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RESUMO 

Os biossurfactantes são compostos anfipáticos produzidos por microrganismos 

com várias e importantes aplicações industriais e ambientais, cujos metabólitos 

vem sendo investigado, principalmente pelas vantagens de biodegradabilidade, 

produção a partir de fontes renováveis e funcionalidade sob condições extremas. 

Entretanto, seu uso depende do custo de produção e purificação, sendo 

comparados aos surfactantes sintéticos. Deste modo, neste trabalho foi estudada 

a utilização de meios constituídos por rejeitos industriais (manipueira, milhocina e 

soro de leite) como alternativa de baixo custo na produção de biossurfactantes 

pelas linhagens do Gênero Candida. Os estudos foram realizados, inicialmente 

com a linhagem de Candida lipolytica, mantida no banco de culturas do Núcleo de 

Pesquisa em Ciências Ambientas da UNICAP, visando estabelecer a formulação 

de um novo meio de produção de biossurfactante utilizando manipueira como 

substrato de acordo com planejamento fatorial de 23. Os resultados demonstraram 

a redução da tensão superficial da água de 72mN/m para 26,35mN/m pelo 

biossurfactante produzido por  Candida lipolytica, em meio formulado com 10% da 

manipueira,  0,2% do sulfato de amônio e 0,1% da uréia após 96 horas de cultivo. 

O biossurfactante produzido foi caracterizado como polimérico devido a alta 

composição em carboidratos, proteínas e lipídeos, além de apresentar alta 

estabilidade em ampla faixa de temperaturas, demonstrando eficiência em 

processos de biorremediação removendo 81,7% do óleo queimado de motor 

presente em solo. As investigações foram continuadas por uma linhagem 

selvagem de Candida glabrata, isolada de solo do semi-árido, PE, Brasil. A 

levedura isolada foi identificada pela morfologia, por testes bioquímicos e 

moleculares como C. glabrata, demonstrando potencial de produção do 

biossurfactante, utilizando um planejamento experimental do tipo DCCR 

(Delineamento Composto Central Rotacional), empregando os resíduos industriais 

milhocina e soro de leite, havendo significativa redução da tensão superficial da 

água de 72 para 28, 53mN/m. O biossurfactante isolado produzido por C. 

glabrata, foi caracterizado como polimérico devido à alta composição em lipídeos, 

proteínas e carboidratos demostrando ser estável em altas concentrações de 
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cloreto de sódio, além de remover 95% do óleo queimado de motor em solo 

arenoso. Devido o potencial de redução da tensão superficial por C. lipolytica e C. 

glabrata, o processo de produção destes biossurfactantes tornam-se 

economicamente viáveis devido a utilização de rejeitos industriais para obtenção 

destes biopolimeros, tornando o processo econômico com grande potencialidade 

de aplicação em processos ambientais.   

 

Palavras-chaves: Candida. Biossurfactante. Resíduos industriais. 
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ABSTRACT 

 

The biosurfactants are amphipathic compounds produced by microorganisms with 

several important environmental and industrial applications, whose metabolites 

has been investigated, mainly by the advantages of biodegradability, production 

from renewable resources and functionality under extreme conditions. However, 

its use depends on the cost of production and purification, and compared to 

synthetic surfactants. Thus, in this work the use of resources consisting of 

industrial waste (Manipueira, corn steep liquor and whey) as low-cost alternative in 

the production of biosurfactants by the strains of the genus Candida. The studies 

were carried out initially with the strain of Candida lipolytica, maintained in the 

cultures of the Center for Research in Environmental Science UNICAP, to 

establish the formulation of a new medium for biosurfactant production using 

cassava wastewater as substrate according to factorial design 23. The results 

showed a reduction in surface tension of water 72mN / m to 26.35 mN / m by the 

biosurfactant produced by Candida lipolytica in medium formulated with 10% of 

Manipueira, 0.2% of ammonium sulfate and 0.1% of urea after 96 hours of culture. 

The biosurfactant produced was characterized as polymer composition due to high 

in carbohydrates, proteins and lipids, and shows high stability in a wide range of 

temperatures, showing efficiency in bioremediation processes by removing 81.7% 

of burnt motor oil is present in soil. The investigations were continued by a wild 

strain of Candida glabrata, isolated from soil in semi-arid, PE, Brazil. The isolated 

yeast was identified by morphology, by biochemical and molecular as C. glabrata, 

demonstrating the potential of producing biosurfactant using an experimental 

design type DCCR (central composite rotational design), using industrial waste 

corn steep liquor and whey, with significant reduction in surface tension of water 

from 72 to 28.53mN / m The isolated biosurfactant produced by C. glabrata, was 

described as due to high polymeric composition of lipids, proteins and 

carbohydrates demonstrating stable in high concentrations of sodium chloride, and 

remove 95% of burned motor oil in sandy soil. Because of the potential reduction 

of surface tension by C. lipolytica and C. glabrata, the process of production of 

these biosurfactants become economically viable due to the use of industrial 
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waste to obtain these biopolymers, making the economic process with great 

potential for application in environmental processes.  

 

Keywords: Candida. Biosurfactant. Industrial waste. 
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CAPÍTULO 1 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

 Os microrganismos são ubíquos na natureza, podendo ser encontrados em 

regiões úmidas ou desérticas, em água doce ou salgada, desde solo superficial a 

qualquer profundidade, no ar, em ambientes domésticos ou industriais, em altas ou 

baixas temperaturas, em ambientes poluídos ou não, além de apresentarem uma 

imensa diversidade genética, desempenhando funções únicas e importantes no 

funcionamento dos ecossistemas (MARÇAL, 2005). 

O solo é considerado um ecossistema complexo e dinâmico, e suas atividades 

estão interligadas entre si e com as condições do ambiente prevalecentes a cada 

momento, verificando-se que a população microbiana se ajusta rapidamente às 

variações dessas condições ambientais. Neste contexto, os fungos apresentam 

extraordinária importância, uma vez que possuem imensa diversidade biológica no 

mundo estimada em 1,5 milhões de espécies, das quais menos de 5% foram 

identificados. Devendo-se levar em consideração que grande parte desta diversidade 

encontra-se predominantemente em países tropicais, dentre os quais, o Brasil é o 

maior reservatório (TURCO e BLUME ,1999).  

As leveduras são fungos unicelulares usualmente arredondados que se 

reproduzem por brotamento, originando blastoporos e dentre este grupo de 

organismos, as espécies do Gênero Candida têm sido bastante estudada e 

empregada na produção de biossurfactantes por não apresentarem risco de toxicidade 

(KIM, et. al., 2006; FONTES, et.al., 2008). 

Como em qualquer região semi-árida do mundo, o Nordeste brasileiro sempre 

estará sujeito às secas periódicas devido à irregularidade das chuvas e a má 

distribuição geográfica das mesmas. Além disso, outros fatores como a capacidade de 

reter a umidade no solo e altas taxas de evapotranspiração contribuem para agravar o 

problema (GALVÍNCIO e MOURA, 2005).  

Os biossurfactantes são compostos anfipáticos, de origem microbiana, 

excretados extracelularmente, que possuem em sua estrutura uma região hidrofóbica 

e outra hidrofílica capazes de reduzir a tensão superficial e interfacial, cuja utilização 

tem recebido grande interesse devido as características que os tornam vantajosos 

frente aos surfactantes químicos. Dentre estas estão a baixa toxicidade, 

biodegradabilidade e a síntese a partir de material renovável e de baixo custo 

(CERQUEIRA e COSTA, 2009). 
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O semi-árido brasileiro não é um mero segmento de um cinturão zonal de áreas 

semi-áridas tropicais ou subtropicais, tratando-se de um dos raros exemplos de 

domínios morfoclimáticos intertropicais secos. Em seus limites extremos, o semi-árido 

Nordestino faz transições para faixas de climas sub-úmidos, que o envolve pela maior 

parte de seus quadrantes. Admite-se assim, que a caatinga brasileira não é resultado 

da degradação antrópica, como em outras regiões do mundo, podendo-se atribuir ao 

homem, apenas o mau uso dos recursos naturais para ocupação e sobrevivência 

neste ambiente do Brasil. Esta Região abriga o município de Serra-Talhada, localizado 

no sertão Pernambucano, o qual possui 2.959 km2 e dista 418 km do Recife, capital 

do Estado. O clima é semi-árido com temperatura média anual de 25,9°C e 

precipitação média anual de 887,9 mm (SUASSUNA,1994). 

A biodiversidade da região semi-árida é extremamente complexa e acredita-se 

que em condições nutricionais e climáticas extremas, como as que ocorrem nesta 

região, os microrganismos encontrados apresentem características bioquímicas e 

fisiológicas de interesse biotecnológico, dentre estas, a produção de substancias 

bioativas. Neste sentido, o presente trabalho visou o conhecimento do potencial 

biotecnológico na produção de biossurfactantes por linhagem de Candida lipolytica, 

pertencente ao banco de culturas do Núcleo de Pesquisa em Ciências Ambientais da 

UNICAP, e C. glabrata, linhagem selvagem, isolada de solos do semi-árido do estado 

de Pernambuco (Brasil), utilizando meio de cultivo de produção economicamente 

viável composto por rejeitos industriais. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o potencial biotecnológico de Candida lipolytica e C. glabrata (isolada do 

semi-árido-PE) na produção, caracterização e aplicação de biossurfactantes, utilizando 

meio de baixo custo, tendo como base rejeitos industriais, através de um planejamento 

fatorial completo. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 Isolar e identificar leveduras do Gênero Candida em solos do semi-árido; 

 Realizar a caracterização morfológica e bioquímica da levedura isolada; 

 Realizar a cinética da produção dos biossurfactantes por Candida lipolytica e 

C. glabrata utilizando como substratos manipueira, soro de leite e milhocina, de 

acordo com um planejamento fatorial; 

 Selecionar as melhores condições e realizar a otimização da produção de 

biossurfactantes através de planejamento fatorial completo;  

 Avaliar a estabilidade dos biossurfactantes produzidos utilizando diferentes 

níveis de pH, salinidade e temperatura; 

 Realizar o isolamento e a caracterização química dos biossurfactantes; 

 Avaliar a eficiência dos biossurfactantes produzidos através da remoção do 

óleo de motor queimado adsorvido em solo; 

 Realizar a validação dos resultados obtidos. 
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.3.1 Semi-árido 

 O semi-árido brasileiro é um dos maiores e mais populosos do mundo. Estende-

se por 868 mil quilômetros, abrangendo o Norte dos Estados de Minas Gerais e 

Espírito Santo, os sertões da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio 

Grande do Norte, Ceará, Piauí e uma parte do Sudeste do Maranhão. Caracteriza-se 

por apresentar precipitações concentradas em curto período de tempo, de forma que à 

maior parte do ano os solos são expostos a forte insolação e ao elevado déficit hídrico. 

Por outro lado, a variação estacional do clima afeta o conteúdo de água do solo e 

como conseqüência a atividade biológica (GALVÍNCIO e MOURA, 2005; ARAÚJO et. 

al., 2008).  

 O Estado de Pernambuco tem a maior parte de seu território ocupado por uma 

vegetação xerófila, de fisionomia e florística variada, denominada “caatinga” que 

atualmente é considerado um bioma único de alta complexidade e caráter 

extremamente heterogêneo. O Sertão do estado é uma região semi-árida, com 

temperaturas elevadas e baixa pluviosidade onde as práticas de desmatamento, para 

implantação de culturas ou pecuária extensiva, têm acarretado alterações na 

microbiota edáfica, antes mesmo destas serem estudadas. (GALVÍNCIO e MOURA, 

2005). 

  O município de Serra-Talhada apresenta temperatura anual média entre 25,9°C 

para mínima e de 37°C para médias máximas com precipitação média anual de 887,9 

mm. O solo apresenta-se como argissolos, latossolos, luvissolos e neossolos 

(EMBRAPA, 1999).  

 A Caatinga encontra-se hoje em acentuado processo de desertificação 

ocasionado, principalmente, pelo desmatamento e uso inadequado dos recursos 

naturais o que ressalta a necessidade de estudos acerca da biodiversidade, 

destacando as comunidades microbianas e os processos por elas desencadeados, 

não apenas para se conhecer os indivíduos e respectivas funções, mas também os 

efeitos dos distúrbios ou estresses ambientais sobre tais comunidades (DRUMOND et 

al., 2000). 
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1.3.2 Isolamento e Identificação de leveduras 

 O primeiro sistema de identificação de leveduras foi descrito em 1896, 

descrevendo suas características morfológicas e fisiológicas, colaborando para 

identificação de várias espécies (MARÇAL, 2005). 

 As leveduras são tradicionalmente caracterizadas, classificadas e identificadas 

através de características morfológicas e fisiológicas. Para a identificação específica, 

estudos bioquímicos e de exigências nutricionais são mais relevantes que traços 

morfológicos e sexuais, os quais são importantes na determinação genética. 

Diferenças na fermentação e assimilação de compostos de carbono e assimilação de 

nitrogênio são critérios importantes na taxonomia e identificação de leveduras, pois 

estes microrganismos apresentam uma variação na habilidade de utilização desses 

compostos (CLAUDINO, 2007). 

 Os métodos utilizados tradicionalmente para identificação de leveduras ainda 

geram resultados duvidosos, uma vez que as características fisiológicas são 

influenciadas pelas condições da cultura (YAMAMOTO et al., 1991). 

 Métodos de identificação, com base em técnicas de biologia molecular, têm 

colaborado significativamente para a caracterização genética das espécies. O método 

de PCR (Polymerase Chain Reaction) descrita por Kary Mullis em meados da década 

de 80 tem sido apontado como sendo a ferramenta mais satisfatória para uma rápida 

identificação de leveduras permitindo avanços significativos na organização 

Figura 1- Localização de Serra - Talhada em Pernambuco, Brasil 
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taxonômica destes indivíduos, principalmente quando aliada ao seqüenciamento de 

nucleotídeos e a amplificação do DNA com primers randômicos (análise de RAPD) 

(GRANCHI, et al., 1999; MARÇAL, 2005 ).  

Os genes ribossomais de leveduras são organizados em “tandem”, repetindo-se 

centena de vezes, sendo que cada unidade de repetição inclui 3 genes: rDNA 18S, 

5,8S e 28S. Estes genes são separados por dois espaços internos transcritos: ITS1 e 

ITS2, que separam as regiões conservadas 18S, 26S e 5,8S. Estas regiões, ITS1 e 

ITS2 são menos conservadas, pois evoluem rapidamente, passando a serem usadas 

para discriminação de espécies (MARÇAL, 2005). 

 Granchi et al. (1999), fizeram um estudo comparativo utilizando métodos 

tradicionais e a metodologia molecular (PCR-RFLP) analisando a região ITS de rDNA 

com linhagens de leveduras.  Ambos os procedimentos apresentaram os mesmos 

resultados, porém, a análise de PCR - RFLP permitiu uma descrição mais precisa das 

populações, de leveduras, provando ser um método seguro e simples.   

 

1.3.3 Aspectos gerais: Candida sp 

        O Gênero Candida compreende um grupo de fungos leveduriformes que 

podem ser encontrados em diversos ecossistemas como rios e solos, e em casos 

especiais, em seres humanos e animais. As espécies deste Gênero compreendem 

organismos eucariotos, não fotossintéticos, constituídos por organelas citoplasmáticas, 

parede celular, e uma membrana plasmática rica em esteróis, principalmente o 

ergosterol (KUTZMAN e FELL, 2000; AKPAN e MORGAN, 2002; BARROS, 2005).  

  Geralmente, as espécies de Candida são dimórficos, podendo aparecer 

microscopicamente na forma de levedura apresentando células ovaladas ou 

alongadas, medindo em média 3 à 7 µm de largura por 3 à 14 µm de comprimento, na 

forma de micélio apresentam-se sob a forma de pseudohifas ou podem formar hifas 

verdadeiras. Apresentam como características colônias úmidas, cremosas, de aspecto 

liso ou rugoso e coloração branco-amarelada (KUTZMAN e FELL, 2000; 

RODRIGUES, 2006). 

 As espécies de Candida podem viver como sapróbias, comensais ou parasitas 

patogênicos aos humanos e animais. Entre elas podemos destacar C. albicans, C. 

catenulada, C. dattila, C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. 

kefyr, C. krusei, C. lusitanae, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C. stelatoidea, C. 

viswanathii, C. Tropicalis e C. zeylanoides. Um pequeno número delas é responsável 

pela maioria das infecções em humanos, pois em indivíduos imunologicamente 
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saudáveis, os mecanismos de defesa do hospedeiro são suficientes para prevenir 

infecções por Candida (LYNCH, 1994; ALEXOPOULOS et al., 1996; PEREIRA, 2002). 

  

1.3.3.1 Candida glabrata e Candida lipolytica 

 Candida glabrata é uma espécie de fungo leveduriforme haplóide. Dentre as 

espécies de Candida, esta levedura é a única que não apresenta em sua estrutura 

pseudo-filamentos. Apresenta como característica macroscópica, uma coloração 

opaca, de branco a creme, consistência cremosa e lisa possuindo em sua estrutura 

microscópica apenas os blastoconídeos (Figura 2). Esta levedura classifica-se como 

pertencente ao Phylum Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem 

Saccharomycetales, Família Saccharomycetaceae, Gênero Candida e Espécie 

glabrata (KUTZMAN e FELL, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                     Figura 2 - Candida glabrata 

 

Candida lipolytica é fungo leveduriforme que apresenta como característica 

macroscópica uma coloração opaca, de branca a creme, consistência cremosa e 

formato cerebriforme. Em sua morfologia microscópica observa-se pseudohifas e 

raros blastoconídeos de ramificações alongada (ALEXOPOULOS et al., 1996; 

HOSPENTHAL et.al., 2006). É uma levedura pertencente ao Phylum Ascomycota, 

Classe Ascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Família Saccharomycetaceae, 

Gênero e Espécie Candida lipolytica (KUTZMAN e FELL, 2000) 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Haplóide
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Figura 3 - Candida lipolytica 

 

Devido à grande versatilidade metabólica, as leveduras apresentam alto 

potencial em diversas aplicações biotecnológicas, com comprovada capacidade de 

produção de uma ampla variedade de substâncias bioativas, incluindo enzimas e 

outros metabólitos que desempenham importante papel ecológico. Dentre estes 

compostos estão os biossurfactantes (PAREILLEUX, 1979). 

 Uma linhagem de Candida apícola foi estudada por Hommel e Huse (1993). 

Estes autores descreveram a habilidade desta levedura na produção de 

biossurfactante do tipo glicolipídeo a partir de glicose, frutose e sacarose. 

 Estudos realizados por Ciriglino e Carman (1985) demostraram a habilidade da 

Candida lipolytica em produzir bioemulsificantes em meio composto por n-

hexadecano. 

 De acordo com Osamu (2002), várias espécies de leveduras do Gênero 

Candida têm sido utilizadas como produtoras de agentes surfactantes. 

 

 

1.3.4 Surfactantes  

São moléculas que possuem ação superficial devido às suas características 

anfifílicas, ou seja, presença de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos numa mesma 

molécula (Figura 3), apresentando a capacidade de atuar na interface de compostos 

de diferentes naturezas (CERQUEIRA e COSTA, 2009). 
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Os surfactantes possuem diversos tipos de aplicações como: emulsificação, 

detergência, solubilização e umidificação. O mercado mundial dos surfactantes 

corresponde a aproximadamente US$ 9,4 bilhões por ano, e estima-se que a demanda 

por surfactantes aumente a uma taxa de 35% ao ano (CERQUEIRA e COSTA, 2009). 

  Quase todos os surfactantes atualmente utilizados são quimicamente derivados 

do petróleo. Entretanto, o interesse por surfactantes biológicos tem aumentado nos 

últimos anos, devido às suas inúmeras características: possibilidade de produção 

através de fermentações, potenciais aplicações em áreas como a proteção ambiental, 

recuperação de resíduos de óleos, cuidados à saúde, indústrias de processamento de 

alimentos (CASTIGLIONE e CARMAN, 2009). 

  Novas legislações de proteção ao meio ambiente, bem como a preocupação 

ambiental entre os consumidores, têm levado à procura por surfactantes naturais 

como alternativa em substituição aos sintéticos existentes (NITSCHKE e PASTORE, 

2002). Nesse contexto, destacam-se os metabólitos produzidos por microrganismos, 

os chamados biossurfactantes (HABA et al., 2000). 

 

1.3.4.1 Biossurfactantes 

 Vários seres vivos produzem biossurfactantes, tais como os animais, as plantas 

e os microrganismos. A produção microbiológica de biossurfactantes é considerada 

mais promissora devido ao curto tempo de geração quando comparados ao 

crescimento de plantas e animais. O tipo de biossurfactante é muito especifico 

Figura 4 - Monômero surfactante 
Fonte: http:// www.virtuallaboratory.ne 
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podendo variar de espécie para espécie (Tabela 1) (LANG, 2002; MUTHUSAMY et.al., 

2008). 

 

Tabela 1. Tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos 

MICROORGANISMOS CLASSE DE BIOSSURFACTANTES 

Candida lipolytica 

Candida petrophilium 

Candida tropicalis 

Candida glabrata 

Trolulopisis petrophilium 

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 

Acinetobacter sp. H01-N 

Arthobacter 

Arthobacter paraffineus 

Bacillus licheniformes 

Corynebacterium hydrocarboclastus 

Corynebacterium lepus 

Corynebacterium salvonicum SFC 

Nocardia erythropolis 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas fluorescens 

Rhodococcus erythropolis 

Thiobacillus tiooxidans 

Aspergillus sp. 

Streptomyces tendae 

Flavobacterium sp. 

Liposan 

Peptídolipídeo 

Complexo ácido graxo-polissacarídeo 

Soforolipídeo 

Glicolipídeo e/ou proteína 

Lipoheteropolissacarídeo (emulsan) 

Ácidos graxos, mono e diglicerídeos 

Glicolipídeo 

Glicolipídeos sacarose e frutose 

Lipoproteína (lichenysin) 

Complexo proteína-polissacarídeo 

Ácidos corinomicólicos 

Lipídeo neutro 

Lipídeos neutros 

Ramnolipídeo 

Lipopeptideos 

Trealose dimicolatos 

Fosfolipídeo 

Fosfolipídeo 

Streptofactina 

Flavolipídeos 

 

 

Os biossurfactantes foram descobertos na década de 60, como compostos 

extracelulares anfipáticos. Todos biossurfactantes apresentam uma porção hidrofílica 

e outra hidrofóbica. Devido a essa natureza anfipática, os surfactantes se acumulam 

na interface ar-água e óleo-água e superfície (MUTHUSAMY et.al., 2008). 

Os biossurfactantes são capazes de reduzir as forças de repulsão entre fases 

diferentes, interface ou superfície, e permitem que as duas fases se misturem mais 

facilmente. Assim sendo, quanto menor a força de atração existente entre as 

moléculas do líquido menor será a tensão superficial ocorrendo menor viscosidade e 

Fonte: LANG, 2002; MUTHUSAMY et.al., 2008 
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maior tendência a espalhar-se. Na Figura 4, observa-se que o etanol possui menor 

tensão superficial por possuir maior tendência a espalhar-se no líquido (DEL PINO e 

NETO, 1996). 

 

 

                   

 

 

                                

 

                                       

                                  Figura 5 - Tensões superficiais dos líquidos 

 

 

Dessa forma, os biossurfactantes são definidos como compostos microbianos 

que apresentam a capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial entre 

líquidos com diferentes graus de polaridade (COSTA, et. al., 2008). 

A determinação da tensão superficial é uma análise qualitativa, que permite 

avaliar a produção de tensoativos através da medida da redução da tensão superficial 

em relação a tensão da água (70mN/m). De acordo com a literatura as tensões nas 

faixas de 35mN/m a 40mN/m, indicam que o microrganismo é promissor na produção 

de biossurfactantes e abaixo de 35mN/m, indica que o microrganismo pode ser 

considerado um eficiente produtor (SILVA, 2002). 

 De acordo com Lima et. al. (2007), os biossurfactantes podem apresentar baixo 

ou alto peso molecular. Os que possuem baixo peso molecular são considerados mais 

eficientes quanto à redução da tensão superficial, e os de alto peso molecular 

demonstram maior eficiência em estabilizar emulsões entre líquidos com diferentes 

graus de polaridade. 

 Estes compostos tensoativos, os biossurfactantes, possuem características 

importantes frente aos surfactantes sintéticos, tais como a alta biodegradabilidade, 

baixa toxicidade, maior redução de tensão superficial, solubilidade em água alcalina, 

estabilidade térmica, resistência a altas concentrações salinas e estabilidade quanto a 

variações de pH. Muitos surfactantes sintéticos causam problemas ecológicos devido 

a sua resistência à degradação, toxicidade e o acúmulo em ecossistemas naturais 

(SILVA, 2002; CERQUEIRA e COSTA, 2009). 

Fonte: DEL PINO e NETO, 1996 
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 Em função de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na mesma molécula, os 

surfactantes tendem a se localizarem nas interfaces entre as fases fluidas com 

diferentes graus de polaridade (óleo/água, água/óleo) (LIMA et. al., 2007). A adsorção 

à superfície de líquidos e a formação de micelas deve-se a solubilidade dos 

biossurfactantes (Figura5) (DEL PINO e NETO, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 As micelas são definidas como agregados moleculares com regiões estruturais 

hidrofílicas e hidrofóbicas, que espontaneamente se associam em meio aquoso a 

partir de uma determinada concentração (Concentração Micelar Crítica - CMC). Abaixo 

da CMC, o surfactante esta predominantemente na forma monomérica. Desta forma, a 

intensidade de adsorção do biossurfactante à superfície depende de sua concentração 

(Figura 6), ocasionado uma variação na ordenação destas moléculas sobre a 

superfície. Em concentrações muito baixas de biossurfactantes, o mesmo se distribui 

na superfície e tende a se orientar paralelamente a esta. Quando ocorre um aumento 

da concentração de biossurfactante, observa-se uma diminuição da área disponível 

para as moléculas iniciando o processo de ordenação das mesmas à superfície 

(SANTOS et.al., 2007). 

 

 

 

Figura 6- Representação esquemática da atuação do surfactante 
Fonte: DEL PINO e NETO (1996), modificado pela autora 
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 Fonte: SANTOS, et. al., 2007 

 

 Os biossurfactantes são utilizados em aplicações industriais, particularmente, 

como umectantes, surfactantes, na cosmetologia, em preparações terapêuticas, em 

sistemas de controle de poluição do meio ambiente por derramamento de petróleo e 

seus derivados (BARDI et al., 2000; CHRISTOFI e IVSHINA, 2002). 

A produção microbiológica de surfactantes é limitada devido o alto custo para 

obtenção destes compostos. Estes compostos, os chamados, biossurfactantes têm 

despertado interesse em sua produção biotecnológica principalmente, devido sua 

diversidade estrutural garantindo grande potencial para aplicação. Entretanto, o uso de 

resíduos industriais ou fontes renováveis e de baixo custo surgem como alternativa 

promissora para produção deste biopolímero, contribuindo desta forma para redução 

dos custos e beneficiamento do meio ambiente pela redução da carga de material 

poluente (ALMEIDA, 2001). 

 A possível comercialização dos biossurfactantes depende do máximo 

rendimento e produtividade do processo, bem como diminuir os custos relativos à sua 

produção e recuperação (ALMEIDA, 2001). 

Estes agentes tensoativos, os biossurfactantes, são produzidos por diversos 

microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras, e classificados de 

Figura 7- Esquema do comportamento do surfactante entre as fases fluida e 

superficial, em função da tensão superficial, indicando a CMC 
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acordo com sua composição química e origem microbiana (MUTHUSAMY et.al., 

2008). 

 

1.3.4.2 Classificação de Biossurfactantes de acordo com os 

microrganismos produtores 

  Diferentemente dos surfactantes quimicamente sintetizados, que são 

classificados de acordo com a natureza do seu grupamento polar, os biossurfactantes 

são classificados pela sua composição química e origem microbiana. 

Segundo Rosenberg e Ron (1999), os biossurfactantes podem ser classificados 

de acordo com seu peso molecular. As principais classes destes metabólitos 

secundários com baixo peso molecular incluem os glicolipídeos, lipopeptidios e 

fosfolipídios (Figura 7). Os surfactantes de alto peso molecular compostos de 

polissacarídeos, proteínas, lipopolissacarídios, lipoproteínas ou complexos de misturas 

desses biopolímeros, atuam como dispersante (RON e ROSENBERG, 2002).  

De forma geral, as bactérias produzem principalmente surfactantes tipo 

ramnolipídeos, trealolipídeos e lipopeptideos, enquanto que leveduras produzem 

soforolipídeos e manosileritritolipídeos. Já os fungos filamentosos produzem ácido 

ustilágico emanosileritritolipídeos (MUTHUSAMY et.al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: MUTHUSAMY et.al., 2008 

 

 

 

Figura 7 - Estrutura de biossurfactantes do tipo glicolipídeo (A e B) e lipopeptídeo (C). 
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1.3.4.3 Propriedades dos biossurfactantes 

 De acordo com Lima (2007), os surfactantes produzidos por microrganismos são 

caracterizados como compostos tensoativos devido as suas propriedades. Dentre 

elas, podemos citar: 

- Os surfactantes podem ser iônicos ou não-iônicos.  Dentre os surfactantes iônicos 

utilizados comercialmente destacam-se os ésteres sulfatados ou sulfatos de ácidos 

graxos (aniônicos) e sais de amônio quaternário (catiônicos); 

- Apresentam a capacidade de reduzir a tensão superficial devido a formação de um 

filme molecular; 

- Formam macro e micro emulsões estáveis de hidrocarbonetos em água ou água em 

hidrocarbonetos. Para tanto, a emulsificação consiste na formação de emulsões entre 

duas fases fluidas com diferentes graus de polaridade ocorrendo a dispersão de um 

líquido em outro; 

- Proporcionam formação de micelas onde, em solução as moléculas de surfactantes 

tendem a se agregar umas com as outras, implicando na redução da tensão superficial 

até atingir a Concentração Micelar Crítica (CMC); 

- Alguns biossurfactantes apresentam propriedades antimicrobianas, resultando na 

destruição de microrganismos pela lise de suas membranas celulares. No 

microambiente, esta propriedade é importante para evitar competição com outros 

microrganismos por nutrientes. 

 

1.3.4.4 Função Fisiológica dos Biossurfactantes 

 A função exata dos biossurfactantes ainda não foi totalmente esclarecida. No 

entanto, algumas funções têm sido atribuídas a esses compostos como emulsificação 

e solubilização de compostos insolúveis em água facilitando o crescimento de 

microrganismos em substratos hidrofóbicos, aderência ou liberação da célula devido à 

necessidade dos microrganismos em aderir ou se desligar de um determinado local de 

acordo com sua exigência e disponibilidade nutricional, e a atividade antibiótica 

demonstrada por vários biossurfactantes principalmente os da classe lipopeptideo e 

glicopeptideo. Através da excreção destes biossurfactantes no meio, os 

microrganismos adquirem maior chance de sobrevivência e maior competitividade na 

busca por nutrientes (LIN, et. al., 1994; ROSENBERG e RON, 1999; NITSCHKE e 

PASTORE, 2002).  
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1.3.4.5 Potencial de Aplicação dos Biossurfactantes 

O potencial de aplicação dos biossurfactantes é baseado nas propriedades de 

emulsificação, umidificação, solubilização, desemulsificação, separação, inibição de 

corrosão, redução de viscosidade de líquidos, entre outros. Sua utilização tem sido 

cada vez mais aceita no mercado devido a sua vasta aplicabilidade em diversas áreas, 

(indústrias de alimentos, farmacêutica, cerâmica, papel, metal, tratamento de 

efluentes, dentre outras). As aplicações mais promissoras são as de limpeza de óleo 

em tanques de navios e biorremediação em derramamento de óleos e petróleo 

(Tabela 2) (CASTIGLIONE et. al., 2009). 

Durante a última década, a demanda de surfactantes aumentou em 

aproximadamente 300% na indústria química dos EUA. Sua produção mundial excede 

3 milhões de toneladas por ano, o que corresponde 4 bilhões de dólares 

(CASTIGLIONE et. al., 2009). 

As modificações da composição do meio de cultivo são algumas das 

alternativas que vêm sendo estudadas para o aumento da produtividade dos 

biossurfactantes. A produção destes compostos tensoativos dispensa o uso de 

substratos de alto valor financeiro, podendo ser utilizados rejeitos industriais, o que 

economicamente viabiliza o processo, uma vez que o meio de cultivo representa 

aproximadamente 50% do custo final do produto (RODRIGUES et. al., 2006). 

 

Tabela 2- Potencial de aplicações dos biossurfactantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CAMEOTRA, 1998 
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Contudo, o principal problema na utilização de resíduos em processos 

biotecnológicos está relacionado à seleção de substrato, de modo que contenha um 

balanço correto de nutrientes, permitindo assim o desenvolvimento celular, como 

também, a produção de insumos de grande interesse (NISTCHKE e PASTORE, 2006). 

 A produção de biossurfactantes em substratos miscíveis na água são 

considerados mais promissores em termos de custo de produção. Há uma grande 

variedade de substratos miscíveis alternativos que podem ser utilizados, como melaço, 

soro de leite, manipueira, milhocina ou resíduos de destilarias (MUTHUSAMY et.al., 

2008). 

  De acordo com Muthusamy et. al. (2008) a matéria prima utilizada no meio de 

cultivo como fonte de carbono determina o tipo e as propriedades dos biossurfactantes 

produzidos (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Utilização de matéria-prima de baixo custo para produção de 

biossurfactante 

 

 
Matéria prima 

 
Tipo de 

Biossurfactante 

 
Microrganismo produtor 

 
Rendimen
to Máximo 

(g/L) 

 
Óleo repassado 

 
Ramnolipídeo 

 
Pseudomonas sp.  

DSM 2874 

 
45 

Óleo de babaçu Soforolipideo      Candida llipolytica  
IA 1015 

      11,72                     

 
Óleo de milho 

 
Soforolipideo 

 
Candida bombicola  

ATCC2214 

 
400 

 
Óleo de girassol e soja 

 
Ramnolipídeo 

 
Pseudmonas aeruginosa     

DS10 -129 

 
4,31 

 
Óleo de girassol 

 
Lipopeptídeo 

 
Serratia marcescens 

 
2,98 

    

 
Óleo residual de 

       Refinaria 

 
Glicolipídeo 

 
Candida Antarctica 

 
10,5 

 
Manipueira 

 
Lipopeptideo 

 
Bacillus subtilis  

 
2,2 

 
 
 
 

 

Fonte: MUTHUSAMY et.al., 2008 
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1.3.4.6 Vantagens de utilização dos biossurfactantes 

 Os biossurfactantes apresentam características que representam vantagens 

sobre os surfactantes quimicamente sintetizados, como: 

- Maior eficiência na redução da tensão superficial devido à necessidade do uso de 

pequenas concentrações de biossurfactantes (BOGNOLO,1999); 

- Apresentam maior estabilidade térmica, de pH e força iônica podendo ser utilizado 

em ambientes distintos (LIMA et. al., 2007); 

- Os biossurfactantes são facilmente degradados na água e no solo, tornando-os 

adequado para aplicação em processos de biorremediação e tratamento de resíduos 

(LIMA et. al., 2007); 

- Apresentam menor toxicidade, representando uma excelente alternativa em 

substituição aos surfactantes quimicamente sintetizados devido os efeitos alérgicos 

causados pelos produtos artificiais. Além disso, a baixa toxicidade dos 

biossurfactantes permite a sua utilização em cosméticos, produtos farmacêuticos e em 

alimentos (LIMA et. al., 2007). 

 

1.3.5 Rejeitos Industriais 

 A biotecnologia em processos fermentativos permite a utilização de 

subprodutos e dejetos de indústrias e agroindústrias como fontes nutricionais para 

microrganismos, visando obtenção de insumos (BIERGI e RINALDI, 2009). 

Os sistemas industriais brasileiros abrangem uma vasta gama de atividades 

agrícolas ou agropecuárias, pois o país é considerado um grande fornecedor de 

alimentos para o mundo. Contudo, os resíduos líquidos gerados, por indústrias de 

alimentos, apresentam grande complexidade física e química, o que dificulta seu 

tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente onde são descartados 

(CERQUEIRA e COSTA, 2009).  

A utilização de substratos de baixo custo para a produção de biossurfactante 

torna-se fundamental, considerando o elevado valor dos processos fermentativos, 

como também, os processos de purificação e obtenção dos biopolímeros (LI et 

al.,2007). 

Estudos realizados por Castiglione e Costa (2009), demonstram que a produção 

de biossurfactantes através da utilização de resíduos agroindustriais viabiliza, 

economicamente, o processo para obtenção deste biopolimero, uma vez que o meio 

de cultivo representa aproximadamente 50% do custo final do produto. Essa estratégia 

diminui os custos da produção do biossurfactante e, conseqüentemente, reduz a 

poluição causada por esses rejeitos quando lançados no meio ambiente. 
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1.3.5.1 Manipueira  

         Os resíduos gerados pelas indústrias químicas e de alimentos, apresentam uma 

grande complexidade física e química, o que dificulta seu tratamento, podendo causar 

riscos ao meio ambiente onde são descartados (CERQUEIRA E COSTA, 2009). 

      Muthusamy et. al., (2008), afirmam que a manipueira é um efluente rico em 

carboidratos, gerado em grande escala na preparação da farinha de mandioca, 

podendo ser utilizado como um atrativo substrato para a produção de biossurfactante 

(Tabela 4).  

 

Tabela 4- Composição Média da Manipueira 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A poluição ambiental proveniente da manipueira ocorre devido à presença de 

uma grande carga orgânica, que restringe fisicamente os locais pela formação de 

grandes volumes da manipueira, provocando condições de insalubridade à população 

e consequentemente, afetando a economia. Dependendo da forma de processamento 

das raízes, a água residual pode apresentar-se com variadas concentrações de 

matéria orgânica com um alto potencial tóxico do poluente, como a linamarina, 

substância tóxica presente na manipueira, muito solúvel em água (CARVALHO et al., 

2006).  

Variáveis 
(mg-L) 

Cereda 
(1994) 

Fernandes 
(1995) 

Barana 
(1996) 

Barana 
(2000) 

Cianeto Total 

Nitrogênio 

Carbono 

Fósforo 

Potássio 

Cálcio 

Enxofre 

Magnésio 

Ferro 

Zinco 

Manganês 

444.00 

    4.900 

37.000 

      160 

    1863 

      227 

     195 

     405 

     15.3 

       4.0 

       3.7 

206.83 

         2.000 

      35.000 

          250 

        2.810 

           200 

           78 

          290 

          7.0 

          3.0 

          3.3 

140.7 

          3.000 

35.000 

300 

3.800 

400 

200 

600 

6.4 

5.0 

3.5 

112.2 

      1.242 

12.330 

325 

1.972 

838 

60 

326 

12.4 

32,5 

2.2 
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 Neste contexto, os biossurfactantes são produzidos a partir de vários substratos 

solúveis, como os açúcares, e insolúveis como os alcanos, os óleos e os resíduos 

(LEE et al., 1995; GALLARDO et al., 1997; LI et al., 2003, 2007). 

 Em estudos realizados por Andrade et. al., (2009), a manipueira (efluente rico em 

carboidratos) foi utilizada como fonte de carbono para a produção de biossurfactante 

por C. lipolytica. O trabalho foi realizado utilizando-se um planejamento fatorial 

completo para avaliar estatisticamente os principais efeitos entre as variáveis: 

concentração de manipueira, de sulfato de amônio e de uréia e de acordo com os 

resultados, a redução da tensão superficial foi significativa em maior concentração de 

manipueira (10%) e menor concentração de sulfato de amônio e uréia. 

 

1.3.5.2 Soro de leite 

       O soro é um subproduto da fabricação do queijo (Figura 6), sendo considerado um 

resíduo de baixo ou nenhum valor comercial usado na alimentação de animais ou 

descartado sem tratamento prévio (WALZEN et al., 2002). Na produção de 1kg de 

queijo, cerca de 9kg de soro são gerados (SGARBIERI, 2004). 

 No Brasil, a produção de queijo está em torno de 450.000 toneladas por ano. 

Isso significa que anualmente 4.050.000 toneladas de soro são produzidas 

(VALDUGA, et. al., 2006). 

O soro de leite ou soro de queijo é um subproduto das indústrias de laticínios 

que apresenta sabor ácido ou doce e sua constituição depende da técnica de 

coagulação e fabricação do queijo (LIRA, et. al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 08 – Etapas do processo de fabricação do queijo 

Fonte: BIEGER e RINALDI, 2009 
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De acordo com Valduga (2006) o soro de leite in natura é composto por 36% de 

lactose, 9,4% proteína, 5,2% minerais, 2% lipídeos e 4,2% cloretos. 

Por muito tempo, este soro foi utilizado na alimentação animal ou descartado em 

corpos d'água, provocando a destruição da flora e da fauna devido ao seu alto valor de 

demanda bioquímica de oxigênio (DBO), que é cerca de 30000 a 50000 mg.L-1. Tal 

índice é aproximadamente 100 vezes maior que o de um esgoto doméstico e, 

considerando uma produção média de 10000 L de soro por dia, esta teria o poder 

poluente equivalente ao de uma população de 5000 habitantes (MACHADO et al., 

2001). Portanto, a legislação ambiental exige cada vez mais das indústrias de 

laticínios um plano de tratamento ou reaproveitamento deste soro. Acredita-se que 

aproximadamente 50% de todo o soro líquido produzido não é aproveitado, sendo este 

número ainda maior se forem consideradas as micro e pequenas empresas (LIRA, et. 

al., 2009). A conversão do resíduo soro de leite para insumo é considerada como uma 

inovação tecnológica na cadeia de produção agroindustrial do leite, de caráter 

predominantemente tecnológico, pois segundo Cônsoli e Neves (2006), este tipo de 

inovação prioriza ações que objetivam desenvolver novos processos de fabricação, 

novas matérias-primas e produtos de concepção inovadora.  

Além dos problemas ambientais gerados por este resíduo, o descarte do soro é 

também um desperdício de material protéico e outros nutrientes (Tabela 5), uma vez 

que retém cerca de 60% dos nutrientes do leite (ALMEIDA et al., 2001). 

 Existe um grande descarte do soro de leite, sendo este produto utilizado como 

substrato alternativo para produção de biossurfactantes por ser economicamente 

viável (BIEGER e RINALDI, 2009).    

 

Tabela 05- Composição típica do leite e do soro de leite  
 

Componentes Leite g-100g Soro g-100g 

Proteínas 

Gordura 

Cinzas 

Lactose 

Sólidos totais 

3.6 

3.7 

0.7 

4.9 

12.8 

0.65-1.05 

0.05 -0.63 

0.37-0.95 

4.5 -5.3 

6.2 -7.3 

           
        Fonte: TECNINVEST, 2000 
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1.3.5.3 Milhocina 

 A Milhocina, gerada durante o processo de maceração por via úmida do milho, é 

uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogênio para os microrganismos por conter em 

sua composição aminoácidos, vitaminas e sais minerais. A utilização de fonte de 

nitrogênio para o crescimento microbiano e produção de metabólitos é essencial, pois 

o nitrogênio está intimamente relacionado ao metabolismo dos microrganismos 

(SILVEIRA, 2001). 

O microrganismo, quando crescido em meio contendo milhocina, produz ainda 

mais exopolímeros, o que facilita muito a adesão das células microbianas à semente 

de milho. De acordo com Silveira (2001), a água de maceração do milho pode 

substituir o extrato de levedura, com excelentes resultados. A milhocina, entretanto, é 

de difícil conservação e seu uso, dependente do valor do produto a ser obtido (Tabela 

6). 

 Sobrinho (2006) utilizou a milhocina (resíduo industrial do processamento de 

milho) como substrato de baixo custo para a produção de biossurfactante por Candida 

sphaerica. Os resultados obtidos demonstraram que o melhor rendimento em 

biossurfactante foi obtido em meio de cultivo contendo 5% de resíduo de óleo vegetal 

e 2,5% de milhocina. 

 

Tabela 6: Composição de Aminoácidos, Vitaminas e Minerais encontrados em uma 
Solução Concentrada de Milhocina 

 

Aminoácidos 

( % ) 

Vitaminas 

(mg/Kg ) 

Minerais 

Mg/ Kg 

(%) 

Alanina 9,83 Biotina 0,3 Cálcio  0,14 

Argniina 3,68 Cholina 3.500,0 Cobre 15,0  

Á aspártico  5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0  

Cisteína 2,20 Niacina 80,0 Manganês 20,0  

Ac gutâmico   18,07 Piridoxina 9,0 Manganês  0,60 

Triptófano  Riboflavina 6,0 Potássio  2,80 

Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sódio  0,10 

Histidina 3,72 Ácido 
Pantotêmico 

15 Fósforo  1,18 

Isoleucina 3,07   Selênio 0,3  

Leucina 8,28   Zinco 60,0  

Lisina 4,75   Enxofre  0,60 

Fonte: Silveira, 2001 
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APRESENTAÇÃO 

 

 O artigo I foi dirigido para avaliar o potencial biotecnológico de Candida 

lipolytica na produção de biossurfactante utilizando um planejamento fatorial completo 

de 23, para investigar os efeitos e interações das concentrações das variáveis 

independentes manipueira, sulfato de amônio e uréia, após 96 horas de cultivo, sob a 

variável resposta tensão superficial e índice e atividade de emulsificação. A máxima 

redução da tensão superficial (26,35 mN/m) foi obtida para o meio suplementado com 

10% de manipueira, 0,2% de sulfato de amônio e 0,1% de uréia. O líquido metabólico 

livre de células, contendo o biossurfactante, manteve suas propriedades 

emulsificantes após incubação a uma ampla faixa de temperaturas e nas 

concentrações específicas de NaCl e valores de pH. O biossurfactante produzido por 

C. Lipolytica, caracterizado como polímero complexo, removeu 81,7% do óleo 

queimado de motor em solo. Os resultados obtidos indicaram que a manipueira 

demonstrou ser um substrato rico em nutrientes para produção do biossurfactante, 

com possível aplicação em processos de biorremediação. 
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The production of a biosurfactant by Candida lipolytica was carried out using cassava flour wastewater as 

a low-cost substrate. A factorial design was previously carried out to investigate the effects and 

interactions of the concentrations of cassava flour, ammonium sulphate and urea on the surface tension 

after 96 h cultivation. Maximum surface tension reduction (26.35 mN/m) was achieved for the medium 

supplemented with 10% cassava flour, 0.2% ammonium sulphate and 0.1% urea. The biosurfactant 

containing cell-free broth retained its emulsification properties after incubation at a wide temperature 

range and under specific concentrations of NaCl and pH values. The isolated biosurfactant seemed to be a 

carbohydrate-protein-lipid complex. The cell-free broth containing the biosurfactant removed 62.2% of 

motor oil adsorbed in sand, while the whole metabolic broth removed 81.7% of the oil, indicating that 

cassava flour wastewater is a rich and economic substrate for producing an effective biosurfactant 

applicable to bioremediation processes.  

Keywords Biosurfactant; Candida lipolytica; Cassava flour wastewater 

1. Introduction 

Surfactants, amphiphylic molecules consisting of a hydrophylic head and a hydrophobic tail, are the 

active ingredients found in soaps and detergents. Due to their ability to concentrate at the air-water 

interface, they are commonly used to separate oily materials from a given medium. Surfactants increase 

the aqueous solubility of hydrophylic molecules by reducing their surface/interfacial tension at air-water 

and water-oil interfaces [1]. 

The commercial importance of surfactants is evidenced by the upward trends in producing them and the 

increasing number of industrial applications which use them. Almost all surfactants being currently 

produced are chemically derived from petroleum. However, these synthetic surfactants are usually toxic 

themselves and are difficult to degrade using microorganisms [2]. 

Even though interest in biosurfactants is steadily increasing, these compounds still do not compete 

economically with synthetic surfactants. To reduce production costs, different routes could be 

investigated such as by increasing yields and product accumulation; developing economic engineering 

processes, and using cost free or cost-credit feedstock to grow microrganisms and produce surfactants.       

This paper describes the application of a factorial design for enhancing the production of biosurfactant by 

Candida lipolytica UCP 0988, using cassava flour wastewater as a low-cost substrate. 

 

2. Materials and Methods 

Candida lipolytica UCP 0988 was kindly supplied from the Culture Collection of the Nucleus of 

Research in Environmental Sciences, Catholic University of Pernambuco, Recife-PE, Brazil.  

The micro organism was maintained in an anamorph state at 5C on Yeast Mold Agar (YMA) slants 

containing (w/v): yeast extract -0.3%, malt extract - 0.3%, peptone - 0.5%, glucose - 1% and agar - 2%. 

Transfers were made to fresh agar slants each month to maintain viability.  The Candida lipolytica was 

grown on solid medium at 27C for 72 h; then, a loopful of the cream-colored culture was transferred to 

Erlenmeyer flasks of 250-ml containing 50-ml of the liquid medium Yeast Mold Broth (YMB) and 
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incubated aerobically for one day at 27C on a rotary shaker (150 rpm). The YMB culture contained 10
7
 

cells/ml and was used to initiate growth in the liquid Yeast Water Medium-YWM, composed of 

ammonium sulphate and urea dissolved in distilled water supplemented with cassava flour wastewater.  

The biosurfactant production was evaluated using a statistical design. A 2
3 

full factorial design was 

carried out to verify the effects and interactions of cassava flour concentration, ammonium sulphate 

concentration and urea concentration on the production of biosurfactant. In this design, a set of 12 

experiments, with four replicates at the central points, was performed. The range and levels of the 

components (factors or independent variables) under study are given in Table 1. The production 

experiments were carried out using Erlenmeyer flasks (500 ml) containing 100 ml of culture medium 

incubated for 96 h under orbital shaker (150 rpm).  After this period, aliquots were used to measure 

surface tension, emulsification index and emulsification activity (U.A.E.) on the cell-free broth obtained 

centrifuging the cultures at 5000 rpm for 20 minutes. The surface tension was determined with a 

Tensiometer model Sigma 70 (KSV Instruments LTD - Finland) using the Du Nouy ring method at room 

temperature. The emulsification index was analyzed according to Cooper and Goldenberg [3], whereby 2 

ml of cotton oil was added to 2 ml of the cell-free broth in a graduated screw cap test tube and vortexed at 

high speed for 2 min. Negative control of emulsification was carried out using water. Emulsion stability 

was determined after 24 h, and the emulsification index (E) was calculated by dividing the measured 

height of the emulsion layer by the mixture’s total height and multiplying by 100. Emulsification activity 

was determined using the method described by Cirigliano and Carman [4]. The cell-free broth (2ml) 

obtained after centrifugation was diluted with 2ml of 0.1M sodium acetate buffer (pH 3.0) and 1ml of one 

of the following substrate corn oil. The mixture was placed in a screw-capped tube and shaken for 2 min 

at 27 C. The resulting uniform emulsion was allowed to sit for 10 min, after which its absorbance was 

measured at 540 nm. The blank used contained 2 ml of sterile production medium. One unit of 

emulsification activity was defined as the amount of emulsifier that affected an emulsion with an 

absorbance at 540 nm of 1.0. Stability studies were conducted after selection of the best condition for 

biosurfactant production according to the factorial design using the cell-free broth after 96 hours 

cultivation. Samples were maintained at 0 ºC, 5 ºC, 70 ºC, 100 ºC and 120 ºC for 10 minutes and cooled 

to room temperature, after which the emulsification index was measured. To study the pH stability, the 

pH of the cell-free broth was adjusted to different pH values (2 to 12) and the emulsification index was 

measured. The effect of NaCl concentration (2 to 12%) on the emulsification index of the cell-free culture 

broth was also determined. For quantitative determinations, the biosurfactant was isolated by acid 

precipitation with chloridric acid according to Nitschke and Pastore [5]. Subsequently, the sample was 

centrifuged at 5.000 rpm for 20 min at 28 °C and liophylized. Protein in the isolated biosurfactant was 

estimated by using the total protein test kit from Labtest Diagnóstica S.A., Brazil. Sugars were measured 

by the phenol l-sulphuric acid method using glucose as standard [6]. The lipid composition of the crude 

bioemulsifier was determined according to Manocha [7]. The removal of motor oil (10 ml) adsorbed in a 

sand sample (20.0 g) was conducted with 300 ml the cell-free broth and the whole broth obtained after 96 

hours, during 48 hours at 150 rpm, according to  Nitschke and Pastore [ 5]. 

3. Results and Discussion 

               3.1 Production of the biosurfactant 

The production of the biosurfactant was conducted using a factorial design, as described in Table 1. The 

numbers from one (1) to eight (8) correspond to the experimental conditions obtained from the 

combination of the variables tested and the numbers nine (9) to twelve (12) correspond to the conditions 

of the central point. From all the runs carried through, the run number two had shown the higher surface 

tension reduction, while the run number five showed the higher emulsification index. Among these two 

runs, the one represented by the number two (10% cassava flour wastewater, 0.2% ammonium sulphate 

and 0.1% urea) was selected for further studies of production and characterization of the biosurfactant, 

once it conducted to a better surface tension value and also great emulsification index and activity values, 

which indicate that the surface agent produced has attractive properties as ability to reduce substantially 

the surface tension and to act as an emulsifier. 

 
Table 1 Surface tension, emulsification index and emulsification activity values obtained in the 23 full factorial 

design used for biosurfactant production by C. lipolytica grown in Yeast Water Medium during 96 hours. Numbers 

one (1) to eight (8) are the runs corresponding to the experimental conditions obtained from the combination of the 

variables tested and numbers nine (9) to ten (12) are the runs corresponding to the experimental conditions of the 

central point 
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Conditions 

 

Cassava flour 

wastewater 

(%) 

 

Ammonium  

sulphate (%) 

 

Urea 

(%) 

 

Emulsification 

index of  

cotton oil  (%) 

 

 

Emulsification activity  of 

corn oil (U.A.E) 

 

Surface 

tension 

(mN/m) 

 

1 

 

5.0 

 

0.2 

 

0,1 

 

30.35 

 

2.024 

 

48.33 

 

2 

 

10.0 

 

0.2 

 

0.1 

 

26.5 

 

1.934 

 

26.35 
 

3 

 

5.0 

 

1.0 

 

0.1 

 

21.42 

 

2.048 

 

46.80 

 
4 

 
10.0 

 
1.0 

 
0.1 

 
16.66 

 
2.048 

 
37.61 

 
5 

 
5.0 

 
0.2 

 
0.3 

 
28.57 

 
2.055 

 
46.19 

 

6 

 

10.0 

 

0.2 

 

0.3 

 

18.75 

 

2.025 

 

46.49 
 

7 

 

5.0 

 

1.0 

 

0.3 

 

20.28 

 

1.705 

 

43.98 

 
8 

 
10.0 

 
1.0 

 
0.3 

 
28.57 

 
2.007 

 
42.59 

 

9 

 

7.5 

 

0.6 

 

0.5 

 

25.00 

 

2.040 

 

46.97 
 

10 

 

7.5 

 

0.6 

 

0.5 

 

25.00 

 

2.038 

 

46.91 

 
11 

 
7.5 

 
0.6 

 
0.5 

 
30.36 

 
2.015 

 
47.02 

 

12 

 

7.5 

 

0.6 

 

0.5 

 

33.33 

 

2.023 

 

47.12 

 

3.2 Effect of variables used on the surface tension 

 

Figure 1 illustrates the Pareto Chart, with 95 % confidence level, for effect estimates, in absolute values.  

From the chart, it can be seen that the cassava flour wastewater influenced positively the reduction of the 

surface tension in the range studied, while urea and ammonium sulphate did not significantly influence 

the surface tension reduction. The association between the variables cassava flour wastewater and urea 

has been statistically significant, acting negatively in reducing the surface tension after 96 hours of 

cultivation. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Stability of biosurfactant according to the emulsification index 

 

The stability tests were conducted for the biosurfactant produced in the medium formulated with 10% 

cassava flour wastewater, 0.2% ammonium sulphate and 0.1% urea, according to the previous factorial 

design. The tests conducted on the cell-free broth, regarding the variation of temperature, demonstrated an 

effective stability of the emulsification indexes in the temperature range studied in this work (Figure 2) 

although an increase of 15% of activity had been observed at 120 ° C (Figure 2). Similar behavior 

towards stability was also observed for the biosurfactants produced by Bacillus subtilis [8] and Nocardia 

SP. L-417 [9] when the cell-free broths were heated to 100 °C. Liposan of Candida lipolytica was found 

to be relatively stable between 30 and 90 ° C, but lost 60% of its activity after being boiled for 1 hour [4]   

Regarding the influence of pH on the emulsification index of the cell-free broth containing the 

biosurfactant (Figure 3), there was a wide variation in all tracks tested with stability only in pH 6. The 

Fig. 1 Pareto Chart of standardized effects for 

surface tension of the cell-free broth from C. 

lipolytica after 96 hours of cultivation for the 23 full 

factorial design. The point at which the effect 

estimates were statistically significant (at p = 0.05) 

is indicated by the broken vertical line 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Surface Tension 

2**(3-0) design; MS Residual=13,69858 

DV: Sulface tension 

Effect Estimate (Absolute Value) 

,3458006 

1,060328 

-1,51312 

1,925785 

2,873393 

-3,08164 

p=,05 

(2)Ammonium sulph  

1by2 

2by3 

(3)Urea 

1by3 

(1)Cassava waste 

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 
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addition of NaCl did not show a stability pattern of the emulsification, once the percentile values 

remained unaltered in the presence of 2, 6 and 10 % of salt in the cell-free broth containing the 

biosurfactant (Figure 4). The biosurfactant from C. glabrata also achieved stability in the presence of 

10% of NaCl [10].   

 

3.4 Chemical composition of biosurfactant selected 

The biochemical analysis of the biosurfactant produced by C. lipolytica in the medium formulated with 

10% cassava flour wastewater, 0.2% ammonium sulphate and 0.1% urea showed the presence of 

carbohydrates and proteins, and lipids in a minor quantity. Others emulsifiers produced recently by C. 

lipolytica seem to be also polysaccharide-protein-lipid complexes [1, 10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Application of the biosurfactant in the oil removal    

The removal of motor oil from sand utilizing the cell-free broth containing the biosurfactant produced by 

C. lipolytica in the medium formulated with 10% cassava flour wastewater, 0.2% ammonium sulphate 

and 0.1% urea showed values of 62.2% while the whole broth removed 81.7% of the oil. Abu-Ruwaida et 

al. [11] showed that the cell-free broth containing a biosurfactant produced by Rhodococcus cells was 

able to recover 86% of crude residual oil adsorbed in the sand while Cameotra and Makkar [8] 

demonstrated that the biosurfactant isolated form Pseudomonas aeruginosa was able to recover 56% of 

the oil adsorbed in a packed column containing sand. 

 

 

 

 

Fig. 2 Effect of temperature on the emulsification 

index of corn oil by the cell-free broth of C. 

lipolytica grown in medium containing 10% 

cassava flour wastewater, 0.2% ammonium sulphate 

and 0.1% urea during 96 h 

 

Fig. 3 Effect of pH on the emulsification index of 

corn oil by the cell-free broth of C. lipolytica 

grown in medium containing 10% cassava flour 

wastewater, 0.2% ammonium sulphate and 0.1% 

urea during 96 h 

 

Fig. 4  Effect of NaCl addition on the 

emulsification index of corn oil by the cell-free 

broth of C. lipolytica grown in medium containing 

10% cassava flour wastewater, 0.2% ammonium 

sulphate and 0.1% urea during 96 h  
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4. Conclusions 

The results obtained from this study show that the biosurfactant produced by C. lipolytica cultivated in a 

low-cost medium has attractive properties such as low surface tension and emulsification capacity over a 

wide range of temperature and under specific NaCl and pH conditions. Its ability to recover oil from oil-

saturated sand was also demonstrated. Thus, these characteristics indicate the potential for using the 

biosurfactant in the oil industry, especially in MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery). Studies are in 

progress to scale up growth conditions and biosurfactant production in a bioreactor. 
Acknowledgements This work was financed by Funding Agency for Studies and Projects (FINEP), the 

National Council for Scientific and Technological Development (CNPq), and Catholic University of 

Pernambuco, Brazil. 

 

 

References 

 

R. D. Rufino, L.A. Sarubbo, G.M. Campos-Takaki. [1] World J Microbiol Biotechnol 23, 729  (2007). 

J. [2] M. Luna,  L.A. Sarubbo, G.M. Campos-Takaki. Braz. Arch. Biol. Technol. Brazilian Archives of Biology and 

Technology. IN PRESS (2006). 

[3]  D. G. Cooper, B.G. Goldenberg. Appl Environm Microbiol 53, 224 (1987). 

[4] M. C. Cirigliano, Carman G.M. Appl Environm Microbiol 50, 846 (1985). 

[5]  M. Nitschke. G.M. Pastore.  Quimica Nova, 25, p. 772 (2002). 

[6]  M. Dubois, K. A. Gilles, J. K. Hamilton. Anal Chem 28, 350-356 (1956). 

[7] M. S. Manocha, G.San-Blas,  S. Centeno. J Gen Microbiol 117, 147-154 (1980). 

[8]  S.S.Cameotra  and R.S. Makkar. Appl.  Microbiol. Biotechnol. 50, 520-529 (1998). 

[9] S. H. Kim, E. J. Lim, S. O. Lee, J.D. Lee, T.H. Lee. Biotechnol Appl Biochem 31, 249 (2000). 

[10] L. A.Sarubbo, J. M.Luna, G. M. Campos-Takaki. Eletronic J Biotechnol 9, 400 (2006). 

[11] A. S.Abu-Ruwaida, I. M.Banat, S. Haditirto, A. Salem, M. Kadri. Acta Biotecnologica 2, 315 (1991). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



60 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Capítulo III 

 
 
 
 
 
 
 



61 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Produção de biossurfactante por Candida glabrata 

isolada de solo do semi-árido em fermentação 
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soro de leite), como meio de baixo custo  
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3.1 RESUMO 

 

Neste trabalho foi utilizada a levedura isolada de solo do semi-árido (PE, Brasil), 

identificada como Candida glabrata, através de testes bioquímicos e moleculares. A 

levedura demonstrou potencial biotecnológico para a produção de biossurfactante em 

meio de cultura formulado com rejeitos industriais, milhocina (3%) e soro de leite 

(20%), através de um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto 

Central Rotacional-DCCR. O biossurfactante extracelular apresentou caráter aniônico, 

com capacidade de reduzir a tensão superficial da água de 72 para 28,53 mNm, 

apresentando um baixo valor de CMC (1%) e emulsificação a 88% (E24), através da 

utilização de óleo queimado de motor. O líquido metabólico livre de células, contendo 

o biossurfactante, demonstrou estabilidade da tensão superficial em valores extremos 

de concentrações de sal. O biossurfactante produzido foi caracterizado como polímero 

complexo, constituído de 35% de lipídeos, 30% de proteína e 22,9%. O 

biossurfactante na concentração de 0,001% não apresentou toxicidade para Artemia 

salina.  A aplicação do biossurfactante produzido por C. glabrata removeu 95% do óleo 

queimado de motor presente em solo arenoso, demonstrando grande potencial de uso 

em processos de biorremediação, em especial, para remoção de petroderivados. 

 

Palavras chave: Candida glabrata. Rejeitos industriais. Petroderivados. 

Biorremediação 
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3.2 ABSTRACT 

 

In this work we used the yeast isolated from soil in semi-arid (PE, Brazil), identified as 

Candida glabrata, through biochemical and molecular. The strain showed potential for 

biotechnological production of biosurfactant in the culture medium formulated with 

industrial wastes, corn steep liquor (3%) and whey (20%) through experimental 

planning a Central Composite Rotational Design-CCRD. The biosurfactant showed 

extracellular anionic character, capable of reducing the surface tension of water from 

72 mN/m to 28.53 mN/m, showing a low value of CMC (1%) and emulsification of 88% 

(E24) through the use of oil burned engine. The cell-free metabolic liquid containing the 

biosurfactant showed stability of the surface tension at the extremes of salt 

concentrations. The isolated biosurfactant was characterized as a complex polymer 

composed of 35% lipids, 30% protein and 22.9%. Biosurfactant concentration of 

0.001% showed no toxicity to Artemia salina. The application of the biosurfactant 

produced by C. glabrata removed 95% of engine oil burned in this sandy soil, showing 

great potential for use in bioremediation processes, in particular, to remove 

petroderivados.  

 

 

Keywords: Candida glabrata. Waste industrial. Derived from petroleum. 

Bioremediation. 
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3.3 INTRODUÇÃO 

 

 Dentre as regiões semi-áridas do Brasil, o município de Serra -Talhada (PE), 

possui clima semi-árido e clima muito quente, localizando-se na microrregião do Pajeú, 

no Sertão Pernambucano (40).   

 A ausência, escassez, irregularidade e má distribuição das precipitações 

pluviométricas na estação chuvosa, as intensas evaporações durante o período de 

estiagem e o elevado escoamento superficial das águas, constituem um fator limitante 

de sustentabilidade afetando a sobrevivência de todos os seres vivos nestas regiões 

(40). 

 O emprego da biotecnologia aliada ao uso de microrganismos como agentes 

degradadores de diversas substâncias, indicam o tratamento biológico como um dos 

mais eficientes métodos para se reduzir os efeitos adversos dos contaminantes sobre 

o meio ambiente. Portanto, o elevado potencial dos microrganismos, em aplicações 

biotecnológicas, tem contribuído para o isolamento e identificação de novas espécies 

(41).  

 A diversidade microbiana possui um importante papel no funcionamento e 

manutenção do equilíbrio dos ecossistemas devido sua variedade genética. Estes 

seres podem ser encontrados em diversos ambientes desde regiões com clima quente 

a frio, além de solo, ar e água (31). 

 Atualmente no mundo industrializado, a contaminação por compostos 

orgânicos tóxicos tornou-se um dos maiores problemas a ser enfrentado. No século 

XXI, uma ampla variedade de substâncias tóxicas e perigosas tem sido introduzida no 

meio ambiente, em especial, aquelas decorrentes de despejos de efluentes industriais 

e as provenientes de acidentes envolvendo derrames de petróleo e seus derivados. O 

aumento dos problemas ligados à poluição ambiental tem acarretado maior 
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conscientização quanto à importância da restrição de lançamentos indiscriminados de 

poluentes e da necessidade de remediar esses locais impactados (11). 

 Os sistemas biológicos são utilizados para tratar a poluição e restaurar a 

qualidade ambiental. Para tanto, este processo vem se destacando, pois além de 

eliminar os poluentes, é também tipicamente mais econômico que métodos 

tradicionais empregados (41). 

 Vários microrganismos possuem capacidade de produzir agentes tensoativos, 

devido ao rápido desenvolvimento e habilidade de adaptação em diferentes condições 

ambientais (19, 38). 

 Candida glabrata é uma levedura pertencente ao Reino Fungi, Classe 

Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Família Saccharomycetaceae, Gênero 

Candida e Espécie glabrata (25). Dentre as espécies de Candida, esta levedura é a 

única que não apresenta em sua estrutura pseudo-filamentos. Apresenta como 

característica macroscópica coloração opaca, de branco a creme, consistência 

cremosa e lisa possuindo em sua estrutura microscópica apenas os blastoconídeos 

(25). 

  A baixa disponibilidade dos contaminantes do solo aos microrganismos é um 

dos principais fatores que interferem no processo de remediação. Uma alternativa de 

incremento da metabolização é possibilitar a remoção ou eliminação dos 

contaminantes através da solubilização destes substratos empregando-se 

biossurfactantes, devido sua capacidade de emulsificar misturas entre líquidos com 

diferentes graus de polaridade (16).  

 Os biossurfactantes são moléculas que apresentam grupo hidrofílicos e 

hidrofóbicos agindo na interface entre fases fluidas, produzidos através da 

biotransformação de matérias-primas renováveis, apresentando uma maior vantagem 

em relação aos surfactantes quimicamente sintetizados. A formação de um filme 

molecular, entre as interfaces, possibilita a redução da tensão superficial. Estas 
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propriedades tornam os biossurfactantes adequados para uma ampla gama de 

aplicações industriais como: detergência, lubrificação, capacidade espumante, 

solubilização e dispersão de fases (11). 

 O problema econômico da produção de biossurfactante pode ser 

significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de nutrientes. Dentre 

estas fontes, os resíduos como o soro de leite, um subproduto da indústria de 

laticínios, rico em nutrientes é constituído por lactose, proteína, minerais, lipídeos e 

cloretos. Outra fonte alternativa para produção de biossurfactantes é a milhocina, 

gerada pelo processo de maceração do milho, constituída por aminoácidos, vitaminas 

e sais minerais (45, 47). 

 Considerando a escassez de trabalhos no Brasil que tratem da micobiota, em 

especial de leveduras, em solos da região semi-árida do Nordeste (Serra -Talhada, 

PE), e a crescente aplicabilidade de metabólitos secundários na área biotecnológica, 

tornou-se fundamental isolar e identificar novas linhagens de microrganismos 

produtores de biossurfactante. Portanto, no artigo II, foi investigado o potencial 

biotecnológico da Candida glabrata, isolada de solo de Serra-Talhada (PE), no meio 

em que obteve-se produção máxima de biossurfactante, produzido por Candida 

lipolytica, conforme condições estabelecidas pelo artigo I. Porém, a produção de 

biossurfactantes pela Candida glabrata nestas condições, não foram satisfatórias 

havendo a necessidade da modificação do meio de produção do biopolímero. Neste 

contexto, o presente trabalho teve como objetivo o conhecimento do potencial 

biotecnológico da produção de biossurfactantes por amostras de Candida lipolytica, 

pertencentes ao banco de culturas do Núcleo de Pesquisa em Ciências Ambientais da 

UNICAP, e Candida glabrata, isolada de solos do semi-árido do estado de 

Pernambuco, utilizando-se meio de produção economicamente viável composto por 

rejeitos industriais. 
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.4.1 Solo 

Para o isolamento das leveduras do Gênero Candida, latossolos foram 

coletados no mês de abril de 2008 em Serra talhada – PE, no município de Caiçarinha 

da Penha, localizado no III Distrito. Diferentes pontos do local foram previamente 

demarcados e a área separada em glebas homogêneas. As amostras de solos foram 

coletas em zigue-zague, a cada 20 pontos do talhão à 20 cm de profundidade e 

posteriormente, conduzidos ao Laboratório do Núcleo de Pesquisa em Ciências 

Ambientas (NPCIAMB), da Universidade Católica de Pernambuco. A temperatura dos 

solos, à 20 cm de profundidade,  foi 35ºC e o índice pluviométrico 600 mm anuais. 

 

3.4.2 Microrganismo 

A linhagem de Candida glabrata (UCP 1556), isolada do solo do semi-árido do 

Estado de Pernambuco, encontra-se mantida no Banco de Culturas do Núcleo de 

Pesquisas em Ciências Ambientais (NPCIAMB) da Universidade Católica de 

Pernambuco, sendo mantida em meio Sabouraud Dextrose Ágar (10). 

 

3.4.3 Substratos 

Os substratos utilizados foram a milhocina, subproduto do beneficiamento do 

milho da indústria Corn e soro de leite proveniente da indústria de laticínios de São 

Bento do Una (PE), utilizados como meio de produção de biossurfactante.  

 

3.4.4 Planejamento experimental 

Foi realizado um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR), com fatorial completo 22, 4 pontos centrais e 4 pontos 

axiais.  
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Para analisar os efeitos principais e interações das variáveis concentrações 

manipueira, e pH inicial foi utilizado o software STATISTICA versão 6.0 da StatSoft® 

(46). 

O ajuste das respostas experimentais a um modelo de segunda ordem, o qual 

tem a forma: 

 ∑∑∑
jij

2
jjjjiij

j

jj0e+x+xx+x+=y




         

é uma das vantagens do uso de um DCCR. Em geral, num DCCR com dois 

níveis originais, tem-se   axiais pontosK 2  fatoriais pontos 2K um número 

arbitrário de pontos centrais (6, 34).  

 

3.4.5 Isolamento das leveduras  

A partir das suspensões do solo, 0,1mL das diluições 10-3 e 10-6 foram 

transferidas para placas de Petri, contendo o meio Sabouraud dextrose ágar com 

cloranfenicol, incubadas à temperatura de 28º C, durante 7 dias, com observações a 

cada 24 horas. Após o crescimento as leveduras foram transferidas para placas de 

Petri contendo o meio Sabouraud dextrose ágar com a finalidade de confirmar a 

pureza das culturas e mantida em tubos de ensaio com o mesmo meio. 

 

3.4.6 Identificação e caracterização morfológica, bioquímica e molecular 

da levedura isolada 

 

3.4.6.1 Microcultivo: para identificação morfológica microscópica da levedura, foi 

utilizado o meio de cultura ágar fubá (17,0g) e água destilada (1000ml), adicionado de 

1% do tween 80. Para a execução da prova, o ágar fubá fundido foi depositado em 

lâminas de vidro dentro de placas de Petri esterilizadas. Após solidificação do ágar, a 
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amostra foi semeada em estrias sobre a superfície do meio, colocando-se uma 

lamínula no centro da lâmina. No interior da placa colocou-se algodão esterilizado e 

embebido em água destilada, para manter a umidade do meio. Após a incubação por 

48 horas a temperatura de 28 C a leitura foi realizada em microscópio óptico para a 

verificação de produção de filamentação e de clamidoconídios, com aumento de 

quatrocentas vezes. A identificação da espécie foi baseada na análise da morfologia, 

perfil bioquímico e analise molecular, descritos a seguir. 

 

3.4.6.2 Zimograma: para realização da prova de fermentação foi adicionada 3 mL do 

meio basal (extrato de levedura e peptona acrescentado de azul de bromotimol e 

etanol a 95%) em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan m seu interior. Após 

esterilização do meio foi adicionado 1,5 mL da solução de açucares a 6% (glicose, 

sacarose, trealose, lactose e maltose). Em seguida, 0,2 mL da suspensão da levedura 

com turvação correspondente ao tubo número 10 da escala de Mac Farland foi 

inserida ao tubo de ensaio e incubada por 72 horas a 28 C. A leitura foi realizada 

considerando a produção de ácido pela mudança do pH ( azul para amarelo) e pela 

produção de gás no interior do tubo de Durhan. 

 

3.4.6.3 Assimilação de nitrogênio: o teste de assimilação de fontes nitrogenadas foi 

realizado utilizando o meio Meio Yeast Carbon Base (YNB), composto por dextrose 

20,0g, fosfato de potássio monobásico 1,0g, sulfato de magnésio 7 H2O 0,5g, ágar  

20,0g e água destilada 1000ml), sem a presença de fontes de nitrogênio. Em seguida, 

preparou-se uma suspensão da levedura com turvação correspondente ao tubo 

número 10 da escala de Mac Farland e transferiu-se 1 mL desta suspensão para placa 

de Petri acrescentando o meio YNB previamente esterilizado. Após a solidificação do 

meio, a placa foi demarcada e preenchida com os seguintes compostos nitrogenados 

(Peptona e Nitrato de potássio) p72 horas a 28 C.  
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3.4.6.4 Reação em Cadeia Polimerase-PCR: para confirmação da identidade, o DNA 

da levedura previamente identificada como pertencente ao Gênero Candida, foi 

extraído e submetido a PCR para amplificação da região interna transcrita 2 (ITS2) 

localizada entre as subunidades 5,8S e 28S do rDNA (ITS3/ITS4).  

 

3.4.6.5 Extração do DNA: foram transferidos 2 a 3 alçadas (aproximadamente 40mg) 

das colônias obtidas para tubo tipo eppendorf (2ml) contendo 500mL de TENTS 

(10mM Tris-HCl pH 7,5; 1mM EDTA pH8; 200mM NaCl; 2% triton X-100; 1% SDS), 

para ressuspensão das células. Posteriormente, as amostras foram levadas para 

banho Maria a 100ºC por 15 min. Após foram mantidas a temperatura de -20°C por 20 

minutos. Após sair do gelo homogeneizou-se a amostra e retirou-se 10 μL 

transferindo-se para outro eppendorf. A agitação foi feita em vórtex por 2 minutos. Em 

seguida, a amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 15 minutos, removendo-se o 

sobrenadante para um novo tubo tipo eppendorf. A este tubo foi adicionado 1 volume 

de etanol absoluto e resfriado a -20°C por 1 hora. Em seguida centrifugou-se (13000 

rpm, 15 minutos) e descartou-se o sobrenadante. As células foram ressuspensas em 

500ml de TE (10mM Tris pH 8,2; 1mM EDTA pH 8) contendo RNAse na concentração 

50mg/ml. Incubou-se em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Depois se adicionou 

novamente fenol/clorofórmio (1:1) e centrifugou-se (13000 rpm, 15 minutos). A fase 

aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo tipo eppendorf contendo 20 mL de 

NaCl 5M e um volume de etanol absoluto. O material foi colocado no freezer a -20°C 

por 1 hora e em seguida centrifugado (13000 rpm, 15 minutos). Por fim, descartou-se 

o sobrenadante, lavou-se as células com 500mL de etanol gelado a 70%. Depois de 

seco a temperatura ambiente, as células foram ressuspensas com 50mL de TE. 

 

3.4.6.6 Quantificação do DNA genômico: o gel de agarose a 0,8% foi preparado 

utilizando-se TBE 0,5X.. Posteriormente, foi transferido para forma e deixado 
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polimerizar por 40 minutos. O DNA foi retirado da geladeira e deixado a temperatura 

ambiente por 15 minutos. No gel foi colocado um marcador (100pb) e as amostras em 

seguida (5 μL amostra para 2 μL de tampão de corrida). A eletroforese foi realizada 

em cuba submarina (Amersham Biosciences) por 60 minutos a 80 Volts. O gel foi 

observado em transluminador sob luz UV e sua imagem armazenada, usando o 

sistema digital Kodak (modelo EDAS-290). 

 

3.4.6.7 Amplificação da região ITS2: a amostra foi submetida a PCR utilizando os 

“primers” universais específicos da região ITS2 (ITS3 – 5`-

GCATCGATGAAGAACGCAGC-3`e ITS4 – 5`-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3`) para 

confirmação da identidade. Segundo Chen et al. (12) os primers ITS3/ITS4 amplificam 

com um produto de PCR de aproximadamente 414pb, para espécies de Candida 

glabrata .A mistura de PCR foi preparada em um volume total de 50 μl, contendo 10 

mM de cada dNTP, 20 pares de moles de cada “primer” espécie especifico, uma 

unidade de Taq e 20 ng de DNA genômico (20ng). A amplificação foi realizada em 

termociclador modelo 9700 da Applied Biosystems com programa descrito por Chen et 

al (12), um ciclo de 95o C por 6 minutos, 25 ciclos ( 95oC por 30 segundos, 65oC por 

30 segundos, 72oC por 30 segundos) e extensão final a 72o C por 10 minutos. Os 

fragmentos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% em 

tampão TBE a 100 V por 45 minutos. A imagem do gel foi gravada utilizando-se o 

sistema digital Kodak (modelo EDAS-290).   

 

3.4.6.8 Seqüenciamento e Análise dos dados: o amplicon foi purificado com o Kit 

Purelink (Invitrogen) e o seqüenciamento foi realizado na plataforma de 

seqüenciamento de DNA da UFPE. O dados foram analisados pela ferramenta  

BLASTn (NCBI).  
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3.4.7 Produção de Biossurfactante por Candida glabrata 

 

3.4.7.1 Pré-inóculo: o inóculo foi preparado inoculando células de C. glabrata no meio 

Caldo Sabouraud (peptona de carne 3g, glicose 20g e água destilada 1000 mL), 

mantido à temperatura de 28ºC por 24 horas a 150 rpm. 

 

3.4.7.2 Fermentação submersa: a produção do biossurfactante foi realizada em 

frascos de Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio 

constituído por milhocina e soro de leite, utilizando um planejamento experimental 

DCCR, de acordo com as Tabelas 1 e 2. O pré-inóculo correspondeu a 5% do cultivo 

com D.O.600nm de 0,8. Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150rpm, 

incubados por 72 horas, à temperatura de 28ºC. Após esse período a cultura foi 

centrifugada a 4000 rpm, seguida de filtração (nylon silkscreen 120 mesh), a fim de 

separar as células do líquido metabólico. O líquido metabólico foi submetido à 

determinação da tensão superficial, atividade e índice de emulsificação e 

determinação do pH. 

 

3.4.7.3 Cinética de crescimento: o crescimento de Candida glabrata foi 

acompanhado através da determinação da tensão superficial e densidade óptica ao 

comprimento de onda de 600nm. Alíquotas foram coletas a cada 4 horas, em período 

total de 12 horas, e posteriormente foram coletadas a cada 24 horas ao total de 120 

horas. 

 

3.4.7.4 Determinação da estabilidade: a estabilidade do biossurfactante foi avaliada 

a partir da condição selecionada do planejamento experimental DCCR, de acordo com 

a determinação da tensão superficial e índice de emulsificação do líquido metabólico 

livre de células com diferentes pHs ( 2,4,6,8,10 e 12), diferentes concentrações de 
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Nacl (2%, 4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e diferentes temperaturas ( 0ºC, 5ºC, 70ºC, 100ºC 

e 120ºC), por 10 minutos. 

 

3.4.7.5 Determinação do pH: foi utilizado o potenciômetro Orion (modelo 310) para a 

medição do pH das alíquotas coletadas dos meios de produção livre de células.  

 

3.4.7.6 Determinação da tensão superficial: para a determinação da tensão 

superficial o líquido metabólico livre de células contendo o biossurfactante após 72 

horas de cultivo, foi medido em um tensiômetro automático (modelo Sigma 70-KSV 

Ltd., Finland) utilizando-se o anel de DU NUOY, através de sua imersão no líquido, 

registrando-se a força requerida para retirá-lo através da interface ar-líquido, de 

acordo com (26) 

 

3.4.7.7 Determinação do índice de emulsificação: a determinação do índice de 

emulsificação foi realizada em todas as condições do planejamento experimental 

DCCR. As amostras foram centrifugadas a 4000rpm, à temperatura de 5ºC, durante 20 

minutos e o sobrenadante foi analisado segundo o método de Cooper e Goldenberg, 

(15). Foi adicionado 1,0 mL do líquido metabólico livre de células a 1,0 mL de óleo 

queimado de motor e demais óleos como soja e milho, em tubos graduados, e a 

mistura foi agitada em vórtex por um minuto. Após 24 horas de repouso, as emulsões 

foram formadas e calculou-se a altura da emulsão pela altura total da mistura 

multiplicado por 100, sendo o resultado expresso em porcentagem.  

 

3.4.7.8 Determinação da atividade de emulsificação: para a determinação da 

atividade emulsificação, as amostras retiradas após 72 horas de fermentação, foram 

filtradas em papel Wathmann Nº1, centrifugadas a 4000 rpm, durante 20 minutos, e, 

em seguida, analisadas segundo a metodologia proposta por Cirigliano e Carman (13). 
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Foram colocados 2,0 mL do líquido metabólico livre de células, sendo adicionado 2,0 

mL do tampão acetato de sódio 0,1M (pH 3), com 1,0 mL do óleo de milho e demais 

óleos como soja e óleo de algodão em tubos graduados. A mistura foi agitada em 

vórtex por dois minutos. Após 10 minutos de repouso, as emulsões formadas foram 

retiradas com o auxílio da pipeta de Pasteur, colocados em uma cubeta e 

posteriormente lidos em espectrofotômetro no comprimento de onda à 540nm.  

 

3.4.8 Isolamento e caracterização do biossurfactante 

 
3.4.8.1 Extração: o biossurfactante produzido na condição selecionada do 

planejamento experimental DCCR, devido à menor tensão superficial foi extraído 

utilizando o método de precipitação com sulfato de amônio. Adicionou-se sulfato de 

amônio ao sobrenadante a 70% de saturação. O material foi deixado em repouso por 

24h a 4ºC. Após esse período o liquido metabólico livre de células foi centrifugação a 

4000 rpm por 15min. Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o biossurfactante 

extraído foi submetido à diálise com água deionizada por 24h, com trocas a cada 4h 

para a remoção do sal aderido a amostra. O precipitado foi recolhido e liofilizado de 

acordo com a metodologia de Navon-Venezia et al. (36). 

 

3.4.8.2 Carga iônica: a determinação da carga iônica do biossurfactante foi avaliada 

pela técnica de difusão dupla em Ágar com baixa viscosidade (solução a 1%). Após 

distribuição do Agar em placa de Petri, foram feitas 3 fileiras regularmente espaçadas 

de poços. Posteriormente, os poços das fileiras inferiores foram preenchidas com 

solução de biossurfactante isolado na concentração de 0,001%. O poço da fileira 

superior foi preenchido com um composto puro de carga iônica conhecida. A 

substância aniônica conhecida foi o dodecil sulfato de sódio (SDS), na concentração 

de 0,02M e a substancia catiônica foi o cloreto de bário a 0,05M. A placa foi mantida 
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em temperatura ambiente por 48h horas. A leitura foi realizada através do surgimento 

de linhas de precipitação (33). 

 

3.4.8.3 Composição química: o biossurfactante isolado teve índice de proteínas 

determinado de acordo com o kit Labtest (Brasil), enquanto que os carboidratos foram 

quantificados de acordo com a metodologia de Dubois et. al. (17), utilizando fenol 

ácido-sulfúrico. Os lipídios foram determinados após a extração com clorofórmio e 

metanol (30). 

 

3.4.8.4 Espectrometria ao raio Infravermelho: o material obtido foi analisado usando 

um Espectrômetro infravermelho FT-IR, com transformada de Fourier (FT-IR), 

registrados em aparelho Bruker IFS 66, utilizando-se pastilhas KBr, sendo os números 

onda expressos em cm-1 na região de 4000 a 400 cm-1. 

 

3.4.8.5 Teste de toxicidade: o teste de toxicidade do biossurfactante foi realizado 

com Artemia salina baseado na porcentagem de morte do microcrustáceo, em relação 

ao seu número total (10 larvas), na presença de diferentes concentrações da solução 

do biossurfactante (v/v de 25%, 50% e 75%), diluídas em 5 ml de uma solução aquosa 

de sal marinho sintético (33,3g L), incubados por 24h. O volume máximo da amostra 

teste (solução do biossurfatante) foi de 1,5ml. Em seguida, foi realizada a contagem 

dos organismos sobreviventes, determinando-se assim a dose limite (CL50) dos 

líquidos metabólicos. Os testes foram realizados em duplicata (32). 

 

3.4.9 Aplicação do biossurfactante na remoção do óleo 

 O teste de biorremoção de óleo queimado de motor foi realizado utilizando solo 

arenoso, oriundo da praia de Boa Viagem (Recife-PE). O tratamento foi realizado com 
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o liquido metabólico livre de células, contendo o biossurfactante, por 48 horas e 

temperatura de 28°C, de acordo com a metodologia de Nitschke e Pastore (37). 

 

3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.5.1 Identificação e caracterização da Candida glabrata isolada do solos 

de Serra Talhada (PE) 

 O método clássico para identificação de microrganismos consiste na análise da 

morfologia e do perfil bioquímico, permitindo a diferenciação entre as espécies de 

leveduras, especialmente as do Gênero Candida. No método molecular, a 

identificação é baseada nas características genotípicas especificas de cada espécie 

(14). Através da prova de filamentação e clamidoconídeos, em ágar fubá, a levedura 

isolada foi identificada previamente como Candida glabrata, pois segundo Pereira (39), 

esta espécie de Candida é a única que não possui pseudo-filamentos (Figura 1). Na 

prova de fermentação, observou-se a habilidade da levedura em fermentar apenas a 

glicose em baixas tensões de oxigênio, devido a mudança do pH e formação de gás 

no tubo de Durhan, assim como assimilação da peptona, utilizada como controle 

positivo, na identificação de espécies de Candida (Figura1). A análise dos resultados 

mostrou que a identificação da levedura pelos testes bioquímicos foi verdadeira, pois 

na análise molecular, utilizando primers específicos (ITS3 e ITS4) houve amplificação 

de 400pb. O resultado indicou 95 % de identidade para Candida glabrata (Figura 2). 

Segundo Chen et al. (12), um produto de PCR com os primers ITS3/ITS4 amplificam 

414 pb para Candida glabrata. 
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3.5.2 Produção e caracterização do biossurfactante produzido por 

Candida glabrata UCP (1556)  

 No sentido de agregar valor aos rejeitos industriais e minimizar os impactos 

ambientais causados ao meio ambiente, foi investigada a produção de biossurfactante 

por Candida glabrata utilizando como meio de cultivo a milhocina e o soro de leite. 

Após 72 horas de cultivo, observou-se a ocorrência da produção máxima de 

biossurfactante havendo uma significativa redução da tensão superficial da água 70 

mN/m para 28,53 mN/m nos pontos centrais do planejamento experimental DCCR 

(Tabela 3), onde utilizou-se concentrações em níveis intermediários de milhocina e 

soro de leite.  

3.5.2.1 Produção extracelular do biossurfactante: segundo Wu e Ju (48), as 

leveduras caracterizam-se por produzirem biossurfactantes extracelularmente. Porém, 

alguns microrganismos não conseguem excretar os biossurfactantes os quais 

permanecem aderidos à célula. A necessidade da determinação da tensão superficial 

foi atribuída à possível aderência dos biossurfactantes nas células. Neste contexto, a 

condição selecionada do planejamento experimental, foi submetida a novas 

determinações de tensão superficial nas seguintes condições: líquido metabólico com 

células de C. glabrata, líquido metabólico livre de células e liquido metabólico livre de 

células após extração do biossurfactante de acordo com Santos (44). Os valores de 

tensão superficial permaneceram iguais para o líquido metabólico contendo células de 

C. glabrata e para o liquido metabólico livre de células comprovando desta forma, que 

a remoção das células não tem relação com a remoção do biossurfactante, indicando 

que a produção foi extracelular. Santos (44) comprovou que após a extração do 

biossurfactante houve um aumento dos valores da tensão superficial do líquido 

metabólico livre de células, indicando a eficiência do processo de isolamento do 

biossurfactante. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho corroboram com 

Santos (44) devido o aumento da tensão superficial do meio de produção após a 
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extração do biossurfactante de 28,53 mN/m (antes da extração) para 50,06 mN/m 

(após a extração) (Figura 3). O máximo acúmulo do biossurfactante produzido por C. 

glabrata, ocorreu no final da fase exponencial (Figura 4). Estes dados estão de acordo 

com Gerorgiou et al. (22), confirmando que a maioria dos biossurfactantes são 

liberados no meio de cultura na fase exponencial de crescimento do microrganismo. 

Segundo Ron e Rosemberg (42), o efeito da redução da tensão superficial está 

diretamente relacionado a concentração da solução do biossurfactante até atingir 

valores da CMC.  A Figura 5 ilustra a CMC do biossurfactante produzido pela C. 

glabrata alcançado na concentração de 1%. A partir desta concentração do 

biossurfactante em solução, não houve maiores reduções na tensão superficial da 

água, permanecendo em torno de 28,00 mN/m, indicando que a CMC havia sido 

atingida nesta concentração. O biossurfactante de C. glabrata demonstrou maior 

capacidade de reduzir a tensão do que os surfactantes de C. antarctica (35mN/m) e de 

Yarrowia lipolytica (50mN/m) (2,3).  

 

3.5.2.2 Influência da fonte de carbono e nitrogênio: para obtenção da alta produção 

de biossurfactantes, estudos vêm sendo realizados com o objetivo de definir a melhor 

relação entre as fontes de carbono e nitrogênio no meio de cultivo (1). Neste sentido, 

vários estudos demonstram a influência das fontes de carbono e nitrogênio no meio de 

produção, sendo considerados parâmetros importantes na produção de 

biossurfactantes. A produção dos biossurfactantes pode ser influenciada pelo tipo e 

concentração do substrato empregado, podendo aumentar ou reduzir a síntese do 

biopolímero, e até mesmo modificá-lo estruturalmente. Assim, inúmeras alternativas 

vêm sendo descritas pela literatura como fontes de carbono e nitrogênio, desde fontes 

hidrofílicas (como glicose, lactose, etc) até hidrofóbicas (óleo de soja, hexadecano, 

etc). As leveduras, mesmo aquelas da mesma espécie, apresentam respostas 

diferentes à produção de biossurfactante frente aos diversos meios de cultivo (27, 20, 
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45, 5, 28, 4). Pesquisas realizadas por Guimarães (24) demonstraram que as 

leveduras dependem de fontes de carbono para seu crescimento e obtenção de 

energia, sendo os carboidratos os nutrientes de maior importância. O carbono pode 

ser fornecido às leveduras na forma de açúcar, aldeídos, glicerina ou etanol. A fonte 

de carbono determina o tipo e as propriedades dos biossurfactantes, enquanto a fonte 

de nitrogênio influencia diretamente no crescimento celular (19). Entretanto, neste 

trabalho utilizou-se o soro de leite, efluente rico em lactose, em concentrações de 

níveis intermediários (20%), assim como a milhocina, efluente rico em aminoácidos, 

também em concentrações de níveis intermediários (3%). Os dados obtidos estão de 

acordo com Fontes et. al. (19), comprovando a habilidade dos microrganismos em 

utilizar como fonte de carbono, os carboidratos e como fonte de nitrogênio a milhocina. 

Portanto, sugere-se que a Candida glabrata foi capaz de usar como nutriente o soro 

de leite, provavelmente como fonte de carbono, por ser um efluente rico em lactose 

(carboidratos) e a milhocina como fonte de nitrogênio devido sua alta composição em 

aminoácidos. Segundo Carlile e Watkison (9), um meio balanceado pode conter dez 

vezes mais carbono do que nitrogênio. Essa relação 10:1 garante um alto conteúdo 

protéico, enquanto uma relação maior 50:1 favorece a acumulação de metabólitos 

secundários derivados de lipídios ou polissacarídeos extracelulares. Desta forma, com 

base na concentração proposta por Carlile e Watkison (9) para a relação C:N, foi 

utilizado neste trabalho uma provável proporção de 10:1,5 (carboidrato do soro de 

leite: aminoácidos da milhocina), sugerindo que as mesmas atingiram um correto 

balanço nutricional e indução da produção do biossurfactante, evidenciado pela 

redução da tensão superficial. 

 

 3.5.2.3 Propriedade emulsificante do biossurfactante: os bioemulsificantes são 

surfactantes que apresentam capacidade de formar e estabilizar emulsões (49). Neste 

contexto, foi determinado o índice de emulsificação, teste quantitativo, para avaliar a 
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ocorrência da formação e estabilização de emulsões. Após 24 horas, observou-se a 

estabilização de emulsões em todas as condições, havendo resultado significativo nos 

pontos centrais do planejamento experimental (DCCR), com valores em torno de 88%, 

utilizando como substrato hidrofóbico o óleo queimado de motor.  Estes resultados 

demonstram que o biossurfactante produzido apresenta significativas propriedades 

emulsificantes, uma vez que Willumsen e Karlson (49) consideram valores 

significativos acima de 50% de emulsificação. Os melhores resultados referentes à 

atividade de emulsificação foram obtidos utilizando óleo de soja nos pontos centrais do 

planejamento experimental como mostra a Tabela 3. Luna, et al. (29) produziram 

biossurfactante por Candida glabrata UCP (1002) em meio contendo óleo de algodão, 

glicose e extrato de levedura, obtendo redução da tensão superficial do meio de 56 

mN/M para 31 mN/m. Contudo, resultados mais eficientes foram observados neste 

trabalho com o biossurfactante produzido por C. glabrata  UCP (1556), onde ocorreu 

uma redução da tensão superficial de 50,06 para 28,53 mN/m, utilizando a formulação 

de um novo meio de produção de baixo custo, empregando rejeitos industriais. A 

conversão de resíduos para insumos, representam um novo fluxo de produtos para o 

âmbito industrial, com o diferencial de serem produtos descartados em certas 

atividades e transformados em matéria-prima (8). 

 

3.5.2.4 Estabilidade do biossurfactante produzido por Candida glabrata: o 

biossurfactante produzido por Candida glabrata, selecionado na melhor condição do 

planejamento, foi avaliado no liquido metabólico livre de células quanto a sua 

estabilidade em diferentes condições, tais como: diferentes pHs, concentrações de 

NaCl e  temperaturas de acordo com a determinação da tensão superficial. O 

biossurfactante selecionado mostrou estabilidade em todas as concentrações de NaCl 

testadas (2%, 4%, 6%, 8%, 10% e 12%) indicando sua possível aplicação em 

ambientes aquáticos, pois independente da concentração de NaCl utilizada, o 
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biossurfactante permanece eficiente na redução da tensão superficial (Figura 6). A 

ocorrência de valores significativos para tensão superficial foi observado apenas em 

pH 4. Com relação à influência da temperatura e demais pHs, sobre a tensão 

superficial do líquido metabólico livre de células, contendo o biossurfactante (Figura 6), 

observou-se que houve uma variação na estabilidade do biossurfactante produzido por 

Candida glabrata. Andrade et.al., (4), demonstraram que o biossurfactante produzido 

por Candida lipolytica, demonstrou efetiva estabilidade, sobre o índice de 

emulsificação, em temperaturas elevadas. 

. 

3.5.2.5 Composição química do biossurfactante selecionado: o biossurfactante 

produzido por Candida glabrata é constituido por 35% de lipídeos, 30% de proteínas e 

22,9% de carboidratos. A quantificação orgânica do biossurfactante produzido por 

Candida lipolytica em meio composto por manipueira, sulfato de amônio e uréia, 

apresentou em sua composição maiores valores para carboidratos e menores para 

proteínas e lipídeos (4). Por outro lado, em estudos conduzidos por Rufino et. al (43), o 

biossurfactante produzido por Candida lipolytica utilizando resíduo industrial 

apresentou em sua composição maiores valores para proteínas (50%) e menores para 

lipídeos (20%) e carboidratos (8%) (43). Os dados obtidos estão de acordo com 

Muthusamy et. al. (35), comprovando que o tipo e propriedade do biossurfactante 

dependem da matéria prima utilizada no meio de cultivo como fonte de carbono. 

 

3.5.2.6 Carga iônica do biossurfactante: de acordo com o teste de difusão dupla em 

ágar, observou-se o surgimento de linhas de precipitação entre o biossurfactante 

produzido por C. glabrata e o composto iônico Dodecil Sulfato de Sódio indicando o 

caráter aniônico do biossurfactante. Segundo Barbieri (7), os surfactantes aniônicos 

mais utilizados comercialmente subdividem-se em carboxilatos e ésteres sulfatados 

amplamente utilizados em produtos de limpeza domésticos e industriais. 
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3.5.2.7 Caracterização por espectrometria no infravermelho: através da 

espectrometria no infravermelho (IV) com transformada de Fourier (FT-IR) foi 

quantificado o biossurfactante, observando-se a presença do radical carbonila com 

ligações do tipo éster (Figura 7). Os dados obtidos estão de acordo com Gartshore e 

Cooper, (21), devido a presença, na maioria dos biossurfactantes, de um radical 

carbonila, ligação éster ou ácido carboxílico os quais absorvem energia na região 

infravermelha do espectro eletromagnético. 

 

3.5.2.8 Toxicidade do biossurfactante: o teste de toxicidade e atividade 

antimicrobiana foi realizado em diferentes concentrações do biossurfactante (0,001% e 

1%). Segundo análise feita para toxicidade, observou-se que o biossurfactante a 

0,001% não apresentou toxicidade. Quando aumento-se a concentração para 1% o 

biossurfactante apresentou toxicidade em todas as condições testadas. Estes dados 

indicam que o biossurfactante produzido por C. glabrata pode ser utilizado em baixas 

concentrações em ambientes aquáticos. 

 

3.5.2.9 Validação estatística dos resultados da produção do biossurfactante por 

Candida glabrata UCP 1556: todos os termos do modelo foram considerados 

significativos em nível de confiança dentro dos 5% (p < 0,05). O reduzido valor para o 

erro puro e do erro experimental demonstram um grande domínio sobre a técnica de 

medida da variável resposta tensão superficial, reforçando a validade da utilização do 

DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional), uma vez que este método não 

utiliza repetições para os pontos que não estejam no centro da estrela configuração 

dos pontos. Um erro experimental pequeno, em relação a falta de ajuste, leva a um 

coeficiente de regressão considerável  R= 0,94956, ajuste este que pode ser 

constatado na Tabela 4. Para definir as condições otimizadas utilizando um 
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planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional, o 

domínio da técnica foi um ponto essencial, uma vez que a região de condições 

otimizadas está numa faixa estreita de valores das variáveis independentes (Figura 8). 

O modelo quadrático obtido está representado por Y= 102,339 – 16,241* [X1] + 3,606* 

[X1]2  - 4,792* [X2] + 0,129* [X2]2  - 0,235* [X1]*[X2].  O pouco caráter paralelo entre as 

curvas de nível demonstrou uma considerável interação entre os fatores, invalidando a 

explicação do fênomeno utilizando apenas um único fator (Figura 9). Observa-se no 

Diagrama de Pareto com os efeitos padronizados para um nível de 95% de confiança, 

representados pelo valor de p, que todas as variáveis independentes como o soro de 

leite e a milhocina, tanto na função quadrática (Q) como na linear (L), assim como sua 

associação, influenciaram na tensão superficial, sendo a milhocina (Q) a variável 

independente mais relevante, por estarem acima dos valores de p. O sinal positivo 

desta variável significa que em menores concentrações de milhocina, obtem-se 

valores mais baixos de tensão superficial. O sinal negativo referente ao soro de leite 

(L) e a associação do soro de leite com a milhocina (ambos em função linear), significa 

que quando esta variável passa de um nível de -1 para +1 a variável resposta tensão 

superficial é reduzida (Figura 11).  

 

3.5.3 Aplicação do biossurfactante isolado na remoção de óleo queimado 

de motor em solo arenoso 

 O biossurfactante isolado de Candida glabrata, na melhor condição do 

planejamento, foi aplicado em solo arenoso, oriundo de Boa Viagem (PE), 

contaminado com óleo motor queimado, de acordo com a metodologia de Nitschke e 

Pastore (37). O resultado de biorremoção apresentou valores significativos sobre a 

remoção do óleo queimado de motor em areia, obtendo 95,77% de remoção. Em 

estudos realizados por Andrade et.al. (4), o líquido metabólico contendo o 
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biossurfactante em contato intermitente com células de C. lipolytica foi capaz de 

remover 81,7% de óleo pesado em solo. 
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Tabela 1 - Níveis e fatores do DCCR aplicado 
 

 
 
 
 
 

Tabela 2- Matriz de planejamento codificada para o DCCR aplicado do 

planejamento experimental de 22  

 

Condições Milhocina Soro de leite 

1 - - 

2 + - 

3 - + 

4 + + 

5 +1,41 0 

6 -1,41 0 

7 0 +1,41 

8 0 -1,41 

9 0 0 

10 0 0 

11 0 0 

12 0 0 

 

 

 

 

Fator -1,41 -1 0 +1 +1,41 

Milhocina (%) 12,95 15 20 25 27,05 

Soro de leite (%) 1,59 2 3 4 4,41 
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Tabela 3 – Resultado do processo fermentativo de Candida glabrata utilizando 

planejamento experimental (DCCR) de 22 com 4 repetições do ponto central 

após 72 horas de cultivo, tendo como variável resposta a tensão superficial, 

índice e atividade de emulsificação e pH 

 

 

 

 

 

 

 

Condições 

 

Tensão 

Superficial 

(mN/m) 

Índice de 

emulsificação -E 24  

óleo queimado de motor  

(%) 

Atividade de 

emulsificação 

Óleo de soja 

(UAE/mL) 

 

pH 

1 36,87 33,33 2,63 5,78 

2 39,15 40,00 1,53 4,73 

3 33,76 33,33 2,52 5,92 

4 31,33 30,00 2,68 5,60 

5 32,44 37,50 2,61 5,41 

6 36,45 40,00 2,56 4,60 

7 34,97 80,00 2,03 5,48 

8 32,43 33,33 2,39 5,23 

9 28,63 85,33 2,87 5,98 

10 28,53 88,88 2,81 6,01 

11 28,63 87,50 2,88 6,07 

12 28,94 87,71 2,98 5,91 
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Tabela 4 – Análise de variância dos dados experimentais para  a tensão superficial 

 

Efeito Soma 

quadrátic

a 

Graus de 

liberdad

e 

Média 

quadrátic

a 

F p 

(x1) mIlhocina (L) 3, 7712 1 3, 77124 187, 003 0,000846 

Milhocina (Q) 83, 2322 1 83, 23225 4127, 219 0,000008 

(x2) Soro de leite 

(L) 
21,11079 1 21, 10795 1046, 675 0,000065 

Soro de leite (Q) 66,9257 1 66, 92569 3318, 629 0,000012 

1L x 2L 5,5460 1 5, 54603 275, 010 0,000477 

Falta de ajuste 16, 9226 3 5, 64086 279, 712 0,000361 

Erro puro 0, 0605 3 0, 02017   

Total  172, 7249 11    
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Figura 1- Identificação através de métodos morfológicos e bioquímicos de 

Candida glabrata isolada do solo do semi-árido-PE. (A) Identificação 

morfológica macroscópica; (B) Identificação morfológica microscópica em ágar 

fubá; (C) Assimilação de fontes nitrogenadas e (D) Fermentação de açucares. 
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Figura 2- Eletroforese em gel de agarose após Reação de cadeia Polimerase 

PCR. (A) Amplificação do DNA de Candida glabrata utilizando Primes ITS1 e 

ITS2 e (B) Purificação do DNA de Candida glabrata isolada do semi-árido (PE) 

 

 

 

 

 

 

 

400pb 

A B 



98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Curva de crescimento e tensão superficial do biossurfactante 

produzido por Candida glabrata, isolada do semi-árido (PE), em meio de 

produção constituído por rejeitos industriais milhocina e soro de leite após 72 

horas de fermentação.  
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Figura 4- Concentração Micelar Crítica (CMC) do biossurfactante produzido 

por Candida glabrata após 72 horas de cultivo em meio composto por rejeitos 

industriais 
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Figura 5- Comprovação da produção extracelular do biossurfactante produzido 

por C. glabrata através da tensão superficial do líquido metabólico, da 

condição selecionada do planejamento, em diferentes condições. LS1 (liquido 

metabólico com células de Candida glabrata), LS2 (líquido metabólico livre de 

células), LS3 (líquido metabólico após extração do biossurfactante) e LS4 

(controle). 
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Figura 6 - Estabilidade do biossurfactante determinada através da tensão 

superficial do líquido metabólico livre de células de Candida glabrata. (A) 

diferentes valores de pH; (B)diferentes concentrações de NaCl e (C) diferentes 

temperaturas. 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

T
e
n

s
ã
o

 S
u

p
e
rf

ic
ia

l 

(m
N

/ 
m

)

2 4 6 8 10 12

pH

0

5

10

15

20

25

30

35

40

T
e

n
s

ã
o

 S
u

p
e

rf
ic

ia
l 

(m
N

/ 
m

)

2 4 6 8 10 12

C onc entra ç ã o de  Na C l (%)



102 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Espectrometria ao raio infravermelho (IV) com transformada de 

Fourier (FT-IR) do biossurfactante isolado de C. glabrata 
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Figura 8- Superfície de resposta da produção de biossurfactante produzido por 

C. glabrata UCP (1556) formulado por diferentes concentrações de soro de 

leite e milhocina determinado pela tensão superficial. 
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Figura 9– Curvas de contorno na produção de biossurfactante produzido por C. 

glabrata UCP (1556) formulado por diferentes concentrações de soro de leite e 

milhocina determinado pela tensão superficial. 
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Figura 10- Valores preditos em função dos observados relativos à tensão 

superficial do biossurfactante produzido por Candida glabrata com 72 horas de 

cultivo 

 

 

 

 

 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Efeitos das variáveis utilizadas sobre a tensão superficial do 

biossurfactante produzido por Candida glabrata com 72 horas de cultivo 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

A partir do estudo da produção de biossurfcatante por Candida lipolytica e 

Candida glabrata concluis-se: 

 
Artigo I 
 

Candida lipolytica UCP 0988 apresenta habilidade de crescer e produzir 

biossurfactante em meio contendo manipueira como substrato; 

 
Através do cultivo de Candida lipolytica em meio constituído por manipueira, 

sulfato de amónio e ureia após 96 horas de fermentação, ocorre a produção 

máxima de biossurfactante com excelente redução da tensão superficial; 

 

O biossurfactante produzido pela C. lipolytica propicia a formação e estabilização 

das emulsões indicando sua propriedade emulsificante;  

 

Candida lipolytica produz biossurfactante com alta estabilidade térmica; 

 

O biossurfactante de C. lipolytica foi caracterizado como polimérico devido a alta 

constituição em carboidratos, proteínas e lipídeos; 

 

Candida lipolytica produz biossurfactante com alto potencial de uso em processos 

de biorremediação demonstrada pela remoção do óleo queimado de motor em 

solo;  
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Artigo II 

 

A linhagem selvagem de Candida glabrata (UCP 1556), isolada de solos do 

semi-árido (PE, Brasil), apresenta elevado potencial na produção de 

biossurfcatante; 

 

A formulação do novo meio de produção de biossurfactante, constituído pelos 

rejeitos industriais, milhocina e soro de leite, possui adequado balanço dos 

nutrientes, formando provavelmente, uma relação ideal entre as fontes de 

carbono e nitrogênio; 

 

O biossurfactante produzido por C. glabrata, propiciou a formação e 

estabilização das emulsões indicando sua propriedade emulsificante;  

 

O biossurfactante produzido por C. glabrata foi caracterizado como complexo 

polimérico devido à presença de  lipídeos, proteínas e carboidratos; 

 

Candida glabrata (1556) produz, em meio formulado por soro de leite e 

milhocina, biossurfactante  extracelular do tipo aniônico; 

 

O biossurfactante de C. glabrata demonstra efetiva estabilidade em altas e 

baixas concentrações de NaCl; 

 

O planejamento experimental do tipo DCCR apresentou-se como uma 

ferramenta muito útil e aplicável para determinar o comportamento das 

variáveis independentes milhocina e soro de leite sobre a variável resposta 

tensão superficial, fornecendo condições otimizadas para a produção do 

biossurfactante;  

 

O modelo obtido pode ser utilizado para previsão do fenômeno na faixa de 

valores das variáveis independentes utilizadas; 
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Os biossurfactantes produzidos apresentam potencial de aplicação em 

processos de biorremediação devido à eficiência na remoção do óleo queimado 

de motor em solo arenoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
















































