
desprende do capilar e se desloca para a superficie da solucdo (DALTIN, 2011).

Como controle negativo, aferiu-se a tensdo superficial do meio M2 estéril e, como
controle positivo, uma solugédo do surfactante anidnico dodecil sulfato de sodio (SDS) a 1%. A
cada nova medicdo, os capilares do equipamento eram lavados com &gua destilada. Os

resultados foram expressos em mN.m,
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7.2.2.2 Teste de dispersdo do 0leo diesel

A metodologia descrita por Youssef et al. (2004) foi utilizada para avaliar a capacidade
de dispersdo do 6leo diesel pela presenca de biossurfactantes no filtrado livre de células. Para
isso, foram adicionados 50 mL de agua destilada numa placa de Petri e 100 uL de 6leo na
superficie da &gua. Na sequéncia, 10 uL da amostra foram pipetados na superficie do 6leo e a
zona clara de disperséo, caso formada, foi medida. Uma solucéo de SDS a 1% foi usada como

controle positivo.
7.2.2.3 Teste de emulsificacdo

A presenca de bioemulsificantes nas amostras foi verificada pela emulsificacéo do 6leo
de motor, numa adaptacao dos métodos descritos por Gaylarde (2000) e Batista et al. (2006).
A um tubo de ensaio (100mm x 15mm) foram adicionados 2 mL do filtrado livre de células
e 2 mL de 6leo de motor, e em seguida os tubos foram agitados no vortex por 2 min em
velocidade maxima. Ap6s 5 min, 24 h e 90 dias de repouso, os indices de emulsificacdo Ex
(%) foram calculados dividindo-se a altura da camada emulsificada (He) pela altura total da
coluna (Ht), multiplicado por 100:

He
EX(%) = H_t x 100 (1)

Em que X representa o tempo de repouso das emulsdes. A estabilidade das emulsées foi

calculada pela razdo entre os indices E24 e E5.

7.3 EXTRACAO DE BIOEMULSIFICANTES E DETERMINACAO DA
ATIVIDADE EMULSIFICANTE

Ap0s a realizacdo dos testes de producédo de bioemulsificantes foram selecionados dois
isolados para extragcdo dos bioemulsificantes presentes no filtrado livre de células e sua

caracterizacao.
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7.3.1 Cultivo em Meios com Diferentes pHs e Concentracdes de Oleo de Motor

Uma vez que, a depender do microrganismo, a producao de bioemulsificantes pode estar
relacionada as condic6es do crescimento celular, avaliou-se duas variaveis que podem interferir
diretamente nesse parametro. Assim, trés condi¢des de pH (5, 6 e 7) e trés porcentagens de 6leo
de motor (1%, 2% e 5%) foram testadas para o cultivo dos fungos em frascos erlenmeyer (250
mL) com 150 mL de meio M2 tamponado. A padronizacao do inoculo foi feita como descrito
na secéo 7.2.1. As culturas foram incubadas em estufa a 30 °C por 120 h, sem agitacéo.

Para obtencio do pH 5, utilizou-se o tamp&o acetato a 0,1 M, contendo 5,8 mL.L™ de
acido acético e 8,2 g.L™ de acetato de sodio. Para os pHs 6 e 7, utilizou-se o tampéo fosfato de
potassio, 0,1 mol.L™, feito a partir de soluces de KH,PO, (136,09 g.L ) e K;HPO, (174,18

g.LY) a1 mol.LL O volume final dos tampdes foi ajustado com agua destilada.

7.3.2 Extracéo dos Bioemulsificantes

Para recuperacéao dos bioemulsificantes presentes no filtrado livre de células, realizou-se
uma precipitacdo etandlica, descrita por Monteiro et al. (2010) e Sena et al. (2018), utilizando
alcool de cereais (96%). Nesse processo, o filtrado foi precipitado com quatro volumes de etanol
gelado (1:4 v/v), mantido a 4 °C em geladeira por 48 h. Na sequéncia, o precipitado formado foi
coletado por centrifugacdo (6000 rpm, 20 min a 4 °C) e congelado.

As amostras foram liofilizadas em liofilizador Liobras L101 e em seguida pesadas,

calculando-se, entdo, o rendimento dos bioemulsificantes em g.L™.

7.3.3 Emulsificacdo de Hidrocarbonetos e Oleos Vegetais

Como forma de avaliar a extensdo da atividade emulsificante dos bioemulsificantes
recuperados do filtrado, realizou-se o teste de emulsificacdo utilizando hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos (n-hexano, tolueno e xileno), misturas (6leos cru, de motor, diesel e
querosene) e 6leos vegetais (azeite e 6leo de soja). O teste de emulsificacéo foi realizado como
descrito na sec¢do 7.2.2.3, mas utilizando uma solucéo de bioemulsificantes cuja concentracao
foi calculada com base no rendimento obtido na se¢éo anterior.

A emulsificacdo do 6leo de motor pelos bioemulsificantes também foi comparada a dos
surfactantes sintéticos SDS, brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), ambos na concentragdo
de 10 g.L %, e Tween 80.
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7.3.4 Efeito da Concentragdo na Atividade Emulsificante

A atividade dos extratos de bioemulsificantes foi avaliada em sete concentracfes
diferentes, a fim de se determinar a concentracdo emulsificante minima na qual o0s
bioemulsificantes estudados emulsionam eficientemente o 6leo de motor. Para isso, foram
preparadas solugdes de 50, 100, 250, 500 pg.mL?, 1, 1,5 e 2 mg.L? do extrato de

bioemulsificantes para uso no teste de emulsificacéo.

7.3.5 Efeito da Salinidade e Temperatura na Atividade Emulsificante

A fim de avaliar a estabilidade dos bioemulsificantes frente a diferentes condicdes de
salinidade e temperatura, submeteu-se-lhes, de forma isolada, a um ciclo de autoclavacao de 15
min a 121 °C e a concentra¢des de 1%, 10%, 20% e 30% de Cloreto de Sodio (NaCl) e em
seguida foram realizados os testes de emulsificacdo do dleo de motor.

7.4 DETERMINACAO DA CARGA IONICA DOS BIOEMULSIFICANTES

A carga idnica dos bioemulsificantes foi determinada pela técnica de difusdo dupla em
agar, proposta por Meylheuc, Van Oss e Bellon-Fontaine (2001), em que duas fileiras de pocos
foram perfuradas em placas de Petri contendo agar de baixa dureza (1%), com o auxilio de uma
ponteira de 1 mL. Cada po¢o na linha inferior foi preenchido com 40 pL de solucdo do
bioemulsificante, solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%, enquanto cada po¢o na
linha superior foi preenchido com o mesmo volume de um composto puro de carga idnica
conhecida (Figura 10).

Como composto anidnico, utilizou-se 0 SDS a 20 mM e como composto catidnico,
CTAB, a 20 mM. Em até 48 h, observou-se o aparecimento de linhas de precipitacdo entre os
pocos, oriundas do encontro das moléculas de bioemulsificantes (caso sejam idnicos) com 0s

surfactantes de carga oposta.

7.5 CARACTERIZACAO QUIMICA PRELIMINAR DOS BIOEMULSIFICANTES

7.5.1 Cromatografia em Camada Delgada

Realizou-se uma caracterizacdo qualitativa do extrato dos bioemulsificantes por
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Cromatografia em Camada Delgada (CCD), numa adaptacdo do método descrito por Piegza et
al. (2021).

Figura 9 — Esquematizacdo do método de difusdo dupla em agar para determinacao da carga

dos bioemulsificantes, tendo como exemplo surfactante cationico CTAB.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Legenda: As zonas de precipitagdo formadas ao redor dos pocos contendo o surfactante catiénico CTAB

apos 48 h indicam que o bioemulsificante tem carater aniénico.

As analises foram feitas com amostras dissolvidas em uma mistura de metanol e
acetona, aplicadas em placas de silica gel por meio de uma pipeta capilar, e entdo depositadas
verticalmente em um béquer com tampa, contendo uma camada rasa de solvente (fase movel)
e forrado lateralmente com papel de filtro. Como fase movel, utilizou-se o cloroférmio para
deteccdo de lipideos e proteinas e uma solucdo de cloroférmio, metanol e acetona para detecgédo
de carboidratos.

Ao final do processo, as placas foram submetidas a trés metodos de visualizagdo: (1)
exposicao a vapores de iodo, em um béquer vedado, para visualizacdo de lipideos; (2) aplicacdo
de uma solucdo de ninidrina (0,25%) em acetona, seguida de aquecimento da placa a 105 °C
por 10 min, para visualizacdo de peptideos e proteinas e (3), aplica¢do de uma solucdo de orcina,
acido sulfarico (65%) e agua (0.15g; 8.2 mL; 42 mL, respectivamente), também seguida de

aquecimento a 105 °C por 10 min, para detecgédo de carboidratos.
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7.5.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Amostras dos extratos de bioemulsificantes foram moidas e misturadas ao brometo de
potassio (KBr) seco para confeccao de pastilhas, que foram, entdo, submetidas ao espectrometro
Shimadzu IRPrestige-21 para identificacdo de grupos funcionais na regido entre 400—4000

nimeros de onda (cm™).
7.6 Anélise de dados
Os dados coletados foram analisados no software Excel 365 e expressos em média

aritmética e desvio padréo. Para realizacdo da andlise de variancia Two-way ANOVA e para

construcao dos gréaficos, utilizou-se o software GraphPad Prism 8.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS FUNGICAS

Foram estudados dezenove isolados de fungos filamentosos pertencentes aos géneros
listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Espécies de fungos isoladas do solo do aterro de residuos contaminados por petréleo

em Icapui-CE.
Espécies N° de linhagens Linhagens Cadastro SisGen
: A82a; A85a; A85b;

Aspergillus flavus 4 A85C ATEFO00C
Aspergillus nidulans 3 A34; A96; A97a A02AD36
Aspergillus 1 A95b A43B381

ochraceus
Aspergillus sydowii 1 A93a A68C946
Aspergillus terreus 2 A92; A97 A33AT1E
Aspergillus ustus 2 A95a; A2la A528D1F
Paecilomyces variotii 4 AR ﬁ’gg; AES A7BDBAO
Trichoderma koningii 2 A31; A96b AADS8B2F

Fonte: Autoria propria (2022).
Notas:
® Os isolados foram identificados por Marques (2004) com base em critérios morfoldgicos segundo

manuais de identificagdo de fungos.

Os isolados fungicos cresceram bem no meio BDA atestando a viabilidade da colegdo
de fungos armazenada em agua destilada estéril. Nas Figuras 10 e 11 sdo apresentadas fotos das

culturas das 8 espécies de fungos estudadas neste trabalho.
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Figura 10 - Culturas dos fungos pertencentes ao género Aspergillus em meio Agar Batata
Dextrose.

A. flavus A85b A. nidulans A34 A. ochracens A95b

A. sydowii A93a A. terreus A93a A. ustus A21a

Fonte: Autoria propria (2022).
Legenda: Fotos do anverso das placas.

Figura 11 - Culturas dos fungos pertencentes aos géneros Paecilomyces e Trichoderma em
meio Agar Batata Dextrose.

P. variotii A35 T. koningii A96b

Fonte: Autoria propria (2022).
Legenda: Fotos do anverso das placas.
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8.2. BIDOMASSA DOS FUNGOS NO MEIO M2 COM OLEO DE MOTOR

Todos os isolados cresceram no meio de producdo M2 acrescido de 0,5% de oleo de
motor. De acordo com os dados gravimétricos expostos na Figura 12, os trés géneros de fungos
filamentosos apresentaram uma média de biomassa de 3,4 g.L™. Os isolados A. flavus A82a,
A85Db, A85c e A. terreus A92 obtiveram os melhores rendimentos de biomassa, ultrapassando

4 g.L%, enquanto A. nidulans A97a obteve a menor biomassa entre todos, 1,9 g.L™.

Figura 12 - Biomassa dos fungos em meio M2 acrescido de 0,5% de 6leo de motor.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:

@ As barras de erro indicam o desvio padrdo da média.

Durante a filtragem das culturas ndo foram observados residuos de 6leo no filtro ou na
biomassa umida, indicando sua metabolizacdo pelos fungos. O 6leo de motor é um substrato
complexo formado por hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos de cadeia longa (C15-Cso)
(VASQUEZ-DUHALT, 1989), sendo uma das principais causas de polui¢do de solos e corpos
d’agua, incluindo 4guas subterrancas e corpos hidricos superficiais (AKINTUNDE;
OLUGBENGA; OLUFEMI, 2015; RAMADASS et al., 2015).

Por esse motivo, microrganismos aptos a degradar poluentes recalcitrantes como o 6leo
de motor, sdo de particular interesse da biotecnologia ambiental, podendo ser aplicados em
eventos de biorremediag¢do. De modo a corroborar os dados apresentados, outros trabalhos na
literatura mostraram que fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Paecilomyces e

Trichoderma podem utilizar o 6leo de motor como Unica fonte de carbono para crescimento
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celular (AMEEN et al., 2015; HUSAINI et al., 2008; SANDIAWO et al., 2022).

8.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES/BIOEMULSIFICANTES PELOS
FUNGOS

A producdo de biossurfactantes/bioemulsificantes pelos isolados de fungos filamentosos
estudados neste trabalho foi verificada a partir dos métodos de tensdo superficial, dispersdo do

oleo diesel e emulsificacdo do 6leo de motor, cujos resultados se encontram na Tabela 5.

8.3.1 Tensdo Superficial e Dispersdo do Oleo Diesel a Partir do Filtrado das Culturas de

Fungos

N&o houve reducdo da tensdo superficial nas amostras em relagdo ao meio M2 (69,5
mN.m™) em comparacdo com o surfactante aniénico SDS (10 g.L™?), controle positivo do
experimento, o qual reduziu a tensdo superficial da agua para 37,7 mN.m™2. De modo
semelhante, nenhuma das amostras promoveu dispersdo do 6leo diesel enquanto o SDS formou
halos de disperséo de 61,5 mm.

A medicdo da tensdo superficial e a dispersdo do dleo a partir do sobrenadante sdo
alguns dos protocolos de deteccdo de biossurfactantes extracelulares mais utilizados na
literatura (DA SILVA et al., 2021; SATPUTE et al., 2010) e um dos mais importantes a nivel
preliminar (TWIGG et al. 2021).

Segundo Mulligan (2005), moléculas com propriedades tensoativas, sintéticas ou
bioldgicas, devem reduzir a tensdo superficial da dgua para valores abaixo de 35 mN.m, o que
ndo foi observado neste trabalho para os isolados flngicos.

Alguns exemplos de biossurfactantes com boas propriedades tensoativas sao 0s
soforolipideos e os ramnolipideos, produzidos, respectivamente, por leveduras (Tabela 2) e
Pseudomonas spp., que reduzem a tensédo superficial da agua para valores entre 31 — 40 mN.m"
1 (40 — 100 mg.L) e 24 — 35 mN.m™? (1 — 200 mg.L™?), na devida ordem (ARCHANA et al.,
2019; BENINCASA et al., 2004; MANKO; ZDZIENNICKA; JANCZUK, 2014; SALEK;
EUSTON; JANEK, 2022; VAN BOGAERT et al., 2007).
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Tabela 5 - Resultados dos testes de tensdo superficial, dispersdo do 6leo diesel e emulsificacdo
do éleo de motor do filtrado das culturas de fungos em meio M2 acrescido de 0,5% de 6leo de

motor.
Tens&o . . indice de Emulsificac&o
Linhagens Superficial Dispersao
(mMN/m™) (mm) E5(%6) E24(%)
A. flavus
A82a 69,6 + 0,80 0 100,0 £ 0,00 93,4 + 0,00
A85a 68,0 £ 0,65 0 100,0 £ 0,00 93,7+ 0,02
A85b 67,5+0,55 0 100,0 £ 0,00 96,5+ 0,00
A85¢ 67,8 £0,40 0 100,0 £ 0,00 95,7+ 0,00
A. nidulans
A34 69,6 + 0,85 0 100,0 £ 0,00 92,6 + 0,02
A96 67,9+ 2,05 0 100,0 £ 0,00 94,2 + 0,00
A97a 66,5 + 0,00 0 58,5 + 0,04 53,4+ 0,01
A. ochraceus
A95b 68,2 £ 0,95 0 100,0 £ 0,00 93,9+0,00
A. sydowii
A93a 68,3 + 0,85 0 100,0 £ 0,00 93,9+ 0,01
A. terreus
A92 68,8 + 1,45 0 100,0 £ 0,00 94,6 + 0,00
A97 68,1 + 0,65 0 100,0 £ 0,00 92,9+0,01
A. ustus
A95a 68,5+ 0,15 100,0 £ 0,00 92,1+0,01
A2la 68,6 + 0,80 100,0 £ 0,00 96,1 + 0,00
P. variotii
A32 66,7 £ 0,10 0 100,0 £ 0,00 90,7 £ 0,00
A33a 68,3 £ 0,45 0 100,0 £ 0,00 91,2+ 0,00
A35 69,5+ 0,35 0 100,0 £ 0,00 93,5+ 0,00
A36 67,7 +0,45 0 100,0 £ 0,00 91,1+0,01
T. koningii
A3l 68,0 + 0,10 100,0 £ 0,00 90,8 + 0,01
A96b 67,9 0,00 100,0 + 0,00 94,0+ 0,00
Controles
SDS (10 g.L ) 37,7+0,15 61,5+ 0,50 58,3+ 0,01 30,5+0,10
Meio M2 69,5+ 1,00 N/a N/a N/a

Fonte: Autoria propria (2022).
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Notas:
1 Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.
Legenda:

N/a - N&o se aplica.

Outro biossurfactante de grande importancia industrial € a surfactina, produzida por B.
subtilis, que é capaz de diminuir a tensdo superficial da agua para 27 mN.m™ (10 — 15 mg.L™?)
(GEISSLER etal., 2019). Entretanto, os biossurfactantes mais potentes ja relatados na literatura
sdo produzidos por duas espécies de fungos filamentosos. Ishaq et al. (2015) descreveram o
glicolipideo Uzmag-A, produzido por Aspergillus flavus AF612, enquanto Dos Reis et al.
(2018) reportaram a producdo de um trealolipideo pelo fungo Fusarium fujikuroi, ambos com
propriedade de reduzir a tenséo superficial da agua para 20 mN.m™.

Diferentemente do teste de tensdo superficial, que necessita de equipamento
especializado, a dispersdo do 6leo é um método barato, rapido e eficaz para deteccdo de
biossurfactantes (ADETUNJI et al., 2021). Excelentes resultados foram obtidos pelos BSs
Uzmag-A e Uzmag-B, os quais produziram zonas de dispersdo de 95 mm e 85 mm,
respectivamente (ISHAQ et al., 2015), enquanto um soforolipideo produzido por Candida sp.
produziu halos de 81 mm no 6leo de motor (ARCHANA et al., 2019).

De modo similar, resultados negativos nos testes de tensdo superficial e dispersdo do
Oleo podem descartar a producdo de biossurfactantes pelos microrganismos testados
(PANJIAR; SACHAN; SACHAN, 2015).

8.3.2 Emulsificacio do Oleo de Motor pelo Filtrado das Culturas de Fungos

Ainda de acordo com a Tabela 5, todas as amostras emulsificaram o 6leo de motor,
apresentando elevados indices de emulsificacdo. Dezoito isolados exibiram indices de
emulsificacdo E5% iguais a 100% e indices acima de 90% ap0s 24 h (E24). Os maiores indices
E24 foram registrados para os fungos A. flavus A85b (96,5%) e A85c (95,7%), A. ustus A21a
(96,1%), A. terreus A92 (94,6%), A. nidulans A96 (94,2%) e Trichoderma koningii A96b
(94,0%). O fungo A. nidulans A97a foi o Unico a apresentar indices de emulsificagéo inferiores
a 90%.

Como mostram a Tabela 6 e a Figura 13, a estabilidade das emulsbes ap6s 24 h variou

entre 0,91 e 0,97. Os valores mais proximos de 1,0 indicam uma maior estabilidade da emulséo,
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com uma separagdo mais lenta das fases do sistema. Desta forma, as emulsdes produzidas pelos
fungos testados neste trabalho apresentaram 6tima estabilidade.

Tabela 6 - Estabilidade das emulsdes de 6leo de motor produzidas pelas linhagens fungicas
apos 24 h e 90 dias.

Estabilidade
Linhagens
24 h 90 dias
A. flavus
A82a 0,93 0,74
A85a 0,94 0,73
A85b 0,97 0,77
A85¢ 0,96 0,76
A. nidulans
A34 0,93 0,72
A96 0,94 0,72
A97a 0,91 0,52
A. ochraceus
A95h 0,94 0,78
A. sydowii
A93a 0,94 0,77
A. terreus
A92 0,95 0,75
A97 0,93 0,77
A. ustus
A95a 0,92 0,74
A2la 0,96 0,72
P. variotii
A32 0,91 0,77
A33a 0,91 0,76
A35 0,94 0,74
A36 0,91 0,75
T. koningii
A3l 0,91 0,72
A96b 0,94 0,75

Fonte: Autoria propria (2022).
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Ap0s 90 dias, a estabilidade das emulsdes diminuiu, em média, 18%, exibindo valores
superiores a 0,70 para dezoito isolados, enquanto A. nidulans A97a apresentou 0 menor valor
(0,52).

Figura 13 — Emulsdes de 6leo de motor produzidas pelos isolados fungicos observadas ap6s
24 h (A) e 90 dias (B).

A. sidowii A. flavus A. terreus

A T. koningii A. nidulans A. flavus A. ustus

A. sidowii A. flavus A. terreus

B T. koningii A. nidulans A. flavus A. ustus

Fonte: Autoria propria (2022).
Notas:
@ As fotos foram tiradas apds 24 h (A) e 90 dias (B) de repouso.
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O indice de emulsificagdo E24, juntamente com os valores de estabilidade s&o os dados
mais importantes para aplicacdo de um surfactante com propriedades emulsificantes em
processos ambientais e industriais. Segundo Willumsen e Karlson (1996), um bom
emulsificante microbiano deve apresentar indice de emulsificacdo igual ou superior a 50% e
estabilidade maior ou igual a 0,50. Neste trabalho, os bioemulsificantes produzidos pelos
isolados fangicos apresentaram indices de emulsificacdo e estabilidades superiores a esses
valores.

Desta forma, em virtude dos resultados negativos nos testes de tensdo superficial e
dispersdo do 6leo diesel e com base nos excelentes indices de emulsificacdo obtidos pelos
fungos, pode-se constatar que o0s dezenove isolados produziram bioemulsificantes
extracelulares em meio M2 com adicdo de 6leo de motor. Apesar de alguns biossurfactantes
também possuirem atividade emulsificante, essa propriedade deve vir acompanhada de reducéo
da tensdo superficial e atividade dispersante.

Outros trabalhos utilizaram o teste de emulsificacdo do 6leo de motor para deteccdo de
bioemulsificantes secretados por fungos filamentosos no sobrenadante das culturas. Marques et
al. (2020) reportaram uma linhagem de Mucor circinelloides capaz de emulsificar o éleo de
motor (E24), sob condi¢fes variadas de cultivo, entre 80% e 90%, enquanto uma linhagem de
M. hiemalis estudada por Ferreira et al. (2020) exibiu um indice de emulsificacdo de 98%.

De modo similar, trabalhos envolvendo bactérias produtoras de bioemulsificantes
também apresentaram altos indices de emulsificacdo do 6leo de motor. Obayori et al. (2009)
registraram indices E2s de 80,25% para uma linhagem de Pseudomonas sp., a0 passo que
Camacho-Chab et al. (2013) obtiveram taxas de 96,3% para Microbacterium sp.

Outros trabalhos, no entanto, relataram a producdo de biossurfactantes por bactérias e
fungos filamentosos com ambas as propriedades tensoativas e emulsificantes. Algumas
linhagens de Pseudomonas spp. e uma de Bacillus sp. isoladas por Viramontes-Ramos et al.
(2010) exibiram indices E24 superiores a 80% para o 6leo de motor, a medida que, também
reduziram a tenséo superficial.

Diferentes linhagens de Rhizopus sp. e Mucor sp. reduziram a tensao superficial (27 —
35 mN.m?) e apresentaram indices de emulsificacdo do 6leo de motor entre 55,2% e 96%
(CANDIDO et al., 2022; FERREIRA et al., 2020; PELE et al., 2018). A linhagem de M.
hiemalis estudada por Ferreira et al. (2020) produziu os dois tipos de biomoléculas. Sob
agitacdo, produziu um biossurfactante e sem agitacdo, um bioemulsificante, citado

anteriormente.
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No presente trabalho, a producdo de bioemulsificantes pelos isolados de fungos
filamentosos se deu em cultivo estatico, sendo interessante, portanto, a investigacdo de outros
parametros de cultivo, como agitacdo e diferentes fontes de carbono, de modo a avaliar seu
impacto na producao e nas propriedades das biomoléculas produzidas.

Em virtude dos dados apresentados, verifica-se que os indices de emulsifica¢do do 6leo
de motor encontrados neste trabalho para as linhagens de Aspergillus, Paecilomyces e
Trichoderma se mostraram superiores aos achados por Camacho-Chab et al. (2013), Candido
et al. (2022), Marques et al. (2020), Obayori et al. (2009), Pele et al. (2018) e outros estudos
encontrados na literatura, tanto para bioemulsificantes como para biossurfactantes.

Os isolados A. flavus A85b, T. koningii A96b e P. variotii A35 foram os representantes
dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Paecilomyces, respectivamente, que apresentaram 0s
maiores indices de emulsificacdo do 6leo de motor, colocando-0s como microrganismos
promissores para ensaios e aplicagdes futuras. Ademais, este foi o primeiro estudo a identificar
a producdo de bioemulsificantes pelos géneros Trichoderma e Paecilomyces.

8.4 PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTES POR Aspergillus flavus 85b E
Trichoderma koningii 96b

Com base nos dados da emulsificacdo do 6leo de motor e estabilidade das emulsdes, 0s
isolados Aspergillus flavus 85b e Trichoderma koningii 96b foram escolhidos para os ensaios

de recuperacdo e caracterizacdo dos bioemulsificantes.

8.4.1 Biomassa dos Isolados em Diferentes Condi¢des de Cultivo

Como forma de avaliar as melhores condicdes de cultivo de A. flavus 85b e T. koningii
96b para producédo de bioemulsificantes, as variaveis de pH e concentracdo do 6leo de motor
foram analisadas em relacdo a biomassa (Tabela 7).

Verifica-se que as duas variaveis exerceram influéncia sobre a biomassa dos isolados
em meio M2, em que o crescimento méaximo foi alcangado na condi¢do de pH 7 e 2% de 6leo
de motor, com biomassa seca de 16,44 g.L* para A. flavus 85b e 15,92 g.L ™! para T. koningii
96b.

Contudo, o efeito apresentado pela concentragdo do 6leo de motor foi muito mais
decisivo para o acimulo de biomassa pelos fungos, como observado na Figura 14. Nota-se que

o rendimento da biomassa se deu de maneira proporcional ao aumento da concentracdo do 6leo
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de motor em pH 7 (p < 0,05), atingindo seu maior valor no meio com 5% de 6leo, onde A. flavus
85b obteve 34,72 g.Lt e T. koningii 96b, 27,68 g.L™.

Tabela 7 — Efeitos do pH e da concentragio do 6leo de motor na biomassa (g.L ™) de A. flavus

85b e T. koningii 96b no meio M2 com 1% e 2% de 6leo de motor.

1% de Oleo 2% de Oleo
PH A. flavus 85b T. koningii 96b A. flavus 85b T. koningii 96b
5 7,93 0,39 8,17+ 0,30 14,67 + 1,42 13,72+ 0,49
6 8,15+ 0,04 8,48 + 0,09 14,55+ 0,15 12,45+ 1,29
7 9,01 +0,22 9,11+ 0,04 16,44 + 0,45 15,92 + 0,40

Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:
1) Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.

Apesar disso, no momento da filtragem das culturas, observou-se um excedente de 6leo
ndo metabolizado pelos fungos na condigdo de 5%, e por esse motivo, escolheu-se a
porcentagem de 2% para o ensaio de rendimento dos extratos de bioemulsificantes, discutido
posteriormente.

Fungos filamentosos podem se desenvolver em um amplo espectro de pHs (CORNET;
GAILLARDIN, 2014; VYLKOVA, 2017), como observado neste trabalho para os isolados A.
flavus 85b e T. koningii 96b, que cresceram nos pHs testados, apresentando maior biomassa em
pH 7. O melhor crescimento nesse pH pode estar relacionado ao pH neutro do solo do qual as
linhagens de fungos foram isoladas (MARQUES, 2004).

Poucos trabalhos utilizaram concentragdes de 6leo para producgdo de biossurfactantes e
bioemulsificantes superiores a 1% (v/v). Ameen et al. (2015) demonstraram que fungos
filamentosos possuem alta tolerancia a hidrocarbonetos de petroleo, obtendo valores de
biomassa de 10,3 g.L"* em meio mineral com 10% de 6leo de motor e pH 5,5, no decorrer de
quatro semanas de cultivo. Os fungos estudados por Asemoloye et al. (2020), por sua vez,
cresceram em meio mineral suplementado com até 20% de 6leo de motor.

Além de servir como indutor da producdo de bioemulsificantes neste trabalho, a

metabolizacdo do 6leo de motor pelos isolados de A. flavus e T. koningii, convertida em ganho
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de biomassa, também demonstra potencial de utilizacdo desses organismos em eventos de

biorremediacdo de hidrocarbonetos de petr6leo no ambiente.

Figura 14 — Efeito de diferentes concentracdes de 6leo de motor na biomassa (g.L™) de A.

flavus 85b e T. koningii 96b no meio M2.

40
3 A flavus 85b

=3 T. koningii 96b

304

20+

Biomassa (g/L)

104

2%

Oleo de motor (%)
Fonte: Autoria propria (2022).
Notas:
@ As barras de erro indicam o desvio padrdo da média.

@ L etras diferentes e o asterisco (*) representam significancia (p < 0,05).

8.4.2 Rendimento dos Extratos de Bioemulsificantes

A producéo de bioemulsificantes em meio M2 com pH 7 e 2% de 6leo de motor registrou
rendimentos de 1,86 g'L ! para A. flavus 85b e 2,14 g.L* para T. koningii 96b. Com relacgéo a
extracdo dos bioemulsificantes, a precipitacdo com etanol se mostrou um método simples e ja
foi utilizada com sucesso por outros autores.

Os trabalhos de Phetrong, H-kittikun e Maneerat (2008) e Marques et al. (2020)
obtiveram rendimentos de 2,94 g.L! e 2,69 g.L! para BEs produzidos por Acinetobacter
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 e Mucor circinelloides UCP0001, respectivamente, ao
passo que Bhaumik et al. (2020) registraram um rendimento de 726 mg.L? para levedura
Meyerozyma caribbica. Na Figura 15 sdo observados os extratos de BEs produzidos por A.

flavus 85b e T. koningii 96b antes e apds liofilizag&o.
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Figura 15 — Extratos de bioemulsificantes das culturas de A. flavus 85b e T. koningii 96b
extraidos com precipitacdo etandlica, antes (A) e apos liofilizacdo (B).

A. flavus 85b T. koningii A96b

Fonte: Autoria prépria (2022).

8.4.3 Emulsificagdo de Diferentes Substratos pelos Extratos de Bioemulsificantes

A habilidade de emulsificar hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos puros (n-hexano,
tolueno e xileno), misturas (6leos cru, de motor, diesel e querosene) e 6leos vegetais (azeite e
6leo de soja) foi investigada a partir de solugdes de 2 g.L™* dos extratos de bioemulsificantes de
A. flavus 85b e T. koningii 96b, com base nos rendimentos obtidos na secdo anterior, e 0s
resultados se encontram na Tabela 8.

A principio, observa-se que os indices de emulsificacdo do 6leo de motor e a
estabilidade das emulsGes formadas pelos extratos de BEs foram semelhantes aos obtidos a
partir do filtrado livre de células (Tabela 4), comprovando a eficiéncia da precipitagdo com
etanol 96% para extracdo dos BEs produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b.
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Tabela 8 — Indices de emulsificagdo de diferentes substratos hidrofobicos e estabilidade das
emulsdes formadas por extratos de bioemulsificantes produzidos por A. flavus 85b e T. koningii
96b.

indice de emulsificacio

Linhagens Estabilidade
E5(%) E24(%)
Oleo cru
A. flavus 85b 78,7+2,43 62,1 + 3,09 0,79
T. koningii 96b 66,8 + 1,24 60,5+ 0,93 0,90
Oleo de motor
A. flavus 85b 100,0 + 0,00 92,8 £ 0,40 0,92
T. koningii 96b 100,0 + 0,00 93,9 £ 0,05 0,93
Oleo diesel
A. flavus 85b 62,9 + 2,09 50,2 +0,10 0,79
T. koningii 96b 62,8 + 0,87 7,46 £ 1,74 0,11
Querosene
A. flavus 85b 0,0 0,0 0
T. koningii 96b 0,0 0,0 0
Xileno
A. flavus 85b 57,2+0,85 5,23+0,35 0,09
T. koningii 96b 35,0+ 0,56 6,77 + 1,68 0,19
Tolueno
A. flavus 85b 58,1 + 3,08 40,4 + 0,68 0,69
T. koningii 96b 36,6 + 1,66 11,0+ 2,63 0,30
n-Hexano
A. flavus 85b 50,5 + 6,54 24,2 + 6,01 0,48
T. koningii 96b 46,2 + 0,03 9,13+0,88 0,19
Azeite
A. flavus 85b 31,3+0,36 30,96 + 0,10 0,98
T. koningii 96b 30,31+ 0,64 29,17 £ 0,97 0,96
Oleo de soja
A. flavus 85b 37,8+241 34,59 + 1,86 0,91
T. koningii 96b 44,0 + 0,86 40,4 + 0,00 0,91

Fonte: Autoria propria (2022).

Notas:

(1) Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padrao.
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O oleo cru também foi emulsionado de forma eficiente pelos dois extratos, atingindo
indices de 62,1% para A. flavus 85b e 60,5% para T. koningii 96b. O 6leo diesel, por sua vez,
foi emulsificado eficientemente apenas pelo BE de A. flavus 85b (50,2%), enquanto nenhum
formou emulsdes com o querosene. Entre os hidrocarbonetos aromaticos, o tolueno foi melhor
emulsificado que o xileno, enquanto o n-hexano formou emulsdes mais estaveis com o BE de
A. flavus 85b (0,69).

Ademais, ambos os extratos formaram emulsdes estaveis com os 6leos vegetais testados
(> 0,90), embora nenhum dos indices E24 tenha atingido 50%. Destes, o melhor resultado foi
apresentado pelo BE produzido por T. koningii 96b, que emulsificou o éleo de soja em 40,4%
(E24%).

Comparou-se, também, os indices de emulsificacdo do 6leo de motor e a estabilidade
das emulsdes formadas entre os extratos de BEs e os surfactantes sintéticos SDS, CTAB e

Tween 80, cujos resultados podem ser vistos na Tabela 9 e nas Figuras 16 e 17.

Tabela 9 — Indices de emulsificacdo do 6leo de motor e estabilidade das emulsdes formadas
pelos extratos de bioemulsificantes dos fungos A. flavus 85b e T. koningii 96b e pelos
surfactantes sintéticos SDS, CTAB e Tween 80.

Parametros A. flavus 85b T. koningii 96b SDS CTAB Tween 80
E5(%0) 100 = 0,00 100 = 0,00 58,3+1,27 100+0,00 100+0,00
E24(%) 93,4+ 0,26 91,5+2,07 3051+9,83 39,4+585 0

Estabilidade 0,93 0,91 0,52 0,39 0

Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:
@ Os indices de emulsificacio estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.

@ Utilizou-se a concentracdo de 10 g.L* para 0 SDS e o CTAB.

Como esperado, os BEs formaram emulsdes estaveis no decorrer de 24 h (Figura 16), o
que ndo aconteceu com o CTAB e o Tween 80, que emulsionaram o 6leo de motor em 100%
(Es), mas ndo estabilizaram as emulsdes de forma adequada, o que levou a completa separacéo
das fases no caso do Tween 80 (Figura 17). O SDS também ndo demonstrou um bom indice de
emulsificacdo, mas dentre os surfactantes sintéticos testados, foi 0 que melhor estabilizou as

emulsdes (0,52).
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Figura 16 — Emulsdes de 6leo de motor formadas pelos extratos de bioemulsificantes dos
fungos A. flavus 85b e T. koningii 96b.

A. flavus 85b T. koningii A96b
A
f ; ) [ !
Antes Ap6s 5 min Ap6s 24 h Antes Ap6s 5 min Apds 24 h

Fonte: Autoria propria (2022).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, os BEs produzidos por A. flavus
85b e T. koningii 96b emulsionaram eficientemente os 6éleos cru e de motor, mas ndo 0s
hidrocarbonetos puros. Uma vez que os 6leos cru (petréleo bruto) e de motor possuem cadeias
de alto peso molecular, diferente do querosene (Cis-C20) (SCHOBERT, 2013; SPEIGHT,
2014), observou-se que o0s BEs testados foram mais eficientes na emulsificagdo de misturas de
hidrocarbonetos de cadeia longa. Esses resultados foram similares aos encontrados por
Shavandi et al. (2011) e Abu-Ruwaida et al. (1991).

Figura 17 — Emuls@es de 6leo de motor formadas pelos surfactantes SDS, CTAB e Tween 80.

Tween 80

Ap6s 5 min Apds 24 h Apds 5 min Ap6s 24 h Ap6s 5 min Apbs 24 h

Fonte: Autoria propria (2022).

Ademais, o BE de A. flavus 85b demonstrou uma maior versatilidade ao emulsionar

eficientemente o 6leo diesel (Co-C16) € a formar emulsdes estaveis com o tolueno (C7Hs). Esses
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resultados podem ser explicados pelo fato de a maioria dos BEs e BSs emulsionarem
preferencialmente um subconjunto de substratos hidrofébicos a despeito de outros e isso se
deve a grande diversidade estrutural de suas moléculas, que possuem grupos funcionais com
afinidade por substratos especificos (LUNA-VELASCO et al., 2007; TAO et al., 2019;
VIEIRA et al., 2021).

Essa particularidade dos BEs e BSs é de fundamental importancia para sua aplicacéo
em processos industriais, visto que estes requerem catalisadores quimicos especificos para
funcdes também especificas. O emulsan, produzido por A. calcoaceticus RAG™, é um exemplo
de BE substrato-dependente utilizado na industria e que s6 emulsiona eficientemente misturas
de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em proporcdes equivalentes, mas ndo suas formas
puras (ROSENBERG et al., 1979).

De modo similar, outro tipo de emulsan, quimicamente distinto do primeiro e produzido
por A. calcoaceticus BD4, também necessita de uma mistura de hidrocarbonetos aliféaticos e
aromaticos para emulsificacdo, além da presenca do fon Mg?* (KAPLAN; ROSENBERG,
1982). O alasan, por sua vez, produzido por A. radioresistens KA53, emulsiona de forma efetiva
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos puros e de alto peso molecular, mas ndo seus homélogos
de cadeia curta (NAVON-VENEZIA et al., 1995).

Alguns BEs, no entanto, conseguem emulsionar um espectro maior de hidrocarbonetos.
Cai et al. (2017) estudaram um BE produzido por Exiguobacterium sp. N41P capaz de
emulsionar compostos alifaticos e aromaticos (> 60%) e misturas de hidrocarbonetos, em
especial o 6leo mineral (70%), enquanto emulsdes estaveis de querosene, 6leo diesel e xileno
(> 60%) foram obtidas por BEs produzidos por Penicillium sp., Lysinibacillus sp. SP1025 e
Bacillus cereus SP1035 (LUNA-VELASCO et al., 2007; PANJIAR; SACHAN; SACHAN,
2015).

Em vista dos fatos mencionados, a eficiéncia dos BEs de A. flavus 85b e T. koningii 96b
na emulsificacdo dos 6leos cru e de motor sugere uma potencial aplicacdo na industria de
petréleo e em eventos de biorremediacdo, enquanto a excelente estabilizacdo das emulsdes de
azeite e Oleo de soja pode ser aproveitada nas indudstrias de alimentos e cosméticos como
agentes estabilizantes.

Por fim, faz-se necessaria a realizacao de testes de emulsificagdo com um nimero maior
de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e Gleos vegetais para assim tragar um perfil mais

completo dos bioemulsificantes estudados neste trabalho.
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8.4.4 Emulsificacio do Oleo de Motor pelos Extratos de Bioemulsificantes

O oleo de motor exibiu as maiores taxas de emulsificacao pelos bioemulsificantes de A.
flavus 85b e T. koningii 96b e por esse motivo foi escolhido para os testes de concentragdo

emulsificante minima e estabilidade frente a condi¢Bes extremas de salinidade e temperatura.

8.4.4.1 Efeito da concentracdo dos extratos de bioemulsificantes

A estabilidade de uma emulséo depende de muitos fatores, inclusive da concentracéo de
BE utilizada. Por isso, avaliou-se a influéncia da concentracdo dos extratos de BEs na
emulsificacdo do éleo de motor, com o intuito de determinar uma concentracdo emulsificante
minima, mas de acordo com a Figura 18, todas as concentragdes testadas (50 pg.mL™t — 2
mg.mL1) promoveram elevados indices E24%, sem diferenca significante (p > 0,05), variando
de 89,7% (1 mg.mL™) a 95,6% (250 pug.mL™?) para A. flavus 85b e de 92,5% (1,5 mg.mL?) a
94,5% (1 mg.mL1) para T. koningii 96b.

Avaliou-se, também, a estabilidade das emulsdes de 6leo de motor formadas a partir das
diferentes concentragcfes dos extratos, cujos resultados se encontram na Figura 19. Verificou-
se que a estabilidade variou de 0,89 (1 mg.mL™) a 0,95 (250 pug.mL™) para A. flavus 85b e de
0,92 (1,5 mg.mL™) a 0,94 (1 mg.mL™) para T. koningii 96b, também sem diferenca significante
(p > 0,05).

Os resultados apresentados nas Figuras 18 e 19 demonstraram a efetividade dos BEs
produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b na emulsificacdo de dois substratos imisciveis,
6leo de motor e 4gua, mesmo na concentracdo de 50 pg/mL (50 mg.L ™). Em comparagio, 0s
surfactantes SDS e CTAB, na concentracdo de 10 g.L, foram pouco efetivos na emulsificacéo
dos mesmos substratos (Tabela 9; Figura 17).

Tais resultados sdo equiparaveis aos emulsans RAG™ e BD4, que também promovem
emulsdes estaveis na concentracdo de 50 pg/mL (KAPLAN; ROSENBERG, 1982;
ROSENBERG et al., 1979). De modo similar, o trabalho de Tao et al. (2019) testou a atividade
emulsionante de diferentes concentra¢des do BE produzido por B. subtilis CICC 20034, cujos
melhores resultados, para a maioria dos substratos testados, foram obtidos na concentragéo de

500 pg/mL, embora este ndo tenha emulsificado eficientemente o 6leo de motor (19,05%).
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Figura 18 — Emulsificagdo do 6leo de motor (E24) por diferentes concentragdes dos extratos de

BE produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Notas:

1 Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.

@ Letras diferentes representam significancia (p < 0,05).

Figura 19 — Estabilidade das emulsbes de 6leo de motor formadas mediante diferentes

concentragOes dos extratos de BE de A. flavus 85b e T. koningii 96b
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Notas:
@ Letras diferentes representam significancia (p < 0,05).
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Cai et al. (2017), por outro lado, investigaram a concentracdo minima necessaria a
emulsificacdo do 6leo diesel pelo BE de Exiguobacterium sp. N41P e constataram uma
diferenca consideravel entre a concentracdo de extrato bruto (15 g.L™?) e a de extrato
semipurificado (3 g.L ™) requeridas. Assim, faz-se necessario, em estudos posteriores, a
avaliacdo de concentragcdes menores que 50 pg/mL, bem como a purificacdo dos extratos de
BE de A. flavus 85b e T. koningii 96b, de modo a determinar a concentragdo emulsificante

minima desses compostos.

8.4.4.2 Efeitos da salinidade e temperatura na atividade dos bioemulsificantes

Como forma de avaliar os efeitos da salinidade e temperatura na emulsificacdo do 6leo
de motor pelos extratos de BEs, solucdes de 500 mg.L* foram suplementadas com diferentes
concentragdes de NaCl (1-30%) ou submetidas a um ciclo de autoclavagéo (121 °C por 15 min).
Os resultados se encontram nas Figuras 20 e 21.

Constatou-se que as concentracdes de 1 — 20% de NaCl ndo afetaram a atividade dos
BEs, pois formaram emuls@es estaveis, variando entre 93% (10%) e 94,8% (1%) no caso de A.
flavus 85b e de 92,6% (20%) a 94,1% (10%) para o isolado T. koningii 96b, ndo apresentando
diferencas significantes entre os isolados testados (p > 0,05). Também néo foram observadas
diferencas significantes (p > 0,05) em relac&o aos indices E24% obtidos com o filtrado livre de
células e com as concentragdes utilizadas na secdo 8.4.3 para esse mesmo 0leo.

Entretanto, na concentracdo de 30% de NaCl foram registrados os menores indices E24
do 6leo de motor, com 69,2% para A. flavus 85b e 41,6% para T. koningii 96b, além de
instabilidade na atividade dos BEs, 0 que se refletiu nos altos valores de desvio padréo nesse
grupo e auséncia de diferencas significantes (p > 0,05).

Em relacdo ao tratamento térmico, verificou-se que a temperatura de 121 °C néo
interferiu na capacidade de emulsificagdo dos extratos de BEs, com as duas amostras exibindo
indices de emulsificacéo superiores a 92% (Figura 21).

Esses resultados mostram que os BEs produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b
sdo resistentes a condi¢cdes de elevado estresse salino e térmico, enquanto a maioria dos
surfactantes sintéticos como SDS, Triton X'00 e Tween perdem sua atividade em
concentracdes de NaCl superiores a 10 — 12% (GUDINA et al., 2015).
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Figura 20 — Emulsificagdo do 6leo de motor (E24) pelos extratos de BE produzidos por A. flavus
85b e T. koningii 96b em diferentes concentragdes de NacCl.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:
@ Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.

@ Letras diferentes representam significancia (p < 0,05).

Figura 21 — Emulsifica¢éo do 6leo de motor (Ez24) pelos extratos de BE produzidos por A. flavus

85b e T. koningii 96b, submetidos a um ciclo de autoclavagdo (121 °C) por 15 min.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:

1 Os dados estdo expressos como média aritmética e desvio padréo.

Os resultados encontrados neste trabalho foram semelhantes ou superiores aos de outros

estudos que também avaliaram a estabilidade de emulsdes de 6leo de motor em diferentes
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concentracdes de sal. Andrade-Silva et al. (2014), Camacho-Chab et al. (2013) e Marques et
al. (2020) relataram um declinio da atividade emulsificante dos BEs estudados em
concentracdes de NaCl superiores a 10%, enquanto os BE de A. flavus 85b e T. koningii 96b
permaneceram estaveis nas concentracdes de 1% a 20% de NaCl (Figura 20).

Marques et al. (2020) também relataram um declinio na atividade do BE de M.
circinelloides UCP0001 na concentracdo de 30% de NaCl, que foi marcada por uma reducao
de 38% na capacidade de emulsionar o 6leo de motor. Neste trabalho, a concentracdo de 30%
de NaCl foi bem tolerada pelo BE de A. flavus 85b, que atingiu indice E24 préximo de 70%.

Outros trabalhos apresentaram BEs estaveis em condicGes salinas de até 25%, como Cai
et al. (2017) e Luna-Velasco et al. (2007), enquanto o BE de Alcantara et al. (2013) e 0 BS de
Ali et al. (2021) apresentaram estabilidade em concentracdes de até 10% de NaCl. Ja os BEs
estudados por Adetunji e Olaniran (2019), llori, Amobi e Odocha (2005), Shavandi et al. (2011)
e De Sousa e Bhosle (2012) foram inibidos por concentragdes superiores a 510%.

Com relacéo a estabilidade térmica, os indices E24 exibidos pelos BEs de A. flavus 85b
e T. koningii 96b foram ligeiramente menores que os de Marques et al. (2020), que obteve
95,2%, mas notavelmente maiores que aqueles citados nos trabalhos mencionados
anteriormente.

Esses resultados sugerem que os bioemulsificantes produzidos por A. flavus 85b e T.
koningii 96b podem ser aplicados em ambientes salinos para recuperacéo de 6leo melhorada
por microrganismos, limpeza de reservatdrios de petréleo e eventos de biorremediacéo, assim
como nas indastrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos, que empregam altas
temperaturas para esterilizacdo dos produtos (CAMACHO-CHAB et al., 2013; MONTEIRO et
al., 2010).

8.5 DETERMINACAO DA CARGA IONICA DOS BIOEMULSIFICANTES DE A.
flavus 85b E T. koningii 96b

O resultado do teste de difusdo dupla em &gar evidenciou a natureza aniénica dos
bioemulsificantes de A. flavus 85b e T. koningii 96b, uma vez que, apds 24 h, observou-se zonas
de precipitacdo decorrentes do encontro entre os BEs e o tensoativo catidonico CTAB (Figura
22). Em contrapartida, ndo foram observados halos de precipitacédo ao redor dos pogos contendo
o surfactante anidnico SDS, confirmando, assim, a carga negativa dos BEs.

O teste de difusdo dupla em agar, proposto por Meylheuc, Oss e Bellon-Fontaine (2001)

é amplamente utilizado na literatura para determinacdo da carga i6nica de BEs e BSs. O carater
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anidnico dos BEs de A. flavus 85b e T. koningii 96b é consistente com o fato de que a maioria
dos BEs e BSs microbianos € anidnica ou neutra (MULLIGAN, 2005; IBRAHIM, 2018;
RUFINO et al., 2014; MARQUES et al., 2019; SATPUTE et al., 2019).

Figura 22 — Teste de difusdo dupla em &gar para determinagdo da carga idnica dos
bioemulsificantes produzidos por de A. flavus 85b e T. koningii 96b.
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Bioemulsificantes

A. flavus A85b T. koningii A96b

Bioemulsificantes
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Fonte: Autoria propria (2022).
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8.6 COMPOSIC}AO QUIMICA DOS BIOEMULSIFICANTES DE A. flavus 85b e T.
koningii 96b

8.6.1 Compostos Detectados pela Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A presenga de lipideos, proteinas e carboidratos nos extratos de bioemulsificantes dos
fungos A. flavus 85b e T. koningii 96b foi detectada de modo qualitativo pela cromatografia em
camada delgada (CCD), conforme Figuras 23 e 24.

A exposicdo das placas de A. flavus 85b e T. koningii 96b aos vapores de iodo promoveu
a formacdo de manchas marrons amareladas decorrentes da formacéo de complexos entre o
iodo e os acidos graxos presentes, indicando a presenca de lipideos, como mostram as Figuras
23A e 24A.

Apos revelagdo com ninidrina, ambas as placas exibiram zonas de coloragdo rdsea,
como destacado nas Figuras 23B e 24B, sugerindo que os BEs produzidos por A. flavus 85b e
T. koningii 96b podem conter uma fracéo peptidica ou proteica.

Por fim, a revelacdo das placas com orcinol permitiu a visualizacdo de manchas de
coloragdo purpura intensa indicando a presenca de carboidratos nas amostras, conforme as
Figuras 23C e 24C.

A CCD é uma técnica simples e rapida de separacdo e analise qualitativa de compostos
presentes em uma amostra, sendo amplamente utilizada na caracterizacdo quimica qualitativa
de bioemulsificantes e biossurfactantes. Ebrahimipour et al. (2014) detectaram a presenca de
carboidratos e acidos graxos em amostras de um BE produzido por Planococcus sp. De modo
similar, Derguine-Mecheri et al. (2018) identificaram a presenca de carboidratos e lipideos no

extrato bruto do BE produzido pela levedura Cryptococcus sp.
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Figura 23 — Compostos detectados no extrato do bioemulsificante produzido por A. flavus 85b

pela cromatografia em camada delgada.

A. flavus A85b

Peptideos ou

proteinas Carboidratos
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Notas:
(1) Os compostos detectados estdo destacados nas imagens.

(2) A — Teste com iodo; B — Teste com ninidrina; C — Teste com orcinol.

Figura 24 — Compostos detectados no extrato do bioemulsificante produzido por T. koningii

96b pela cromatografia em camada delgada.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Notas:

(1) Os compostos detectados estdo destacados nas imagens.

(2) A — Teste com iodo; B — Teste com ninidrina; C — Teste com orcinol.
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8.6.2 Funcgdes organicas detectadas pela espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

De acordo com os espectros de infravermelho dos extratos de BEs de A. flavus 85b e T.
koningii 96b (Figuras 25 e 26), observa-se que 0s mesmos sao muito parecidos, exibindo bandas
de absorc¢éo similares. Para o espectro do BE de A. flavus 85b, foi possivel identificar os grupos
funcionais hidroxila (OH) em 3429 cm™ e carbonila (C=0) em 1651 cm™, sugerindo a presenca
da funcéo organica acido carboxilico, além de ligagdes C—O—C em 1384 e 1099 cm™ (Figura
17).

Semelhantemente, para o extrato do BE de T. koningii 96b, também foi possivel
identificar os grupos funcionais hidroxila (OH) em 3444 cm™, carbonila (C=0) em 1651 cm™
e ligagdes C—-O—C em 1384 e 1095 cm™®, também sugerindo a presenca da func&o organica acido
carboxilico (Figura 26).

Na regido entre 2000 e 2500 cm™ ainda foi observada uma banda referente a ligagio

C=C ou C=N para ambos 0s compostos.

Figura 25 — Espectro do extrato do bioemulsificante produzido por Aspergillus flavus 85b

obtido através de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.

A. flavus A85b

1005
%T ]
99

975

]

9 -
]

4
945 —

536.21—

93]

Il — 1ss107

Transmitancia (%)

915
50

5] | C-0-C

87

e e o L e o B o B e
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

. 1iem
Numero de onda (cm?)

Fonte: Autoria propria (2022).



75

Figura 26 — Espectro do extrato do bioemulsificante produzido por T. koningii 96b obtido

através de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
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Fonte: Autoria propria (2022).

A funcdo acido carboxilico pode ser encontrada em acidos graxos, aminoacidos e
carboidratos (NELSON; COX, 2018), enquanto o grupo funcional éter (C-O-C) sugere a
presenca de carboidratos (GUDINA et al., 2015). Nao foram observadas, contudo, bandas de
aminas (N-Hn), que ocorrem acima de 3200 cm™, bem como bandas correspondentes ao grupo
metileno (C—H), que aparecem em 2900 — 3000 cm™ (BHAUMIK et al., 2020; CAIl et al.,
2017; SILVERSTEIN et al., 2019). Essas bandas, caracteristicas de aminoacidos e acidos
graxos, respectivamente, podem ter sido sobrepostas pela banda larga e forte do grupo funcional
hidroxila (OH) em ambos os espectros.

Com base nos resultados obtidos pela CCD e FTIR, supde-se que 0s BEs produzidos
por A. flavus 85b e T. koningii 96b sejam complexos de carboidratos, lipideos e proteinas.
Segundo Bhardwaj, Cameotra e Chopra (2013), a maioria dos BEs e BSs fingicos séo derivados
de lipideos e eventualmente formam complexos com carboidratos, peptideos e proteinas,
corroborando os dados levantados neste trabalho.

E importante destacar que o extrato bruto obtido através da precipitacio etandlica pode
conter outros metabdlitos fungicos que ndo apenas bioemulsificantes e por esse motivo se faz
necessaria a purificacdo dos BEs produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b. Além disso, a

analise dos extratos por técnicas mais robustas como ressonancia magnética nuclear e
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cromatografias liquida e gasosa acopladas ao espectrdbmetro de massas pode auxiliar na
elucidacdo de suas estruturas quimicas e mecanismos de acao.

Por fim, em virtude dos excelentes resultados obtidos na emulsificacdo de substratos
hidrofobicos, mesmo em baixas concentracdes, aliados a estabilidade em condicdes extremas
de salinidade e temperatura, os bioemulsificantes produzidos pelos fungos A. flavus 85b e T.
koningii 96b se apresentam como substitutos promissores de emulsificantes sintéticos usados
na industria de petroleo e na biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados com 6leo,
sendo importante a realizacdo de estudos toxicoldgicos e de biodegradacdo para entender a
forma como essas moléculas se comportam no ambiente.

Um maior entendimento das caracteristicas e potencialidades desses bioemulsificantes

é importante para avaliar suas possiveis aplicacGes em areas diversas.
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9 CONCLUSOES

Os dezenove isolados de fungos filamentosos provenientes de um aterro de residuos de
petréleo produziram bioemulsificantes em meio mineral utilizando 6leo de motor como

substrato.

Os bioemulsificantes presentes no filtrado livre de células promoveram elevados indices

de emulsificacdo do 6leo de motor e formaram emulsGes estaveis por até 3 meses.

Os bioemulsificantes produzidos por Aspergillus flavus 85b e Trichoderma koningii 96b

foram extraidos de forma eficiente pela precipitacdo etandlica.

O extrato do bioemulsificante produzido por A. flavus 85b emulsionou eficientemente
0s 6leos cru e diesel e ainda formou emulsdes estaveis com o tolueno, azeite e 6leo de

soja.

O extrato do bioemulsificante produzido por T. koningii 96b emulsionou eficientemente

0 6leo cru e formou emuls@es estaveis com o azeite e 6leo de soja.

Os bioemulsificantes produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b se mostraram
eficientes em baixas concentracGes e estaveis em condicBes de elevada salinidade e

temperatura.

Os bioemulsificantes produzidos por A. flavus 85b e T. koningii 96b possuem natureza

anibnica.

A caracterizagdo quimica preliminar dos bioemulsificantes produzidos por A. flavus 85b
e T. koningii 96b sugeriu a presenca de lipideos, carboidratos e proteinas em sua

composicao.

As linhagens de fungos filamentosos estudadas apresentam grande potencial de
aplicacdo industrial, com destaque para os fungos A. flavus 85b e T. koningii 96b, que
se mostraram microrganismos promissores para uso na inddstria de petr6leo e em

eventos de biorremediacéo.



78

REFERENCIAS

ABU-RUWAIDA, A. S.; BANAT, I. M.; HADITIRTO, S.; SALEM, A. et al. Isolation of
biosurfactant-producing bacteria, product characterization, and evaluation. Acta
Biotechnologica, v. 11, n. 4, p. 315-324, 1991.

ADETUNJI, A. I.; OLANIRAN, A. O. Production and characterization of bioemulsifiers from
Acinetobacter strains isolated from lipid-rich wastewater. 3 Biotech, v. 9, n. 4, p. 151, 2019.

ADETUNJI, A. I.; OLANIRAN, A. O. Production and potential biotechnological applications
of microbial surfactants: An overview. Saudi Journal of Biological Sciences, v. 28, n. 1, p.
669-679, 2021.

AKINTUNDE, W. O.; OLUGBENGA, O. A.; OLUFEMI, O. O. Some adverse effects of used
engine oil (common waste pollutant) on reproduction of male Sprague Dawley rats. Open
Access Macedonian Journal of Medical Sciences, v. 3, n. 1, p. 46-51, 2015.

ALCANTARA, V.; PAJARES, |.; SIMBAHAN, J.; EDDING, S. Downstream recovery and
purification of a bioemulsifier from Saccharomyces cerevisiae 2031. The Philippine
agriculturist, 96, p. 349-358, 12/01 2013.

ALI, F.; DAS, S.; HOSSAIN, T. J.,; CHOWDHURY, S. 1. et al. Production optimization,
stability and oil emulsifying potential of biosurfactants from selected bacteria isolated from oil-
contaminated sites. R Soc Open Sci, v. 8, n. 10, p. 211003, 2021.

ALIZADEH-SANI, M.; HAMISHEHKAR, H.; KHEZERLOU, A.; AZIZI-LALABADI, M. et
al. Bioemulsifiers derived from microorganisms: applications in the drug and food industry.
Advanced Pharmaceutical Bulletin, v. 8, n. 2, p. 191-199, 2018.

ALMEDA, R.; BACA, S.; HYATT, C.; BUSKEY, E. J. Ingestion and sublethal effects of
physically and chemically dispersed crude oil on marine planktonic copepods. Ecotoxicology,
v. 23, n. 6, p. 988-1003, 2014.

AMARAL, P. F. F.; COELHO, M. A. Z.; MARRUCHO, I. M. J.; COUTINHO, J. A. P.
Biosurfactants from yeasts: characteristics, production and application. In: SEN, R. (Ed.).
Biosurfactants. New York, NY: Springer New York, 2010. p. 236-249.

AMARAL, P. F. F.; DA SILVA, J. M.; LEHOCKY, M.; BARROS-TIMMONS, A. M. V. et
al. Production and characterization of a bioemulsifier from Yarrowia lipolytica. Process
Biochemistry, v. 41, n. 8, p. 1894-1898, 2006.

AMEEN, F.; HADI, S.; MOSLEM, M.; AL-SABRI, A. et al. Biodegradation of engine oil by
fungi from mangrove habitat. The Journal of General and Applied Microbiology, v. 61, n.
5, p. 185-192, 2015.

ANDRADE SILVA, N. R.; LUNA, M. A. C.; SANTIAGO, A. L. C. M. A;; FRANCO, L. O.
et al. Biosurfactant-and-bioemulsifier produced by a promising Cunninghamella echinulata
isolated from caatinga soil in the northeast of Brazil. International Journal of Molecular
Sciences, v. 15, n. 9, p. 15377-15395, 2014.



79

ARCHANA, K.; SATHI REDDY, K., PARAMESHWAR, J.; BEE, H. Isolation and
characterization of sophorolipid producing yeast from fruit waste for application as antibacterial
agent. Environmental Sustainability, v. 2, n. 2, p. 107115, 2019.

ARIMA, K.; KAKINUMA, A.; TAMURA, G. Surfactin, a crystalline peptidelipid surfactant
produced by Bacillus subtilis: isolation, characterization and its inhibition of fibrin clot
formation. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 31, n. 3, p. 488-494,
1968.

ASEMOLOYE, M. D.; TOSI, S.; DACCO, C.; WANG, X. et al. Hydrocarbon degradation and
enzyme activities of Aspergillus oryzae and Mucor irregularis isolated from nigerian crude oil-
polluted sites. Microorganisms, v. 8, n. 12, p. 1912, 2020.

ATLAS, R. M. Microbial hydrocarbon degradation—bioremediation of oil spills. Journal of
Chemical Technology & Biotechnology, v. 52, n. 2, p. 149-156, 1991.

BAJPAI, D.; TYAGI, V. K. Laundry detergents: an overview. Journal of Oleo Science, v. 56,
n. 7, p. 327-340, 2007.

BALDEWEG, F.; WARNCKE, P.; FISCHER, D.; GRESSLER, M. Fungal biosurfactants from
Mortierella alpina. Organic Letters, v. 21, n. 5, p. 1444-1448, 2019.

BANAT, I. M.; FRANZETTI, A.; GANDOLFI, I.; BESTETTI, G. et al. Microbial
biosurfactants production, applications and future potential. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 87, n. 2, p. 427-444, 2010.

BARRON, M. G.; CARLS, M. G.; SHORT, J. W.; RICE, S. D. Photoenhanced toxicity of
aqueous phase and chemically dispersed weathered Alaska North Slope crude oil to Pacific
herring eggs and larvae. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 22, n. 3, p. 650-660,
2003.

BASTOS, R.; OLIVEIRA, P. G.; GASPAR, V. M.; MANO, J. F. et al. Brewer's yeast
polysaccharides — A review of their exquisite structural features and biomedical applications.
Carbohydrate Polymers, v. 277, p. 118826, 2022.

BATISTA, S. B.; MOUNTEER, A. H.; AMORIM, F. R.; TOTOLA, M. R. Isolation and
characterization of biosurfactant/bioemulsifier-producing bacteria from  petroleum
contaminated sites. Bioresource Technology, v. 97, n. 6, p. 868-875, 2006.

BENINCASA, M.; ABALOS, A.; OLIVEIRA, I.; MANRESA, A. Chemical structure, surface
properties and biological activities of the biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa
LBI from soapstock. Antonie van Leeuwenhoek, v. 85, n. 1, p. 1-8, 2004.

BEYER, J.; TRANNUM, H. C.; BAKKE, T.; HODSON, P. V. et al. Environmental effects of
the Deepwater Horizon oil spill: A review. Marine Pollution Bulletin, v.110, n. 1, p. 28-51,
2016.

BHARDWAJ, G.; CAMEOTRA, S. S.; CHOPRA, H.K. Biosurfactants from fungi: a review.
Journal of Petroleum & Environmental Biotechnology, v. 4, n. 6, 2013.



80

BICCA, F. C.; FLECK, L. C.; AYUB, M. A. Z. Production of biosurfactant by hydrocarbon
degrading Rhodococcus ruber and Rhodococcus erythropolis. Revista de Microbiologia, V.
30, p. 231-236, 1999.

BJERK, T. R.; SEVERINO, P.; JAIN, S.; MARQUES, C. et al. Biosurfactants: properties and
applications in drug delivery, biotechnology and ecotoxicology. Bioengineering, v. 8, n. 8, p.
115, 2021.

BHAUMIK, M.; DHANARAJAN, G.; CHOPRA, J.; KUMAR, R. et al. Production, partial
purification and characterization of a proteoglycan bioemulsifier from an oleaginous yeast.
Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 43, n. 10, p. 1747°1759, 2020.

BRYCKI, B.; WALIGORSKA, M.; SZULC, A. The biodegradation of monomeric and dimeric
alkylammonium surfactants. Journal of Hazardous Materials, v. 280, p. 797-815, 2014.

CAl, Q.; ZHANG, B.; CHEN, B.; ZHU, Z. et al. A novel bioemulsifier produced by
Exiguobacterium sp. strain N4-!P isolated from petroleum hydrocarbon contaminated coastal
sediment. RSC Advances, v. 7, n. 68, p. 42699-42708, 2017.

CALVO, C.; MANZANERA, M.; SILVA-CASTRO, G. A.; UAD, I. et al. Application of
bioemulsifiers in soil oil bioremediation processes. Future prospects. Science of the Total
Environment, v. 407, n. 12, p. 3634-3640, 2009.

CAMACHO-CHAB, J. C.; GUEZENNEC, J.; CHAN-BACAB, M. J.; RIOS-LEAL, E. et al.
Emulsifying activity and stability of a non-toxic bioemulsifier synthesized by Microbacterium
sp. MC3B-10. International Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 9, p. 18959-18972,
2013.

CAMERON, D. R.; COOPER, D. G.; NEUFELD, R. J. The mannoprotein of Saccharomyces
cerevisiae is an effective bioemulsifier. Applied and Environmental Microbiology, v. 54, n.
6, p. 1420-1425, 1988.

CAMPOS, J. M.; STAMFORD, T. L. M.; RUFINO, R. D.; LUNA, J. M. et al. Formulation of
mayonnaise with the addition of a bioemulsifier isolated from Candida utilis. Toxicology
Reports, v. 2, p. 1164-1170, 2015.

CAMPQOS, J. M.; STAMFORD, T. L. M.; SARUBBO, L. A. Characterization and application
of a biosurfactant isolated from Candida utilis in salad dressings. Biodegradation, v. 30, n. 4,
p. 313-324, 2019.

CANDIDO, T. R. D. S.; MENDONCA, R. D. S.; LINS, U. M. D. B. L.; SOUZA, A. F. D. et
al. Production of biosurfactants by Mucoralean fungi isolated from Caatinga bioma soil using
industrial waste as renewable substrates. Research, Society and Development, v. 11, n. 2, p.
2-11, 2022.

CERESA, C.; FRACCHIA, L.; FEDELLI, E.; PORTA, C. et al. Recent advances in biomedical,
therapeutic and pharmaceutical applications of microbial surfactants. Pharmaceutics, v. 13, n.
4, p. 466, 2021.



81

CIRIGLIANO, M. C.; CARMAN, G. M. Isolation of a bioemulsifier from Candida lipolytica.
Applied and Environmental Microbiology, v. 48, n. 4, p. 747-750, 1984.

COHERENT MARKET INSIGHTS. Emulsifiers Market Analysis. india, 2020. Disponivel
em: < https://www.coherentmarketinsights.com/market-insight/emulsifiers-market-3850.
Acesso em: 5 out. 2022.

CORNET, M.; GAILLARDIN, C. pH signaling in human fungal pathogens: a new target for
antifungal strategies. Eukaryot Cell, v. 13, n. 3, p. 342-352, 2014.

DALTIN, Délcio. Tensoativos: quimica, propriedades e aplicacdes. 1. ed. Sdo Paulo:
Blucher, 2011.

DA SILVA, A. F.; BANAT, I. M.; GIACHINI, A. J.; ROBL, D. Fungal biosurfactants, from
nature to biotechnological product: bioprospection, production and potential applications.
Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 44, n. 10, p. 2003-2034, 2021.

DAVEREY, A.; PAKSHIRAJAN, K. Production, characterization, and properties of
sophorolipids from the yeast Candida bombicola using a low-cost fermentative medium.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 158, n. 3, p. 663-674, 20009.

DE ALMEIDA, D. G.; SOARES DA SILVA, R. D. C. F.; LUNA, J. M.; RUFINO, R. D. et al.
Biosurfactants: promising molecules for petroleum biotechnology advances. Frontiers in
Microbiology, v. 7, 2016.

DE SIENA, M.; RAOUL, P.; COSTANTINI, L.; SCARPELLINI, E. et al. Food emulsifiers
and metabolic syndrome: the role of the gut microbiota. Foods, v. 11, n. 15, p. 2205, 2022.

DE SOUSA, T.; BHOSLE, S. Isolation and characterization of a lipopeptide bioemulsifier
produced by Pseudomonas nitroreducens TSB.MJ10 isolated from a mangrove ecosystem.
Bioresource Technology, v. 123, p. 256-262, 2012.

DERGUINE-MECHERI, L.; KEBBOUCHE-GANA, S.; KHEMILI-TALBI, S.; DJENANE,
D. Screening and biosurfactant/bioemulsifier production from a high-salt-tolerant halophilic
Cryptococcus strain YLF isolated from crude oil. Journal of Petroleum Science and
Engineering, v. 162, p. 712-724, 2018.

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

DOS REIS, C. B. L. M., LIZIANE MARIA BARASSUOL; BEVILACQUA, CAROLINE
BORGES; BUBLITZ, FABRICIO; UGALDE, GUSTAVO; MAZUTTI, MARCIO
ANTONIO; JACQUES, RODRIGO JOSEMAR SEMINQOTI. First report of the production of
a potent biosurfactant with o,p-trehalose by Fusarium fujikuroi under optimized conditions of
submerged fermentation. Brazilian Journal of Microbiology, v. 49, 2018.

EBRAHIMIPOUR, G.; GILAVAND, F.; KARKHANE, M.; KAVYANIFARD, A. A. et al.
Bioemulsification activity assessment of an indigenous strain of halotolerant Planococcus and
partial characterization of produced biosurfactants. International Journal of Environmental
Science and Technology, v. 11, n. 5, p. 1379-1386, 2014.



82

FARIAS, C. B. B.; ALMEIDA, F. C. G.; SILVA, I. A;; SOUZA, T. C. et al. Production of
green surfactants: Market prospects. Electronic Journal of Biotechnology, v. 51, p. 28-39,
2021.

FELSE, P. A.; SHAH, V.; CHAN, J.; RAO, K. J. et al. Sophorolipid biosynthesis by Candida
bombicola from industrial fatty acid residues. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, n.
2, p. 316-323, 2007.

FENG, X.; MUSSONE, P.; GAO, S.; WANG, S. et al. Mechanistic study on demulsification
of water-in-diluted bitumen emulsions by ethylcellulose. Langmuir, v. 26, n. 5, p. 3050-3057,
2010.

FENIBO, E. O.; IJOMA, G. N.; SELVARAJAN, R.; CHIKERE, C. B. Microbial surfactants:
the next generation multifunctional biomolecules for applications in the petroleum industry and
its associated environmental remediation. Microorganisms, v. 7, n. 11, p. 581, 2019.

FERREIRA, I. N. S.; RODRIGUEZ, D. M.; CAMPOS-TAKAKI, G. M.; ANDRADE, R. F. D.
S. Biosurfactant and bioemulsifier as promising molecules produced by Mucor hiemalis
isolated from Caatinga soil. Electronic Journal of Biotechnology, v. 47, p. 51-58, 2020.

FDA. Food & Drug Administration, 2022. Disponivel em: < https://www.fda.gov/food/food-
ingredients-packaging/generally-recognized-safe-gras. Acesso em: 24 jun. 2022.

FORTUNE BUSINESS INSIGHTS. Biosurfactants market size, share & COVID-19 impact
analysis, by type (glycolipid, lipopeptides, phospholipids, polymeric, and others), by
application (household cleaners, industrial and institutional cleaners, food processing, oil
& petroleum, personal care, agrochemicals, and others), and regional forecast, 2022-2029.
india, 2021b. Disponivel em: < https://www.fortunebusinessinsights.com/biosurfactants-
market-102761. Acesso em: 19 jan. 2022.

FORTUNE BUSINESS INSIGHTS. Surfactants market size, share & COVID-19 impact
analysis, by type (anionic, nonionic, cationic, and amphoteric), by application (home care,
personal care, textile, food & beverages, industrial & institutional cleaning, plastics, and
others), and regional forecast, 2021-2028. Iindia, 202la. Disponivel em: <
https://www.fortunebusinessinsights.com/surfactants-market-102385. Acesso em: 19 jan.
2022.

GAYLARDE, C. C. Selecao de microrganismos produtores de surfactantes e avaliacdo da base
fisiologica da producéo. In: SILVA, C. M. M. S.; ROQUE, M. R.; MELO, I. S. Microbiologia
ambiental: manual de laboratorio. Jaguariuna: Embrapa-CNPMA, 2000, 98p.

GEETHA, S.J.; BANAT, I. M.; JOSHI, S. J. Biosurfactants: production and potential
applications in microbial enhanced oil recovery (MEOR). Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, v. 14, p. 23-32, 2018.

GEISSLER, M.; HERAVI, K. M.; HENKEL, M.; HAUSMANN, R. Lipopeptide
Biosurfactants from Bacillus species. In: HAYES, D. G.;SOLAIMAN, D. K. Y., et al (Ed.).
Biobased Surfactants (Second Edition): AOCS Press, 2019. p. 205-240.


https://www.fortunebusinessinsights.com/biosurfactants-market-102761
https://www.fortunebusinessinsights.com/biosurfactants-market-102761
https://www.fortunebusinessinsights.com/surfactants-market-102385

83

GUDINA, E.J.; PEREIRA, J. F. B.; COSTA, R.; EVTUGUIN, D. V. et al. Novel bioemulsifier
produced by a Paenibacillus strain isolated from crude oil. Microbial Cell Factories, v. 14, n.
1, p. 14, 2015.

GUDINA, E. J.; RODRIGUES, L. R. Research and production of biosurfactants for the food
industry. In: Bioprocessing for Biomolecules Production, 2019. p. 12543,

HUSAINI, A.; ROSLAN, H. A.; HIl, K. S. Y.; ANG, C. H. Biodegradation of aliphatic
hydrocarbon by indigenous fungi isolated from used motor oil contaminated sites. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 24, n. 12, p. 2789-2797, 2008.

IBRAHIM, H. M. M. Characterization of biosurfactants produced by novel strains of
Ochrobactrum anthropi HM™ and Citrobacter freundii HM-2 from used engine oil-
contaminated soil. Egyptian Journal of Petroleum, v. 27, n. 1, p. 21-29, 2018.

ILORI, M. O.; AMOBI, C. J.; ODOCHA, A. C. Factors affecting biosurfactant production by
oil degrading Aeromonas spp. isolated from a tropical environment. Chemosphere, v. 61, n. 7,
p. 985-992, 2005.

ISRAELACHVILI, Jacob N. Intermolecular and surfaces forces. 3. ed. USA: ELSEVIER,
2011.

ISHAQ, U.; AKRAM, M. S.; IQBAL, Z.; RAFIQ, M. et al. Production and characterization of
novel self-assembling biosurfactants from Aspergillus flavus. Journal of Applied
Microbiology, v. 119, n. 4, p. 10351045, 2015.

IVSHINA, I. B.; KUYUKINA, M. S.; KRIVORUCHKO, A. V.; ELKIN, A. A. et al. Oil spill
problems and sustainable response strategies through new technologies. Environmental
Science-Processes & Impacts, v. 17, n. 7, p. 1201-1219, 2015.

JACKSON, M.; EADSFORTH, C.; SCHOWANEK, D.; DELFOSSE, T. et al. Comprehensive
review of several surfactants in marine environments: fate and ecotoxicity. Environmental
Toxicology and Chemistry, 35, n. 5, p. 1077-1086, 2016.

JAHAN, R.; BODRATTI, A. M.; TSIANOU, M.; ALEXANDRIDIS, P. Biosurfactants, natural
alternatives to synthetic surfactants: physicochemical properties and applications. Advances in
Colloid and Interface Science, v. 275, p. 102061, 2020.

JARVIS, F. G.; JOHNSON, M. J. A Glycolipide produced by Pseudomonas aeruginosa.
Journal of the American Chemical Society, v. 71, n. 12, p. 4124-4126, 1949.

JOHNSON, P.; TRYBALA, A.; STAROV, V.; PINFIELD, V. J. Effect of synthetic surfactants
on the environment and the potential for substitution by biosurfactants. Advances in Colloid
and Interface Science, v. 288, p. 102340, 2021.

KADHEM, B.Q; ESSA, R.H; MAHMOOD, N.N. Antimicrobial activity of a bioemulsifier
produced by Saccharomyces cerevisiae. Journal of University of Garmian, v. 6, n. 1, p. 546-
554, 2019.



84

KAPLAN, N.; ROSENBERG, E. Exopolysaccharide distribution of and bioemulsifier
production by Acinetobacter calcoaceticus BD4 and BD413. Applied and Environmental
Microbiology, v. 44, n. 6, p. 1335-1341, 1982.

KONTOGEORGIS, G. M., KIIL, S. Surface and interfacial tensions — principles and estimation
methods. In;. KONTOGEORGIS, G. M., KIIL, S. Introduction to Applied Colloid and
Surface Chemistry, 2016. p. 34-73.

KRONBERG, B., HOLMBERG K. LINDMAN, B. Surface and interfacial tension. In:
KRONBERG, B., HOLMBERG K. LINDMAN, B. Surface Chemistry of Surfactants and
Polymers, 2014. p. 231-249.

LAZAR, |.; PETRISOR, I. G.; YEN, T. F. Microbial enhanced oil recovery (MEOR).
Petroleum Science and Technology, v. 25, n. 11, p. 1353-1366, 2007.

LEVY, J. K.; GOPALAKRISHNAN, C. Promoting ecological sustainability and community
resilience in the US gulf coast after the 2010 Deepwater Horizon oil spill. Journal of Natural
Resources Policy Research, v. 2, n. 3, p. 297-315, 2010.

LINKE, D. Detergents: An Overview. In: BURGESS, R. R. e DEUTSCHER, M. P. (Ed.).
Methods in Enzymology: Academic Press, 2009. v. 463, p. 603-617.

LOURENCO, L. A.; ALBERTON MAGINA, M. D.; TAVARES, L. B. B.; GUELLI ULSON
DE SOUZA, S. M. A. et al. Biosurfactant production by Trametes versicolor grown on two-
phase olive mill waste in solid-state fermentation. Environmental Technology, v. 39, n. 23, p.
3066-3076, 2018.

LUFT, L.; CONFORTIN, T. C.; TODERO, I.; ZABOT, G. L. et al. An overview of fungal
biopolymers: bioemulsifiers and biosurfactants compounds production. Critical Reviews in
Biotechnology, v. 40, n. 8, p. 1059-1080, 2020.

LUKONDEH, T.; ASHBOLT, N. J.; ROGERS, P. L. Evaluation of Kluyveromyces marxianus
FI11 510700 grown on a lactose-based medium as a source of a natural bioemulsifier. Journal
of Industrial Microbiology Biotechnology, v. 30, n. 12, p. 715-720, 2003.

LUNA-VELASCO, M. A;; ESPARZA-GARCIA, F.; CANIZARES-VILLANUEVA, R. O.;
RODRIGUEZ-VAZQUEZ, R. Production and properties of a bioemulsifier synthesized by
phenanthrene-degrading Penicillium sp. Process Biochemistry, v. 42, n. 3, p. 310-314, 2007.

MANKO, D.; ZDZIENNICKA, A.; JANCZUK, B. Thermodynamic properties of rhamnolipid
micellization and adsorption. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 119, p. 22-29, 2014.

MAPELLLI, F.; SCOMA, A.; MICHOUD, G.; AULENTA, F. et al. Biotechnologies for marine
oil spill cleanup: indissoluble ties with microorganisms. Trends in Biotechnology, v. 35, n. 9,
p. 860-870, 2017.

MARKANDE, A. R.; PATEL, D.; VARJANI, S. A review on biosurfactants: properties,
applications, and current developments. Bioresource Technology, v. 330, p. 11, 2021.

MARQUES, N. S. A. A;; SILVA, |. G. S. D.; CAVALCANTI, D. L.; MAIA, P.C.S. V. etal.
Eco-Friendly bioemulsifier production by Mucor circinelloides UCP0001 isolated from



85

mangrove sediments using renewable substrates for environmental applications. Biomolecules,
v. 10, n. 3, p. 365, 2020.

MARQUES, W. F. Caracterizacdo microbioldgica do aterro de residuos sélidos da producéo de
petroleo na regido de Icapui — CE e seu potencial de biorremediacdo. 2004. Dissertacdo
(Mestrado em Desenvolvimento e Meio Ambiente) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, 2004.

MERRETTIG-BRUNS U, JELEN E. Anaerobic biodegradation of detergent surfactants.
Materials, v. 2, p. 181-206, 20009.

MEYLHEUC, T.; VAN OSS, C. J.; BELLON-FONTAINE, M.-N. Adsorption of biosurfactant
on solid surfaces and consequences regarding the bioadhesion of Listeria monocytogenes
LO28. Journal of Applied Microbiology, v. 91, n. 5, p. 822-832, 2001.

MILTON J. ROSEN, J. T. K. Characteristic features of surfactants. In: Surfactants and
Interfacial Phenomena, 2012. p. 1-38.

MNIF, I.; GHRIBI, D. High molecular weight bioemulsifiers, main properties and potential
environmental and biomedical applications. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 31, n. 5, p. 691-706, 2015.

MONTEIRO, A. S.; BONFIM, M. R. Q.; DOMINGUES, V. S.; CORREA, A. et al.
Identification and characterization of bioemulsifier-producing yeasts isolated from effluents of
a dairy industry. Bioresource Technology, n. 101, n. 14, p. 5186-5193, 2010.

MUJUMDAR, S.; JOSHI, P.; KARVE, N. Production, characterization, and applications of
bioemulsifiers (BE) and biosurfactants (BS) produced by Acinetobacter spp.: A review.
Journal of Basic Microbiology, v. 59, n. 3, p. 277-287, 2019.

MULLIGAN, C. N. Environmental applications for biosurfactants. Environ Pollut, v. 133, n.
2, p. 183198, 2005.

NAKAMA, Y. Surfactants. In: SAKAMOTO, K.; LOCHHEAD, R. Y., et al (Ed.). Cosmetic
Science and Technology. Amsterdam: Elsevier, 2017. p. 231-244.

NAIMI, S.; VIENNOIS, E.; GEWIRTZ, A. T.; CHASSAING, B. Direct impact of commonly
used dietary emulsifiers on human gut microbiota. Microbiome, v. 9, n. 1, p. 66, 2021.

NAVON-VENEZIA, S.; ZOSIM, Z.; GOTTLIEB, A.; LEGMANN, R. et al. Alasan, a new
bioemulsifier from Acinetobacter radioresistens. Applied and Environmental Microbiology,
v. 61, n. 9, p. 3240-3244, 1995.

NELSON, C.; COX, M.M.; Principios de bioquimica de Lehninger. 7. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2018.

NIKOLOVA, C.; GUTIERREZ, T. Use of microorganisms in the recovery of oil from
recalcitrant oil reservoirs: current state of knowledge, technological advances and future
perspectives. Frontiers in Microbiology, v. 10, 2020.



86

NITSCHKE, M.; PASTORE, G.M., Biossurfactantes: propriedades e aplica¢des. Quimica
Nova, v. 25, n. 5, p. 772-776, 2002.

OBAYORI, O. S.; ILORI, M. O.; ADEBUSOYE, S. A.; OYETIBO, G. O. et al. Degradation
of hydrocarbons and biosurfactant production by Pseudomonas sp strain LP1. World Journal
of Microbiology & Biotechnology, v. 25, n. 9, p. 1615-1623, 2009.

OPENPR. Emulsifiers market future on recent innovation 2026 key players. Alemanha,
2020. Disponivel em: < https://www.openpr.com/news/2063526/emulsifiers-market-future-on-
recent-innovation-2026-key-players. Acesso em: 5 out. 2022.

PACWA-PLOCINICZAK, M.; PLAZA, G. A.; PIOTROWSKA-SEGET, Z.; CAMEOTRA, S.
S. Environmental applications of biosurfactants: recent advances. International Journal of
Molecular Sciences, v. 12, n. 1, p. 633-654, 2011.

PANJIAR, N.; SACHAN, S. G.; SACHAN, A. Screening of bioemulsifier-producing micro-
organisms isolated from oil-contaminated sites. Annals of Microbiology, v. 65, n. 2, p. 753-
764, 2015.

PARASZKIEWICZ, K.; KANWAL, A.; DELUGONSKI, J. Emulsifier production by steroid
transforming filamentous fungus Curvularia lunata. Growth and product characterization.
Journal of Biotechnology, v. 92, n. 3, p. 287-294, 2002.

PAVIA, D.L; LAMPMAM, G.L; KRIZ, G.S; VYVYAN, J.R. Introducéo a espectroscopia.
5. ed. Sdo Paulo: Cengage Learning, 2015.

PELE, M. A.,, MONTERO-RODRIGUEZ, D., RUBIO-RIBEAUX, D., SOUZA, A. F., LUNA,
M. A. C,, SANTIAGO, M. F., ANDRADE, R. F. S., ESILVA, T. A. L., SANTIAGO, A. L. C.
M. A., & CAMPOS-TAKAKI, G. M. Development and improved selected markers to
biosurfactant and bioemulsifier production by Rhizopus strains isolated from Caatinga soil.
African Journal of Biotechnology, v. 17, n. 6, p. 150-157, 2018.

PERFUMO, A.; SMYTH, T. J. P.; MARCHANT, R.; BANAT, I. M. Production and roles of
biosurfactants and bioemulsifiers in accessing hydrophobic substrates. In: TIMMIS, K. N.
(Ed.). Handbook of Hydrocarbon and Lipid Microbiology. Berlin, Heidelberg: Springer
Berlin Heidelberg, 2010. p. 1501-1512.

PESSOA, M. G.; VESPERMANN, K. A. C.; PAULINO, B. N.; BARCELOS, M. C. S. et al.
Newly isolated microorganisms with potential application in biotechnology. Biotechnology
Advances, v. 37, n. 2, p. 319-339, 2019.

PHETRONG, K.; H-KITTIKUN, A.; MANEERAT, S. Production and characterization of
bioemulsifier from a marine bacterium, Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7.
Songklanakarin Journal of Science and Technology, v. 30, n. 2, p. 297-305, 2008.

PIEGZA, M.; PIETRZYKOWSKA, J.; TROJAN-PIEGZA, J.; LABA, W. Biosurfactants from
Trichoderma filamentous fungi-a preliminary study. Biomolecules, v. 11, n. 4, p. 13, 2021.



87

PITOCCHI, R.; CICATIELLO, P.; BIROLO, L.; PISCITELLI, A. et al. Cerato-platanins from
marine fungi as effective protein biosurfactants and bioemulsifiers. International Journal of
Molecular Sciences, v. 21, n. 8, p. 2913, 2020.

BAIN & COMPANY. Potencial de diversificacdo da industria quimica brasileira. S&o
Paulo, 2014. Disponivel em: <
https://www.bndes.gov.br/arquivos/chamada_publica_FEPprospec0311_Quimicos_Relat4 te
nsoativos.pdf. Acesso em: 14 fev. 2022.

PRADHAN, A.; BHATTACHARYYA, A. Quest for an eco-friendly alternative surfactant:
surface and foam characteristics of natural surfactants. Journal of Cleaner Production, v. 150,
p. 127-134, 2017.

PRINCE, R. C. Oil spill dispersants: boon or bane? Environmental Science & Technology,
v. 49, n. 11, p. 6376-6384, 2015.

RAAIIMAKERS, J. M.; DE BRUIJN, I.; NYBROE, O.; ONGENA, M. Natural functions of
lipopeptides from Bacillus and Pseudomonas: more than surfactants and antibiotics. FEMS
Microbiology Reviews, v. 34, n. 6, p. 1037-1062, 2010.

RAMADASS, K.; MEGHARAJ, M.; VENKATESWARLU, K.; NAIDU, R. Ecological
implications of motor oil pollution: earthworm survival and soil health. Soil Biology and
Biochemistry, v. 85, p. 72-81, 2015.

ROCHA E SILVA, F. C. P.; ROQUE, B. A. C.; ROCHA E SILVA, N. M. P.; RUFINO, R. D.
et al. Yeasts and bacterial biosurfactants as demulsifiers for petroleum derivative in seawater
emulsions. AMB Express, v. 7, n. 1, p. 202, 2017.

RON, E. Z.; ROSENBERG, E. Natural roles of biosurfactants. Environmental Microbiology,
3,n. 4, p. 229-236, 2001.

ROSEN, M. J., KUNJAPPU, JOY T. Surfactants and interfacial phenomena. 4. ed. John
Wiley & Sons 2012.

ROSENBERG, E.; PERRY, A.; GIBSON, D. T.; GUTNICK, D. L. Emulsifier of Arthrobacter
RAG-1: specificity of hydrocarbon substrate. Applied and Environmental Microbiology, v.
37,n. 3, p. 409-413, 1979.

ROSENBERG, E.; RON, E. Z. High- and low-molecular-mass microbial surfactants. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 52, n. 2, p. 154-162, 1999.

RUFINO, R. D.; DE LUNA, J. M.; DE CAMPOS TAKAKI, G. M.; SARUBBO, L. A.
Characterization and properties of the biosurfactant produced by Candida lipolytica UCP 0988.
Electronic Journal of Biotechnology, v. 17, n. 1, p. 34-38, 2014.

SAINA, K. V.; HOFER, R.; SUKUMARAN, R. K.; GOTTUMUKKALA, L. D. et al. White
biotechnology in biosurfactants. In: PANDEY, A.; HOFER, R., et al (Ed.). Industrial
Biorefineries & White Biotechnology. Amsterdam: Elsevier, 2015. p. 499-521.



88

SALEK, K.; EUSTON, S. R. Sustainable microbial biosurfactants and bioemulsifiers for
commercial exploitation. Process Biochemistry, v. 85, p. 143-155, 2019.

SALEK, K.; EUSTON, S. R.; JANEK, T. Phase behaviour, functionality, and physicochemical
characteristics of glycolipid surfactants of microbial origin. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, v. 10, 2022.

SANDIAWO, S.; HOCK, O. G.; WEN, T. J.; HEE, C. W. et al. Comparative assessment of
three fungal genus in mycoremediation of spent engine oil: a brief review. Journal of
Experimental Biology and Agricultural Sciences, v. 10, n. 3, p. 474-480, 2022.

SANTOS, D. K. F.; RUFINO, R. D.; LUNA, J. M.; SANTOS, V. A. et al. Biosurfactants:
multifunctional biomolecules of the 21st century. International Journal of Molecular
Sciences, v. 17, n. 3, p. 401, 2016.

SATPUTE, S. K.; BANPURKAR, A. G.; DHAKEPHALKAR, P. K.; BANAT, I. M. et al.
Methods for investigating biosurfactants and bioemulsifiers: a review. Critical Review in
Biotechnology, v. 30, n. 2, p. 127-144, 2010.

SATPUTE, S. K.; MONE, N. S.; DAS, P.; BANAT, I. M. et al. Inhibition of pathogenic
bacterial biofilms on PDMS based implants by L. acidophilus derived biosurfactant. BMC
Microbiology, v. 19, n. 1, p. 39, 2019.

SCHEIBEL, J. J. The evolution of anionic surfactant technology to meet the requirements of
the laundry detergent industry. Journal of Surfactants and Detergents, 7, n. 4, p. 319-328,
2004.

SCHOBERT, H. Composition, classification, and properties of petroleum. In: SCHOBERT, H.
(Ed.). Chemistry of Fossil Fuels and Biofuels. Cambridge: Cambridge University Press, 2013.
p. 174191, (Cambridge Series in Chemical Engineering).

SENA, H. H.; SANCHES, M. A.; ROCHA, D. F. S.; SEGUNDO, W. O. P. F. et al. Production
of biosurfactants by soil fungi isolated from the amazon forest. International Journal of
Microbiology, 2018, p. 5684261, 2018.

SILVA, A. C. S. D.; SANTOS, P. N. D,; SILVA, T. A. L. E.; ANDRADE, R. F. S. et al.
Biosurfactant production by fungi as a sustainable alternative. Arquivos do Instituto
Bioldgico, v. 85, n. 0, 2018.

SHARMA, J.; SUNDAR, D.; SRIVASTAVA, P. Biosurfactants: potential agents for
controlling cellular communication, motility, and antagonism. Frontiers in Molecular
Biosciences, v. 8, 2021.

SHAVANDI, M.; MOHEBALLI, G.; HADDADI, A.; SHAKARAMI, H. et al. Emulsification
potential of a newly isolated biosurfactant-producing bacterium, Rhodococcus sp. strain TAG.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 82, n. 2, p. 477-482, 2011.

SHEKHAR, S.; SUNDARAMANICKAM, A.; BALASUBRAMANIAN, T. Biosurfactant
producing microbes and their potential applications: a review. Critical Reviews in
Environmental Science and Technology, v. 45, n. 14, p. 1522-1554, 2015.



89

SHEPHERD, R.; ROCKEY, J.; SUTHERLAND, I. W.; ROLLER, S. Novel bioemulsifiers
from microorganisms for use in foods. Journal of Biotechnology, v. 40, n. 3, p. 207-217, 1995.

SNYMAN, C.; MEKOUE NGUELA, J.; SIECZKOWSKI, N.; MARANGON, M. et al.
Optimised extraction and preliminary characterisation of mannoproteins from non-
Saccharomyces wine yeasts. Foods, v. 10, n. 5, p. 924, 2021.

SPEIGHT, J.D. The chemistry and technology of petroleum. 5. ed. Estados Unidos: CRC
Press, 2014.

SWANNELL, R. P. J.; MITCHELL, D.; LETHBRIDGE, G.; JONES, D. et al. A field
demonstration of the efficacy of bioremediation to treat oiled shorelines following the Sea
Empress incident. Environmental Technology, v. 20, n. 8, p. 863-873, 1999.

TAO, W.; LIN, J; WANG, W.; HUANG, H. et al. Designer bioemulsifiers based on
combinations of different polysaccharides with the novel emulsifying esterase AXE from
Bacillus subtilis CICC 20034. Microbial Cell Factories, v. 18, n. 1, p. 173, 2019.

THRAEIB, J. Z.,; ALTEMIMI, A. B.; JABBAR ABD AL-MANHEL, A,
ABEDELMAKSOUD, T. G. et al. Production and characterization of a bioemulsifier derived
from microorganisms with potential application in the food industry. Life, v. 12, n. 6, p. 924,
2022.

TORABIZADEH, H.; SHOJAOSADATI, S. A.; TEHRANI, H. A. Preparation and
characterisation of bioemulsifier from Saccharomyces cerevisiae and its application in food
products. LWT - Food Science and Technology, v. 29, n. 8, p. 734-737, 1996.

TUPE, S. G.; DESHMUKH, S. K.; ZAMBARE, R. B.; TRIPATHI, A. A. et al. Biopolymers
from fungi and their applications. In: DESHMUKH, S. K.; DESHPANDE, M. V., et al (Ed.).
Fungal Biopolymers and Biocomposites: Prospects and Avenues. Singapore: Springer
Nature Singapore, 2022. p. 3-14.

TWIGG, M. S.; BACCILE, N.; BANAT, |. M.; DEZIEL, E. et al. Microbial biosurfactant
research: time to improve the rigour in the reporting of synthesis, functional characterization
and process development. Microbial Biotechnology, v. 14, n. 1, p. 147-170, 2021.

UZOIGWE, C.; BURGESS, J. G.; ENNIS, C. J.; RAHMAN, P. K. S. M. Bioemulsifiers are
not biosurfactants and require different screening approaches. Frontiers in Microbiology, v.
6, n. 245, 2015.

VALLEJO-CARDONA, A. A.; MARTINEZ-PALOU, R.; CHAVEZ-GOMEZ, B.; GARCIA-
CALOCA, G. et al. Demulsification of crude oil-in-water emulsions by means of fungal spores.
PLOS ONE, v. 12, n. 2, 2017.

VAN BOGAERT, I. N. A,; SAERENS, K.; DE MUYNCK, C.; DEVELTER, D. et al.
Microbial production and application of sophorolipids. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 76, n. 1, p. 23-34, 2007.



90

VARJANI, S. J.; UPASANI, V. N. Critical review on biosurfactant analysis, purification and
characterization using rhamnolipid as a model biosurfactant. Bioresource Technology, 232, p.
389-397, 2017.

VAZQUEZ-DUHALT, R. Environmental impact of used motor oil. Science of The Total
Environment, v. 79, n. 1, p. 1-23, 1989.

VELIOGLU, Z.; OZTURK UREK, R. Optimization of cultural conditions for biosurfactant
production by Pleurotus djamor in solid state fermentation. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 120, n. 5, p. 526-531, 2015.

VIEIRA, I. M. M.; SANTOS, B. L. P.; RUZENE, D. S.; SILVA, D. P. An overview of current
research and developments in biosurfactants. Journal of Industrial and Engineering
Chemistry, 100, p. 1-18, 2021.

VIRAMONTES-RAMOS, S.; CRISTINA PORTILLO-RUIZ, M.; BALLINAS-
CASARRUBIAS MDE, L.. TORRES-MUNOZ, J. V. et al. Selection of
biosurfactan/bioemulsifier-producing bacteria from hydrocarbon-contaminated soil. Braz J
Microbiol, v. 41, n. 3, p. 668-675, 2010.

VYLKOVA, S. Environmental pH modulation by pathogenic fungi as a strategy to conquer the
host. PLOS Pathogens, v. 13, n. 2, 2017.

WILLUMSEN, P. A.; KARLSON, U. Screening of bacteria, isolated from PAH-contaminated
soils, for production of biosurfactants and bioemulsifiers. Biodegradation, v. 7, n. 5, p. 415-
423, 1996.

WHITE, G, F.; RUSSEL, N.J. What is biodegradation?. In: KARSA, D. R.; PORTER, M.R.
(Ed.). Biodegradability of surfactants. Reino Unido, Springer-Science + Business Media,
1995. p. 28.

XU, X.; LIU, W.; TIAN, S.; WANG, W. et al. Petroleum hydrocarbon-degrading bacteria for
the remediation of oil pollution under aerobic conditions: a perspective analysis. Front
Microbiol, v. 9, p. 2885, 2018.

YOUSSEF, N. H.; DUNCAN, K. E.; NAGLE, D. P.; SAVAGE, K. N. et al. Comparison of
methods to detect biosurfactant production by diverse microorganisms. Journal of
Microbiological Methods, v. 56, n. 3, p. 339-347, 2004.



