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RESUMO 

Muitos biossurfactantes têm sido produzidos, embora poucos sejam comercializados 

em virtude do alto custo de produção. Considerando o potencial de aplicação desses 

compostos na indústria de petróleo e farmacêutica, estudou-se a otimização do uso de 

dois resíduos industriais, milhocina e resíduo de refinaria de óleo vegetal como 

nutrientes de baixo custo para a produção de um biossurfactante por Candida 

sphaerica UCP 0995. Após estabelecimento do meio de produção, o biossurfactante foi 

isolado e caracterizado quanto às suas propriedades físico-químicas, sendo testado 

quanto ao seu potencial de aplicação biotecnológica na área ambiental e na medicina. 

A otimização do meio de produção foi realizada através de planejamentos fatoriais 22 e 

metodologia de superfície de resposta, selecionando-se a condição de cultivo contendo 

9% de resíduo da indústria de óleo de soja e 9% de milhocina. O líquido metabólico 

livre de células contendo o biossurfactante denominado de Lunasan produzido na 

condição selecionada, após144 horas de cultivo a 150 rpm, revelou a capacidade de 

reduzir a tensão superficial do meio de 57 mN/m para valores em torno de 25mN/m, 

com uma tensão interfacial contra n-hexadecano de 12,5 mN/m. O biossurfactante 

produzido demonstrou estabilidade em condições extremas de pH (2-12), temperatura 

(5, 70, 100 e 120°C) e concentrações salinas (2-10%). O rendimento do biossurfactante 

isolado foi de 9,0 g/L, com uma concentração micelar crítica de 0,025%. O 

biossurfactante foi caracterizado como um glicolipídeo aniônico composto por 70% de 

lipídios e 15% de carboidratos. O biossurfactante demonstrou atividades antimicrobiana 

e anti-adesiva para bactérias (Lactobacillus casei 36, L.casei 72, L.reuteri 104R, L. 

reuteri ML1, Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli Staphylococcus aureus, S. 

epidermidis, Streptococcus agalactiae, S. mutans, S. mutans HG, S. mutans NS, S. 

sanguis 12, S. pyogenes, S. oralis, S, salivarius e R. dentocariosa) e leveduras (C. 

albicans e C. tropicallis). O biossurfactante foi testado na remoção de metais pesados 

contidos em solo de uma indústria de bateria automotivas. Remoções de 86, 75 e 50% 

foram obtidas para Fe, Zn e Pb, respectivamente, quando se utilizou a solução do 

surfactante a 2,5%, embora o líquido metabólico também tenha removido percentuais 

comparáveis aos obtidos com o surfactante isolado. Os resultados obtidos 

demonstraram o potencial biotecnológico do biossurfactante de baixo custo produzido 

pela Candida sphaerica surgerindo aplicações em diferentes setores industriais e 

ambientais. 

Palavras-chave: Biossurfactante, Candida sphaerica, Resíduos industriais  
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ABSTRACT 

Many biosurfactants have been produced, although few are produced due to the high 

costs of production and purification processes. Given the potential for biotechnological 

application of these compounds in the oil and pharmaceutical industries, the 

optimization of the use of two industrial wastes, corn steep liquor and soy bean oil 

refinery residue as low cost nutrients for the production of a biosurfactant by Candida 

sphaerica (UCP 0995) was studied. Then the properties of the biosurfactant was 

described, and its isolation, preliminary chemical characterization and biotechnological 

applications such as heavy metals removal and antimicrobial and enti-adesive activities 

were evaluated. First, the optimization of the production was studied according to 

factorial designs and response surface methodology, which permitted the selection of 

the cultivation condition with 9% refinery residue and 9% of corn steep liquor. The cell-

free broth containing the biosurfactant produced after 144 hours at 150 rpm showed 

ability to reduce the surface tension from 57 mN/m to values around 25mN/m, with an 

interfacial tension against n-hexadecane of 12.5 mN/m. The biosurfactant demonstrated 

stability under extreme conditions of pH, temperature and salt concentrations. The yield 

of biosurfactant was 9.0 g/L, with a critical micelle concentration of 0.025%. The 

biosurfactant was characterized as an anionic glycolipid composed of 70% lipids and 

15% carbohydrates. The biosurfactant showed antimicrobial and anti-adhesive activities 

against bactéria (Lactobacillus casei 36, L.casei 72,L.reuteri 104R, L. reuteri ML1, 

Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 

Streptococcus agalactiae, S. mutans, S. mutans HG, S. mutans NS, S. sanguis 12, S. 

pyogenes, S. oralis, S, salivarius e R. dentocariosa) and yeasts (Candida albicans e C. 

tropicallis). The biosurfactant was applied to the removal of heavy metals adsorbed in a 

soil from an automotive battery industry. Removals of 86, 75 and 50% were obtained for 

the heavy metals Fe, Zn and Pb, respectively, when using the solution of surfactant at 

2.5%, although the ceel-free broth had removed percentages comparable to the 

solutions of the isolated surfactant. The results demonstrated the biotechnologic 

potential of this low cost biosurfactant produced by Candida sphaerica suggesting its 

application in different industrial sectors and in the environment. 

 

 

Key-words: biosurfactant, Candida sphaerica, industrial residues
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1. INTRODUÇÃO 

Com a globalização da indústria e a necessidade de sustentabilidade ambiental, 

que busca tratar praticamente todos os resíduos gerados, a biotecnologia oferece 

soluções para reduzir os problemas ambientais gerados pelos grandes complexos 

industriais, destacando-se a indústria petroquímica. Os processos de biorremediação e 

biorremoção surgem como tecnologias inovadoras e apresentam resultados 

satisfatórios na remoção dos poluentes derivados de petróleo e metais pesados (LUNA  

et al., 2009) 

Portanto, os surfactantes constituem uma classe de compostos químicos 

amplamente utilizados em diversos setores industriais. Suas estruturas moleculares, 

com grupos hidrofílicos e hidrofóbicos, permitem a ação desses compostos na 

formação de micelas, de macro ou micro emulsões, no aumento da solubilidade e da 

detergência (LANG; WULLBRANDT, 1999). 

A busca por surfactantes naturais em substituição aos sintéticos derivados do 

petróleo tem sido assunto de grande interesse da biotecnologia, em função da 

necessidade de preservação ambiental. Neste contexto, destacam-se os surfactantes 

produzidos por microrganismos, denominados de biossurfactantes (HABA et al., 2000).  

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos quando cultivados em 

substratos insolúveis (óleos, resíduos e hidrocarbonetos) e solúveis (carboidratos) 

apresentam uma grande variedade de estruturas químicas, tais como glicolipidios, 

lipopeptídeos, complexos proteínas - polissacarideos, fosfolipideos, ácidos graxos e 

lipídeos neutros, apresentando diversas propriedades e funções fisiológicas entre as 

várias famílias destes biopolímeros (COOPER; ZAJIC, 1980; SAINT- BLANQUAT, 

1984; ABU-RUWAIDA et al., 1991; BLOOMBERG, 1991, CARRILO et al., 1996) 

Devido às diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam 

aplicações em vários processos industriais, além da possibilidade de novas aplicações 

para estas biomoléculas. Acredita-se que os biossurfactantes ficarão conhecidos como 

as “moléculas multifuncionais” do novo século (MUTHUSAMY et al., 2008). 

Os biossurfactantes podem ser aplicados em diversos setores industriais, tais 

como: farmacêutico, cosmético e alimentício, entre outros. As inúmeras aplicações 

envolvem desde ação de detergência à solubilização e dispersão de fases (MAKKAR; 

CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2003; HUA et al., 2003). 

 O maior mercado para os biossurfactantes vem sendo a indústria petrolífera, 

onde podem ser utilizados na biorremediação e dispersão de derramamentos de óleos, 
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remoção e mobilização de resíduos de óleos em tanques de estocagem, na 

recuperação melhorada de petróleo (MEOR) ou incorporados em formulações de óleos 

lubrificantes, bem como na remoção de metais pesados presentes em solos 

(MULLIGAN et al., 2001; MULLIGAN,  2005). 

Neste sentido, os estudos para a produção de agentes surfactantes representam 

uma alternativa não só para o controle e prevenção da poluição ambiental, mas, 

sobretudo, para atender as demandas dos diversos setores industriais.  

Entre os trabalhos com leveduras do gênero Candida destacam-se as tecnologias 

amplamente investigadas sobre a produção de biossurfactantes por Candida lipolytica 

utilizando fontes nutricionais de baixo custo, como óleos vegetais e resíduos industriais 

(VANCE-HARROP et al., 1997; SARUBBO et al., 1997; SARUBBO et al., 1999; 

VANCE-HARROP, 2000;  SARUBBO et al.,  2001;RUFINO et al., 2007; 

ALBUQUERQUE et al., 2008; ANDRADE et al., 2009). 

Na presente tese foi investigada a produção de agente surfactante a partir de 

uma nova espécie de Candida sphaerica UPC 0995 utilizando como meio base o 

resíduo da refinaria de óleo de soja e milhocina, como substratos de baixo custo. No 

processo de otimização foram utilizados planejamentos fatoriais, sendo o 

biossurfactante posteriormente isolado e caracterizado quanto às propriedades 

tensoativas e emulsificantes. Por fim, o potencial biotecnológico do biossurfactante 

Lunasan foi avaliado com aplicações na área médica, como agente anti-adesivo e 

antimicrobiano bem como na área ambiental, através da remoção de metais pesados 

pelo fenômeno de adsorção do solo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Realizar a otimização da produção biossurfactante utilizando meio de cultura de 

baixo custo por Candida sphaerica UCP 0995, como também avaliar o seu potencial 

para aplicações biotecnológicas.  

 

2.2 Específicos 

 

• Otimizar a produção do biossurfactante através de  planejamentos fatoriais 

sequenciais; 

• Descrever as cinéticas de crescimento do microrganismo e de produção do 

biossurfactante no meio otimizado; 

• Avaliar a estabilidade do biossurfactante sob condições específicas de pH, 

temperatura e nas diferentes concentrações de sal; 

• Isolar o biossurfactante produzido e determinar o rendimento em produção; 

• Avaliar a eficiência do biossurfactante através da determinação da concentração 

micelar crítica; 

• Determinar a tensão superficial e interfacial do biossurfactante; 

• Determinar a composição bioquímica do biossurfactante; 

• Determinar a carga iônica do biossurfactante; 

• Testar a atividade anti-adesiva do biossurfactante; 

• Testar a atividade antimicrobiana do biossurfactante; 

• Investigar o potencial do biossurfactante na remoção dos metais pesados zinco, 

ferro e chumbo adsorvidos em solo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  6 

REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  7 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 BIOSSURFACTANTES 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas de uma porção 

hidrofóbica e outra hidrofílica. A porção polar é freqüentemente uma cadeia 

hidrocarbonada enquanto que a apolar pode ser iônica (aniônica ou catiônica), não-

iônica ou anfotérica (MARÍN, 1996; SOUZA SOBRINHO et al., 2008). Em função da 

presença de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na mesma molécula, os surfactantes 

tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de 

polaridade óleo/água e água/óleo (DESAI, 1997; PEKDEMIR, 1999) (Figura1). 

 

 

 

Figura 1- Representação de moléculas anfifílicas solúveis em água com formação de 

micelas (Fonte: http://www.fsc.ufsc.br/bechtold/grupo/cristal.html) 

 

Os biossurfactantes são metabólitos produzidos por bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras, os quais exibem propriedades surfactantes com alta 

capacidade emulsificante e redução da tensão superficial (HOLMBERG, 2002). 

A formação de um filme molecular reduz a tensão superficial e interfacial sendo 

responsável pelas propriedades únicas dos surfactantes (RON; ROSENBERG, 2001). 

A grande maioria dos surfactantes disponíveis é sintetizada a partir de derivados de 

petróleo; entretanto, as legislações de proteção ao meio ambiente, bem como, a 

preocupação ambiental entre os consumidores, têm levado à procura de surfactantes 

naturais em substituição aos produtos existentes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).  
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Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relação aos 

surfactantes sintéticos e podem também ser utilizados em uma grande variedade de 

aplicações industriais, porém ainda não são utilizados em larga escala devido aos 

custos de produção (VAN-HAMME et al., 2003), apesar de serem produzidos a partir 

de fontes renováveis e possuírem baixa toxicidade (QUEIROGA et al., 2003). 

 

3.1.1 Classificação e natureza química  

 

Os biossurfactantes são classificados de acordo com a sua composição química ou 

origem microbiana (Tabela1). As principais classes incluem glicolipídeos, lipopeptídeos, 

lipoproteínas, fosfolipídeos, ácidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes 

particulados (SOON et al., 2004; SINGH et al., 2007). 

Os surfactantes podem ser aniônicos, catiônicos, neutros, e anfotéricos. O maior 

grupo de surfactantes é formado por compostos dos tipos aniônico e neutro, enquanto 

que a utilização dos catiônicos e anfotéricos é muito pequena (URUM, 2004). 

A habilidade dos surfactantes em atuar na interface entre dois líquidos imiscíveis 

deve-se a sua natureza anfipática. O grupo polar da molécula, constituído de mono, di 

ou polissacarídeos, ácidos carboxílicos, aminoácidos ou peptídeos, tem afinidade pela 

fase aquosa (hidrofílico) na qual se dissolve, enquanto que a porção apolar 

(hidrofóbica), usualmente uma cadeia de hidrocarboneto, tem afinidade pela fase 

orgânica (DELEU; PAQUOT, 2004). A Figura 2 ilustra algumas estruturas químicas de 

biossurfactantes.  
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores  

 

Classe / Tipo de Biossurfactante Microrganismo 
Glicolipídeos 

ramnolipídeos 

soforolipideos 

trealolipídeos 

 

Pseudomonas aeruginosa 

Torulopsis bombicola, T. apicola 

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp. 

Lipopeptídeos e lipoproteínas 

Peptídeo-lipídeo 

Viscosina 

Serrawetina 

Surfactina 

Subtilisina 

Gramicidina 

Polimixina 

 

Bacillus licheniformis 

Pseudomonas fluorescens 

Serratia marcenscens 

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 

Bacillus brevis 

Bacillus polymyxia 

Ácidos graxos, lipídeos neutros e 

fosfolipídeos 

Ácidos graxos 

Lipídeos neutros 

Fosfolipídeos 

 

 

Corynebacterium lepus 

Nocardia erythropolis 

Thiobacillus thiooxidans 

Surfactantes poliméricos 

emulsan 

biodispersan 

liposan 

carboidrato-lipídeo-proteína 

manana-lipídeo-proteína 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

Acinetobacter calcoaceticus 

Candida lipolytica 

Pseudomonas fluorescens 

Candida tropicalis 

Surfactantes particulados 

vesículas 

células 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

Várias bactérias 

Fonte: DESAI; BANAT, 1997 
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Raminolipídeo                        Emulsan                           Soforolipídeo 

 

Figura 2 - Estruturas químicas de biossurfactantes (Fonte: DESAI; BANAT, 1997) 

 

3.1.2 Propriedades 

Os surfactantes atuam como um produto que facilita a formação de uma emulsão 

devido à capacidade de reduzir a tensão interfacial entre duas fases distintas e, numa 

etapa subseqüente, estabiliza a emulsão formada (CRUEGER; CRUEGER, 1984; 

FIECHTER, 1992). Muitas estruturas e propriedades dos biossurfactantes diferem dos 

surfactantes sintéticos, fornecendo novas possibilidades para aplicações industriais 

(MERCADE, 1994; STAMPFLI; NERSTEN, 1995).  

A tensão superficial é a força de atração existente entre as moléculas dos líquidos. 

A tensão superficial diminui quando concentração de surfactante no meio aumenta, 

ocorrendo a formação de micelas que são moléculas anfipáticas agregadas com as 

porções hidrofílicas posicionadas para a parte externa da molécula, enquanto que, as 

porções hidrofóbicas para a parte interna. A concentração dessas micelas estabelece a 

Concentração Micelar Critica (CMC). Esta concentração corresponde à mínima 

concentração de surfactante necessária para que a tensão superficial seja reduzida ao 

máximo (Figura 4). Quando a CMC é atingida, a concentração máxima de micelas são 

formadas (PIRÔLLO, 2006; LUNA et al., 2008) 

A CMC é dos índices mais utilizados para a avaliação da atividade surfactante 

podendo ser definida também como a solubilidade de um surfactante dentro da fase 

aquosa ou a concentração mínima requerida para atingir a menor tensão superficial 

(SOUZA SOBRINHO et al., 2008). A eficiência e a efetividade são características 
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básicas essenciais que determinam a qualidade do surfactante. A eficiência é medida 

através da CMC que varia de 1 a 2000 mg/L, enquanto que a efetividade está 

relacionada com as tensões superficiais e interfaciais as quais devem atingir valores 

em torno de 31 e 1 mN/m, respectivamente (BARROS et al., 2007).Na prática, a CMC 

representa também o máximo de monômeros de surfactantes presentes na água, os 

quais são influenciados pelo pH, temperatura e ligações iônicas (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3 – Estruturas de surfactantes de acordo com as propriedades hidrofóbicas e 

hidrofílica. (a) monômero surfactante; (b) micela circular; (c) micela cilíndrica; (d) 

camada micelar; e (e) representação de uma vesícula (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002) 
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Figura 4 - Formação de micelas na CMC (Fonte: http://www.virtuallaboratory.ne) 

 

As propriedades físicas e químicas dos biossurfactantes, como a redução da tensão 

superficial, a capacidade espumante, emulsificante e estabilizante, concentrações 

micelares críticas baixas, solubilidade, e detergência são muito importantes na 

avaliação de seu desempenho e no processo de seleção de microrganismos com 

potencial de produção (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). 

 

3.1.3 Microrganismos produtores  

Os biossurfactantes são produzidos por uma variedade de microrganismos e estes 

podem utilizar uma diversidade de substratos, desde os hidrocarbonetos até os 

substratos insolúveis (HITSATSUK et al., 1971; COOPER et al.,1984; JAVERI et 

al.,1985). Muitos deles produzem uma mistura complexa de polímeros, particularmente 

durante o crescimento em substratos imiscíveis. A maioria dos biossurfactantes 

encontrados tem sido principalmente produzida por bactérias, seguindo-se as 

leveduras e alguns fungos filamentosos (Tabela 1) (GERRA-SANTOS et al., 1984; 

SYLDAK et al., 1987).  

Os tipos, a quantidade e a qualidade do biossurfactante produzido são influenciados 

pela natureza das fontes de carbono, do substrato e concentração de íons como P, N, 
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Mg e Fe presentes  no meio de cultura, além das condições do cultivo (ROBERT et al., 

1989). 

Os hidrocarbonetos são os substratos mais utilizados na produção de 

biossurfactantes (YOUSSEF et al., 2004). A produção pode estar associada a um 

agente emulsificante (extracelular) ou a um componente que facilite a passagem do 

substrato na membrana celular (associação de membrana celular). Os 

biossurfactantes, no entanto, podem também ser produzidos por substratos solúveis, 

como os carboidratos (SARUBBO et al., 2001) ou a partir da combinação entre um 

substrato solúvel e insolúvel, como descrito para leveduras (AKSU, 2004).  

Um grupo de biossurfactantes muito estudado é o de raminolipídeos produzidos por 

Pseudomonas aeruginosa (GUERRA-SANTOS et al., 1984). Valores de tensão 

superficial de 29 mN/m são característicos desses componentes, que podem ser 

produzidos a partir de vários substratos, incluindo alcanos (C11 e C12) piruvato, citrato, 

frutose, glicerol, óleo de oliva e glicose (ROBERT et al., 1989). A composição e os 

rendimentos dependem do tipo do fermentador, pH, composição dos nutrientes, 

substrato e temperatura utilizada (MULLIGAN; GIBBS, 1993).  

Bacillus subtilis são produtores de lipopeptídeos, como a chamada surfactina, a 

qual contém sete aminoácidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila do ácido C14 

(KAKINUMA et al., 1969). Concentrações de surfactina menores que 0,005 % reduzem 

a tensão superficial para 27 mN/m, tornando a surfactina um dos mais poderosos 

biossurfactantes. A solubilidade e a capacidade surfactante da surfactina, por outro 

lado, depende do tipo de resíduo utilizado como substrato (HUE et al., 2001). 

Estudos realizados utilizando Kocuria rhizophila mostraram a utilização de 

sacarose, querosene e óleo de soja como substratos; entretanto, a bactéria não foi 

capaz de utilizar querosene como fonte de carbono. A produção do biossurfactante 

aconteceu independente do crescimento celular em meio contendo óleo de soja 

(URUM, 2004). 

Entre as leveduras mais utilizadas, os isolados do gênero Candida têm sido 

empregados com sucesso na fermentação de hidrocarbonetos e consequentemente, 

na produção de biossurfactantes. Em 1979, Pareilleux observou a presença de um 

polímero extracelular por C. lipolytica com propriedades emulsificantes, quando esta foi 

crescida em n-tetradecano ou na mistura de hidrocarbonetos lineares. Os polímeros 

recuperados do líquido metabólico demonstraram serem moléculas complexas, 

constituídas por uma fração lipídica, uma protéica e outra por carboidratos, sendo esta 
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última, em maior quantidade. Os resultados sugeriram que, para qualquer n-alcano 

utilizado como fonte de carbono, todos os componentes do polímero e suas respectivas 

proporções na molécula permaneciam inalterados.  

Por outro lado, Cirigliano e Carman (1985) isolaram um bioemulsificante produzido 

por Candida lipolytica cultivada em meio contendo n-hexadecano, demonstrando 

perspectivas e potencial para uso em sistemas alimentares; enquanto que, Marçal 

(1991) demonstrou a produção de biopolímeros por C. lipolytica com alta atividade de 

emulsificação utilizando substratos regionais (óleo de babassu, coco e dendê). Sarubbo 

et al. (1999; 2001) também utilizaram a C. lipolytica na produção de agentes 

surfactantes em meios contendo óleo de babaçu e glicose como substratos.  

C. tropicalis quando crescida em culturas em batelada alimentada utilizando n-

hexadecano como fonte de carbono, exibiu produção de biossurfactante (SING et al., 

1990). No mesmo ano, Kitamoto et al.,(1999) estudaram a produção de 

biossurfactantes por C. antarctica quando cultivada em óleo de soja como fonte de 

carbono, sendo o biopolímero constituído por  glicolipídeos. Segundo Persson et al., 

(1999), a C. bombicola destaca-se entre as leveduras pelo alto rendimento na produção 

de biossurfactante (67 g/L), por fermentador, utilizando óleo de milho e glicose como 

substratos. Bednarski et al., (2004) estudaram a produção de biossurfactantes por C. 

apicola ATCC96134 utilizando um resíduo da refinaria de óleo como substrato. 

Sarubbo et al. (2006) demonstraram a possibilidade de combinação entre duas 

fontes, uma solúvel e outra insolúvel, para a produção de um biossurfactante por C. 

glabrata. Rufino (2007) utilizou com sucesso um resíduo industrial na produção de um 

biossurfactante por C. lipolytica. Souza Sobrinho et al. (2008), estudaram a produção 

de biossurfactante por C. sphaerica UCP 0995 utilizando resíduo da industria de óleo 

de soja e milhocina como substratos, obtendo uma CMC de 0,08%. 

Em estudos com duas espécies de leveduras Pichia membranaefaciens e Pichia 

anomala, cultivadas em meio mineral contendo 2 % de glicerol, ocorreu a produção de 

biossurfactantes. O mesmo não ocorreu quando gasolina e querosene a 2 % foram 

adicionados como substratos (ARAGÃO et al., 2007) 

Luna et al., 2008, estudaram a produção de biossurfactante por Candida glabrata 

utilizando  o meio formulado com água do mar, obtendo excelentes resultados de 

tensão superficial 27 mN/M. 

Coimbra et al., 2009, estudaram a produção  de biossurfactante em meio mineral 

utilizando diferentes espécies de Candida (C. tropicalis, C.sphaerica, C. glabrata, C, 
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buinensis, C. lipolytica e C. guillermondii), obtiveram resultados satisfatórios de tensão 

superficial. 

Luna et al., 2009, estudaram a produção de biossurfactante por Candida glabrata 

utilizando o meio mineral 7,5 % de óleo de algodão, 5,0 % de glicose e 0,3% de extrato 

de levedura obtendo uma tensão superficial de 31 mN/M. 

 

3.1.4 Vantagens no uso de biossurfactantes 

Apesar da diversidade de composição química e propriedades, algumas 

características são comuns à maioria dos biossurfactantes. Muitas destas 

características representam uma vantagem sobre os surfactantes convencionais 

sintéticos (REISER, 1989; ARORA, et al., 1992; MULLIGAN et al., 1993). Destacam-se: 

  

• diversidade: existe um grande espectro de surfactantes para satisfazer a demanda 

industrial. Quase toda aplicação comercial possui condições únicas que ditam o 

melhor tipo de surfactante a ser utilizado. Um dos maiores problemas existentes 

hoje para os surfactantes microbianos é selecionar na diversidade microbiológica 

microrganismos que produzam surfactantes com chances de serem 

comercializados com sucesso no mercado (BANAT, 1995a); 

 

• biodegradabilidade e inativação controlada dos biossurfactantes: vários 

surfactantes quimicamente sintetizados e comercializados resistem a 

biodegradação, acumulam-se na natureza e causam problemas ecológicos. 

Surfactantes microbiológicos, como todos os produtos naturais, são facilmente 

degradáveis na água e no solo, o que os torna adequados para aplicações na 

biorremediação e tratamento de resíduos (BANAT, 1995b); 

 

• seletividade para interfaces específicas: um dos vários princípios das moléculas 

biológicas é sua notável especificidade comparada aos materiais quimicamente 

sintetizados (LIN, 1996); 

 

• atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais eficientes e mais 

efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniônicos sulfatados) 

pois produzem menor tensão superficial em menores concentrações de 

biossurfactante (DESAI, 1997); 
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• baixa toxicidade: os biossurfactantes têm recebido maior atenção também devido 

à crescente preocupação da população com os efeitos alérgicos dos produtos 

artificiais, alem disso, sua baixa toxicidade permite seu uso em alimentos, 

cosméticos e produtos farmacêuticos. Os biossurfactantes também apresentam a 

vantagem de poderem ser sintetizados a partir de substratos renováveis e 

possuírem grande diversidade química, possibilitando aplicações específicas para 

cada caso particular (BONGNOLO, 1999); 

 

• tolerância à temperatura, pH e força iônica: alguns biossurfactantes apresentam 

elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com 

condições mais drásticas. O lipopeptídio de Bacillus licheniformis JF-2 é estável 

a temperaturas em torno de 75°C por até 140 horas e pH entre 5-12. Os 

biossurfactantes suportam concentrações a 10% de NaCl, enquanto que uma 

concentração salina de 2-3% é suficiente para inativar surfactantes 

convencionais (MEYLHEUC; HENRY, 2001). 

 

Alguns pontos desfavoráveis devem ser citados (RAHMAN; GAKPE, 2008): 

 

• A produção em grande escala de biossurfactantes pode ser dispendiosa. Esse 

problema, entretanto, pode ser resolvido pela combinação de substratos de baixo 

custo. 

• A obtenção de produtos com elevado grau de pureza se torna difícil em 

virtude da necessidade de etapas consecutivas de purificação do líquido 

metabólico. 

• A existência de espécies superprodutoras é rara e as conhecidas não são 

capazes de produzir altos rendimentos em surfactantes, além de necessitarem 

meios de cultivo complexos. 

• A regulação da síntese de biossurfactantes não está totalmente elucidada, 

uma vez que essas biomoléculas podem ser produzidas como metabólitos 

secundários ou em associação ao crescimento microbiano. 

• O aumento da produtividade é muitas vezes prejudicado pela formação de 

espuma, o que requer a utilização de meios diluídos. 
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3.1.5 Aplicações Industriais  

Estima-se que a produção mundial de surfactantes exceda três milhões de 

toneladas por ano (BROWN, 1991; ZHOU; KOSARIC, 1995; SHEPHERD et al., 1995) 

sendo utilizados principalmente como matéria-prima na fabricação de detergentes de 

uso doméstico (FIECHTER, 1992; GERSON, 1993; MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 

2000). Na nova era da globalização muitas indústrias clássicas estão sendo inovadas e 

redirecionadas para novas tecnologias onde a biotecnologia tem um desafio que 

permite diversas oportunidades de pesquisas sem alterar a produtividade. O rápido 

desenvolvimento da biotecnologia e o aumento da consciência ambiental entre os 

produtores e consumidores estão colocando os produtos biológicos na preferência do 

mercado (VAN HAMME et al., 2006; CZAPLICKA; CHMIELARZ, 2009). 

 

3.1.5.1 Aplicação na indústria de petróleo 

O maior mercado para os biossurfactantes é a indústria petrolífera, onde são 

utilizados na produção de petróleo ou incorporados em formulações de óleos 

lubrificantes (BANAT, 1995a; LIN, 1996). Também são aplicados na biorremediação e 

dispersão de derramamentos de óleos e na recuperação melhorada de petróleo 

(MEOR) (COBENAS et al., 1998; CAMEOTRA;  MAKKAR, 1998).  

Os biossurfactantes vêm sendo testados em recuperação de óleos e no transporte 

de óleo bruto, mostrando-se eficientes na redução da tensão interfacial óleo/água in 

situ, na redução da viscosidade do óleo, e na limpeza da areia (GARCIA-OCHOA; 

CASAS, 1999; FOX et. al., 2000). As moléculas de emulsan, um biossurfactante 

constituído por polissacarídeo, ácidos graxos e proteínas, vêm sendo comercializado 

para este propósito (BANAT et al., 2000; DUBEY; JUWAKAR, 2001). A maioria dos 

biossurfactantes são produzidos a partir de microrganismos aeróbios, embora existam 

alguns relatos sob anaeróbios, como o Bacillus licheniformes, que podem ser utilizados 

na biorremediação de locais onde ocorrem derramamento de óleos (RON & 

ROSENBERG, 2002). 

O biossurfactante produzido pela bactéria Pet 1006 para a limpeza de tanques em 

substituição aos surfactantes convencionais. O produto bacteriano promoveu a limpeza 

e recuperação de 90% dos hidrocarbonetos presentes no resíduo (ROBERT et al. 

1991).  

Os surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e 

Bacillus subtillis demonstraram bons resultados na remoção de piche em solos 
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contaminados (BOGNOLO, 1999). Já Mulligan e colaboradores (2001) utilizaram 

surfactina, raminolipídios e soforolipídios na remoção de metais pesados de 

sedimentos. Kitamoto et al. (2002) viabilizaram o uso de biosssurfactante como efetivo 

agente antiaglomeração.  

 

3.1.5.2 Limpeza de reservatórios de óleos 

Resíduos e frações de óleos pesados que sedimentam no fundo de tanques de 

estocagem são altamente viscosos ou podem se tornar depósitos sólidos que não são 

removidos através de bombeamento convencional. A remoção requer lavagem com 

solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo 

alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a diminuição na 

viscosidade e a formação de emulsões óleo/água facilitando o bombeamento dos 

resíduos e a recuperação do óleo cru após a quebra da emulsão. Os sólidos 

resultantes carregam uma quantidade limitada de óleo residual pela ação detergente do 

biossurfactante, tornando o descarte destes resíduos menos impactantes (GOUVEIA et 

al., 2003; BENINCASA, 2007). 

 

3.1.5.3 Aplicação na Mineração  

3.1.5.3.1 Metais Pesados 

Os poluentes inorgânicos presentes nos solos com maior potencial de risco ao 

homem são os metais pesados. Segundo Soares (2004), o termo metal pesado é 

utilizado para identificar elementos com densidade maior que 5 g cm-3 ou com numero 

atômico maior que 20; embora nem todos os elementos enquadrados sejam metais.   

Os metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente e estão presentes em 

rochas, solos, plantas e animais. Os metais ocorrem em diferentes formas: como íons 

dissolvidos em água, vapor, ou sais minerais em rochas, areia e solo. Eles podem 

também estar ligados a moléculas orgânicas e inorgânicas ou atrelados por partículas 

no ar. Ambos processos naturais e antropogênicos emitem metais para o ar e água 

(DEMIRBAS, 2001). 

Dentre os metais pesados, o chumbo é um dos contaminantes ambientais mais 

comuns, sendo tóxico para homens e animais e, sem nenhuma função fisiológica, 

conhecida, no organismo. Entra no corpo, principalmente, por inalação ou ingestão, 

sendo diretamente absorvido e distribuído (MOREIRA, 2004; PIERANGELI et al., 2005) 
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A quantidade anual de chumbo que se dispersa como contaminante atmosférico 

é muito elevada. NRIAGU & PACYMA (1988) estimaram que a cada ano um total de 

330 000 toneladas de chumbo são diretamente despejado na atmosfera. Alguns 

autores consideram que somente 4% do chumbo emitido na atmosfera seja de fontes 

naturais (emissões vulcânicas, erosão, e depósitos naturais).  

O chumbo ocorre como contaminante ambiental e as concentrações no meio 

ambiente cresceram de acordo com o aumento do seu uso industrial. Com o advento 

da Revolução Industrial, as concentrações de chumbo no meio ambiente elevaram-se 

de forma alarmante, principalmente devido à introdução de compostos orgânicos de 

chumbo (chumbo tetraetila), como aditivo para gasolina (MELLOR, 1967). 

Nos últimos anos a demanda de chumbo tem sofrido uma mudança quanto ao 

tipo de sua utilização. Seu emprego como antidetonante na gasolina e em tintas tem 

diminuído bastante, porém seu emprego em processos industriais vem aumentando 

significantemente. Usa-se chumbo na fabricação de canos para conduzir a água, na 

fabricação de revestimento de cabos elétricos, de chapas para pias, cisternas, telhados 

e na indústria de acumuladores (DNPM, 2001). 

O zinco é um dos mais importantes metais, muitas vezes encontrado em 

efluentes despejados pelas indústrias, principalmente nos processos que envolvem 

galvanização e fabricação de ligas metálicas (AHUJA et al., 1999). 

O ferro, é utilizado extensivamente para a produção de aço, liga metálica para a 

produção de ferramentas, máquinas, veículos de transporte (automóveis, navios), como 

elemento estrutural de pontes, edifícios, e uma infinidade de outras aplicações 

(OLIVEIRA et al., 2006). 

O ferro é o elemento mais pesado que se produz exotermicamente por fusão, e 

o mais leve produzido por fissão, devido ao fato de seu núcleo ter a mais alta energia 

de ligação por nucleon, que é a energia necessária para separar do núcleo um nêutron 

ou um próton. Portanto, o núcleo mais estável é o do ferro-56 (OLIVEIRA et al., 2006). 

É encontrado na natureza fazendo parte da composição de diversos minerais, 

entre eles muitos óxidos, como o FeO (óxido de ferro II, ou óxido ferroso) ou como 

Fe2O3 (óxido de ferro III, ou óxido férrico). Os números que acompanham o íon ferro diz 

respeito aos estados de oxidação apresentados pelo ferro, que são +2 e +3, e é 

raramente encontrado livre. Para obter-se ferro no estado elementar, os óxidos são 
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reduzidos com carbono, e imediatamente são submetidos a um processo de refinação 

para retirar as impurezas presentes (DNPM, 2001). 

A questão ambiental é um ponto preocupante no setor dos metais pesados. A 

poluição ambiental nas indústrias de metais pode ser registrada nos diversos ramos da 

cadeia estrutural produtiva, especialmente nas áreas de concentração, fundição e 

refino. Na mineração, ocorrem modificações topográficas, provocando o aparecimento 

de processos erosivos e do assoreamento de recursos hídricos, da devastação vegetal 

e de emissões de partículas sólidas no ar. Durante os processos de concentração e 

lixiviação, os danos ambientais são causados pelos produtos químicos utilizados nos 

processos e são expelidos como rejeitos. Os setores de fundição e de refino são os 

mais afetados no meio ambiente, com liberação de uma grande quantidade de 

compostos sulfurosos e elementos traços lançados na atmosfera, hidrosfera e na 

litosfera. Dentre esses destacam-se: gases de dióxido de enxofre, dióxido de telúrio e 

arsênio (DNPM, 2001). 

Os metais pesados em elevadas concentrações são considerados tóxicos ao 

homem, pois podem afetar drasticamente o sistema nervoso, o fígado, os ossos e 

podem bloquear os diversos grupos funcionais de enzimas vitais. Dentre os 

biosorbentes mais comuns são as algas marinhas, seguido de bactérias, leveduras e 

fungos filamentosos (BAIK et al., 2002). 

 

3.1.5.3.2 Remoção de metais por biossurfactantes 

A contaminação dos solos por metais pesados surge como resultado das 

diversas atividades industriais, incluindo mineração, fundição de metais, produção de 

baterias automobilísticas, emissão de veículos e depósitos de resíduos industriais e a 

dispersão de cinzas provenientes dos processos de incineração (HONG et al., 2002).  

A presença de metais pesados nos solos provoca sérios problemas uma vez que 

os mesmos não podem ser biodegradados, levando à contaminação dos sistemas 

biológicos e do subsolo pelo processo de lixiviação. Nos Estados Unidos, por exemplo, 

o chumbo se encontra presente em 15% dos terrenos contaminados, seguido de 

cromo, cádmio e cobre encontrados em cerca de 7-11% dos solos. Com a finalidade de 

reduzir os custos associados ao tratamento de solos contaminados por metais 

pesados, diferentes tecnologias têm sido desenvolvidas e implementadas 

(MORRISON, 1983). 
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Existem duas tecnologias normalmente aplicadas ao tratamento de solos 

contaminados por metais. A primeira consiste em imobilizar os metais pesados numa 

matriz sólida fortemente ligada ao solo, minimizando a migração. Esta tecnologia, 

contudo, não consiste numa solução definitiva para o problema, considerando a 

impossibilidade de reaproveitamento do solo e a necessidade de monitoramento a 

longo prazo. A Segunda tecnologia promove a mobilidade do metal e sua migração 

para a fase líquida por desorção e solubilização. Esta tecnologia pode ser considerada 

uma solução permanente, permitindo ainda a reciclagem do solo remediado e 

conseqüentemente o reuso da terra. Normalmente, a lavagem do solo com ácidos e 

com agentes quelantes como o EDTA são as técnicas mais aplicadas. Contudo, a 

lavagem com ácidos leva a redução da fertilidade do solo e a alterações na 

composição química e física em virtude da dissolução de minerais (REED et al., 1996). 

A utilização de EDTA, por outro lado, é preocupante do ponto de vista de saúde e de 

segurança, em função da sua resistência à degradação. A dificuldade de recuperação 

do metal pesado do complexo metal - EDTA também restringe o uso desta técnica. 

 Uma solução em potencial para a remedição de solos contaminados por metais 

e óleos consiste no uso de surfactantes, os quais podem ser adicionados em soluções, 

facilitando a solubilização, dispersão e desorção dos contaminantes do solo, permitindo 

ainda sua reutilização. Vários surfactantes sintéticos têm sido avaliados em testes de 

descontaminação (ELLIS, et al., 1985; NASH et al., 1987). Por outro lado, a 

necessidade de substituição de compostos sintéticos por similares naturais tem levado 

a pesquisas para utilização de biossurfactantes. Recentemente, a viabilidade dos 

biossurfactantes para a remoção de metais tem sido demonstrada (MULLIGAN et al., 

2001). A natureza iônica desses agentes, bem como a biodegradabilidade, baixa 

toxicidade e excelentes propriedades de superfície os tornam candidatos em potencial 

para a remoção de metais pesados contidos em solos e sedimentos. Para Mulligan et 

al., (1999) é possível a remoção de metais pesados pela utilização de varias 

concentrações de surfactante.  

A figura 5 ilustra a remoção de metais por biossurfactantes iônicos ocorre na 

seguinte seqüência: (1) sorção do biossurfactante a superfície do solo e complexação 

com o metal, (2) destaque do metal através da interação eletrostática e (3) associação 

com as micelas do biossurfactante. Neste caso, os metais pesados ficam retidos nas 

micelas através de interações eletrostáticas, podendo ser facilmente recuperados por 

técnicas de separação por membranas (KITAMOTO et al., 2001). 
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Vários trabalhos têm demonstrado o potencial de utilização de surfactantes 

biológicos, destacando-se os estudos com surfactin e ramnolipidios, de origem 

bacteriana, e de soforolipídeos originados de leveduras (MULLIGAN et al., 1999; 

HERMAN et al., 1995; OCHOA-LOZA, 1998; TAN et al., 1994;  NEILSON et  al., 2003).  

Mulligan et al. (1999 a, b)  utilizou  surfactina de Bacillus subtilis para o tratamento 

de solos e sedimentos contaminados por Zn, Cu, Cd, óleo e graxa. Verificou  

que os metais pesados associados com carbonato, óxidos e frações orgânicas podem 

ser removidos usando uma combinação de surfactina e NaOH. 

Maslin e Madier 2000 observaram que um biossurfactantante do tipo raminolipídio 

pode diminuir a toxicidade e aumentar a degradação de poluentes orgânicos através de 

uma complexação de metais pesados. 

Ochoa - Loza et al. (2001) observaram uma complexação de metais pesados como 

cádmo, chumbo e mercúrio por um mono rhaminolipídio produzido por Pseudomonas 

aeruginosa. Peng et al., (2008) sugere que estes resultados podem ser bastante 

promissores na remoção de metais pesados em solos contaminados 
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Figura 5 - Mecanismo para a remoção de metais por biossurfactante (Fonte: MULLIGAN, 

2005) 

 

3.1.5.4. Aplicação na indústria de alimentos 

Na indústria de alimentos, os biossurfactantes são utilizados como 

emulsificantes para o processamento de matérias - primas. A emulsificação é muito 

importante na formação da consistência e textura e também na dispersão de fases em 

alimentos (GUDINO, 2001). Um bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido 

utilizado em molhos prontos para saladas (KIM et al., 2000).  

Os biossurfactantes ainda podem ser utilizados como emulsificantes no 

processamento de matérias-primas, no controle da aglomeração de glóbulos de 

gordura, na estabilização de sistemas aerados e para melhorar a consistência de 

produtos gordurosos. O uso de raminolipídeos para melhorar as propriedades da 

manteiga, de croissants e de produtos de confeitaria congelados também foi reportado 

(CALVO et al., 2009). 

A manoproteína produzida por Saccharomyces cerevisiae pode estabilizar 

emulsões água/óleo para produção de maionese, biscoitos, sorvetes, entre outros. É 
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produzida através de um processo biotecnológico simples, de larga escala e baixo 

custo. Além de ser estável em uma larga faixa de pH seu subproduto pode ser utilizado 

como ração animal (BENTO;GAYLARDE 1996). 

Apesar da aplicação potencial, a indústria de alimentos não utiliza ainda os 

biossurfactantes como aditivos em larga escala. Muitas propriedades dos 

biossurfactantes, assim como sua regulamentação para aprovação como novo 

ingrediente para alimentos necessitam de aprovação. 

 

3.1.5.5 Aplicação na indústria de higiene e cosméticos 

Os biossurfactantes são amplamente utilizados em vários produtos, como em 

cosméticos e em indústrias de medicamentos. Vários produtos necessitam de 

surfactantes em seus ingredientes, incluindo dentre outros repelentes de insetos, 

antiácidos, soluções para lentes de contato, desodorantes, produtos para unhas e 

pasta de dentes (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; BORDAS et al., 2000).  

No setor da cosmética, observou-se uma rápida utilização dos biossurfactantes, 

estimando que no futuro próximo a maioria dos cosméticos seja "biocosméticos". Com 

essa finalidade, glicolipídeos obtidos de Torulopsis bombicola KSM 35 são usados no 

Japão, como agentes de limpeza facial. Alguns soforolipídeos foram utilizados 

comercialmente como umectantes quando incorporados em produtos de maquiagem. A 

KAO Co. LTDA desenvolveu um processo fermentativo para produção de 

soforolipídeos, resultando em um produto com aplicação em batons e como hidratante 

para pele e cabelos (DESAI; BANAT, 1997). A preparação de biossurfactantes por 

ação enzimática, principalmente por lípases, sobre moléculas hidrofóbicas deu uma 

nova dimensão à produção destes compostos, principalmente para aplicação em 

produtos de higiene e cosméticos (MANEERAT, 2005). 

 

3.1.5.6 Aplicação na medicina 

Os biossurfactantes também têm sido utilizados em várias aplicações biológicas 

(terapêuticas) como atividade fungicida, bactericida, inseticida e antiviral e como 

inibidores de enzimas (MALIK, 2004; CALVO et al., 2009).  

Alguns biossurfactantes além de suas propriedades detergentes podem apresentar 

em concentração baixa, forte ação desestabilizante de membranas e assim, conferir 

propriedade antimicrobiana (CARILLO et al., 2002). O interesse inicial pelos 

biossurfactantes foi originado pela propriedade antimicrobiana. Os dois 
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biossurfactantes mais bem estudados, ramnolipídeo e surfactina, foram primeiramente 

descritos na literatura em 1949 e 1968, respectivamente, por estas características 

(MAIER, 2003). 

A chamada atividade anti-aderente, ou seja, a capacidade de inibir a adesão de 

microrganismos patogênicos em superfícies sólidas ou em sítios infecciosos também 

tem sido reportada em biossurfactantes, levando à diminuição de infecções hospitalares 

sem a necessidade de fármacos ou agentes químicos sintéticos (RODRIGUES et al., 

2006). Meylheuc et al. (2001) estudaram um biossurfactante obtido de Pseudomonas 

fluorescens dotado de propriedades inibidoras da adesão de Listeria monocytogenes 

LO28 as superfícies do politetrafluoroetileno e do aço inoxidável. 

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivência pelo processo de 

adesão a superfícies e de formação de biofilmes. Eles se aderem à superfície através 

de complexos polissacarídicos, formando uma comunidade microbiana chamada 

biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratação, de predadores, biocidas e 

outras condições ambientais extremas. No caso de obstrução da passagem do fluxo 

em dutos ou filtros e a corrosão, constituem problemas de ordem econômica para as 

indústrias de alimentos, petróleo e de manufaturados. Várias doenças, como fibrose 

cística, são causadas pela presença de biofilmes. Contudo, a modificação de uma 

superfície de um composto, leva a uma alteração permanente da superfície de modo 

que a afinidade da bactéria pela superfície condicionada seja reduzida ou aumentada 

quando comparada à superfície nativa (DAS et al., 2009). Velraeds-Martine et al. 

(1996) relataram a inibição da adesão de bactérias patogênicas por biossurfactante 

produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o desenvolvimento de agentes 

antiadesivos para uso em cateteres visando diminuir a formação de biofilmes. 

 Várias bactérias têm sido reportadas como inibidoras da adesão de outras 

bactérias (ZAI RATE et al., 2006). Em contraste, produtos microbianos como 

biossurfactantes propiciam alterações na superfície à qual a bactéria irá se aderir, 

causando o processo de inibição. Conseqüentemente, podem ser aplicados como 

proteção de superfícies de instrumentos cirúrgicos onde a presença de microrganismos 

é indesejável (RODRIGUES et al., 2006). 

Soforolipídeos de Candida bombicola têm sido estudados por sua atividade 

espermicida, citotóxica e anti-HIV, para reduzir a proliferação do vírus da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e a incidência de gravidez indesejada. 

Soforolipídeos também têm sido estudados como agentes antiinflamatórios para 
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doenças imunológicas. A atividade biológica de sete glicolipídeos microbianos na 

indução da diferenciação celular ao invés da proliferação de células cancerígenas 

(PAZ, 2005; RODRIGUES et al., 2006). 

A iturina, lipopeptídio produzido por B. subtilis, demonstrou atividade antifúngica, 

afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras (PEYPOUX et 

al., 1999). Experimentos in vitro mostraram que a surfactina inativou eficazmente o vírus 

causador de herpes, assim como o retrovirus e outros vírus de RNA e DNA 

compactados. A atividade antiviral da surfactina foi determinada para uma larga gama 

de vírus. Os efeitos da surfactina na absorção de insulina em pulmão de ratos foram 

examinados (MUTHUSAMY et al., 2008). 

Inibição da formação de coágulos e hemólise, formação de canais iônicos em 

membranas, atividade antitumoral e atividade antimicrobiana são algumas aplicações 

terapêuticas relacionadas aos biossurfactantes produzidos por várias espécies de 

Bacillus (ARIMA et al., 1966) .O biossurfactante produzido por Rodococcus. 

erythropolis inibiu a multiplicação do vírus do herpes simples e vírus parainfluenz 

(ROBERT et al., 1991).  

 

3.1.5.7 Aplicação na agricultura 

Biossurfactantes têm sido utilizados na formulação de pesticidas e herbicidas 

(MEYLHEUC et al.,  2001). Os compostos ativos destas formulações são hidrofóbicos e 

agentes emulsificantes são necessários para dispersá-los em soluções aquosas 

(ROSENBERG; RON, 1999). Patel & Gopinathan (1986) relataram que 

biossurfactantes de Bacillus foram utilizados para emulsificar formulações de pesticidas 

organofosforados imiscíveis. 

Vários relatos tratam da eficiência de surfactantes sintéticos no controle da 

podridão do pepino e da pimenta causada por Pythium aphanidermatum e 

Phytophthora capsici (STANGHELLINI et al., 1996). Em alguns experimentos foi 

observado que os ramnolipídeos de Pseudomonas aeruginosa em uma solução 

nutritiva, causaram lise em zoosporos (STANGHELLINI; MILLER, 1997). O 

biossurfactante apresentou atividade zoosporicida contra espécies de Pythium, 

Phytophthora e Plasmopara em baixas concentrações. A avaliação do controle 

biológico por um grupo de ramnolipídeos levou a conclusão que os biossurfactantes 

apresentam potencial para utilização no controle biológico de fitopatógenos. A Tabela 2 

resume as principais aplicações comerciais para os biossurfactantes. 
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Tabela 2 - Principais aplicações comerciais dos biossurfactantes 

 

Funções Campos de aplicação 

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediação, óleos, alimentos 

Solubilizantes Produtos farmacêuticos e de higiene 

Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacêuticos, têxteis e tintas 

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura 

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotação de 

minérios 

Agentes espessantes Tintas e alimentos 

Sequestrantes de metais Mineração 

Formadores de vesículas Cosméticos e sistemas de liberação de drogas 

Demulsificantes Tratamento de resíduos, recuperação de petróleo 

Redutores de viscosidade Transporte em tubulações, oleodutos 

Dispersantes Misturas carvão-água, calcáreo-água 

Fungicidas Controle biológico de fitopatógenos 

Agentes de recuperação Recuperação terciária de petróleo 

 Fonte: BANAT et al., 2000 
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3.1.6 Produção de biossurfactantes utilizando resíduos industriais 

Uma variedade de subprodutos, incluindo derivados de óleo vegetais, resíduos de 

amido, resíduos de destilaria de óleos e substâncias lácteas têm sido utilizados na 

produção de muitos metabólicos microbianos. A disponibilidade e o tipo de matéria-prima 

podem contribuir consideravelmente para o custo de produção. Estima-se que 10 a 30% 

da matéria prima representa o custo total de um produto biotecnológico (UBEDA, 2004). 

Por outro lado, milhões de toneladas em resíduos poluentes são descartados a cada ano 

no mundo. O tratamento e a remoção destes resíduos também representam, um alto 

custo para várias indústrias (PANDEY et al., 2000). Nesse sentido, os resíduos 

industriais têm despertado grande interesse dos pesquisadores como alternativa para o 

fornecimento de substratos de baixo custo para a produção de biossurfactante, 

destacando os resíduos agro-industriais, como os do processamento dos óleos de soja, 

milho, coco, amendoim e canola, gorduras animais, açúcar de beterraba, sorgo, casca de 

soja, bagaço da cana-de-açúcar e resíduos do processamento de algumas frutas como 

maçã, banana e abacaxi (GALLERT; WINTER, 2002). 

Pesquisas relacionadas com a otimização da produção de biossurfactantes a 

partir de substratos oleosos regionais demonstraram a produção desses compostos por 

espécies de Candida (MARÇAL, 1991; SARUBBO et al., 1999; VANCE-HARROP, 

2000, 2004; VANCE-HARROP et al., 2003; RUFINO et al., 2006). Outras descrevem a 

combinação entre óleos vegetais e carboidratos como substratos para a produção de 

biossurfactantes (DAVILA et al., 1992; ZHOU; KOSARIC, 1995; SARUBBO et al., 2006; 

LUNA et al., 2009). 

Barrros et al. (2007) descreveram a importância da variedade de resíduos 

industriais como matéria- prima para diversos bioprocessos. Segundo os autores, a 

utilização de resíduos agroindustriais para produção de biossurfactante é um dos passos 

para a viabilização e implantação desses processos em escala industrial, sendo 

necessário um balanço de nutrientes e condições adequadas para o desenvolvimento e 

produção. Os efluentes do processamento de batata foram evidenciados, como 

substitutos de substratos convencionais, como fontes de carbono e de nitrogênio, 

considerando a composição do meio, visando a  redução da tensão superficial. 

Nitschke e Pastore (2006) utilizaram com sucesso resíduos industriais de fritura de 

batata na produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis . Anteriormente, Nitschke et 

al. (2004) selecionaram microrganismos para a produção de biopolímeros utilizando 

resíduos agroindustriais. Utilizaram melaço, soro de leite e manipueira obtendo valores 
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de tensão superficial em torno de 26 mN m-1. Volbrecht et al. (1999) investigaram a 

produção de biossurfactantes usando óleo vegetal doméstico como substrato da 

bactéria Tsukamurella sp. DSM 44370, reduzindo a tensão da água de 70 mN m-1 para 

35 mN m-1 com CMC de 10 mg l-1. Haba et al. (2002) compararam o uso de óleo de 

oliva e girassol para a produção de biopolímeros usando valores de tensão superficial 

até 40 mN m-1 como critério de seleção de microrganismos potencialmente produtores. 

Rufino et al. (2008) utilizou um resíduo de refinaria na produção de biossurfactante por 

Candida lipolytica obtendo resultados satisfatórios em termos de tensão superficial. 

Mukherjee et al. (2006) descreveram o uso de substratos de baixo custo como 

alternativa econômica e promissora para a produção de biossurfactantes. Derivados de 

óleo vegetal, substâncias a base de amido, soro de leite, óleo de babaçu e girassol, 

melaço e efluente de arroz foram utilizados com eficiência na produção de 

raminolipídeos e soforolipídeos por vários microrganismos. 

Diferentes elementos encontrados nos efluentes dos processos industriais também 

são fontes de nutrientes. Nitrogênio, e ferro foram utilizados para aumentar o 

rendimento de biossurfactantes de Pseudomonas aeruginosa BS-2 e Ustilago maydis 

(DUBEY et al., 2004).  

Mercade et al. (1993) relataram a seleção de microrganismos capazes de utilizar 

resíduos  de óleos lubrificantes para a produção de biossurfactantes. Dezoito amostras 

de solo contaminados por hidrocarbonetos, quarenta e quatro isolados diferentes foram 

capazes de crescer em meio contendo óleo lubrificante como fonte de carbono. Apenas 

10% das espécies isoladas produziram biossurfactantes. 

  Sarubbo et al. (1997) avaliaram a produção de biossurfactante por duas 

linhagens de Candida lipolytica (UFPEDA 1055 e 1120) utilizando meio suplementado 

com 5% de óleo de babaçu e 1% de glicose como fonte de carbono. 

  Amezcua-Vega e colaboradores (2006) descreveram a importância da relação 

entre diferentes elementos como C e N, C e P, C e Fe ou C e Mg  na produção de 

biossurfactantes e na otimização de seus  processos de obtenção. 

A borra oleosa do fundo de tanques da Petrobrás, contendo querosene, óleo diesel 

e petróleo, foi utilizada como matéria-prima de baixo custo para a produção de 

biossurfactante pela bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada de solo contaminado 

(PIRÔLLO, 2006).  
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Tabela 3 - Matérias–primas de baixo custo e respectivos microrganismos utilizados na 

produção de biossurfactantes 

 

Matéria-prima de 

baixo custo ou 

resíduos 

Tipo de 

biossurfactante 

Espécie microbiana 

produtora 

Rendimento 

máximo (g l-1) 

Óleo de babaçu Glicolipídeo Candida lipolytica IA1055 ---- 

Óleo de milho Glicolipídeo Candida bombicola ATCC 

22214 

4,0 

Óleo de girassol e 

óleo de soja 

 

Raminolipídeo 

Pseudomonas aeruginosa 

DS10-129 

4,31/2,98 

Óleo de soja Lipídeo 

manosileritritol 

Candida sp. SY16 9,5 

Óleo residual de fritura 

(óleos de oliva e 

girassol) 

 

Raminolipídeo 

Pseudomonas aeruginosa 

47T2 NCIB 40044 

2,7 

Resíduo de refinaria 

de óleo vegetal 

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa 

LBI 

11,72 

Resíduo de refinaria 

de óleo vegetal de 

girassol 

Raminolipídeo Pseudomonas aeruginosa 

LBI 

16 

Resíduo de refinaria 

de óleo vegetal 

Glicolipídeo Candida antarctica e/ou 

Candida apicola 

10,5/13,4 

Soro e resíduo de 

refinaria 

Raminolipídeos Pseudomonas aeruginosa 

AT10 

0,92 

Efluentes do 

processamento de 

batatas 

 

Lipopeptídeo 

 

Bacillus subtilis 

--- 

 

Manipueira 

 

Lipopeptídeo 

Bacillus subtilis ATCC 

21332 e Bacillus subtilis 

LB5a 

2,2 – 3,0 

Fonte: MUKHERJEE et al., 2006 
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3.1.7 Perspectivas de Utilização 

A economia de produção de todos os metabólitos microbianos vem sendo 

determinada por três fatores básicos: (i) custos da matéria-prima inicial; (ii) 

disponibilidade de procedimentos adequados e econômicos de produção e 

recuperação; e (iii), o rendimento de produção dos microorganismos produtores ( 

PELLERIN et al., 1992; OCHOA-LOZA et al., 2001). 

Nas últimas décadas, a produção de biossurfactantes por vários microrganismos 

tem sido intensivamente estudada, o que permite que se tenha, hoje, uma boa 

quantidade de dados em relação a sua produção, tipos e propriedades. Apesar de 

possuir muitas propriedades comercialmente atrativas e claras vantagens em 

comparação aos seus homólogos sintéticos, a produção de surfactantes microbianos 

em escala comercial ainda não foi completamente atingida devido aos seus baixos 

rendimentos e altos custos de produção, sendo necessária a inclusão da produção e 

recuperação de forma mais lucrativa e em grande escala industrial.  

A produção mundial de óleos e gorduras é de cerca de 2 a 3 milhões de 

toneladas/ano, sendo 75 % derivados de plantas. A maioria dos óleos e gorduras é 

utilizada na indústria alimentícia, a qual gera grandes quantidades de resíduos graxos 

da extração das sementes oleaginosas. O acúmulo desses resíduos tem aumentado 

sua utilização para transformação microbiana (KOSARIC et al., 1996; MAKKAR; 

CAMEOTRA, 1999b). Adicionalmente, a manipulação da composição do meio de 

cultura tem permitido o aumento da produção (CARRILLO et al., 1996; TULEVA et al., 

2002).  

Pesquisas relacionadas com a otimização da produção de biossurfactantes a partir de 

substratos oleosos regionais demonstraram a produção desses compostos por 

espécies de Candida (MARÇAL, 1991; SARUBBO et al., 1999; VANCE-HARROP, 

2000, 2004; VANCE-HARROP et al., 2003). Outras descrevem a combinação entre 

óleos vegetais e carboidratos como substratos para a produção de biossurfactantes 

(DAVILA et al., 1992; ZHOU; KOSARIC, 1993 e 1995; SARUBBO et al., 2006). 

Considerando as inúmeras propriedades e a gama de aplicações dos 

biossurfactantes, torna-se necessário, o aprimoramento das técnicas existentes, bem 

como o desenvolvimento de novas estratégias de produção, através de pesquisas que 

permitam a redução dos custos de produção e altos rendimentos, será possível 

identificar o uso em potencial dos biossurfactantes a nível industrial e competitivo em 

todo o mundo (MERCADE  et al., 1997; OKPOKWASILI; IBIENE, 2006).  
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Resumo 

Planejamentos fatoriais e metodologia de superfície de resposta foram utilizados para 

otimizar as concentrações de resíduo de refinaria do óleo de soja e milhocina em meio 

de baixo custo para produção de agentes surfactantes por C. sphaerica UCP 0995. 

Três planejamentos fatoriais completos 22 foram aplicados seqüencialmente para 

investigar os efeitos das concentrações e interações do resíduo de refinaria e da 

milhocina sobre a tensão superficial do líquido metabólico com 144 h, livre de células. 

Planejamento composto central 22 e metodologia de superfície de resposta foram 

empregados para obter um modelo estatístico dos efeitos do resíduo de refinaria do 

óleo de soja e da milhocina sobre a tensão superficial do líquido metabólico, com 144h, 

livre de células. A equação de regressão foi obtida a partir dos dados experimentais do 

planejamento composto central, a partir da análise dos gráficos de superfície de 

resposta, as concentrações ótimas dos componentes do meio foram determinadas: 

8,63% (v/v) (≅ 9% v/v) do resíduo da refinaria do óleo de soja e 8,80% v/v (≅ 9% v/v) da 

milhocina. A tensão superficial mínima prevista e confirmada experimentalmente foi de 

25,25 mN/m. 

 

Palavras - chave: tensão superficial, planejamento fatorial, otimização, fermentação, 

biossurfactante. 
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1. Introdução  
 
Os surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas de uma porção 

hidrofóbica e outra hidrofílica. A porção polar é freqüentemente uma cadeia 

hidrocarbonada enquanto que a apolar pode ser iônica (aniônica ou catiônica), não-

iônica ou anfotérica Em função da presença de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na 

mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases 

fluidas com diferentes graus de polaridade óleo/água e água/óleo [1].  

Surfactantes de origem microbiana ou biossurfactantes têm atraído a atenção 

devido à baixa toxicidade, biodegradabilidade e aceitabilidade ecológica desses 

compostos. No entanto, os biossurfactantes têm de competir com surfactantes de 

origem petroquímica em aspectos como custo, funcionalidade e capacidade de 

produção, para atender as necessidades da aplicação pretendida [2]. 

   A otimização da composição do meio de cultivo constitui em uma solução de 

grande importância no desenvolvimento de processos de produção de 

biossurfactantes economicamente viáveis. A redução geral dos custos de produção 

de biossurfactantes geralmente depende de melhoramentos de espécies 

microbianas; da utilização de matérias-primas de baixo custo, tais como resíduos 

agrícolas e industriais, como substratos, da ampliação de escala do processo, como 

também do uso de técnicas computacionais avançadas para controle e otimização do 

processo [3].Carboidratos e óleos vegetais estão entre os substratos mais utilizados 

para a produção de biossurfactantes. A seleção de substratos, entretanto, envolve a 

dificuldade em encontrar um resíduo com o correto balanço de carboidratos e lipídios 

para possibilitar o crescimento microbiano e a produção favorável de biossurfactante. 

Resíduos agroindustriais com elevados teores de carboidratos ou lipídios e resíduos 

urbanos possuem os requisitos para o uso como substratos para produção de 

biossurfactante [4]. O resíduo de refinaria de óleo de soja e a milhocina são dois 
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exemplos de resíduos agroindustriais de baixo custo e ricos em nutrientes que podem 

ser utilizados na produção de biossurfactantes para reduzir o custo do processo.  

O método tradicional de variar um fator por vez para a otimização é demorado e 

incapaz de alcançar a condição ótima, devido principalmente a interação entre os 

fatores [5]. Planejamentos fatoriais de experimentos de otimização são especialmente 

adequados por levar em conta as interações entre as variáveis estudadas. Uma 

combinação de fatores que gera uma determinada resposta ótima pode ser identificada 

através do uso de planejamentos fatoriais e metodologia de superfície resposta (MSR) 

[6]. A otimização através de planejamento fatorial e MSR é uma prática comum no 

campo da biotecnologia para a otimização dos componentes de produção e condições 

do meio de cultura (Rao et al., 1993; Musial et al., 2004)[7-8].Este método também foi 

aplicado com sucesso na otimização do meio de produção de biossurfactante [9-10-11-

12-13-14]. 

O objetivo do presente estudo foi otimizar um meio de baixo custo utilizando 

resíduo da industria de soja e de maceração de milho para a produção de 

biossurfactantes por C. sphaerica UCP 0995, utilizando planejamentos fatoriais e  

metodologia da superfície resposta. A propriedade física tensão superficial, 

convencionalmente usada para detectar a produção de biossurfactante foi usada como 

variável resposta.  
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2. Materiais e métodos 

2.1. Microrganismo 

A levedura Candida sphaerica (UCP 0995) isolada do solo contaminado por 

metais pesados do município de Belo Jardim [15], mantida em meio YMA (Yeast Mold 

Ágar) e depositada no Banco de Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Ambientais da Universidade Católica de Pernambuco foi utilizada como microrganismo 

produtor do biossurfactante. Repiques foram mensalmente realizados para manter a 

viabilidade celular. 

 

2.2. Resíduos Agroindustriais 

  O resíduo de refinaria de óleo de soja foi utilizado como principal fonte de 

carbono, enquanto que a milhocina constituiu a fonte de nitrogênio. Ambos os 

subprodutos agroindustriais também proporcionaram os outros nutrientes essenciais 

para o metabolismo da levedura. A composição do resíduo de refinaria: 60% de 

material graxo, 35% de carboidartos, 2,7% de sódio, 0,080% de magnésio, 0,063% de 

potássio e 0,004% de zinco. A milhocina possui 21 a 45% de proteínas, 20 a 26% de 

ácido lático, 8% de cinzas (com Ca2+, Mg2 +, K+), 3% de açúcares e um baixo teor de 

gordura (0,9-1,2%).  

2.3. Produção de biossurfactante  

Todos os experimentos de otimização foram realizados em frascos Erlenmeyer 

de 250 ml contendo 100 ml de meio base. O meio base foi composto por resíduo de 

refinaria de óleo de soja e milhocina dissolvidos em água destilada, em diferentes 

concentrações, de acordo com os planejamentos experimentais. Os meios foram 

esterilizados em autoclave a 121 º C por 20 min. O pH dos meios foi ajustado para 5,3. 
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A cultura foi incubada por 24 horas a 28 °C sob agitação de 150 rpm. Cada Erlenmeyer 

(250 mL) contendo o meio base foi inoculado com 1% (v/v) da suspensão celular para 

atingir a concentração final de 104 células/mL). Os frascos foram incubados a 150 rpm, 

durante 144 horas a 27 °C. Em intervalos regulares, alíquotas foram retiradas para 

análises.  

 

2.4 Tensão superficial 

 A tensão superficial foi determinada no liquido metabólico livre de células obtido por 

centrifugação a 10000 x g por 15 min, em tensiômetro automático (Modelo Sigma 70, 

KSV Ltd., Finland) utilizando o anel de Nuoy em temperatura ambiente. As medições 

da tensão superficial da água destilada e do meio mineral foram usadas como controle. 

 

2.5. Otimização do meio de produção do biossurfactante  

Uma estratégia sequencial baseada na aplicação de planejamento experimental 

estatístico associado à MSR foi usada para otimizar a produção do biossurfactante por 

C. sphaerica UCP 0995.  

 A otimização do meio de produção foi realizada utilizando três planejamentos 

fatoriais completos 22 e um planejamento composto central 22. Os planejamentos 

fatoriais completos foram realizados para verificar os efeitos e interações da milhocina 

e do resíduo de refinaria de óleo de soja sobre a tensão superficial do liquido 

metabólico livre de células e o planejamento composto central 22 foi aplicado para 

determinar a concentração ótima de milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de soja, 

utilizando os níveis mostrados nas Tabelas 1 e 2. Os níveis superior e inferior foram 

codificados como -1 e +1 e o ponto central foi codificado como 0 (zero). A relação entre 

os valores codificados e os valores reais encontra-se descrita na equação a seguir: 
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onde Xi é o valor codificado da variável independente, xi é o valor real da variável 

independente, x0 é o valor real da variável independente no ponto central e ∆x é o valor 

da variável.  

Em todos os planejamentos, foram realizadas triplicatas no ponto central para 

proporcionar uma estimativa de erro segura.  As triplicatas no ponto central também 

foram utilizadas para verificar a curvatura nos planejamentos fatoriais completos 22. Os 

valores ótimos das concentrações de milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de 

soja foram obtidos pela resolução da equação de regressão e também pela análise da 

superfície resposta nos gráficos de contorno [16-17-18]. Para determinar a importância 

dos efeitos, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) com limites de confiança de 

95%. Os efeitos e o nível de significância das variáveis foram graficamente ilustrados 

através de diagramas de Pareto. Um diagrama de Pareto consiste de barras com 

comprimento proporcional ao valor absoluto do efeito estimado, dividido pelo erro 

padrão. No diagrama de Pareto, os efeitos estimados são ordenados do maior valor 

absoluto para o menor valor absoluto. O diagrama inclui uma linha vertical no valor-t 

crítico para um alfa de 0,05. Os efeitos para os quais as barras são menores do que o 

valor-t crítico são considerados como não significativos e não afetam as variáveis 

resposta. Os efeitos podem ser positivos ou negativos. A análise de variância, a 

determinação dos coeficientes de regressão e a montagem dos gráficos foram 

realizadas com o software Statistica (Statsoft.Inc, E.U.A.) versão 6.0. 
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3.  Resultados e discussão  

Este trabalho descreve o uso de milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de 

soja como componentes de um meio de baixo custo formulado para a produção de 

biossurfactantes por C. sphaerica UCP 0995. A produção foi detectada pela redução da 

tensão superficial após o cultivo do microrganismo em água destilada suplementada 

com milhocina e resíduo de refinaria de óleo de soja, em várias concentrações. O 

processo de otimização foi realizado usando três planejamentos fatoriais completos 22 

seguidos por um planejamento composto central de dois níveis e dois fatores.  

3.1 Planejamentos Fatoriais Completos 

  Para verificar as concentrações ideais de milhocina e de resíduo de refinaria de 

óleo de soja para produção de biossurfactantes, inicialmente, um conjunto de três 

planejamentos completos 22 foram conduzidos para investigar os efeitos e as 

interações de milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de soja sobre a tensão 

superficial. As definições dos fatores e níveis utilizados no planejamento fatorial 

encontram-se especificadas na Tabela 1. Os planejamentos experimentais realizados e 

os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 3. O caminho ascendente foi 

utilizado para determinar a direção das menores tensões superficiais. Após o segundo 

planejamento, experimentos adicionais não conduziram a maiores reduções na tensão 

superficial. 

3.2. Primeiro planejamento fatorial completo  

            Os efeitos da milhocina e do resíduo de refinaria de óleo de soja sobre a tensão 

superficial, bem como a interação entre eles, nos primeiros planejamentos completos 

22 são mostrados na Figura 1. O diagrama de Pareto mostra claramente que a 

concentração resíduo de refinaria de óleo de soja é, o fator que exerce maior efeito na 
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redução da tensão superficial do liquido metabólico livre de células, seguido da 

concentração de milhocina e da interação entre o resíduo de refinaria de óleo de soja e 

a milhocina. Como pode ser visto no diagrama de Pareto, o resíduo de refinaria de óleo 

de soja influenciou negativamente, com significância estatística, o aumento da tensão 

superficial, levando a valores mais baixos de tensão superficial. A concentração de 

milhocina também influenciou negativamente, com significância estatística, o aumento 

da tensão superficial, levando a valores mais baixos de tensão superficial. Por outro 

lado, a interação entre o resíduo de refinaria de óleo de soja e a milhocina contribuiu 

significativamente para o aumento da tensão superficial do meio de cultivo. A curvatura 

foi verificada, revelando falta de adequação da aproximação linear [17].  

 

Inserir figura 1 

 

3.3. Segundo planejamento fatorial completo  

Considerando os resultados do primeiro planejamento, as concentrações de 

milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de soja foram aumentadas de 6 para 12% 

(v/v), conforme ilustrado na Tabela 1. Os efeitos das concentrações de milhocina e de 

resíduo de refinaria de óleo de soja sobre a tensão superficial, bem como a interação 

entre eles, no segundo planejamento fatorial completo 22 são mostrados na figura. 2. A 

interpretação do diagrama de Pareto mostra que a única variável significativa para a 

tensão superficial foi a concentração de milhocina. O aumento da concentração de 

milhocina exerceu uma influência negativa, do ponto de vista estatístico, sobre o 

aumento da tensão superficial, levando à redução dos valores de tensão superficial.  

Por outro lado, o aumento da concentração de resíduo de refinaria de óleo de soja, o 

efeito da curvatura e a interação entre a milhocina e o  resíduo de refinaria de óleo de 

soja não foram estatisticamente significativos.  
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Inserir figura 2 

 

3.4. Terceiro planejamento fatorial completo  

Considerando os resultados do segundo planejamento, a concentração de 

milhocina foi aumentada de 9 para 15% (v/v), embora os níveis de resíduo de refinaria 

de óleo de soja não tenham sido modificados (Tabela 1). Como pode ser visto no 

diagrama de Pareto (Figura 3), a concentração de milhocina e a interação entre a 

milhocina e o resíduo de refinaria de óleo de soja produziram efeitos positivos 

estatisticamente significativos sobre o aumento da tensão superficial, levando à maior 

tensão superficial. Por outro lado, nas condições estudadas, a concentração de resíduo 

de refinaria de óleo de soja produziu um efeito negativo sobre o aumento da tensão 

superficial, mas este efeito não foi significativo estatísticamente. Embora o teste de 

curvatura tenha revelado falta de ajuste da aproximação linear, o efeito da curvatura 

também não foi estatisticamente significativo neste planejamento experimental. 

 

Inserir figura 3 

3.5 Otimização do experimento  

   A estratégia utilizada para atingir o objetivo deste trabalho foi explorar o espaço 

em torno das condições experimentais selecionadas através da análise dos resultados 

dos três planejamentos fatoriais previamente realizados. Após o terceiro planejamento 

fatorial completo, experimentos adicionais não foram capazes de reduzir ainda mais a 

tensão superficial do líquido metabólico livre de células. Tais resultados indicaram que 

as concentrações de milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de soja do segundo 

planejamento estavam próximas do ponto ótimo; portanto, um planejamento composto 

central 22 foi realizado para alcançar a menor tensão superficial do liquido metabólico 

livre de células e otimizar, assim, a composição do meio. Os níveis dos fatores 
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utilizados para o planejamento composto central 22 (Tabela 2) foram selecionados com 

base nos resultados dos planejamentos fatoriais completos 22 previamente realizados 

(Tabela 1). Os resultados obtidos do planejamento composto central estão 

apresentados na Tabela 4. Os experimentos mostraram que tensões superficiais 

reduzidas do liquido metabólico livre de células foram obtidas em todas as condições 

estudadas e que as tensões mais baixas do liquido metabólico livre de células foram 

encontradas nas condições do ponto central (nível zero – ensaios números 9, 10 e 11), 

onde o valor médio da tensão superficial foi igual a 25,29 ± 0,21 mN/m.  

Para explicar a dependência da tensão superficial em relação aos componentes 

do meio, os resultados obtidos a partir do planejamento composto central foram 

ajustados a seguinte equação polinomial de segunda ordem: 

 

z = 25.284-0.288x+0.718x2+0.004y+0.374y2+0.214xy                                             (2) 

 

onde z é a resposta prevista da tensão superficial e x e y são os valores codificados de 

milhocina e de resíduo de refinaria de óleo de soja, respectivamente.  

O modelo permitiu a avaliação dos efeitos lineares, quadráticos e combinados 

das variáveis independentes (concentrações de milhocina e resíduo de refinaria de óleo 

de soja) sobre a variável independente (tensão superficial). O significado de cada 

coeficiente da equação de regressão foi determinado pelo p-valores, que são 

representados graficamente no diagrama de Pareto ilustrado na Figura. 4. A análise 

dos resultados da Figura 4 mostra que a concentração de resíduo de refinaria de óleo 

de soja foi a variável com maior influência sobre a tensão superficial do liquido 

metabólico livre de células. A contribuição quadrática do resíduo de refinaria de óleo de 

soja foi positiva e estatisticamente significativa. A contribuição linear do resíduo de 

refinaria de óleo de soja foi negativa, mas não foi estatisticamente significativa. A 
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contribuição quadrática da milhocina foi positiva e muito próxima da significância 

estatística. A contribuição linear da milhocina e da interação da milhocina com o 

resíduo de refinaria de óleo de soja foram positivas e estatisticamente significativas. 

Estes resultados também indicaram que as concentrações de milhocina e de resíduo 

de refinaria de óleo de soja deveriam ser mantidas próximas do ponto central para se 

obter a máxima resposta. 

 

Inserir figura 4 

A análise de variância (ANOVA) do modelo de segunda ordem (Equação 2) 

mostra que o modelo é significativo, como é evidente a partir do teste F de Fisher, onde 

o valor do F calculado (Fmodelo=15,51) é maior do que o valor do F tabulado (Ftab = 

5,05). O valor do coeficiente de determinação (R2=0,87) indica que 87% da 

variabilidade na resposta pode ser explicada pela equação de predição polinomial de 

segunda ordem, expressa na Equação 2, demonstrando a qualidade do ajuste do 

modelo. O valor do coeficiente de determinação ajustado (R2
ajust=0,73) também indica a 

importância do modelo. Uma boa correlação entre os valores previstos e experimentais 

foi obtida uma vez que o coeficiente de correlação (R=0,93) está próximo de 1. O 

modelo não apresentou falta de ajuste (FA), como é evidente a partir do teste F de 

Fisher, onde o valor do F calculado (FFA = 4,08) não é maior do que o valor do F 

tabulado (Ftab = 19,2). Por meio da Equação 2, os valores ótimos codificados para o  

resíduo de refinaria de óleo de soja e para  a milhocina  foram respectivamente iguais a  

0,210514 e -0,065631. Os valores ótimos correspondentes não codificados foram 

calculados como sendo iguais a 8,63% (v/v) e 8,80% (v/v), respectivamente. A tensão 

superficial mínima do liquido metabólico livre de células prevista nestas condições 

ótimas foi 25,25 mN/m. Estes resultados são apresentados graficamente na Figura 5, 
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através do gráfico tridimensional de milhocina e resíduo de refinaria de óleo de soja 

contra a tensão superficial no liquido metabólico livre de células. 

 

Inserir figura 5 

O modelo foi validado através da repetição dos experimentos, nas condições 

otimizadas, o que resultou em uma tensão superficial de 25,34 ± 0,16 mN/m, provando 

assim sua validade. Para fins de simplificação, as concentrações de milhocina e de 

resíduo de refinaria de óleo de soja foram arredondadas para 9% (v/v). Novos 

experimentos foram então realizados para verificar o ótimo previsto. O resultado 25,53 

± 0,24mN/m) de três repetições (25,76; 25,29 e 25,5mN/m) foi coincidente com o valor 

previsto, mostrando mais uma vez a adequação do modelo.  

A estratégia de otimização utilizando planejamentos fatoriais sequenciais 

também foi empregada em nossos laboratórios para aumentar a atividade dos agentes 

emulsificantes produzidos por C. lipolytica utilizando resíduo de refinaria de óleo de 

soja como substrato. Um planejamento fatorial completo foi utilizado para avaliar o 

efeito das concentrações do resíduo, de ácido glutâmico e de extrato de levedura. 

Verificou-se que o aumento das concentrações de resíduo e de ácido glutâmico 

provocou a redução da tensão superficial, que atingiu valores em torno de 25,29 mN/m 

[14]. Em outro trabalho, o biossurfactante de C. sphaerica cultivada em um meio de 

baixo custo formulado com 5% de resíduo de refinaria de soja e 2,5% de milhocina 

como substratos reduziu a tensão superficial para valores em torno de 26 mN/m após 

144 h [19], enquanto que o biossurfactante de C. lipolytica cultivada em um meio 

mineral suplementado com o mesmo resíduo de refinaria usado neste trabalho reduziu 

a tensão superficial para 32 mN/m [20].  

Modelos adequados foram criados para descrever a resposta dos experimentos 

para a produção de biossurfactantes por bactérias probióticas. A substituição do 
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material sintético pelo meio alternativo mais barato, formulado com soro de queijo e 

melaço permitiu um aumento de cerca de 1,2-1,5 vezes o rendimento do 

biossurfactante produzido e uma redução de 60-80% dos custos de preparação dos 

meios [12]. Ferramentas de planejamento experimental foram utilizadas para estudar 

os efeitos das condições do processo de produção de surfactante usando uma estirpe 

de Pseudomonas alcaligenes cultivada de óleo de palma como única fonte de carbono. 

O procedimento de seleção mostrou que a produção do surfactante depende 

principalmente da concentração de óleo de palma, com uma redução na tensão 

superficial de 54 para 31 mN /m em 48 horas [21].  

Parâmetros importantes para a produção de biossurfactante por Serratia sp. 

SVGG16 também foram selecionados através de planejamentos experimentais. Os 

resultados demonstraram que esta linhagem foi capaz de reduzir a tensão superficial 

do meio para 34 mN /m [22-23-24]. 

 

4. Conclusões 

A associação de planejamento fatorial e metodologia de superfície de resposta 

provou ser efetiva para a otimização do meio para produção de biossurfactantes. Os 

resultados dos três planejamentos fatoriais completos 22 e do planejamento composto 

central com dois fatores mostraram a habilidade da Candida sphaerica crescer em 

meio de baixo custo constituído por resíduo de refinaria de óleo de soja e por  

milhocina e de produzir surfactante com potencial de aplicação em uma variedade de 

campos, especialmente em biorremediação.  
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Fig. 1. Primeiro planejamento fatorial completo 22 - Diagrama de Pareto dos efeitos 

padronizados para (1) resíduo de soja e (2) milhocina, utilizando tensão superficial 

como variável resposta. O ponto em que as estimativas de efeito são estatisticamente 

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada. 

  

Fig. 2. Segundo planejamento fatorial completo 22 – Diagrama de Pareto dos efeitos 

padronizados para (1) resíduo de soja e (2) milhocina, utilizando tensão superficial 

como variável resposta. O ponto em que as estimativas de efeito são estatisticamente 

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada. 

 

Fig. 3. Terceiro planejamento fatorial completo 22 – Diagrama de Pareto dos efeitos 

padronizados para (1) resíduo de soja e (2) milhocina, utilizando tensão superficial 

como variável resposta. O ponto em que as estimativas de efeito são estatisticamente 

significativas (p = 0,050) é indicado pela linha tracejada. 

 

Fig. 4. Planejamento composto central - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados 

para (1) resíduo de soja e (2) milhocina, utilizando tensão superficial como variável 

resposta. O ponto em que as estimativas de efeito são estatisticamente significativas (p 

= 0,050) é indicado pela linha tracejada. 

 

Fig. 5. Superfície de resposta da tensão de superficial mostrando a interação entre 

as concentrações resíduo de óleo de soja e milhocina. 
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Tabela 1 
 
Níveis e valores das variáveis independentes dos planejamentos fatoriais completos 22  
 

                                                        Primeiro Planejamento Fatorial Completo  
Nível Fator 

-1 0 +1 
Resíduo (%v/v) 0 3 6 
Milhocina(%v/v) 0 3 6 

                                                         Segundo Planejamento Fatorial Completo 
Nível Fator 

-1 0 +1 
Resíduo (%v/v) 6 9 12 
Milhocina (%v/v) 6 9 12 

                                                        Terceiro Planejamento Fatorial Completo 
Nível Fator 

-1 0 +1 
Resíduo (%v/v) 6 9 12 
Milhocina (%v/v) 9 12 15 
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Planejamento Fatorial Central 

Níveis Fator 
-1,41 -1 0 +1 +1,41 

Resíduo  
(%v/v) 3,68 5 8 11 12,32 

Milhocina 
(%v/v) 

4,68 6 9 12 13,32 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 
 
Níveis e valores das variáveis independentes do planejamento composto central 22 
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Tabela 3 
 
Valores codificados e resultados de tensão superficial dos planejamentos fatoriais 
completos 22 

 
Tensão superficial (mN/m) 

Ensaio Resíduo* Milhocina* Primeiro 
Planejamento 

Fatorial 

Segundo  
Planejamento 

Fatorial 

Terceiro 
Planejamento 

Fatorial 
1 -1 -1 68,64 25,50 25,17 
2 1 -1 27,92 25,46 24,15 
3 -1 1 46,86 25,09 25,46 
4 1 1 25,23 25,29 26,11 
5 0 0 30,55 25,25 25,29 
6 0 0 29,92 25,23 25,37 
7 0 0 29,29 25,14 25,40 

 
*As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: primeiro planejamento - resíduo, 0% (-1), 
3%(0) e 6% (+1); milhocina, 0%(-1), 3%(0) e 6% (+1). Segundo planejamento-- resíduo, 6% (-1), 9%(0) e 12% 
(+1); milhocina, 6%(-1), 9%(0) e 12% (+1). Terceiro planejamento- - resíduo, 6% (-1), 9%(0) e 12% (+1); 
milhocina, 9%(-1), 12%(0) e 15% (+1). 
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Tabela4 
 
Valores codificados e resultados de tensão superficial do planejamento composto 
central 22 

 
 

Ensaio* Resíduo* Milhocina Tensão superficial 
(mN/m) 

   26,715 
1 -1 -1 26,090 
2 +1 -1 26,505 
3 -1 +1 27,350 
4 +1 +1 27,250 
5 -1,41 0 25,900 
6 1,41 0 26,035 
7 0 -1,41 25,750 
8 0 1,41 25,505 
9 0 0 25,095 

10 0 0 25,255 
 

*As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: resíduo, 3,68% (-1,41),5%(-
1),8%(0),11%(+1), 12,32% (+1,41); milhocina, 4,68% (-1,41),6%(-1),9% (0),12%(+1), 13,32% (+1,41) 
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15,15079

-19,4206

-25,4432

-49,4841

p=,05

Estimativa Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

1 e 2

(2)Milhocina

Curvatura

(1)Resíduo

 

 

Figura 1 
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1,496767

2,113082

-2,93959

-5,10662

p=,05

 Estimativa Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

(1)Resíduo

1 e 2

Curvatura

(2)Milhocina

 

 

Figura 2 
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3,041336

-3,29743

14,72854

19,82857

p=,05

 Estimativa Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Curvatura

(1)Resíduo

1 e 2

(2)Milhocina

 

 

Figura 3 
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,056803

2,068818

-3,93852

4,289094

8,221092

p=,05

Estimativa Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

(2)Milhocina (L)

1L e 2L

(1)Resíduo (L)

Milhocina (Q)

Resíduo (Q)

 

 

 

Figura 4 
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RESUMO 

 

O desenvolvimento de surfactantes biodegradáveis e menos tóxicos, como os 

biossurfactantes microbianos, torna-se uma estratégia importante na obtenção de 

compostos compatíveis com o meio ambiente. Muito têm sido produzidos embora 

poucos sejam comercializados em virtude de alto custo de produção desses compostos 

e dos processos de purificação. Nesse trabalho, foi utilizando o meio otimizado 

contendo água destilada suplementada com 9% de resíduo industrial e 9% de 

milhocina como substratos para a produção de biossurfactantes por Candida sphaerica.  

O rendimento do biossurfactante isolado foi de 9g/L. O biossurfactante Lunasan 

demonstrou uma excelente capacidade de redução de tensão superficial (25 mN/m) e 

baixo valor de CMC (0,025%), estabilidade térmica e a diferentes pHs relacionadas a 

capacidade de emulsificação e redução da tensao superficial, além de tolerância a 

condições salinas. Testes de hidrofobicidade sugeriram a utilização de dois 

mecanismos de transferência para os substratos, ou seja, ingestão interfacial direta e 

transferência mediada pelo biossurfactante. A caracterização do biossurfactante 

indicou sua natureza aniônica e a presença de 70% de lipídeos e 15% de carboidratos, 

sugerindo uma estrutura glicolipídica. Os resultados obtidos com a produção de 

biossurfactante por Candida sphaerica, nas condições testadas acima, demonstram 

propriedades promissoras para aplicação na biorremediação de compostos 

hidrofóbicos.   

Palavras - chave: Biossurfactantes. Candida sphaerica. Resíduos industriais. 

Hidrofobicidade celular. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  82 

 

Introdução 

Os surfactantes constituem um grupo de agentes que atua nas superfícies 

através da capacidade em reduzir a tensão superficial e interfacial dos líquidos. Os 

biossurfactantes são compostos biológicos produzidos por uma grande variedade de 

microrganismos procariontes e eucariontes. Assim como seus similares sintéticos 

possuem em sua estrutura molecular porções hidrofílicas (polares) e hidrofóbicas 

(apolares), sendo por isso considerado moléculas anfipáticas que permitem a formação 

de estruturas especializadas, vitais à sua ação (Singh et al. 2007). A parte polar ou 

hidrofílica de um surfactante é conhecida geralmente como a “cabeça” e a parte 

hidrofóbica ou apolar é conhecida como a “cauda” (Maneerat 2005; Muthusamy et al. 

2008).   

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes são metabólitos produzidos 

principalmente, por bactérias e leveduras, embora alguns fungos também os produzam. 

Esses compostos, em função de suas biodegradabilidade e compatibilidade com o 

meio ambiente, ao contrário dos similares petroquímicos (sintéticos), têm sido cada vez 

mais estudados (Gautam and Tyagi 2006; Zai Rate et al. 2006). Os biossurfactantes 

apresentam, ainda, inúmeras vantagens sobre os surfactantes de origem química, tais 

como baixa toxicidade, estabilidade frente à ampla faixa de pH e sob temperaturas 

elevadas, bem como resistência a elevadas concentrações salinas (Singh et al. 2007). 

Os tipos de estrutura e as quantidades de biossurfactantes produzidas são 

determinados a partir da escolha e concentração do(s) substrato(s) utilizado(s), que 

podem ser solúveis e insolúveis, bem como pela concentração de íons como P, N, Mg, 

O e Fe no meio de cultura, além das condições de cultivo (Soon et al. 2004). 

A produção de biossurfactantes apresenta alguns aspectos limitantes quando 

comparada com a produção de surfactantes químicos, já que o custo de produção é 

cerca de 50 vezes maior. Assim, o sucesso da produção industrial de biossurfactantes 

irá depender do desenvolvimento de processos mais econômicos (Cortis and 

Ghezzehei 2007). 

Nesse contexto, o processo fermentativo possui a chave para reduzir os custos 

do processo, no que se refere à utilização de substratos alternativos, uma vez que 

estes representam cerca de 30 % do custo total. Na procura de substratos de baixo 

custo, os resíduos industriais surgem como promissores (Luna et al. 2009). A produção 
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mundial de óleos e gorduras é de cerca de 2,5 a 3 milhões de toneladas/ano, sendo 75 

% derivados de plantas. A maioria dos óleos e gorduras é usada na indústria 

alimentícia, a qual gera grandes quantidades de resíduos graxos da extração das 

sementes oleaginosas. O acúmulo destes resíduos tem aumentado a utilização destes 

materiais para transformação microbiana (Calvo et al. 2009).  

Em geral, substratos agroindustriais que contenham altos níveis de carboidratos 

ou de lipídeos suprem a necessidade de fonte de carbono para a produção de 

biossurfactantes (Tompson et al. 2000; Sarubbo et al. 2006; 2007). Assim, a utilização 

de resíduos pode diminuir os custos de produção para níveis competitivos em relação 

aos similares obtidos por via petroquímica e, ao mesmo tempo, reduzir os problemas 

ambientais relativos ao descarte e aos custos do tratamento (Mulligan 2005). 

Considerando que o Brasil é um país essencialmente agrícola, a facilidade de acesso 

aos subprodutos agroindustriais é bastante significativa, motivando as pesquisas nessa 

área. Nesse sentido, o uso de substratos de baixo custo aliado à capacidade 

biossintética de bactérias e leveduras representa uma alternativa econômica de 

produção de biopolímeros com potencial de aplicação na indústria petrolífera.  

Portanto, o presente trabalho foi desenvolvido visando produzir surfactantes a 

partir de Candida sphaerica UCP 0995 utilizando resíduos industriais como substratos 

de baixo custo, através do estudo da cinética de crescimento e de produção, bem como 

pelo estudo das propriedades do biossurfactante obtido, seu isolamento e 

caracterização preliminar. 
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Materiais e Métodos 
 
Microrganismo 

A Candida sphaerica (UCP 0995), utilizada como microrganismo produtor de 

biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do município de Belo Jardim 

(Brandão 2001) mantida em meio YMA (Yeast Mold Ágar) e depositada no Banco de 

Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais da Universidade Católica de 

Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade 

celular. 

 

Substratos  

Dois resíduos industriais foram utilizados como substratos para a produção do 

biossurfactante. Um resíduo industrial da refinaria de óleo vegetal de soja, gentilmente 

cedido pela ASA LTDA, Recife-PE, foi utilizado como substrato insolúvel, enquanto que 

a milhocina, resíduo da fabricação de produtos à base de milho, gentilmente cedido 

pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo Agostinho-PE, foi utilizado como 

substrato solúvel. 

O resíduo de refinaria de óleo de soja constituiu a principal fonte de carbono, 

enquanto que a milhocina constituiu a fonte de nitrogênio. Ambos os resíduos também 

contribuíram para o fornecimento de outros nutrientes importantes para o metabolismo 

do microrganismo. A composição do resíduo de refinaria apresenta 60% de material 

graxo, 35% de carboidratos, 2,7% de sódio, 0,08% de magnésio, 0,063% de potássio e 

0,004% de zinco.  A milhocina possui entre 21 a 45 % de proteínas, 20 a 26 % de ácido 

lático, cerca de 8 % de cinzas (contendo Ca2+, Mg2+, K+, etc.), cerca de 3 % de 

carboidratos e baixo teor de gordura (0,9-1,2 %), de acordo com a literatura (Cardinal 

and Hedrick, 1947; Akhtar et al. 1997).  

 

Meio de produção 

Para a produção do biossurfactante denominado de “Lunasan” foi utilizado o 

meio otimizado por Luna et al.(2008), contendo 9% de resíduo da industria de óleo de 

soja e 9% de milhocina. O meio foi esterilizado em autoclave 121ºC por 20 minutos, 

sendo o pH final de 5,3.  
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Produção do biossurfactante 

As fermentações para produção do biossurfactante foram realizadas em frascos 

de Erlenmeyer com 500 ml de capacidade contendo 100mL do meio de produção e 

incubados com a suspensão celular de 104 células/mL. Os frascos foram mantidos sob 

agitação orbital de 150 rpm, durante 144 horas, à temperatura de 27ºC. Alíquotas 

foram coletadas ao longo do cultivo para as seguintes determinações: biomassa, pH, 

tensão superficial e rendimento em biossurfactante.  

 

Cinética de crescimento 
 

O crescimento foi acompanhado através da contagem de células em Câmara de 

Neübauer e peso seco. A contagem em Câmara de Neubauer foi realizada ao longo da 

fermentação a partir de alíquotas do líquido metabólico, o qual foi diluído quando 

necessário. O resultado da contagem foi expresso como células/mL. Para 

determinação da biomassa por peso seco, 10 mL das amostras foram centrifugados a 

2000g durante 20 minutos, sendo a biomassa lavada com água destilada em tubo de 

centrífuga graduado. Após agitação e nova centrifugação, a fase superior foi 

descartada, e o “pellet” celular seco em estufa a 105 ºC por 24 horas e pesado (García-

Ochoa and Casas 1999). 

 

Determinação da atividade de emulsificação 

Para a determinação da atividade de emulsificação, as amostras foram 

centrifugadas a 2000g durante 20 minutos e, em seguida, analisadas segundo a 

metodologia proposta por Cooper and Goldenberg (1987) onde 1,0 mL de um 

hidrocarboneto (óleo de motor, óleo de milho, óleo de algodão, n-hexadecano ou 

querosene) foi adicionado a 1,0 mL do líquido metabólico livre de células, obtido após 

centrifugação, em tubos graduados e agitados em vortex durante um minuto. A 

estabilidade da emulsão foi determinada após 24 horas, e o índice de emulsificação (E) 

foi calculado pela razão entre a altura da emulsão e a altura total, sendo o valor 

multiplicado por 100. Todas as análises foram feitas em triplicata. 

 

Estabilidade dos agentes surfactantes (efeito do pH, da adição de NaCl e da 

temperatura) 
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Os efeitos de diferentes temperaturas (5°C, 70°C, 100 °C e 120°C), de diferentes 

concentrações de NaCl (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) e de diferentes pH (2, 4, 6, 8, 10 e 

12) na tensão superficial do biossurfactante foram avaliados no líquido metabólico livre 

de células para determinação da estabilidade da atividade surfactante e da atividade de 

emulsificação (CAMEOTRA; MAKKAR 1998; KIM et al., 2000). Todas as análises foram 

feitas em triplicata. 

 

Isolamento do biossurfactante 

Após 144 horas de cultivo da Candida sphaerica na condição selecionada, o 

líquido metabólico livre de células foi submetido ao processo de extração. O pH foi 

ajustado para 2 com  HCl  6M e precipitado com  2 volumes de metanol. Após repouso 

durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas à 4000g por 30 minutos, 

lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por 24-48 h, até 

secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o rendimento em 

produto isolado calculado em g/L. Todas as análises foram feitas em triplicata. 

 

Determinação da tensão superficial e da concentração micelar crítica (CMC) 

A tensão superficial e a CMC foram medidas de acordo com a metodologia 

descrita por Kuyukina et al. (2001), em tensiômetro automático (Modelo Sigma 70, KSV 

Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma 

solução de concentração conhecida do biossurfactante isolado. 

 

Determinação da Tensão Interfacial 

A tensão interfacial foi medida contra o n-hexadecano no líquido metabólico livre 

de células (após a remoção das células com Millipore 0,45µm). A tensão foi 

considerada alta para valores acima de 18mN/m  e abaixa para valores abaixo de 

7mN/m . 

 

Composição química do biossurfactante 

A concentração de proteína do biossurfactante isolado foi determinada pelo 

método de Lowry et al. (1951), usando albumina de soro bovina como padrão. Os 

carboidratos foram determinados pelo método ácido fenol-sulfúrico, usando D-glicose 
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como padrão (HANSON et al. 1981) e os lipídios quantificados de acordo com 

Manocha et al. (1980).  

 

Determinação da hidrofobicidade celular 

A hidrofobicidade celular foi medida pela aderência celular a hidrocarbonetos. As 

células foram lavadas duas vezes com água deionizada estéril e ressuspendidas em 

tampão salino (16,9 g/L K2HPO4, 7,3 g/L KH2PO4) para fornecer uma D.O. de 0,5 a 600 

nm. A 2,0 mL da suspensão celular foram adicionados 100 mL de n-hexadecano em 

tubo de ensaio (10x100mm), sendo o conteúdo agitado em vórtex por 3 minutos. Após 

agitação, o conteúdo foi deixado em repouso por 1 hora para separação das fases 

aquosa e hexadecano. A D.O. da fase aquosa foi então medida a 600 nm. A 

hidrofobicidade foi expressa como a percentagem de aderência ao hexadecano, 

calculada como segue: 100 x (1 – D.O. da fase aquosa/ D.O. da suspensão celular 

inicial). Três determinações foram realizadas para cada amostra. As células foram 

consideradas muito hidrofóbicas quando o resultado for maior que 60% e pouco 

hidrofóbicas quando os resultados forem inferiores a 10% (Bouchez-Naitali et al.1999). 

 

Determinação da carga iônica do biossurfactante 

A carga iônica do biossurfactante foi determinada pela técnica de difusão dupla 

em Agar modificada (MEYLHEUC et al., 2001). Duas fileiras regularmente espaçadas 

de poços foram feitas em ágar de baixa viscosidade (solução a 1 %). Os poços das 

fileiras inferiores foram preenchidos com a solução do surfactante isolado. Cada poço 

da fileira superior foi preenchido o dodecil sulfato de sódio (SDS), na concentração de 

0,02 M, enquanto que a substância catiônica foi o cloreto de bário, na concentração de 

0,05 M. O surgimento de linhas de precipitação entre os poços, indicativas do caráter 

iônico do biossurfactante, foi monitorado durante 48 horas a temperatura ambiente. 

 

Resultados e discussão 

 
Cinéticas de crescimento de C.sphaerica e de produção do biossurfactante  

A Figura 1 mostra a cinética de crescimento do microrganismo e de produção do 

biossurfactante de C. sphaerica cultivada em água destilada suplementada com 9 % de 

resíduo de refinaria e 9% de milhocina. 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  88 

A cinética de crescimento do microrganismo demonstrou um perfil diáuxico entre 

12 e 20 horas e entre 24 e 36 horas de fermentação, refletindo-se na curva de pH.  O 

inicio da fase exponencial de crescimento foi observado com 4hs de cultivo, 

prolongando-se até 60 horas de cultivo. Observou-se que a máxima produção de 

biomassa foi de 17g/L, após 120horas de cultivo. A maior produção de biossurfactante 

(9g/L) ocorreu na fase estacionária de crescimento após 144horas, enquanto que a  

tensão superficial do meio foi reduzida de 56 mN/m para 25 mN/m. Já o pH do meio 

aumentou nas primeiras 12 horas de crescimento exponencial, atingindo valores em 

torno de 7 e permanecendo  inalterado até o fim do cultivo.  

Os biossurfactantes produzidos de leveduras descritos na literatura nas décadas 

passadas têm demonstrado capacidade de reduzir a tensão superficial para valores em 

torno de 35 mN/m (Kitamoto et al. 2002; Van Hame et al. 2003). Pesquisas mais 

recentes têm revelado valores compatíveis com os biossurfactantes bacterianos, como 

o resultado obtido nesse trabalho para o biossurfactante de C. sphaerica.  Rufino et al. 

(2007) observaram que o biossurfactante produzido pela levedura C. lipolytica UCP 

0988 cultivada em resíduo industrial como substrato reduziu a tensão superficial do 

meio para 26 mN/m nas 72 horas de cultivo, enquanto que Sarubbo et al. (2006), 

utilizando óleo de algodão, glicose e extrato de levedura na produção do biopolímero 

de C. glabrata, observaram uma redução de tensão superficial para 31 mN/m após 144 

horas de cultivo. 

Coimbra et al. (2009), utilizando meio mineral suplementado com 2,5% de 

resíduo industrial e 2,5% de milhocina  na produção de biossurfactante utilizando 

diferentes espécies de Candida, observaram a redução da tensão superficial para: C. 

sphaerica- 35 mN/m, C. glabrata - 34,12 mN/m, C. tropicalis - 43,08 mN/,  C. lipolytica - 

35 mN/m, C. buinensis - 27,63 e C. guillermondii - 30 mN/m. 

Sobrinho et al. (2008), utilizando resíduos industriais para a produção de 

biossurfactante por C. sphaerica, observaram que a cinética de crescimento do 

microrganismo demonstrou um perfil diáuxico entre 12 e 24 horas, refletindo-se na 

curva de pH, e apresentou um rendimento de 4,5g/L em  biossurfactante. 

Sarubbo et al.(2007) observaram, para o biossurfactante produzido por C. 

lipolytica em meio contendo óleo de canola e glicose como substratos, que a 

concentração do biossurfactante começou a aumentar durante a fase exponencial de 

crescimento, atingindo seu máximo após 48 horas de fermentação. O rendimento foi de 
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8g/L. Com relação à tensão superficial, esta foi reduzida para valores em torno de 

34mN/m. 

Luna et al. (2008) observaram, para o biossurfactante produzido por Candia 

glabrata em meio contendo 50% água destilada e 50% água do mar suplementada com  

4,0 % de resíduo de refinaria e 4,0 % de milhocina, também observou  um perfil 

diaúxico, onde a fase estacionária foi atingida nas primeiras 48 horas de cultivo.  

Estudos realizados por Cunha et al. (2004) utilizando gasolina como substrato 

para a produção de biossurfactante por Serratia sp. demonstraram que o pH do meio 

apresentou valores próximos a 6,0 ao final da fermentação. Os resultados obtidos 

sugerem que cada microrganismo apresenta um pH específico para o tipo de 

biossurfactante produzido. 

Sarubbo et al. (1999, 2001) avaliaram a produção de bioemulsificantes por duas 

linhagens de C. lipolytica UFPEDA1055 e 1120 utilizando meio suplementado com 5% 

de óleo de babaçu e 1% de glicose como fonte de carbono, respectivamente. A 

produção de bioemulsificantes foi observada na fase exponencial de crescimento e no 

início da fase estacionária.  

Rufino et al.(2008) observaram que o início da fase exponencial de crescimento 

de C. lipolytica UCP0988 foi observado com 4 horas de cultivo, prolongando-se até as 

40 horas de cultivo e obteve um rendimento de 8g/L, enquanto que Sarubbo et al. 

(2006) observou que as cinéticas de crescimento da C. glabrata demonstraram um 

perfil de diauxia. A presença de glicose nos cultivos foi um fator determinante da acidez 

do meio já que, em sua presença, houve uma redução no pH, o qual atingiu valores 

estáveis em torno de 3,0, no início da fase estacionária de crescimento. 

 

Propriedades do biossurfactante  

Estabilidade do biossurfactante relacionada à tensão superficial 

A redução da tensão superficial ou interfacial é considerada o principal 

parâmetro para detecção de um composto tensoativo em um determinado meio (Deleu 

and Paquot 2004).  

Em adição à tensão superficial e/ou interfacial, a estabilidade de emulsões óleo/água 

também é muito utilizada como um indicador de atividade superficial, embora a 

habilidade de uma molécula em formar uma emulsão estável não esteja sempre 
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associada à redução da tensão superficial (Ilori, and Amund 2001; Urum and Pekdemir 

2004; Youssef et al. 2004). 

Fatores ambientais como pH, salinidade e temperatura também influenciam a 

atividade e a estabilidade de um biossurfactante. Conseqüentemente torna-se de 

fundamental importância o estudo da influência desses parâmetros ao se considerar a 

possibilidade de aplicações específicas para esses compostos (Mulligan 2005). 

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada no líquido metabólico livre de 

células após 144 horas de cultivo quanto a diferentes valores de pH, temperatura e 

concentrações crescentes de NaCl em função da tensão superficial do biopolímero . 

Com relação à influência da temperatura sobre a tensão superficial do líquido 

metabólico livre de células contendo o biossurfactante (Figura 2A), observou-se que a 

tensão superficial sofreu poucas alterações frente às temperaturas estudadas. Os 

resultados obtidos por Brown et al (1991) para o biossurfactante produzido pela 

bactéria designada como isolado 1165 demonstrou uma redução da tensão superficial 

no líquido metabólico livre de células quando submetido à temperatura entre 0 e 4ºC, 

embora quando exposto a temperaturas elevadas (100 e 120 ºC) tenha apresentado 

valores estáveis de tensões, entre 30,5 e 31,8mN/m. Markkar and Cameotra (2002) 

observaram a estabilidade da tensão superficial após a exposição do biossurfactante 

produzido por Bacillus subtilis a temperatura de 100ºC. 

O biossurfactante de C. lipolytica cultivada em resíduo industrial (RUFINO et al. 

2007) e o biossurfactante produzido por C. glabrata (Luna 2006) demonstraram 

estabilidade térmica similar em relação à faixa de variação de temperatura testada.  

Os testes realizados no líquido metabólico livre de células, com relação à 

variação do pH, demonstraram que o biossurfactante obtido não apresentou alterações 

significativas  no valor  da tensão superficial. Contudo, observou-se um aumento na 

tensão superficial nos pHs 10 e 12 (Figura 2B). De acordo com Kim et al. (2000), as 

tensões superficiais do biossurfactante de Nocardia sp. L-417 foram mantidas em todos 

os valores de pH testados (de 2 a 12), indicando que a variação do pH também não 

teve efeito significativo sobre a tensão superficial. Sobrinho et al. (2008) observaram 

que o biossurfactante de C. sphaerica manteve a capacidade de redução da tensão 

superficial frente a diferentes pHs, enquanto que Luna et al. (2009) observaram que o 

biossurfactante produzido por C. glabrata manteve-se estável nos diferentes pHs. 
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O biossurfactante de Bacillus licheniformis cultivado em resíduos agroindustriais, 

por outro lado, demonstrou estabilidade na faixa de pH entre 7,0 e 12,0 (RammanI et 

al. 2005). A estabilidade da tensão superficial do líquido metabólico produzido por 

Bacillus subtilis foi determinada frente a diferentes pHs (3,0 a 11,0), observando-se, 

também, para essa bactéria, apenas pequenas variações, da ordem de 4 mN m-1 

(BROWN et al., 1985). A tensão superficial do líquido metabólico livre de células dos 

biossurfactantes isolados de espécies de Bacillus cultivados em melaço e soro de 

queijo também se manteve inalterada na mesma faixa de pH estudada nesse trabalho 

(Joshi et al. 2007). 

A tensão superficial no líquido metabólico livre de células contendo o 

biossurfactante mostrou-se estável, independente da concentração de sal adicionada 

(Figura 2C). Estudos realizados por Desai and Banat (1997) demostraram que 

concentrações acima de 2% de NaCl são suficientes para inativar o surfactante 

sintético. 

Sobrinho et al. (2008) observaram que o biossurfactante de C. sphaerica manteve a 

capacidade de redução da tensão superficial até a concentração ate  10 % de NaCl. 

Pesquisas recentes sobre a produção de biossurfactantes por C. lipolytica 

(Sarubbo et al. 2007; Rufino 2006) e por C. glabrata (Sarubbo et al. 2006) e C. 

sphaerica (Sobrinho et al. 2008) demonstraram a estabilidade dos agentes tensoativos 

na presença de NaCl. 

 

Estabilidade do biossurfactante relacionada à habilidade de emulsificação 

Apesar da diversidade de composição química e propriedades, algumas 

características são comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas destas 

características representam vantagens sobre os surfactantes convencionais: tolerância 

a temperatura, pH e forca iônica. 

A estabilidade do biossurfactante também foi avaliada no líquido metabólico livre 

de células após 144 horas de cultivo em função do índice de emulsificação do 

biopolímero. A variação da temperatura não exerceu grande influência na capacidade 

de emulsificação dos substratos emulsificados pelo líquido metabólico livre de células 

contendo o biossurfactante de C. sphaerica, destacando-se a manutenção de 

praticamente 100 % da atividade de emulsificação do óleo de motor a 70, 100 e 120°C 

(Figura 3A). 
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O biossurfactante de C. lipolytica cultivada em resíduo industrial (Rufino et al. 

2007) e o biossurfactante lipopeptídico de Bacillus subtilis C9 cultivado em glicose (Kim 

et al. 1997) demonstraram estabilidade térmica similar em relação à faixa de variação 

de temperatura testada, embora o biossurfactante de C. lipolytica tenha perdido 

significante capacidade de emulsificação a 100°C. Cirigliano and Carman (1984) 

reportaram que o emulsificante de Candida lipolytica permaneceu estável a 70 °C por 1 

hora, perdendo 60 % da atividade a 100°C. O bioemulsificante de Penicillium sp. 

também demonstrou estabilidade a 93°C (Luna-Velasco et al. 2007). Já o 

biossurfactante de Bacillus pumilus espécie 28-11, embora tenha formado emulsões 

muito estáveis com óleo bruto, teve a estabilidade diminuída pelo calor (Calvo et al. 

2004). A variação da temperatura também não exerceu grande influência na 

capacidade de emulsificação do líquido metabólico livre de células do biossurfactante 

de C. glabrata UCP1002 (Sarubbo et al. 2007).  

O bioemulsificante de Penicillium sp. também demonstrou estabilidade a 93 °C 

(Luna-Velasco et al. 2007). Já o biossurfactante de Bacillus pumilus espécie 28-11, 

embora tenha formado emulsões muito estáveis com óleo bruto, teve a estabilidade 

diminuída pelo calor (Calvo et al. 2004). 

Como mostra a figura 3B, observou-se que o surfactante emulsificou bem os 

substratos testados independente da concentração de NaCl a qual foi submetido(Desai 

and  Banat 1997).  

Sobrinho et al.(2008) observaram que a atividade de emulsificação do óleo de 

motor  permaneceu praticamente inalterada ao longo da adição do sal. A estabilidade 

demonstrada pelo biossurfactante de C. sphaerica sob condições elevadas de 

salinidade sugerem a aplicação em ambientes marinhos e em indústrias relacionadas à 

emulsificação.  O emulsificante produzido por Yarrowia lipolytica NCIM 3589 cultivada 

em n-hexadecano não resistiu a adição de NaCl até 8 % (Zinjarde et al. 1997), 

enquanto que o emulsificante de Candida tropicalis foi capaz de tolerar 5 % de NaCl, 

embora tenha perdido  20% de sua atividade quando submetido à 10 % do sal (Singh 

and Desai 1989). Pesquisas recentes sobre a produção de biossurfactantes por C. 

lipolytica (Sarubbo et al. 2007; Rufino et al. 2007) e por C. glabrata (Sarubbo et al. 

2006) demonstraram a estabilidade dos agentes tensoativos na presença de NaCl. 

Resultados promissores relacionados à estabilidade sob condições salinas também 
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têm sido demonstrados para outros surfactantes produzidos por bactérias (Ilori et al. 

2005; Kim et al. 2000; Luna-Velasco et al. 2007; Navon-Venezia et al.1995). 

Sarubbo et al. (2006) observaram que a adição de 10% de NaCl ao líquido 

metabólico livre de células do biossurfactante de Candida  glabrata UCP1002  

provocou redução de aproximadamente 20% na atividade de hexadecano, mostrando 

tolerância da emulsão a elevadas concentrações de sal. Também foram observadas 

reduções na atividade de emulsificação do surfactante de Candida lipolytica cultivada 

em n- hexadecano e em culturas mistas suplementadas com melaço em presença de 

NaCl (Ghurye et al. 1994).  

Testes também foram realizados para variação do pH (2,4,6,8,10 e 12). 

Observou-se que o maior índice de emulsificação foi obtido com óleo motor, de 100%, 

permanecendo inalterado frente aos pHs (Figura 3C). O emulsificante de Yarrowia 

lipolytica NCIM 3589 cultivada em hexadecano também permaneceu estável e ativo em 

uma ampla faixa de pH (2,0-10,0), embora uma perda significante tenha sido 

observada acima do pH 10,0 (Zinjarde et al. 1997). A eficiência do biossurfactante de 

C. lipolytica cultivada em óleo de canola e glicose, se limitou à faixa ácida-neutra de 

pH, embora um aumento acentuado no índice de emulsificação tenha ocorrido no pH 

12,0 (Sarubbo et al. 2007). O biossurfactante de Bacillus licheniformis cultivado em 

resíduos agroindustriais, por outro lado, demonstrou estabilidade na faixa de pH entre 

7,0 e 12,0 (Rammani et al. 2005). A estabilidade da tensão superficial do líquido 

metabólico produzido por Bacillus subtilis foi determinada frente a diferentes pHs (3,0 a 

11,0), observando-se, também, para essa bactéria, apenas pequenas variações, da 

ordem de 4 mN/m (Brown et al. 1985). A tensão superficial do líquido metabólico livre 

de células dos biossurfactantes isolados de espécies de Bacillus cultivados em melaço 

e soro de queijo também se manteve inalterada na mesma faixa de pH estudada nesse 

trabalho (Joshi et al. 2007). 

Sarubbo et al. (2006) observaram que a variação do pH não exerceu grande 

influência sobre a capacidade de emulsificação do líquido metabólico, embora um 

aumento tenha sido observado no pH 12 para a emulsificação do óleo de algodão. A 

atividade do biossurfactante produzido por Bacillus subtillis também foi estável a 

diferentes valores de pH (Makkar and  Cameotra 1998), embora a efetividade do 

liposan de Candida lipolytica como emulsificante tenha sido limitada à faixa de pH ácido 

(Cirigliano and  Carman 1985).  



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  94 

Isolamento do biossurfactante  

O rendimento do biossurfactante produzido em meio de baixo custo por C. 

sphaerica foi de 9g/L ao final das 144 horas de cultivo. Sarubbo et al. (2007) obteve um 

rendimento de 8g/L para o biossurfactante produzido  por C. lipolytica utilizando óleo de 

canola e glicose como substratos. Estudos realizados por Sobrinho et al. (2008) 

utilizando dois resíduos industriais como fonte de carbono demonstraram um 

rendimento de 4,5 g/L de biossurfactante produzido por C. sphaerica. Rufino et al. 

(2007) obtiveram rendimentos de 8 g/L para o biossurfactante de C. lipolytica utilizando  

extrato de levedura e resíduo industrial como substratos. 

 

Tensão superficial e concentração micelar crítica (CMC) do biossurfactante  

 

Outra importante propriedade dos biossurfactantes potentes é a habilidade de 

atuarem na formação de micelas que são moléculas anfipáticas agregadas (Hua et al. 

2003; Amaral et al. 2006).  A tensão superficial diminui quando a concentração de 

surfactante no meio aquoso aumenta, ocorrendo a formação das micelas. A 

Concentração Micelar Crítica (CMC) é a mínima concentração de biossurfactante 

necessária para que a tensão superficial seja reduzida ao máximo.  

O biossurfactante de C. sphaerica exibiu excelente capacidade de redução da 

tensão superficial, uma vez que a tensão superficial da água foi reduzida de 70 mN/m 

para 25mN/m com o aumento da concentração do biossurfactante até 0,025% (Figura 

8). A partir desse ponto, o aumento da concentração da solução do biossurfactante não 

provocou maiores reduções na tensão superficial da água, indicando que a CMC havia 

sido atingida nessa concentração. O biossurfactante de C. sphaerica demonstrou maior 

capacidade de reduzir a tensão do que os surfactantes de C. lipolytica (32 mN/m) 

(Rufino et al. 2007), de C. glabrata (31 mN/m) (Sarubbo et al. 2006), de C. antarctica 

(35 mN/m) (ADAMCZAC, BEDNARSKI, 2000) e de Yarrowia lipolytica (50 mN/m) 

(Gallert et al. 2002). O biossurfactante produzido nas condições estudadas nesse 

trabalho também demonstrou uma CMC muito inferior do que a CMC de outros 

surfactantes de leveduras descritos na literatura, considerando os valores de 2,5 % 

encontrados para os biossurfactantes de C. lipolytica (Sarubbo et al. 2007) e C. 

glabrata (Luna et al. 2007) e valores de 1 % para o biossurfactante de C. lipolytica 

cultivada em resíduo de refinaria (Rufino et al. 2007) e valores de 0,08 % para C. 

sphaerica (Sobrinho et al. 2008). 
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Composição química do biossurfactante  

A biossíntese de biossurfactantes por um grande variedade de bactérias e 

leveduras tem sido reportada (Daniel et al. 1998; Lang et al. 1999) envolvendo 

geralmente raminolipídeos e lipídios sulfurosos (Zhou and Kosaric 1995). Os 

biossurfactantes produzidos diferem bastante entre as diferentes espécies. Relatos 

sobre a produção de glicolipídeos (Desai and Desai 1993; Garcia-Ochoas and Casas, 

1999; Sheperd et al. 1995), complexos carboidratos-proteínas (Cirigliano and Carman, 

1985), ácidos graxos de cadeia longa (Kapelli and Fiechter 1978) e complexos 

proteínas-carboidratos-lipídeos (Sarubbo et al. 1999; 2001, 2006; 2007; Rufino et al. 

2007; Zinjarde et al. 1997), produzidos a partir de substratos solúveis ou insolúveis ou 

da combinação de ambos, têm sido descritos.  

 A análise preliminar do biossurfactante isolado a partir do cultivo de C. sphaerica 

em resíduo da indústria de óleo de soja e milhocina como substratos indicou a 

presença de 70% de lipídios e 15% de carboidratos. Liposan, um emulsificante 

produzido por C. lipolytica é composto por 93% de carboidratos e 7% de proteínas 

(Cirigliano and Carman 1985). Outros polímeros emulsificantes contendo proteínas, 

carboidratos e lipídios também foram produzidos por C. lipolytica quando cultivada em 

óleo vegetal de babaçu e glicose como fontes de carbono (Sarubbo et al. 1999). 

Sobrinho et al. (2008) observaram que o biossurfactante isolado de Cadida 

sphaerica indicou a presença de 75% de lipídeos e 25 % de carboidratos, revelando a 

natureza glicolipídica.  

Gusmão et al.(2007) observaram que o biossurfactante produzido por Candida 

glabrata utilizando resíduo industrial apresentou  34% de proteínas, 18% de lipídeos e 

48% de carboidratos. 

Rufino et al.(2008) observaram que o biossurfactante produzido por Candida 

lipolytica utilizando resíduo da industria de óleo de soja e ácido glutâmico apresentou 

50% de proteínas, 20% de lipídeos e 8% de carboidratos em sua constituição. 

 

Hidrofobocidade celular e Tensão interfacial 

As interações hidrofóbicas exercem um papel importante na aderência de 

microrganismos às superfícies. Em particular, a natureza hidrofóbica das superfícies 

bacterianas tem sido citada com fator de crescimento das células em substratos 

hidrofóbicos, como os hidrocarbonetos. Neste caso, o contato da célula com os 
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compostos hidrofóbicos se torna um requerimento, uma vez que o primeiro passo na 

degradação de hidrocarbonetos aromáticos é a introdução de oxigênio nas moléculas 

através da oxigenases associadas à célula (Vasilena Tonkova et al. 2008).  

A transferência e utilização de substratos insolúveis requerem adaptações 

fisiológicas específicas e muitos microrganismos têm desenvolvido estratégias 

diferentes de interação com estes compostos hidrofóbicos. Dois tipos gerais de 

interação célula-hidrocarboneto, dependendo da relação entre o estado e o tamanho da 

gota de hidrocarboneto com o tamanho da célula microbiana, têm sido postulados: 

adesão específica das células a grandes gotas de óleo e pseudosolubilização 

envolvendo a assimilação celular das pequenas gotas do hidrocarboneto emulsificadas.  

Considera-se que a existência de uma alta hidrofobicidade celular permita a 

aderência da célula à fase oleosa insolúvel, o que pode ser observado através de um 

alto valor de tensão interfacial do líquido metabólico, provando que não há produção de 

biossurfactante. Por outro lado, os pré-requisitos para o transporte mediado por um 

biossurfactante são baixa tensão interfacial e baixa hidrofobicidade celular; esta última 

garante a não aderência da célula a interfaces hidrofóbicas (Bouchez-Naitali et 

al.1999). 

Os mecanismos envolvidos na entrada de substratos hidrofóbicos na célula 

microbiana têm sido extensivamente discutidos nas últimas décadas. Normalmente, a 

produção efetiva de biossurfactantes é vista como um critério óbvio de existência de 

um mediador necessário para a transferência de um hidrocarboneto, ou seja, a célula 

só poderia englobar o substrato insolúvel pela ação de um biossurfactante (Bouchez-

Naitali et al. 1999), embora inúmeras pesquisas descrevam a produção de 

biossurfactantes por microrganismos cultivados em substratos solúveis (Sarubbo et al. 

2001; Sarubbo et al. 2007).  

Nesse sentido, determinações foram realizadas no líquido metabólico obtido 

após 144 horas de cultivo da levedura para diagnosticar os modos de ingestão dos 

substratos, que envolveram a hidrofobicidade celular e as tensões superficial e 

interfacial, as quais forneceram informações básicas sobre a transferência dos 

substratos mediada pelo biossurfactante. 

Candida sphaerica cultivada em meio contendo resíduos industriais apresentou 

elevada hidrofobicidade, de 60%, e valores baixos de tensão superficial (25 mN/m) e 
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tensão interfacial (12,5 mN/m), indicando a possibilidade de utilização de dois 

mecanismos de transferência para os substratos , ou seja, ingestão interfacial direta e 

transferência mediada pelo biossurfactante, seja por solubilização (transferência 

micelar) ou emulsificação dos substratos.  

Bouchez-Natiali et al. (1999) estes pesquisadores também observaram baixas 

tensões superficial e interfacial, mas alta hidrofobicidade celular, quando culturas de 

Pseudomonas fluorescens Es1 foram cultivadas em n-hexadecano, enquanto que 

Vasileva-Tonkova e Gesheva (2005) observaram valores relativamente altos de 

hidrofobicidade celular e alta atividade de emulsificação para o isolado Arthrobacter sp. 

HW8, sugerindo que esta espécie possa empregar ambos os mecanismos, ou seja, 

transferência interfacial e aumento da emulsificação do alcano via biossurfactante. 

Coimbra et al.(2009) observaram que as leveduras Candida sphaerica, C. 

glabrata, C. guillermondi, C. lipolytica, C. buinensis e C. troplicalis apresentaram 

elevada hidrofobicidade e valores altos e intermediários de tensão superficial e tensão 

interfacial quando cultivadas em substratos solúvel (glicose) e insolúvel ( óleo de Soja e 

glicose), concluindo que a hidrofobicidade pode variar de acordo com o meio de 

crescimento celular. Já Vasilena-Tonkova et al.(2008) observaram que a 

hidrofobicidade da superfície celular da Nocardioides sp. A-8 foi alta quando a bactéria 

foi cultivada em parafina (53%) ou no substrato solúvel (72,4%). 

 

Determinação da carga iônica  

O biossurfactante Lunasan produzido por Candida sphaerica cultivado em 

resíduos industriais apresentou caráter aniônico. Outros biossurfactantes produzidos 

por espécies de Candida também apresentaram caráter aniônico quando submetidos 

ao mesmo teste (Rufino et al. 2008; Sobrinho et al. 2008). 

 

Conclusões 

O biossurfactante denominado de Lunasan produzido pela Candida sphaerica 

apresenta baixa CMC, tensão superficial e atividade de emulsificação estável frente a 

altas temperaturas, diferentes pHs e condições salinas elevadas, demonstrando 

potencial para aplicações industriais e ambientais, em especial na recuperação de 

óleos, na limpeza de reservatórios, como também na biorremediação de solos 

contaminados com poluentes hidrofóbicos, setores da indústria petroquímica que 
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requerem produtos baratos, eficientes e estáveis frente a condições ambientais 

extremas. 

 

Agradecimentos  

 

Os autores agradecem às agências financiadoras FACEPE, CAPES, CNPq, FINEP, 

PRONEX e a UNICAP, pelo uso de suas instalações. 

 

Referências 

 

Akhtar, M., Lentz, M.J., Blanchette, R.A., Kirk, T.K. (1997) Corn steep liquor lowers the 

amount of inoculum for biopulping. TAPPI J. 80, 161-164. 

 

Amaral, P.F.F. Silva, J.M., Lehocky, M., Barros-Timmons, A.M.V., Coelho, M.A.Z. 

Marrucho, I.M., Coutinho, J.A.P. (2006). Production and characterization of a 

bioemulsifier from Yarrowia lipolytica. Process Biochemistry 41, 1894-1898. 

 

Adamczak, M., Bednarski, W. (2000) Influence of medium composition and aeration on 

the synthesis of surfactants produced by Candida antarctica. Biotechnology Letters 22, 

313-316. 

 

Brandão, L.V.C. Produção de biossurfactantes por leveduras do gênero Candida, 

isoladas de solo de mata e solo poluído com chumbo. tese (doutorado) UNESP,2001 

 

Bredholdt, H., Josefen, K., Vatland, A., Bruhelm, P., Eimhjellen, K. (1998) Emulsification 

of crude oil by an alkane-oxidizing Rhodococcus species isolated from seawater. 

Canadian Journal of Microbiology 44, 330-340. 

 

Bouchez-Naitali, M., Rakatozafy, H., Marchal, R., Leveau, J., Van-Decastole, J.P. 

(1999) Diversity of bacterial strains degrading  hexadecane in relation to the mode of 

substrate uptake. J. appl. Microbial 86, 421-428. 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  99 

Brown, M. J., Foster, M., Moses, V., Robinson, J. P., Shales, S. W.,Springham, 

D.G.(1985) – In: EUROPEAN MEETING ON IMPROVED OIL RECOVERY, 3th., 

Proceedings  Rome. 

 

Calvo, C., Toledo, F.L., González-López, J. (2004) Surfactant activity activity of a 

naphthalene degrading Bacillus pumilus strain isolated from oil sludge. Journal of 

Biotechnology 109, 255-262. 

 

Calvo, C., Manzanera, M., Silva-Castro, G.A., Uad, I., González-Lopéz, J. (2009) 

Application of bioemulsifiers in soil oil bioremediation processes. Future prospects. 

Science of the Total Envrironment 407, 3634-3640. 

 

Cardinal, E.V., Hedrick, L.R. (1947) Microbiological assay of corn steep liquor for amino 

acid content. J. Biol. Chem 609-612. 

 

Cameotra, S.S., Makkar, R. (1998) Synthesis of biosurfactants in extreme conditions. 

Applied Microbiology and Biotechnology 50, 520-529. 

 

Cirigliano, M.C., Carman, G.M. (1985) Isolation of a bioemulsifier from Candida 

lipolytica. Applied and Environmental Microbiology 48, 747-750. 

 

Cooper, D.G., Goldenberg, B.G.(1987) Surface active agents from two Bacillus species. 

Applied Enviromental Microbiology. 53, 224-229. 

 

Cortis, A., Ghezzehei, T. A. (2007) On the transport of emulsions in porous media. 

Journal of Colloid and Interface Science 313, 1-4. 

 

Coimbra, C.D., Rufino, R.D., Luna, J.M., Sarubbo, L.A. (2009) Studies of the cell 

surface properties of Candida species and relation with the production of biosurfactants 

for environmental applications. Current Microbiology 58, 245-249. 

 

Cunha, C.D., Rosário, M., Rosado, A.S., Leite, S.G.F. (2004) Serratia sp. SVGG16: a 

promising biosurfactant producer isolated from tropical soil during growth with ethanol-

blended gasoline. Process Biochemistry 30, 2277-2282. 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  100 

Daniel, H.J., Ress, M., Syldatk, C.(1998) Production of sorolipids in high concentration 

from deproteinized whey and rapeseed oil in a two stage fed batch process using 

Candida Bombicola . Biotechnology Letters 20, 153-1156. 

 

Desai, J.D., Banat, I.M. (1997) Microbial production of surfactants and their commercial 

potential. Microbial Molecular Reviews 61, 47-64. 

 

Desai, J.D., Desai, A.J.(1993) Production of Biosurfactants. In: Kosaric N (ed). 

Biosurfactants: production, properties, applications. Surfactant Sience Séries. Marcel 

Dekker Inc., New York, 48, 65-97. 

 

Deleu, M., Paquot, M. (2004) From renewable vegetables resources to microorganisms: 

new trends in surfactants. Computers Rendus Chimie. 7, 641-646. 

 

Garcia-Ochoa, F., Casas, J.A.(1999) Unstructured kinetic model for sophorolipid 

production by Candida bombicola. Enzyme and Microbial Technology. 25, 613-621. 

 

Gautam, K.K., Tyagi, V.K. (2006) Microbial Surfactants: A review. Journal of Oleo 

Science 55, 155-166. 

 

Gallert, C., Winter, J. (2002) Solid and liquid residues as raw materials for 

biotechnology. Zeitschrift fur  Naturforschung 89, 483-496.  

 

Ghurye, G. L., Vipulananda, C., Wilson, R.C.A. (1994) Practical approach to 

biosurfactant production using nonaseptic fermantation of mixed cultures. Biotechnology 

and Bioengineering.44, 661 – 666. 

 

Gusmão, C.A.B., Rufino, R.D., Sarubbo, L.A.(2005) Produção de biossurfactante por 

Candida glabrata a partir de resíduo industrial como substrato. In: CONGRESSO 

BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 24, Anais.Santos: SBM. 

 

Hanson, R.S., Phillips, J.A., Gherhardt, P. (1981) Manual of Methods for General 

Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington, DC. 328-364. 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  101 

Hua, Z., Chen, J., Lun, S., Wang, X. (2003) Influence of biosurfactants produced by on 

surface properties of microorganism and biodegradation of n-alkanes. Water Research. 

37, 4143 – 4150. 

 

Ilori, M.O., Amobi, C.J., Odocha, A.C.(2005) Factors affecting biosurfactant production 

by oil degrading Aeromonas spp. isolated from a tropical environment. Chemosphere . 

61, 985-992. 

 

Ilori, M.O., Amund, O.O. (2001) Production of a peptidoglycolipid bioemulsifier by 

Pseudomonas aeruginosa grown on hydrocarbon. Z. Naturforsch  56, 547-552, 2001. 

 

Kappeli, O.; Muller, M.; Fiechter, A. (1978) Chemical and structural alterations at the cell 

surface of Candida tropicalis, induced by hydrocarbon substrate. Journal of Bacteriology 

133, 952-958. 

 

Kim S.H., Lim, E.J., Lee, S.O., Lee, J.D., Lee, T. H. (2000) Purification and 

characterization of biosurfactants from Nocardia sp. L - 417. Biotechnology and Applied 

Biochemistry 31, 249-253.   

 

Kim, H-S., Yoon, B-D., Lee, C-H., Suh, H-H., Oh, H.M., Katsuragi, T., Tani, Y.(1997) 

Production and properties of a lipopeptide biosurfactant from Bacillus subtilis C9. 

Journal of Fermentation Bioengineering 84, 41-46. 

 

Kitamoto, D., Isoda, H., Nakahara T. (2002) Functions and potential applications of 

glycolipid biosurfactants - from energy-saving materials to gene delivery carriers. 

Journal of Bioscience and Bioengineering. 94,187-201. 

 

Kuyukina, M.S., Ivshina, I.B., Philp, J.C., Christofi, N., Dunbar, S.A.,  Ritchkova, Mi. 

(2001) Recovery of Rhodococcus biosurfactants using methyl tertiary-butyl rther 

extraction. Journal of Microbiological  Methods. 46, 109-120. 

 

Joshi, S., Bharucha, C., Jha, S.; Yadav, S., Nerurkar, A.; Desai, A.J.(2007) 

Biosurfactant production using molasses and whey under thermophilic conditions. 

Bioresource Tecnology. IN PRESS.  



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  102 

Lang, S., Wullbrandt, D. (1999) Rhamnose lipds-biosynthesis, microbial surfactants 

Applied Miccrobiology  Biotechnology 51, 21-32. 

 

Lowry, O.H., Rosenbrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J. (1951) Protein measurement 

with the folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry 193, 265-275. 

 

Luna, J.M. Influência do óleo de algodão, glicose e extrato de levedura na 

produção de biossurfactante por uma nova linhagem de Candida glabrata. Recife. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Biológicas). Centro de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Pernambuco, 2006. 65f.   

 

Luna J.M., Sarubbo, L.A., Campos-Takaki, G.M.(2009) A new biosurfactant produced 

by Candida glabrata UCP1002: characteristics of stability and application in oil recovery. 

Brazilian Archives of Biology and Technology 52, 785-793. 

 

Luna, J. M., Rufino, R.D., Sarubbo, L.A., Campos-Takaki, G.M.(2008) Determinação da 

estabilidade do biossurfactante produzido por Candida sphaerica. In: XI Encontro 

Nacional de Microbiologia Ambiental. 

Luna, J.M., Rufino, R.D., Sarubbo, L.A., Campos-Takaki, G.M.(2008) Produção de 

biossurfactante em meio de baixo custo formulado com água do mar. Exacta 6, 209-

215. 

Luna-Velasco, M.A., Esparza-García, F., Cañízares-Villanueva, R.O., Rodrigues-

Vázquez, R. (2007) Production and properties of a bioemulsifier synthesized by 

phenenthrene-degrading Penicillium sp. Process Biochemistry 42, 310-314. 

Manocha, M.S., San-Blas, G., Centeno, S. (1980). Lipid composition of 

Paracoccidioides brasilienses: possible correlation with virulence of different strains. 

Journal of General Microbiology 117, 147-154. 

Makkar, R.S, Cameotra, S.S (1998) Production of biosurfactant at mesophilic and 

thermophilic conditions by a strain of Bacillus subtillis. Journal of Microbiology & 

Biotechnology  20, 48-52. 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  103 

Meylheuc, T., Van Oss, C.J., Bellon-Fontaine, M.N. (2001) Adsorption of biosurfactants 

on solid surfaces and consequences regarding the bioahesion of Listeria 

monocytogenes LO28. Journal of Applied Microbiology 91, 822-832. 

 

Maneerat, S. (2005) Production of biosurfactants using substrates from renewable-

resources. Songlanakarin J. Sci Technol 27, 675-683. 

 

Muthusamy, K., Gopalakrishnan, S., Ravi, T,K., Sivachidambaram, P. (2008) 

Biosurfactants: properties, commercial production and application. Current Science 94, 

736-747. 

 

Mulligan, C. N. (2005) Environmental applications of biosurfactants. Environmental 

Pollution 133, 183-198. 

 

Navon-Venezia, S., Zosim, Z., Gottlieb, A., Legmann, R., Carmelli, S., Ron, E.Z., 

Rosenberg, E. (1995) Alasan, a new bioemulsifier from Acinetobacter radioresistens. 

Applied and Environmental Microbiology 61, 3240-3244. 

 

Rammani, P., Kumar, S.S., Gupta, R. (2005) Concomitant production and downstream 

processing of alkaline protease and biosurfactant from Bacillus licheniformis RG1: 

Bioformulation as detergent additive. Process Biochemistry 40, 3352-3359. 

 

Rufino, R.D. Produção de biossurfactante por Candida lipolytica. Recife, 2006. 

Dissertação (Mestrado em Micologia). Centro de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal de Pernambuco, 2006, 95f. 

 

Rufino, R. D., Sarubbo, L. A., Campos-Takaki G.M.(2008) Enhancement of stability of 

biosurfactant produced by Candida lipolytica using industrial residue as substrate. 

World Journal of Microbiology and Biotechnology 23, 729-734. 

 

Sarubbo, LA, Porto, A.L.F, Campos-Takaki, GM. (1999) The use of babassu oil as 

substrate to produce bioemulsifiers by Candida lipolytica. Canadian Journal of 

Microbiology 45, 423-426.  

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  104 

Sarubbo, L.A, Marçal, M.C.R, Neves, M.I.C, Silva, M.P.C, Porto, A.L.F., Campos-

Takaki, GM. (2001) Bioemulsifier production in batch culture using glucose as carbon 

source by Candida lipolytica. Applied Biochemistry and Biotechnology 95, 59-67.  

 

Sarubbo, L.A., Farias, C.B.B., Campos-Takaki, G.M. (2007) Co-utilization of canola oil 

and glucose on the production of a surfactant by Candida lipolytica. Current 

Microbiology 54, 68-73. 

 

Sarubbo, L.A., Luna, J.M., Campos-Takaki, G.M. (2006) Production and stability studies 

of the bioemulsifier obtained from a new strain of Candida glabrata UCP 1002. 

Electronic Journal of Biotechnology 9, 400 – 406. 

 

Singh, A., Van Hamme, J.D., Ward, O.P. (2007) Surfactants in microbiology and 

biotechnology: Part 2. Application aspects. Biotechnol 25, 99-121. 

 

Singh, M., Desai, J.D. (1989) Hydrocarbon emulsification by Candida tropicalis and 

Debaryomyces polymorphus. Indian Journal of Experimental Biology  27, 224-226. 

 

Shepherd, R., Rockey, J., Shutherland, I.W., Roller, S. (1995) Novel bioemulsifiers from 

microorganisms for use in foods. Journal of Biotechnology 40, 207-217. 

 

Soon, E.L., Salleh, A.B., Basri, M., Rahman, R.N., Kamaruddin, K. (2004) Response 

surface methodological study on lipase-catalyze synthesis of amino acid surfactants. 

Process Biochemistry  39, 1511-1518. 

 

Sobrinho, H.B.S. Rufino, R.D., Luna, J.M., Salgueiro, A.A., Campos-Takaki, G.M.; Leite, 

L.F.C., Sarubbo, L.A. (2008) Utilization of two agroindustrial by-products for the 

production of a surfactant by Candida sp aerica UCP0995. Process Biochemistry 43, 

912-917. 

 

Thompson, D.N., Fox, S.L., Bala, G.A (2000) Biosurfactants from potato process 

effluents. Appl. Biochem. Biotechnol 84, 917-930. 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  105 

Urum, K., Pekdemir, T., Copur, M. (2004) Surtactants treatment of oil contaminated 

soils. Journal of Colloid and interface Sciencw 456-464. 

 

Vasilena-Tonkova, E., Galabova, D., Staimenova, E., Lachev, Z.. (2008) 

Characterization of bacterial isolates from industrial wastewater according to probable 

modes of hexadecane Uptake. Microbial Res 163, 481-486. 

 

Vasilena-Tonkova, E., Gesheva, V. (2005) Glycolipides produced by Antartic 

nocardioídes sp. During growth on n- paraffin. Process Biochem  40, 2387-2391. 

 

Van Hamme, J.D., Singh, A., Ward, O.P. (2003) Recent advances in petroleum 

microbiology. Microbiology and Molecular Biology Reviews 67, 503-549. 

 

Youssef, N. H., Ducan, K. E., Nagle, D. P., Savage, K. N., Knapp, R. M., Mcinerney, M. 

J.(2004) Comparision of methods to detect biosurfactant production by diverse 

microrganism. Journal of Microbiological Methods  56, 339-347. 

 

Zai Rate, G., Nader-Macias, M.E. (2006) Influence of probiotic vaginal lactobacilli on in 

vitro adhesion of urogenital pathogens to vaginal epithelial cells. Lett. Appl. Microbiol, 

43, 174 –180. 

 

Zinjarde, S.A.,  Chinnathambi, S.A., Lachke, A.H.A.,  Pant, A.(1997) Isolation of an 

emulsifier from Yarrowia lipolytica NCIM 3589 using a modified mini isoeletctric focusing 

unit. Letters in Applied Microbiology 24, 117-121. 

 

Zhou, Q.H., N. Kosaric. (1995) Utilization of Canola Oil and lactose to produce 

biosurfactant with Candida bombicola. Journal of American Oil and Chemistry Society 

72, 67-71. 

 

 

 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  106 

Figura 1- Curvas de crescimento, pH, tensão superficial e rendimento em 

biossurfactante isolado de Candida sphaerica cultivada em água destilada 

suplementada com 9,0 % de resíduo de refinaria e 9,0 % de milhocina 

 

Figura 2- Influência da temperatura (A), da variação do pH (B) e (C) da adição de NaCl 

na redução da tensão superficial do biossurfactante produzido por Candida sphaerica 

cultivada em 9,0 % de resíduo de refinaria e 9,0% de milhocina  

 

Figura 3- Influência da temperatura (A), adição de NaCl (B) e do pH(C) na capacidade 

de emulsificação do biossurfactante produzido por Candida sphaerica cultivada em 9,0 

% de resíduo de refinaria e 9,0% de milhocina  

 

Figura 4- Concentração Micelar Crítica do biossurfactante produzido por Candida 

sphaerica cultivada em água destilada suplementada com 9,0 % de resíduo e 9,0 % de 

milhocina 
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RESUMO 

O biossurfactante foi produzido em meio de baixo custo formulado com água 

destilada suplementada com 9% do resíduo de refinaria de óleo de soja e 9% de 

milhocina durante 144 horas a 28°C sob agitação de 150 rpm. O líquido metabólico 

livre de células obtido ao fim do cultivo foi submetido á extração, sendo o 

biossurfactante isolado em metanol com um rendimento de 9 g/L. A concentração 

micelar crítica do biossurfactante foi de 0,025%, sendo a tensão superficial nesse ponto 

de 25 mN/m. Após o isolamento, o biossurfactante foi submetido a testes de atividade 

antimicrobiana e anti-adesiva, avaliados para várias concentrações do biosurfactante 

(0,625 - 10 mg ml-1) e comparados com uma variedade de linhagens de bactérias e 

leveduras. O biossurfactante isolado apresentou os maiores percentuais de atividade 

antimicrobiana contra os microrganismos Streptococcus oralis (68%), Candida albicans 

(57%) e Staphylococcus epidermidis (57,6%) na concentração mais alta testada. O 

biossurfactante demonstrou grande potencial anti-adesivo, sendo os maiores 

percentuais de adesão obtidos para os microrganismos Pseudomonas aeruginosa, S. 

agalactiae, Streptococcus sanguis12, Candida tropicallis, Echerichia coli, e 

Streptococcus salivarius, com percentuais de inibição de 80 a 92%. Quase 100% de 

inibição da aderência ocorreu a altas concentrações (10 mg ml-1). Os resultados 

obtidos indicam o potencial médico do biossurfactante Lunasan de C. sphaerica. 

  

Palavras-chave: biossurfactante, levedura, Candida, atividadeanti-adesiva, atividade 

anrtimicrobiana.  
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Introdução  

Vários compostos com propriedades tensoativas são sintetizados por 

organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipídios) e 

também no organismo humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes 

naturais [17]. Paralelamente, a Biotecnologia permitiu ampliar os limites de aplicação 

dos aditivos sintéticos, desenvolvendo novos produtos baseados na capacidade 

sintética dos microrganismos. Estas perspectivas, relacionadas aos produtos de 

elevado interesse industrial, têm conduzido a investigação e o desenvolvimento de 

modelos que constituem as bases das novas tecnologias na produção de agentes 

surfactantes microbiológicos [15]. 

Os surfactantes são compostos químicos constituídos por moléculas anfipáticas 

contendo porções hidrofílicas e hidrofóbicas que se particionam preferencialmente na 

interface entre fases fluidas que possuem diferentes graus de polaridade e pontes de 

hidrogênio, como interfaces óleo/água ou ar/água. A porção apolar é freqüentemente 

uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porção polar pode ser iônica (catiônica ou 

aniônica), não-iônica ou anfotérica [14]. Estas características permitem aos 

surfactantes reduzir a tensão superficial e interfacial e formar microemulsões, 

possibilitando inúmeras aplicações biológicas (terapêuticas) como atividade biológica 

protetora, antibióticos, atividade fungicida, inseticida e antiviral e inibidores de enzimas 

[3].  

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relação aos surfactantes 

sintéticos, podendo ser aplicados em uma variedade de processos industriais; 

entretanto, ainda não são amplamente utilizados, devido ao seu alto custo de 

produção, associado a métodos ineficientes de recuperação do produto [28]  

Alguns biossurfactantes, além de suas propriedades detergentes, podem 

apresentar em concentração baixa, forte ação desestabilizante de membranas e assim, 
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conferir propriedade antimicrobiana [4]. O interesse inicial pelos biossurfactantes foi 

originado pela propriedade antimicrobiana. Os dois biossurfactantes mais bem 

estudados, ramnolipídeo e surfactina, foram primeiramente descritos na literatura em 

1949 e 1968, respectivamente, por estas características [16]. 

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivência pelo processo 

de adesão a superfícies e de formação de biofilmes. Eles se aderem à superfície 

através de complexos polissacarídicos, formando uma comunidade microbiana 

chamada biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratação, de predadores, 

biocidas e outras condições ambientais extremas. A adesão de microrganismos 

patogênicos a diferentes células é o primeiro passo em direção à infecção. A 

colonização de superfícies pode ser benéfica ou destrutiva. Enquanto que a fixação do 

oxigênio e a biorremediação de resíduos aquosos constituem funções benéficas dos 

biofilmes microbianos, a obstrução da passagem do fluxo em condutos ou filtros e a 

corrosão constituem problemas de ordem econômica para as indústrias de alimentos, 

marinhas, de petróleo e de manufaturados. Bactérias patogênicas empregam a 

formação de biofilme como mecanismo de contra-ataque do mecanismo de defesa de 

hospedeiros ou de drogas. Estando protegidas no biofilme, as bactérias patogênicas 

podem produzir várias substâncias tóxicas, as quais atuam contra os mecanismos de 

defesa do hospedeiro. Várias doenças, como fibrose cística, por exemplo, são 

causadas por biofilmes. Contudo, a modificação de uma superfície por um composto, 

leva a uma alteração permanente da superfície de modo que a afinidade da bactéria 

pela superfície condicionada seja reduzida ou aumentada quando comparada à 

superfície nativa [5]. 

Neste trabalho foram investigadas as propriedades biológicas relacionadas as 

atividade antimicrobiana e anti-adesiva do biossurfactante Lunasan produzido por C. 

sphaerica em meio de baixo custo.  
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Materiais e Métodos 

Microrganismo 

Candida sphaerica (UCP 0995) foi utilizada como microrganismo produtor de 

biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do município de Belo Jardim 

(BRANDÃO 2001) mantida em meio YMA (Yeast Mold Ágar) e depositada no Banco de 

Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais da Universidade Católica de 

Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade 

celular. 

 

 Produção do biossurfactante 

A produção do biosurfactante Lunasan foi realizada no meio á base de água 

destilada contendo 9% de resíduo da refinaria de óleo de soja e 9% de milhocina. Os 

frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150 rpm durante 144 horas, à 

temperatura de 27 ºC. 

 

Isolamento do biossurfactante 

Após 144 horas de cultivo da Candida sphaerica na condição selecionada, o 

líquido metabólico livre de células foi submetido ao processo de extração. O pH foi 

ajustado para 2 com  HCl  6M e precipitado com  2 volumes de metanol. Após repouso 

durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas à 4000g por 30 minutos, 

lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por 24-48 h, até 

secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o rendimento em 

produto isolado calculado em g/L. Todas as análises foram feitas em triplicata. 
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Determinação da tensão superficial e da concentração micelar crítica (CMC) 

A tensão superficial e a CMC foram medidas de acordo com a metodologia 

descrita por Kuyukina et al. [12], em tensiômetro automático (Modelo Sigma 70, KSV 

Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi determinada, partindo-se de uma 

solução de concentração conhecida do biossurfactante isolado. 

 

 Determinação da Atividade Antimicrobiana do biossurfactante  

A atividade antimicrobiana do biossurfactante produzido por C. sphaerica foi 

testada contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei, Lactobacillus casei 

72, Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12, Streptococcus mutans NS, 

Streptococcus mutans HG, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus oralis J22, Staphylococcus epidermidis e 

Candida albicans. O biossurfactante isolado foi dissolvido em PBS, para concentrações 

no intervalo de 0,625 - 10 mg ml-1. Em placas de 96 poços adicionou-se, 

assepticamente, 125 µl dos meios de cultura específico para cada microrganismo, em 

todos os poços. Na primeira coluna das placas foi colocado 125 µl dos extratos do 

biossurfactante dissolvido em PBS, e em seguida transferiu-se 125 µl dos poços da 

primeira coluna para a coluna seguinte, e assim sucessivamente. Todos os poços 

foram inoculados com 2,0 µl de uma diluição 1:2 de uma cultura crescida overnight. A 

placa foi incubada durante 24 a 37ºC. Após esse período determinou-se a turbidez do 

conteúdo dos poços a 600nm [20]. 

 

 

 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  118 

Determinação da Atividade Anti - Adesiva do biossurfactante 

A atividade anti–adesiva do biossurfactante produzido por C. sphaerica foi testada 

contra os seguintes microrganismos: Lactobacillus casei, Lactobacillus casei 72, 

Lactobacillus reuteri 104R, Lactobacillus reuteri ML1, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 12, Streptococcus mutans NS, 

Streptococcus mutans HG, Streptococcus oralis J22, Streptococcus pyogenes, 

Streptococcus salivarius, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Rothia dentocariosa, Echerichia coli, Candida albicans e 

Candida tropicallis. O biossurfactante isolado foi dissolvido em PBS, para 

concentrações no intervalo de 0,625 - 10 mg ml-1. 200 µl das soluções do 

biossurfactante foram colocada nos poços de uma placa estéril de 96 poços para 

cultura de tecidos, incubada durante 18 h, a 4ºC e 200 µl de suspensões lavadas dos 

microrganismos citados acima foram incubados nos poços por 4 h, a 4ºC. Os 

microrganismos aderidos foram fixados com 200 µl de metanol 99% e após 15 min, o 

conteúdo dos poços foi removido. Após a secagem das placas, adicionou- se 200 µl de 

violeta de cristal a 2% em cada poço, durante 5 min, em seguida retirando-se o 

excesso com água. Após essa etapa adicionou-se 200 µl de ácido acético glacial 33% 

(v/v) a cada poço e leu-se a densidade óptica a 595 nm [21]. 

 

Resultados e discussão 

Atividade antimicrobiana do biossurfactante 

O biossurfactante Lunasan produzido em meio de baixo custo foi capaz de reduzir 

a tensão superficial do meio de 56 para 25mN/m. O rendimento obtido após 144 horas 

de cultivo foi de 9 g/L, sendo a CMC de 0,025%. Após isolamento, o biossurfactante foi 

submetido a testes de atividade antimicrobiana e anti-adesiva, avaliados para várias 
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concentrações do biosurfactante (0,625 - 10 mg ml-1) e comparados com uma 

variedade de linhagens de bactérias e leveduras. O biossurfactante testado apresentou 

atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos utilizados, embora, 

dependendo do microrganismo, o biossurfactante apresente diferentes concentrações 

efetivas. O biossurfactante isolado apresentou uma alta porcentagem de inibição contra 

os microrganismos Streptococcus oralis (68%), Candida albicans (57%) e 

Staphylococcus epidermidis (57,6%) na concentração mais alta testada (Tabela 1). 

A atividade antimicrobiana contra vários microrganismos tem sido descrita. A 

Surfactina, por exemplo, um lipopeptídeo cíclico produzido por Bacillus subtilis, tem 

sido descrita por suas propriedades antimicrobianas [1]. 

A atividade antibiótica da surfactina produzida por Bacillus subtilis foi testada 

frente a bactérias e fungos. Todas as bactérias testadas, exceto o próprio B. subtilis, 

demonstraram susceptibilidade ao produto. Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria 

gram-negativa mais sensível, enquanto que Echerichia coli, S. choterasius e 

S.marcescens foram inibidas em menor grau. O lipopeptídeo também afetou o 

crescimento de bactérias gram-positivas principalmente M. luteus e B. cereus. O 

crescimento das leveduras e fungos testados não foi afetado pela presença do 

biossurfactante [18]. 

O biossurfactante bruto de Lactobacillus lactis 53 e S. thermophylus A mostraram 

uma atividade antimicrobiana contra C. troplicalis GB em baixas concentrações de 

biossurfactantes [24,25]. 

Alguns biossurfactantes, além de suas propriedades detergentes, podem 

apresentar em baixas concentrações, forte ação desestabilizante de membranas e 

assim, conferir propriedade antimicrobiana [4,8]. O interesse inicial pelos 

biossurfactantes foi originado em função de suas propriedades antimicrobianas. Os 

dois biossurfactantes mais estudados, o raminolipídeo e a surfactina, foram 
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primeiramente descritos na literatura em 1949 e 1968, respectivamente, por 

apresentarem estas características [16]. 

As bactérias Gram-positivas são mais sensíveis aos biossurfactantes do que as 

bactérias Gram-negativas, que são inibidas fracamente ou não são inibidas [11, 13]. 

Candida bombicola e C. apicola produzem biossurfactantes do tipo glicolipídeo em 

grande quantidade. Esses glicolipídeos (soforolipídeos) inibem o crescimento de B. 

subtilis, S. epidermidis e S. faecium em concentrações de 6-29 mg/L. Outros 

glicolipídeos inibem o crescimento não somente de bactérias Gram-positivas, mas 

também bactérias Gram-negativas tais como E.  coli e S. marcescens [29]. 

Kitamoto et al. [11] citam que a atividade antimicrobiana de manosileritritolipídeo 

produzido por Candida antarctica, soforolipídeo produzido por Candida apicola e 

raminolipídeo produzido por Pseudomonas aeruginosa contra S. aureus, Echerichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Todos os biossurfactantes citados 

apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos utilizados numa 

concentração que variou entre 7,8 mg/L a 800 mg/L. Somente o soforolipídeo não 

apresentou atividade contra C. albicans. O fungo filamentoso Aspergillus niger, foi 

inibido pelo raminolipídeo na concentração de 16 mg/L e pelo manosileritritolipídeo 

numa concentração acima de 400 mg/L, embora o soforolipídeo não tenha causado 

qualquer inibição. 

  

 Atividade anti–adesiva do biossurfactante 

Os microrganismos empregam um mecanismo de sobrevivência pelo processo de 

adesão a superfícies e de formação de biofilmes. Eles se aderem à superfície através 

de complexos polissacarídicos, formando uma comunidade microbiana chamada 

biofilme, a qual protege seus habitantes de desidratação, de predadores, biocidas e 

outras condições ambientais extremos [7]. 
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A atividade anti-adesiva do biossurfactante foi avaliada em algumas 

concentrações e comparada para uma variedade de linhagens de bactérias e leveduras 

(Tabela 2). O biossurfactante isolado Lunasan produzido por C. sphaerica apresentou 

alta atividade anti-adesiva contra todos os microrganismos testados. Considerando que 

o efeito da atividade anti-adesiva depende da concentração do surfactante e do 

microrganismo testado, o Lunasan, mesmo na menor concentração testada, ou seja, 

0,625 mg ml-1, demonstrou grande potencial anti-adesivo, sendo os maiores 

percentuais de adesão obtidos para os microrganismos P. aeruginosa, S. agalactiae, S. 

sanguis12, C. tropicallis, E. coli e S. salivarius, com percentuais de inibição de 80 a 

92%. Quase 100% de inibição da aderência ocorreram a altas concentrações Uma 

função para biossurfactantes como armas de defesa em competição com a pós-adesão 

com outras linhagens de espécies tem sido sugerido para biossurfactantes produzidos 

por S. mitis e S.mutans. Além das atividades antifúngicas, antibacterianas e antivirais 

dos biossurfactantes, estes compostos também têm provado serem grandes inibidores 

da adesão microbiana e da formação de biofilmes. Por exemplo, o biossurfactante 

liberado por S. mitis reduziu a adesão de S. mutans [19]. Similarmente, L. fermentum 

RC-14 libera compostos surfactantes que podem inibir a adesão de bactérias 

uropatogênicas, incluindo Enterococcus faecalis. A adsorção do biossurfactante à 

superfície altera a hidrofobicidade, podendo causar interferência na adesão microbiana 

e em processos de dessorção [10]. 

Velraeds et al. [30] relataram a inibição da adesão de bactérias entéricas 

patogênicas por biossurfatante produzido por Lactobacillus. Os autores sugeriram o 

desenvolvimento de agentes anti-adesivos para uso em catéteres visando diminuir a 

formação de biofilmes. 

 Várias bactérias têm sido reportadas como inibidoras da adesão de outras 

bactérias, tanto por exclusão, como pelo mecanismo de impedimento estérico [31]. Em 
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contraste, produtos microbianos como biosurfactantes condicionam a superfície à qual 

a bactéria irá se aderir, inibindo assim a adesão dessas últimas. Conseqüentemente, 

eles encontram aplicação na proteção de superfícies de instrumentos cirúrgicos onde a 

presença de microrganismos é indesejável [23]. 

 

Conclusões  

Os resultados obtidos indicam a possibilidade de utilização do biossurfactante 

Lunasan de Candida sphaerica em aplicações médicas, área de aplicação ainda não 

explorada para biossurfactantes obtidos de leveduras. 
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Tabela 1 - Porcentagem de inibição de crescimento obtida para diferentes 

microrganismos utilizando biossurfactante produzido por C. sphaerica UCP 0995. 

Desvio padrão (±) determinado em triplicada 

 

 

 

 

 

 

 

 Biossurfactante (mg ml-1) 

 Microrganismos 
0,625 1,25 2,5 5 10      

Lactobacillus casei 5,5 ± 0,2 12 ± 0,3 15 ± 0,1 30 ± 0,4 40,4 ± 0,2      

Lactobacillus casei 72 5,5 ± 0,3 11 ± 0,2 13 ± 0,4 25 ± 0,3 43,3 ± 0,1      

Lactobacillus reuteri 104R 10 ± 0,1 17,3 ± 0,3 22 ± 0,5 4,4 ± 0,3 46,5 ± 0,1      

Lactobacillus reuteri ML1 8,5 ± 0,3 11 ± 0,2 16 ± 0,2 27 ± 0,2 49 ± 0,2      

Streptococcus agalactiae 7,3± 0,2 10 ± 0,3 11± 0,3 35 ± 0,2 46 ± 0,2      

Streptococcus mutans 14 ± 0,1 17,8 ± 0,1 22,6 ± 0,1 38,3 ±0,1 40,2 ± 0,6      

Streptococcus mutans NS 14,2 ± 0,3 15,6 ± 0,4 20 ± 0,3 23,8 ± 0,1 36 ± 0,1      

Streptococcus mutans HG 22 ± 0,2 33,1 ± 0,1 45,6 ± 0,3 46± 0,4 48± 0,1      

Streptococcus pyogenes 10,3 ± 0,6 15,4 ± 0,1 28 ± 0,1 32,2 ± 0,5 42,5 ± 0,2      

Streptococcus sanguis 12 13,6± 0,3 15 ± 0,4 15,5 ± 0,5 28 ±0,8 39 ± 0,1      

Streptococcus oralis J22 11 ± 0,4 13,2 ± 0,3 15,2 ± 0,3 30,7 ± 0,4 68 ± 0,2      

Staphylococcus epidermidis 8,3 ± 0,1 13,5 ± 0,2 25 ± 0,2 42± 0,1 57,6 ± 0,3      

Staphylococcus aureus 10,6± 0,1 20 ± 0,2 27,3 ± 0,3 32,2± 0,2 43,9± 0,1      

Pseudomonas aeruginosa 7,7 ± 0,1 8,0 ± 0,1 12,5 ± 0,1 13,6 ±0,4 47 ± 0,2      

Candida albicans 12,5± 0,2 17,3 ± 0,3 32 ± 0,3 44,2 ± 0,1 57 ± 0,2      
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Tabela 2 - Taxas de inibição microbiana obtidas no ensaio de atividade anti - 

adesiva do biosurfactante produzido por Candida sphaerica UCP 0095, em microplaca. 

O tampão fosfato (PBS) é tido como controlo e ajustado para 0%, já que não ocorre 

inibição da adesão microbiana 

 

 

 Biossurfactante (mg ml-1) 

 Microrganismo 
0,625 1,25 2,5 5 10      

Lactobacillus casei 53 ± 0,1 53 ± 0,2 56 ± 0,1 67 ± 0,3 90 ± 0,2 
     

Lactobacillus casei 72 59 ± 0,3 61 ± 0,2 65 ± 0,4 70 ± 0,2 72 ± 0,1 
     

Lactobacillus reuteri 104R 41 ± 0,1 42 ± 0,1 45 ± 0,4 50 ± 0,2 55 ± 0,1 
     

Lactobacillus reuteri ML1 26 ± 0,2 28 ± 0,1 30 ± 0,3 34 ± 0,2 40± 0,2 
     

Streptococcus agalactiae 80± 0,1 86 ± 0,2 88± 0,2 92 ± 0.3 100 ± 0,2 
     

Streptococcus mutans 58± 0,1 64 ± 0,1 67 ± 0,1 80 ±0,2 100± 0,1 
     

Streptococcus mutans NS 60 ± 0,3 65 ± 0,2 68 ± 0,2 80 ± 0,3 100± 0,2 
     

Streptococcus mutans HG 41 ± 0,2 42 ± 0,1 44± 0,2 47± 0,2 50± 0,1 
     

Streptococcus pyogenes 33 ± 0,3 40 ± 0,1 42 ± 0,1 47± 0,5 49 ± 0,2 
     

Streptococcus sanguis 12 80± 0,3 83 ± 0,4 87 ± 0,1 98 ±0,2 100± 0,1 
     

Streptococcus oralis J22 77 ± 0,1 84 ± 0,1 88 ± 0,3 95 ± 0,4 97 ± 0,2 
     

Streptococcus salivarius 92± 0,4 93± 0,2 95± 0,4 97± 0,4 100± 0,2 
     

Staphylococcus epidermidis 11 ± 0,1 12 ± 0,1 13 ± 0,2 19± 0,1 22± 0,3 
     

Staphylococcus aureus 75± 0,2 82± 0,3 85 ± 0,3 90± 0,2 92± 0,1 
     

Echerichia coli 89± 0,4 93± 0,2 96± 0,1 97± 0,2 99± 0,2 
     

Pseudomonas aeruginosa 80 ± 0,2 82 ± 0,1 83± 0,3 89 ±0,2 92 ± 0,2      

Candida albicans 52± 0,3 56± 0,2 57 ± 0,1 64 ± 0,2 71 ± 0,2      

Candida tropicallis 80± 0,3 85± 0,2 87± 0,1 98± 0,3 100± 0,1      

Rothia dentocariosa 55± 0,3 57± 0,2 60± 0,4 68± 0,3 72± 0,2      
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RESUMO 

Neste trabalho foi avaliado o desempenho do biossurfactante aniônico “Lunasan” 

produzido pela C. sphaerica na remoção de metais pesados (Pb, Zn e Fe) contidos em 

solo coletado em uma indústria de baterias automotivas. Parâmetros importantes como 

concentração do surfactante (0,1, 0,25 e 2,5%), biossurfactante bruto ou isolado e o 

uso de combinação dos aditivos NaOH e HCl, comumente utilizados, foram 

investigados. Os resultados obtidos indicaram remoções de 86, 75 e 50% para Fe, Zn e 

Pb, respectivamente, quando se utilizou a solução do surfactante a 2,5%, embora o 

líquido metabólico tenha removido percentuais comparáveis às soluções do surfactante 

isolado. Por outro lado, o tratamento com o aditivo NaOH a 1% removeu 94% do Ferro 

e o HCl a 0,7% removeu 80% do chumbo, enquanto que 90% de zinco foi igualmente 

removido por ambos os aditivos, embora a lavagem com ácidos ou bases leve à 

redução da fertilidade e  a alterações na composição química do solo. Os percentuais 

favoráveis de remoção dos metais, bem como a eficiência do surfactante bruto, aliado à 

produção em meio de baixo custo tornam a tecnologia de lavagem com o 

biossurfactante de C. sphaerica uma alternativa atrativa e promissora na remediação 

de solos contaminados com metais pesados. 

 
 
Palavras – chave: biossurfactantes, metais, biorremediação 
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INTRODUÇÃO 

A contaminação dos solos por metais pesados surge como resultado das 

diversas atividades industriais, incluindo mineração, fundição de metais, produção de 

baterias automobilísticas, emissão de veículos e depósitos de resíduos industriais e a 

dispersão de cinzas provenientes dos processos de incineração (1).  

A presença de metais pesados nos solos provoca sérios problemas uma vez que 

os mesmos não podem ser biodegradados, levando à contaminação dos sistemas 

biológicos e do subsolo pelo processo de lixiviação (2).  

Com a finalidade de reduzir os custos associados ao tratamento de solos 

contaminados por metais pesados, diferentes tecnologias têm sido desenvolvidas e 

implementadas, sendo duas bastante utilizadas. A primeira consiste em imobilizar os 

metais pesados numa matriz sólida fortemente ligada ao solo, minimizando a migração. 

Esta técnica, contudo, não consiste numa solução definitiva para o problema, 

considerando a impossibilidade de reaproveitamento do solo e a necessidade de 

monitoramento em longo prazo. A Segunda tecnologia promove a mobilidade do metal 

e sua migração para uma fase líquida por dessorção e solubilização. Esta tecnologia 

pode ser considerada uma solução permanente, permitindo ainda a reciclagem do solo 

remediado e conseqüentemente o reuso da terra. Normalmente, a lavagem do solo 

com ácidos e com agentes quelantes como o EDTA são os procedimentos mais 

aplicados. Contudo, a lavagem com ácidos leva a redução da fertilidade do solo e a 

alterações na composição química e física em virtude da dissolução de minerais (3), 

enquanto que a utilização de EDTA, por outro lado, é preocupante do ponto da saúde e 

de segurança, em função da sua resistência à degradação. A dificuldade de 

recuperação do metal pesado do complexo metal – EDTA também restringe o uso 

desta técnica. 
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 Uma solução em potencial para a remedição de solos contaminados por metais 

e óleos consiste no uso de surfactantes, os quais podem ser adicionados em soluções, 

facilitando a solubilização, dispersão e dessorção dos contaminantes do solo, 

permitindo ainda sua reutilização. Vários surfactantes sintéticos têm sido avaliados em 

testes de descontaminação (4,5). Por outro lado, a necessidade de substituição de 

compostos sintéticos por similares naturais tem levado às pesquisas a utilização de 

biossurfactantes. Recentemente, a viabilidade dos biossurfactantes para a remoção de 

metais tem sido demonstrada (6). A natureza iônica desses agentes, bem como a 

biodegradabilidade, baixa toxicidade e excelentes propriedades de superfície os tornam 

candidatos em potencial para a remoção de metais pesados contidos em solos e 

sedimentos. Para Mulligan et al.(7) é possível a remoção de metais pesados pela 

utilização de várias concentrações de surfactante.  

Vários trabalhos têm demonstrado o potencial de utilização de surfactantes 

biológicos, destacando-se os estudos com a surfactina e com os ramnolipidios, ambos 

de origem bacteriana, e de soforolipídeos originados de leveduras (8, 9,10,11,12).  

Mulligan et al. (7) utilizaram surfactina de Bacillus subtilis para o tratamento de solos 

e sedimentos contaminados por Zn, Cu, Cd, óleo e graxa. Maslin e Maier (13) 

observaram que o biossurfactantante do tipo raminolipídio pode diminuir a toxicidade e 

aumentar a degradação de poluentes orgânicos através de uma complexação de 

metais pesados. Ochoa – Loza et al. (10) observaram uma  complexação  de metais 

pesados como cádmo, chumbo e mercúrio por um mono rhaminolipídio produzido por 

Pseudomonas aeruginosa. Lang (14) sugere que estes resultados podem ser bastante 

promissores na remoção de metais pesados em solos contaminados. 

Nesse sentido, a aplicação de um novo biossurfactante Lunasan de baixo custo 

produzido pela levedura Candida sphaerica foi avaliado quanto ao potencial de 

remoção de metais pesados contidos em solo. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismo Candida sphaerica (UCP 0995), utilizada como microrganismo 

produtor de biossurfactante, isolada do solo contaminado por metais do município de 

Belo Jardim (15) mantida em meio YMA (Yeast Mold Ágar) e depositada no Banco de 

Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais da Universidade Católica de 

Pernambuco. Repiques foram mensalmente realizados para manter a viabilidade 

celular. 

 
Substratos Dois resíduos industriais foram utilizados como substratos para a 

produção do biossurfactante. Um resíduo industrial da refinaria de óleo vegetal de soja, 

gentilmente cedido pela ASA LTDA, Recife-PE, foi utilizado como substrato insolúvel, 

enquanto que a milhocina, resíduo da fabricação de produtos à base de milho, 

gentilmente cedido pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo Agostinho-PE, foi 

utilizado como substrato solúvel. 

 

Solo Amostras de materiais de solo foram coletadas no município de Belo 

Jardim, região de indústria de baterias automotivas, que se localiza na região agreste 

setentrional do Estado de Pernambuco. 

 

Identificação dos metais pesados no solo Foi utilizado um sistema portátil de 

fluorescência de raio X ED-XRF. O sistema é constituído de um tubo de raios X, um 

detector de Si, multicanal, amplificador e Notebook para aquisição de dados. O 

aparelho de raio X (marca MOXTEK, modelo 40kV MAGNUM) Possui um alvo de 

tungstênio e pesa 450 gramas, com comprimento de 5,53cm e largura de 2,86cm. 
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  Produção do biossurfactante A produção do biosurfactante foi realizada no 

meio á base de água destilada contendo 9% de resíduo da refinaria de óleo de soja 

e 9% de milhocina. Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150 rpm 

durante 144 horas, à temperatura de 27 ºC. 

 

Isolamento do biossurfactante Após 144 horas de cultivo da Candida 

sphaerica, o líquido metabólico livre de células foi submetido ao processo de extração. 

O pH foi ajustado para 2 com  HCl  6M e precipitado com  2 volumes de metanol. Após 

repouso durante 24 horas a -15°C, as amostras foram centrifugadas à 4000g por 30 

minutos, lavadas com metanol gelado por duas vezes e secas em estufa a 37°C por 

24-48 h, até secagem, e mantidas em dessecador até peso constante, sendo o 

rendimento em produto isolado calculado em g/L. Todas as análises foram feitas em 

triplicata. 

 

Determinação da tensão superficial e da concentração micelar crítica 

(CMC) A tensão superficial e a CMC foram medidas em tensiômetro automático 

(Modelo Sigma 70, KSV Ltd., Finland) utilizando o anel de NUOY. A CMC foi 

determinada, partindo-se de uma solução de concentração conhecida do 

biossurfactante isolado. 

 

Determinação da carga iônica do biossurfactante A carga iônica do 

biossurfactante foi determinada pela técnica de difusão dupla em Agar modificada (16). 

Duas fileiras regularmente espaçadas de poços foram feitas em ágar de baixa 

viscosidade (solução a 1 %). Os poços das fileiras inferiores foram preenchidos com a 

solução do surfactante isolado. Cada poço da fileira superior foi preenchido com o 



LUNA, J.M- Otimização, caracterização e aplicações biotecnológicas de biossurfactante... 
 

   

  137 

dodecil sulfato de sódio (SDS), na concentração de 0,02 M, enquanto que a substância 

catiônica foi o cloreto de bário, na concentração de 0,05 M. O surgimento de linhas de 

precipitação entre os poços, indicativas do caráter iônico do biossurfactante, foi 

monitorado durante 48 horas a temperatura ambiente. 

 

Determinações químicas e físicas do solo As determinações químicas e 

físicas do solo foram realizadas segundo Standard Methods (17). As características do 

solo contaminado estão ilustradas na Tabela 1. 

 

Quantificação dos metais pesados do solo A análise do teor dos metais 

pesados no solo coletado no município de Belo Jardim foi realizada por 

espectrofotometria de absorção atômica pelo método de extração ácida segundo o 

“Standard Methods” (17). Uma quantidade de aproximadamente 10 g de cada amostra 

foi macerada em almofariz, passando por malha de 29 mesh, pesada e 1,0g 

acrescentada de 20,0 mL de água e 10,0 mL de HNO3 concentrado e colocado em 

chapa de aquecimento por 1 hora a 200ºC. O material obtido foi filtrado e transferido 

para um balão volumétrico de 100,0 ml de capacidade, aferido o volume com água 

destilada e determinada a concentração dos metais em absorbância de 217 a 283, em 

espectrofotômetro de absorção atômica. 

 

Tratamento do solo com as soluções do biossurfactante O processo de 

lavagem do solo foi realizado em função da concentração da solução do 

biossurfactante (0,1, 0,25, e 2,5%).  Para seleção da melhor concentração de 

biossurfactante para remoção dos metais pesados, 1g de solo foi colocado em tubos de 

centrifuga, sendo adicionados 25 mL da solução do biossurfactante nas diferentes 
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concentrações descritas acima. O líquido metabólico livre de células obtido após 144 

horas de cultivo também foi testado. A amostra de solo foi paralelamente tratada com 

H2O destilada com a finalidade de se determinar a remoção dos metais pesados por 

mistura física (controle). Soluções de NaOH a 1% e HCl a 0,7%, bem como 

combinações de soluções do biossurfactante e do líquido metabólico com 0,7% de HCl 

e com 1% de NaOH como aditivos também foram utilizadas. As amostras foram 

agitadas durante 24 horas e centrifugadas a 5000 g. Os sobrenadantes foram filtrados 

e a concentração de metal determinada por espectrofotometria de absorção atômica. A 

porcentagem de remoção de metal foi determinada com base no conteúdo inicial de 

metal no sedimento e os resultados foram apresentados como % de remoção do metal.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os possíveis mecanismos para a extração de metais pesados por 

biossurfactantes incluem troca iônica, precipitação-dissolução e associação ao contra-

íon. Considera-se que os metais são removidos através da formação de complexos 

com o surfactante, na superfície do solo, sendo destacados do solo pela redução da 

tensão interfacial e se associando, consequentemente, às micelas surfactante(18). Os 

surfactantes aniônicos fornecem resultados satisfatórios uma vez que os cátions dos 

metais têm afinidade pelos surfactantes negativamente carregados, sendo também 

possível que o biossurfactante permita uma maior remoção em função de sua 

capacidade de redução da tensão interfacial (19).  

Segundo a literatura, é importante que os biossurfactantes usados no 

tratamento de solos tenham uma interação mínima com o solo. Em outras palavras, é 

desejável que a maioria dos biossurfactantes permaneça na fase aquosa. Entretanto, 

as grandes concentrações de biossurfactante normalmente requeridas para a remoção 
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efetiva de metais pesados em solo se devem à sorção desses ao solo (20,21). 

Logicamente, o comportamento adsortivo de um biossurfactante irá depender de suas 

características moleculares, como por exemplo, carga e hidrofobicidade, bem como das 

características do solo (21). 

Nesse sentido, o biossurfactante aniônico “Lunasan” de baixo custo produzido 

a partir do cultivo de C. sphaerica em dois resíduos industriais e capaz de reduzir a 

tensão superficial da água para 25 mN/m foi testado na remoção dos metais pesados 

contidos em amostras de solo de uma indústria de baterias automotivas.  

Inicialmente, a presença dos metais Zn, Fe e Pb foi confirmada através da 

técnica de fluorescência de raios X ED-XRF, sendo as concentrações dos metais 

encontrados na amostra do solo da fábrica de baterias automotivas (3038 mg/L de Pb, 

1877 mg/L de Fe, e 1470 mg/L de Zn) determinadas por absorção atômica.  

Soluções do biossurfactante isolado em concentrações superiores à sua CMC 

(0,025%), foram testadas para garantir a formação das micelas, estruturas eficientes na 

mobilização de metais pesados, através do tratamento do solo. A remoção dos metais 

pelo líquido metabólico livre de células também foi avaliada. A possibilidade de 

aumentar os percentuais de remoção dos metais foi testada pela combinação do 

surfactante com os aditivos NaOH e HCl, enquanto que a água destilada foi usada 

como controle. 

Os resultados para os tratamentos do solo com as diferentes soluções testadas 

estão ilustrados na Tabela 2. 

Os resultados obtidos demonstraram que o Ferro foi o metal mais removido do 

solo pelas soluções removedoras testadas, seguido de zinco, em quantidades um 

pouco menores e de chumbo, mostrando que o biossurfactante apresentou maior 

afinidade pelo Ferro e pelo Zinco presentes no solo. Segundo Ochoa-Loza et al. (10), a 

afinidade de um surfactante varia entre os diferentes metais.  
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As soluções dos aditivos NaOH a 1% (pH 12) e HCl a 0,7% (pH 2,0) 

removeram maiores quantidades dos metais, ou seja, a base removeu 94% do Ferro e 

o ácido removeu 80% do chumbo, enquanto que 90% de zinco foi removido por ambos 

os HCl e NaOH. É importante ressaltar, entretanto, que o tratamento com ácidos ou 

bases reduz a fertilidade e provoque alterações na composição química dos solos.  

Hong et al. (1) descrevem a influência do pH na eficiência da remoção de 

metais pesados pelo biossurfactante de plantas saponina. Remoções de 58% de Pb e 

de 85-98% de Zn foram obtidas em pH 3,0, enquanto que o aumento do pH para 7,0 

diminuiu acentuadamente a remoção dos metais.  

Não houve diferenças acentuadas nos percentuais de remoção entre o líquido 

metabólico e as soluções do biossurfactante isolado, indicando que o biossurfactante 

bruto pode ser utilizado no tratamento de solos contaminados com metais pesados, o 

que representa uma redução dos custos de produção da ordem de 60%, considerando 

que este é o percentual descrito na literatura para as etapas de purificação dos 

surfactantes obtidos por via fermentativa (22).  

Comparando-se as três concentrações de surfactante testadas, observou-se 

que o aumento da concentração de 0,1 para 2,5% favoreceu a remoção dos metais, 

especialmente no caso do Pb. Remoções de 86, 75 e 50% foram obtidas para Fe, Zn e 

Pb, respectivamente, quando se utilizou a solução do surfactante a 2,5%, embora o 

líquido metabólico tenha removido percentuais comparáveis às soluções do surfactante 

isolado, como discutido anteriormente. O tratamento físico realizado com água 

destilada como controle removeu cerca de 10% dos metais presentes no solo. 

A saponina, que apresenta uma CMC de 0,1% e tensão sauperficial de 36 

mN/m, foi testada entre 0,1 e 10%, sendo a remoção dos metais pesados contidos no 

solo proporcional à concentração, embora a solução a 3% tenha sido selecionada para 
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estudos posteriores, uma vez que concentrações maiores apenas aumentaram o 

percentual de remoção em pequenas proporções (1). 

Com relação à utilização dos aditivos HCl e NaOH juntamente com as soluções 

surfactantes, observou-se que a presença da base ou do ácido aumentou o percentual 

de remoção dos metais pelo líquido metabólico e pelas soluções do biossurfactante a 

0,1 e 0,25% , enquanto que o efeito do NaOH e do HCl não potencializou a remoção 

dos metais pela solução do surfactante a 2,5%, indicando que, nessa concentração, a 

remoção ocorreu, basicamente, devido a interação eletrostática entre as moléculas do 

biossurfactante, presentes em maiores quantidades na solução, e os metais. 

A possibilidade do uso de biossurfactantes na remoção de metais pesados tem 

sido demonstrada em alguns trabalhos realizados a nível laboratorial. Mulligan et al. (8) 

demonstraram a aplicabilidade de biossurfactantes na remoção de metais pesados 

contidos em solos. Inicialmente, o soforolipídeo de Torulopsis bombicola cultivada em 

glicose e óleo de soja, com uma CMC de 0,8g/L (0,08%) e capacidade de reduzir 

tensão superficial para 34 mN/m foi testado. A solução do soforolipídeo a 4% não 

removeu o Zn contido no solo, removendo apenas 3% do Cu. A adição de 1% de NaOH 

foi benéfica em associação a 4% do soforolipídeo, aumentando a remoção para 7 e 

36% de Zn e Cu, respectivamente. A remoção mais significante de Cu e Zn ocorreu 

com o uso de 0,7% de HCl e 4% do soforolipídeo, atingindo uma remoção de 16 e 37% 

de Zn e Cu, respectivamente. Esse percentual foi aumentado pela realização de uma 

série de cinco lavagens, atingindo percentuais de remoção de 100 e 50% de Zn e Cu 

pela combinação de 0,7% de HCl e 4% do soforolipídeo. Já o raminolipídeo de 

Pseudomonas aeruginosa produzido em meio mineral contendo 4% de glicose, com 

uma CMC de 0,003% e tensão superficial de 26 mN/m possibilitou a remoção de  20 e 

35% de zinco e cobre, respectivamente, para uma elevada concentração, de 12%, uma 

vez que a solução do raminolipídeo a 2% removeu apenas 5 e 10 de zinco e cobre, 
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respectivamente. A adição de 1% de NaOH à solução do surfactante a 2%. Por outro 

lado, aumentou significantemente a remoção do cobre (de 10 para 28%), mas diminuiu 

a remoção do zinco (de 5 para 3%).  

Mulligan et al. (6) demonstraram o aumento da remoção de Zn quando a 

surfactina a 2% foi usada em combinação com a base, enquanto que a remoção de Cu  

não foi afetada pela presença do NaOH. Já a associação da base com 0,5% do 

raminolipídeo favoreceu a remoção de ambos os metais para 65 e 18%, quando 

comparado com a base sozinha. Por outro lado, 100% de remoção de cobre e zinco 

foram obtidas com ou sem a adição de 4% do soforolipídeo a 0,7% de HCl. A redução 

da concentração de ácido (0,3%) permitiu concluir que a presença do surfactante 

aumentou a remoção de ambos os metais em comparação com o ácido sozinho, de 

38% para 60% de zinco e de cerca de 6% para 25% de cobre. Já a remoção de cobre 

diminuiu quando o ácido foi adicionado ao surfactante, comparado com o surfactante 

sozinho, que removeu 38% do metal. 

Vale ressaltar que o biossurfactante de C. sphaerica, além de ser obtido a partir 

de substratos de baixo custo, foi mais eficiente na remoção dos metais, uma vez que 

concentrações inferiores foram utilizadas, quando comparadas às concentrações dos 

biossurfactantes utilizados por Mulligan et al. (6,7). 

Daharazma e Mulligan (23) observaram que os percentuais de remoção dos 

metais pesados em solo aumentaram linearmente com o aumento da concentração do 

raminolipíodeo testado. A utilização de 5% do raminolipídeo removeu 37% de Cu, 7,5% 

de Zn e 33,2% de Ni. Ao contrário dos resultados aqui descritos, que demonstraram a 

eficiência dos aditivos usados isoladamente, a adição de NaOH à solução de 0,5% do 

raminolipídeo aumentou a remoção de cobre para 28,3% e do Ni para 11,5%, sendo 

essas remoções 9, 4 e 6 vezes maiores para o Cu, Zn e Ni, respectivamente, quando 

comparadas com as remoções pela base isoladamente (NaOH a 1%). 
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É interessante observar também que os metais Fe e Zn foram removidos em 

maiores quantidades pela base isoladamente ou combinada com o biossurfactante, 

enquanto que a remoção do Pb foi favorecida pelo ácido isoladamente ou em 

associação com o biossurfactante. 

Segundo Hong et al. (1), o Na+ pode competir com os metais pesados pelo 

biossurfactante, formando um complexo Na-surfactante. É possível que o Na+ do NaOH 

tenha competido com o Pb pelo biossurfactante, reduzindo, com isso, a remoção do 

metal pela base quando comparada com a utilização do ácido. 

Avaliando a influência da concentração do biossurfactante em associação com 

os aditivos, observou-se que apenas a solução do surfactante na menor concentração, 

ou seja, 0,25%, em combinação com o ácido, foi mais favorável à remoção dos três 

metais presentes no solo, enquanto que apenas a combinação da solução do 

surfactante a 2,5% com a base tenha removido o Pb, que não foi removido pela 

utilização de concentrações menores do biossurfactante em associação com o NaOH. 

Mulligan et al. (7) também observaram que a combinação de menores concentrações 

do raminolipídeo (0,5%) com o NaOH removeu quantidades maiores dos dois metais 

do que quando a base foi combinada com o surfactante a 2%. Os autores também 

observaram, para a surfactina de Bacillus subtilis que, quando a concentração do 

surfactante foi reduzida para 0,25%, em presença de 1% da base, a remoção de Zn e 

Cu aumentou. 

Dois agentes ambientalmente compatíveis, ou seja, um raminolipídeo (0,5%), 

com CMC de 0,005% (0,05g/L) e a CMCD (carboximetilciclodextrina) (5,3%) foram 

testados para a remoção de metais adosorvidos em dois tipos de solo. Após dez 

lavagens consecutivas, o raminolipídeo foi capaz de remover 14,2 e 15,3% do Pb 

contido nos solos testados, enquanto que a CMCD removeu 5 e 13,4% do metal 

contido nos solos testados (12). 
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Os resultados de remoção com o biossurfactante de C. sphaerica, de um modo 

geral, foram comparáveis aos obtidos com as soluções de HCl e NaOH, demonstrando 

a possibilidade de substituição desses agentes de tratamento por agentes mais 

compatíveis com o meio ambiente. Vale ressaltar, ainda, a versatilidade desses 

agentes no que se refere às suas propriedades anfipáticas, as quais permitem que os 

biossurfactantes possam ser usados na remoção concomitante de diferentes tipos de 

poluentes ambientais como os metais pesados e os hidrocarbonetos presentes em 

deramamentos de petróleo e derivados, como descrito por Mulligan et al. (23).  

 

CONCLUSÕES 

Os resultados demonstram que a tecnologia de lavagem com biossurfactantes 

é promissora na remediação de solos contaminados por metais pesados. Essa 

tecnologia pode ser aplicada para a recuperação conjunta de vários contaminantes do 

solo, como os hidrocarbonetos de petróleo em adição aos metais pesados. A 

compatibilidade ambiental, bem como a possibilidade de associação a técnicas 

convencionais de remediação como a escavação, a extração térmica e a eletrocinética 

impulsionam o desenvolvimento dessa tecnologia alternativa em função dos altos 

custos associados aos métodos convencionais de tratamento. Contudo, para o futuro 

desenvolvimento dessa técnica, muitos fatores devem ser cuidadosamente avaliados. 

A composição do solo, sua mineralogia, o conteúdo em matéria orgânica, a distribuição 

dos metais, bem como a presença de metais competidores e de outros contaminantes, 

além da seleção do tipo e da concentração do biossurfactante e da operacionalização 

em batelada ou contínua, são alguns dos parâmetros que devem ser profundamente 

investigados para o sucesso efetivo da implantação definitiva dessa técnica 

biotecnológica. 
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Tabela 1 – Determinações químicas e físicas do solo contaminado do município de 

Belo Jardim 

 

 

Parâmetro Valor  

Na+ 0.10 Cmolc/dm3 

Ca 2+ 0.30 Cmolc/dm3 

Mg2+ 1.45 Cmolc/dm3 

K+ 0.05 Cmolc/dm3 

H+ 0.32 Cmolc/dm3 

Capacidade de troca de 

cátions 

2.2 Cmolc/dm3 

Saturação de bases 86% 

Condutividade elétrica 3.4µЅ 

Calagem  0.5 t/ha 

pH 8.5 

Densidade de partículas  1.40 g/cm3 

Densidade residual  3.98 g/cm3 

Areia grossa 2% 

Areia fina 4% 

Silte 71% 

Argila 23% 

Argila natural 23% 

Classe texturial siltoso 

Umidade residual 14.40% 

0.33 Atm 28.54% 

15 Atm 11.31% 

Água disponível 17.23% 

Pb 3038 mg/L 

Fe 1877 mg/L 

Zn 1470 mg/L 
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Tabela 2 – Remoção dos metais pesados ferro, zinco e chumbo contidos no solo do 

Município de Belo Jardim pelos tratamentos utilizados 

 

 

 

 

 

 

Remoção (%)  

Tratamentos Zinco Ferro Chumbo 

Água destilada 13 10 12 

Solução de NaOH a 1% 90 94 56 

Solução de  HCl a 0,7% 90 90 80 

Líquido metabólico 70 87 30 

Líquido metabólico +   HCl a 0,7%   75 90 40 

Líquido metabólico + NaOH a 1% 80 90 40 

Solução do biossurfactante a 0,1% 65 83 25 

Solução do biossurfactante a 0,1% + 0,7% HCl  70 83 30 

Solução do biossurfactante a 0,1% + 1% NaOH 75 90 0 

Solução do biossurfactante a 0,25% 57 78 30 

Solução do biossurfactante a 0,25% + 0,7%HCl 70 85 40 

Solução do biossurfactante a 0,25% + 1% NaOH 85 85 0 

Solução aquosa do biossurfactante a 2,5% 75 86 50 

Solução do biossurfactante a 2,5% + 0,7%  HCl 65 75 10 

Solução do biossurfactante a 2,5% + 1%  NaOH 80 82 50 
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9. CONCLUSÕES GERAIS 

 

•  A utilização de planejamentos fatoriais como ferramenta estatística é de 

grande importância na formulação de experimentos microbiológicos. 

• O uso dos dois substratos de baixo custo foi favorável à produção do 

biossurfactante. 

• Candida sphaerica apresenta grande potencial como microrganismo produtor 

de compostos com atividade de emulsificação e atividade surfactante. 

• O biossurfactante presente no líquido metabólico não apresenta alterações 

significativas quando submetido a diferentes temperaturas, pH’s e 

concentrações de NaCl. 

• O biossurfactante é isolado em grande quandidade, considerando os 

experimentos em batelada. 

• A CMC do biossurfactante produzido foi inferior às concentrações micelares 

descritas para surfactantes de leveduras, demonstrando a eficiência da 

biomolécula. 

• O biossurfactante produzido foi caracterizado como um glicolipídeo de 

natureza aniônica. 

• O biossurfactante apresentou atividades biológicas significantes, 

demonstrando potencial de aplicação na área médica. 

• O potencial de aplicação do biossurfactante na biorremediação foi 

demonstrado pelos percentuais de remoção de Ferro, chumbo e zinco em 

solos contaminados. 

• Os resultados de remoção com o biossurfactante foram comparáveis aos 

obtidos com soluções ácidas/básicas, possibilitanto a substituição desses 
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agentes de tratamento comumente utilizados por agentes mais compatíveis 

com o meio ambiente. 

• Os elevados percentuais de remoção dos metais pesados pelo líquido 

metabólico livre de células, em combinação com o uso de substratos de 

baixo custo, aumentam as chances de uso do biossurfactante bruto, uma vez 

que a purificação do produto torna-se desnecessária para sua aplicação 

industrial. 

 

 

 

 


