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RESUMO 
  

Os biossurfactantes constituem uma classe de compostos obtidos por via microbiana 

com estrutura molecular anfifílica, responsáveis pela redução de tensão superficial e 

interfacial, com ampla aplicação no setor industrial alimentício, farmacêutico, 

cosmético, na biorremediação e na recuperação de petróleo. A busca de alternativas 

para o uso de resíduos torna a produção de biossurfactante mais competitiva e 

viável, minimizando os custos de produção e consequentemente os impactos no 

ambiente. Nesse contexto, estudos foram realizados com fungo isolado de solo da 

caatinga (Pernambuco, Brasil). O fungo foi identificado como Cunninghamella 

echinulata, sendo em seguido avaliado seu potencial biotecnológico na produção de 

biossurfactante. Realizou-se crescimento em meio utilizando resíduos agroindustriais 

de baixo custo, milhocina (M) e óleo residual de soja (ORS) como substratos, 

empregando um planejamentyo fatorial competo de 22, tendo como variável resposta 

a produção de biossurfactante, a qual foi avaliada pela redução da tensão superficial 

e do índice emulsificação. Os resultados indicaram uma redução da tensão da água 

de 72 para 36mN/m e índice de emulsão de 80% para o óleo queimado de motor. Os 

testes de estabilidade com o líquido metabólico livre de células frente diferentes 

temperaturas, concentrações de NaCl e pH tanto para tensão superficial, como para 

o índice de emulsificação. O biossurfactante apresentou carga iônica, constituição 

química polimérica com lipídeos (40%), carboidratos (35,2%) e proteínas (20,3%). E 

ainda apresentou propriedade como agente de dispersão de óleos e no aumento e 

ou redução da viscosidade. Os resultados promissores com o fungo C. echinulata na 

produção do biossurfactantes/emulsificante sugerem o seu emprego, no futuro, em 

processos de biorremediação, na redução da concentração dos componentes do 

petróleo, na limpeza de tanques, no derramamento de petróleo, como também em 

outras aplicações industriais.  

 

Palavras-Chave: Biossurfactante; Bioprocesso; Cunninghamella echinulata; Resíduo 

agroindustrial; Emulsificante. 



                              

 

vii 

 

ABSTRACT 
 

 

The biosurfactants are a class of compounds obtained by microbial way with 

amphiphilic molecular structure, responsible for the reduction of surface and 

interfacial tension, with wide application in the food industry, pharmaceutical, 

cosmetic, in bioremediation and oil recovery. The search for alternatives to the use of 

waste makes the production of more viable and competitive biosurfactant minimizing 

production costs and hence the impact on the environment. In this context, studies 

were performed with fungus isolated from Caatinga soil (Pernambuco, Brazil). The 

fungus was identified as Cunninghamella echinulata, being evaluated in a row 

biotechnological potential biosurfactant production. The growth medium was used 

agro-industrial residues, corn steep liquor (M) and soybean oil waste (ORS) as 

substrates, employing a complete planning design of 22 with the variable response 

biosurfactant production which was evaluated by reduction of the surface tension and 

emulsification index. The results indicated a reduction of water surface tension of 72 

to 36mN/m, and emulsification index of 80% for the engine burning oil. Stability tests 

with cell-free metabolic liquid against different temperatures, pH and NaCl 

concentrations for surface tension, as well as the emulsification index. The 

biosurfactant showed ionic charge, polymeric chemical composition constituted by 

lipids (40%), carbohydrates (35.2%) and proteins (20.3%), and presented property as 

ability to oil displacement area and increased or decreased the viscosity. The 

promising results obtained with the fungus C. echinulata in the of 

biosurfactant/emulsifier production suggest in future perspectives to use in 

bioremediation processes, reducing the concentration of the components of 

petroleum, cleaning tanks, the oil spill, as well as in other industrial applications. 

 

Keywords: Biosurfactant; Bioprocess; Cunninghamella echinulata, Agroindustrial 

substrates, Emulsifier 
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INTRODUÇÃO, OBJETIVOS E REVISÃO DA LITERATURA 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

Uma das principais causas globais de poluição é o aumento do consumo 

de petróleo e seus derivados, além dos efeitos poluentes dos resíduos oleosos 

emitidos pelas indústrias, cuja remoção no ambiente contaminado é difícil (EPA 

e Environmental Protection Agency of United States, 2008; LIN et al., 2010; 

SOUZA et al., 2014). Uma das formas de amenizar tais impactos é através do 

uso de surfactantes, classe de moléculas tensoativas e emulsificantes, 

sintetizadas quimicamente com produção mundial acima 7,5 milhões de 

toneladas, que pode gerar no mercado uma receita superior a US $41 bilhões 

(MARTI et al., 2013).  São compostos extremamente importantes no setor 

mundial, com produção total de 54% em detergentes domésticos e lavanderia, 

e apenas 32% destinado para uso industrial, aplicados na biorremediação, na 

dispersão de derrames de petróleo, na remoção e mobilização de resíduos 

oleosos (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; BUENO et al., 2010; 

BHADORIYA et al., 2013). 

Uma estratégia de produção ecológica é agregada ao alto valor dos 

biossurfactantes, com base em suas propriedades e funções fisiológicas. Um 

composto com estrutura molecular anfifílica, de porção hidrofóbica e hidrofílica, 

com habilidade de reduzir a tensão superficial e interfacial, além de promover a 

diminuição da viscosidade do óleo. Essas biomoléculas são biodegradáveis, de 

baixa toxicidade, ecologicamente segura, baixa irritabilidade e compatibilidade 

com a pele humana com aplicabilidade nos setores farmacêuticos, indústria de 

cosméticos e de alimentos (BANAT et al., 2000; CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; 

BANAT et al., 2010). Por razões econômicas sua aplicação é pouco sucedida 

no mercado mundial, cujo potencial de lucro não é competitivo o suficiente com 

os homólogos químicos, com base nos rendimentos e na adequação das fontes 

renováveis ideais para os micro-organismos (APARNA et al., 2012).  

A crescente preocupação com a proteção ambiental resultou na utilização 

de produtos químicos menos agressivos ao meio e suas normas ambientais 

impulsionaram tais recursos no mercado industrial, voltados ao potencial dos 

processos biológicos nas diversificadas áreas de atuação. Assim, com o 
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avanço da biotecnologia associado à aplicação dos produtos naturais a partir 

de substratos renováveis como matéria prima com o intuito de substituir os 

compostos derivados do petróleo. A busca por alternativas faz crescer o 

interesse por subprodutos biológicos através da redução no custo de produção. 

Portanto, a utilização de resíduos industriais oleosos na produção de 

metabólitos secundários é uma abordagem importante que contribui para a 

redução dos custos, aumentando o valor econômico desses produtos e 

consequentemente reduzindo os custos de produção. Os óleos vegetais 

servem como fonte de carbono de alto valor lipídico, rica em ácidos graxos 

saturados e insaturados, com produção mundial de aproximadamente de 3 

milhões de toneladas, considerando o Brasil, um país agrícola (OLIVEIRA et 

al., 2009; MAKKAR et al., 2011).  Com uma produção média de 100 bilhões/L 

por semana, outro tipo de substrato associado à indústria vegetal é o óleo 

residual de soja obtido nas cozinhas dos restaurantes, é rico em nutrientes com 

viável potencial de reutilização e produção em escala mundial (SHAH et al., 

2007; ZHU et al., 2007; MAKKAR et al., 2011). 

Neste contexto, o trabalho proposto visa à produção de biossurfactante 

por Cunninghamella echinulata empregando resíduos agroindustriais, óleo 

residual de soja pós-fritura e milhocina, com a finalidade de obter um 

biotensoativo de baixo custo, estável, com propriedade de redução de tensão 

superficial e/ou de emulsificação. Desta forma, pretende-se com o uso de 

resíduos na produção biotecnológica a partir de fungo filamentoso, minimizar 

os custos de produção do biossurfactante, possibilitando a ampliação do 

processo no futuro.  
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o potencial biotecnológico do fungo Cunninghamella echinulata 

UCP 1297, isolado de solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, na 

produção de biossurfactante empregando resíduos agroindustriais de baixo 

custo, como substratos alternativos. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Investigar a produção biossurfactante de C. echinulata UCP 1297, 

empregando resíduos industriais e com Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) 22; 

 Selecionar a melhor condição de produção do biossurfactante por C. 

echinulata; 

 Avaliar o crescimento C. echinulata e a produção do biossurfactante nas 

condições de cultivo estabelecidos pelo planejamento fatorial composto; 

 Avaliar a estabilidade do biossurfactante frente a condições de 

temperatura, diferentes concentrações de sal e pH; 

 Realizar a caracterização e composição bioquímica do biossurfacatnte 

isolado; 

 Validar os resultados obtidos. 
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 

1.3.1 Surfactantes 

Os surfactantes constituem uma classe de compostos com estrutura 

molecular anfifílica, devido a uma porção hidrofóbica, apolar hidrocarbonada, e 

outra hidrofílica, polar iônica, não-iônica ou anfotérica, responsáveis por 

reduzirem a tensão superficial e interfacial (BANAT, 1995; SARUBBO et al., 

1997; APARNA et al., 2011).). A natureza química dessas moléculas promove 

sua adsorção nas interfaces de camadas imiscíveis, orientando a porção 

hidrofóbica no meio apolar, e a hidrofílica no meio polar (ROSSI et al., 2006; 

SOEMO, 2013). 

Os surfactantes iônicos se classificam negativamente como aniônicos 

representados pelos sabões, procedidos da saponificação de triglicerídeos de 

óleos vegetais e animais, ou positivamente como catiônicos, destacados pelos 

sais de amônio quaternários e aminas de cadeia longa, apresentando utilidade 

como agente germicida, porém contendo efeitos danosos ao meio ambiente e 

expressiva toxicidade a animais aquáticos (SOEMO, 2013). Os não-iônicos se 

solubilizam em água por meio dos grupamentos funcionais (óxido de propileno 

e etileno e ésteres de sorbitano) e são relativamente não tóxicos, enquanto 

que, os anfóteros apresentam ambas as cargas, aniônicas e catiônicas, o qual 

dependem do pH e, capaz de melhorar a formação de espuma em solução 

(ROSSI et al., 2006; CAMEOTRA, 2010; SOEMO, 2013). Sua classificação e o 

percentual de produção mundial são representados na tabela 1.1. 

A região hidrofílica, contém heteroátomos de nitrogênio, oxigênio, enxofre, 

fósforo e carbono com diversos grupos funcionais, tais como álcoois, éteres, 

aminas, fosfatos, na qual são constituídas por mono ou polissacarídeos, 

peptídeos ou proteínas; enquanto que, normalmente o grupamento hidrofóbico 

contem ácidos graxos saturados, insaturados ou hidroxilados (GEORGIOU et 

al., 1992; ROSSMANN, 2008; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Mostrando 

especialidades de equilíbrio hidrofílico-lipofílico (HLB) que afetam suas 

propriedades físico-químicas.  
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Tabela 1. 1 Classificação, exemplos e produção mundial dos surfactantes. 

Classificação Exemplos Produção Mundial (%) 

Aniônicos Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) ~50 

Catiônicos Brometo de cetiltrimetilamônio (CTBA) ~5-6 

Não-iônicos Polissorbato (Tween) ~40 

Anfóteros Betaínas (aminoácidos de cadeia longa) ~1 

Fonte: SOEMO, 2013. 

Essas características peculiares admitem a formação de microemulsões 

estáveis, em fluidos com grau de polaridades diferentes, os quais são 

distribuídos nas interfaces dessas fases fluidas, assim, atribuindo à 

solubilização dos polímeros complexos; e também a formação de agregados 

moleculares, como micelas, que propiciam a diminuição da viscosidade de 

compostos no meio (DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE et al., 2002; RON; 

ROSENBERG, 2002; LIMA, 2007; FELIX, 2012).  

São compostos químicos derivados do petróleo, que apresentam 

propriedades de detergência, emulsificação, lubrificação, solubilização, 

dispersão de fases, capacidade espumante e molhante; com grande 

aplicabilidade nos setores alimentícios, farmacêuticos, cosméticos, agrícola, de 

petróleo, entre outros (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; BARROS et al., 2007).  

Devido à origem do petróleo, os surfactantes sintéticos vêm sendo 

substituídos gradativamente por surfactantes naturais, os biossurfactantes. 

Esses compostos são subprodutos de origem microbiana (bactérias, fungos e 

leveduras) com propriedades, igual ou superior aos surfactantes sintéticos 

(CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; NITSCHKE et al., 2002). O aumento de 

efluentes referente às problemáticas ambientais adicionadas às leis de controle 

do meio ambiente proporcionou tal substituição (BARROS et al., 2007).  

Os compostos ativos em superfícies biossintetizados por micro-

organismos são capazes de aumentar a área de superfície de substâncias 

insolúveis em água e a biodisponibilidade em substratos hidrofóbicos de tais 

substâncias, altera as propriedades de superfície bacteriana, proporcionar 
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redução quanto à toxicidade dos metais pesados, e promover a atividade 

antimicrobiana como também a formação de biofilme (SINGH; MAKKAR, 2004; 

BEZERRA et al., 2012). Os biossurfactantes apresentam diversas propriedades 

e funções fisiológicas que podem ser mais eficazes do que os seus 

equivalentes químicos, considerando ainda, tolerância à elevada estabilidade 

térmica e força iônica, fácil biodegradabilidade e baixa toxicidade (MULLIGAN; 

GIBBS, 1993; URUM et al., 2004). De tal modo, são facilmente afetados por 

fatores ambientais, tais como temperatura, pH, força iônica e têm a propriedade 

única de biocompatibilidade e digestibilidade (SEKHON et al., 2012). 

A produção microbiana desse metabólito pode ser excretada no meio, ou 

então, retida na parede celular; facilitando assim, a emulsificação e 

solubilização dos compostos insolúveis em água, e também no transporte 

desses substratos através das membranas (NITSCHKE et al., 2002; FELIX, 

2012). Sua atuação quanto aos aspectos da biotecnologia ambiental é capaz 

de produzir efeitos significativos e eficientes em processos de remoção de 

poluentes, permitindo assim, um aumento quanto ao fluxo de biodegradação 

natural. 

1.3.2 Biossurfactantes 

Os biossurfactantes são agentes tensoativos de superfície com 

aplicabilidade industrial e biotecnológica que apresentam diversidade química 

estrutural, peso molecular, propriedades físico-químicas, modo de ação e 

origem microbiana que os caracterizam, como glicolipídeos, lipopeptídeos, 

poliméricos, particulados, entre outros (NITSCHKE et al., 2002; PACWA-

PLOCINICZAK et al., 2011). Quanto ao peso molecular, essas substâncias se 

diferem, em os de baixa massa molecular, denominados de biossurfactantes 

que podem reduzir a tensão superficial e interfacial, de forma eficaz, enquanto 

que, os de alto peso molecular são mais eficientes na estabilização de 

emulsão, e assim, chamados de bioemulsificantes (SMYTH et al., 2010; 

BANAT et al., 2010; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). 

Os glicolipídeos, fosfolipídeos e os lipopeptídeos representam os 

biossurfactantes de baixo peso molecular, enquanto que, os de alto peso são 
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constituídos por polissacarídeos, proteínas, lipopolissacarídeos, misturas 

complexas desses biopolímeros e lipoproteínas (PACWA-PLOCINICZAK et al., 

2011). A variedade de células microbianas produtoras de biossurfactantes, 

podem ser demonstradas na tabela 1.2. 

Tabela 1. 2 Principais classes de surfactantes naturais e os micro-organismos produtores. 

Tipos de biossurfactantes Micro-organismos 

Glicolipídeos 

Ramnolipídeos 

Sorofolipídeos 

Trealolipídeos 

 

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas sp. 

Torulopsis bombicola; T. apicola 

Rhodococcus erythropolis; Mycobacterium 
sp.. 

Lipopeptídeos e lipoproteínas 

 Peptídeo-lipídeo 

Viscosina 

Serrawetina 

Surfactina 

Subtilisina 

Gramicidina 

Polimixina 

 

Bacillus licheniformis 

Pseudomonas fluorescens 

Serratia marcenscens 

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 

Bacillus brevis 

Bacillus polymyxia 

 

Ácidos graxos, lipídeos neutros e 
fosfolipídeos 

 Ácidos graxos 

Lipídeos 

Fosfolipídeos 

 

 

 

Corynebacterium lepus 

Nocardia erythropolis 

Thiobacillus thiooxidans 

 

Surfactantes poliméricos 

 Emulsan 

Biodispersan 

Liposan 

Carboidrato-lipídeo-proteína 

Manana-lipídeo-proteína 

 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

Acinetobacter calcoaceticus 

Candida lipoyitica 

Pseudomonas fluorescens 

Candida tropicalis 

 

Surfactantes particulados 

 vesículas 

células 

 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

Várias bactérias 

 Fonte: MUTHUSAMY et al., 2008. 
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Diante dos diferentes grupos de biossurfactante faz sentido ocorrer uma 

variação quanto suas propriedades e funções, onde essas correspondem ao 

seu tipo de classificação. Entre as variadas classes de biossurfactantes, os 

lipopeptídeos representam uma das com potencial de aplicação notável em 

atividades biológicas, como antimicrobiana, antitumoral, antiviral e antiadesiva 

(KHIRE; KHAN, 1994; BANAT, 1995; PEYPOUX et al., 1999); outro exemplo 

dessa mesma classe de  biossurfactante é a surfactina, a qual se apresenta 

como uma molécula biotensoativa versátil com capacidade de inibir a formação 

de coágulos de fibrina e, também aplicado para a recuperação melhorada de 

petróleo (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013); esse tipo é produzido pelo Bacillus 

subtilis, comumente localizado no solo. Essas propriedades os tornam 

moléculas relevantes para aplicações no combate a diversas doenças e como 

agentes terapêuticos (BHADORIYA et al., 2013). Os glicolipídeos são 

promissores em atividade anticancerígena, e as substâncias lipopeptídicas 

encontram se envolvida na redução da superfície e interfacial tensões dos 

líquidos, porém não apresentam emulsões estáveis como característica comum 

(IVSHINA; CHRISTOFI, 2002; BHADORIYA et al., 2013). 

Desta forma, existem alguns exemplos de surfactantes produzidos por 

micro-organismos como o emulsan por Acinetobacter, os soforolipídeos por 

Candida bombicola e os ramnolipídeos por Pseudomonas aeruginosa; cujas 

estruturas são representadas pela figura 1.1.  

Os soforolipídeos são eficientes moduladores de resposta imune 

(BHADORIYA et al., 2013). Atualmente, a aplicação de surfactantes no ramo 

farmacêutico e de cosméticos vem adquirindo importância na indústria 

biomédica já que são utilizados na solubilização e biodisponibilidade de 

fármacos poucos solúveis; nesse caso, os fosfolipídeos são empregados no 

tratamento pulmonar.   

A maioria dos biossurfactantes é de natureza aniônica e neutra, com 

notável predominância bacteriana como micro-organismo produtor, entretanto, 

a literatura também relata a síntese dessa biomolécula por outros organismos, 

no caso das leveduras e fungos (NITSCHKE; COSTA, 2007; MULLIGAN, 

2009). Outra classe de surfactante com forte potencial em atividade superficial 
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e emulsificante, denominada de flavolipídeos mostrando fração polar de ácido 

cítrico.  

 

Figura 1. 1 Representação da estrutura molecular comum dos biossurfactantes 

 

 

 

Fonte: CAMEOTRA, 2010. 

 

Como os biossurfactantes se acumulam em interface de dois líquidos 

imiscíveis, ou mesmo entre um líquido e um sólido, ocorre uma redução nas 

forças de repulsão entre essas duas fases, incidindo uma melhor interação 

entre as mesmas e, consequentemente diminuem a tensão interfacial e 

superficial. De tal modo, essa mistura e interação é facilmente observada na 

figura 1.2 (BUENO, 2010; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). 

 

 

 

 

Surfactante particulado 

Surfactina de Bacillus subtilis 
Ramnolipídeo R2 de Pseudomonas sp DSM 2874 

Soforolipídeo de Torulopsis bombicola ATCC 22214 
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Figura 1. 2. Acumulação dos biossurfactantes nas interfaces de líquidos imiscíveis. 

 

Fonte: SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011. 

Quando monômeros de surfactante são adicionados à solução ocorre 

uma diminuição na tensão interfacial e superficial proporcional ao aumento de 

sua concentração no meio, até atingir uma determinada concentração, a 

Concentração Micelar Crítica (CMC), região na qual ocorre redução máxima da 

tensão e formação de micelas, significando que menos biotensoativo é 

necessário para tal diminuição. Assim, quando atingem valores superiores a 

CMC, não é observada nenhuma redução; os valores abaixo da CMC são 

representados na forma de monômeros dispersos (IVSHINA; CHRISTOFI, 

2002; ROSSI et al., 2006; CORDEIRO SILVA, 2008; PACWA-PLOCINICZAK et 

al., 2011). A relação entre os bissurfactantes, à tensão das superfícies e a 

formação de micelas é observada na figura 1.3. 

Figura 1. 3 Representação esquemática da CMC. 

 

 

Fonte: WHANG et al., 2008. 
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Os monômeros se associam de forma espontânea como micelas, 

vesículas e lamelas; resultado de numerosas interações químicas entre os 

grupos polares e apolares (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). As micelas 

são termodinamicamente estáveis e formadas espontaneamente, capazes de 

aumentam a energia livre do sistema na parte lipofílica; não apresenta papel 

significativo na formação de microemulsões, que são formadas quando uma 

fase líquida é dispersa como gota em outra fase líquida. A estrutura hidrofóbica 

se decompõe em pseudofases através da formação das micelas permitem a 

solubilização, a qual é influenciada pela redução das forças capilares 

(IVSHINA; CHRISTOFI, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). 

A CMC dependerá da estrutura do surfactante, cuja estrutura agregada é 

determinada pela polaridade do solvente, no qual o surfactante é dissolvido. 

Apesar da solubilização em água, os biossurfactantes apresentam valores 

baixos de CMC quando comparados aos sintéticos, porém o valor da CMC 

varia com o aumento do pH. Existem parâmetros capazes de determinarem a 

eficiência e a efetividade de um bom agente tensoativo de superfície, dentre 

alguns pode se citar o valor mínimo alcançado na tensão superficial e a CMC 

(BARROS et al.,2007). Como uma característica fundamental e essencial, a 

eficiência é avaliada pela CMC, a qual pode variar de 1 a 2000mg/L; entretanto, 

a efetividade é correspondida por valores de tensões interfaciais e superficiais 

que variam de 31 a 1 mN/m (RON; ROSEMBERG, 2002; CORDEIRO-SILVA, 

P. A., 2008).  

A estabilidade dependerá da natureza dos grupamentos hidrofílicos e 

lipofílicos, em geral, classificados conforme o equilíbrio hidrofílico-lipofílico, o 

qual indica se a emulsão do biossurfactante é em água-óleo ou em óleo-água; 

logo, os emulsificantes com baixo valor (HLB) estabilizam emulsão em água-

óleo e são lipofílicos, considerando que os de elevado HLB possuem efeito 

oposto, com melhor solubilização em água (SABATINI et al., 1995; DESAI; 

BANAT, 1997; IVSHINA; CHRISTOFI, 2002). 

A emulsão é tratada como um sistema heterogêneo de fases contínuas ou 

dispersas, internas ou externas que contem líquido imiscível disperso em outro 
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intensamente, sob a forma de gotículas; assim, possui estabilidade mínima que 

pode ser acentuada pela ação de agentes de superfície ativa. Logo, os 

biossurfactantes são capazes de estabilizar ou desestabilizar a emulsão 

(NITSCHKE; COSTA, 2007).  

No entanto, o principal fator que limita o uso generalizado de 

biossurfactantes é o seu custo de produção quando comparado aos sintéticos 

homólogos (MUKHERJEE et al., 2006; GOMAA, 2013). O custo pode ser 

reduzido por melhoria de tensão, otimizado por métodos estatísticos a 

composição do meio ou por meio de substratos de baixo custo alternativos. A 

escolha de matérias-primas de baixo custo é importante no processo de 

economia global, já que essas correspondem a 50% do custo final de produção 

e também diminui os gastos com o tratamento de resíduos (MAKKAR; 

CAMEOTRA, 1999). O custo elevado da produção de biossurfactante 

associado à recuperação e a purificação ainda restringe sua aplicação em 

técnicas de biorremediação de solos contaminados por petróleo (MAKKAR; 

CAMEOTRA, 1998; MOLDES et al., 2011).  

No momento, apenas alguns biossurfactantes estão disponíveis 

comercialmente, esses correspondem aos ramnolipídeos e a surfactina. Os 

ramnolipídeos são os únicos que foram aprovados pela Agência de Proteção 

Ambiental dos EUA em diversos produtos alimentares, cosméticos e 

farmacêuticos, representados pela empresa Jeneil Biossurfactante Company e 

Ramnolipídicos, Inc (http://www.rhamnolipidholdings.com), proporcionando 

diferentes finalidades, como biofungicida, papel comprovado pelo FDA, e uma 

maior afinidade para moléculas orgânicas hidrofóbicas, que conferem ótimas 

características como portadores de poluentes em sistemas de solo 

(NITSCHKE; COSTA, 2007; SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011).  

Com o aumento gradativo do mercado global de biossurfactantes, a ampla 

preocupação de produção referente à sua competitividade de custo vem sendo 

restrita pelos benefícios da tecnologia verde, auxiliada pela engenharia 

recombinante de cepas produtoras mostrando atividade enzimática da esterase 

(SEKHON et al., 2012). 
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 Muitos biossurfactantes não são afetados por condições ambientais, 

sendo assim, alguns micro-organismos psicrófilos produtores de biotensoativos 

e um lipopeptídeo são capazes de se manterem estáveis após determinadas 

alterações de pH, NaCl e temperatura. O recente interesse comercial pela 

produção de surfactantes microbianos extremófilos ultimamente vem ganhando 

destaque (NITSCHKE; COSTA, 2007).  

A maioria dos dados literários correspondente à produção de 

biossurfactantes confirma baixa toxicidade quando comparados aos homólogos 

sintéticos, cujo valor de concentração os adequam ao uso, como produtos 

cosméticos, farmacêuticos e alimentares (NITSCHKE; COSTA, 2007).  

1.3.3 O papel e a importância dos biossurfactantes  

Os micro-organismos exercem funções ecológicas vitais no ecossistema, 

dessa forma é necessário compreender sua fisiologia quanto ao potencial de 

produção e adequar sua aplicação comercial a partir de novas ferramentas 

biológicas. Os fungos são capazes de degradar e metabolizar uma grande 

variedade de substratos, assim, podem utilizar substâncias orgânicas 

complexas, como o metanol, amônio ou nitrato. Esses organismos apresentam 

uma enorme capacidade adaptativa e regular, de seu metabolismo, e são 

importantes como fonte de alimento, no ciclo de nutrientes, na estabilização e 

aeração do solo.  

Os surfactantes microbianos são produzidos por uma gama de variedade 

de espécies com múltiplas funções e propriedades, além de possuírem 

estruturas muito diversificadas. Porém não são apenas úteis numa variedade 

de processos industriais e ambientais, os biossurfactantes também são 

extremamente importantes para os micro-organismos quanto à adesão, a 

emulsificação, a biodisponibilidade e dessorção, como também em estratégia 

de defesa (CAMEOTRA et al., 2010). Alguns de seus papeis são citados na 

literatura como mecanismo fisiológico para crescimento e sobrevivência celular 

por meio de interações atrativas com o meio, cujos resultados são 

comprovados por propriedades de adesão em Pseudomonas aeruginosa e 
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Acinetobacter calcoaceticus regulando a superfície celular, aumentando ou 

diminuindo, de acordo com a necessidade da estirpe. 

A área interfacial e superficial pode ser um fator limitante para o 

crescimento microbiano em hidrocarboneto, cuja emulsificação é indireta e 

provocada pela ação de agentes extracelulares, que promove vantagem para o 

micro-organismo que o produz. Logo, seu potencial biológico é reconhecido na 

natureza e inspira novas possibilidades de aplicação.         

Existem alguns mecanismos que interferem no aumento da 

biodisponibilidade de compostos hidrofóbicos orgânicos, esses confirmados 

pela ação de crescimento dos biossurfactantes, uma vez que sua função 

biológica está relacionada captação de hidrocarbonetos e como sua liberação 

espontânea ocorre em diversos substratos, como óleo residual, diesel, entre 

outros carboidratos do tipo glicose, sacarose e glicerol (CHANDANKERE et al., 

2013). 

1.3.4 Fatores que influenciam a produção de biossurfactantes 

A produção de biossurfactante depende das fontes de carbono e das 

estirpes microbianas, e que podem ser produzidos por fermentação submersa, 

tradicionalmente mais utilizada, mas também por fermentação em estado 

sólido; no entanto, existem fatores ambientais e nutricionais que podem 

comprometer a produção desses biotensoativos, dentre esses está relacionado 

às condições de cultivo dos micro-organismos (DESAI; BANAT, 1997; PINTO, 

2008). As pesquisas confirmam uma enorme variedade de fontes de carbono 

utilizadas para a biossíntese de surfactantes desde n-alcanos até o uso de 

fontes renováveis; entre alguns meios pode se citar, o hexadecano e alguns 

óleos (soja, oliva, algodão, milho) por Cirigliano e Carmam (1986); além de 

alguns substratos hidrofílicos e hidrofóbicos (FONTES et al., 2008). Entretanto, 

o comprimento da cadeia do n-alcano utilizada como fonte de carbono é um 

fator que pode alterar essa biossíntese.  

A literatura também afirma a necessidade de ferro para aumento da 

produção de biossurfactante por Pseudomonas sp., e reforçar ainda mais poli 

hidrocarbonetos aromáticos (PAH) e a biodisponibilidade (SANTOS et al., 
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2008). Ramnolipídeos são encontrados como sendo úteis na remoção de poli 

hidrocarbonetos aromáticos (POGGI-VARALDO; RINDERKNECHT-SEIJAS, 

2003) e pentaclorofenol (MULLIGAN; EFTEKHARI, 2003) a partir do solo. 

Assim, biotensioativos apresentam aplicabilidade no setor agrícola, pois é 

capaz de eliminar patógenos de plantas. 

 A produção desses metabólitos também é influenciada pelo nitrogênio, 

importante para a síntese de proteínas e enzimas, consequentemente é 

primordial no crescimento celular, presente nos meios de cultura e no ambiente 

natural do solo (FONTES et al., 2008; BHARDWAJ et al., 2013). Entre os 

variados tipos de nitrogênio que influenciam, esses são encontrados na forma 

de NH4+, NO3-, uréia ou aminoácidos e, sua limitação proporciona efeitos 

estimulantes para superprodução por micro-organismos. Sendo assim, a 

aplicação na biorremediação tem relevância, uma vez que ocorre 

suplementação no sistema por nitratos e fosfatos, e que proporcionam o 

aumento da atividade microbiana. Logo, o tipo de biossurfactante formado 

depende das fontes nos quais crescem.  

A qualidade e a quantidade do biossurfactante produzido também é 

comprometido pela presença de alguns elementos como, o fósforo, manganês 

e o magnésio e determinados fatores bem como, pH, temperatura, agitação e a 

forma de condução do processo fermentativo (FONTES et al., 2008). As 

diferentes formas de cultivo podem associar se ao crescimento celular, indução 

por substratos lipofílicos, otimização da composição dos meios, das condições 

de pH, adição de reagentes, mas também por crescimento em condições 

limitantes, de nitrogênio, cátions multivalentes, e “resting cell” (células livres ou 

imobilizadas). 

1.3.5 Aplicação dos biossurfactantes 

Os biossurfactantes são utilizados para aumentar a estabilidade da 

tecnologia de microbolhas que tem mais amplo escopo na formação de 

imagens moleculares, no diagnóstico de doenças, como também no custo-

benefício da purificação de água, e no tratamento de águas residuais (ZHANG 

et al., 2011b,; Xu et al., 2011b).  Apresentam importantes atividades biológicas, 
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incluindo antibióticos, antifúngica, inseticida, antiviral, imunomoduladora e 

antitumorais, com várias aplicações como, controle biológico de pragas, 

tratamento de câncer, e cicatrização de feridas (PACWA-PLOCINICZAK et al., 

2011; SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011).  

Estudos relatam vantagens para a humanidade quanto ao emprego 

dessas biomoléculas como ferramenta útil em numerosas aplicações 

biotecnológicas, dentre várias áreas de atuação a agricultura é uma dessas, 

que enfatiza a importância delas na degradação de poluentes a partir do solo, 

sendo também utilizado na produção de nanopartículas, um novo campo de 

atuação que está emergindo da química verde (SACHDEV; CAMEOTRA, 

2013). 

Esses compostos biotensoativos podem substituir rigorosamente os 

surfactantes presentes nas indústrias de pesticidas, que passam a serem 

utilizados como fonte de carbono pelos micro-organismos que habitam o solo e, 

assim, explica a remoção biológica do solo agrícola a partir dessas 

biomoléculas (SCOTT; JONES, 2000; TAKENAKA et al., 2007; LIMA et al., 

2011; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013). 

O setor agrícola é afetado por poluentes orgânicos e inorgânicos que são 

capazes de proporcionar estresse abiótico as plantas, no entanto, a técnica de 

biorremediação que enriquece a qualidade desse solo, é consolidada através 

do uso de micro-organismos produtores de moléculas tensoativas, responsável 

por aumentar a biodisponibilidade e efetuarem a biodegradação de compostos 

hidrofóbicos, no caso, dos hidrocarbonetos bem como os metais pesados (SUN 

et al., 2006), combinada à tecnologia de lavagem do solo (SACHDEV; 

CAMEOTRA, 2013). Além de promover dessorção de poluentes hidrofóbicos, 

os biossurfactantes são extraordinários também na degradação de alguns 

inseticidas químicos que se acumulam no solo. Há relatório sobre as bactérias 

pertencentes à Pseudomonas sp. e Burkholderia sp., no campo de arroz para 

surfactantes degradam (NISHIO et al., 2002). 

Como frequente elemento de pesquisa, numerosos levantamentos 

referentes ao surgimento de novos produtores de biossurfactantes crescem, 

pelo simples fato da demanda de produção industrial associada tanto à 
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conscientização quanto a sustentabilidade ambiental; cujo papel mais comum 

destinado ao uso desses agentes biotensoativos é proporcionar melhoras 

quanto à distribuição de contaminantes na fase aquosa e, assim, aumentar a 

sua biodisponibilidade (LAWNICZAK et al., 2013).  

Alguns fatores podem limitar a biodisponibilidade e, consequentemente 

reduz a eficiência da descontaminação, dentre esses deve se ressalta a sorção 

de moléculas no interior da matriz do solo, a formação de fases não aquosas, 

interação com a matéria orgânica, a biotransformação e o envelhecimento de 

contaminantes, ou seja, processos comumente naturais (ALLARD; NEILSON, 

1997; LAWNICZAK et al., 2013).     

Nas últimas décadas tem se constatados inúmeros derramamentos de 

petróleo e seus derivados, proporcionando uma crescente contaminação dos 

solos e águas subterrâneas ocorridas por liberações acidentais de combustível 

em reservatórios, falhas operacionais de descarga, como também no 

transporte destes produtos químicos (REGINATTO et al., 2011). 

Os processos biológicos se mostram como uma ferramenta tecnológica 

consistente na remoção de contaminantes oleosos, devidamente comprovados 

por sua alta eficiência e custo, quando comparado a outras alternativas 

(REGINATTO et al., 2011); porém, a eficiência de todo tratamento biológico é 

influenciada de forma direta pela biodisponibilidade do poluente (LAWNICZAK 

et al., 2013). A biorremediação consiste em um desses processos, no qual 

organismos vivos são utilizados para reduzir poluentes ambientais, ou seja, um 

tratamento que utiliza a ocorrência natural de micro-organismos para degradar 

substâncias altamente tóxicas, transformando-as em menos tóxicas ou em não 

tóxicas (ANDRADE et al., 2010). Ressaltando sua relação custo-eficácia e, sem 

interferir drasticamente no meio ambiente (REGINATTO et al., 2011). A 

aplicação de micro-organismos nesses processos é explicada por sua 

versatilidade nutricional em metabolizar poluentes tóxicos, na obtenção de 

energia e de biomassa (AFROZ; SHARMA, 2013). O mecanismo de 

degradação microbiana pode ser representado, conforme a seguinte figura 1.4. 
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Figura 1. 4 Processo estrutural de solubilização de óleo por biossurfactante e absorção por 

células microbianas. 

 

 

Fonte: ABHA; CAMEOTRA 

 

Os micro-organismos crescem em ambiente rico em hidrocarbonetos, 

ocorrem muitas adaptações, essa tal adequação proporciona a produção de 

biossurfactante, que influencia a absorção de hidrocarbonetos como substratos 

(MARIN et al., 1996; JOHNSEN et al., 2005; APARNA et al., 2011). A produção 

de biotensoativos auxilia na biodegradação dos hidrocarbonetos aumentando a 

disponibilidade biológica dos micro-organismos nos substratos hidrofóbicos, 

com consequentes mudanças como a redução da tensão de superfície do 

ambiente ao redor dos micro-organismos, mas também a redução da tensão 

interfacial entre moléculas da parede celular e dos hidrocarbonetos; essas 

modificações na membrana aumentam a hidrofobicidade da parede celular e 

reduz o teor de lipopolissacarídeos da parede sem danificar, e assim, melhora 

a dispersão do hidrocarboneto por encapsulação do hidrocarboneto em 

micelas. (APARNA et al., 2011; SOUZA et al., 2014). Muitos hidrocarbonetos 

utilizados pelas bactérias e fungos possuem atividade emulsionante, devido à 

célula inteira ou à superfície extracelular ativa dos compostos (APARNA et al., 

2011). 
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Outras aplicações incluem a dispersão no derramamento de óleos, a 

remoção e mobilização de resíduos oleosos de tanques de armazenamento e a 

recuperação melhorada de petróleo. No caso, os biossurfactantes adicionados 

a este tipo de sistema podem promover o crescimento de bactérias em 

hidrocarbonetos aumentando a área de superfície entre o óleo e a água. Logo, 

interessantes estudos têm sido relatados nos últimos 2 anos referentes a 

mobilização de metais pesados, como arsênio sob condições alcalinas, cádmio, 

chumbo, zinco, entre outros (BANAT et al., 2010). Como também estudos citam 

a capacidade de crescimento do fungo Cladosporium resinae, isolado de 

tanques combustíveis, ao utilizar misturas de alcanos, produzindo ácidos 

graxos e fosfolipídios extracelulares, principalmente o ácido dodecanóico e a 

fosfatidilcolina, aumentando a taxa de degradação do alcano em 

aproximadamente 30% (MORAIS; ABUD, 2012). 

Muitos micro-organismos têm capacidade de produzir uma ampla gama 

de biossurfactantes, cujos estudos recentes são empregados na remediação 

de metais pesados produzido por Candida lipolytica (RUFINO et al., 2011; Luna 

et al., 2011). A atividade antimicrobiana de vários biossurfactantes tem sido 

relatada na literatura para muitas diferentes aplicações (CAMEOTRA; 

MAKKAR, 2004). Essa característica pode evitar a competição entre demais 

micro-organismos. Alguns biossurfactantes são conhecidos por ter aplicações 

terapêuticas como antibióticos e compostos antivirais. 

O potencial de aplicação desses bioprodutos se baseia em suas 

propriedades, logo apresentam certas enzimas que facilitam a sua ação na 

redução das tensões superficiais dos líquidos ou até mesmo proporcionando 

melhoras quanto à solubilidade em água dos substratos imiscíveis. Dentre as 

enzimas, a esterase, uma das quais é encontrada no meio de cultura, quando a 

produção encontra se elevada (SEKHON et al., 2012). O processo de 

biodegradação dos hidrocarbonetos é complexo, o qual depende da natureza e 

da quantidade dos mesmos, presentes no meio (COELHO et al., 2011). Com 

base no aumento expressivo da degradação enzimática dos hidrocarbonetos, 

assim, tornando possível em aplicações ambientais (CASTIGLIONI et al., 

2009).  
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Como moléculas anfifílicas, os biotensoativos facilitam a degradação 

desses compostos hidrofóbicos através da interação específica que resultam 

na solubilização e micelização; proporcionam aumento na mobilização de 

poluentes e potencialmente suscetível na biodegradação. Heteroátomos são 

comumente presentes em suas estruturas, existem vários grupos químicos 

ativos (tais como hidroxila, carbonila, ou de amina), os quais participam no 

processo de formação de complexos com íons metálicos pesados. Este 

processo permite a remoção desses metais podem aumentar a sua eficiência 

em métodos biológicos de extração utilizando (OCHOA-LOZA et al., 2001; 

ASCI et al., 2008) 

Apresentam forte atividade biológica, especialmente em nível de 

membrana celular; essas modificações podem resultar numa maior hidrofobia, 

o que é considerado como sendo relevante em termos eficiência de 

biodegradação ou alterar a permeabilidade das membranas celulares, o que 

seria potencialmente benéfico durante bioextração (JOHNSEN; KARLSON, 

2004). Porém tenha sido estabelecido que as alterações nas propriedades 

celulares podem não estar necessariamente relacionado com a capacidade de 

utilizar certas fontes de carbono (CHAKRABORTY et al., 2010), e, por 

conseguinte não podem ser facilmente correlacionados com eficiência 

biorremediação.  

Contudo, qualquer modificação ocorrida na estrutura superficial celular 

bacteriana proporciona aumento na acessibilidade dos hidrocarbonetos para a 

célula microbiana; comprovados por ramnolipídeos, em pequenas 

concentrações, causam alterações químicas e estruturais na membrana 

externa através das proteínas e da liberação de lipopolissacarídeos, na 

presença de hexadecano (Al-TAHHAN et al., 2000; SOTIROVA et al., 2009; 

PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011) 

A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura é de 

origem bacteriana, como: Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., 

Arthrobacter sp., e leveduras (FONTES et al., 2008). No entanto, existem 

diversos estudos referentes à produção dessas biomoléculas quanto à 

utilização de fungos com potencial enzimático, como Aspergillus fumigatus, 
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Phialemonium sp. (CASTIGLIONI et al., 2009), Aspergillus ssp. e do gênero 

Trichoderma sp (COLLA et al., 2012). Na literatura dentro do grupo dos fungos 

degradadores de xenobióticos, destacam-se os lignolíticos que utilizam o 

citocromo P-450 monoxigenase e enzimas extracelulares lignolíticas (MACIEL 

et al., 2010). 

A versatilidade e diversidade das propriedades dos biotensoativos são 

úteis na aplicação terapêutica pela inibição de células cancerígenas, 

apresentando capacidade em promover a lise nas células da membrana por via 

de apoptose, como promissores veículos de entrega de drogas os 

lipopeptídeos e os glicolipídeos, destacando um novo ramo de aplicações 

(GUDIÑA et al., 2013). Além do desenvolvimento na área da nanotecnologia, 

os biossurfactantes são promissores. 

1.3.6 Resíduos agroindustriais 

Como estratégia para viabilizar a produção de metabólitos microbianos 

são utilizados substratos alternativos que apresentem uma composição 

nutricional adequada na bioconversão de produtos úteis, conforme a 

necessidade de aplicação pretendida pelas várias indústrias (BANAT; 

MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MORAIS; ABUD, 2011). 

O uso de resíduos minimiza os custos relacionados à produção como 

também permite a valorização econômica de sua co-utilização, e 

consequentemente o tratamento e os impactos ao meio ambiente, assim, o 

sucesso para uma produção econômica ocorre pelo equilíbrio do desperdício 

permitindo o acúmulo do produto. Além de considerar o potencial enzimático de 

vários micro-organismos de sintetizar biomoléculas em diversos substratos 

imiscíveis em água, como os recursos renováveis de óleos vegetais e resíduos 

de destilarias e laticínios, entre outros (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). 

Os resíduos de óleo vegetal obtidos de indústria alimentar têm sido 

utilizados como substratos apropriados por apresentarem potencial para o 

crescimento microbiano e a produção de metabólitos (SAHARAN et al., 2011). 

O óleo de fritura é produzido em larga escala e após seu uso, sua composição 

é alterada em 30% de seus componentes polares, que depende da variedade 
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do produto alimentar, do tipo de fritura e a quantidade de vezes que foi utilizado 

(KOCK et al.,1996; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Estudos realizados por 

HABA et al., (2000) detectaram a presença de 22,52% de ácido graxo de baixo 

comprimento de cadeia, além de ácido mirístico e láurico em relação ao óleo 

padrão e comprovou que cepas de Pseudomonas (produtora de 

biossurfactante do tipo ramnolipídeo) apresentaram aceitáveis resultados de 

crescimento, redução de tensão em  óleo usado comparado com o óleo 

padrão, no entanto, a produção e o crescimento por Bacillus (produtor de 

biossurfactante do tipo lipopeptídeo)  não correspondeu de forma satisfatória. O 

surfactante produzido por Pseudomonas em meio contendo sais minerais e 

glicose também apresentou resultado eficaz de atividade emulsificante com a 

adição de óleo diesel estéril (BENTO; GAYLARDE, 1996); e similarmente 

estudo de Muriel et al., (1996) observou o crescimento extracelular de 

biossurfactante produzido por Cladosporium resinae em meio contendo 

combustível de aviação. Deste modo, pesquisas relacionadas à produção de 

biossurfactante através de diversos óleos como substratos é uma estratégia de 

gestão de resíduo, para a indústria de alimento e de automóvel (MAKKAR; 

CAMEOTRA, 2002). Além dos ramnolipídeos, estudos relacionados à produção 

de biossurfactante a partir da reutilização de óleo de fritura também revelaram 

o potencial de viabilidade dos soforolipídeos e dos glicolipídeos, em ambos os 

casos eles demonstraram rendimentos elevados e com capacidade de 

emulsificação e aplicação promissora em locais contaminados com 

hidrocarbonetos e na recuperação melhorada por petróleo (MAKKAR et al., 

2011).    

Na última década as utilizações desses tipos de resíduos combinando a 

outro substrato solúvel atuaram bem por espécies de Candida, embora que, 

para cada tipo de substrato o crescimento celular vai depender do 

comportamento do micro-organismo, mesmo que apresente resultado relevante 

à redução de tensão (RUFINO et al, 2013). 

A milhocina é subproduto obtido a partir do beneficiamento do milho que 

serve como fonte de nitrogênio, porém também apresenta variada composição 

de aminoácidos entre outros nutrientes, a qual depende da condição e da 

qualidade do grão de milho utilizado no processamento (AMARTEY & LEUNG, 



ANDRADE SILVA, N.R. Potencial Biotecnológico de Cunninghamella echinulata...                  34 

 

 

 

2000; DOMINGOS, 2009). Estudos realizados quanto as características físico-

química da milhocina correspondem a valores que variam de pH (3,5 a 4,1), 

concentrações de nitrogênio (acima de 3,8 a 40,1%), teores de açúcares e 

ácido lático de 5% e entre 5 e 15%, respectivamente, além da presença de 

matéria orgânica (LIGGET & KOFFLLER, 1998). 

 Diversos trabalhos utilizam a milhocina e o óleo residual vegetal, 

apresentado resultados satisfatórios na produção de biomoléculas (PAIVA, 

2004; COSTA et al., 2007; FONTES et al., 2008; ANTUNES et al., 2013). A 

diversidade de resíduos agroindustriais com potencial ambiental e econômico 

na produção de biomoléculas é crescente, desde meios de processamento de 

batata, o soro de leite, o melaço subproduto da indústria açucareira, como 

também resíduo de destilaria, o caju, manipueira entre outros (MAKKAR; 

CAMEOTRA, 1997; DUBEY; JUWARKAR, 2001; RODRIGUES et al., 2006; 

ROCHA et al., 2007). 

1.3.7 Micro-organismo 

Os fungos são seres eucarióticos, heterotróficos por não possuírem 

pigmentos fotossintéticos, capazes de absorver energia luminosa e utilizá-la 

para síntese de compostos orgânicos, e capazes de aproveitarem a energia 

contida nas ligações químicas de vários nutrientes por absorção; possuem 

parede celular constituída por quitina e β-glucano; cujo material de reserva 

energética é encontrado na forma de glicogênio ou lipídeos (SIDRIM et al., 

2004; KIRK et al., 2008).   

Eles exibem características próprias que os diferenciam dos demais 

seres, possuindo estruturas somáticas representadas por hifas, sendo seu 

conjunto constituído de micélio. Podem ser unicelulares e/ou multicelulares, 

microscópicos e/ou macroscópicos; com reprodução assexuada e/ou sexuada, 

resultando na formação de esporos.  

A Ordem Mucorales integrante da Divisão Zygomycota inclui micro-

organismos com grande potencial econômico-biotecnológico, e esses 

apresentam capacidade de adaptação a diferentes condições ambientais, em 

resposta às variações de suas atividades fisiológicas, bioquímicas, genéticas, 
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exibindo elementos fundamentais para a compreensão de seu comportamento 

celular (GRIFFIN, 1984; CARLILE; WATKINSON, 1996). Os Mucorales, 

atualmente classificados como Mucoromycotina, são sapróbios ou parasitas 

fracos amplamente distribuídos pelos diversos ambientes e admitem várias 

espécies cosmopolitas, das quais registradas 90 espécies no Brasil 

(HESSELTINE; ELLIS, 1973; ALEXOPOULOS et al., 1996; HIBBERT et al., 

2007; SANTIAGO et al., 2012). 

Esses micro-organismos são resistentes a condições de estresse e 

podem ser facilmente isolados de solos, águas, estercos, plantas, até em 

outros fungos; mas também reconhecidos como agentes causadores de 

infecções sistemáticas, principalmente em pessoas imunocomprometidas 

(RIBES et al., 2000; BENNY, 2009; SANTIAGO, et al., 2013)  

Com exceção dos micro-organismos patógenos, os fungos filamentosos 

benéficos são fascinantes devido ao seu modo de crescimento apical e a 

capacidade enzimática e metabólica, estes podem exibir potencial industrial, 

desenvolvendo diversificadas aplicabilidades, como a produção extracelular de 

enzimas (amilase, lipase, inulinase, pectinase, renina e protease), produção de 

bioemulsificantes, pigmentos, entre outros bioprodutos (ALVES et al., 2000; 

SANTIAGO; SOUZA-MOTA, 2006; SANTIAGO et al., 2013). A literatura relata 

Chonephora, Mycotipha, Cunningamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus, 

Syncephalastrum e Radiomyces, como exemplares de gêneros de grande 

interesse econômico, pois esses fungos são utilizados pelas indústrias por 

sintetizarem produtos relevantes como ácidos (láctico, oxálico, cítrico, 

linolênico, araquidônico), enzimas e etanol; além do mais o papel dos 

Mucorales na biorremediação, como controle biológico (YIN et al., 1998;  ZHOU 

et al , 1999; MAGNUSON; LASURE , 2004; WEKESA et al. , 2007; ZAFAR et 

al. , 2007; SANTIAGO et al., 2013). 

O Brasil expõe breves mudanças ambientais que justificam a 

precariedade de conhecimento acerca da diversidade de Mucorales, ganhando 

destaque apenas 13 espécies encontradas nas regiões semi-áridas 

(SANTIAGO et al., 2013). Esse grupo de fungos são importantes indicadores 
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de mudanças no ambiente, além de compor a microbiota, também influenciam 

ecologicamente na manutenção do ecossistema.  

1.3.7.1 O gênero Cunninghamella e aplicações 

O gênero Cunninghamella exibe como características morfológicas, 

colônias com crescimento rápido, coloração variando entre branca a cinza, 

esporangióforo ereto, ramificado e na extremidade de cada ramificação, 

formam-se vesículas piriformes ou globosas com diversos esporangíolos. São 

descritas mais de 12 espécies (DOMSCH et al., 1980; FREITAS SILVA et al., 

2007). 

A Cunninghamella sp., considerada um fungo filamentoso de importância 

na micologia médica e em processos biotecnológicos, pois exibe uma 

capacidade de metabolizar uma ampla diversidade de xenobióticos (compostos 

aromáticos, drogas farmacológicas, ácido γ-linoleico), semelhantes ao sistema 

de enzimas de mamíferos, esses micro-organismos são encontrados em solos 

e plantas de zonas mediterrâneas e subtropicais (SIH; CHEN, 1984; DAVIS, 

1988; ANDRADE et al., 2000).   

As espécies mais comuns são a Cunninghamella bertholletiae, elegans e 

echinulata. A Cunninghamella bertholletiae e elegans apresentam estruturas 

reprodutivas semelhantes, tornando difícil sua identificação e possui ação 

patógena nos animais e no ser humano (SUN et al., 2004). Segundo estudos 

comprovados por WHANG et al (2000), apresenta em sua parede celular altos 

rendimentos de quitina e quitosana equivalentes aos encontrados nos 

moluscos e crustáceos, assim, de grande aplicabilidade em processos de 

biodegradação, biorremediação, biotransformação e biossorção de metais. 

A Cunninghamella echinulata é um bom produtor de ácido γ-linoleico e 

lipídeos, uma das mais estudadas, sendo cultiva em glicose, casca de laranja e 

resíduo de tomate, entre os meios (GEMMA et al., 2002; VICENTE et al., 2010; 

ROSSI et al., 2011). 
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1.3.7.2 Caatinga 

A Região Nordeste tem seu território constituído por clima semi-árido, 

comportando sua biota a condições extremas e com vegetação denominada 

por Caatinga. O solo é um reservatório rico em populações de micro-

organismos e, dentre estes, encontram-se os fungos, seres decompositores e 

produtores de metabólitos incluindo enzimas de uso biotecnológico tais como 

amilase, celulase e protease (PAUL; CLARK, 1989; SILVA; LINS, 2008).  Neste 

habitat, os fungos são encontrados em comunidades variando de 104 a 106 

organismos por grama de solo (ALEXOPOULOS et al., 1996), sua presença 

está relacionada a vários fatores, tais como umidade, aeração, pH, riqueza de 

substratos, entre outros. 

 Os fungos nessa região ainda são pouco conhecidos e ganham destaque 

pelo potencial que representam, justificando estudos em busca de espécies ou 

isolados capazes de degradar e sintetizar compostos utilizados em processos 

biotecnológicos de interesse agrícola, industrial e ambiental (MAIA; 

GIBERTONI, 2002). Os micro-organismos nos diversos ambientes são 

ubíquos, e podem ser encontrados em regiões úmidas ou desérticas, em águas 

doces ou salgadas, desde o solo superficial ao de qualquer profundidade, no 

ar, em ambientes domésticos ou industriais, em altas ou baixas temperaturas, 

em ambientes poluídos ou não, e apresentam uma imensa diversidade 

genética, desempenhando funções únicas e importantes no funcionamento dos 

ecossistemas (MARÇAL, 2005). 
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Resumo 
O fungo Mucorales foi isolado de solo Caatinga de Pernambuco, Nordeste do Brasil, e foi identificado 
como Cunninghamella echinulata por testes morfológicos, fisiológicos e bioquímicos. Esta linhagem 
foi avaliada para produção de biossurfactante/bioemulsificante utilizando óleo residual de soja (ORS) 
e milhocina (M) como substratos, sendo acrescentada uma solução salina como base e produção do 
biosurfactante/bioemulsificante foi determinada pela medição da tensão superficial e índice e 
atividade emulsificante. Os melhores resultados mostraram uma redução da tensão superficial da 
água de 72 para 36mN/m, e índice de emulsificação (E24) de 80%, utilizando óleo de motor e óleo 
queimado de motor, respectivamente. A nova molécula de biotensioativo mostrou carga aniônica e 
composição química polimérica constituída por lípideos (40,0%), carboidratos (35,2%) e proteína 
(20,3%). Além disso, a solução a 1% do biotensioativo demonstrou uma  área de dispersão do óleo 
(ODA) de (37.36cm

2
), bastante semelhante ao Triton X-100 (38,46 cm

2
). A estabilidade da redução da 

tensão superficial da água, bem como o índice de emulsificação mostrou ser estável em ampla faixa 
de temperatura, pH e concentração de sal (4-6%). O biotensoativo demonstrou capacidade para 
reduzir e aumentar a viscosidade de substratos hidrofóbicos, sugerindo que essa molécula pode ser 
uma candidata adequada para a recuperação melhorada de petróleo. Ao mesmo tempo, estes 
estudos indicam que os recursos renováveis, relativamente baratos e facilmente disponíveis podem 
ser utilizados para importantes processos biotecnológicos. 
 
Palavras-chave: Cunninghamella echinulata; substratos agroindustriais; biossurfactante; 
bioemulsificante; dispersão de óleo, redução da viscosidade; molécula polimérica. 
____________________________________________________________________________ 
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1 . Introdução 
 
Os biossurfatantes foram descobertos pela primeira vez como compostos extracelulares por 
fermentação de bactérias, e que têm claramente definido ambos os grupos hidrofílicos e hidrofóbicos. 
Inicialmente, foram vistos como interessante devido à sua capacidade para aumentar a solubilidade 
de hidrocarbonetos insolúveis ou fracamente solúveis. Elas ocorrem na natureza em bactérias, 
leveduras e fungos filamentosos [1]. 
 
No entanto, alguns fungos filamentosos são produtores de biossurfactantes utilizando fontes 
renováveis. Uma visão geral do biosurfactantes produzidos por fungos são informadas por espécie 
bacteriana bem mais explorada, no entanto relativamente menos fungos são conhecidos por produzir 
biosurfactantes [2]. Entre os fungos, Candida bombicola [3,4,5,6], Candida lipolytica [7,8,9], Candida 
sphaerica [10,11], Candida ishiwadae [12], Candida batistae [13], Aspergillus ustus [14] Ustilago 
maydis [15], e Trichosporon ashii, [16] são os explorados. Muitos deles são conhecidos por produzir 
biossurfactante em baixo custo de matérias-primas. Os quatro tipos principais de biotensioativo são 
descritos: (a) glicolipideos, (b)  fosfolípideos, (c) lipoproteínas ou lipopéptideos, (d) poliméricos. O 
principal tipo de biossurfactante produzido por essas cepas é sophorolipideo (glicolípideo) [2] . 
 
Os biosurfactantes são compostos tensioativos anfifílicos produzidos por uma variedade de micro-
organismos, com atraentes e ambientalmente aceitável no mercado industrial, devido propriedades 
peculiares, aplicadas principalmente na recuperação melhorada de petróleo [17]. 
Os biossurfactantes são considerados superiores aos produtos químicos sintéticos devido a sua 
origem, diversidade estrutural, maior seletividade do substrato, baixa concentração micelar crítica, 
biodegradabilidade e baixa toxicidade. Nos últimos anos, estas características vantajosas das 
biomoléculas têm ganho destaque no setor terapêutico e biomédico, como uso na agricultura, 
produtos farmacológicos, dermatologia, na indústria de alimentos e cosméticos [18,19]. Os 
biossurfactantes apresentam propriedades como atividade antimicrobiana, e atividade anti-adesiva 
contra micro-organismos  patógenos [ 20,21]. 
 
As composições químicas dos biosurfactants são descritas como glicolipideos, lipopeptideos, 
fosfolípideos, ácidos graxos, lipopolissacarídeos, complexos de proteínas, lípideos neutros, e 
polímeros [19,22]. 
 
O biotensioativo é considerado metabólito secundário extracelular ou associado a membrana celular, 
cuja estrutura depende da relação entre as fontes de carbono e nitrogênio, que influenciam 
fortemente a produção [21,23]. 
 
As patentes em nível de produção industrial de biossurfactante vem aumentado, e também o aumento 
da biodiversidade de micro-organismos que produzem biotensoativo ou bioemulsificante a partir de 
fontes renováveis [20,24,25] . 
 
No entanto, o uso destas biomoléculas são limitadas, considerando o alto custo de produção, e 
também o baixo potencial de produção [9,26,27]. A fim de aumentar a produtividade de 
biossurfactante vários pesquisadores sugerem a otimização dos bioprocessos, métodos estatísticos, 
uso de matérias-primas de baixo custo, mas a disponibilidade de resíduos varia de país [25,28,29]. 
 
Assim, a literatura descreve que o êxito na produção de um tensioativo depende da utilização de 
substratos de fontes renováveis de processos biotecnológicos que minimizem cerca de 50% do custo 
total, bem como o processo de purificação se torna mais um obstáculo para a produção desses 
compostos a partir de origem microbiana [11,30,31,32]. 
 
Neste estudo, o isolamento de fungos indígenas do solo da Caatinga de Pernambuco, Brasil, foi 
capaz de produzir uma nova molécula de biossurfactante/bioemulsificante. O fungo isolado foi 
identificado por estudos morfológicos e fisiológicos e produção de biossurfactante/bioemulsificante 
foram investigados utilizando resíduos agroindustriais milhocina (M) e óleo residual de soja (ORS). 
Além disso, algumas propriedades do biossurfactante/bioemulsificante foram investigadas para 
confirmar as perspectivas comerciais e aplicabilidade. 
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2 . Resultados e Discussão 
 

2.1 . Descrição da Cunninghamella echinulata  
 
O fungo isolado do solo da caatinga apresentou colônias cotonosas, creme claro ao castanho-claro; 
os esporóforos apresentam ramos primários monopodiais, pseudoverticais, raramente verticilado; 
ramificações longas e curtas podem surgir a partir da mesmo basidioma, que pode ser formado ramos 
simples ou ser ramificado várias vezes. Foram observados dois tipos de esporangíolos: 1-subhialino 
ou hialino, elipsóide equinulates alguns punctates em uma extremidade, 8,5-17,5 (-21,5) x 7-13,5 (-
15,5) mm ou globosa (8 14,5 milímetros de diâmetro),  2 - esporangíolos, em comum, somente 
globosa, 8,5-19,5 (-27) de diâmetro mm obviamente equinulado e espinhos longos e finos, escuros e 
culturas gigante mais velha. O fungo foi identificado como C. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee, 
de acordo com Zeng & Chen [ 33 ] . 
 
Colônias de Cunninghamella echinulata apresentam crescimento rápido em temperaturas de 28ºC a 
45ºC, bom desenvolvimento em pH 4, 7 e 9, e nível de salinidade de até 15 %. O crescimento da 
colônia é aveludado verso da colônia apresenta coloração branca, assim como o reverso da colônia. 
A microscopia óptica da cultura mostrou hifas sem septos, muitas vesículas, esporóforos simples e 
curtos. As suas características podem ser observados na Figura 1 (A-B). Estes dados são 
confirmados pela literatura [33,34,35]. 
 
 

Figura 1. Características microscópicas e 

macroscópicas de Cunninghamella echinulata 

isolada do solo da Caatinga do Nordeste do Brasil. 

 

 
 
 

 
 
2.2 Curva de crescimento, consumo de carboidratos, pH e produção de 
biossurfactante. 
  
Neste trabalho foram utilizados dois resíduos milhocina (M) e óleo residual de soja (ORS) como 
fontes de carbono e nitrogênio na solução salina para a produção de biossurfactante por C. 
echinulata crescido por 96 horas, utilizando um planejamento fatorial completo 2

2
, com variáveis 

dependentes e independentes. Os resultados demonstraram que o fungo tem a capacidade de 
reduzir a tensão de superfície, e a melhor condição foi confirmada utilizando 3 % de M e 4 % ORS e 7 
% de cloreto de sódio, descritos no quadro 2. Todas as análises foram realizadas a partir desta 
condição selecionada para investigar a produção de biossurfactante . 
 
De acordo com a literatura, alguns fungos podem ser eficazes na redução da tensão de superfícial em 
relação às bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, que possuem resultados mais 
significativos no que diz respeito à redução da tensão. No entanto, as leveduras demonstraram 
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valores consistentes de tensoativos de acordo Bhardwaj et al. [2]. A melhor produção de 
biotensioativo conseguida por Fusarium sp foi BS-8 reduziu a tensão superficial da água de 72-32 mN 
/ m sob a condição de pH 7,0, temperatura 30 ° C [37]. 
 
As fontes de carbono e nitrogênio, além da associação com a solução base de sais e componentes 
nutricionais influenciam o tipo e as propriedades dos biosurfactantes, tais como a acumulação de 
biomassa. A literatura descreve vários substratos hidrofílicos e hidrofóbicos alternativos, tais como 
fontes de carbono e de nitrogênio para a síntese de biomoléculas. Neste estudo, de condições 
semelhantes foi usado, isto é,  ORS como substrato hidrofóbico e M molécula hidrófila [40,41]. 
 
O estudo demonstrou um perfil de crescimento gradual nas primeiras 48 horas, com pequenas 
modificações, até ao fim do cultivo (Tabela 1). O fungo é capaz de reportar que o óleo vegetal (ORS) 
como fonte de carbono, proporcionando um efeito adicional com a biomassa e o processo de indução 
da produção biotensoativo. A literatura relata que a produção de biossurfactante ocorreu por meio da 
ativação de genes responsáveis pela sua biossíntese, e também através dos ácidos graxos que 
prolongam  a cadeia lipídica no domínio hidrofóbico [37,41] . 
 
O crescimento nas primeiras 48 horas de cultura mostrou atingindo um valor máximo de 30,0 gl- 1, e 
aumenta levemente a seguir até 96 horas. A tensão superficial reduziu até às 48 horas de 
crescimento, com valores inferiores a 40mN/m, e contínua a reduzir para 36.0mN/m. O pH é um fator 
que também determina a produção de biomoléculas, a escala variou entre espécies de Candida 5.0 , 
5.7 , 6.0 , 7.8, no entanto, Pichia anamola e Aspergillus ustus MFS3 mostrou produção máxima com 
os valores de 7,0 e 5,5, respectivamente. Assim, a produção de moléculas de tensoativos torna-se 
possível, com a possibilidade de utilizar substratos de baixo custo, permitindo o processo 
biotecnológico [2,13,14,37,38,39] . 
 
A produção do biotensoativo é também influenciada pelo tempo de incubação, e vários micro-
organismos são capazes de produzir em intervalos de tempo diferentes, como observado em 
Aspergillus ustus após 5 dias, em Fusarium sp. BS-8 para 15 dias de incubação, enquanto a 
produção por Candida bombicola foi no período de 7 a 11 dias [1,37,42]. 
Considerando que o crescimento fungo de C. echinulata sobre as condições de produção do 
tensoativo por consumo total de fontes oferecidas pela ORS e resíduos M. A produção dessas 
biomoléculas foi observada pela redução da tensão surpeficial e consumo de carboidratos 
gradualmente ao longo de 96 horas de cultivo. 
 
 
Tabela 1. Curva de crescimento, pH, consumo de carboidratos e produção de biossurfactante 

utilizando resíduos industriais (M e ORS). 

Tempo (h) Biomassa g.L
-1 

pH 
Consumo de 

carboidratosg.L
-1

 

*Tensão superficial do 

biossurfactante 

mN/m 

24 15.0 5.0 2.30 42.9 

48 30.0 5.7 1.72 41.0 

72 31.0 7.1 0.17 37.0 

96 32.0 7.1 0.07 36.0 

* Tensão superficial da água: 72mN / m 
 
 
A figura 2 ilustra o gráfico de Pareto, com 95% de nível de confiança, para os efeitos estimados da M 
sobre a redução da tensão superficial. É possível observar que a interação nos dois substratos M 
(hidrofílica) e ORS (hidrofóbico) é baixa nas condições de 3% e 4% M, e 7% de NaCl, as quais 
influenciaram significativamente a redução da tensão superficial. Ambos os substratos foram 
estatisticamente significativos para a produção biosurfactante por C. echinulata. Estes resultados 
estão em conformidade com a literatura, que descreve que a produção de biotensoativo 
fisiologicamente está relacionada com o mecanismo de assimilação em resposta à exposição a 
substratos hidrofóbicos [1,2,17]. 
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Figura 2.Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados do caldo livre de células de Cunninghamella 

echinulata após 96 h de cultivo para os experimentos do planejamento fatorial completo de 2
2
. O 

ponto que estima o efeito estatístico significativo (em p = 0,05). (A) Tensão Superficial. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Características de emulsificação do biossurfactante 
 
Durante as duas últimas décadas os biossurfactantes têm estado sob investigação contínua.  
esperando um com potencial para substituir os surfactantes sintéticos. Várias aplicações industriais e 
ambientais relacionadas, principalmente a propriedades como a detergência, emulsificação, dispersão 
e a solubilização de compostos hidrofóbicos [30]. Devido as suas propriedades, como 
biodegradabilidade, compatibilidade ambiental, baixa toxicidade, alta seletividade e atividade 
específica em temperaturas extremas, pH e salinidade terem conquistado uma maior importância em 
aplicações industriais e ambientais, tais como biorremediação, lavagem do solo, recuperação 
avançada de petróleo e outros processamentos de óleo relacionados às indústrias em geral 
[22,23,24,25,28]. 
 
Amiriyan et al. [39] sugere que a atividade emulsionante depende da afinidade do bioemulsificante 
com os substratos como hidrocarbonetos, que envolve uma interação direta com o próprio em vez de 
um efeito sobre a tensão superficial do meio. No presente estudo, uma emulsão consistente foi 
formada em ambos os substratos hidrofóbicos do óleo motor e com o óleo queimado de motor, com 
valores acima de 80%. No entanto, os óleos vegetais de canola e soja mostraram valores próximos 
de 60% (Figura 2). Os nossos resultados com bioemulsificante confirmaram a produção de um 
biotensoativo por C. echinulata constituído por radicais polares e não polares, e que as moléculas 
eram capazes de causar a emulsificação de sistemas bifásicos (água e óleo). Estes valores obtidos 
foram compatíveis com a produção bioemulsificante fúngica e bacteriana descritas na literatura 
[2,9,10,37,43,44]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Tensão superfic ial (mN/m)

2 factors, 1 Blocks, 20 Runs; MS Pure Error=1,369886

DV: Tensão superfic ial (mN/m)

2,24342

2,338792

2,436626

2,464719

5,164861

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Óleo de soja pós fritura %(Q)

(1)Óleo de soja pós fritura %(L)

Milhocina %(Q)

(2)Milhocina %(L)

1Lby2L
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Figura 3. Índice de Emulsificação (E24) (B)  do biossurfactante produzido por Cunninghamella 

echinulata usando milhocina e óleo residual de soja. 

 
 

 

 
 
 
2.4 Os estudos de estabilidade  
 
Como pode ser observado nas Figuras 4 (A, B, C) e 5 (A, B, C), os resultados de estabilidade de 
biossurfactante são bastante impressionantes em comparação com o biotensoativo mais potente 
descrito na literatura [45,46,47]. 
 
A estabilidade da tensão superficial e o índice de emulsificação são fatores importantes para a 
utilização de biossurfactantes em condições ambientais específicas. A capacidade de reduzir a 
tensão superficial e interfacial é um parâmetro fundamental para a detecção da produção de 
compostos tensoativos. Por outro lado, a formação da emulsão é também um indicador da 
propriedade emulsificante do biotensioativo isolado [48,49,50]. 
Os efeitos da temperatura, do pH e da salinidade concentração são fatores que influenciam a 
atividade e a estabilidade da tensão superficial  e o índice de emulsificação, como devido à presença 
dos grupos funcionais são importantes propriedades do biotensioativo produzido por C. echinulata 
(Figuras 4 e 5 ). Estes resultados obtidos do biotensioativo produzido por C. echinulata mostrou que o 
caldo sem células foi termicamente estável. Com o aumento gradual do pH foi observado uma 
estabilidade notável no valor de tensão superficial até pH 12. O caldo livre de células de C. echinulata 
foi ajustado a vários pH na razão de 2-12, a temperatura ambiente, após foram medidas a atividade 
de superfícial. As tensões superficiais foram mantidas praticamente uniforme em todos os pHs, 
indicando que a variação do pH não teve efeito significativo sobre a tensão superficial ou índice de 
emulsificação. 
 
No entanto, uma pequena mudança foi observada a um pH de 12, deve ser consequência da 
desnaturação de compostos proteícos do biotensoativo sob condições extremas de pH, como 
sugerido por Ghurye et al. [51]. No entanto, nas variações na concentração de sais, foi observado 
valores estáveis em concentrações de 8 e 10%. Também foram observados comportamentos 
similares em termos de estabilidade para os biosurfactantes produzidos pelo Fusarium sp [37], 
Candida lipolytica [8], e Candida sphaerica [11]. Foram observadas alterações com o aumento dos 
efeitos de cloreto de sódio.  
 
A estabilidade do biotensoativo C. echinulata a diferentes temperaturas foi testado e mostrou-se 
estável durante um hora de incubação a 0-100 °C, tal como na Figura 4 (B). A estabilidade foi 
mantida em ambos os óleos a 5°C, usando o óleo de motor mostrou uma eficiência máxima de 80%, 
quando o aumento da temperatura diminuiu o índice. No entanto, os resultados da queima de óleo do 
motor mostrou mais de 60%, quando se atingiu 100 °C. 

Óleo de 
motor 

queimado  

Óleo de 
motor 

Óleo de 
canola 

Óleo de 
soja 



ANDRADE SILVA, N.R. Potencial Biotecnológico de Cunninghamella echinulata...                  53 

 

 

 

Em diferentes concentrações de NaCl o biossurfactante foi estável em toda a atividade de 
emulsificação. Os valores são correspondentes a 50% de óleo de motor queimado, embora o óleo de 
motor apresente valores mais baixos do que 40% nas concentrações de 4 e 12. O maior aumento de 
emulsificação do biotensoativo nos dois óleos (motor e motor queimado) e sugeriu que dependem da 
afinidade com os substratos, como mostrado na Figura 5 (C). Os resultados do índice de 
emulsificação obtidos são corroborados também pela interação da porção hidrofóbica do 
biotensoativo com os substratos de hidrocarbonetos, de acordo com Shavandi et al. [52]. 
 
 
Figura 4. Estabilidade do biossurfactante produzido por Cunninghamella echinulata usando M 

(milhocina) e (óleo residual de soja) ORS. 
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2.5 Rendimento, CMC, carga iônica e composição química preliminar do 
biossurfactante 
 
Os resultados obtidos mostraram um maior rendimento de 4,0 g.L 

- 1
 do biotensoativo isolado 

produzido por C. echinulata . Estes resultados mostraram que fungo Mucorales C. echinulata é 
excelente produtor tensoativo/bioemulsificante, quando comparado com fungos mencionados como 
produtores de biossurfactante a partir de fontes renováveis, tais como glicerol, ácido oleico e outros 
resíduos [1,3,53]. 
 
A caracterização química da molécula do biotensoativo isolado mostrou a presença de lipídeos (40%), 
carboidratos (35,2%) e proteínas (20,3%). O biotensioativo mostrou um perfil aniônico por metro Zeta 
com -64,9 ZPmv, 4.13uS/cm a 26,4 °C, escala completa. O potencial Zeta determina a função da 
carga de superfície da partícula que servem para prever e controlar a estabilidade de suspensões 
coloidais e emulsões, e confirmou os valores mais elevados obtidos indicam uma boa estabilidade por 
repulsão entre as partículas hidrófilas, de acordo com a literatura [46,48, 54]. 
 

 
2.6 Área de dispersão do óleo (ODA)  
 
A Figura 5 (A, B, C, D) apresenta resultados da área de dispersão do óleo. Os resultados indicam 
ausência de área foi formada por adição de água correspondente a 0 (Fig. 5-A); o uso de detergente 
comercial apresentou 19,52 cm

2
 (Fig. 5-B); o uso de Triton X-100 (1%) mostrou uma área de 38,46 

cm
2
, (Fig. 5-C), e a aplicação do biotensoativo produzido por C. echinulata (solução a 1%) foi de 

37.36cm
2
 de área de deslocamento do óleo (Fig. 5-D). No entanto, são poucas informações sobre a 

área de dispersão do óleo (ODA) por biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos na 
literatura. No entanto, de Bacillus spp (SH SH 20 e 26) cultivados no meio ISM complementado com 
óleos vegetais, eles falharam em produzir biosurfactantes ativos, enquanto que na presença de 
melaço que eles foram capazes de produzir os tensoativos com halos de 51,2 ± 3,5 e 32,1 ± 2,7 cm

2
, 

respectivamente. Os mesmos autores relataram que Pseudomonas aeruginosa foi cultivada em meio 
ISM suplementado com óleo de resíduos, foi capaz de produzir um biossurfactante e ODA 
correspondeu a 45,3 ± 2,8 cm

2
 [55]. 

 
 
 
 
 

C 
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Figura 5. Área de dispersão do óleo formado de acordo com substratos: (A) óleo 

motor queimado + água destilada; (B) óleo de motor queimado + detergente 

comercial; (C) óleo de motor queimado + Triton X-100 (1%), e (D) óleo de motor 

queimado + biossurfactante isolado (1%), produzida por Cunninghamella echinulata. 

 
 
 
 
2.7 Efeito da viscosidade do biossurfactante. 
 
Foi determinada a viscosidade do óleo do motor, óleo do motor queimado, Diesel, Biodiesel, óleo de 
canola, óleo de milho, óleo de soja, óleo residual de soja, óleo de girassol, óleo de palma , óleo de 
arroz, óleo mineral e água (controle) isolado e após a adição de biossurfactante C. echinulata. A 
determinação foi realizada em  (cP) e percentagem (%) dos substratos hidrófobos, antes e após a 
solubilização pela a utilização de biotensoativo em solução a 1% durante 30 min. Portanto, os 
melhores resultados que alcançamos pela ordem de uso do biossurfactante. A determinação da 
viscosidade foi diminuída com  óleo do motor 736,6 cP a 179,0 cP; Diesel 159,1-43,8 cP; óleo de 
canola 374,0 cP a 110,9 cP; e óleo de mamona 187,9 cP para 185.4cP (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Propriedades de redução e aumento dos substratos de viscosidade pelo biossurfactante 

produzido por Cunninghamella echinulata. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A viscosidade foi aumentada após a adição de biossurfactante como: óleo de queimado de motor 
148,9 cP a 210,7 cP; Biodiesel 36,0 cP para 51.3cP; óleo de milho 47.6cP para 404.0cP; 472.8cP 
para 970.1cP; resíduos de óleo de soja para 380.1cP 556.3cP; Girassol óleo 355,5 cP para 493,3; 

Substratos 

hidrofóbicos 

Viscosidade sem o 

biossurfactante 

(cP)                  (%) 

Viscosidade com o biossurfactante 

(cP)                        (%) 

Óleo de motor 736.6 59.9 179.0 72.5 

Óleo de motor 

queimado 

148.9 48.3 210.7 87.9 

Diesel 154.1 25.1 43.8 35.7 

Biodiesel 36.0 29.3 51.3 41.9 

Óleo canola 374 60.8 110.9 78.5 

Óleo de milho 47.6 38.8 404.0 66.1 

Óleo de soja 472.8 38.2 970.1 38.9 

Óleo de soja pós-

fritura 

380.1 61.9 556.3 45.3 

Óleo de mamona 187.9 75.1 185.4 61.6 

Óleo de girassol 355.5 57.6 493.3 40.9 

Óleo de palma 403.0 67.7 536.3 45.1 

Óleo de arroz 459.9 74.8 461.1 75.2 

Óleo mineral 27.0 22.0 102.2 83.3 

Água (Controle) 0.96 0.9 1.35 1.1 

A B C D 
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óleo de palma 403,0 cP a 536,3 cP; 459.9cP óleo de arroz para 461,1 cP; óleo mineral 27.0cP para 
102,2 cP e água como controle e, por vezes, observada o aumento se justifica por sua propriedade, 
uma vez que são doadores consistentes. 
 
Por conseguinte, os resultados do biotensoativo produzida por C. echinulata é indicado para limpeza 
das placas de óleo contaminado, tal como descrito. Os resultados indicam dois mecanismos de 
aumentar e diminuir a viscosidade usando substratos hidrófobos através da utilização do novo 
biotensioativo solução a 1%. Os resultados sugerem que a viscosidade novo biossurfactante é um 
candidato para a recuperação avançada de petróleo mediada e outras aplicações quando é 
necessário aumento da viscosidade de acordo com a literatura [56,57]. 
 

 
3 . Seção Experimental 
 
3.1 Isolamento, Identificação e preservação de micro-organismo 
 
O isolamento do microorganismo foi realizada durante o período de verão a partir de solo da Caatinga 
de Pernambuco , Nordeste do Brasil. O isolamento foi realizado utilizando o método de diluição 
sucessiva do solo / água ( 10

-1
 , 10

-2
 , 10

-3
 e 10

-4
 ) . Para o isolamento de fungos foi realizada através 

da mídia : marTT in (1,0 g K2HPO4 , MgS04 0,5 g ; H2O , 5,0 g peptona , 10g de dextrose ; 0,03 g 
Rosa Bengala ; 16g de ágar para 1000 mL de água destilada, com cloranfenicol 0,008 %) ; 
Sabouraud agar de dextrose ( 5 g de peptona , 20 g de glicose , 15 g de agar , 1000 mL de água 
destilada , pH 6,5 ) . As placas foram incubadas a 280C até que as colônias foram contadas, e as 
colónias purificadas foram transferidas para novas placas de Petri contendo o meio semelhante e 
incubou-se a 28°C. Após este período, a cultura monospórica foi transferida para tubos de ensaio 
contendo agar de dextrose Sabouraud e preservada, a 5 °C. Cada experimento foi realizado em 
triplicata. A identificação foi feita utilizando a chave para fungos Mucoralean descritos [37]. O fungo foi 
isolado e identificado preservadas por congelação e em solução de glicerol liofilizada . 
 

 
3.2 Substratos Agroindustriais 
 
Os resíduos agroindustriais foram gentilmente cedidos de Corn Products-Cabo, PE, Brasil (milhocina) 
e informal de alimentos indústria - Recife , PE, Brasil (óleo residual de soja-ORS). 

 
3.3 Condições culturais e produção de biossurfactante 
 
O fungo foi inoculado isolamento em placas de Petri contendo meio de agar dextrose de batata e 
incubados a 28°C durante 72 horas até esporulação . Após estas sporangioles período foram 
contados (10

7
 / mL) utilizando câmara heamatimeter , e alíquotas de 5% de suspensão foram 

inoculadas em frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade , contendo 100 ml do meio de 
produção biotensioactivo [ KH2PO4 2,0 g , MgSO4 1,0 g ] e além de elementos 1 mL / L solução 
rastrear [ FeSO4.7H20 0,63 mg , 0,01 mg de MnSO4 , ZnSO4 0,62 mg / L , pH 5,0 ]. A água de 
maceração do milho e substratos óleo de soja pós fritura e foram utilizados como substratos 
agroindustriais, de acordo com planejamentos fatoriais 2

2
. Os frascos foram incubados num agitador 

orbital a 150 rpm , 28 ° C. As células livres de líquidos metabólicas foi obtido a partir de centrifugação 
a 10.000G durante 15 minutos, depois filtrada. 
 

 
3.4 . Cinética de crescimento e produção de biossurfactante. 
 
O crescimento de estirpes de C. echinulata foi acompanhada por biomassa e os resultados foram 
expressos em (g/L). Alíquotas foram coletadas em intervalos de tempo definidos e submetidos à 
análise para determinação de biomassa, o consumo total de carboidratos, pH, tensão superficial, 
estabilidade de bioprodutos, extração e caracterização de biossurfactante. Todas as experiências 
foram realizadas em triplicata . 
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3.5 Determinação do pH 
 
Aliquotas de células livres metabólicas líquidos foi realizado para a determinação do pH por Orion 
potenciômetro (Modelo 310). 
 
 

3.6 Determinação tensão Superficial 
 
A tensão superficial foi monitorizada a produção de biotensoativo célula líquido metabólico utilizando 
o modelo tensiometro Sigma 70 (KSV Instruments Ltd. , Finlândia), utilizando o método do anel de Du 
Nouy à temperatura ambiente (± 28°C) , de acordo com Kuyukina et al. [58]. As medições da tensão 
superficial da água destilada e do meio convencional foram usados como controle . 
 

 
3.7 Determinação do índice e atividade de emulsificação 
 
Para a determinação da emulsificação, as amostras retiradas após 96 horas de fermentação foram 
centrifugados a 10.000G durante 15 minutos e, em seguida, analisados de acordo com a metodologia 
descrita por Cooper e Goldenberg [59]. Foi adicionado a um tubo graduado de 1,0 mL de substratos 
hidrofóbicos e 2 mL de células livres contendo líquido metabólico do biotensioativo, e a mistura foi 
agitada em vórtex durante 2 minutos. Os substratos hidrofóbicos óleo do motor e o óleo do motor 
queimado foram testados. A percentagem de emulsificação foi calculado pela seguinte fórmula: IE 
(E24) = AT \ AE x100. 
 
 

3.8 Determinação da concentração micelar crítica (CMC) 
 
A concentração micelar crítica de biossurfactante isolado durante 96 horas de cultivo foi determinado 
em solução aquosa a medição da tensão superficial em tensiômetro automático (modelo Sigma 70 
KSV Ltd., Finlândia) usando um anel de platina - irídio. A amostra do biotensioativo isolado foi diluído 
em diferentes concentrações, começando com uma concentração mínima de 0,001 mg/mL até 
alcançar a CMC observada com o objetivo de atingir um valor constante de tensão de superficial . Um 
gráfico da concentração em percentagem do biotensioativo (%) x TS (tensão superficial) foi 
representada graficamente. 
 

3.9 Determinação da estabilidade do biossurfactante 
 
Os estudos de estabilidade foram realizados usando o caldo livre de células obtido a centrifugação 
das culturas a 10.000 g durante 15 min. Quatro mililitros do meio de cultura livre de células foi 
aquecida a 0, 5, 70, e 100 °C durante 1 h, e resfriada até à temperatura ambiente, em seguida a 
tensão superficial e a atividade de emulsificação foram medidas. A tensão superficial e índice de 
emulsificação do caldo de cultura livre de células foram também determinadas após a exposição às 
mesmas temperaturas. Para estudar a estabilidade do caldo livre de células, o pH foi ajustado para 
diferentes valores de pH (2-12) e a atividade de tensão superficial e emulsificação foi medido. O pH 
da cultura líquida foi ajustada com NaOH 1 M. O efeito das concentrações de NaCl (2-12%) na 
redução da superfície e capacidade de emulsificação do caldo de cultura livre de células também 
foram determinados. Os testes foram realizados em triplicado . 
 

 
3.10 Isolamento do biossurfactante 
 
O biotensioativo produzido por C. echinulata foi isolado pelo método de precipitação utilizando o 
período de líquido isento de células metabólica com acetona 1:1 (v/v) de acordo com a Paraszkiewicz 
et al [20]. O precipitado foi deixado em repouso durante 24h a 4°C, e após este período foi 
centrifugado a 4000 rpm durante 15 min, a 5°C. O sobrenadante foi descartado e o biotensioativo 
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isolado foi submetido a diálise contra água desionizada durante 96 horas a 5°C, e muda a cada 3 
horas. O biossurfactante foi coletado e liofilizado [52] . 
 

 
3.11 Carga iônica e viscosidade 
 
A determinação da carga iônica do biossurfactante foi realizada através do potencial zeta Modelo 
ZM3 -DG, Zeta Medidor 3,0 sistema+, com Imagem Direta parágrafo Vídeo da Zeta medidor, Inc., 
EUA. A linha de topo do poço foi cheio com um composto puro da conhecida carga iónica. A 
substância foi conhecido aniônico de dodecil sulfato de sódio (SDS) a uma concentração de (0,02 M) 
substância catiônica e o cloreto de bário (0,05 M). A placa de Petri foi mantida à temperatura 
ambiente durante 48 horas. O resultado foi obtido com a aparência de linhas de precipitação, de 
acordo com Meylheuc [60]. 
 

 
3.12 Teste de dispersão do óleo (área de dispersão óleo - ODA) 
 
O teste de dispersão do óleo foi realizado utilizando a metodologia descrita por Diab e El Din (2013) 
[55], a fim de avaliar o efeito do biotensioativo sobre a área de dispersão do óleo. O teste foi 
introduzida em cada placa de Petri (diâmetro de 9 mm) 20 ml de óleo de motor queimado, e seguido o 
foi espalhada sobre o centro da película de óleo, 1 ml de água destilada (A), 1 mL de detergente 
comercial (B), 1 mL de surfactante sintético Triton X-100 (C), e 1 ml de biotensioativo bruto produzido 
por Cunninghamella echinulata (D). As placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente 
(28°C) durante 24 h. Após este período, o diâmetro das zonas claras dos ensaios foram medidos em 
cm

2
. Água destilada foi utilizada como controle. Todos os dados foram registados como a gama de 

amostras em triplicado . 
O diâmetro da zona clara formado foi medido e, em seguida, a área de clara círculo zona foi calculada 
como área de deslocamento de óleo (ODA), utilizando a seguinte equação: 
 

ODA = 3,14 x r
2
 

 

 
3.13 Determinação da viscosidade do Óleo 
 
A fim de investigar os efeitos do biotensioativo produzido nos testes de viscosidade foram realizadas 
a teste foi fixada ao volume de 6 mL . Estas viscosidades foram medidas usando um viscosímetro de 
nível ( Brookfield - TC 500 ) a 25 ° C. Os substratos hidrofóbicos foram o óleo de motor, óleo de motor 
queimado, Diesel, Biodiesel, óleo de milho, óleo de coco, óleo mineral, óleo de soja , óleo de soja 
pós- fritura e água como controle foram testados . Na mesma sequência dos substratos hidrófobos 
que adicionado 2 mL de solução de biotensioactivo em 1,0% (w/v), para vórtices 1min. e a 
viscosidade foi medida de novo. Os resultados de viscosidade foram expressos em cP e %. 
 

 
3.14 A análise estatística 
 
A fim de verificar o efeito das variáveis independentes (concentração de resíduos industriais, 
milhocina e óleo de soja pós- fritura) sobre a produção de biossurfactante, planejamento fatorial 
completo 2

2
, com três valores centrais, foi utilizado (Tabela 3). Os resultados foram, então, 

examinados para determinar os principais efeitos de todos os fatores e foram realizados para 
determinar quais fatores são estatisticamente significativas. A análise dos dados e gráficos , e todos 
os cálculos foram realizados utilizando o pacote de software estatístico 7.0, eo significado dos 
resultados foi testada em (p ≤ 0,05). 
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Tabela 3. Nível e fatores aplicados ao composto planejamento fatorial 2
2
 

Ensaios (-1.68) (-1) 0 (+1) (+1.68) 

Óleo residual de soja 

(%) 
0.62 3 6.5 10 12.38 

Milhocina (%) 2.64 4 6 8 9.36 

 
 

 
4 . Conclusões 
 
O novo biossurfactante produzido pelo fungo Mucorales C. echinulata, além de ser um bom 
surfactante, tem propriedades atraentes como um composto tensoativo e emulsificante. O 
biossurfactante tem várias propriedades e não é afetado pela temperatura , pH e concentração de 
cloreto de sódio. A composição bioquímica preliminar sugere que a molécula é novo biotensioativo 
polimérico, constituído por lipídeos (40%), carboidratos (35,2%) e proteínas (20,3%). O 
biossurfactante induziu uma área de maior dispersão de óleo utilizando óleo do motor queimado, e 
reduziu a viscosidade. Estas características são desejáveis para os processos industriais, 
considerando as várias propriedades que têm e podem ser atraentes, um composto de superfície 
ativo e emulsificante útil em muitos campos da indústria. Esta abordagem do biotensioativo produzido 
por C. echinulata representam uma ferramenta promissora, simples e de custo eficaz para o 
tratamento de lamas oleosas gerado durante a limpeza de tanques de armazenamento de petróleo, e 
outras indústrias, com outras aplicações, quando um aumento na viscosidade é necessário. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

  

Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee, fungo indígena isolado da 

micobiota da Caatinga de Pernambuco.   

O biossurfactante produzido apresenta atividade surfactante e emulsificante. 

O micro-organismo C. echinulata demonstra ser produtora de biossurfactante. 

O biossurfactante/emulsificante produzido é estável frente diferentes temperaturas, 

pH e concentrações de NaCl. 

O biossurfactante/emulsificante apresenta carga anionica e constituição química 

preliminar polimérica constituído por lipideos (40,0%), carboidratoss (35,2 %) e 

proteinas (20,3%). 

O biossurfactante/emulsificante demonstra elevado potencial na dispersão de óleos, 

na redução e aumento da viscosidade de substâncias hidrofóbicas. 

 

O isolado C. echinulata neste trabalho indica uma alternativa promissora em 

processos de Biorremediação auxiliando na redução da concentração dos vários 

componentes do petróleo, na limpeza de tanques, em caso de derramamento, como 

também em outras aplicações industriais. 

  

Os próximos passos a serem realizados incluem a identificação molecular e por 

Maldi Tof, como também, otimização do processo de produção e ampliação da 

escala de produção.  
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