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RESUMO
A crescente contaminação ambiental tem impactado significativamente os ecossistemas. Em 

resposta  a  essa  problemática,  as  iniciativas  de  preservação  ambiental  e  as  legislações 

vigentes  têm  impulsionado  o  desenvolvimento  de  alternativas  mais  sustentáveis,  como 

produtos  naturais  em  substituição  aos  derivados  do  petróleo.  Nesse  contexto,  os 

biossurfactantes,  são detergentes naturais que surgem como uma alternativa promissora 

para substituir os produtos convencionais derivados do petróleo. Frente a esta situação, o 

objetivo  principal  deste  estudo  foi  gerar  biossurfactante  através  da  Candida  bombicola, 

empregando resíduo industrial visando uma produção sustentável. bem como, investigar os 

processos de remoção do derivado de petróleo em solos. Para isso, foi utilizado um meio 

mineral  composto  por  NH4NO3  (0,1%),  KH2PO4  (0,02%),  MgSO4.7H2O  (0,02%), 

suplementado com 6,0% de resíduo da indústria de óleos vegetais e 1% de ácido glutâmico. 

Os resultados indicaram que o biossurfactante produzido reduziu a tensão superficial  do 

meio de produção de 50 mN/m para 30 mN/m, com um rendimento de 2 g/L em um período 

de 72 horas de fermentação. A concentração micelar crítica (CMC) do biossurfactante foi de 

0,03%, e testes de genotoxicidade não demonstraram efeitos adversos para as raízes de 

cebola (Allium cepa). Análises de espectroscopia no infravermelho e ressonância magnética 

corroboraram para observação da natureza do produto obtido. Testes de estabilidade da 

tensão  superficial  do  biossurfactante  bruto  foram  conduzidos  em  diferentes  condições, 

incluindo variações de pH (2, 4, 6, 8 e 10), concentrações de salinidade (2%, 4%, 6%, 8% e 

10%), temperaturas (5°C, 70°C, 100°C e 120°C), e tempos de exposição à temperatura de 

90°C  (10,  20,  30,  40,  50,  60  e  120  minutos).  Os  resultados  demonstraram  que  o 

biossurfactante manteve sua estabilidade nessas condições variadas. Além disso, o índice 

de emulsificação após 24 horas (IE24) revelou que o biossurfactante foi capaz de formar 

emulsões de até 95% com óleo de motor queimado e até 60% com óleo de soja.  Para 

avaliar a eficácia do biossurfactante na remoção de óleo de motor em diferentes tipos de 

solo  (arenoso,  siltoso  e  argiloso),  foram  realizados  ensaios  estáticos  e  dinâmicos  com 

diferentes concentrações do biossurfactante (CMC, ½ CMC e 2xCMC). No ensaio estático, o 

maior  percentual  de  remoção  foi  observado  no  solo  arenoso,  alcançando  65,32%  de 

remoção. No ensaio dinâmico, o maior percentual de remoção foi de 95,60%, utilizando o 

biossurfactante  na  concentração  de  2xCMC  em  ambos  os  testes.  Esses  resultados 

destacam a viabilidade e eficácia do biossurfactante produzido,  sugerindo sua aplicação 

prática na recuperação ambiental de áreas contaminadas por derivados de petróleo.



xii

Palavras-chave: Biorremediação. Levedura. Biotensoativo. Resíduo industrial.

ABSTRACT
Increasing environmental contamination has significantly impacted ecosystems. In response 

to this problem, environmental preservation initiatives and current legislation have driven the 

development of more sustainable alternatives, such as natural products to replace petroleum 

derivatives. In this context, biosurfactants are natural detergents that emerge as a promising 

alternative to replace conventional petroleum-derived products. In this context, biosurfactants 

are  natural  detergents  that  emerge  as  a  promising  alternative  to  replace  conventional 

petroleum-derived products. Faced with this situation, the main objective of this study was to 

generate  biosurfactant  through  Candida  bombicola,  using  industrial  waste  aiming  at 

sustainable  production.  as  well  as  investigating  the  processes  of  removing  petroleum 

derivatives from soils.  For this,  a  mineral medium composed of  NH4NO3  (0,1%),  KH2PO4 

(0,02%),  MgSO4.7H2O (0,02%),  supplemented  with  6.0% residue  from  the  vegetable  oil 

industry and 1% glutamic acid. The results indicated that the biosurfactant produced reduced 

the surface tension of the production medium from 50 mN/m to 30 mN/m, with a yield of 2 g/L 

in  a period of  72 hours of  fermentation.  The critical  micellar  concentration (CMC) of  the 

biosurfactant was 0.03%, and genotoxicity tests demonstrated no adverse effects on onion 

roots (Allium cepa). Infrared spectroscopy and magnetic resonance analyzes corroborated 

the observation of the nature of the product obtained. Surface tension stability tests of the 

raw biosurfactant were conducted under different conditions, including pH variations (2, 4, 6, 

8 and 10), salinity concentrations (2%, 4%, 6%, 8% and 10%), temperatures (5°C, 70°C, 

100°C and 120°C), and exposure times at 90°C (10, 20, 30, 40, 50, 60 and 120 minutes). 

The results demonstrated that the biosurfactant maintained its stability under these varied 

conditions.  Furthermore,  the  emulsification  index after  24 hours  (IE24)  revealed  that  the 

biosurfactant was capable of forming emulsions of up to 95% with burnt engine oil and up to 

60% with soybean oil. To evaluate the effectiveness of the biosurfactant in removing engine 

oil from different types of soil (sandy, silty and clayey), static and dynamic tests were carried 

out with different concentrations of  the biosurfactant  (CMC, ½ CMC and 2xCMC).  In the 

static test, the highest percentage of removal was observed in sandy soil, reaching 65.32% 

removal.  In the dynamic test,  the highest  percentage of  removal  was 95.60%, using the 

biosurfactant at a concentration of 2xCMC in both tests. These results highlight the viability 

and effectiveness of the biosurfactant produced, suggesting its practical application in the 

environmental recovery of areas contaminated by petroleum derivatives.

Keywords: Bioremediation. Yeast. Biosurfactant. Industrial waste.
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1 INTRODUÇÃO

Os surfactantes são utilizados em diversos setores industriais. São formados 

por estruturas moleculares contendo porções hidrofílicas e hidrofóbicas que tendem 

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

(óleo/água),  promovendo  a  redução  da  tensão  superficial/interfacial  e  conferindo 

capacidade de detergência, emulsificação, lubrificação, solubilização e dispersão de 

fases. A grande maioria dos surfactantes disponíveis comercialmente é sintetizada a 

partir de derivados de petróleo. Entretanto, a preocupação ambiental combinada a 

novas legislações de controle do meio ambiente tem levado ao desenvolvimento de 

pesquisas  voltadas  à  produção  de  surfactantes  naturais  como  alternativa  aos 

produtos  existentes.  Os  compostos  que  exibem  propriedades  surfactantes  são 

denominados  biossurfactantes  e  consistem  em  biomoléculas  derivadas  de 

subprodutos metabólicos de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Durval  et 

al., 2021).  Leveduras  do  gênero  Candida têm  sido  utilizadas  com  sucesso  na 

produção de biossurfactantes (Rocha Junior et al., 2019).

As leveduras podem crescer tanto em substratos imiscíveis em água, como 

óleos vegetais e hidrocarbonetos, quanto em compostos solúveis em água, como 

carboidratos e glicerol. As condições de cultura e a composição do meio determinam 

a  produção  e  composição  do  biossurfactante,  o  que  afeta  a  sobrevivência  dos 

microrganismos produtores, aumenta a solubilidade dos compostos insolúveis em 

água e facilita o seu transporte para o interior da célula (Ribeiro et al., 2021).

Os biossurfactantes constituem uma solução em potencial para a remediação 

de  ambientes  terrestres  e  aquáticos  contaminados  por  óleos  e  metais  pesados. 

Essas  biomoléculas  atuam  na  solubilização  e  dispersão  dos  contaminantes, 

permitindo  ainda  sua  reutilização.  O  sucesso  da  produção  de  surfactantes 

microbianos, e sua posterior aplicação no meio ambiente, entretanto, depende do 

desenvolvimento de processos economicamente viáveis, especialmente em relação 

aos substratos utilizados para fermentação, que representam cerca de 10 a 30% do 

custo  total  de  produção  (Almeida  et  al.,  2016).  Com relação  aos  processos  de 

purificação, que representam cerca de 60% do custo total de produção, estes não 

serão  computados,  uma  vez  que  a  área  ambiental  permite  a  aplicação  do 
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biossurfactante na forma bruta, eliminando essa dispendiosa etapa (Sarubbo et al., 

2015).

Considerando  a  habilidade  dos  biossurfactantes  atuarem  na  redução  da 

tensão superficial dos líquidos, surge a proposta de produção de um biossurfactante, 

bem como a investigação do processo de remoção de um composto derivado do 

petróleo em solos contaminados, representando considerável contribuição à saúde 

pública  e  ao  meio  ambiente,  tendo  em  vista  a  persistência  e  toxicidade  dos 

hidrocarbonetos  aromáticos  policíclicos  derivados  do  petróleo.  Justifica-se,  a 

aplicação  de  um  produto  biotecnológico  efetivo,  não  só  na  descontaminação 

ambiental, mas também nos diversos segmentos industriais do país, com vantagens 

econômicas e sociais, que possibilitarão a melhoria da qualidade de vida e do bem-

estar social. 
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral 

Produzir  e  caracterizar  o  biossurfactante  produzido  pela  Candida  bombicola utilizando 

resíduo sustentável e aplicar em processos de remoção do derivado de petróleo em solos.

2.2 Objetivos Específicos

 Produzir o biossurfactante utilizando resíduo da indústria de óleos vegetais.

 Determinar a tensão superficial e Concentração Micelar Crítica.

 Isolar o biossurfactante produzido e determinar o rendimento de produção.

 Caracterizar o biossurfactante; determinar a estrutura química do biossurfactante.

 Caracterizar físico-quimicamente o solo contaminado por derivado de petróleo.

 Avaliar a estabilidade do biossurfactante formulado frente a condições específicas de 

pH, temperatura e presença de sal.

 Avaliar a capacidade emulsificante do biossurfactante formulado frente a condições 

específicas de pH, temperatura e presença de sal.

 Investigar o processo de remoção do óleo no solo impactado.

 Avaliar o percentual de remoção do contaminante derivado do petróleo.

 Caracterizar o perfil  de genotoxicidade das soluções de biossurfactante utilizadas 

nos processos de remoção do composto oleoso do solo contaminado.
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Surfactantes

Os  surfactantes  são  compostos  tensoativos  anfifílicos,  constituídos  por 

moléculas que contêm uma porção polar (cabeça), denominado como hidrofílica e 

outra  apolar  (cauda),  denominada  hidrofóbica  (figura  1).  A  fração  apolar  é 

constituída por hidrocarbonetos de cadeia alifática, grupos aromáticos e policíclicos 

que pode variar de 8 a 18 átomos e a fração polar pode ser iônica (catiônica ou 

aniônica), não aniônica ou anfotérica. Temos como exemplos de grupos hidrofílicos 

catiônicos os sais de amônio, enquanto os aniônicos podem ser derivados de grupos 

sulfatos e sulfonatos. Os agentes tensoativos catiônicos possuem carga positiva, os 

aniônicos  apresentam  carga  negativa,  os  não  iônicos  não  possuem carga  e  os 

tensoativos anfóteros têm carga positiva ou negativa variando conforme o pH da 

mistura.  Os  surfactantes  são  responsáveis  por  reduzir  a  tensão  superficial  e 

interfacial  de  misturas  imiscíveis,  solubilizando  hidrocarbonetos  em (óleo/água  e 

água/óleo).  Possuem  propriedades  como  adsorção,  formação  de  micelas, 

antiestático,  emulsionante,  lubrificação,  ação  espumante  ou  antiespumante, 

capacidade molhante, solubilização e detergência (Lira, 2020).

Figura 1 – Representação esquemática de um surfactante

Fonte: o Autor

Embora os surfactantes sintéticos e seus derivados estejam disponíveis em 

muitos  setores  industriais,  eles  são altamente  tóxicos  e  devem ser  usados com 
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cautela  porque  representam  riscos  para  muitos  ecossistemas  e  causam  muitas 

alterações no ambiente e nos organismos, tais como: Eutrofização em ambientes 

aquáticos e inibição de enzimas biológicas (Nagtode et al., 2023).

Apesar  dos  surfactantes  terem  uma  vasta  área  de  aplicação  54%  como 

detergentes 13% nas indústrias têxteis, de couro e de papel, 10% em processos 

químicos, outros 10% nas indústrias farmacêuticas e de cosméticos, 3% na indústria 

de  alimentos,  2%  na  agricultura  e  os  2%  restantes  em  outras  aplicações  sua 

utilização é limitada por questões ambientais, pois a grande maioria dos surfactantes 

disponíveis comercialmente tem sua origem advinda do petróleo e seus derivados. 

Por isso, com a crescente preocupação ambiental, juntamente com as legislações, 

tem levado à busca por surfactantes naturais (Silva et al., 2022; Maia Neto, 2021).

3.2 Biossurfactantes

Os  biossurfactantes  microbianos  ou  surfactantes  naturais,  são  compostos 

originados de bioprocessos realizados por microrganismos como fungos, bactérias e 

leveduras.  Cada  vez  mais  essa  biomolécula  vem  ganhando  espaços  como 

substitutos dos surfactantes sintéticos devido à sua melhor biocompatibilidade, além 

de ser biodegradável e menos tóxico ao meio ambiente comparado aos surfactantes 

tradicionais, tornando-os mais atrativos do ponto de vista ecológico (Sarubbo et al., 

2022).

Apesar  das  vantagens  vinculadas  à  sua  utilização,  os  biossurfactantes 

apresentam uma baixa participação de mercado devido aos seus altos custos de 

produção,  deste  modo,  diversas alternativas  vêm sendo estudadas para  reverter 

esse cenário, dentre elas podem ser citadas a busca por matéria-prima de baixo 

custo, como resíduos industriais, otimização dos meios de cultura, desenvolvimento 

de  tecnologias  de  extração  e  purificação  e  busca  por  microrganismos  com alto 

rendimento produtivo (Sarubbo et al., 2022).

3.2.1 Classificação

Ao  contrário  dos  surfactantes  sintetizados  quimicamente,  que  são 

classificados  de  acordo  com sua  dissociação  em água,  os  biossurfactantes  são 
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classificados de acordo com sua composição química e origem microbiana (Felix, 

2020). 

Os biotensoativos  são divididos em cinco principais  grupos,  conforme sua 

massa molecular são eles: glicolipídios, fosfolipídios e lipopeptídeos (baixa massa 

molecular)  e  em  biossurfactantes/bioemulsificante  (alta  massa  molecular): 

polissacarídeos anfipáticos, proteínas, lipopolissacarídeos, lipoproteínas ou misturas 

complexas desses biopolímeros (tabela 1) (Fenibo et al., 2019).

Tabela 1 – Classificação dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

Peso 
molecula

r

Biossurfactante Microrganismo Referências

Baixo 
peso 

molecular

Ramnolipídios Pseudomonas sp.¹ Phulpoto et al. (2021)

lipídios (MELs) Ustilago maydis³ Becker et al. (2021)
Planococcus spp.¹ Gaur et al. (2020)

Soforolipídios Starmerella bombicola² Ceresa et al. (2020)
Trehalolipídios Rhodococcus sp¹ Bages-Estopa et al. (2018)
Manosileritritol Pseudozyma tsukubaensis² Andrade et al. (2017)

Celobiose lipídios Pseudozyma aphidis²,

P. hubeiensis²

Morita et al. (2013)

Aspergillus sp.³ Kiran et al. (2010)
Glicose lipídios Alcanivorax borkurnensis¹ Yakimov et al. (1998)
Ácidos graxos Corynebacterium lepus¹ Cooper et al. (1979)

Alto peso 
molecular

Surfactina/ Fengicina Paenibacillus polymyxa¹ Yalaoui-Guellal et al. (2021)

Serrawetina Acinetobacter venetianus¹ Clements et al. (2019)
Viscosina Serratia marcescens¹ Bonnichsen et al. (2015)
Polimixina Pseudomonas fluorescens¹ Deng et al. (2011)

Fosfolipídios Sphingobacterium sp.¹ Burgos-Díaz et al. (2011)
Emulsan Candida lipolytica² Castro et al. (2008)
Liposan Acinetobacter sp.¹ Cirigliano et al. (1985)

Vesículas Kappeli et al. (1979)
Surfactina/ Iturina/ Bacillus subtilis¹ Arima et al. (1968)
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Fengicina
Alcaligenes aquatilis¹

Bactérias¹; leveduras²; fungos filamentosos³. Fonte: Santos, (2022).

3.2.2 Propriedades físico-químicas dos biossurfactantes

Certas  propriedades  físico-químicas  como  redução  da  tensão  superficial, 

capacidade  de  formação  de  espuma,  emulsificação  e  estabilização,  baixas 

concentrações micelares críticas, solubilidade e poder de detergência são usadas 

para avaliar o desempenho do biossurfactantes e são importantes na seleção de 

microrganismos que sintetizam essas substâncias (Karlapudi et al., 2018).

A  propriedade  mais  importante  dos  biossurfactantes  está  relacionada  a 

capacidade de diminuir a tensão superficial da água. Portanto, este parâmetro pode 

ser definido como força por unidade de comprimento ou como energia por unidade 

de  área  gerada  da  diferença  nas  forças  das  moléculas  que  atuam na  interface 

(líquido-líquido ou líquido-gás) (Karlapudi et al., 2018).

A tensão superficial  (TS)  da  água  destilada é  de 72 mN/m,  e  esse  valor 

diminui após a adição do biossurfactante. Assim, uma queda de tensão na faixa de 

30 mN/m a 40 mN/m indica que o microrganismo é promissor na produção destes 

compostos e abaixo de 35 mN/m que o microrganismo pode ser considerado um 

produtor  eficiente.  No  entanto,  a  tensão  interfacial  (IT)  entre  a  água  e  o  n-

hexadecano pode ser reduzida de 40 mN/m para 1 mN/m. Portanto, as medições de 

TS e  TI  entre  fases líquidas são medidas úteis  para  determinar  se  uma cultura 

microbiana está produzindo biossurfactante, mas não podem ser utilizadas de forma 

quantitativa, pois uma vez atingido o TS ou TI  mínimo, a produção adicional  de 

biossurfactante não leva a qualquer alteração no valor (Ribeaux, 2020)

Por  outro  lado,  a  atividade  dos  biossurfactantes  depende  da  sua 

concentração micelar crítica (CMC), que é definida como a concentração mínima 

necessária  para  atingir  a  menor  tensão  superficial.  Em concentrações  acima da 

CMC, as moléculas do biossurfactante associam-se para formar micelas, bicamadas 

e  vesículas.  Porém,  abaixo  do  CMC,  o  surfactante  está  predominantemente  na 

forma monomérica (Figura 2) (Fenibo et al., 2019).

A intensidade da adsorção do biossurfactante à superfície depende da sua 

concentração. À medida que a concentração do biossurfactante aumenta, a área 

superficial  disponível  para  as  moléculas  diminui,  desencadeando  o  processo  de 
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organizá-las  para  formar  micelas.  Assim,  essas  estruturas  permitem  que  os 

biossurfactantes  reduzam  a  tensão  superficial  e  interfacial  e  aumentem  a 

solubilidade e a biodisponibilidade de compostos orgânicos hidrofóbicos. Portanto, 

biossurfactantes  eficazes  têm  um  baixo  valor  de  CMC,  o  que  significa  que  é 

necessário menos biossurfactante para diminuir a tensão superficial (Perfumo et al., 

2018).

Figura 2 – Tensão superficial em função da concentração do biossurfactante

Fonte: Silva et al (2022)

Os valores de CMC são importantes em praticamente todas as aplicações de 

biossurfactantes na indústria, desde o processamento de minerais até a formulação 

de  produtos  e  alimentos  para  cuidados  pessoais,  sistemas  de  liberação  de 

medicamentos e novas tecnologias de remediação de surfactantes (Perfumo et al., 

2018).

3.3 Leveduras produtoras de biossurfactante

Embora a maioria dos estudos se concentre em biossurfactantes de origem 

bacteriana,  especialmente  nos  gêneros  mais  comumente  reportados,  como 

Pseudomonas,  Acinetobacter,  Bacillus  e  Arthrobacter,  as  leveduras  estão 

gradualmente recebendo uma atenção crescente da comunidade científica mundial. 

Isso ocorre devido à natureza patogênica dos gêneros bacterianos mencionados, o 

que limita sua aplicação em setores como a indústria alimentícia. Em contraste, as 
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leveduras apresentam uma vantagem significativa, pois algumas espécies possuem 

o  status  de  GRAS  (Generally  Recognized  as  Safe),  indicando  que  esses 

microrganismos não são patogênicos nem tóxicos. Essa característica faz com que 

as  leveduras  sejam  adequadas  para  aplicação  em  produtos  medicamentosos  e 

alimentícios (Marcelino et al., 2020).

Os  estudos  sobre  a  produção  de  biossurfactantes  utilizando  leveduras, 

incluindo  aquelas  dos  gêneros  Candida,  Saccharomyces,  Rhodotorula,  

Pseudozyma, Yarrowia e Starmerella, estão em crescimento. Além desses, diversos 

outros  gêneros  têm  sido  investigados  e  documentados  na  literatura,  tais  como 

Pichia,  Ustilago,  Schizonella,  Kluyveromyces,  Wickerhamiella,  Kurtzmanomyces,  

Debaryomyces,  Cutaneotrichosporon,  Spathaspora,  Scheffersomyces  e  

Meyerozyma (Fenibo et al., 2019). Na Tabela 2 são apresentados alguns exemplos 

das principais leveduras que têm a capacidade de produzir biossurfactantes.

Tabela 2 – Principais leveduras produtoras de biossurfactante.

Biossurfactant
e

Microrganismos Produtores Referências

Glicolipídios

Starmerella batistae

Saccharomyces cerevisiae

Starmerella bombicola

Starmerella bombicola ATCC 

22214

Candida antártica

Ustilago maydi

Trichosporon ashii

Pichia anômala

Kim et al. (2021)

Ribeiro et al. (2020)

Konishi et al. (2016)

Elshafie et al. (2015)

Accorsini et al. (2012)

Alejandro et al. (2011)

Chandran and Das (2010)

Thaniyavarn et al. (2008)

Lipopeptídios e 

Lipoproteínas

Yarrowia lipolytica 

Saccharomyces cerevisae 2031

Amaral et al. (2006)

Alcantara et al. (2010)
Fosfolipídios Candida sp. SY16 Kim et al. (2006)

Polimérico
Candida lipolytica

Saccharomyces cerevisiae

Sarubbo et al. (2007)

Saha and Rao (2017)
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Candida tropicalis Saha and Rao (2017)
Fonte: Santos, (2022)

3.4 Resíduos industriais aplicados à produção de biossurfactantes

O  setor  agrícola  é  o  maior  produtor  de  biomassa,  portanto,  os  resíduos 

gerados após o processamento industrial desse setor englobam subprodutos como 

bagaços, talos, folhas, cascas e sementes (Sivakumar et al., 2022). Os resíduos da 

indústria alimentar representam aproximadamente 44%  dos  resíduos  globais.  Isto 

pode ser visto facilmente no processamento de frutas, onde 20-50% do peso da fruta 

processada é residual, como casca, polpa, s mentes etc. (Manhogo et al., 2022).

Portanto,  a utilização de resíduos da indústria na composição do meio de 

cultura  como  substrato  alternativo  no  processo  fermentativo  é  plenamente 

justificada,  uma  vez  que  sua  composição  é  rica  em  celulose  e  hemicelulose, 

formadas  principalmente  a  partir  de  açúcares  e  sais  minerais  essenciais  para 

produção de biossurfactantes.  Além disso,  o valor acrescentado da produção de 

novos produtos provenientes da reciclagem de resíduos representa um exagero das 

possibilidades  econômicas,  uma  vez  que  os  compostos  bioativos  contidos  em 

diversos  resíduos  como  vitaminas,  minerais,  polifenóis  e  probióticos,  podem ser 

usados para sintetizar vários bioprodutos (Liu et al., 2023).

Os biossurfactantes têm várias vantagens sobre os surfactantes sintéticos e 

podem ser usados em uma variedade de processos industriais. No entanto, do ponto 

de vista  econômico,  os  biossurfactantes  ainda não conseguem competir  com os 

surfactantes  químicos  principalmente  devido  aos  seus  altos  custos.  No  entanto, 

devido  ao  aumento  dos  problemas  ambientais,  é  necessário  desenvolver 

biossurfactantes como uma alternativa aos produtos existentes (Santos, 2022).  

A capacidade de produzir biossurfactantes a partir de substratos renováveis e 

diferentes  espécies  microbianas,  bem  como  a  capacidade  de  variar  vários 

parâmetros de cultivo, como tempo de cultivo, velocidade de mistura, pH médio e 

nutrientes  adicionados,  permite  a  criação  de  compostos  com  propriedades 

estruturais  e  físicas  distintas,  tornando-os comparáveis  ou  mais  eficazes que os 
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tensoativos sintéticos, embora os  custos de produção do  ainda não permitam uma 

melhor competitividade com sínteses semelhantes (Campos et al., 2013).

O  problema  econômico  da  produção  de  biossurfactantes  pode  ser 

significativamente  reduzido  usando  fontes  alternativas  de  alimentos  prontamente 

disponíveis e baratas, como resíduos agroindustriais. O principal problema no uso 

de  resíduos  em  processos  biotecnológicos  é  a  seleção  de  um  substrato  que 

contenha  a  proporção  correta  de  nutrientes  que  suportem  tanto  o  crescimento 

celular quanto a produção do composto de interesse (Durán et al., 2020). 

Como  o  Brasil  é  um  país  essencialmente  agrícola,  a  quantidade  e  fácil 

disponibilidade  de  subprodutos  da  agroindústria  é  bastante  significativa.  A 

quantidade e concentração de biossurfactantes no ambiente é o que determina a 

viabilidade de produção em larga escala. Em geral, a baixa concentração e estrutura 

do biossurfactante limita a extração (Sarubbo et al., 2015). Nesse sentido, é muito 

importante desenvolver estratégias que viabilizem a produção e posterior utilização 

de biossurfactantes em escala industrial. Para o efeito, foram utilizados substratos 

baratos, seleção de microrganismos altamente produtivos e melhoria dos processos 

de produção e limpeza (Almeida, 2018).

Uma possível solução seria a utilização de subprodutos industriais, por ex. 

lodo  residual  da  indústria  de  óleos  vegetais.  O  glicerol,  subproduto  de  muitos 

processos  industriais  como  a  produção  de  biodiesel,  é  produzido  em  grandes 

quantidades e pode ser utilizado como fonte de carbono, reduzindo os custos de 

produção.  Além  disso,  a  manipulação  da  composição  do  meio  também  pode 

aumentar a produtividade, o que otimiza as condições de cultivo (Silva et al., 2020).

A seleção do substrato depende da escolha de um resíduo com um equilíbrio 

específico de nutrientes para crescimento e produção. Resíduos industriais ricos em 

carboidratos  e  lipídios  são  elementos  importantes  para  uso  como substratos  na 

produção de biossurfactantes (Jimoh e Lin, 2019). 

 Nesse contexto, a produção de biossurfactante por microrganismos a partir 

de resíduos industriais é uma alternativa para a produção de biopolímeros ativos 

emulsificantes,  o  que  permite  futura  aplicação  no  gerenciamento  da  poluição 

causada por óleo e seus derivados em ecossistemas terrestres e corpos d'água. 

Assim,  as concentrações ideais de substratos  para minimizar  os altos custos de 

produção  são  determinadas  por  planejamento  fatorial.  Sabe-se  também  que 
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atualmente muitos estudos têm sido realizados sobre a seleção de microrganismos 

que  produzem  biossurfactantes  para  as  indústrias  alimentícias  e  petroquímicas 

(Patowary, 2017).  

Mais e mais trabalhos sobre o uso de resíduos industriais para a produção de 

biossurfactantes podem ser encontrados na literatura. Do ponto de vista industrial, a 

produção  em  larga  escala  é  extremamente  importante,  pois  permite  que  a 

biomolécula seja produzida em larga escala, além de ser ecologicamente correto, 

como mencionado anteriormente, evitando a exposição a grandes quantidades de 

resíduos (PS da Silva Marinho et al.,  2022). A Tabela 3 mostra estudos sobre a 

utilização de resíduos industriais na produção de biossurfactantes.

Tabela 3. Resíduos industriais utilizados para produção de biossurfactante

Resíduos industriais Referência
Glicerol Bruto Rulli et al. (2019)

Óleo de soja residual e milhocina Santos et al. (2019)
Hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana Marcelino et al. (2019)
Cascas de batata e bagaço de cana-de-açúcar Das; Kumar (2018)

Resíduo de óleo vegetal e milhocina Silva et al. (2018)
Óleo de girassol residual Kumar et al. (2017)

Milhocina

Óleo de canola residual e

Milhocina

Santos et al. (2017)

Silva et al. (2017)

Águas residuais de fábrica de óleo, milhocina 

e melaço de cana-de-açúcar

Gudiña et al. (2016)

Suco de maçã de caju clarificado Oliveira et al. (2013)

Fonte: Marinho et al., 2022

3.5 Fatores que afetam a produção dos biossurfactantes

A produção  de  biossurfactantes  é  influenciada  por  vários  fatores  além do 

ambiente  e  do crescimento  de microrganismos.  Entre  eles:  origem de fontes  de 

carbono, nitrogênio, relação nitrogênio-carbono,  restrições alimentares. Ambos os 
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parâmetros físicos: pH, salinidade, circulação de ar e cátions influenciam a produção 

de e o tipo de polímero sintetizado pelo microrganismo (Roy, 2018).

A  produção  de  biossurfactantes  pode  ser  espontânea  ou  induzida  pela 

presença  de  compostos  lipofílicos  por  meio  de  mudanças  no  pH,  temperatura, 

aeração  e  taxas  de  agitação,  ou  quando  o  crescimento  celular  é  mantido  sob 

condições de estresse com baixas concentrações de fonte de nitrogênio  (Desai;  

Banat, 1997).

3.5.1 Fonte de carbono

A  fonte  de  carbono  desempenha  um  papel  crucial  no  crescimento  e  na 

produção de biossurfactantes por micro-organismos, e sua importância varia de uma 

espécie para outra. Em seguida, o nitrogênio surge como o segundo suplemento 

mais  significativo  para  a  produção desses compostos  por  micro-organismos.  Em 

processos  fermentativos,  a  relação  entre  carbono  e  nitrogênio  desempenha  um 

papel crucial  na acumulação de metabolitos.  Valores elevados dessa relação (ou 

seja, níveis baixos de nitrogênio) restringem o crescimento microbiano, direcionando 

o metabolismo das células para a produção de metabolitos. Em contrapartida, um 

excesso de nitrogênio leva à síntese de material celular e limita a acumulação de 

produtos desejados (Santos et al, 2016).

A  fonte  de  carbono  desempenha  um  papel  importante  não  apenas  no 

crescimento microbiano, mas também na produção de biossurfactantes por diversos 

microrganismos. Quando apenas glicose ou óleo vegetal foi usado separadamente 

para  a  produção de biossurfactante  de  T.  bombicola,  foram obtidos rendimentos 

muito  baixos,  mas quando ambas as  fontes  de carbono foram usadas juntas,  o 

rendimento  aumentou  para  70  g/L  (Cooper;  Paddock,  1984).  Os  rendimentos 

máximos de soforolipídios de T. bombicola foram obtidos quando foram utilizados 80 

e 40 g/L de glicose e óleo de soja (KIM et al., 1997); com rendimento ainda maior a 

Candida bombicola obteve 120 g/l  de soforolipídios quando açúcar  e  óleo foram 

usados juntos (Casas et al., 1997). 

Quando  se  utilizou  óleo  de  canola  para  produção  de  biossurfactante  por 

Candida  lipolytica  e  glicose  como  fontes  de  carbono,  foram  obtidos  8  g/l  de 



27

Nascimento, P.P. Produção de biossurfactante por Candida bombicola e aplicação em 
solos...

soforolipídeos (Sarubbo et al., 2007). Embora a maior produção de bioemulsificação 

tenha sido  observada por  Candida lipolytica em meio  contendo 1,5% de glicose 

(Sarubbo et al., 2001), Candida Antarctica e Candida apicola forneceram 13,4 e 7,3 

g/l  de  soforolipídeos,  respectivamente,  suplementado  de  resíduo  da  indústria  de 

sabão com concentração de 5% (Bednarski  et al., 2004).  Pseudozyma (Candida 

Antarctica) foram capazes de converter manosileritritol (MEL) em lipídios de C12 a 

C18 n-alcanos. O rendimento de MEL foi de 140 g/l após semanas (Kitamoto et al., 

2001). 

3.5.2 Fonte de nitrogênio

É o segundo suplemento mais importante na produção de biossurfactantes de 

microrganismos.  Em  muitos  processos  de  fermentação,  a  relação  C/N  é  um 

parâmetro muito sensível que afeta a quantidade de metabólitos produzidos. Uma 

alta relação C/N, ou baixo nível de nitrogênio, limita o crescimento de bactérias e 

direciona o metabolismo celular para a produção de produtos metabólicos. Por outro 

lado,  uma fonte excessiva de nitrogênio direciona o substrato para a síntese de 

material celular, o que limita proporcionalmente o acúmulo de produtos (Robert  et 

al., 1989). Várias fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio têm sido utilizadas na 

produção de biossurfactantes. Santa Ana e outros. (2002) investigaram o efeito da 

fonte de nitrogênio na produção de biossurfactante por  Pseudomonas aeruginosa 

PA1 cultivada em meio mineral contendo 3% de glicerol. Neste trabalho, o NaNO3 

foi mais efetivo que o (NH4)2SO4 e verificou-se que a restrição alimentar direcionou 

o metabolismo para a formação de biossurfactantes.

Pseudomonas aeruginosa utiliza amônia, nitratos e aminoácidos como fontes 

de nitrogênio. A glutamato desidrogenase (EC 1.4.1.4) pode assimilar amônia para 

formar glutamato ou glutamato com glutamina sintetase (EC 6.3.1.2) em glutamina. 

A glutamina e  o  alfa-cetoglutarato  são então convertidos  em glutamatos  pela  L-

glutamina-2-oxiglutarato aminotransferase (EC 1.4.1.13). Os nitratos, por outro lado, 

devem ser reduzidos a nitritos e depois a amônia. Como resultado, a assimilação de 

nitrato é mais lenta em comparação com a amônia, simulando um estado limitante 

de  nitrogênio  favorável  para  a  formação  de  raminolipídeos.  Por  outro  lado,  a 
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formação de lipídios é uma etapa crítica durante a síntese de raminolipídeos e a 

limitação de nitrogênio pode promover o acúmulo de lipídeos. Assim, a assimilação 

do nitrato como fonte de nitrogênio em relação à amônia (Deshpande; Daniels, 1995; 

Casas et al., 1997), embora Candida sp. SY16, C. lipolytica e C. glabrata UCP 1002 

foi identificada com nitrato de amônio e extrato de levedura (Kim et al., 1999; Rufino 

et al., 2007; 2008; Sarubbo et al., 2006; 2007).

3.5.3 Condições de crescimento

Condições de crescimento como pH, temperatura, mistura e disponibilidade 

de oxigênio também afetam a produção de biossurfactantes devido ao seu efeito no 

crescimento ou atividade celular (Desai; Banat, 1997). 

Espécies  de  Candida produzem biossurfactantes  máximos em uma ampla 

faixa  de  pH,  como  observado  para  Candida  glabrata UCP  1002,  que  produziu 

biossurfactante  máximo  em  pH  5,7,  Candida  sp. SY16.  Em  pH  7,8,  Candida 

lipolytica pH 5,0 e  Candida batistae pH 6,0 (Cirigliano; Carman, 1984; KIM et al., 

1999; Sarubbo et al.,  2006; Konishi et al.,  2008), enquanto  Aspergillus ustus e a 

Pichia anamola deu o maior rendimento de biossurfactante em pH 7,0 e 5,5 (Kiran et 

al., 2009). 

Os microrganismos também dependem da temperatura. A temperatura mais 

favorável para a produção de biossurfactantes de vários fungos é em torno de 30 °C, 

como  é  o  caso  de  várias  espécies  de  Candida,  como  Candida  sp.  SY16,  C. 

bombicola e T. batistae (Cooper; Paddock, 1998; Deshpande; Daniels, 1995; Kim et 

al., 1999; Konishi et al., 2008).

O  tempo  de  incubação  também  afeta  significativamente  a  produção  de 

biossurfactantes.  Diferentes  microrganismos  podem produzir  biossurfactantes  em 

diferentes intervalos. A produção máxima de biossurfactante de  Aspergillus ustus 

MSF3 foi  observada após 5 dias  de incubação,  enquanto  para  C. bombicola os 

melhores tempos de incubação foram observados após 7, 8 e 11 dias (Casas et al.,  

1997; Cavalero et al., 2003; Felse et al., 2007). Por outro lado, a maior produção de 

biossurfactante foi observada para C. bombicola utilizando gordura animal após 68 

horas de incubação (Deshpande; Daniels, 1995). O aumento da agitação promoveu 

o acúmulo do biossurfactante P. aeruginosa UCP 0992 cultivado em glicerol (Silva et 
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al., 2010). A agitação entre 50 e 200 rpm foi estudada por Oliveira et al., (2009) para 

P. alcaligenes cultivado em óleo de palma. os autores constataram que o aumento 

da velocidade de rotação promoveu uma diminuição da tensão superficial do líquido 

metabólico livre de células para 27,6 mN/m.  Cunha et al., (2004) descobriram que a 

agitação  teve  um efeito  negativo  sobre  Serratia  sp. SVGG16 crescido  em meio 

contendo hidrocarbonetos.

3.6 Aplicações ambientais do biossurfactante
Vários microrganismos como bactérias, fungos e leveduras são capazes de 

produzir biossurfactantes de fontes renováveis a partir de resíduos agroindustriais. 

Devido  a  muitas  propriedades  e  diferenças  estruturais.  Os  biossurfactantes  têm 

muitas aplicações nas indústrias de petróleo, alimentos, farmacêutica e cosmética e 

desempenham  um  papel  importante  na  proteção  ambiental,  controle  de 

derramamento  de  óleo,  biodegradação  e  remediação  de  solo  contaminado  por 

metais pesados (Gaur et al., 2019).

O interesse  em biossurfactantes  aumentou  significativamente,  porque  eles 

podem remediar áreas poluídas por óleo, remover poluentes de metais pesados e 

limpar esgotos, porque suas propriedades emulsificantes podem contribuir para a 

degradação de hidrocarbonetos (Karlapudi et al., 2018). 

As  propriedades  de  detergência,  umectação,  emulsificação,  dispersão  de 

fases,  solubilidade,  formação  de  espuma,  de  emulsificação  e  lubrificação  são 

importantes na aplicação biossurfactantes nas áreas mencionadas (Santos, Silva, 

Costa, 2016).

Cada  vez  mais  tem  aumentado  a  demanda  por  biossurfactantes. 

Aproximadamente são produzidos 13 milhões de toneladas/ano de biossurfactantes 

indicando sua importância e demanda na produção (Kaur, 2017).

3.6.1 Aplicação na biorremediação

A maior parte dos relatórios na literatura sobre esses compostos aborda sua 

aplicação  na  indústria  petrolífera.  Nesse  contexto,  sua  natureza  não  tóxica  e 

biodegradável tem contribuído para torná-los alternativas sustentáveis e amigáveis 

ao  meio  ambiente  (Perfumo,  2018).  A  biorremediação  envolve  a  decomposição 
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biológica  de  hidrocarbonetos  por  micro-organismos  que  utilizam esses  poluentes 

como fonte de carbono para obter energia, resultando na degradação até dióxido de 

carbono, água, sais minerais e gases (Hazen, 2019).

Quanto  maior  for  a  quantidade  de  micro-organismos  degradadores,  mais 

rápido e eficiente será o processo de biorremediação. Pesquisas indicam que fungos 

e  bactérias  são  os  principais  micro-organismos  eficazes  na  degradação  de 

poluentes,  apresentando  um  considerável  potencial  para  a  recuperação  de 

ambientes contaminados (DONATI,  2019).  Dessa forma, a eficácia de um micro-

organismo  degradador  frequentemente  depende  da  estrutura  molecular  do 

contaminante e da presença de enzimas específicas capazes de degradar o produto. 

Além disso,  a  ocorrência  desse mecanismo é mais provável  quando a  estrutura 

química do xenobiótico é semelhante à estrutura de moléculas naturais (Angelucci et 

al., 2019).

Contudo, ao abordar os desafios relacionados à biodegradação de compostos 

hidrofóbicos,  como os  hidrocarbonetos  do  petróleo,  é  possível  destacar  a  baixa 

solubilidade  e  alta  hidrofobicidade  dessas  substâncias.  Essas  características 

reduzem  a  disponibilidade  para  os  micro-organismos,  podendo  retardar  ou  até 

mesmo  interromper  o  processo  de  degradação.  Diante  dessa  situação,  uma 

alternativa viável tem sido a utilização de compostos surfactantes (Ribeaux, 2020).

Assim, surfactantes naturais ou biossurfactantes são produzidos por micro-

organismos  na  presença  de  compostos  hidrofóbicos,  aumentando  a  solubilidade 

desses  compostos  no  meio  (Sajna,  Gottumukkala,  2019).  Esses  compostos 

melhoram a interação entre água e óleo ao reduzir a tensão superficial acelera a 

degradação  de  diversos  hidrocarbonetos  por  micro-organismos  e  facilitam  a 

biorremediação  de  águas  e  solos  contaminados  (Joe  et  al., 2019).  Estudos 

conduzidos  com micro-organismos  que  produzem biossurfactantes  destacaram o 

potencial dessas substâncias na biorremediação de hidrocarbonetos de petróleo em 

solos e areia (Ribeaux, 2020).

3.6.2 Aplicação na limpeza de reservatório de óleos
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Algumas das aplicações industriais mais comuns de biossurfactantes estão 

relacionadas ao petróleo e mineração, bem como processos de limpeza industrial 

(Rocha e Silva et al., 2018).

Grandes volumes de petróleo bruto são enviados diariamente, entregues às 

refinarias  e  adicionados  aos  tanques  de  armazenamento.  Porém,  lavagens 

periódicas  são  necessárias  para  manter  esses  tanques  (Singh  et  al.,  2020).  No 

entanto, alguns resíduos e uma pequena porção de óleo pesado acumulam-se no 

fundo e nas laterais do tanque de combustível. armazenamento e por possuírem alto 

teor de viscosidade acabam se transformando em resíduo sólido e não podem ser 

removido por bombeamento convencional. Para remover esses resíduos, é realizada 

uma lavagem, o uso de solventes e a limpeza manual, torna-se uma tarefa perigosa, 

demorada e cara (Almeida et al., 2016).  

O  processo  de  limpeza  de  tanques  de  petróleo  através  do  uso  de 

biossurfactantes é realizado de forma a reduzir a viscosidade do óleo formando uma 

emulsão  óleo  em água,  permitindo  um melhor  bombeamento  de  resíduos.  Além 

disso, este processo também ajuda a restaurar o petróleo bruto após o rompimento 

da emulsão (Ren et al., 2020).

3.6.3 Aplicação na recuperação avançada de petróleo (MEOR)

A  recuperação  avançada  de  petróleo  (EOR)  utiliza  uma  variedade  de 

processos.  Na indústria do petróleo, utiliza-se como métodos térmicos, físicos e 

químicos. Os surfactantes químicos é usado de diversas maneiras na indústria do 

petróleo, especialmente em EOR. Mas este método tem um custo alto e ao mesmo 

tempo perigoso para o ambiente (Akbari et al., 2018).

No entanto, o desenvolvimento de novas tecnologias para converter produtos 

derivados  do  petróleo  em  energia  renovável;  biodegradável  e  sustentável  são 

desafios  sociais  atuais.  Os  biossurfactante  possui  diversas  vantagens  sobre  os 

surfactantes químicos: são biodegradáveis e possuem menor concentração micelar 

crítica  (CMC).   Eles  podem  ser  produzidos  a  partir  de  recursos  renováveis, 

mantendo o desempenho mesmo sob condições ambientais adversas e são menos 

tóxicos (Ren et al., 2020). 
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Estes compostos microbianos têm a capacidade de emulsionar o petróleo cru 

e  reduzir  sua  viscosidade,  tornando-o  seu  acesso  mais  fácil  para  aplicações 

avançadas  de  recuperação  de  petróleo,  como pode  ser  visto  na  (figura  3)  sem 

perder  suas  propriedades  físico-químicas  em  extremos  de  temperatura,  pH  e 

salinidade. A utilização de microrganismos para recuperação aprimorada de petróleo 

(EOR) é entendida como recuperação de óleo aprimorada microbiana (MEOR) (Das 

et al.  2018).

Figura 3 – Aplicação do biossurfactante na recuperação avançada de petróleo

Fonte: Santos et al. (2021)

3.7 O Desastre da Mancha de Óleo no Litoral Nordestino em 2019

O ano de 2019 marcou um dos maiores desastres ambientais na história do 

litoral nordestino brasileiro, com o vazamento de petróleo cru que se transformou em 
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uma  extensa  mancha  de  óleo.  O  Instituto  Brasileiro  do  Meio  Ambiente  e  dos 

Recursos Naturais  Renováveis  (IBAMA) desempenhou um papel  fundamental  na 

resposta a essa crise,  coletando dados cruciais  que permitem uma análise mais 

aprofundada  dos  eventos.  O  vazamento  teve  origem  ainda  não  completamente 

identificada, desafiando os esforços iniciais para conter e mitigar seus impactos. A 

análise das trajetórias das manchas de óleo revelou uma disseminação ao longo das 

extensas praias do nordeste, afetando ecossistemas marinhos e costeiros de nove 

estados (IBAMA, 2022).

Os dados do IBAMA também evidenciam os desafios enfrentados durante a 

resposta ao desastre. A dificuldade em identificar a fonte do vazamento e a falta de 

um sistema de monitoramento  eficiente  inicialmente  complicaram os esforços de 

contenção. Além disso, a extensão geográfica da mancha de óleo e a complexidade 

dos  ecossistemas  afetados  aumentaram  a  complexidade  da  resposta  (IBAMA, 

2022).

Os dados do IBAMA destacam os impactos devastadores do vazamento na 

vida  marinha.  Tartarugas,  aves  marinhas,  e  diversas  espécies  de  peixes  foram 

afetadas, resultando em um desequilíbrio ecológico significativo. Os dados também 

indicam a extensão dos danos aos habitats costeiros e à biodiversidade marinha 

(IBAMA, 2022).

A experiência de 2019, documentada pelo IBAMA, ressalta  a necessidade 

urgente  de melhorar  a  capacidade de prevenção,  resposta  e  monitoramento  em 

situações de desastres ambientais. A cooperação entre entidades governamentais, 

organizações não governamentais e a comunidade internacional é fundamental para 

proteger os ecossistemas marinhos vulneráveis (IBAMA, 2022).

Os  processos de  extração  em ambiente  marinho  do  petróleo  bruto  e  seu 

transporte através de navios petroleiros e dutos, podem envolver problemas graves 

de  contaminação  das  águas  oceânicas  causando  grandes  impactos  ambientais 

(Silva et al., 2022).

As  causas  de  derramamento  de  petróleo  nos  oceanos  envolvem diversas 

fontes, que vão desde defeitos nos navios-petroleiros até naufrágios, vazamentos 

nas  plataformas  de  petróleo  e  de  poços,  rompimentos  de  dutos  submarinos 

causados por corrosões ou trincas, lançamento no mar de água utilizada para lavar 

reservatórios que contenham petróleo (Silva et al., 2022).
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A remoção destes poluentes xenobióticos envolve o uso de dispersantes e 

absorventes,  contenção do óleo  através de barreiras flutuantes,  bombeamento a 

vácuo, jateamento com água a diferentes pressões até queima in situ deste material  

combustível sobrenadante (Zahed et al., 2022).

Os  biossurfactantes  podem  agir  como  dispersantes  para  a  remoção  de 

petroderivados do ambiente marinho, não poluindo o ambiente como os surfactantes 

sintéticos que constituem as fórmulas dos dispersantes (Eras-Muñoz et al., 2022).
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POTENCIAL DE APLICAÇÃO DO BIOSSURFACTANTE POR CANDIDA 
BOMBICOLA EM SOLOS CONTAMINADOS POR DERIVADO DE PETRÓLEO

Nascimento1, P.P.; Sarubbo2, L.A; Rufino2, R.D.
1 Mestranda do Programa de Pós-graduação em Desenvolvimento de Processos Ambientais-UNICAP
2Professor Escola ICAM-Tech. Universidade Católica de Pernambuco– UNICAP

Abstract

O potencial  de aplicação do biossurfactante produzido pela Candida bombicola em solos 
contaminados por derivados de petróleo é um campo de estudo promissor e relevante. Os 
biossurfactantes são compostos produzidos por microrganismos que possuem propriedades 
de redução de tensão superficial,  emulsificação e solubilização de compostos  lipofílicos, 
tornando-os agentes eficazes na remediação de solos contaminados. A Candida bombicola 
é uma levedura capaz de produzir biossurfactantes que demonstraram eficácia na remoção 
de contaminantes derivados de petróleo em diferentes condições ambientais. A utilização 
desses biossurfactantes em solos contaminados por derivados de petróleo pode representar 
uma abordagem sustentável e eficaz para a remediação desses ambientes, proporcionando 
benefícios  ambientais  e  econômicos  significativos.  Neste  contexto,  os  biossurfactantes 
emergem  como  uma  alternativa  promissora  aos  dispersantes  químicos,  apresentando 
diversas vantagens, tais como baixa toxicidade,  elevada biodegradabilidade e aceitação 
ecológica substancial. Diante disso, o presente estudo foi conduzido com o propósito de 
investigar a produção de biossurfactantes por Candida bombicola e posterior aplicação em 
amostras de solos contaminados com óleo de motor.  Testes de estabilidade da tensão 
superficial  e  da  capacidade  de  emulsificação  foram  realizados,  a  tensão  supercial  se  
mostrou estável  diante  das condições  expostas,  quanto  aos ensaios  de  emulsificação,  
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utilizando óleo de soja e óleo motor, o biossurfactante foi capaz de emulsionar até 95% 
com  óleo  motor  e  60%  com  óleo  de  soja.  Os  testes  de  remoção  do  óleo  de  motor 
queimado foram feitos em colunas de vidro (ensaio estático) e no shaker (ensaio cinético),  
utilizando  o  biossurfactante  na forma isolada  e  em diferentes  concentrações  (CMC,  ½ 
CMC e 2x CMC). Foram utilizados diferentes tipos de solos, e os percentuais de remoção  
foram para o ensaio estático de até 65,32% para o solo arenoso, 59,04% para o solo siltoso 
e 57,42% para o solo argiloso e para o ensaio cinético nas concentrações (CMC, ½ CMC e 
2x CMC) os resultados foram de até 98,60 para o solo arenoso, para o solo siltoso foi  
93,22  e  para  o  solo  argiloso  foi  92,55.  Foi  avaliado  posteriormente  o  perfil  de 
genotoxicidade do biossurfactante, utilizando raízes de cebola (Allium cepa), no qual não 
foi visualizado presença de necrose nas raízes e nem a presença de micronúcleos nas  
células  da  cebola,  confirmando  ser  um  biossurfactante  atóxico.  Contudo,  é  notório  o 
potencial  sustentável  do  biossurfactante  por  C.  bombicola,  que  se  estendem  desde  a 
produção até a aplicabilidade no processo de biorremediação.

Palavras-chave:  Candida bombicola. Petróleo. Genotoxicidade. Acidentes ambientais.

Introdução

A  crescente  preocupação  com  a  poluição  ambiental  e  a  necessidade  de 

tecnologias sustentáveis para enfrentar esse desafio tornam imperativa a busca por 

alternativas  inovadoras.  Em contrapartida,  o  aumento  do consumo na sociedade 

impõe uma ameaça à integridade de diversos ecossistemas.  Nesse contexto,  os 

biossurfactantes,  compostos  com  propriedades  tensoativas  produzidos  por 

microrganismos como leveduras, fungos e bactérias, emergem como protagonistas 

em  diversas  aplicações,  desde  a  indústria  alimentícia  e  cosmética  até  a 

biorremediação de áreas contaminadas por  derivados de petróleo e remoção de 

metais do solo (Sarubbo et al., 2022).

Apesar  de  compartilharem  semelhanças  com  emulsificantes  sintéticos,  os 

biossurfactantes  apresentam  vantagens  cruciais,  como  menores  concentrações 

micelares críticas, redução significativa da tensão superficial do meio, solubilização 

de compostos hidrofóbicos, atoxicidade e biodegradabilidade. Contudo, seu custo 

mais elevado, especialmente devido ao processo de produção, limita sua adoção no 

mercado global (Silva et al., 2022). 

Nesse contexto,  diversas alternativas  têm sido  investigadas  para  viabilizar 

economicamente  a  produção  de  biossurfactantes,  incluindo  o  uso  de  matérias-
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primas acessíveis,  como resíduos agroindustriais,  o  desenvolvimento de técnicas 

eficientes de extração e purificação,  e a identificação de microrganismos de alto 

rendimento. A utilização de subprodutos agrícolas não apenas reduziria os custos de 

produção desses compostos valiosos, mas também permitiria o reaproveitamento 

sustentável desses resíduos (Durán et al., 2020).

Este  estudo  teve  como  objetivo  principal  produzir  um  biossurfactante 

microbiano,  isoladamente  aplicado  na  remoção  de  óleo  de  motor  em  solos 

contaminados.  Posteriormente,  foram  conduzidos  testes  de  genotoxicidade 

utilizando raízes de cebola (Allium cepa). A proposta destaca a viabilidade de um 

biossurfactante sustentável e ecologicamente correto, capaz de realizar a remoção 

de contaminantes de maneira eficiente, sem comprometer as propriedades físico-

químicas e microbiológicas do solo.

Materiais e métodos

Microrganismo

A  levedura  avaliada  como  produtora  de  biossurfactante  foi  a  Candida 

bombicola URM  3718,  a  qual  foi  depositada  na  Coleção  de  Culturas  do 

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. As culturas 

foram mantidas em tubos de ensaio contendo Yeast Mold Agar (YMA), um meio 

composto por extrato de levedura (0,3%), extrato de malte (0,3%), D-glicose (1%), 

triptona (0,5%), e ágar (2%), sendo armazenadas sob refrigeração a 5 °C.

Produção de Biossurfactante
O processo de produção da bimolécula está em sigilo de patente, cadastrado 

sob o código: BR 10 2023 026658 4.

Determinação da tensão superficial e concentração micelar crítica (CMC)
A tensão  superficial  e  a  Concentração  Micelar  Crítica  (CMC)  do  biossurfactante 

foram determinadas em tensiômetro automático (KSV Sigma 700, Finland) através 

do método do anel de Du Noüy. A grandeza foi medida através da imersão do anel  
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de  platina  no  líquido  metabólico,  registrando-se  a  força  requerida  para  puxá-lo 

através da interface ar-líquido.

Determinação da estabilidade do biossurfactante 

Os efeitos de diferentes temperaturas (5, 70, 100 e 120°C), de diferentes 

concentrações de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0%), de diferentes valores de pH 

(2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0) e na atividade do biossurfactantes foram avaliados no 

líquido metabólico livre de células para determinação da tensão superficial e do 

índice de emulsificação utilizando óleo de motor e óleo de soja como substrato 

hidrofóbico (Cooper e Goldenberg, 1987).

A influência do tempo na estabilidade do biossurfactante mantido a 5, 70, 

100 e 120°C durante 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos também foi avaliada.

Isolamento do Biossurfactante
Ao  final  da  fermentação,  o  biossurfactante  foi  extraído  a  partir  do 

sobrenadante do meio fermentado após centrifugação 4700 rpm por 15 minutos a 

4ºC. Após a centrifugação foi adicionada uma solução de HCL 37% para ajustar o 

pH para 2,0, com o objetivo de atingir a hidrólise e precipitação do biossurfactante. 

As  amostras  foram  armazenadas  a  uma  temperatura  de  4ºC  durante  24h.  Os 

precipitados  obtidos  foram  suspensos  em  acetato  de  etila  (1:1),  em  funil  de 

separação com capacidade de 1000 mL. O processo de suspensão em acetado de 

etila foi repetido e posteriormente as amostras foram submetidas a evaporação em 

chapa  aquecedora  por  1h  a  100ºC,  tendo  sua  concentração  determinada  por 

gravimetria e expressa em g/L.

Caracterização do Biossurfactante 

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O extrato do biossurfactante recuperado do sobrenadante foi  caracterizado 

por  espectroscopia  de  infravermelho  com  transformada  de  Fourier  (FTIR).  O 

espectro FTIR 400 Perkin Elmer, com uma resolução de 4 cm-1, na região de 400 a 

4000 números de onda (cm-1)
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Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

O biossurfactante extraído foi redissolvido em clorofórmio deuterado (CDCL3) 

e os respectivos espectros de 1H RMN foram registrado em 25ºC utilizando um 

espectrômetro agilent 300 MZ que opera a 300,13 MHZ. Deslocamento químicos 

são dadas na escala de ppm em relação ao tetrametilsilano (TMS).

Solos
Amostras representativas de três tipos distintos de solo foram coletadas. As 

coletas foram realizadas conforme Rufino et al. (2013).

Caracterização físico-química dos solos

Para a caracterização física dos solos foram realizados os seguintes ensaios: 

Granulometria  (ABNT,  1984a),  Limites  de  Liquidez  (ABNT,1984b)  e  Plasticidade 

(ABNT,  1984c),  Peso  Específico  dos  Grãos  (ABNT,  1984d)  e  Ensaios  de 

Compactação  (ABNT,  1986),  obedecendo  às  recomendações  da  Associação 

Brasileira de Normas Técnicas. 

A caracterização química dos solos foi realizada no Laboratório de Química 

do  Centro  de  Ciências  e  Tecnologia  da  Universidade  Católica  de  Pernambuco 

conforme a metodologia do Manual de Métodos de Análise de Solos da Embrapa 

(1997).  Foram  determinados  os  valores  do  pH,  em  H2O  e  KCl  1M,  as  bases 

extratíveis  Sódio (Na+),  Potássio (K+),  Cálcio  (Ca2+)  e Magnésio (Mg2+),  a  Acidez 

extratível Alumínio (Al3+) e Hidrogênio (H+), a Condutividade elétrica no extrato de 

saturação (CE), e superfície específica

Preparação dos solos 
Os solos utilizados foram peneirados em peneira granulométrica de 0,25 mm 

de mesh, e com o objetivo de atingir uma umidade higroscópica de 9,5%, adicionou-

se água de maneira uniforme. Para realização dos ensaios em coluna as amostras 

de solos foram pesadas e. Realizou-se a saturação das amostras com água, para 

saturar as amostras de forma a garantir a retirada de todo o ar existente nos poros 

dos  solos.  Inicialmente,  percolou-se  um  volume  de  água  correspondente  a 

aproximadamente 2x o volume de vazios do solo, para estimular a saída do ar.
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Fluidos percolantes e contaminante 

O biosurfactante produzido foi usado nos testes de remoção. O biossurfactante 

foi  utilizado  na  forma  bruta  (líquido  metabólico  livre  de  células)  e  isolado,  em 

soluções  na  CMC  (0,03%),  ½  CMC  (0,015%)  e  em  concentração  duas  vezes 

superior à CMC (0,06%). O Tween 80 (mono oleato de sorbitana polioxietileno 20), 

um  surfactante  comercial  não  iônico  (CMC  de  0,0013%),  foi  utilizado  para  fins 

comparativos, na concentração de 0,03% e a água destilada, como controle.

O óleo lubrificante de motor foi obtido em um estabelecimento de manutenção 

automotiva localizado na cidade do Recife. 

Remoção do derivado de petróleo em solos pelo biossurfactante em ensaio 
estático

Colunas empacotadas de vidro (55 x 6 cm) foram inicialmente preenchidas 

com 200g de solo contaminado com 10% do contaminante hidrofóbico. Em seguida, 

à superfície foi  inundada por 200 ml das soluções do biossurfactante isolado em 

diferentes concentrações correspondente a metade da CMC (1/2 CMC), à CMC e no 

dobro da CMC (2xCMC). As percolações foram monitoradas ao longo de 24 horas. 

As amostras de solo foram retiradas para a estimativa de óleo de motor por análise 

de  gravimetria.  O  óleo  de  motor  residual  foi  extraído  num  Becker  previamente 

pesado com hexano em funil de decantação. A extração foi repetida duas vezes pra 

assegurar uma recuperação completa do óleo. Em seguida o hexano foi evaporado 

e óleo retirado da areia pesado (Rufino et al. 2013).

O percentual  de remoção foi  calculado usando a equação:  óleo de motor 

removido (%) = [(o inicial – o remanescente) / o inicial] x 100, onde o inicial é o óleo  

na areia contaminada e o remanescente é o óleo que permanece na areia (g) após a 

lavagem (Rufino et al. 2013).

Remoção do derivado de petróleo em solos pelo biossurfactante em ensaio 
cinético 

A  remoção  do  óleo  de  motor  queimado  no  solo  contaminado  foi  testada 

através da saturação de 50g de solo com 10% do óleo de motor queimado. O solo 

previamente contaminado em laboratório foi colocado em frascos de Erlenmeyer de 
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250 ml de capacidade, adicionado de 50 ml de água destiladas ao frasco controle e 

50 ml das soluções do biossurfactante nas concentrações (CMC, ½ CMC e 2xCMC). 

Os frascos foram agitados a 150 rpm, 28ºC, durante 24 horas. Após esse período 

todo o conteúdo foi centrifugado a 4700 rpm durante 20 minutos. O óleo residual foi 

determinado por gravimetria (Luna, et al., 2011). 

Teste de genotoxicidade com cebola (Allium cepa)
A genotoxicidade do biossurfactante isolado foi avaliada utilizando-se cebola 

(Allium cepa) como indicador. Nos testes, os bulbos das cebolas são colocados em 

frascos contendo água destilada (controle) por um período de 72 horas, para que 

suas  raízes  sejam  emitidas.  Em  seguida  são  colocadas  em  frascos  contendo 

biossurfactante nas concentrações CMC, ½ CMC e 2xCMC, por igual tempo. Em 

seguida,  as  raízes  são  seccionadas  e  fixadas  em  solução  Carnoy,  por  24h. 

Posteriormente preparou e observou as células da ponta das raízes em lâminas de 

microscopia. Na preparação das lâminas, as raízes são coradas com solução de 

orceína-acética  (1%)  e  preparadas  em  uma  lâmina  de  microscopia  por 

esmagamento manual.  A observação é feita  em microscópio óptico (aumento de 

400x ou 1000x). (Parvan, 2020).

Resultados

O processo  de  obtenção  do  biossurfactante  a  partir  da  levedura  Candida 

bombicola URM 3718 está em processo de patente, cadastrado com o código: BR 

10 2023 026658 4. As características do biossurfactante obrido foram avaliadas, tais 

como  tensão  superficial  e  Concentração  Micelar  Crítica  (CMC).  Os  resultados 

obtidos demonstraram que o biossurfactante produzido exibiu excelente capacidade 

de redução da tensão superficial do meio de cultivo de 50 para 30 mN/m, com uma 

CMC de 0,03%. 

Avaliação da Estabilidade do Biossurfactante

A Figura  1  apresenta  os resultados obtidos  para os  índices  de emulsificação  do 

biossurfactante  bruto,  frente  a  diferentes  condições  de  pH  (2,4,6,8,10),  diferentes 

concentrações salinas (2%,4%,6%,8% e 10%), diferentes temperaturas (5º, 7ºC, 100ºC e 
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120ºC) e diferentes tempos na temperatura de 90ºC (10min, 20min, 30min, 40min, 50min, 

60min e 120min) onde pode-se observar que o óleo com maior percentual de emulsificação 

foi o óleo de motor, com percentuais de emulsificação com 24 horas (IE24) de até 95%. O 

presente resultado demonstra o potencial  de atuação do biossurfactante estudado como 

emulsificante. 

A tensão superficial mostrou-se estável, independentemente das concentrações de 

sal (2%,4%,6%,8% e 10%, da variação de pHs (2,4,6,8,10), de temperatura (5º, 7ºC, 100ºC 

e 120ºC) e de diferentes tempos na temperatura de 90ºC (10min,  20min,  30min, 40min, 

50min, 60min e 120min) com valores menores que 31 mN/m em todos os ensaios como 

mostra na Tabela 1.

Figura 1: Avaliação da capacidade emulsificante do biossurfactante por  C. bombicola, 

frente a diferentes condições de pH, temperatura, tempos na temperatura de 90ºC e em 

diferentes concentrações de salinidade.

Tabela1: Teste de estabilidade da tensão superficial,  frente a diferentes condições de 

pH,  temperatura,  tempos na temperatura  de 90ºC e  em diferentes  concentrações de 

salinidade, do biossurfactante bruto produzido pela Candida bombicola.
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Caracterização física dos solos

Os resultados dos ensaios de granulometria e de compactação realizados com 

energia do Proctor Normal para os três solos estão apresentados na tabela 2. O solo 

arenoso  foi  classificado  como  uma  areia  siltosa  mal  graduada  (SM-SP)  e  não 

apresentou limite de liquidez e de plasticidade. Os solos siltoso (ML) e argiloso (CL), 

apresentaram baixa compressibilidade. De acordo com os valores de LP e LL foram 

classificados como mediamente plásticos – IP entre 7 e 15 (Caputo, 1988). Segundo 

Oliveira et al. (2004) para solos do grupo CL são esperadas características de baixa 

permeabilidade e com características ruins de drenagem. 

Tabela 2 - Granulometria, consistência e classificação unificada dos solos

Parâmetros Solos

Gramulometria (%) Arenoso Siltoso Argiloso

Areia 88 43 50

Silte 3 18 2

Argila 9 39 48

% LP < 2m 8 23 47

Consistência 

Limite de liquidez (LL) (%) NL 38 40
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Índice de plasticidade (IP) 
(%)

NL 11 13

Iaa - 0,48 0,28

Compactação 

Umidade ótima (%) 8,70 14,70 19,00

µdmax
b

 (kN/m3) 18,20 18,40 17,00

Classificação Unificada SP-SM ML CL
aIa = IP/< 2m - Atividade, b µdmax : peso específico aparente seco máximo

Caracterização química dos solos

A caracterização química dos solos está apresentada na tabela 3. O pH de um 

solo não constitui um valor constante e característico como em soluções aquosas, já 

que solos são sistemas dinâmicos. Os solos naturais estudados apresentaram pH 

ácido, sendo o solo siltoso o de maior acidez. A capacidade de troca catiônica (CTC) 

é obtida,  segundo metodologia da Embrapa Solos (1997),  pela soma das bases 

Ca2+, Mg2+, K+ e Na+, que representa o valor S, mais o H+, mais o valor de Al3+ 

extraível. A Capacidade de Troca Catiônica também foi considerada baixa (valor T = 

CTC < 27cmolc/kg) nos três solos, indicando a predominância do mineral argílico 

caulinita. Os valores da Superfície Específica encontrados também confirmaram a 

presença caulinita. A saturação por base média expressa em porcentagem (valor V) 

foi superior a 50 % para o solo argiloso, indicando tratar-se de um solo Eutrófico, 

fértil para a agricultura. Já o solo arenoso e o siltoso apresentaram características 

distróficas. A condutividade elétrica é uma determinação utilizada na classificação de 

solos salinos em zonas semiáridas, áreas costeiras e nas interpretações de uso e 

manejo dos solos para determinação da quantidade de sais presentes. A condutividade 

elétrica do extrato de saturação foi alta para o solo argiloso. Já o valor da matéria orgânica 

obtida a partir do carbono orgânico foi baixo nos três solos. 

Tabela 3 - Caracterização química dos solos naturais
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Determinações Arenoso Siltoso Argiloso

pH em água 6,08 5,2 6,23

Carbono Orgânico (g/Kg) 1,07 0,00 1,11

Matéria Orgânica (g/Kg) 1,85 0,00 1,91

Hidrogênio extraível (H+) 
(cmolc/kg) 7,70 5,85 7,65

Alumínio Extraível (Al+++) 
(cmolc/kg) 0,40 0,35 0,10

Valor de S (soma de cátions) 
(cmolc/kg) 4,93 5,80 13,10

Valor de T (Cap. Troca 
Cátions) (cmolc/kg) 13,03 12,00 20,85

Valor de V (% Sat. de Base) 37,83 48,33 62,82

% Fe2O3 no Ext. sulfúrico 
(g/Kg) 0,50 4,63 5,75

% SiO2 na terra fina (g/Kg) 71,20 73,0 69,5

% Al2O3 no Ext. Sulfurico (g/Kg) 1,50 13,0 17,1

% água no extrato saturação 39,5 44,2 49,4

Cond. Elétrica no ext. sat. 
(S/cm a 25°C) 10 12 460

Superficie específica (m2/g) 18,4 14,7 14,7

Caracterização estrutural do biossurfactante
A Figura 2 mostra os espectros de FT-IR obtidos pelo biossurfactante isolado 

de C. bombicola. O pico de absorção em 3416cm-1 é característico de estiramento 

(O-H), podendo ser indício da presença de H2O. Os picos em 2930cm-1 e 2856cm-1 

são devido ao estiramento assimétrico entre C-H do grupo CH3, CH2 e estiramento 

simétrico  do  grupo  CH2.  O  pico  em  1562cm-1  indicam  a  presença  do  grupo 

carbonila  (C=O)  dos  ésteres  e  ácidos  carboxílicos.  O  pico  em  1409  revela  a 

presença do estiramento C=H. Diante das informações traduzidas pela FT-IR, pode-

se prever se tratar de uma estrutura, predominantemente, de ácidos graxos. 
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Figura  2. Espectro  FTIR  do  biossurfactante  isolado  produzido  por Candida  bombicola, 

utilizando meio mineral suplementado com 6,0% de resíduos da refinaria de óleos de soja e 

1,0% de ácido glutâmico.

O espectro  de  RMN de  1  H  obtido,  como mostra  na  Figura  3  revelou  a 

presença de hidrogênios ligados à cadeia carbônica do biossurfactante na região 

entre  0  -  1,5  ppm,  esse  sinal  é  responsável  pela  região  apolar  da  estrutura 

molecular. Os picos encontrados na região entre 2 – 3 ppm são provenientes dos 

hidrogênios  ligados  aos  carbonos  próximos  de  regiões  mais  eletronegativas.  Os 

picos presentes entre a região de 3 – 5 ppm, indica a presença da função álcool,  

responsável pela fração polar do biossurfactante. O sinal presente entre 5 – 6 ppm 

sugere a presença de hidrogênios ligado aos carbonos da dupla ligação. O sinal 

presente na região entre 7 – 8 ppm se deve ao hidrogênio presente clorofórmio 

utilizado como solvente para a realização dessa análise. 

Figura 3: Espectro do 1H NMR do biossurfactante isolado de Candida bombicola em meio 

mineral suplementado com 6% de resíduo da refinaria de óleo de soja e 1% de de ácido 

glutâmico.
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O espectro de RMN de 13 C, como mostra na Figura 4, apresentou na região 

entre 0 – 40 ppm os sinais responsáveis pelas ligações carbono-carbono da cadeia 

alifática. Os picos encontrados entre 50 – 75 ppm sãoresponsáveis por possíveis 

carbonos ligados aos oxigênios. Os sinais encontrados entre 120 –150 ppm são 

derivados das duplas ligações presentes na estrutura molecular. O pico encontrado 

próximo a região de 180 ppm, advém da função de ácido carboxílico, presente nas 

moléculas do biossurfactante obtido.

Figura 4: Espectro do 13C NMR do biossurfactante isolado de Candida bombicola em meio 

mineral  suplementado  com 6% de resíduo da refinaria  de óleo  soja  e  1% de de ácido 

glutâmico.
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Remoção de óleo motor em colunas de vidro por meio de ensaio estático

A  Tabela  4  apresenta  os  resultados  obtidos  a  partir  dos  experimentos  de 

descontaminação de óleo de motor  adsorvido  em solos contidos em colunas de 

vidro. O biossurfactante isolado, produzido pela cepa C. bombicola,  foi  capaz de 

remover o óleo de motor nas referidas colunas, utilizando o biossurfactante isolado 

em diferentes concentrações, CMC, 1/2CMC e 2xCMC.

Tabela 4 – Remoção do óleo de motor por biossurfactante produzido pela Candida 

bombicola adsorvido em diferentes tipos de solos em Erlenmeyer (ensaio estático)

Remoção de óleo motor por percolação de líquidos %
Solos Água 

destilada
Biossurfactante 

na CMC
Biossurfactante 

na 1/2 CMC
Biossurfactante 

em 2x CMC
Arenoso 9,2 ± 0,6 61,83 ± 1,0 62,44 ± 0,5 65,32 ± 0,5
Siltoso 8,6 ± 0,2 57,22 ± 0,4 54,50 ± 0,7 59,04 ± 0,5

Argiloso 6,0 ± 0,5 54,64 ± 0,6 52,15± 0,3 57,42 ± 1,0

Remoção do derivado de petróleo em solos pelo biossurfactante em ensaio 
cinético 

A Tabela 5 apresenta os resultados dos experimentos realizados em Erlenmeyer 

para a remoção de óleo de motor adsorvido a diferentes tipos de solos. Altas taxas 

de remoção de óleo foram alcançadas com as soluções contendo biossurfactante na 

CMC (0,03%) e duas vezes o CMC (0,06%) e na ½ CMC (0,015%). Tamanho de 

partículas do solo e concentração de biossurfactante não exerceu influência na taxa 

de remoção de óleo.
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Tabela 5 – Remoção do óleo de motor por biossurfactante produzido pela Candida 

bombicola adsorvido em diferentes tipos de solos em Erlenmeyer (ensaio cinético)

Remoção de óleo motor por percolação de líquidos %
Solos Água 

destilada
Biossurfactante 

na CMC
Biossurfactante 

na 1/2 CMC
Biossurfactante 

em 2x CMC
Arenoso 41,23 ± 0,7 85,62 ± 0,6 78,75 ± 0,2 95,60 ± 1,0
Siltoso 40,33 ± 1,0 82,46 ± 0,5 75,66 ± 0,6 93,22 ± 0,6

Argiloso 40,00 ± 0,4 81,69 ± 0,5 72,52± 0,5 92,55 ± 0,6

Avaliação da genotoxicidade do biossurfactante 

Os  resultados  obtidos  na  Figura  5(A)  onde  foi  utilizado  água  destilada 

(controle),  figura  5(B)  biossurfactante  isolado na CMC (0,03%),  na  figura  5(C)  o 

biossurfactante  isolado  na  ½  CMC  (0,015%)  e  na  figura  5(D)  foi  utilizado  o 

biossurfactante isolado em duas vezes a CMC (0,06%), mostram que nos bioensaios 

com cebolas (Allium cepa) pode se observar que o biossurfactante por C. bombicola 

apresentou  ausência  de  micronúcleos nas  células,  não  apresentando  efeito 

citotoxicidade para a linhagem celular avaliada, confirmando a sua 

biocompatibilidade para diversos seguimentos industriais.

Figura  3.  Avaliação  da  genotoxicidade  do  biossurfactante  por  Candida  bombicola,  

utilizando raízes da cebola (Allium cepa). (A) água destilada (controle); (B) o biossurfactante 

isolado  na  CMC  (0,03%); (C)  biossurfactante  isolado  na  ½  CMC  (0,015%); (D) 

biossurfactante isolado em 2x CMC (0,06%).

A) B) C) D)

Discussões
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Avaliação da capacidade emulsificante e de estabilidade do biossurfactante

Um  biossurfactante  precisa  manter  suas  características  tensioativas  sob 

quaisquer condições ambientais. Caso contrário, ele será descartado pela indústria. 

Assim, o estudo da estabilidade é necessário para a determinação da aplicabilidade 

de  um  biossurfactante  na  melhora  da  recuperação  microbiana  de  óleo  (Durval, 

2021). Alguns gêneros de leveduras destacam-se na produção de bioemulsificantes, 

como Candida, Yarrowia, Galactomyces, Trichosporon e Geotrichum (Monteiro et al., 

2010).  Um tipo de bioemulsificante é o yansan,  um complexo lipídio-carboidrato-

proteína  sintetizado  pela  levedura  Y.  lipolytica (IMUFRJ  50682)  na  presença  de 

glicose. Esse emulsificante foi capaz de formar emulsões de água em óleo, no meio 

com hidrocarbonetos alifáticos, aromáticos e com perfluorocarbonos, indicando seu 

uso potencial nos processos de biorremediação (Amaral; Belo; Coelho, 2010). Outro 

emulsificante  conhecido é  o  liposan,  um composto  extracelular  solúvel  em água 

sintetizado pela levedura  Candida lipolytica (Yarrowia lipolytica), sendo constituído 

de  83%  de  carboidratos  e  17%  de  proteínas  (Santos  et  al.,  2016).

Determinação das características surfactantes da biomolécula

Comparando  os  resultados  obtidos  com  a  literatura  as  Leveduras  são 

amplamente  utilizadas  como  produtoras  de  biossurfactantes,  sobretudo  as  do 

gênero Candida. Rufino et al. (2007) obteve redução da tensão superficial para 32 

mN/m utilizando C. lipolytica; já C. glabrata foi utilizada em pesquisa por Sarubbo et 

al. (2006) onde obteve-se tensão superficial de 31 mN/m.

Santos  et  al.  (2021)  obteveram  tensão  superficial  de  25  mN/m  com 

biossurfactante produzido por C. sphaerica em meio formulado com 9% de resíduo 

de refinaria de óleo vegetal e 9% de milhocina. Em estudos recentes, Lira et al.  

(2020) obteve uma redução da tensão superficial de biossurfactante produzido por 

C.  guilliermondii  de  28,6  mN/m em meio  formulado com 5% de melaço,  5% de 

milhocina e 5% de óleo de fritura residual.  
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A capacidade de reduzir  a tensão superficial  depende da concentração do 

composto tensoativo, isto é, da CMC, que é definida como a concentração mínima 

do surfactante requerida para reduzir ao máximo a tensão superficial da água, dando 

início  à  formação  de  micelas.  Surfactantes  eficientes  possuem valores  de  CMC 

muito reduzidos, o que significa que pouco surfactante é requerido para reduzir a 

tensão superficial (Sarubbo et al., 2022). 

O biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 foi capaz de reduzir a tensão 

superficial  da  água  de  71,01  ±  1,21  mN/m  para  29,1  ±1,06  mN/m  para  uma 

concentração de 900 mg/L (Figura 12). Já o biossurfactante produzido por Bacillus 

cereus cultivado em óleo de fritura apresentou uma CMC de 500 mg/L (Durval et al.,  

2019),  enquanto  outras  espécies  de  Bacillus foram  capazes  de  produzir 

biossurfactantes  com  valores  de  CMC  inferiores  comparadas  às  obtidas  neste 

trabalho (Mendoza et al., 2022; Verma et al., 2022). O lipopeptídeo produzido por 

Geobacillus thermodenitrifcans ME63,  por  sua vez,  apresentou uma CMC de 55 

mg/L, embora sua tensão superficial tenha sido de 39,5 mN/m (Li et al., 2023). A 

surfactina produzida por uma nova cepa de Bacillus subtilis (sp.) 50499 isolada de 

solo contaminado por óleo bruto, por sua vez, reduziu a tensão superficial da água 

para 28,6 mN/m para uma CMC de 20 mg/L (Du et al., 2023).

Caracterização estrutural do biossurfactante

Comparando-se  os  resultados  obtidos  com  os  espectros  relatados  na 

literatura,  (Ribeiro,  2018)  apresentaram  espectro  semelhante  ao  obtido  com  o 

produto  de  C.  bombicola,  utilizando-se  Candida  utilis  cultivada  em meio  mineral 

contendo 6% de óleo de canola residual de fritura e 6% de glicose e Saccharomyces 

cerevisiae cultivada  em seis  diferentes  meios,  tendo  melhores  resultados  sendo 

cultivada no meio composto por 1% de óleo de fritura de soja e 1% de milhocina. O 

biossurfactante  produzido  por  Candida  utilis é  um  tipo  de  ácido  carboxílico 

metabolizado  e  o  biossurfactante  produzido  por  Saccharomyces  cerevisiae é 

caracterizado como um glicolipídeo, apresentando em sua estrutura ligações éster 

entre ácido graxos e carboidratos, confirmadas na análise físico-química.

Os espectros  obtidos pelo  biossurfactante  por  Candida sphaerica (Santos, 

2019), apresentaram espectro semelhante ao obtido com o produto de C. bombicola. 
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Foi  caracterizado  com  natureza  glicolipídica,  devido  principalmente  à  grupo 

carboxílico  encontrados,  provavelmente  relacionados  à  ácidos  graxos 

metabolizados.

Resultados  semelhantes  aos  espectros  obtidos  pelo  biossurfactante  por 

Candida bombicola foram publicados por Santos et al. (2017), em que obteve uma 

biomolécula  surfactante  com  estrutura  de  ácido  carboxílico  a  partir  da  levedura 

Candida lipolytica.

Caracterização físico-química do solo
Com base nos resultados da análise química do solo, foram calculados, de 

acordo com o novo sistema de classificação de solos da Embrapa (1997), a Soma 

das Bases (S), a Capacidade de Troca Catiônica (CTC ou T), o Grau de Saturação 

por  Bases (V)  a  Saturação por  Alumínio  (m)  e a  Saturação por  Sódio  e  óxidos 

(Rufino et al., 2013).

Remoção  de  óleo  motor  em  solos  utilizando  colunas  de  vidro  no  ensaio 
estático

Os resultados obtidos demostraram eficiência do biossurfactante isolado  C. 

bombicola na remoção do óleo de motor. Comparando-se os resultados obtidos pelo 

biossurfactante por  C. bombicola  com a literatura (Batista  et al., 2010) verificou-se 

que o biossurfactante bruto por C. tropicalis cultivado em óleo de fritura removeu 78 

a 97% do petróleo e do óleo motor adsorvido em amostras de areia, enquanto o 

biossurfactante  produzido  a  partir  da  C.  guilhiermondii  cultivada  em  resíduo 

industriais, removeu cerca de 90% do óleo motor adsorvido em amostras de areia.

Estudos realizados por (Rufino et al.,2013) utilizando biossurfactante isolado 

de C. lipolytica, em colunas empacotas, demostraram a eficiência da concentração 

utilizada. Uma vez que as taxas de remoção apresentaram para água destilada 7%, 

tween 80 12%, biossurfactante na CMC 33% e em 3 vezes a CMC 37%.

Remoção de óleo motor em diferentes tipos de solos no ensaio cinético
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O biossurfactante  Rufisan de Candida lipolytica no  CMC removeu  98% do 

óleo dos béqueres nos ensaios cinéticos e a concentração do biossurfactante não 

exerceu influência na taxa de remoção de óleo (Rufino et al, 2013). Por outro lado, o 

biossurfactante  de Candida sphaerica a  0,1%  removeu  65%  do  óleo  de  motor 

adsorvido ao solo, enquanto a solução surfactante no CMC (0,08%) removeu 55% 

do  óleo  e  a  solução  a  0,05%  removeu  aproximadamente  30%,  mostrando  a 

influência da concentração do biossurfactante sobre as taxas de remoção (Luna et 

al, 2013).

A remoção de óleo nos solos está vinculada a dois mecanismos distintos: 

mobilização e solubilização. A mobilização se verifica em concentrações inferiores a 

CMC, englobando fenômenos como a redução da tensão superficial e interfacial. Já 

a solubilização se desencadeia acima do CMC, momento em que a solubilidade 

aparente do óleo apresenta um aumento significativo devido à sua agregação dentro 

das micelas dos surfactantes (Costa et al, 2010). 

Os  dados  observados  neste  trabalho  sugerem  que  a  solubilização  é  o 

principal mecanismo associado à remoção de óleo de motor com o biossurfactante 

por  Candida  bombicola,  pois  o  aumento  na  concentração  do  biossurfactante 

melhorou a remoção de óleo.

Genotoxicidade do biossurfactante

Diversos  métodos  de  avaliação  de  genotoxicidade  têm  a  capacidade  de 

identificar aberrações cromossômicas, troca de cromátides irmãs e micronúcleos. No 

entanto,  o  ensaio  cometa,  um teste  adicional  complementar,  é  empregado  para 

investigar danos no DNA de maneira mais específica. O bioensaio utilizando Allium 

cepa  utiliza  o  surgimento  de  anormalidades  cromossômicas  como  um  de  seus 

bioindicadores  para  analisar  os  efeitos  tóxicos,  citotóxicos,  genotóxicos  e 

mutagênicos de um composto químico nas raízes de cebolas. Destaca-se o uso de 

diferentes sistemas vegetais em ensaios para determinar possíveis danos causados 

por compostos químicos, sendo as espécies do gênero Allium as mais empregadas 

para  estudar  os mecanismos fundamentais  e  avaliar  os  efeitos de determinados 

agentes  químicos.  Embora  existam  diferenças  no  metabolismo  entre  plantas  e 

animais, a ativação pró-mutagênica em plantas é relevante, pois os seres humanos 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/yarrowia-lipolytica
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estão constantemente expostos a esses riscos ao consumir vegetais tratados com 

agentes  químicos.  No  gênero  Allium,  a  espécie  A.  cepa  é  considerada  como 

organismo  modelo  e  padrão  ouro  na  avaliação  de  efeitos  clastogênicos  e 

aneugênicos sobre o material genético (Parvan, 2020).

As  leveduras  conseguem  sintetizar  biossurfactantes  e  algumas  não 

apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, podendo utilizar seus metabólitos 

em formulações alimentícias. Elas possuem  grande potencial para utilização, visto 

que  industrialmente  são  extremamente  empregadas.  Além  disso,  uma  grande 

vantagem do uso de algumas leveduras consiste  no fato  de serem incluídas no 

status GRAS (em inglês,  Generally Regarded As Safe – geralmente reconhecido 

como  seguro),  pois  não  apresentam  riscos  de  toxicidade  e  patogenicidade, 

permitindo,  por  exemplo,  sua  utilização  na  indústria  de  alimentos.  Algumas 

leveduras  incluídas  neste  status  são:  Candida  lipolytica,  Candida  utilis e 

Saccharomyces cerevisiae (Souza et al., 2017).

Conclusão

O  biossurfactante  gerado  pela  Candida  bombicola,  empregando  resíduos 

provenientes  da  refinaria  de  óleos  de  soja  como  substrato,  demonstrou  notável 

eficácia  na  degradação  de  óleo  em  distintos  tipos  de  solos.  Essa  capacidade 

promissora  revela  seu  potencial  como  agente  viável  para  mitigar  a  poluição 

ambiental  associada  aos  compostos  oleosos  derivados  do  petróleo.  A  utilização 

desse  biossurfactante  pode  contribuir  significativamente  para  a  redução  dos 

impactos  ambientais  sobre  os  ecossistemas,  representando  uma  abordagem 

sustentável  e  eficaz  no  controle  da  contaminação  por  hidrocarbonetos,  além de 

fornecer uma alternativa promissora para a gestão ambiental. Portanto, este estudo 

ressalta  a  relevância  do  biossurfactante  produzido  por  Candida bombicola como 

uma solução potencial na busca por estratégias ecologicamente responsáveis para 

combater a poluição causada por hidrocarbonetos em ambientes terrestres.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A investigação realizada neste estudo permite tirar as seguintes conclusões:

 O resíduo da refinaria de óleos de soja pode ser utilizados como matéria-

prima na produção de produtos biotecnológicos de alto valor agregado. 

 A levedura C. bombicola demonstra potencial como produtora de um agente 

surfactante altamente eficaz tanto em termos de atividade tensoativa quanto 

emulsificante.

 O biossurfactante demonstrou estabilidade frente a condições  extremas de 

temperatura, pH na presença de NaCl

 O biossurfactante demonstrou capacidade emulsificante frente a condições 

extremas de temperatura, pH na presença de NaCl

 O  biossurfactante  por  Candida  bombicola brutos  e  isolados  removeram 

efetivamente  compostos  hidrofóbicos  no  solo  sob  condições  dinâmicas  e 

estáticas, mostrando potencial para aplicações industriais. 

 O biossurfactante não é tóxico para raízes da cebola (Allium cepa). 

 O  biossurfactante  é  bastante  promissor  para  remediação  de  áreas 

contaminadas por derivados de petróleo.
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