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RESUMO 

 

Biossurfactantes são obtidos a partir do metabolismo de microrganismos. Estas moléculas 

naturais podem apresentar baixa ou nenhuma toxicidade, serem biodegradáveis e estáveis em 

condições extremas. Devido às diversas propriedades que elas possuem, podem ser empregadas 

em diferentes setores industriais, inclusive na biorremediação. Apesar das diversas vantagens, 

eles ainda são incapazes de competir economicamente no mercado devido ao seu custo de 

produção em escala industrial ser muito elevado quando comparado aos surfactantes químicos. 

Com o intuito de contornar esses problemas, diferentes estratégias são utilizadas, entre elas 

podem-se destacar a busca por novos microrganismos produtores de biossurfactantes, utilização 

de matéria prima barata, otimização do meio de cultura e das condições de cultivo e estudo e 

desenvolvimento de técnicas para extração e purificação da biomolécula. Dessa forma, o 

presente trabalho consiste na otimização do meio de cultura utilizando como fonte de carbono 

resíduo de abacaxi para produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa 

CRM 747. Além disso, teve como objetivos definir a melhor metodologia de extração da 

biomolécula, avaliar a estabilidade da biomolécula em diferentes temperaturas, pHs e 

concentrações salinas e analisar a influência do biossurfactante no crescimento microbiano em 

água contaminada. O resíduo de abacaxi foi escolhido visto que o Brasil é um dos maiores 

produtores do mundo dessa fruta e no seu processo industrial cerca de 50% do seu peso é 

descartado, gerando uma enorme quantidade de lixo orgânico. Em relação à levedura, 

Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, ela foi isolada do ambiente antártico e apresenta 

características desejáveis para produção da biomolécula, como crescimento e produção do 

metabólito em aproximadamente 24 horas, temperaturas de crescimento baixas (15 °C) e baixa 

exigência quanto ao meio de cultivo. Os resultados da otimização do meio de cultura mostraram 

que a levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 é capaz de produzir o biossurfactante 

utilizando o resíduo de abacaxi como fonte de carbono, além disso, ao realizar uma 

suplementação com o resíduo de abacaxi, após 10 horas de fermentação, a produtividade 

aumentou de 21,2 g.L-1 para 36 g.L-1 em 16 horas de fermentação. A biomolécula extraída 

também apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH (2 a 10) , temperatura (-70 a 100 

°C) e salinidade (5 a 100 g.L-1), o que torna possível a sua aplicação em atividades 

biotecnológicas que apresentem alterações dessas variáveis. A emulsão formada pela água e 

óleo mineral, com a adição do biossurfactante permaneceu inalterada ao longo de 30 dias de 

experimento. Entre as seis metodologias de extração da biomolécula testadas a que utiliza 

acetona fria como solvente foi a que obteve melhor resultado, com extração de 27 g.L-1. Na 



 

 

análise do crescimento microbiano em água contaminada, a presença do biossurfactante foi 

imprescindível para o crescimento do microrganismo, sendo viável sua aplicação na 

biorremediação. Portanto, evidencia a necessidade do prosseguimento com os estudos da 

produção de biossurfactante pela levedura, uma vez que se confirmou o elevado potencial 

biotecnológico da biomolécula e a vantagem na utilização da levedura, pois esta possui uma 

alta produtividade utilizando resíduo agroindustrial como fonte de carbono.  

  



 

 

ABSTRACT 

 

Biosurfactants are obtained from the metabolism of microorganisms. These natural molecules 

have little or no toxicity, are biodegradable, and are stable under extreme conditions. They can 

be used in different industrial sectors, including bioremediation, due to the different properties 

they have. Despite the various advantages, the biosurfactants are still unable to compete 

economically in the market because of their cost of production on an industrial scale being very 

high when compared to chemical surfactants. To solve these problems different strategies are 

used, such as search for new microorganisms that produce biosurfactants, use of cheap raw 

material, optimization of the culture medium and of the conditions of cultivation and study and 

development of techniques for the extraction and purification of the biomolecule. Then, the 

present work consists of the optimization of the culture medium using pineapple residue as a 

carbon source to produce biosurfactant by the yeast Rhodotorula mucilaginosa CRM 747. In 

addition, had of the objective to define the best extraction methodology of the biomolecule, 

evaluate the biomolecule stability at different temperatures, pHs and saline concentrations and 

analyze the influence of the biosurfactant on microbial growth in contaminated water.  Brazil 

is one of the world's largest producers of the pineapples and in its industrial process about 50% 

of its weight is discarded, generating an enormous amount of organic waste. The yeast, 

Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, was isolated from the Antarctic and has desirable 

characteristics for the production of the biomolecule, such as growth and production of the 

metabolite in approximately 24 hours, low growth temperatures (15 ° C) and is not demanding 

as to the medium of culture. The results of the optimization of the culture medium showed that 

the yeast Rhootorula mucilaginosa CRM 747 is capable to produce the biosurfactant using 

pineapple residue as a carbon source, in addition, when performing a supplementation with the 

pineapple residue, after 10 hours of fermentation, the productivity increased from 21.2 gL-1 to 

36 gL-1 in 16 hours of fermentation. The extracted biomolecule also showed stability over a 

wide range of pH (2 to 10), temperature (-70 to 100 ° C) and salinity (5 to 100 gL-1), which 

makes it possible to be applied in biotechnological activities that present changes in these 

variables. The emulsion formed by water and mineral oil, with the addition of the biosurfactant, 

remained unchanged over 30 days of the experiment. Among the six extraction methodologies 

of the biomolecule tested, the one that uses cold acetone as solvent was the one that obtained 

the best result, with extraction of 27 g.L-1. In the analysis of microbial growth in contaminated 

water, the presence of the biosurfactant was essential for the growth of the microorganism, and 

its application in bioremediation is viable. Therefore, it evidences the need to continue with the 



 

 

studies of the production of biosurfactant by yeast Rhootorula mucilaginosa CRM 747, because 

of the high biotechnological potential of biomolecule and the advantages in the use of yeast, 

this present high productivity using agro-industrial waste as a carbon source. 
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1. Introdução 

Surfactantes são moléculas anfipáticas, isto é, constituídas por uma porção 

hidrofóbica e por outra hidrofílica. Devido a essa característica eles apresentam propriedades, 

como: redução da tensão superficial e interfacial de misturas imiscíveis,  concentração micelar 

crítica, capacidade de emulsificação, dentre outras particularidades que os tornam alvos de 

estudo e interesse de diversas modalidades industriais (Saharan et al., 2011). 

Os tensoativos produzidos quimicamente são obtidos a partir de derivados de 

petróleo ou fontes oleoquímicas, por isso podem ser tóxicos e não biodegradáveis, restringindo 

a sua utilização (Marchant e Banat, 2012). A crescente conscientização em relação à proteção 

do meio ambiente, o surgimento de novas leis de controle ambiental e a intenção de contornar 

outras desvantagens na utilização de surfactantes sintéticos transformaram os biossurfactantes 

em alvos de pesquisas. Entretanto a produção dessas biomoléculas, em escala industrial, ainda 

não é viável quando comparada à dos surfactantes sintéticos (Amaral et al., 2010; Sanches et 

al., 2021; Souza et al., 2017a). 

Segundo Sanches e colaboradores (2021), surfactantes de origem natural são 

produzidos por diversos grupos de organismos, como: os microrganismos, as plantas e até os 

seres humanos. Os biossurfactantes são biomoléculas produzidas por microrganismos e 

apresentam praticamente todas as características dos surfactantes sintéticos. Além disso, eles 

possuem baixa ou nenhuma toxicidade, alta biodegradabilidade, alta biocompatibilidade, alta 

especificidade e são estáveis em condições ambientais extremas (variações de pH, de 

temperatura e de salinidade), tornando-os substitutos apropriados dos sintéticos (Liu et al., 

2011; Sanches et al., 2021) 

A classificação dos biossurfactantes é baseada nas suas propriedades físico-

químicas: glicolipídios, lipopeptídeos, lipídios neutros, ácidos graxos, fosfolipídios e 

poliméricos (Amaral et al., 2010; Cameotra et al., 2010; Pacwa-Płociniczak et al., 2011; Steller 

e Vater, 2000). As funções biológicas dos biossurfactantes ainda não foram totalmente 

esclarecidas, contudo, sabe-se que eles são capazes de emulsificar, de transportar e de 

solubilizar hidrocarbonetos. Tais funções são valorizadas durante o processos de 

biorremediação de um ambiente contaminado, por exemplo, após um derramamento de óleo 

(Sharma e Saharan, 2016). 

Ademais, as biomoléculas surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina 

e bacilomicina, produzidas por Bacillus sp, possuem função de aderência-liberação da célula às 

superfícies e atividade antibiótica (Kim et al., 2010; Maier, 2003; Steller e Vater, 2000). 
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A principal forma de obtenção dos biossurfactantes é através dos processos 

fermentativos, que consistem na utilização de fontes de carbono para geração de energia e 

metabólitos secundários (Barbieri et al., 2012).  A otimização do processo e do meio de cultura 

utilizado são importantes para obter o máximo de rendimento, preservando as propriedades da 

biomolécula (Fontes et al., 2008). A otimização por métodos clássicos é um processo 

demorado, trabalhoso e com elevado custo, especialmente quando existem várias variáveis para 

serem analisadas, pois cada fator é avaliado separadamente; além disso, pode resultar em 

interpretações errôneas, visto que não levam em conta a interação entre as variáveis estudadas. 

Portanto utilizar técnicas mais avançadas para a otimização das condições de fermentação e do 

meio fermentativo são necessárias. Métodos estatisticamente projetados se apresentam como 

uma abordagem alternativa mais eficiente, ou seja, menos demorada, trabalhosa e gerando 

menos gastos, e evitam erros por considerarem as interações entre os fatores estudados. Esse 

tipo de abordagem estuda todos os níveis das variáveis de interesse simultaneamente (Bruns et 

al., 2006; Rufino et al., 2008). O desenho experimental (planejamento experimental) e a análise 

das superfícies de respostas são exemplos dessas abordagens mais avançadas (Deepika et al., 

2016; Park et al., 2005). O planejamento experimental é uma ferramenta que necessita de 

quantidade limitadas de experimentos para gerar informações úteis. A partir desses 

experimentos é possível analisar a influência de cada fator e das suas interações sobre as 

respostas, definindo o melhor caminho para se atingir o objetivo, ou seja, a maior produção da 

biomolécula (Bruns et al., 2006; Ratnam et al., 2005). 

A utilização de resíduos agroindustriais que apresentam uma alta quantidade de 

carboidratos e lipídeos são uma opção adequada para produção de biossurfactantes (Meneses 

et al., 2017; Santos et al., 2016). Esses resíduos podem ser provenientes de variadas atividades 

humanas, como processamento de batatas, de diversos óleos (de soja, de milho, de coco, de 

amendoim, de canola, entre outros), detritos domésticos e comerciais (óleos de frituras) 

(Meneses et al., 2017; Santos et al., 2016; Thompson et al., 2000). Anualmente milhões de 

toneladas de resíduos danosos ao meio ambiente e a saúde da população são gerados, portanto 

utilizar esses resíduos como matérias-primas de processos biotecnológicos representa uma 

alternativa viável para reduzir a poluição e os custos de produção industrial de biomoléculas 

(Araújo et al., 2019; Maneerat, 2005). O principal empecilho na utilização de resíduos para 

meio de cultivo está na adequada composição de nutrientes necessários para crescimento dos 

microrganismos e para a formação da biomolécula de interesse. Além disso, gastos com 
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transporte, armazenamento e tratamento prévio do resíduo podem encarecer o processo, que o 

torna pouco atrativo (Nitschke e Pastore, 2003; Singh et al., 2019).  

Atrelado a isso, o interesse das indústrias na produção dos biossurfactantes promoveu o 

aumento na investigação de microrganismos capazes de produzi-los, logo, intensificou a 

pesquisa de culturas microbianas isoladas de ecossistemas variados. Entre os biossistemas, o 

ambiente Antártico recebeu destaque, pois é um local inóspito e, apesar disso, possui uma 

extraordinária biodiversidade (Buzzini et al., 2012; Connell et al., 2008; Pavlova et al., 2011). 

Os microrganismos, plantas e animais que vivem nesse ambiente se adaptaram metabólica e 

fisiologicamente garantindo a sua existência. As bactérias, as leveduras, os fungos e as algas 

unicelulares provenientes de locais extremos são importantes cientificamente, pois produzem 

substâncias biologicamente ativas diferenciadas (D’amico et al., 2006; Gerday et al., 2000). 

Entre os microrganismos mais estudados encontram-se os fungos, com foco especial nas 

leveduras.  

Os fungos são organismos que conseguiram se adaptar bem as condições do planeta, 

habitando a Terra há milhões de anos. Podem ser encontrados em diversos locais da natureza, 

apresentando papéis importantes, como decompositores de matéria orgânica (Zucconi et al., 

2020). Muitas pesquisas utilizando leveduras para produção de biossurfactante concentram-se 

na utilização das Candidas, no entrando, as espécies de cândidas são consideradas patógenos 

oportunistas, não apresentando status GRAS (generally regarded as safe) (Albuquerque et al., 

2014; Carneiro et al., 2019). Esse status indica que o microrganismo não possui toxicidade e/ou 

patogenicidade, sendo possível a aplicação deles e de seus metabólitos em diversos setores 

industriais (Santos et al., 2016). 

Por causa disso, outros microrganismos produtores de biossurfactantes têm sido 

investigados por muitos pesquisadores, e as leveduras do gênero das Rhodotorulas têm-se 

destacado para utilização nas indústrias em processos fermentativos, principalmente pela sua 

alta taxa de crescimento em matéria-prima barata (Branco et al., 2010; Coelho et al., 2011; 

Wirth e Goldani, 2012). Contudo, o estudo do biossurfactante a partir da levedura Rhodotorula 

mucilaginosa foi reportado em apenas um trabalho, pertencente a Kawahara e seu grupo de 

pesquisadores (2013). Eles estudaram a capacidade estabilizadora de astaxantina, comprovando 

que a astaxantina foi estável à oxidação nas novas micelas de biossurfactantes. Apesar dos 

resultados promissores, um intervalo de tempo significativo separa o atual trabalho deste 

publicado, confirmando a necessidade de continuação dos estudos relacionados a produção da 

biomolécula por esse microrganismo.  
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal a otimização da 

produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, utilizando planejamento 

experimental e resíduo agroindustrial como fonte de carbono; ademais analisar a estabilidade 

da biomolécula em diferentes condições; e, por fim, avaliar a sua capacidade de biorremediação 

em água doce contaminada por hidrocarbonetos.  

2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Desenvolvimento de um meio de cultura ótimo para produção de biossurfactante 

pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 utilizando planejamento experimental, 

caracterização da biomolécula e sua aplicação biotecnológica. 

2.2. Objetivos específicos 

• Selecionar entre as fontes de carbono e as de nitrogênio testadas as melhores para 

composição do meio de cultura para produção da biomolécula; 

• Planejamento experimental para otimizar o meio de cultura. 

o Planejamento Fatorial Fracionário 25-1; 

o Planejamento em estrela com três variáveis; 

o Planejamento em estrela com duas variáveis. 

• Avaliar diferentes metodologias de extração da biomolécula; 

• Determinar a hidrofobicidade celular da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747 

em diferentes hidrocarbonetos; 

• Avaliar a curva de crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747 e 

produção do biossurfactante; 

• Avaliar a produção da biomolécula pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747 

ao longo de 24 e 30 horas de fermentação, com e sem suplementação de fonte de 

carbono; 

• Determinar a concentração micelar diluída do biossurfactante; 

• Avaliar a estabilidade da emulsão ao longo de 30 dias; 

• Testar a estabilidade da biomolécula em diversas temperaturas, pHs e concentrações 

salinas; 

• Analisar a aplicação biotecnológica do biossurfactante. 
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alimentício, Ribeiro e colaboradores (2020) avaliaram a possibilidade de utilizar o 

biossurfactante produzido pela levedura Saccharomyces cerevisiae URM 6670 para substituir 

a gema de ovo em uma formulação de biscoito.  

3.1.3.1.1. Rhodotorula mucilaginosa 

As leveduras Rhodotorula mucilaginosa são fungos saprofíticos, pertencentes ao 

filo Basidiomycota. Normalmente as culturas dos fungos pertencentes ao gênero Rhodotorula 

demandam de 24 a 48 horas de incubação para serem detectáveis visualmente, apresentam uma 

coloração amarelada/avermelhada e possuem um aspecto liso e/ou mucoso. A temperatura 

ótima de crescimento varia de 25 °C a 37 °C e não são capazes de fermentar carboidratos (Fell 

et al., 2000; Gan et al., 2017; Hoog et al., 2000; Kwon-Chung e Bennett, 1992). 

Dentre as espécies pertencentes ao gênero Rhodotorula apenas a Rhodotorula 

mucilaginosa, Rhodotorula glutinis e Rhodotorula minuta são patogênicas para os humanos. 

Todavia, a Rhodotorula mucilaginosa apesar de ser classificada como uma levedura patogênica 

oportunista, ela apresenta características interessantes para aplicações biotecnológicas, como 

produção de carotenoides (Gan et al., 2017).  

Elas podem ser isoladas de diferentes ambientes, solo, água, ar, poeira e substratos 

comumente encontrados no ambiente humano. Atualmente cresceu o interesse em fungos 

isolados de diferentes ecossistemas, incluindo locais com condições pouco favoráveis, como 

exemplo as profundezas do mar, solo e vegetação da Antártica, ambientes aquáticos 

hipersalinos de alta temperatura, entre outros (Butinar et al., 2005; Gan et al., 2017; Pavlova et 

al., 2011). As Rhodotorulas têm-se destacado, para utilização em processos fermentativos, 

principalmente pela sua alta taxa de crescimento em matéria-prima barata (Branco et al., 2010; 

Kwon-Chung e Bennett, 1992). 

Estudos realizados por Oloke e Glick (2005) utilizando leveduras Rhodotorula 

glutinis, demonstraram que o microrganismo produziu bioemulsificante e este apresentou níveis 

de emulsificação significativos em querosene e óleo cru (80%). Além do que, a biomolécula 

apresentou taxas acima de 76% na remoção de óleo bruto de poluentes. 

3.1.3.1.2. Leveduras da antártica 

O interesse em microrganismos, principalmente leveduras, isolados de ambientes 

extremos aumentou nos últimos tempos. Pode-se encontrar locais com condições extrema nos 

oceanos, nas fontes termais, em locais contaminados, no Ártico e na Antártica, entre outros (Cai 

et al., 2014). Apesar do crescente interesse nesses lugares, há poucos trabalhos envolvendo o 

estudo de microrganismos em ambientes frios, como o da Antártica. Então, o estudo da 
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microbiota da Antártica não se restringe apenas no âmbito para novas aplicações 

biotecnológicas, mas também para colher informações ecológicas e taxonômicas (Cabrera e 

Blamey, 2018; Cai et al., 2014; Rosa et al., 2010).  

Ademais, devido às características adversas do seu ambiente de origem, 

microrganismos extremófilos podem apresentam características positivas, tornando atrativo o 

seu emprego em processos industriais. O estudo de suas substâncias bioativas também 

despertou o interesse de diversos pesquisadores, acredita-se que seus metabólitos secundários 

incomuns sejam adaptações químicas para competir por substratos ou para a defesa (Bhadury 

et al., 2006; Singh et al., 2011). Por exemplo, os biossurfactantes provenientes de 

microrganismos de ambiente frio apresentam baixa temperatura de Krafft, o que permite que 

sejam utilizados em diferentes temperaturas sem perderem sua atividade (Cai et al., 2014). 

A Antártica é um ambiente extremamente hostil, possuindo o clima mais frio e seco 

do planeta; mais de 99% do continente é coberto de gelo por longos períodos de tempo; possui 

baixa temperatura e alta variação, de 15 °C no verão a – 80 ºC no inverno; ventos fortes que 

ultrapassam a velocidade de 100 kmh-1; alta taxa de sublimação e evaporação; elevada 

incidência de radiação, principalmente ultra violeta e; baixa disponibilidade de água, o que 

influencia no crescimento e desenvolvimento de qualquer ser vivo. Apesar de todas essas 

condições adversas para a sobrevivência de qualquer organismo, a Antártica apresenta uma 

enorme diversidade biológica (Cabrera e Blamey, 2018; Margesin e Miteva, 2011; Rosa et al., 

2010; Ruisi et al., 2007; Yergeau e Kowalchuk, 2008). 

Os microrganismos são capazes de desenvolver mecanismos fisiológicos e 

metabólicos para superar as barreiras impostas pelo ambiente, principalmente as baixas 

temperaturas (Buzzini et al., 2012; Ruisi et al., 2007; Zucconi et al., 2020). De maneira geral, 

organismos adaptados ao frio podem ser divididos em psicrófilos, englobam os incapazes de 

crescer em temperaturas acima de 20 °C, e os facultativos, os que crescem em temperaturas 

baixas, porém apresentam uma taxa de crescimento mais elevada quando cultivados em 

temperaturas acima de 20 °C (Brunati et al., 2009; Buzzini et al., 2012). 

A biota da antártica é constituída por microrganismos que não regulam a 

temperatura interna, apresentam a mesma temperatura do meio, e, apesar do efeito negativo da 

baixa temperatura nas reações químicas, esses microrganismos conseguem crescer e mover-se 

em taxas similares aos de ambientes temperados (Cowan e Tow, 2004; Zucconi et al., 2020). 

Eles apresentam diferentes tipos de adaptações, como: presença de micélios estéreis, produção 

de melanina e produção de vários compostos - por exemplo proteínas anticongelantes - com o 

objetivo de protegê-los do congelamento intracelular e reduzir os resultados deletérios da 
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quanto maior a parte hidrofóbica menor a CMC; a temperatura; o pH e; a presença de eletrólitos 

e/ou compostos orgânicos (Mesquita, 2004).  

A temperatura micelar crítica (TMC) ocorre quando as três fases – cristais, 

monômeros e micelas – encontram-se em equilíbrio e a concentração do surfactante é igual à 

concentração micelar crítica (Bhairi e Mohan, 2001). O ponto de turvação é a temperatura na 

qual a solução fica turva e é importante conhecê-la, pois ela influencia nas aplicações dos 

surfactantes não iônicos ou anfóteros (Nascentes et al., 2002).  

Solubilidade é outra propriedade importante dos surfactantes e está relacionada ao 

tamanho das cadeias hidrofóbicas e hidrofílicas que compõe a molécula. Se o tamanho da parte 

polar permanecer constante, então a solubilidade da molécula em água reduzirá com o aumento 

da parte hidrofóbica. O contrário também ocorre: conservando o tamanho da cadeia carbônica, 

à medida que aumenta o grupo polar também aumenta a solubilidade em água. A temperatura 

influencia na solubilização dos surfactantes em água. Os surfactantes em temperaturas muito 

baixas estão na forma cristalina insolúvel em água, e à proporção que a temperatura aumenta 

também a solubilidade. 

Substâncias orgânicas são insolúveis ou pouco solúveis em água, todavia a adição 

de surfactantes pode aumentar essa solubilidade por meio da formação de micelas, as quais 

permitem que essas substâncias sejam incorporadas no interior das biomoléculas (Mulligan et 

al., 2001; Porter, 1991; Varjani e Upasani, 2017). Microemulsão são soluções, aparentemente 

límpidas e estáveis, de compostos orgânicos em água, no entanto para que líquidos imiscíveis 

formem soluções é necessária uma grande quantidade de surfactante (Porter, 1991).  

O HLB é a relação entre as partes hidrofílicas e hidrofóbicas do surfactante e é um 

parâmetro importante, visto que afeta as propriedades físico-químicas da molécula. Ele é 

alterado com a variação no tamanho das partes polares e apolares do tensoativo, aumentando 

com a elevação da parte hidrofílica e reduzindo com o crescimento da parte apolar (Varjani e 

Upasani, 2017).  

3.1.4.1. Propriedades Específicas dos Biossurfactantes 

Ao realizar uma comparação entre os surfactantes sintéticos e biológicos, estes 

apresentam desempenhos melhores em algumas propriedades do que aqueles. Por exemplo, na 

redução da tensão superficial e interfacial os biossurfactantes necessitam de uma menor 

concentração para obter os mesmos resultados que os surfactantes sintéticos (Banat, 1995; 

Cooper et al., 1981; Mulligan, 2005). 

Além disso, os biossurfactantes são estáveis em uma ampla faixa de temperaturas e 

de pH, ademais suportam altas concentrações salinas. Essas propriedades são interessantes para 
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3.1.6.1. Processo fermentativo 

Muitos produtos comerciais são obtidos por processos fermentativos, que consistem 

na utilização de fontes de carbono para geração de energia e algum outro produto (Barbieri et 

al., 2012). As principais vantagens na utilização desses processos são: obter os produtos em 

qualquer época do ano, menor custo, oportunidade de utilizar substratos baratos, espaço 

utilizado relativamente pequeno e a possibilidade de controlar as condições de cultivo (Barbieri 

et al., 2012). Diversos produtos podem ser obtidos por esse método, as enzimas, os antibióticos, 

os corantes, as vitaminas, os aminoácidos, os biopolímeros, as bebidas alcoólicas, entre outros. 

Os processos fermentativos podem ser descontínuos, semicontínuo, descontínuo 

alimentado ou contínuo. Batelada e batelada alimentada são os comumente utilizados na 

produção de biossurfactante, pois apresentam diversas vantagens: custos de equipamentos, 

acompanhamento e manutenção relativamente baixos e segurança em relação às condições de 

assepsia (Fontes et al., 2008). 

Durante o processo de batelada, adiciona-se antiespumante, ácido ou base para 

controlar o pH e, nos processos aeróbicos, oxigênio. Na batelada alimentada, alguns nutrientes 

são adicionados ao longo do processo aumentando o volume. Este último é empregado quando 

o microrganismo é susceptível aos fenômenos de inibição por substrato ou repressão catabólica 

(Fontes et al., 2008). 

A temperatura, o pH, a aeração e a agitação são pontos significativos relacionados 

às condições de fermentação, portanto, durante a otimização do processo, eles devem ser 

estudados. A otimização do processo e a seleção do meio de cultura utilizado é de suma 

relevância para se obter o máximo de rendimento com o menor custo (Fontes et al., 2008). 

3.1.6.1.1. Fatores que afetam a produção 

O meio de cultivo afeta a capacidade do microrganismo de produzir biossurfactante, 

interferindo também na estrutura da biomolécula e modificando suas propriedades, estas 

mudanças podem ser benéficas quando alguma propriedade específica é almejada. Estudos 

realizados por Das e colaboradores (2008) demonstraram que ao utilizar a glicose como fonte 

de carbono, o biossurfactante produzido apresentou um melhor desempenho quanto à atividade 

antimicrobiana quando comparada ao glicerol, ao amido e à sacarose. Portanto, é 

imprescindível definir a composição do meio.  

As fontes de carbono, nitrogênio e a presença de outros compostos (fósforo, ferro, 

manganês e magnésio) interferem no cultivo do microrganismo. Além disso, alguns 

microrganismos só produzem biossurfactantes quando estão em condições de estresse, ou 

quando o meio possui compostos lipofílicos (Jimoh e Lin, 2019). Após definir o meio, as 
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quinase; C. isocitrato desidrogenase; D. citrato lipase; E. piruvato desidrogenase; F. piruvato 

carboxilase. B - Metabolismo bioquímico para síntese da molécula do surfactante, tendo como 

fonte de carbono hidrocarbonetos. As enzimas envolvidas são: A. isocitrato liase; B. malato 

sintase; C. fosfoenolpiruvato carboxilase; D. frutose-1,6 bifosfatase. Fonte: Fontes et al. 2008. 

O nitrogênio é indispensável para o crescimento celular e para a síntese de 

proteínas. O extrato de levedura é a  principal fonte de nitrogênio utilizada nas culturas, todavia, 

a quantidade varia de acordo com o microrganismo (Fontes et al., 2008).  

Teóricos afirmam que a produção do biossurfactante ocorre principalmente quando 

a fonte de nitrogênio está esgotada, ou seja, durante a fase estacionária (Jezierska et al., 2018).  

Albrecht e colaboradores (1996) definiram um mecanismo para investigar como a falta de 

nitrogênio influenciava na produção do surfactante natural. De acordo com eles, a escassez do 

nitrogênio reduz a atividade específica da isocitrato desidrogenase (dependente de NAD+ e 

NADP+), enzima responsável pela oxidação do isocitrato a α-cetoglutarato, levando ao 

acúmulo de isocitrato e citrato na mitocôndria. Estes dois compostos são transportados para 

dentro do citosol sendo o citrato clivado pela citrato sintase originando acetil-CoA (precursor 

da síntese de ácido graxo). A síntese da parte apolar do biossurfactante aumenta e, 

consequentemente, a produção da biomolécula também.  

A relação quantitativa entre as fontes de carbono e nitrogênio é um parâmetro muito 

estudado. Em pesquisa realizada com a Rhodotorula glutinis utilizando diferentes razões C/N 

na produção de bioemulsificantes, notou um aumento na emulsificação com o acréscimo da 

relação C/N, com o nitrogênio em quantidades limitantes (Fontes et al., 2008). 

3.1.6.1.2. Resíduos agroindustriais 

Anualmente são gerados milhões de toneladas de resíduos danosos ao meio 

ambiente e à saúde da população. A tentativa de utilizar esses resíduos como matéria-prima de 

processos biotecnológicos apresenta duas principais vantagens: redução dos custos de produção 

industrial de biomoléculas e redução dos descartes desses resíduos no meio ambiente (Jimoh e 

Lin, 2019).  

Resíduos agroindustriais que possuem em sua composição alta quantidade de 

carboidratos e lipídeos são considerados promissores para aplicação na produção de 

biossurfactantes (Banat et al., 2000). Esses resíduos provém de diferentes atividades industriais 

- processamento de batatas e de óleos de sojas, de milhos, de cocos, de amendoins, de canolas, 

dentre outras - e de detritos domésticos e comerciais, como os óleos de fritura (Gallert e Winter, 

2002; Jimoh e Lin, 2019). 
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Thavasi e colaboradores (2007) produziu biossurfactante utilizando fontes 

renováveis, baratas e facilmente disponíveis. Testaram três microrganismos e observaram que 

todos produziram um complexo glicopeptídico capaz de emulsionar diferentes hidrocarbonetos.  

O principal empecilho na utilização de resíduos para o meio de cultivo está na 

adequada composição de nutrientes necessários para o crescimento dos microrganismos e para 

a formação da biomolécula de interesse. Além disso, despesas com transporte, armazenamento 

e tratamento prévio podem encarecer o processo (Nitschke e Pastore, 2003; Singh et al.,2019). 

3.1.6.1.2.1. Abacaxi (Ananas comosus) 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de abacaxi (Ananas comosus), 

possuindo 58.000 hectares plantados e sua produção abrange todo o território nacional. A maior 

parte dos frutos é comercializada no mercado interno na forma de fruta in natura, e a produção 

está distribuída principalmente nos Estados do Norte e do Nordeste. A cultivar nacional Pérola, 

também chamada de Branco de Pernambuco, é a mais cultivada, visto que possui uma acidez 

menos pronunciada, é colhida em regiões quentes durante o ano inteiro e foi mais aceita pelo 

consumidor brasileiro (Meletti et al., 2011; Silveira et al., 2009; Soares et al., 2012). 

A cultivar Smooth Cayenne ou Hawai é produzida principalmente pelos Estados de 

Minas Gerais e São Paulo. Estima-se que a área de plantio de abacaxi na região do Triângulo 

Mineiro seja de 5000 hectares, com média de 2500 a 3000 hectares/ano e com produção de 30 

a 35 toneladas de fruta/hectare. No período de abril a setembro, as indústrias mineiras e as da 

região Sul do país processam cerca de 60% da produção nacional de abacaxi, sendo 40% 

utilizados para o consumo “in natura”. No período de outubro a março, o consumo do abacaxi 

“in natura” aumenta para 60% (Ferreira, 2007). 

Durante o processo industrial, coroa, folhas e talo são removidos. Os resíduos 

gerados - casca, talo, coroa e folhas - contabilizam cerca de 50% (p/p) do peso total do abacaxi. 

Esses resíduos possuem elevado potencial econômico uma vez que podem ser convertidos em 

produtos de alto valor agregado através de processos biotecnológicos.  

3.1.6.1.2.2. Caju (Anacardium occidentale) 

O cajueiro (Anacardium occidentale) pertence à familia anacardiaceae, é nativo da 

América do Sul e cresce também nos trópicos das Américas, da África e da Ásia. Ele é 

comumente dividido em dois grupos, o comum e o anão, sendo o primeiro de maior porte e 

mais difundido do que o segundo (Crisóstomo et al., 2003; Pinho, 2009). 

A castanha é o verdadeiro fruto do cajueiro, com 2.5 a 3.0 cm de comprimento; 2.5 

cm de largura e; coloração marrom-acinzentado. O pedúnculo é o pseudofruto do caju, com 5 





33 

Mukherjee e colaboradores (2009). Estudando B. circulans marinhos, eles purificaram um 

biossurfactante com atividade contra microrganismos. Em relação às outras aplicações, 

diversos estudos envolvendo remoção de metais pesados já foram realizados. Das e 

colaboradores (2009) observaram que biossurfactantes, de baixa CMC, concentrados 

removeram 100 ppm de chumbo e cádmio. 
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4. Materiais e métodos 

4.1. Microrganismos 

A levedura Rhodotorula mucilaginosa (código de isolamento L69) obtida a partir 

de algas (algas marinhas) coletadas em Punta Plaza (Admiralty Bay, Ilha King George, 

Antártica) e taxonomicamente identificada de acordo com Duarte e colaboradores (2013) foi 

usada no presente estudo. Esta cepa está depositada no Centro de Recursos Microbianos (CRM 

– UNESP) da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Brasil) sob o número de acesso CRM 

747. A levedura foi conservada pelo método de criopreservação com 50% (v/v) de glicerol.  

4.2. Pré- inóculo 

Para adaptação e crescimento da levedura, 1 mL do criotubo (glicerol e 

microrganismo) foi incubado em 100 mL de YPD (g.L-1): glicose (10), peptona (5) e extrato de 

levedura (3) por 72 horas e 15 °C com 120 rpm de agitação. 

4.3. Resíduos agroindustriais 

Os resíduos agroindustriais de abacaxi (Ananas comosus) e caju (Anacardium 

occidentale) foram adquiridos nos mercados locais, lavados com uma solução de hipoclorito de 

sódio a 10% (v/v) e processados no laboratório. Os resíduos do abacaxi constaram basicamente 

de casca e folhas do abacaxizeiro. Os resíduos do caju constaram basicamente do pedúnculo do 

fruto do cajueiro. Realizou-se a quantificação de açúcares totais pela metodologia modificada 

descrita por Miller (1959). Inicialmente procedeu-se com a hidrólise ácida, adicionando HCl 

2N (v/v), permanecendo 5 minutos em banho-maria e, posteriormente, 5 minutos em banho de 

gelo, adicionando em seguida NaOH 2N. Após a hidrólise ácida, fez-se diluições das amostras 

e adicionou-se em tubos folin wu 0.5 mL das amostras diluídas e 1 mL do reagente DNS, 

deixando em banho-maria e banho de gelo por 5 minutos cada. Completou-se os tudos folin wu 

com água destilada até a marcação de 12.5 e, finalmente, realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro a 540 nm. Os resultados das absorbâncias foram transformados em g.L-1 

utilizando a equação 𝑦 =  3570,5𝑥 obtida pela plotagem dos dados da curva padrão, com 

coeficiente de correção linear (𝑅2) =  0.9973. As análises foram realizadas em triplicatas e 

procedendo com três leituras para cada repetição, gerando nove resultados. 

4.4. Influência da fonte de carbono e nitrogênio na produção do biossurfactante  

Para análise da influência da fonte de carbono e da de nitrogênio na produção do 

biossurfactante, uma densidade óptica (DO), a 600 nm, do pré-inóculo foi transferida para 

Erlenmeyer de 200 ml contendo 150 ml do meio YPD modificado para seleção da fonte de 

carbono e da de nitrogênio.  Para a seleção da fonte de carbono realizou-se a substituição da 

glicose por fontes alternativas em quantidades suficientes para atingir uma concentração final 
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4.5.1.2. Extração por acetato de etila e metanol  

Segundo metodologia descrita em Rivardo e colaboradores (2009), a amostra foi 

acidificada para pH 2 utilizando HCl 6M e deixada incubando por quatro horas a 4 °C.  Após 

adicionou-se na amostra a solução de acetato de etila/metanol na proporção de 4:1 (v/v).  A 

misturava manteve-se em agitação a 120 rpm por 10 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura 

em repouso, em um funil de separação, até ser possível definir as duas fases (a orgânica e a 

inorgânica) e recuperou-se a fase orgânica. Extraiu-se a maior parte do solvente, da fase que 

continha o biossurfactante, utilizando o rotaevaporador a 80 °C. O resíduo do solvente foi 

evaporado em estufa de circulação forçada a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido 

através do método gravimétrico.  

4.5.1.3. Extração por acetato de etila 

A amostra foi acidificada para pH 2 utilizando HCl 6M e deixada incubando 

overnight a 4 °C.  Após adicionou-se na amostra acetato de etila (v/v).  A mistura manteve-se 

em agitação a 120 rpm por 10 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso, em um 

funil de separação, até ser possível definir as duas fases (a orgânica e a inorgânica) e recuperou-

se a fase orgânica. Extraiu-se a maior parte do solvente, da fase que continha o biossurfactante, 

utilizando o rotaevaporador a 80 °C. O resíduo do solvente foi evaporado em estufa de 

circulação forçada a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método 

gravimétrico (Sen et al., 2017).  

4.5.1.4. Extração por acetato de etila com agitação vigorosa 

A metodologia descrita no trabalho de Yin e colaboradores (2009) foi modificada. 

De forma resumida: adicionou-se acetato de etila na amostra (v/v).  A mistura foi submetida a 

rigorosa agitação em vortex por 2 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso, até 

ser possível definir as duas fases (a orgânica e a inorgânica) e recuperou-se a fase orgânica. O 

solvente, da fase que continha o biossurfactante, foi evaporado em estufa de circulação forçada 

a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método gravimétrico.  

4.5.1.5. Extração por acetato de etila e hexano 

Adicionou-se na amostra acetato de etila (v/v).  Em seguida, deixou-se a mistura 

em repouso, em um funil de separação, até ser possível definir as duas fases (a orgânica e a 

inorgânica) e recuperou-se a fase orgânica. Extraiu-se o solvente, da fase que continha o 

biossurfactante, utilizando o rotaevaporador a 80 °C.  O biossurfactante foi ressuspendido em 

hexano e submetido novamente a rotaevaporação a 70 °C, repetindo este procedimento três 

vezes. Por fim, o resíduo do solvente (hexano) foi evaporado em estufa de circulação forçada a 
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Tabela 5: Níveis e variáveis utilizados no planejamento experimental composto central 

Variáveis 
Níveis 

-√84  -1 0 +1 √84
 

Concentração do Abacaxi 

(g.L-1) 
1.59104 5 10 15 18.40896 

Sulfato de amônio (g.L-1) 0.159104 0.5 1.0 1.5 1.840896 

Peptona (g.L-1) 0.159104 0.5 1.0 1.5 1.840896 

*solução salina (g.L-1): NaCl (10), Na2HPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgSO4.7H2O (0.2); extrato 

de levedura: 15 g.L-1; pH = 8. 

* fermentação submersa: 24 horas a 120 rpm de agitação e 15 °C. 

Tabela 6: Matriz do planejamento experimental composto central 

Ensaios Extrato do 

abacaxi 

Peptona Sulfato de 

amônio 

1 -1 -1 -1 

2 -1 -1 1 

3 -1 1 -1 

4 -1 1 1 

5 1 -1 -1 

6 1 -1 1 

7 1 1 -1 

8 1 1 1 

9 -√84  0 0 

10 √84
 0 0 

11 0 -√84  0 

12 0 √84
 0 

13 0 0 -√84  

14 0 0 √84
 

15 0 0 0 

16 0 0 0 

17 0 0 0 

18 0 0 0 

19 -1 -1 -1 
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Gerais, Brasil. Os experimentos foram realizados segundo a metodologia modificada de Santos 

e colaboradores (2017). Frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo água da represa e 1 mL do 

hidrocarboneto, sendo o volume final após adição de todos os componentes de 50 mL. Os 

frascos foram incubados em shaker rotativo a 120 rpm e 28°C durante 30 dias. Amostras foram 

retiradas nos dias 1, 7, 21 e 30 de experimento totalizando quatro amostras. Todo o experimento 

foi realizado em triplicata. O experimento foi conduzido nas seguintes condições: 

Tabela 9: Condições experimentais para teste de biorremediação da água doce contaminada 

por óleo de motor 

Amostras Composição 

Controle - estéril Água + hidrocarboneto 

Controle - não estéril Água + hidrocarboneto 

Condição 1 - estéril Água + hidrocarboneto + L69 

Condição 2 - estéril 
Água + hidrocarboneto + L69 + BS 

(CMD) 

Condição 1 - não estéril Água + hidrocarboneto + BS (CMD) 

Legenda: L69 – adição de 1DO do pré-inóculo da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 

747; BS (CMD) – adição de 59,14 g.L-1 do biossurfactante extraído. 
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apresentava tensão superficial de aproximadamente 60 mN.m-1, os melhores resultados foram 

obtidos com a peptona (45 mN.m-1), o extrato de levedura (43 mN.m-1) e o extrato do abacaxi 

(43 mN.m-1).  

Realizou-se análise estatística, com 95% de confiança, comparando os dados do 

extrato do abacaxi e do extrato do caju. Após essa análise comprovou-se que eles são 

estatisticamente iguais, portanto, nos testes eles produzem resultados semelhantes. Os meios 

selecionados por apresentarem o melhor desempenho nos dois testes foram o de abacaxi e o de 

extrato de levedura. A preferência na utilização do meio obtido através dos resíduos do abacaxi 

deve-se pela facilidade em encontrar a fruta, pois é típica da região Sudeste. O extrato de 

levedura foi selecionado por ter apresentado maior redução da tensão superficial (43 mN.m-1). 

Estudos semelhantes foram realizados por Sarubbo e colaboradores (2007). Eles estudaram a 

produção de biossurfactante pela levedura Candida lipolytica em diferentes meios. Os 

pesquisadores observaram que a biomolécula produzida no meio contendo 10% de óleo de 

canola e 10% de glicose foi capaz de reduzir a tensão superficial de 71 para 34 mN.m-1 nas 

primeiras 48 horas de fermentação. 

Os dados referentes aos meios para análise das melhores fontes de nitrogênio estão 

representados na Figura 2-B.  Os meios que obtiveram os melhores resultados na avaliação do 

índice de emulsificação foram os que tinham em sua composição o nitrato de amônia (65%), o 

sulfato de amônio (60%) e a peptona (62%). Em relação ao teste da tensão superficial, os 

melhores resultados foram os dos meios com o Sulfato de amônio (48, mN.m-1) e a peptona (46 

mN.m-1) como fontes de nitrogênio. Avaliou-se os resultados obtidos pelos três melhores meios 

(o nitrato de amônia, o sulfato de amônio e a peptona) nos dois ensaios considerados e optou-

se por selecionar como fontes de nitrogênio mais promissoras o sulfato de amônio e a peptona, 

pois apresentaram resultados satisfatórios nos dois testes. 

Abouseoud e colaboradores (2008) estudaram a influência das fontes de carbono e 

de nitrogênio no crescimento e produção de biossurfactante pela bactéria Pseudomonas 

fluorescens. Eles utilizaram os testes de índice de emulsificação em gasolina e da tensão 

superficial para compararem o desempenho da bactéria em cada meio analisado. As fontes de 

carbono testadas foram o hexadecano, o óleo de oliva e a glicose. A bactéria foi capaz de crescer 

em todos os meios testados, porém o rendimento foi limitado quando utilizou a glicose ou 

hexadecano como fontes de carbono. Os resultados obtidos com a utilização do hexadecano e 

da glicose foram similares. Em ambos o surfactante conseguiu reduzir a tensão superficial 

(cerca de 40 dyne/sm), porém não obteve um índice de emulsificação significativo (E24% = 

10%). O óleo de oliva foi o que obteve o melhor resultado, a biomolécula foi capaz de reduzir 
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concentração da peptona não influência de forma significativa a quantidade da biomolécula 

produzida, porém na faixa de 0,6 até 1,4 g.L-1 obteve-se os melhores resultados, atingindo 

produção acima de 22 g.L-1.  

Dessa forma, considerou-se inviável utilizar concentrações do extrato do abacaxi 

acima de 25 g.L-1, pois acarretaria aumento na tensão superficial. Portanto, fixou-se a 

concentração do extrato do abacaxi em 25 g.L-1 e o da peptona em 1,5 g.L-1, já que nessas faixas 

mantêm-se as propriedades da biomolécula e obtêm-se uma alta produtividade. 

Resultados de Rufino e colaboradores (2008) corroboram com os obtidos no 

presente trabalho. Com o objetivo de melhorar as propriedades do agente emulsificante 

produzido pela Candida lipolytica, eles utilizaram planejamento fatorial com as seguintes 

variáveis independentes: resíduo da refinaria de óleo de soja, ácido glutâmico e extrato de 

levedura. Após o primeiro planejamento fatorial notaram que apenas o resíduo e a sua interação 

com o ácido glutâmico apresentaram efeitos significativos. O extrato de levedura apresentou 

efeito positivo, significando que a menor concentração do extrato de levedura resultou em uma 

menor tensão superficial. Posteriormente outros quatro planejamentos experimentais foram 

realizados com o resíduo e o ácido glutâmico como as variáveis independentes. Os 

pesquisadores concluíram que os melhores valores foram obtidos nos níveis mais baixos para 

o ácido glutâmico (fonte de nitrogênio) e níveis intermediários e altos para o resíduo (fonte de 

carbono). Com as condições otimizadas eles foram capazes de reduzir a tensão superficial do 

caldo de cultura de 50 mN.m-1 para 25,29 mN.m-1. 

5.3. Curva de crescimento 

As curvas de crescimento foram realizadas ao longo de 24 ou 30 horas, com ou sem 

suplementação de fonte de carbono. Os testes realizados foram: dosagem de açúcar redutores 

totais; biomassa através da aferição da densidade óptica; e rendimento do biossurfactante pela 

extração utilizando a acetona fria como solvente. Os resultados obtidos encontram-se expostos 

nas Figuras 14,15 e 16.  

Inicialmente a concentração de açúcares redutores totais era de 25 g.L-1, visto que 

corresponde ao valor do resíduo de abacaxi adicionado, conforme determinado pelo 

planejamento experimental.  A fermentação ocorreu na temperatura de 15 °C e com rotação de 

120 rpm. Os dados foram coletados de duas em duas horas durante o período de fermentação.   
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Examinando as Figuras 19 (E24%) e 20 (tensão superficial) foi possível inferir que, 

quando comparada ao controle, na ½ CMD o índice de emulsificação manteve-se estável na 

temperatura de 10 e 20 °C e no teste de tensão superficial ela apresentou estabilidade em 20, 

40, 80 e 100 °C. Comparando a CMD ao controle, esta ficou estável no teste de E24% nas 

temperaturas -70, 10, 40 e 80 °C e no teste de tensão superficial apresentou estabilidade em -

70, 40, 80 e 100 °C. Por outro lado, observou-se que a 2CMD, em relação ao controle, 

apresentou estabilidade nas temperaturas -4, 20, 40 e 80 °C, para o teste de E24%, e em 20, 40, 

80 e 100 °C para o teste de tensão superficial. 

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as três concentrações de 

biossurfactante extraído. Após os testes estatísticos, foi possível constatar que entre a CMD e 

½ CMD para o teste de E24% os resultados são estatisticamente iguais apenas nas temperaturas 

-70, -4 e 40 °C e para tensão superficial nas temperaturas -70, 10, 20, 40, 80 e 100 °C. Para 

CMD e 2CMD o teste de tensão superficial apresentou resultados significativamente diferentes 

em todas as temperaturas testadas, enquanto para o teste de emulsificação apresentaram relação 

nas temperaturas -4, 20, 40 e 80 °C. Para ½ CMD e 2CMD no teste de tensão superficial 

apresentaram resultados iguais estatisticamente apenas na temperatura de 100 °C e no índice de 

emulsificação nas temperaturas -4, 60 e 100 °C.  

No teste de índice de emulsificação, com exceção das temperaturas de 60 e 100 °C, 

pelo menos uma das concentrações estudadas (½CMD, CMD e 2CMD) apresentaram 

resultados estatisticamente iguais ao do controle e em toda as temperaturas testadas alguma 

concentração apresentou resultado acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser 

visualizado na Figura 19. No teste de tensão superficial, Figura 20, apenas nas temperaturas -4, 

10 e 60 °C nenhuma das concentrações testadas apresentaram resultados semelhantes ao do 

controle, contudo na temperatura de -4 °C a CMD apresentou a maior redução da tensão 

superficial comparada aos demais resultados. 
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Avaliando as Figuras 21 (E24%) e 22 (tensão superficial) foi possível inferir que, 

quando comparada ao controle, na ½ CMD o índice de emulsificação manteve-se estável apenas 

no pH 10 e no teste de tensão superficial ela apresentou estabilidade no pH 2. Comparando a 

CMD ao controle, esta ficou estável no teste de E24%, nos pH 4,2, 6,2 e 10 e no teste de tensão 

superficial não apresentou estabilidade em nenhuma faixa de pH testada. Por outro lado, 

observou-se que a 2CMD, em relação ao controle, apresentou estabilidade no pH 2 e 10, para 

o teste de E24%, e em nenhum pH para o teste de tensão superficial. 

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as três concentrações de 

biossurfactante extraído. Após os testes estatísticos, foi possível constatar que entre a CMD e 

½ CMD para o teste de E24% os resultados são estatisticamente iguais no pH 10 e para tensão 

superficial nos pH 6,2 e 8,2. Para CMD e 2CMD o teste de tensão superficial não apresentou 

resultados significativamente diferentes nos pH 2, 6,2, 8,2 e 10, enquanto para o teste de 

emulsificação não apresentaram relação nas faixas de pH testadas. Para ½ CMD e 2CMD no 

teste de tensão superficial apresentaram resultados iguais estatisticamente apenas no pH 6,2.  

No teste de índice de emulsificação, com exceção do pH 8,2, pelo menos uma das 

concentrações estudadas (½CMD, CMD e 2CMD) apresentaram resultados estatisticamente 

iguais ao do controle e em todos os pHs testados alguma concentração apresentou resultado 

acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser visualizado na Figura 21. No teste de 

tensão superficial, Figura 22, apenas o pH 2 apresentou resultado semelhante ao do controle e 

nos pHs 2 e 10 as concentrações ½CMD e CMD apresentaram as maiores reduções da tensão 

superficial. 
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Analisando as Figuras 23 (E24%) e 24 (tensão superficial) foi possível inferir que, 

quando comparada ao controle, na ½ CMD o índice de emulsificação manteve-se constante a 

25 g.L-1, enquanto no teste de tensão superficial ela apresentou estabilidade nas concentrações: 

5, 20, 25 e 100 g.L-1. Comparando a CMD ao controle, esta ficou estável no teste de E24% na 

[NaCl] de 20 g.L-1. No teste de tensão superficial, a CMD apresentou estabilidade nas 

concentração de 15, 25 e 100 g.L-1de NaCl.  Além disto, observou-se que a 2CMD, em relação 

ao controle, apresentou estabilidade nas concentração de cloreto de sódio: 20, 25 e 50 g.L-1, 

para o teste de E24%, e nas de 10 e 15 g.L-1 para o teste de tensão superficial. 

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as três concentrações de 

biossurfactante extraído.  Após os testes estatísticos, foi possível constatar que entre a ½ CMD 

e a  CMD para o teste de E24% os resultados são estatisticamente iguais na concentração de 

NaCL de 20 g.L-1 e para tensão superficial nas [NaCl] 15, 20, 50 e 100 g.L-1. Para CMD e 

2CMD o teste de tensão superficial não apresentou resultados significativamente diferentes nas 

concentrações de 15, 20, 50 e 100 g.L-1, enquanto para o teste de emulsificação não 

apresentaram resultados significativamente diferentes apenas na concentração de 20 g.L-1. Para 

½ CMD e 2CMD no teste de tensão superficial apresentaram resultados iguais estatisticamente 

apenas na concentração de 25 g.L-1 e no teste de emulsificação apenas em 50 g.L-1. 

No teste de índice de emulsificação nas concentrações salinas de 20, 25 e 50 g.L-1 

pelo menos uma das concentrações estudadas (½CMD, CMD e 2CMD) apresentaram 

resultados estatisticamente iguais ao do controle e em todas as concentrações testadas alguma 

concentração apresentou resultado acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser 

visualizado na Figura 23. No teste de tensão superficial, Figura 24, apenas na concentração de 

50 g.L-1 nenhuma das concentrações do biossurfactante apresentaram resultados semelhantes 

ao do controle e nas concentrações de 5, 10, 20, 25 e 50 g.L-1 as concentração apresentaram as 

maiores reduções da tensão superficial. 

Os dados demonstram que o biossurfactante apresenta estabilidade em uma ampla 

faixa de pH, temperatura e salinidade podendo ser aplicado em atividades biotecnológicas que 

apresentem alterações dessas variáveis ou condições extremas.  

Segundo Purwasena e colaboradores (2019) o biossurfactante produzido pela 

bactéria Bacillus licheniformis DS1 apresentou boa estabilidade em manter a atividade de 

emulsificação em pH 4–10, altas temperaturas de até 120 °C e com uma concentração de NaCl 

de até 10% (p / v). Resultados similares foram obtidos por Al-wahaibi e colaboradores (2014) 

ao estudarem o biossurfactante produzido pelo Bacillus subtilis B30. Eles  confirmaram que a 

biomolécula apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade. O 
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dias de fermentação. Possivelmente o que ocasionou essa estabilidade foi a ausência de fonte 

de carbono, ou seja, a quantidade de hidrocarbonetos adicionada não foi suficiente para manter 

o crescimento dos microrganismos ao longo dos 30 dias (Figura 25 e 26).  

Batista e colaboradores (2010) estudaram a capacidade de remover contaminantes 

hidrofóbicos do biossurfactante produzido pela levedura Candida tropicalis. Eles testaram duas 

amostras de areia (areia brasileira padrão e areia da praia) impregnadas com 10% de petróleo 

ou óleo de motor. Os resultados obtidos para a remoção de petróleo e óleo de motor adsorvido 

nas amostras de areia testadas foram de aproximadamente 80%. Maiores porcentagens de 

remoção foram observadas na areia da praia provavelmente como resultado do menor tamanho 

das partículas da areia brasileira padrão, pois permitiu uma alta adsorção do contaminante e 

remoção reduzida pelos biossurfactantes.  

Santos e colaboradores (2017) analisaram a performance do biossurfactante 

produzido pela levedura Candida lipolytica na biodegradação do óleo de motor através da 

atividade de microrganismos indígenas da água do mar. Eles analisaram a influência do 

biossurfactante em três concentrações diferentes: ½ CMD, CMD e 2CMD. Os dados obtidos 

demonstram aumento do crescimento de bactérias na presença da maior concentração da 

biomolécula, enquanto a solução de menor concentração estimulou o crescimento de fungos. 

Observaram também que o crescimento dos fungos indígenas foi pobre na ausência do 

biossurfactante.  

Estudos semelhantes foram desenvolvidos por  Almeida e colaboradores (2018). Os 

pesquisadores analisaram a influência da biomolécula produzida pela levedura Candida 

tropicalis UCP0996 na biorremediação de água do mar contaminada por óleo de motor, também 

em três diferentes concentrações do biossurfactante: CMD, 2CMD e 5CMD. Os resultados do 

crescimento de microrganismos indígenas da água do mar foram superiores na presença do 

biossurfactante, quando comparados com o controle (ausência do tensoativo). Observaram, em 

todas as condições testadas, que o crescimento bacteriano atingiu o máximo no 14° dia de 

experimento, diminuindo o número de células microbianas após esse período. Em relação aos 

fungos, após o 14° dia ocorreu um aumento acelerado, podendo estar relacionado ao declínio 

do número de bactérias (redução na competição).  

6. Conclusão 

• Melhores fontes de carbono: extrato de abacaxi e extrato de levedura; 

• Melhores fontes de nitrogênio: peptona e sulfato de amônia; 

• Meio otimizado: 

o Extrato de levedura: 15 g.L-1
; 
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o Extrato de abacaxi: 25 g.L-1
; 

o Peptona: 1,5 g.L-1
; 

o Sulfato de amônio: 1 g.L-1
; 

o pH: 8; 

o Tempo de fermentação: 24 horas. 

• Suplementação após 10 horas de fermentação aumenta a produção do biossurfactante 

pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, de 21,2 g.L-1 para 36 g.L-1; 

• Metodologia de extração selecionada: extração com acetona fria; 

• Hidrofobicidade celular: óleo de soja; 

• Concentração micelar crítica: 59,14 g.L-1
; 

• Estabilidade de emulsão: todas as concentrações testadas do biossurfactante extraído 

(½CMD, CMD e 2CMD) apresentaram estabilidade de emulsão e não apresentaram 

resultados diferentes entre si; 

• Estabilidade: 

o Os dados demonstraram que o biossurfactante apresenta estabilidade em uma 

ampla faixa de pH, temperatura e salinidade, podendo ser aplicado em atividades 

biotecnológicas que apresentem alterações dessas variáveis em condições 

extremas. 

• A presença do biossurfactante influenciou positivamente o crescimento microbiano. 

Portanto confirma-se a hipótese de que essa biomolécula auxilia no processo de 

biodisponibilidade de hidrocarbonetos em ambientes contaminados, sendo viável sua 

aplicação na biorremediação. 

Após o exposto acima, evidencia a necessidade do prosseguimento com os estudos 

da produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, visto o extraordinário 

potencial para aplicações biotecnológicas ambientais e a alta produtividade da biomolécula. 

Configura-se como possíveis próximos passos a caracterização estrutural da biomolécula, 

estudos da produção do biossurfactante em biorreatores com controle de algumas condições, 

purificação da biomolécula e aplicações biotecnológicas, como: remediação de solo 

contaminado com hidrocarbonetos, entrega controlada de medicamentos, utilização em 

cosméticos, remediação de ambientes contaminados por metais pesados, entre outras.  
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