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Resumo

Objetivo: Investigar o potencial biossurfactante de leveduras do género Candida
tropicalis isoladas da agua da area portuaria do rio Negro, em Manaus (AM), com
vistas a sua aplicagdo em processos de biorremediacdo em ecossistemas
amazoénicos. Metodologia: Foram coletadas amostras de agua na orla do rio Negro,
no porto publico de Manaus durante o periodo de cheia. Os microrganismos foram
isolados em meio Bushnell e Haas suplementado com 1% de 6leo diesel como fonte
de carbono. A identificagdo presuntiva das leveduras foi realizada em meio
CHROMagar Candida®, com posterior avaliagdo do potencial biossurfactante por meio
de bioensaios de emulsificagao e do teste de biodegradabilidade utilizando o indicador
redox 2,6-diclorofenol-indofenol. Resultados: Foram isoladas seis leveduras
identificadas como Candida tropicalis. Todas demonstraram capacidade de
emulsificagdo, com indices variando entre 6% e 53%, sendo o maior valor obtido pela
cepa L1. O teste de biodegradabilidade indicou descoloragdo completa do meio
mineral apds 24 horas de incubacdo, confirmando o potencial biossurfactante e a
capacidade de degradacao de 6leo diesel. Conclusdo: Os resultados indicam que
leveduras C. tropicalis isoladas da area portuaria do Rio Negro apresentam atividade
biossurfactante relevante e potencial de biodegradacdo de hidrocarbonetos,
reforcando a importancia da biodiversidade microbiana amazénica como fonte de
compostos com aplicagéo biotecnolodgica.

Palavras-chave: Regido Amazobnica. Biodegradagdo ambiental. Poluigédo
por Petréleo. Substancias Tensoativas.

" Graduada em Ciéncias Bioldgicas; Mestra em Biologia Urbana.
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Abstract

Objective: To investigate the biosurfactant potential of yeasts of the genus Candida
tropicalis isolated from the water of the Negro River port area in Manaus (AM), with a
view to their application in bioremediation processes in Amazonian ecosystems.
Methodology: Water samples were collected from the banks of the Negro River, at the
public port of Manaus, during the flood season. Microorganisms were isolated in
Bushnell and Haas medium supplemented with 1% diesel oil as a carbon source.
Presumptive identification of yeasts was performed on CHROMagar Candida®
medium, with subsequent evaluation of biosurfactant potential through emulsification
bioassays and biodegradability testing using the 2,6-dichlorophenol-indophenol redox
indicator. Results: Six yeasts identified as Candida tropicalis were isolated. All
demonstrated emulsification capacity, with rates ranging from 6% to 53%, with the
highest value obtained by strain L1. The biodegradability test indicated complete
discoloration of the mineral medium after 24 hours of incubation, confirming the
biosurfactant potential and diesel oil degradation capacity. Conclusion: The results
indicate that C. tropicalis yeasts isolated from the port area of the Negro River have
relevant biosurfactant activity and hydrocarbon biodegradation potential, reinforcing
the importance of Amazonian microbial biodiversity as a source of compounds with
biotechnological applications.

Keywords: Amazon region. Environmental biodegradation. Oil pollution. Surfactants.

1. Introdugao

Os surfactantes ou tensoativos sdo compostos essenciais em diversos setores
industriais, mas os de origem sintética frequentemente acarretam impactos adversos
aos ecossistemas e a saude (Badmus et al., 2021; Dini et al., 2024). Como alternativa,
os biossurfactantes — moléculas anfipaticas de origem microbiana, vegetal ou animal
— vém ganhando destaque ha décadas devido a sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e eficiéncia na redugao da tensao superficial e na formacédo de emulsdes
estaveis (Banat, 1995; Banat et al., 2000; Jain et al., 2023).

Entre os microrganismos produtores, as leveduras se destacam por sua
versatilidade metabdlica e notavel resisténcia a ambientes extremos, sendo capazes
de tolerar variagdes de pH, salinidade e temperatura (Segal-Kischinevzky et al., 2022;
Atasoy et al., 2023; Mohiuddin et al., 2024). Nesse contexto, espécies do
género Candida, em particular Candida tropicalis, demonstram dupla relevancia: sao
reconhecidas produtoras de biossurfactantes com potencial biotecnologico e, ao
mesmo tempo, apresentam uma formidavel adaptabilidade ecoldgica, sendo isoladas
de ambientes clinicos e contaminados (Zuza-Alves et al., 2016; Almeida et al., 2021;
Zhang et al., 2022; Caldas et al., 2024).

O Rio Negro, na Amazénia, constitui um ambiente unico, com aguas acidas (pH
4,5-5,0) e ricas em substancias humicas (Sioli, 1967). Essas condigdes selecionam
uma microbiota especializada, onde leveduras acidotolerantes como C.
tropicalis podem prosperar. A presenga de atividades portuarias e antrépicas nas
margens do rio introduz fontes de contaminacido por hidrocarbonetos, criando um
cenario ideal para a selegdo de microrganismos com capacidade biodegradativa.

Diante desse contexto, este trabalho busca investigar o potencial de isolados
de Candida tropicalis, obtidos da agua da area portuaria do Rio Negro, para produzir
biossurfactantes e biodegradar 6leo diesel. O estudo visa ndo apenas avaliar a
aplicabilidade dessas leveduras em processos de biorremediagdo, mas também
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compreender melhor sua adaptagao a um ecossistema amazonico acido e impactado,
cujas particularidades microbiologicas ainda séo pouco exploradas.

2. Metodologia

Amostras de agua

As amostras foram coletadas na orla do rio Negro, na area do porto publico de
Manaus (Amazonas, Brasil), entre maio e julho (periodo de cheia do rio), em quatro
pontos georreferenciados: S 03°08'274” W 60°01°25.6”, S03°14°0250” W 60°02’43.8”,
S 03°14’675” W 60°00'9700” e S 03°14’569” W 60°01’1380”. As amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro esterilizados, mantidas sob refrigeracéo (<10 °C)
e analisadas em até 8 horas apds a coleta, conforme recomendacdes de Hunt e Rice
(2005).

Preparo das amostras para analise

Cada amostra (10 mL) foi submetida a um processo de enriquecimento em 100
mL do meio mineral Bushnell-Haas (BH), composto por KH,PO, (1 g/L), K;HPO, (1
g/L), NH,NO; (1 g/L), MgSO,-7H,0 (0,2 g/L), FeCl; (0,05 g/L) e CaCl,-2H,0 (0,02
g/L) em 1 L de agua destilada, suplementado com 1% (v/v) de oleo diesel como fonte
de carbono. As amostras foram incubadas a 30 °C sob agitag&o constante (100 rpm)
até a observacgao de turvagao, indicando crescimento microbiano.

Isolamento dos microrganismos

A cada trés ou quatro dias, aliquotas de 1 mL do meio enriquecido foram
retiradas e semeadas em meio BH sélido suplementado com 1% de diesel, utilizando
a técnica de incorporagao. As colbnias de leveduras isoladas foram repicadas em
meio Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a 28 °C por 24 horas. As culturas puras
foram entdo preservadas em tubos criogénicos a 4 °C para analises posteriores.

Identificagao presuntiva de Candida spp.

A identificac&o presuntiva foi realizada por meio de cultivo em meio diferencial
CHROMagar Candida® (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Esse meio contém substratos
cromogénicos que reagem com enzimas especificas de cada espécie, permitindo
distingdo pela coloragdo das coldnias. As amostras foram incubadas a 35 °C por 48
horas e analisadas conforme as caracteristicas descritas pelo fabricante e pela
literatura (Bayona et al., 2020; Tamura et al., 2022).

Teste de biodegradabilidade

O potencial de biodegradacdo do o6leo diesel foi avaliado segundo a
metodologia de Hanson et al. (1993), utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCPIP) em meio BH. Em microplacas estéreis, foram adicionados 250 pL
do meio BH, 10 pyL de diesel comercial e 5 yL de DCPIP, seguidos de 25 uL de
suspensao celular de leveduras (102 UFC/mL) cultivadas em caldo LB (Luria Bertani,
Kasvi, Pinhais, PR, Brasil). Pogos abiodticos contendo apenas agua estéril foram
usados como controle negativo. As placas foram incubadas a 30 °C e observadas nos
tempos de 0, 12 e 24 horas. A descoloragdo do indicador foi interpretada como
evidéncia de atividade degradadora.
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indice de emulsificagdo (E24%)

A capacidade emulsificante foi determinada pelo método descrito por Cooper e
Goldenberg (1987). Foram testadas duas condi¢gbes experimentais: (i) utilizando o
liquido metabdlico livre de células e (ii) a suspensdo celular. Em tubos de ensaio, 2
mL de diesel foram adicionados a 2 mL do liquido metabdlico; as amostras foram
agitadas por 2 min e deixadas em repouso por 24 h. O indice de emulsificacao (E24)
foi calculado pela férmula:

H,
t

Onde He representa a altura da camada emulsionada e H, a altura total do
liquido. As medicdes foram realizadas com paquimetro, em triplicata, e os resultados
expressos em valores médios.

3. Resultados e Discussao

A caracterizacdo presuntiva das leveduras isoladas, realizada em meio
cromogénico CHROMagar Candida® permitiu a identificagéo preliminar em nivel de
espécie. Os isolados L1, L2, L3, L4, L5 e L6 apresentaram colénias de coloragao azul
apo6s 48 horas de incubacao, compativeis com Candida tropicalis. O meio diferencial
utilizado é amplamente reconhecido por permitir a distingdo entre espécies do género
Candida: colbnias verde-metalicas para C. albicans, azuis para C. tropicalis, lilases
para C. glabrata e brancas para outras espécies. Estudos anteriores confirmam a
precisdo desse método (Bayona et al., 2020; Tamura et al., 2022).

Nesse cenario, um estudo conduzido por Daef et al. (2014) comparou diferentes
meios cromogénicos e técnicas moleculares, demonstrando que o CHROMagar
Candida® apresentou alta sensibilidade e especificidade na identificagdo de C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. O meio mostrou desempenho
comparavel ao da técnica molecular seminested PCR, com 97,5% de concordancia
geral entre os métodos, além de ser economicamente mais viavel e de facil aplicacao
em laboratérios de rotina e contextos ambientais. Esses achados reforcam a
confiabilidade do meio cromogénico como ferramenta para a identificacao rapida de
espécies de Candida, especialmente em estudos ambientais conduzidos em regides
de infraestrutura limitada.

As leveduras sdo componentes importantes da microbiota aquatica,
comparaveis a bactérias e protozoarios. Sua ampla distribuicdo esta relacionada a
plasticidade fenotipica e a capacidade de adaptagdo a variagdes de salinidade,
temperatura, oxigenagao e pH, o que explica o isolamento frequente de espécies
ambientais e oportunistas, como as do género Candida (Monapathi et al., 2020; Segal-
Kischinevzky et al., 2022). Logo, a ocorréncia de C. tropicalis em aguas portuarias do
rio Negro reflete sua notavel adaptabilidade ecolégica. Embora conhecida como
agente etiolégico de candidemia em ambientes hospitalares (Zuza-Alves et al., 2017,
Braga et al., 2018; Wu et al., 2023; Nouér et al., 2024). Hagler e Ahearn (1987)
destacam que poucas leveduras sao estritamente aquaticas, sendo frequente sua
origem terrestre ou proveniente de efluentes domésticos.

No caso do porto publico de Manaus, fatores como o aporte de matéria
organica, a ocupacao irregular das margens e a deficiéncia de saneamento basico
contribuem para o enriquecimento organico do rio, favorecendo o desenvolvimento de
leveduras oportunistas.

O teste de biodegradabilidade, conduzido com o indicador redox DCPIP
(Hanson et al., 1993), confirmou a capacidade dos isolados em degradar éleo diesel.
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A mudancga de coloragdo do meio, observada em até 24 horas, evidenciou atividade
enzimatica voltada a oxidagcdo dos hidrocarbonetos. Essa metodologia tem sido
amplamente aplicada em estudos de biorremediagédo (Cormack; Fraile, 1997; Roy et
al., 2002; Souza et al., 2010; Cauper et al., 2021; Oliveira et al., 2022), reforcando sua
validade experimental. No entanto, como ressaltam Corseuil e Weber (1994), a
simples presenca de microrganismos degradadores nao assegura uma
biorremediacao efetiva; € necessario considerar a biomassa ativa e o tempo de
resposta metabdlica.

Os isolados confirmaram essa capacidade, demonstrando atividade
degradadora de 6leo diesel no teste com DCPIP em até 24 horas, um método
amplamente validado em biorremediacdo (Hanson et al., 1993). Os ensaios de
emulsificacao (E24) revelaram uma significativa variagao entre os isolados.

Comparacéo do indice de emulsificagdo (E24) obtido em ensaios com células
e sem células (liquido metabdlico livre) para os isolados L1 a L6 de C. tropicalis
provenientes de area portuaria do rio Negro. Observa-se maior atividade emulsificante
no sistema livre de células, com destaque para o isolado L1, que atingiu 53% de
emulsificagcao (Figura 1). A variagdo entre os isolados reflete diferengas metabdlicas
no perfil de produgao e secrecao de biossurfactantes.

Figura 1 - indice de Emulsificacéo (E24) dos isolados de C. tropicalis com e sem presenca de células.
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Fonte: Autora (2025).

A analise do sistema livre de células revelou maior estabilidade da emulséo,
destacando-se o isolado L1, que apresentou E24 de 53% (Figura 2). Esse padrao
sugere que os biossurfactantes extracelulares sdo os principais responsaveis pela
atividade emulsificante, conforme relatado por outros estudos (Moldes et al., 2021;
Dini et al., 2024). O tempo necessario para atingir a estabilidade maxima variou entre
48 e 144 horas, sendo mais rapido nos ensaios sem células (72-96 horas), o que
indica que a presenca celular pode influenciar a cinética do processo.
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Figura 2 - Relagao entre o tempo para atingir o pico de emulsificagéo e o indice E24 sem células.
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Fonte: Autora (2025).

A agua do Rio Negro apresenta pH acido, variando entre 4,5 e 5,0, e sua
coloragdo escura esta associada a presenca de substancias humicas e fulvicas
provenientes da decomposi¢cdo vegetal (Sioli, 1967). Nessas condigoes,
microrganismos adaptados a ambientes acidos s&o favorecidos. Leveduras, por
exemplo, toleram baixos valores de pH (3,0-5,0), altas cargas organicas, elevada
salinidade, presenca de antibidéticos e até misturas alcodlicas de até 12% viv
(Mohiuddin et al., 2024). O cultivo em pH baixo reduz a contaminagdo bacteriana,
permitindo a predominancia de leveduras mesmo em condigdes n&o estéreis (Atasoy
et al., 2023), o que sugere sua adequacao para processos biotecnoldgicos em aguas
acidas como as do Rio Negro.

A producéao de biossurfactantes por leveduras é uma estratégia de adaptacao
para utilizar substratos hidrofobicos e proteger as células contra a toxicidade de
hidrocarbonetos (Sikkema et al., 1995). Essa sintese, frequentemente regulada por
quorum sensing, ocorre majoritariamente na fase estacionaria de crescimento (Ron;
Rosenberg, 2002). Um estudo recente conduzido por Zhang et al. (2022) demonstrou
que a C. tropicalis € capaz de secretar moléculas sinalizadoras, como (E, E) - farnesol
e 2-feniletanol, que modulam sua morfologia e inibem a transicdo para a forma
micelial, aumentando a estabilidade fisiolégica e a eficiéncia em sistemas de
tratamento de efluentes contendo 6leo (Zhang et al., 2022).

Essa plasticidade morfolégica e metabdlica refor¢ga o potencial biotecnolégico
de C. tropicalis em processos de biorremediagdo ambiental. Almeida et al. (2021)
produziram um biossurfactante glicolipidico a partir de C. tropicalis em meio de baixo
custo, que reduziu a tensao superficial para 30,4 mN/m e promoveu a remogao de
66,18% e a disperséo de 70,95% de 6leo, além de aumentar em 70% a biodegradagao
por microrganismos autoctones. De forma semelhante, Caldas et al. (2024) obtiveram
um biossurfactante da mesma espécie que atingiu tensdo superficial de 25 mN/m e
producao de 7,1 g/L, removendo 97% do 6leo aderido as rochas e sem apresentar
toxicidade para organismos marinhos. Esses resultados reforcam a eficiéncia,
estabilidade e biocompatibilidade dos biossurfactantes produzidos por C. tropicalis,
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consolidando-a como uma das espécies mais promissoras para aplicagdes
sustentaveis em biorremediacao.

A busca por produtores eficientes e ecoldgicos também se estende a outros
microrganismos. Sena et al. (2018) isolaram fungos filamentosos da Amazdnia, com
Penicillium sp. produzindo um biossurfactante estavel a altas temperaturas e
salinidade. De modo semelhante, Mahmoud et al. (2024), no Egito, otimizaram a
produgdo por Aspergillus spp., isolados de solo contaminado por residuos
petroquimicos, obtendo glicolipidios que aumentaram a solubilidade de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e removeram 6leo lubrificante do solo.

Em conjunto, esses resultados consolidam a importancia de leveduras, em
particular C. tropicalis, como produtoras versateis de biossurfactantes. A produgcéo em
meios de baixo custo, a estabilidade sob condicbes variaveis e a eficacia na remogao
e disperséo de poluentes, aliadas a baixa toxicidade, posicionam essas biomoléculas
como alternativas sustentaveis promissoras para a remediacdo de ambientes
impactados por derivados de petréleo.

4. Conclusao

A partir da metodologia empregada para avaliar o potencial biossurfactante de
cepas de C. tropicalis isolados da agua do Rio Negro em area portuaria, observou-se
que, mesmo em um ambiente naturalmente acido e de baixa condutividade elétrica —
caracteristicas que refletem a escassez de elementos alcalinos, nutrientes e
compostos como fésforo livre, nitrito e nitrato —, ha indicativos da presenca de
microrganismos com potencial biotecnologico relevante. Esses achados reforcam a
importancia de ampliar as investigagbes sobre a diversidade microbiana na area
portuaria do Rio Negro, considerando o expressivo potencial microbiolégico da Regiao
Amazdnica e a crescente demanda por novas fontes naturais de compostos bioativos
e ambientalmente sustentaveis.
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