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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a produ-
¢do de biossurfactante pelo fungo Curvularia luna-
ta- UFPEDA885 para descontaminagdo de solos por
6leo automotivo. Foi realizado um Delineamento
Composto Central Rotacional com as variaveis in-
dependentes: tamanho do inéculo (discos de gelose
de 0,6 cm), concentracdo de NH,NO,, MnSO H,0 e
CuS0,5H,0. 0 fungo foi inoculado em meio mine-
ral adaptado com 2 % de 6leo diesel, cultivo por 72
horas a 40°C. Foram avaliadas: tensao superficial e
atividade emulsificante, toxicidade do biossurfac-
tante frente sementes de Cucumis sativus, ao mi-
crocrustaceo Artemia salina e biorremocéo de 6leo
automotivo em solo pelo biossurfactante. Por fim,
foi avaliada a estabilidade da emulsdo e os efei-
tos do pH, temperatura e NaCl na atividade emul-
sificante. C. lunata é produtor de biossurfactante,
reduzindo a tensdo superficial até 32,9 mN/m. A
reducdo da tensdo superficial foi otimizada com
indculo, nitrogénio e manganés nas concentragdes
de 30 discos, 2 g/L e 0,1 g/L, respectivamente, e
para o cobre 0,1 g/L. Além disso, este fungo produz
um bioemulsificante capaz de promover a emulsifi-
cacdo de até 98% de 6leo automotivo, com elevada
estabilidade em diferentes valores de pH, tempe-
ratura e salinidade. O biossurfactante produzido
por C. lunata - UFPEDA885 apresenta 0,02 % de
proteinas, 6,5 % de aglcares e 87 % de lipidios to-
tais. Houve remogdo de 93,5 % de 6leo automotivo
contaminando solo arenoso e baixa fitotoxicidade
frente as sementes de C. sativus, ja para A. salina
a toxicidade ocorreu em concentragdes do extrato
a partir de 25 %. C. lunata é considerado promissor
na producdo de biossurfactante com aplicacdo na
biorremediagdo .
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ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the production of biosurfactant by Curvularia lunata-UFPE-
DA885 for soil decontamination by automotive oil. A Central Rotational Composite Design was per-
formed with the variables: inoculum size, concentration of NH,NO,, MnSO,H,0 and CuSO,5H,0. The
fungus was inoculated in mineral medium with 2% diesel oil, with cultivation for 72 hours at 40°C. The
following were evaluated: surface tension and emulsifying activity, toxicity of the biosurfactant against
Cucumis sativus seeds, the microcrustacean Artemia salina and bioremoval of automotive oil in soil by
the biosurfactant. Finally, the stability of the emulsion and the effects of pH, temperature and NaCl on
the emulsifying activity were evaluated. C. lunatais a biosurfactant producer, reducing surface tension
up to 32.9 mN/m. The surface tension reduction was optimized with inoculum, nitrogen and manganese
at concentrations of 30 disks, 2 g/L and 0.1 g/L, respectively, and for copper 0.1 g/L. Furthermore, this
fungus produces a bioemulsifier capable of promoting the emulsification of up to 98% of automotive
oil, with high stability at different pH, temperature and salinity values. The biosurfactant produced by C.
lunata UFPEDA885 has 0.02 % of proteins, 6.5% of sugars and 87 % of total lipids. There was removal of
93.5 % of automotive oil contaminating sandy soil and low phytotoxicity against C. sativus seeds, where-
as for A. salina toxicity occurred at extract concentrations from 25 %. C. lunatais considered promising
in the production of biosurfactant with application in bioremediation.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la produccién de biosurfactante por Curvularia lunata -
UFPEDAB885 para la descontaminacién de suelos por aceite automotriz. Se realiz6 un Disefio Compues-
to Rotacional Central con las variables: tamafio del inéculo, concentracién de NH,NO,, MnSO,H,0 y
CuS0,5H,0. EL hongo se inocul6 en medio mineral con aceite diesel al 2 %, con cultivo durante 72 horas
a 40°C. Se evaluaron: tensién superficial y actividad emulsionante, toxicidad del biosurfactante contra
semillas de Cucumis sativus, el microcrustaceo Artemia salina y biorremocién de aceite automotriz en
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suelo por el biosurfactante. Finalmente, se evalu6 la estabilidad de la emulsién y los efectos del pH, la
temperatura y el NaCl sobre la actividad emulsionante. C. lunata es un productor de biosurfactantes,
reduciendo la tensién superficial hasta 32,9 mN/m. La reduccién de la tensién superficial se optimizé
coninédculo, nitrégeno y manganeso a concentraciones de 30 discos, 2 g/Ly 0,1 g/L, respectivamente, y
para cobre 0,1 g/L. Ademas, este hongo produce un bioemulsionante capaz de promover la emulsifica-
cién de hasta el 98 % del aceite de automocién, con alta estabilidad a diferentes valores de pH, tempe-
raturay salinidad. El biosurfactante producido por C. lunata - UFPEDA885tiene 0,02 % de proteinas, 6,5
% de azlcaresy 87 % de lipidos totales. Hubo remocién del 93,5 % del aceite automotriz que contamina
el suelo arenoso y baja fitotoxicidad contra semillas de C. sativus, mientras que para A. salina la toxici-
dad se present6 a concentraciones de extracto a partir del 25 %. C. lunata se considera prometedora en
la produccién de biosurfactantes con aplicacién en biorremediacién.

PALABRAS CLAVE

Biosurfactante, biorremediacién, suelos, aceite automotriz

1INTRODUGAO

A contaminagao ambiental por 6leo diesel e outros produtos petroquimicos pde em perigo diferen-
tes ecossistemas (RAKOWSKA, 2020). No solo, derramamentos acidentais de hidrocarbonetos podem
alterar as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, resultando em baixa fertilidade, alteragdes na
microbiota e desequilibrio ecolégico (SILVA et al., 2020). Os riscos e efeitos negativos do transporte,
producdo e comercializacao de petréleo e seus derivados tém impulsionado o interesse no desenvol-
vimento de técnicas de remediacdo para estes poluentes organicos (GAUR et al., 2021).

Varias técnicas mecanicas e quimicas tém sido empregadas para a remocdo dos poluentes de
hidrocarbonetos dos ambientes, no entanto, esses métodos podem ter efeitos prejudiciais ao meio
ambiente quando comparados a biorremediacdo. A alternativa bioldgica utiliza biossurfactantes, que
sdo metabdlitos secundarios microbianos que reduzem a tensdo superficial entre dois liquidos imis-
civeis como agua e 6leo (FERREIRA et al., 2020). A propriedade permite que estes produtos do meta-
bolismo possam ser utilizados para a descontaminagdo ambiental de locais impactados por hidrocar-
bonetos do petréleo, na indistria farmacéutica e até interferindo nas interagdes entre as proteinas da
superficie do SARS-COV-2 virus e os locais receptores das células hospedeiras (UZOIGWE et al., 2015;
KASHIF et al., 2022). Na biorremediacdo, a principal vantagem da utilizacdo de biossurfactantes em
comparacao aos surfactantes sintéticos ocorre pela baixa toxicidade e alta biodegradabilidade que
estes produtos oferecem, sendo mais compativeis com o meio ambiente (GAUTAM; TYAGI, 2006).

Entre os microrganismos usados na tecnologia de biorremediagdo hoje em dia, os fungos sdo
eficientes, confidveis, econdmicos e ecologicamente adequados para limpar e desintoxicar contami-
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nantes de hidrocarbonetos do meio ambiente. A biorremediacdo com fungos garante a degradagdo
completa e mineralizagdo de contaminantes de hidrocarbonetos. Em geral, eles sdo mais eficientes
e eficazes na remogdo de hidrocarbonetos contaminantes dos ambientes, ou seja, &gua, solo e sedi-
mentos (MAHMUD et al., 2022).

Dentre os fungos desta classe, Curvularia lunata é apontado com grande potencial gendmico para
uso em recursos biotecnoldgicos e em condic¢des de tolerancia ao estresse podendo ser destacada
sua a¢do produtora de agentes tensoativos, entretanto estes ainda ndo foram caracterizados (RAVIN-
DRAN et al., 2020; PARASZKIEWICZ et al., 2002). Diante deste fato, o objetivo do presente trabalho
foi caracterizar a producédo de biossurfactante por Curvularia lunata - UFPEDA8S5 para descontami-
nacao de solos por éleo automotivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRORGANISMO

Foi utilizado o fungo Curvularia lunata - UFPEDA885, proveniente da Colegdo de Culturas do
Departamento de Antibiéticos, da Universidade Federal de Pernambuco, Pernambuco-Brasil. As
culturas foram mantidas em meio Bushnell Haas Sélido acrescido de 2 % de 6leo diesel e conser-
vadas a 4 °C (ATLAS, 1995).

2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE

Foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR 2%, com quatro varidveis in-
dependentes: X1 - tamanho do in6culo (em blocos de gelose de 0,6 cm); X2 - concentragdo de NH,NO,
(g/L); X3 - concentragdo de MnSO,H,0 (g/L) e X4 - concentragao de CuSO,5H,0 (g/L). Os fatores
foram distribuidos em 5 niveis, a partir dos quais obteve-se 27 experimentos que incluiram 16 nos
pontos fatoriais (-1 e +1), 8 nos pontos axiais (-2 e +2) e 3 repeticdes nos pontos centrais (nivel 0). No
quadro 1, a seguir, podem ser visualizados os valores reais das varidveis independentes e os valores
codificados (entre parénteses), cujos experimentos foram conduzidos para estimar a variavel depen-
dente: tens&o superficial na condicdo estética (Y1) e sob agitag&o (Y2).

O cultivo do fungo ocorreu em frascos de Erlenmeyer-250mL contendo meio mineral Bushnell
Haas - modificado, acrescido de 2% de 6leo diesel (cedido pela Petrobras Transporte S.A.) como ex-
clusiva fonte de carbono. As aliquotas do fungo e as concentragdes de minerais no meio acrescido de
6leo como fonte de carbono, variaram de acordo com as condi¢des descritas na matriz DCCR apre-
sentada no quadro 01. O pH foi ajustado para 4.0 e o material incubado por 72 horas a 40°C seguindo
protocolos das condicdes ideais de cultivo para a estirpe (MACIEL et al., 2010). As amostras foram
cultivadas de modo estéatico (CE) e sob agitagao de 150 rpm (CA). Ap6s o periodo de cultivo, o material
foi filtrado e foi verificada a redugdo da tensédo superficial para detec¢do de producédo de biossurfac-
tante e a atividade emulsificante para detec¢do da produgdo de um bioemulsificante.
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2.2.1 ANALISE DA TENSAO SUPERFICIAL
A tensdo superficial foi verificada pela leitura em tensiébmetro marca sigma 703D, de acordo com o
método de Du-Noy’s (KUYUKINA et al,, 2001). Em todo aferimento, utilizou-se &gua destilada como controle.

2.2.2 ANALISE DO iNDICE DE EMULSIFICAGAO

Foi verificada de acordo com Paraszkiewicz et al. (2002) frente as fontes oleosas: 6leo de canola,
6leo mineral, 6leo de soja, 6leo de soja apés fritura, 6leo automotivo e dleo diesel. O filtrado celular
obtido no planejamento experimental foi homogeneizado com as fontes oleosas (1:1 v/v) por 2 minu-
tos em vértex a 700 min*. Apés 24 horas a altura da proporcéo de 6leo emulsificado foi comparada
com a altura do volume total de 6leo adicionado (E24).

Quadro 1 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR 24, com valores reais e
codificados das variaveis independentes

Variaveis independentes
Condigoes experimentais X1 X2 X3
Quantidade do inéculo NHNO3(g/L) MnSO04H20 (g/L)

1 20(-1) 1(-1) 0,05(-1)
2 20(-1) 1(-1) 0,05(-1)
3 20(-1) 1(-1) 0,15(1)
4 20(-1) 1(-1) 0,15(1)
5 20(-1) 3(1) 0,05(-1)
6 20(-1) 3(1) 0,05(-1)
7 20(-1) 3(1) 0,15(1)
8 20(-1) 3(1) 0,15(1)
9 40(1) 1(-1) 0,05(-1)
10 40(1) 1(-1) 0,05(-1)
11 40(1) 1(-1) 0,15(1)
12 40(1) 1(-1) 0,15(1)
13 40(1) 3(1) 0,05(-1)
14 40(1) 3(1) 0,05(-1)
15 40(1) 3(1) 0,15(1)
16 40(1) 3(1) 0,15(1)
17 10(-2) 2(0) 0,1(0)
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Variaveis independentes
Condigdes experimentais X1 X2 X3
Quantidade do inéculo NH:NO3(g/L) MnS04H20 (g/L)
18 50(2) 2(0) 0,1(0)
19 30(0) 0(-2) 0,1(0)
20 30(0) 4(2) 0,1(0)
21 30(0) 2(0) 0(-2)
22 30(0) 2(0) 0,2(2)
23 30(0) 2(0) 0,1(0)
24 30(0) 2(0) 0,1(0)
25 30(0) 2(0) 0,1(0)
26 30(0) 2(0) 0,1(0)
27 30(0) 2(0) 0,1(0)

Fonte: Dados da pesquisa

2.2.3 EFEITO DO PH, TEMPERATURA E SALINIDADE NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DO BIOEMULSIFICANTE

Para verificagdo da estabilidade do bioemulsificante, o material filtrado livre de células foi distri-
buido em tubos de ensaio e submetido a diferentes condicdes de pH (2, 4, 6, 8, 10 e 12), temperatura
(20, 50, 75, 100 e 125°C) e salinidade- NaCl (5, 10, 15, 20 e 25%) por 15 minutos. Apés o perfodo, foi
verificada a atividade emulsificante visando a caracterizagao do efeito do pH, da temperatura e da
salinidade na estabilidade da emuls&o conforme protocolo de Liu et al. (2010). Para deteccdo das
condigdes ideais para a atividade emulsificante, o extrato bruto do biossurfactante permaneceu por
duas horas nas condi¢des otimizadas para posterior anélise conforme protocolo de Liu et a/ (2010).

2.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DO BIOSSURFACTANTE
2.3.11SOLAMENTO

O liquido metabdlico livre de células obtido na melhor condigdo do planejamento fatorial foi centri-
fugado a 2000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 5mL de acetona foi adicionado
cuidadosamente ao liquido metabélico e o material foi centrifugado novamente a 2000 x g por 15 minu-
tos. O precipitado foi coletado, seco e pesado conforme protocolo de Paraszkiewicz et al. (2002).

2.3.2 COMPOSICAO QUIMICA

O biossurfactante isolado teve indice de proteinas determinado pelo “Kit” de proteinas totais La-
btest® onde o teor de proteinas totais é detectado pela especificidade da reacdo de biureto. Para a
quantificagdo dos carboidratos foi utilizado o “Kit” para quantificagdo de glicose Labtest®, onde a
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glicose é detectada ap6s reagdo com peréxido de hidrogénio. Os lipidios foram determinados apés a
extracdo com cloroférmio e metanol (MANOCHA et al., 1980).

2.3.3 TESTE DE TOXICIDADE DO BIOSSURFACTANTE FRENTE A CUCUMIS SATIVUS L.

Para analise da fitotoxicidade do biossurfactante foram utilizadas sementes de Pepino caipira
(Cucumis sativus L.). As sementes foram desinfetadas e em sequida transferidas (10 unidades) para
placas de Petri previamente forradas com papel de filtro duplo embebido em 2 mL do liquido metabélico
livre de células, este procedimento foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas (+ 28°C) por
5 dias. Foram utilizados dois controles, um com agua destilada e outro com diesel. Apés o periodo de
incubacao, foram calculados o percentual de crescimento da raiz e o percentual de germinagéo visando
obtencao do indice de germinag&o: % germinagdo X % crescimento das raizes/ 100 (TIQUIA et al., 1996).

2.3.4 TESTE DE TOXICIDADE DO BIOSSURFACTANTE FRENTE A ARTEMIA SALIVA

A toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina foi verificada ap6s a eclosdo dos cistos apds
24 horas em solucgdo de sal marinho sintético (32 g/L), com aeracdo e a + 30°C (MATTHEWS, 1995).
Apés a eclosdo, dez larvas do microcrustéceo foram selecionadas e incubadas, em tubos de penicilina
contendo as concentragdes do biossurfactante de 1% a 100% por 24 horas para observagdo da mor-
talidade. Controles negativos foram utilizados paralelamente com solugdo de sal marinho sintético.
Apés o periodo de incubacao, foi feita a contagem do ndimero de larvas mortas. Todos os testes de
toxicidade foram conduzidos em quintuplicatas.

2.3.5 APLICACAO DO BIOSSURFACTANTE NA REMOCAO DE OLEO EM SOLO

Foi adicionado 10g de solo arenoso coletado na Praia de Suape-PE, Brasil com a seguinte caracte-
rizagdo: pH- 8.0, Umidade: 8,7%, Nitrogénio 7,9 g/Kg; Matéria Organica 1,65 g/Kg e, Carbono organi-
co - 0,96 g/Kg. O solo foi impregnado por 5mL de éleo automotivo e 75mL do liquido livre de células,
obtido na melhor condig¢éo e como controle utilizou-se agua destilada esterilizada em substitui¢do ao
liquido livre de células. O material foi incubado por 48 horas a 150 rpm e em sequida o sobrenadante
foi removido por centrifugacao, o solo foi lavado e seco para detecgdo do percentual de remogdo do
6leo do solo de acordo com Luna et al(2009).

2.3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para o planejamento experimental para producédo do biossurfactante, foi desenvolvido um modelo
de regressdo empirico relacionado as respostas das quatro variaveis envolvidas no processo de redu-
cdo da tensdo superficial verificada pelo DCCR, visando a determinagao das condi¢des otimizadas. A
Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo foi desenvolvida com base na significancia estatistica de
acordo com a equacao polinomial e pelo F-valor (variagdo de Fisher) ao nivel de significancia de 95%.
Os coeficientes de regressdo foram utilizados para conduzir calculos estatisticos e para a construcao
dos modelos de regressdo lineares, quadraticos e os efeitos de interagéo entre as varidveis testadas.

Realizou-se ainda o ajuste por meio da ANOVA, visando verificar a qualidade do modelo adota-
do pelo Coeficiente de Determinac&o (R2), que fornece uma medida da proporcao da variacdo (pela
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equacado de regressdo) e o teste t, que avalia a significancia da regressado. A ANOVA, as superficies
resposta, o coeficiente de determinacdo, teste T e as anélises de significancia foram realizadas pelo
programa Statistic® 6.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Curvularia lunata-UFPEDA 885 utilizou 6leo diesel como Unica fonte de carbono e produziu bios-
surfactante capaz reduzir a tensdo superficial para valores entre 32 mN/m e 60,6 mN/m, o que mostra
a influéncia das variaveis escolhidas na resposta de reducdo da tensdo superficial (Quadro 2). Os
melhores valores ocorreram nas condi¢des do ponto central (X1 = 30; X2=2; X3=0,1 e X4=0,2), espe-
cialmente para o cultivo estatico, indicando repetibilidade do processo. De acordo com Paraszkiewicz
et al. (2002), ha poucos relatos na literatura de fungos filamentosos capazes de usar esteréides para
a sintese de agentes biossurfactantes.

Os resultados obtidos no cultivo estético foram selecionados para anélise por meio do software
Statistica® 6.0. As variaveis isoladas exerceram influéncia na redugdo da tensdo superficial: Inéculo,
NH,NO,, MnSO,H,0 e CuSO,5H,0 ao nivel de significancia de 95%, bem como a interagdo linear
entre MnSO,H,0 e CuSO,5H,0 que promoveu um efeito negativo na reducédo da tensdo superficial, de
acordo com o gréafico de Pareto, enquanto a fonte de nitrogénio (NH&NO3) foi a variavel que, isolada-
mente exerceu maior influéncia no processo de redugdo da tensdo superficial pelo surfactante pro-
duzido por Curvularia lunata-UFPEDA 885 (Figura 1). Segundo Silva et al. (2021), a suplementacao
com aminodcidos e micronutrientes como magnésio, fésforo, sédio, cobre e manganés pode atender
a essas necessidades nutricionais e favorecer a produgdo de biossurfactantes.

Quadro 2 - Atividade Emulsificante e Tensdo Superficial observadas nas 27 condig¢des experimentais
de Curvularia lunata-UFPEDAB885 em 6leo diesel

E24(%) para as distintas fontes oleosas
(=]
2 Tensdo Su © o < ® £
w ;. ~ = om— om— [-] - =)
8 E Tensao perficial a 3 ','?, & g 2 =
o 2 Superficial o @ o = 5 !
s E (mN/m) < < E @ E ° K]
c T (mN/m) o ° o9 ° ° 4 3
SE |estteays| Ao | B | 82| g | & | & |
3 -v2 | © | S © S
1 34,8 54,86 75 33 55 50 33 75
2 48,5 60,63 75 53 40 67 33 50
3 41,5 55,56 45 33 48 60 35 50
4 40,7 56,39 45 27 40 50 29 60
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E24(%) para as distintas fontes oleosas
g,c § Superficial (mN/m) g S E S g ' :§ g £
S8 | cutieas| Aotasio | § | £3 5% | g | &\ FE
-Y2 . . ©
5 40,1 53,9 50 47 48 40 29 40
6 46,2 53,53 45 20 45 37 29 95
7 40,7 56,52 45 33 50 55 35 56
8 41 56,67 45 40 45 60 29 83
9 38,7 40,91 45 55 45 55 29 71
10 48,5 57,41 45 27 55 50 23 88
11 41,2 52,26 50 40 45 60 27 68
12 46 58,41 40 33 50 50 29 98
13 40,8 52,95 50 30 45 48 23 75
14 48,4 50,12 25 40 70 50 23 90
15 37,6 53,08 45 20 50 45 24 75
16 40,1 53,98 40 20 50 45 14 60
17 44 55,05 50 27 60 53 14 90
18 37,3 52,31 45 33 45 53 25 T4
19 55,5 50,19 50 33 50 48 24 98
20 47 50,36 50 25 50 50 30 98
21 40,8 51,44 45 35 50 50 18 78
22 46,5 50,67 45 25 50 50 24 88
23 45,5 51,08 50 27 50 50 24 75
24 432 52,09 50 33 45 47 24 70
25 34,3 44,17 73 47 60 60 33 98
26 34,4 43,76 75 46 60 60 33 98
27 32,9 44,01 75 47 60 58 33 97

Fonte: Dados da pesquisa

Interfaces Cientificas = Aracaju « V.9 « N.3 « p. 7 - 23 - Fluxo Continuo « 2024 ° 15 °



Figura 1 - Grafico de Pareto com as varidveis que apresentaram maior influéncia na redugéo da tensdo
superficial por Curvularia lunata-UFPEDA 885 em cultivo estatico, ao nivel de significancia de 95%

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Surface Tension

4 factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=9,1875
DV: Surface Tension

™ T v ™ T v v

NH4NO3(Q) ; 16,3014
(4)CuSO4(L) g |3,703893 3
MnS04(Q) 1 | 3,444444 E
3Lby4l 1]-2,39188 1
Inoculo(Q) 1]2.301587 ]
CuS04(Q) l2,111111 ]

2NHaNO3(L) B ] -1.2795% ]
2Lby3L ] -1.23714 ;
2yt [ 7222 ]
1Lby2L FIIRINIINN] -.742307 ! ]
(1)inoculo(L) F [ ]-471405
byl F 412393
ilbyal ] 412393
(3)MnSO4(L) | -, 336718

"

p=.05
Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Dados da pesquisa

0 modelo utilizado foi considerado valido pois o F calculado (19,8) foi superior ao F critico (3,03), 0
que possibilitou a realizacdo de curvas de superficies resposta para as varidveis significantes em fun-
¢do da tensdo superficial. Estes graficos foram construidos com base no modelo reparametrizado da
equacao de regressdo: Y1 (Tensdo Superficial) = 35,8+1 X12 +3,7 X22 +1,8 X32 + 2,3 X4 -1,8 X3X4. As
curvas revelaram uma tendéncia de otimizacdo do processo com as varidveis nas condi¢des do ponto
central, com a exce¢do do CuSO,5H,0 cuja concentragdo 6tima quando interagindo com as demais
variaveis foi de 0,1g/L (figura 2). De acordo com Banat (1995), o nitrogénio e 0 manganés exercem
importante influéncia na produgdo de biossurfactantes, sendo necessario que se estabeleca niveis
6timos de producgdo visando a otimizagdo de processo.
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Figura 2 - Superficies de respostas em func¢do da tensdo superficial, para a razdo MnSO, H,0 versus
NH,NO, (A), CuSO,5H,0 versus NH,NO, (B), MnSO,H,0 versus CuSO,5H,0 (C), inéculo versus.NH,NO,
(D), in6culo versus MnSO,H,0 (E) e inéculo versus CuSO,5H,0 (F)
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O biossurfactante foi isolado na concentracdo de 2,2 g/L. Apds anélises quimicas este biossurfac-
tante foi caracterizado como um polimero composto por proteinas (0,02%), polissacarideos (6,5%) e
acidos graxos (87%), sendo considerado um lipossacarideo. Paraszkiewicz et al. (2002) obtiveram 2,6
g/L de biossurfactante produzido por C. lunata - IM2901 apés 47 horas de incubagdo em meio mine-
ral, utilizando um substrato hidrofébico e, este biossurfactante apresentou em sua composigado 48%
de carboidratos, 25% de proteinas e nenhum acido graxo.

Sé&o diversos os fatores que interferem na produgdo de biossurfactantes como a natureza do subs-
trato, as vias sintéticas, as composicdes dos meios de cultura (fons como fésforo, nitrogénio, magnésio,
manganés, oxigénio e ferro) e condi¢des de cultivo. Os autores ainda citam que estes podem ser aplica-
dos na descontaminagdo ambiental, inddstria farmacéutica e ainda no combate a pandemia Covid-19.
Verifica-se que a produg¢do de biossurfactantes a partir de residuos pode desempenhar um papel sig-
nificativo na melhoria da bioeconomia circular e da sustentabilidade ambiental (KASHIF et al., 2022).

Ainda de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, houve a formagdo de emul-
sdo em presenca de todas as fontes oleosas testadas, indicando que C. lunata -UFPEDA885 é produtor
de um bioemulsificante cuja atividade méxima ocorreu com o 6leo automotivo (98%). Com base neste
resultado, o 6leo lubrificante automotivo foi selecionado para caracterizagao de efeito e estabilidade
da emulsdo. Paraszkiewicz et al (2002) em ensaios, utilizando C. lunata obteve 100% de atividade
emulsificante frente a 6leo mineral e 95% apds contato do biossurfactante com 6leo vegetal e quero-
sene, estes foram os 6leos selecionados pelo autor para avaliar a estabilidade da emulséo.

Silva et al (2021), referem que os biossurfactantes reduzem a tensao superficial/interfacial entre
as fases fluidas e apresentam estabilidade superior aos surfactantes quimicos sob diferentes con-
di¢des fisico-quimicas. Os autores ainda relatam que as estratégias relacionadas aos pardmetros e
varidveis do processo, produgdo simultanea, otimizacdo de processos por meio de ferramentas es-
tatisticas e genéticas, processamento downstream e alguns aspectos sdo formulagdes de produtos
comerciais que poderiam ser aplicados no futuro.

Fatores ambientais como salinidade, pH e temperatura afetam a atividade do biossurfactante.
De acordo com as temperaturas avaliadas, ndo houve redugdo significativa na atividade do bioemul-
sificante produzido por C. lunata em 4, 20, 50 e 100°C. Na temperatura de 125°C a atividade emul-
sificante diminuiu 80%. Apesar desta reducdo na atividade do bioemulsificante, este percentual de
emulsificacdo é considerado pela literatura como um eficaz bioemulsificante (ILORI et al., 2005).

Kim et al (1997), avaliando o surfactante sintético SDS a temperaturas acima de 70°C, encontra-
ram diminui¢do na atividade emulsificante chegando até 20% de atividade a 100°C. O pH 2,0 foi a
nica condi¢do em que a atividade emulsificante diferiu significativamente estando abaixo de 95%.
Nas demais condicdes de pH (4 a 12) esta atividade esteve entre 95% e 100%. Sarubbo et al (2007)
detectaram estabilidade emulsificante de surfactina produzida por Bacillus subtilis, entre pH 3 e 11,
com reducao na atividade nos valores de pH fora desta faixa.

Por fim, o efeito da forga idnica na atividade do bioemulsificante, ocorreu em todas as concen-
tragdes de NaCl testadas estando a atividade emulsificante entre 45% e 75%. Méndez-Vilas et al.
(2007) observaram indice de emulsificacdo entre 50% e 40% para o bioemulsificante produzido por
Pseudomonas fluorescens em concentragdes de 5 a 30% de cloreto de sédio.
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Em relagdo a fitotoxicidade do extrato bruto do biossurfactante, o indice de germinagdo das se-
mentes de Pepino caipira (Cucumis sativus) foi de 90,8. Considera-se que quando o indice de germi-
nagdo é superior a 80, ndo ha toxicidade sendo este um dos mais importantes critérios usados pelas
agéncias ambientais do mundo (TIQUIA et al., 1996). A toxicidade dos hidrocarbonetos pode provocar
inibicdo da germinagdo e a redugdo no crescimento da raiz de sementes vegetais (RIVERA-CRUZ;
TRIJILLO-NARCIA, 2004).

Para Artemia salina o extrato bruto do biossurfactante nas concentragées de 25% e 30% promo-
veram a letalidade de, respectivamente 50% da populacdo testada, CL50 e 100% da populagdo. Em
ensaios semelhantes, Silva et al (2010) obtiveram CL50 em 52% do extrato bruto do biossurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa.

O biossurfactante produzido por C. lunata - UFPEDA885 removeu 93,5% do éleo automotivo que
impregnou o solo por 48 horas (Figura 3). Pacheco et al. (2010) utilizando o biossurfactante produzi-
do, durante um més, por Rhodococcus erythropolis na biorremocao de éleo cru em solo, obteve remo-
cao de 97 a 99% pelo biossurfactante produzido. Cameotra e Makkar (1998) observaram remocdo de
56% de 6leo adsorvido em areia pelo biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa.

Figura 3 - Aspecto do solo arenoso antes da contaminagao (esquerda), apés contaminagao por 6leo
automotivo (centro daimagem) e, ap6s biorremoc&o de 93,5% do 6leo pelo biossurfactante produzido
por C. Lunata -UFPEDA8S5 (direita)

S

L Solo tratado (93,55

Fonte: Dados da pesquisa

4 CONCLUSOES

Curvularia lunata - UFPEDA885 é capaz de crescer em meio mineral contendo 6leo diesel como
exclusiva fonte de carbono e produzir biossurfactante. Este metabélito secundario produzido é esta-
vel em variagdes de pH e temperatura e promissor na reducao da tensao superficial de meio liquido
contaminado por 6leo diesel (redugdo até 32,9 mN/m). Sua funcdo é otimizada quando se varia as
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concentragdes de indculo, disponibilidade de nitrogénio, manganés e cobre. Este composto ainda é
capaz de remover 6leo automotivo em solo arenoso com baixa toxicidade frente as sementes de Cucu-
mis sativus e ao microcrustaceo Artemia salina. C. lunata - UFPEDA885 é considerado promissor na
producdo de biossurfactante e bioemulsificante visando aplicagdo em processos de biorremediagdo
de ambientes contaminados por petroderivados.
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