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RESUMO 

Biossurfactantes são moléculas anfipáticas obtidas a partir do metabolismo de 
determinados microrganismos, apresentando baixa toxicidade, alta estabilidade além 
de serem biodegradáveis, sendo estas algumas vantagens em relação aos 
surfactantes químicos. Entretanto, o custo de produção dos biossurfactante pode 
muitas vezes ser elevado, dificultando sua aplicação nos diversos setores aos quais 
poderia se associar como nas indústrias de saneantes, cosméticos, em processos de 
biorremediação, dentre outros. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo 
otimizar custos da produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula 
mucilaginosa CRM 747, além de trazer a aplicação biotecnológica para a molécula 
estudada. O resíduo de abacaxi foi escolhido como fonte de carbono por esta ser uma 
fruta produzida em larga escala no Brasil, além de gerar uma grande quantidade de 
lixo orgânico. A levedura escolhida para este estudo foi a Rhodotorula mucilaginosa 
CRM 747, isolada do ambiente antártico, e que apresenta condições de crescimento 
e produção de biossurfactante desejáveis para os objetivos deste trabalho. A levedura 
Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 foi capaz de produzir o biossurfactante utilizando 
o resíduo de abacaxi como fonte de carbono, e uma nova suplementação com o 
resíduo no tempo de 10 horas, a produtividade aumentou de 21,2 g.L-1 para 36 g.L-1 
em 16 horas de fermentação. 
 

Palavras chave: Fermentação; Otimização de Meio de Cultura; Biossurfactante 
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1. Introdução 

1.1 Surfactantes  

Surfactantes são agentes tensoativos anfifílicos ou anfipáticos que possuem uma 

porção hidrofílica e outra hidrofóbica reduzindo as tensões superficiais e interfaciais, 

acumulando-se na interface entre dois líquidos imiscíveis como óleo e água. Isso 

significa que os surfactantes também são capazes de auxiliar na solubilidade de 

compostos polares em solventes orgânicos (SAHARAN et al., 2011). Devido a estas 

características, apresentam propriedades como: redução da tensão superficial e 

interfacial de misturas imiscíveis, da concentração crítica de micelas, entre outras 

particularidades que os tornam alvos de estudo e interesse de diversas indústrias 

petroquímicas, alimentícias, cosméticas, farmacêuticas, entre outras. 

 Os surfactantes são derivados do petróleo ou de fontes oleoquímicas e são os 

ingredientes ativos encontrados em detergentes e sabões. Devido a isso, eles 

apresentam uma gama de características supracitadas, tais como detergência, 

emulsificação, lubrificação, capacidade espumante, capacidade molhante, 

solubilização e dispersão de fases, tornando os surfactantes em moléculas versáteis 

para diversas aplicações (BANAT; MAKKAR, CAMEOTRA, 2000). Porém eles 

apresentam elevado potencial de poluição do meio ambiente, além de serem tóxicos 

e dificilmente degradados por microrganismos. Dessa forma, a produção do 

biossurfactante surgiu como uma via alternativa da produção dessa biomolécula, visto 

que ela possui grandes vantagens quando comparados aos surfactantes químicos, 

como a sua produção através de microrganismos e uma menor toxicidade. 

Os biossurfactantes são moléculas anfipáticas e estruturalmente diversas que 

consistem em porções hidrofílicas e hidrofóbicas, que formam partição entre 

substâncias líquidas com diferentes níveis de polaridade (SANTOS et al., 2016). 

Normalmente, a porção hidrofóbica é uma cadeia de hidrocarbonetos que consiste em 

ácidos graxos de cadeia longa (saturados ou insaturados) enquanto a fração 

hidrofílica possui uma ampla faixa de constituientes, podendo ser iônica – que em 

solução aquosa possuem cargas positivas e apresentam atividade bacteriana e 

condicionante; aniônica – quando dissolvidos irão apresentar cargas negativas, sendo 

amplamente utilizadas na indústria de cosméticos; não iônica – devido à falta de 

cargas eles podem ser utilizados junto com os aniônicos; anfotérica – apresentam dois 

polos carregados, um positivamente e outro negativamente, em que a carga 
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dependerá do pH da solução; aminoácidos ou polissacarídeos (SILVA et al., 2014; 

MAO et al., 2015). 

 Eles são dividos em dois grupos, biossurfactantes de baixo peso molecular e de 

alto peso molecular (SHARMA e SAHARAN, 2016). Os surfactantes biológicos de 

baixo peso molecular são reconhecidos pela excelente atividade de superfície, 

diminuindo a tensão superficial e interfacial entre as diferentes fases, possui baixa 

concentração micelar crítica (CMC) e estabilizam emulsões (BATISTA et al., 2006; 

UZOIGWE et al., 2015). Eles consistem em fosfolipídios, glicolipídios, lipídios neutros 

ou ácidos graxos com peso molecular de 500 a 1500 Da (BANAT et al., 2010). Pelo 

contrário, os biemulsificantes são moléculas de alto peso molecular que são mais 

eficientes na formação e estabilização de emulsões óleo-água ou água-óleo sem 

reduzir a tensão superficial ou interfacial (GUDIÑA et al., 2015). Eles são compostos 

por lipopolissacarídios, proteínas, lipoproteínas ou glicoproteínas, que contribuem 

para a sua emulsificação e estabilização da emulsão. 

 Entende-se por Concentração Micelar Crítica (CMC) a menor concentração em 

que ocorre a formação de micelas, isto é, ao analisar a influência de um surfactante é 

importante ressaltar que quanto menor a CMC, mais eficiente ele é, pois necessita de 

uma menor quantidade para reduzir a tensão superficial ao máximo. Quando estão 

em concentrações abaixo da CMC, os surfactantes encontram-se na forma de 

monômeros, porém quando esses valores estão próximos um do outro, é possível 

obervar um equilíbrio entre os monômeros e as micelas (HINZE e PRAMAURO, 1993).  

Essa propriedade corresponde ao ponto em que o surfactante apresenta um valor 

onde obtém o maior valor da redução da tensão superficial (RUFINO et al., 2008). 

Pesquisas relacionadas à produção e a utilização dos biossurfactantes têm 

aumentado devido a sua maior biodegradabilidade, baixa toxicidade, menor CMC, 

maior estabilidade em variações de pH, temperatura e salinidade, além das vantagens 

oferecidas em relação a sua estrutura química funcional (JOSHI, et al., 2008). Os 

surfactantes químicos apresentam desvantagens em relação aos biossurfactantes, 

visto que estes possuem propriedades funcionais distintas, incluindo emulsificação, 

umectação, formação de espuma, inibição de corrosão, dispersão, limpeza, atividade 

de superfície, entre outras. Essas características os tornam candidato adequado para 

várias aplicações biotecnológicas como: biorremediação, recuperação de óleo em 

ambientes contaminados, aditivos em produtos de limpeza e formulações de 
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lavanderia, e agentes estabilizadores de emulsão nas indústrias alimentícia, 

cosmética e farmacêutica; despertando o interesse das indústrias nessa biomolécula 

(ADETUNJI e OLANIRAN, 2018; ARAÚJO et al., 2019; MUJUMDAR et al., 2019).   

 

1.2 Biorremediação 

Os biossurfactantes têm a capacidade de serem utilizados na recuperação de 

área contaminadas em uma técnica denominada biorremediação, a qual se define por 

utilizar organismos vivos ou enzimas para remover, reduzir ou neutralizar poluentes 

orgânicos e inorgânicos. Essa técnica envolve a presença de microrganismos na área 

contaminada, os quais ao produzirem o biossurfactante tem o intuito de tornar 

biodisponível o poluente para a degradação pelos microrganismos (GAYLARDE; 

BELLINASO; MANFIO, 2005).  

Devido às suas propriedades, os surfactantes apresentam uma ampla 

aplicação nos setores industriais, agrícolas e ambientais. Dentro do ramo industrial 

são aplicados principalmente nas indústrias de produtos de limpeza e de higiene e 

nas indústrias petrolíferas (JIMOH e LIN, 2019). Atualmente, na indústria petrolífera, 

os surfactantes têm sido utilizados para auxiliar na limpeza de derramamento de óleo 

e para melhorar a recuperação dos reservatórios. Alguns estudos envolveram a 

remoção de metais pesados em que observou que biossurfactantes concentrados 

com baixo CMC removeu 100 ppm de chumbo e cádmio (DAS, 2009; MUKHERJEE, 

2009). Contudo, como já foram citados, os surfactantes químicos são tóxicos ao meio 

ambiente e não são biodegradáveis, por isso, devido à capacidade emulsificante dos 

biossurfactantes, assim como a sua maior biodegradabilidade, aumentou o interesse 

da utilização dessas biomoléculas na biorremediação.  

Portanto, a utilização dos biossurfactantes na remoção de petróleo bruto pesado, 

transporte do petróleo em oleodutos, gerenciamento de derramamento de óleo e 

limpeza de lodo nas instalações de armazenamento de óleo por biorremediação 

tornou-se mais frequente e complacente com a legislação ambiental. Além disso, 

essas biomoléculas são produzidas por uma infinidade de microrganismos, como 

leveduras, bactérias e fungos filamentosos. 

 

1.3 Microrganismos 
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Ao longo dos anos, tem havido um esforço incessante na busca de 

microrganismos com potencial para produzir biossurfactantes com propriedades 

tensoativas ou emulsificante robustas (SILVA et al., 2014). A quantidade de produção 

de biossurfactante é influenciada pelo tipo de microrganismo e suas fontes. Esses 

microrganismos são universalmente distribuídos e são encontrados na água, solo e 

ambientes agressivos (IBACACHE-QUIROGA et al., 2013; YAN et al., 2014). 

No atual estudo, o enfoque será na utilização da levedura Rhodotorula 

mucilaginosa CRM 747, organismo unicelular classificado no reino dos fungos. Os 

fungos são seres pertencentes ao Reino Fungi e correspondem a organismos 

eucarióticos, heterotróficos por absorção, aeróbios ou anaeróbios facultativos e em 

sua grande maioria, apresentam parede celular de quitina. Leveduras são seres 

unicelulares, podendo ser diferenciada por sua coloração branca ou avermelhada; 

possuem formas diversificadas, podendo ser esféricas, elípticas ou filamentosas. Em 

sua estrutura encontra-se uma membrana citoplasmática lipoproteica, responsável 

por regular as trocas com o meio externo e possuem parede celular rígida. As 

leveduras por serem classificadas como seres eucarióticos, possuem núcleos 

envolvidos por uma membrana e sua forma de reprodução pode ser sexuada ou 

assexuada, as quais envolvem a formação de esporos e a divisão binária que pode 

ser por brotamento ou formação de artroconídios, respectivamente (HOOG et al., 

2000). 

As leveduras do gênero Rhodotorulas são pertencentes à ordem Sporidiales e 

família Sporidiobolaceae. Esse gênero apresenta células leveduriformes ovais, 

esferoidais ou alongadas com reprodução por brotamento polar ou multilateral, 

incapazes de produzir esporos, ausência ou formação rudimentar de pseudo-hifa ou 

hifa e ausência de balistoconídio (FEEL e STATZELL-TALLMAN, 2000). 

Normalmente as culturas desses fungos 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 entre 25ºC a 37ºC e não são capazes de fermentar 

carboidratos (FEEL e STATZELL-TALLMAN, 2000, DE HOOG, et al., 2000). 

Microrganismos pertencentes aos domínios Bacteria, Eucarya e Archea, são 

capazes de desenvolver mecanismos fisiológicos e metabólicos, para superar as 

barreiras impostas pelo ambiente, principalmente as baixas temperaturas (RUSHI, et 
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al., 2007, BUZZINI, et al., 2012). Esses microrganismos podem ser divididos em 

organismos psicrófilos, que englobam aqueles incapazes de crescer a temperaturas 

acima de 20ºC, e os facultativos, são os microrganismos que crescem em 

temperaturas baixas, porém apresentam uma taxa de crescimento mais elevada 

quando cultivados em temperaturas acima de 20ºC (KIMURA e MORITA, 1975, 

BRUNATI, et al., 2009, BUZZINI, et al., 2012.  

As Rhodotorulas têm-se destacado para utilização nas indústrias em processos 

fermentativos, principalmente pela sua alta taxa de crescimento em matéria prima 

barata e vem sendo aplicadas em 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. 

Devido ao aumento do interesse de microrganismos que consegue viver em 

ambientes extremos, principalmente as leveduras, estudos envolvendo 

microrganismos em ambientes frios, como da Antártica não se restringe apenas a 

aplicações biotecnológicas, mas também para obter informações ainda não 

conhecidas relacionadas à sua taxonomia e condições favoráveis de crescimento 

(PAVLOVA, et al., 2001, BUTINAR, et al., 2005, BRANCO, 2010). 

O continente da Antártica é conhecido por possuir habitat frio e uma área de 14 

milhões de quilômetros quadrados, dos quais 99% são cobertos por gelo e neve 

(FRANCISO, 2014). Além de ser muito frio, é considerado muito seco e apesar das 

condições extremas, há várias formas de vida representadas por bactérias, fungos, 

líquens, pequenos invertebrados e numerosas espécies de aves e mamíferos 

(BRUNATI et al., 2012; BUZZINI et al., 2012; ZUCCONI et al., 2020). Assim como as 

aves e os mamíferos que são vistos habitualmente na Antártica, os microrganismos 

também desenvolveram mecanismos específicos para suportarem a influência da 

baixa temperatura, alta salinidade e radiação.  

Alguns estudos com leveduras provenientes da antártica já foram realizados 

visando à produção do biossurfactante, evidenciando a possibilidade de produção de 

biossurfactante através das leveduras da antártica, que podem ser aplicados em 

diferentes setores industriais, como na área dos cosméticos. Estudiosos estudaram o 

efeito do biossurfactante mannosylerythritol lipídico, produzido pela levedura 

Pseudozyma antártica, sobre a hidratação de peles danificadas, e notaram que a 

aplicação dessas biomoléculas reverteu os danos na pele de forma dose dependente. 
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Diante dessa vasta diversidade de microrganismos na Antártica, é de suma 

importância destacar seu potencial biológico, assim como seu papel na indústria 

biotecnológica em relação a sua capacidade de produzir biomoléculas que servirão 

para a elaboração de novos produtos (FONTES, AMARAL, & COELHO, 2008) 

Os principais métodos de produção do biossurfactante envolvem os tipos de 

fermentação (batelada e batelada alimentada), os quais estão presentes na maioria 

da produção industrial. Visando a substituição das fontes de carbono e/ou nitrogênio 

na composição do meio de cultura, o enfoque em resíduos agroindustrial, como o 

abacaxi será levado em conta. 

 

1.4 Processo Fermentativo 

Processos fermentativos são utilizados em indústrias com o intuito de obter 

produtos comerciais variados, dependendo do tipo de indústria na qual é aplicado. 

Consiste em utilizar fontes de carbono, como a glicose para a geração de energia e 

produção de açúcares e álcool etílico, os quais são utilizados diariamente pela 

população em alimentos, bebidas e nos combustíveis veiculares. Suas vantagens se 

caracterizam por serem flexíveis devido à possibilidade de obtenção em qualquer 

época do ano, possuir menores custos e toxicidade quando comparadas com outros 

surfactantes, utilização de substratos baratos e o controle das condições de cultivo, 

enquanto suas desvantagens possuem maior vulnerabilidade à contaminação e, 

consequentemente, seu tratamento requer cuidados e tempos adicionais para 

solucionar o problema (BARBIERI, et al., 2012). 

Os processos fermentativos são caracterizados em descontínuo, semicontínuo, 

descontínuo alimentado. A produção de biossurfactantes em escala industrial 

depende do processo batelada, apresentando vantagens em relação a condições de 

assepsia, ao controle e acompanhamento do cultivo do microrganismo, e ao menor 

custo de produção devido à utilização de equipamentos com menor taxa de 

manutenção e instalação (GROB; SYLDATK; WAGNER, 1987; MEDINA, 2017). 

No processo batelada, há a adição de soluto no começo do processo, não 

havendo interrupções. Normalmente, são adicionados anti-espumante e ácidos ou 

base para o controle do pH; quando o processo é aeróbico também há a adição de 

oxigênio. Já no processo batelada alimentada, durante o processo vão sendo 

adicionados alguns nutrientes, ocasionando aumento do volume de forma gradual e é 



8 
 

utilizado quando o microrganismo é sensível a fenômenos de inibição por substrato 

ou repressão catabólica (GROB; SYLDATK; WAGNER, 1987; MEDINA 2017).  

A substituição do surfactante químico pelo biológico apresenta dificuldades, 

principalmente em relação ao custo de produção dos biossurfactantes, ao qual pode 

estar associada ao elevado custo das matérias prima utilizadas, elevando 

significativamente o custo final da produção. Com o intuito de otimizar e reduzir o custo 

de produção do biossurfactante, diferentes vias têm sido investigadas: utilização de 

resíduos industriais que apresentam fontes de carbono e nitrogênio importantes para 

o crescimento do microrganismo (RUFINO et al., 2008). Esses resíduos podem ser 

provenientes de diversas atividades industriais, como processamento de batatas, de 

óleos, de soja, milho, coco, amendoim, canola, entre outros. Por outro lado, a busca 

de tecnologias fermentativas capazes de ampliar a variedade de bioprodutos tem a 

importância na redução dos custos de produção destes produtos e na melhoria do 

aproveitamento da biomassa em processos sustentáveis, com especial destaque para 

o aproveitamento dos resíduos de abacaxi (Ananas comosus), o qual é gerado como 

subproduto da produção de alimentos.  Ademais, a maioria dos resíduos apresentam 

elevada quantidade de carboidratos, lipídeos e a alta concentração de micronutrientes 

essenciais para o metabolismo microbiano, consistindo em substratos adequados 

para a produção dessas biomoléculas (BARROS et al., 2008). 

Esses subprodutos são oriundos de diversas atividades humanas (THOMPSON; 

FOZ; BALA; 2000), que geraram anualmente milhões de toneladas de resíduos 

prejudiciais ao meio ambiente e à saúde da população. Assim, a utilização desses 

resíduos como matéria prima para processos biotecnológicos é uma opção atrativa 

para a redução da poluição e também dos custos de produção industrial de 

biossurfactantes (MANEERAT, 2005, PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). 

Resíduos do processamento do abacaxi têm despertado interesse como fonte de 

carbono em meios de cultura. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de abacaxi 

(Ananas cosmosus), com 58.000 hectares plantados (SILVEIRA et al., 2009; SOARES 

et al., 2012). Sua distribuição abrange principalmente as regiões Norte e Nordeste, 

onde se encontram cultivares nacionais com uma menor acidez e podem ser colhidas 

durante todo o ano, mesmo nas épocas mais secas – além disso, é o gênero mais 

consumido pelos brasileiros (MELETTI, et al., 2011). 
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As partes do abacaxi como a casca, coroa, talo e folhas não são utilizadas em 

processos industriais. No processo industrial, são retirados a copa, as folhas e o caule, 

que respondem por cerca de 50% (m/m) do peso total do abacaxi, ou seja, com o 

aumento da produção de abacaxi, os resíduos gerados pelo seu processamento 

também aumenta proporcionalmente. Os subprodutos industriais do processamento 

dessa fruta apresentam alto potencial econômico, pois podem ser convertidos em 

produtos de alto valor agregado. 

 

1.4.1 Planejamento Experimental 

A principal forma de obtenção de biossuractante é por meio de 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 é importante para a obtenção do máximo rendimento e 

preservação da biomolécula (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008). Mais 

recentemente, planejamentos experimentais e Metodologia de Superfície de resposta 

(MSR) têm sido eficientemente empregados para reduzir ainda mais os custos de 

produção nos processos biotecnológicos, por meio da seleção de proporções 

equilibradas dos constituintes do meio de produção. Estes métodos têm sido aplicados 

com sucesso na otimização de meios de cultivo para produção de biossurfactantes 

(LUNA et al., 2011; BATISTA et al., 2010; SILVA et al., 2013).  

A padronização das condições do meio e da fermentação, como pH, aeração e 

agitação, são pontos importantes para o desenvolvimento de um processo que visa a 

produção máxima de surfactantes com menores custos. Recentemente tem-se 

utilizado métodos estatísticos nos quais suas variáveis são alteradas simultaneamente 

– vantagem observada quando comparado a outros métodos em que as variáveis são 

fixas e numerosas, tornando estes demorados e ineficientes (RUFINO et al., 2008). 

Projetos estatísticos tornaram-se meios poderosos, pois apresentam dados 

estatísticos e análise da superfície de resposta. Além disso, avaliam os principais 

efeitos das interações dos parâmetros no desempenho do processo e permitem o 

controle das condições de cultivo visando substratos baratos e menor custo de 

produção (BARBIERI et al., 2012). 

Métodos projetados estatisticamente constituem uma abordagem alternativa 

eficiente que consome menos tempo, mão de obra e custo, evitando erros ao 



10 
 

considerar as interações entre os fatores estudados. Esse tipo de abordagem 

investiga todos os níveis das variáveis de interesse simultaneamente (BRUNS; 

SCARMINIO; NETO, 2006). O planejamento experimental é uma ferramenta que 

possibilita um menor número de testes para a geração de informações úteis e a 

análise das superfícies de resposta são exemplos de abordagens mais avançadas 

(PARK; CHO; KIM; CHU; 2005). A partir desses testes, é possível analisar a influência 

de cada fator e suas interações com outras variáveis, definindo assim a melhor forma 

de atingir a maior produção de um biossurfactante (RATNAM et al., 2015, BRUNS; 

SCARMINIO; NETO, 2006). 

 

2. Objetivo Geral 

Utilização de planejamento experimental para desenvolver o melhor meio de cultura 

para produção de biossurfactante através da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 

747. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

Otimização do meio de cultura utilizando planejamento experimental. 

Realizar planejamento Fatorial Fracionário 25−1; 

Aplicar um planejamento em estrela com três e duas variáveis; 

Análise da Aplicação Biotecnológica do Biossurfactante 

 

3. Materiais e Métodos 

3.1 Microrganismo 

Neste estudo, foi utilizada a levedura Rhodotorula mucilaginosa (código de 

separação L69) obtida de algas marinhas coletadas em Punta Plaza (Admiralty Bay, 

Ilha King George, Antártica) e classificadas e identificadas de acordo com Duarte et 

al., 2013. Esta cepa está depositada no Centro de Recursos Microbiológicos (CRM – 

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

depósito CRM 747. A levedura foi preservada pelo método de criopreservação com 

50% (v/v) de glicerol. 

 

3.2 Pré Inóculo 
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Para crescimento e adaptação da levedura, foi incubado em 1000 mL de YPD 

(g.𝐿−1) 1 mL do criotubo (glicerol e microrganismo): glicose (10), peptona (5) e extrato 

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

 

3.3 Resíduos Agroindustriais  

Os resíduos agroindustriais de abacaxi (Ananas cosmosus) foram adquiridos 

no mercado local, lavados com solução de hipoclorito de sódio a 10% (v/v) e 

processados em laboratório. O resíduo de abacaxi é basicamente a casca e as folhas. 

A quantificação do açúcar total foi realizada pela metodologia descrita por Miller 

(1959). Na primeira etapa, a hidrólise ácida foi realizada, HCl 2N (v/v) foi adicionado 

e reservado em banho-maria por 5 minutos; posteriormente em água gelada por mais 

5 minutos, e então NaOH 2N foi adicionado. Após a hidrólise ácida, as amostras foram 

diluídas e 0,5 mL de cada amostra e 1 mL do reagente DNS foram adicionados em 

tubos folin wu, e cada tubo foi colocado em banho maria e banho de gelo por 5 

minutos. Os tubos folin wu foram completados até a marcação de 12,5 com água 

destilada e finalmente foram submetidos à leitura por espectrofotômetro a 540 nm. O 

resultado da absorbância foi convertido para g.𝐿−1 pela equação y = 3570,5x obtida 

pela plotagem dos dados da curva padrão usando o fator de correção linear (R²) = 

0.9973. A análise foi realizada em triplicata, seguida de 3 leituras para cada réplica, 

com 9 resultados alcançados. 

 

3.4 Otimização do meio utilizando resíduo agroindustrial 

Para todos os modelos experimentais, a densidade óptica (OD) a 600 nm, do 

pré-inóculo foi transferido para Erlenmeyer de 200 mL contendo 150 mL do meio 

determinado na matriz do planejamento, dados observados nas tabelas 4, 6 e 8.  

 

 

 

3.4.1 Tensão Superficial 

Uma amostra de 5 mL foi usada para a análise da tensão superficial. O método 

usado foi um anel Noüy (1925) equipado com tensiômetro modelo K6 (Krüss GmbH, 

Hamburgo, Alemanha) em temperatura ambiente. Simultaneamente a análise da 

amostra, foi realizada a tensão do álcool etílico para calibração, então o valor padrão 
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foi dividido pelo valor real e a razão foi multiplicada pelo valor da tensão obtida na 

amostra. 

 

3.4.2 Índice de Emulsificação (E24%) 

O índice de emulsificação foi determinado a partir da metodologia descrita por 

Cai e colaboradores (2014), a qual consiste em misturar a amostra com óleo mineral 

na proporção de 1:1 (v/v). A mistura foi agitada fortemente em um vortex à temperatura 

ambiente durante 2 minutos e deixada em repouso por 24 horas. A taxa de 

emulsificação foi calculada dividindo a altura da parte emulsionada pela altura total e 

multiplicando a proporção por 100 (para obter o resultado em porcentagem), conforme 

mostrado na equação (1): 

 

Equação 1 

 

 

 

3.4.3. Rendimento 

Durante o planejamento experimental a extração do biossurfactante foi 

realizada utilizando soluções de clorofórmio e metanol como solventes de acordo com 

a metodologia de Silva et al (2010) como descrito a seguir. Após centrifugar o caldo 

fermentado a 800 G por 20 minutos para remoção das células, a amostra foi 

acidificada para pH 2 utilizando HCl 6M. A solução de clorofórmio/metanol foi então 

adicionada à amostra em uma proporção de 2:1 (v/v). A mistura foi agitada 

constantemente a 120 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, a mistura foi deixada 

em repouso em um funil de separação até que as duas fases (orgânica e inorgânica) 

fossem identificadas e a fase orgânica fosse coletada. A maior parte do solvente da 

fase contendo biossurfactante foi extraída usando um rotaevaporador a 60ºC. O 

resíduo do solvente foi evaporado em uma estufa de circulação forçada a 37ºC. O 

rendimento do biossurfactante foi obtido pela análise gravimétrica de Silva et al., 2010. 

 

3.4.4 Planejamento Fatorial Fracionário 𝟐𝟓−𝟏 
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A metodologia de superfície de resposta e as linhas de contorno descritas por 

Box et al (1978) foram destinadas ao planejamento experimental e otimização, visto 

que são os desenhos experimentais de primeira ordem mais populares. Após 

selecionar a melhor fonte de carbono e nitrogênio, o melhor resíduo agroindustrial, o 

qual será utilizado como substrato para produção de biossurfactante, foi avaliado 

conjuntamente com outras variáveis (Tabela 3) em um planejamento fatorial 

fracionário 25−1, em dois níveis (+1 e -1), com quatro repetições dos ensaios apenas 

no ponto central, resultando em um total de 20 ensaios. 

 

Fonte: SOUSA (2021) 
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Fonte: SOUSA (2021) 

3.4.5 Planejamento em estrela com três variáveis 

O planejamento em estrela ou planejamento composto central é usado para 

encontrar o ponto ideal para a variável considerada e requer menos testes para chegar 

a um modelo quadrático. A implementação deste planejamento é necessária porque 

os planejamentos anteriores não permitiram obter a área superficial máxima das 

variáveis estudadas. Para realização do planejamento em estrela foi adicionado ao 

planejamento inicial, um planejamento igual, porém girado em 45º em relação à 

orientação de partida.  

Os novos pontos ficaram localizados a uma distância de (2𝑛)
1

4 do ponto central, 

onde n é o número de entradas, neste trabalho, (23)
1

4 =  (8)
1

4 =  √8
4

. O planejamento 

em estrela foi realizado em dois níveis (+1 e -1), com quatro repetições dos ensaios 

apenas no ponto central. Os dados estão presentes na Tabela 4. 
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Fonte: SOUSA (2021) 

 

Fonte: SOUSA (2021) 
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3.4.6 Planejamento em estrela com duas variáveis 

Com apena os dois planejamentos experimentais anteriores não foi possível 

determinar as concentrações ideais das variáveis analisadas, portanto, um segundo 

planejamento experimental composto central em dois níveis (-1 e +1) com quatro 

repetições dos ensaios foram realizados apenas no ponto central. Neste 

planejamento, as variáveis avaliadas foram as concentrações de extrato de abacaxi e 

peptona, movendo o ponto central do coeficiente de concentração do caldo de abacaxi 

para 20 g.L-1. Os novos pontos são localizados a uma distância de √4
4

= √2 devido ao 

novo planejamento conter apenas duas variáveis. A Tabela 7 mostra os dados do 

segundo planejamento em estrela. 

 

Fonte: SOUSA (2021) 
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Fonte: SOUSA (2021) 

3.5 Aplicação Biotecnológica 

Para experimentos de aplicação biotecnológica, foram utilizados óleo de motor 

usado e água doce da represa localizada no Complexo Parque do Sabiá, Uberlândia, 

Minas Gerais, Brasil. Os experimentos foram realizados de acordo com o método 

modificado de Santos et al (2017). Frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo água 

da represa e 1 mL do hidrocarboneto, sendo o volume final após a adição de todos os 

componentes de 50 mL. Os frascos foram incubados em um shaker rotativo a 120 rpm  

e 28ºC durante 30 dias. As amostras foram coletadas nos dias 1, 7, 21 e 30 do 

experimento gerando um total de quatro amostras. Todo o experimento foi realizado 

três vezes. O experimento foi realizado nas seguintes condições: 
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Fonte: SOUSA (2021) 

4. Resultados e Discussão 

4.1 Influência da fonte de Carbono e Nitrogênio na produção de 

biossurfactante 

A levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, codificada por L69 foi exposta 

a condições de meio de cultura diferentes, onde foram analisadas duas variáveis, 

fonte de carbono e fonte de nitrogênio. A temperatura e o tempo de fermentação para 

o desenvolvimento e produção da biomolécula foram de 15ºC e 56 horas.  

Os gráficos abaixo apresentam os resultados da tensão superficial e índice de 

emulsificação em óleo mineral afim de selecionar as melhores fontes de carbono e 

nitrogênio para o microrganismo utilizado. 

 

Fonte: SOUSA (2021) 
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Figura 1: Tensão Superficial (mN.m-1) e Índice de Emulsificação em óleo mineral (%) da levedura 

L69. A – Diferentes fontes de Carbono. B – Diferentes fontes de Nitrogênio. Legenda: Colunas 

- resultados da tensão superficial; ■ - índice de emulsificação. 

De acordo com a literatura, as principais propriedades dos surfactantes são a 

capacidade da molécula em reduzir a tensão superficial e interfacial e a capacidade 

emulsificante de soluções imiscíveis, portanto os testes de tensão superficial e índice 

de emulsificação em óleo mineral (E24%) foram utilizados para seleção dos melhores 

meios de cultura para a levedura analisada. 

Como demonstrado na Figura 1 – A, os meios de cultura contendo as fontes de 

carbono glicose, extrato de abacaxi, e extrato de caju, apresentaram melhor índice de 

emulsificação, acima de 60%, comparados ao meio padrão YPD e demais meios 

testados. Um índice de emulsificação deve ser superior a 60% para ser considerado 

significativo (BHARALI, 2011), justificando a utilização destes meios de cultura. Já nos 

testes de tensão superficial (Figura 1 – A) pode-se observar que os melhores 

resultados se deram a partir da utilização de peptona, extrato de levedura e extrato de 

abacaxi, cuja redução da tensão superficial foi de 60 mN.m-1 para 45mN.m-1, 43 mN.m-

1, e 43 mN.m-1, respectivamente. 

O extrato de abacaxi e o extrato de caju foram comparados realizando-se análise 

estatística com 95% de confiança, comprovando-se assim que estes são 

estatisticamente iguais, portanto, apresentam resultados semelhantes nos testes 

realizados. Foram selecionados para este estudo os meios de cultura com extrato de 

abacaxi e extrato de levedura.  

O extrato de abacaxi mostrou-se mais viável devido à grande disponibilidade da 

fruta na região sudeste brasileira, e o extrato de levedura por apresentar maior 

redução da tensão superficial. Sarubbo e colaboradores (2007) realizaram um estudo 

semelhante, onde foi utilizada a levedura Candida lipolytica, em diferentes meios. A 

biomolécula produzida neste caso foi capaz de reduzir a tensão superficial de 71 para 

34 mN.m-1 nas primeiras 48 horas de fermentação em meio contendo 10% de óleo de 

canola e 10% de glicose. 

Em relação às melhores fontes de nitrogênio, representados na Figura 1-B, foi 

identificado que os resultados mais promissores para o índice de emulsificação se 

deram com os meios onde havia nitrato de amônia (65%), sulfato de amônio (60%) e 

peptona (62%). Já para os testes de tensão superficial, os melhores resultados foram 

obtidos utilizando-se o sulfato de amônio (48 mN.m-1) e a peptona (46 mN.m-1) como 
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fontes de nitrogênio. Dados estes resultados, optou-se pela utilização do sulfato de 

amônio e da peptona, cujos resultados em ambos os testes foram satisfatórios. 

 4.2 Otimização do meio utilizando resíduo agroindustrial 

Após serem selecionadas as melhores fontes de carbono e nitrogênio, foram 

realizados planejamentos experimentais para determinar qual o melhor meio de 

cultura para crescimento e produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula 

mucilaginosa CRM 747. 

 4.2.1 Planejamento Fatorial Fracionário 𝟐𝟓−𝟏 

        O planejamento experimental fatorial fracionário 2 5 – 1 foi utilizado para análise 

da influência das variáveis extrato de levedura, extrato de abacaxi, peptona, sulfato 

de amônio, pH e tempo de fermentação, em relação as respostas de tensão 

superficial, índice de emulsificação e produção do biossurfactante. Considera-se três 

níveis para os fatores analisados (-1, 0 e +1). Foi utilizado o software Statistica versão 

12.5 para análise dos dados do trabalho, considerando 95% de intervalo de confiança. 

 A Figura 2 representa os dados dos experimentos realizados, sendo a linha 

vertical representante do limiar de significância. As barras na horizontal à esquerda 

do limiar de significância não apresentam efeito significativo, enquanto à direita da 

linha representa uma influencia significativa para a variável analisada. 
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Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 2: Gráfico do Pareto: A – Tensão Superficial (mN.m-1); B – Índice de Emulsificação (%); C – 

Rendimento (g.L-1). 

 A produção do biossurfactante e suas propriedades são confirmadas através 

das análises qualitativas da tensão superficial e do índice de emulsificação, enquanto 

o rendimento determina quantitativamente a produção da biomolécula. 

 O estudo do índice de emulsificação não demonstrou efeito significativo para 

nenhuma variável, sendo os maiores valores obtidos através dos ensaios com extrato 

de abacaxi (61%), Sulfato de amônio (60,5%), e peptona (54,5%). Em relação à 

redução da tensão superficial, apenas o extrato de abacaxi apresentou resultado 

significativo, sendo estes resultados melhores apresentados quando o extrato se 

encontrava no nível +1 (15 g.L-1). Já o rendimento de biossurfactante foi influenciado 

significativamente pelo extrato de abacaxi, a peptona e o sulfato de amônio. Para o 

extrato de abacaxi o melhor resultado foi com o nível +1 (15 g.L-1), enquanto o sulfato 

de amônio e a peptona no nível -1 (0,5 g.L-1), sendo produzida uma quantidade de 

aproximadamente 30,5 g.L-1 da biomolécula. Devido a estes resultados, os 

planejamentos experimentais posteriores focaram no uso de extrato de abacaxi, 

sulfato de amônio e peptona.  

 Almeida e colaboradores (2015) avaliaram a produção de biossurfactante pela 

levedura Candida tropicallis utilizando um delineamento composto central rotacional 

(DCCR). Neste estudo as variáveis analisadas foram resíduos industriais, agitação e 

concentração de inóculo, em 5 níveis (+2, +1, 0, -1 e -2). Os melhores resultados na 

análise de tensão superficial foram obtidos nos ensaios 7, 3 e 2, reduzindo para 29,19, 

29,47 e 29,52 mN.m-1 respectivamente. O ensaio 2 (resíduos industriais) foi 
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considerado o mais promissor neste estudo devido ao custo de produção, visto que 

este ensaio no nível -1 obteve resultados semelhantes aos ensaios 7 e 3. 

 As superfícies de resposta, apresentadas nas figuras 3 e 4, determinaram como 

tempo de fermentação ideal 24 horas, sendo mais adequado do que as 48 horas 

devido à superfície de resposta mais inclinada, o que facilita o deslocamento dos 

valores e a obtenção de resultados significativamente diferentes, desejáveis para 

otimização utilizando um planejamento experimental. Os valores de pH e extrato de 

levedura foram fixados respectivamente em 8 e 15g.L-1 para os testes subsequentes, 

como demonstrado nas figuras 5 e 6, já que não exerceram influência significativa no 

bioprocesso. 

   A                                  B                                      C 

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 3: Superfície de resposta: Tensão Superficial (mN.m-1) 24 horas. A – Sulfato de amônio x Extrato 

de Abacaxi; B – Peptona x Extrato de abacaxi; C – Sulfato de amônio x Peptona. 

 

  A                                   B                                       C 

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 4: Superfície de resposta: Tensão Superficial (mN.m-1) 48 horas. A – Sulfato de amônio x Extrato 

de abacaxi; B – Peptona x Extrato de abacaxi; C – Sulfato de amônio x Peptona. 
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  A                                                          B     

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 5: Curva de Nível: Tensão Superficial (mN.m-1) – 24 horas. A – Extrato de abacaxi x Extrato de 

Levedura; B – pH x Extrato do abacaxi. 

 A                                                       B 

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 6: Curva de Nível: Rendimento (g.L-1) – 24 horas. A – Extrato de abacaxi x Extrato de levedura; 

B – pH x Extrato de abacaxi. 

 

 Em um estudo realizado por Batista e colaboradores (2010) o efeito dos 

componentes do meio na produção de biossurfactante pela levedura Candida 

tropicalis utilizando óleo de fritura como fonte de carbono foram analisados através de 

um designer fatorial fracionado 2 5-1. Foram avaliadas as respostas de tensão 

superficial, produção do biossurfactante, atividade de emulsificação e biomassa. O 

nível do extrato de levedura que obteve o melhor resultado neste estudo foi diferente 

do que foi analisado no presente trabalho, sendo a maior redução da tensão superficial 
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(33,66 mN.m-1) com o nível -1 (0,01%). Similar ao encontrado neste trabalho, o extrato 

de levedura não apresentou influência estatisticamente significante para o rendimento, 

sendo a maior produção alcançada de 3,61 g.L-1. 

 

     4.2.2 Planejamento Composto Central 

A influência do extrato de abacaxi, da peptona e do sulfato de amônio sobre as 

variáveis anteriormente estudadas foi analisada a partir de um planejamento 

composto central, visto que o planejamento anterior não foi capaz de determinar a 

região de maximização para essas variáveis. 

Neste planejamento, apresenta-se um ponto central representado pelo nível “0”, níveis 

inferiores (-1) e superiores (+1) e pontos axiais para determinar os termos quadráticos 

(-√8
4

 e +∜8). O software Statistica versão 12.5 foi utilizado para análise dos dados, 

considerando 95% de intervalo de confiança e erro puro, sendo os valores em g.L-1 

de cada fator analisado apresentados na Tabela 5. Os gráficos do Pareto são 

representados na Figura 7. 

A                                                     B

 

Fonte: SOUSA (2021) 
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Figura 7: Gráfico do Pareto: A – Tensão Superficial (mN.m-1); B – Índice de Emulsificação (%); C – 

Rendimento (g.L-1). 

 Ao analisar os dados da figura 7, foi determinado que apenas o extrato de 

abacaxi interferiu significativamente nas respostas de tensão superficial e de 

rendimento. O teste de tensão superficial apresentou influência significativa apenas 

no termo linear do extrato de abacaxi, enquanto na avaliação do rendimento tanto os 

termos lineares quanto quadráticos apresentaram efeitos significativos. 

 Para os efeitos positivos, um aumento na concentração resulta em aumento da 

resposta, enquanto nos efeitos negativos o aumento da concentração resulta na 

redução da resposta. O efeito negativo do extrato de abacaxi (-4,72407) demonstra 

que o aumento na sua concentração ocasiona uma maior redução na tensão 

superficial. O efeito positivo do termo linear (11,25683) e quadrático (7,53681) 

determinam que o aumento na concentração do extrato de abacaxi resulta no aumento 

do rendimento, aumentando a produção. 

 O índice de emulsificação apresentou os melhores resultados nos testes 3, 17, 

e 6, sendo os valores obtidos de 63%, 57,5% e 56,5% respectivamente. Já o menor 

valor de tensão superficial (46,25 mN.m-1) e maior rendimento (17 g.L-1) foram obtidos 

no teste 10, sendo utilizada a concentração de extrato de abacaxi de 18,40896 g.L-1. 

 

      A                                             B 
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Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 8: Superfície de resposta: A – Rendimento (g.L-1): Sulfato de amônio x Extrato de abacaxi; B – 

Rendimento (g.L-1): Peptona x Extrato de abacaxi; C – Tensão Superficial (mN.m-1): Sulfato de amônio 

x Peptona; D – Tensão Superficial (mN.m-1): Peptona x Extrato de abacaxi. 

 

 A Figura 8 demonstra os resultados de superfície de resposta, podendo ser 

observado que a concentração do sulfato de amônio não apresentou efeito 

significativo sobre nenhuma variável e qualquer nível utilizado não interferiria no 

rendimento, portanto foi fixado o valor deste para experimentos futuros no ponto 

central (1 g.L-1), visto que este composto é uma importante fonte de nitrogênio para o 

crescimento da biomassa. 

 Pode também ser observada a necessidade do aumento da concentração da 

variável do extrato de abacaxi, por isso determinou-se para experimentos futuros 

novas quantidades para os níveis desta variável: -1 (15 g.L-1), 0 (20 g.L-1), e +1 (25 

g.L-1). 

 O aumento na concentração de peptona interferiu favoravelmente no 

rendimento, entretanto, o mesmo não ocorreu para o teste de tensão superficial, 

sendo assim, esta variável foi mantida com os mesmos valores de -1 (0,5 g.L-1), 0 (1 

g.L-1), e +1 (1,5 g.L-1). 

 Ficou constatado a partir destes testes que o aumento na concentração da 

fonte de carbono leva ao melhor resultado para a atividade do tensoativo e aumento 

da produtividade, dados estes semelhantes aos encontrados por Brumano e 

colaboradores (2017), em estudo utilizando Aureobasidium pullulans LB 83, no qual a 

influência da aeração e concentração da fonte de carbono na produção da 

biomolécula foram analisadas obtendo-se um melhor resultado ao se aumentar a fonte 

de carbono utilizada. 

 

4.2.3 Segundo Planejamento Composto Central 

 Um segundo planejamento composto central foi realizado para determinar a 

influência do aumento da concentração do extrato de abacaxi nas variáveis 

dependentes tensão superficial, rendimento, índice de emulsificação, biomassa e 

consumo de açúcares totais. O ponto central do resíduo agroindustrial foi deslocado 

para 15 g.L-1. A segunda variável independente, a peptona, permaneceu com as 

mesmas concentrações utilizadas para o primeiro planejamento composto central. 
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 Os dados experimentais do segundo planejamento composto central foram 

utilizados para a construção dos gráficos do Pareto, representados na Figura 9. 

 

A                                                B 

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 9: Gráfico do Pareto: A – Tensão Superficial (mN.m-1); B – Índice de Emulsificação (%); C – 

Rendimento (g.L-1). 

 Neste segundo planejamento, tanto o extrato de abacaxi quanto a peptona 

influenciaram significativamente as respostas estudadas. A tensão superficial e o 

índice de emulsificação tiveram um aumento significativo nos termos quadráticos do 

extrato de abacaxi (3,89137 e -7,2246) e da peptona (4,86699 e -5,01998). Em relação ao 

rendimento, apenas o extrato de abacaxi obteve resultado significativo para o termo 

linear. 

 A partir dos resultados obtidos foi possível determinar que o aumento na 

concentração dos componentes do meio resultou em uma menor eficácia do 
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biossurfactante. O efeito positivo na tensão superficial indica que ao aumentar a 

concentração dos componentes a tensão superficial reduzirá menos. Observa-se um 

efeito reduzido na emulsificação quando aumentadas as concentrações de extrato de 

abacaxi e peptona. 

Os maiores índices de emulsificação obtidos foram nos testes 1 (55%), 4 (63%) 

e 11 (51%). No caso da tensão superficial, os menores valores foram alcançados nos 

testes 9 (47mN.m-1), 11 (45,5 mN.m-1) e 12 (47,5 mN.m-1). Os melhores resultados 

para os rendimentos foram obtidos nos testes 3 (17 g.L-1), 6 (21 g.L-1) e 10 (16,5 g.L-

1). 

  A                                 B                                       C 

 

Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 10: Superfície de resposta: A – Tensão Superficial (mN.m-1); B – Índice de Emulsificação (%); 

C – Rendimento (g.L-1). 

Os dados plotados no gráfico 10-A, demonstram que as concentrações do 

extrato do abacaxi e da peptona que apresentaram os melhores resultados para o 

teste de tensão superficial (área verde escuro) encontram-se nas faixas de 18 a 22 

g.L-1 do extrato do abacaxi e 0,8 a 1,2 g.L-1 da peptona, sendo que concentrações 

acima ou abaixo dessas causam aumento na tensão superficial. O gráfico esboçado 

na Figura 10-B retrata a influência da concentração dos compostos sobre a 

propriedade de emulsão do biossurfactante.  

As concentrações nas quais o extrato do abacaxi e a peptona obtiveram os 

melhores resultados foram nas mesmas faixas, isto é, ambos nas maiores 

concentrações ou nas concentrações mais baixas. Na Figura 10-C é possível perceber 

que o rendimento cresce à medida que a concentração do extrato de abacaxi 

aumenta. A concentração da peptona não influenciou de forma significativa a 

produção de biossurfactante, porém na faixa de 0,6 até 1,4 g.L-1 foram obtidos os 

melhores resultados com produção acima de 22 g.L-1.  
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Dessa forma, considerou-se inviável utilizar concentrações do extrato do 

abacaxi acima de 25 g.L-1, pois aumentaria a tensão superficial. Foram fixadas as 

concentrações 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 uma alta produtividade. 

Rufino e colaboradores (2008) obtiveram resultados que corroboram com os 

obtidos no presente trabalho. Visando melhorar as propriedades do agente 

emulsificante produzido pela Candida lipolytica, os autores 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. Foram ainda realizados outros quatro planejamentos experimentais 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.  

 

4.3 Aplicação Biotecnológica 

 A aplicação biotecnológica do biossurfactante em água doce estéril contamina 

por óleo de motor foi realizada sob três condições: água esterilizada e hidrocarboneto; 

água esterilizada, levedura (Rhodotorula mucilaginosa CRM 747) e hidrocarboneto; e 

água esterilizada, Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, biossurfactante na 

concentração micelar crítica (59,14 g.L-1) e hidrocarboneto. Os experimentos foram 

conduzidos ao longo de 30 dias e as análises foram realizadas nos dias 1, 7, 21 e 30. 

As informações foram utilizadas gerando o gráfico abaixo. 
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Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 11 - Aplicação biotecnológica: água doce contaminada por óleo de motor usado em condições 

estéreis. Condições: controle – água + hidrocarboneto; condição 1 – água + levedura (Rhodotorula 

mucilaginosa CRM 747) + hidrocarboneto; condição 2 – água + levedura (Rhodotorula mucilaginosa 

CRM 747) + hidrocarboneto + biossurfactante na concentração micelar crítica (59,14 g.L-1). 

 

 A influência da presença do biossurfactante no crescimento da levedura pode 

ser observada na figura 11. Sem o biossurfactante, o crescimento se deu somente 

após 7 dias de fermentação, período necessário para a produção da biomolécula que 

possivelmente é necessária para biodisponibilizar os componentes do meio para o 

consumo do microrganismo. Entre o sétimo e trigésimo dia observou-se um 

crescimento da levedura com pico de aproximadamente 2,3 de densidade óptica. No 

experimento que se deu já na presença de biossurfactante, a levedura não necessitou 

produzir a biomolécula apresentando crescimento acelerado nos 7 primeiros dias do 

experimento e um pico de densidade óptica de 3,5. 

Um segundo experimento de biorremediação utilizando água doce não 

esterilizada contaminada com óleo de motor foi realizado. Foram testadas duas 

condições: água não estéril e hidrocarboneto; e água não estéril, biossurfactante na 

concentração micelar crítica (59,14 g.L-1) e hidrocarboneto. O experimentou durou 30 

dias, com amostras coletadas no primeiro, sétimo, 21° e 30° dia de experimento. Com 

os resultados plotou-se o gráfico abaixo. 
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Fonte: SOUSA (2021) 

Figura 12: Aplicação biotecnológica: água doce contaminada por óleo de motor usado em condições 

não estéreis. Condições: controle – água + hidrocarboneto; condição 1 – água + hidrocarboneto + 

biossurfactante na concentração micelar crítica (59,14 g.L-1). 

 

 Nota-se que a biomolécula atuou como bio estimulante tornando possível a 

utilização do hidrocarboneto como fonte de carbono para os microrganismos, 

confirmando a importância da presença do biossurfactante no meio, pois sem a sua 

adição não se observou crescimento microbiano durante os 30 dias de experimento, 

enquanto na sua presença houve um crescimento acelerado nos 7 primeiros dias. 

 Os dados obtidos reforçam a ideia de que os biossurfactantes por sua função 

de tornar hidrocarbonetos biodisponíveis para utilização pelos microrganismos. 

 Como em ambos os experimentos houve uma estabilização do crescimento 

após o sétimo dia, acredita-se que a quantidade de hidrocarbonetos utilizada não foi 

suficiente para sustentar o crescimento pelos 30 dias de experimento. 

Batista e colaboradores (2010) estudaram a capacidade de remover 

contaminantes hidrofóbicos do biossurfactante produzido pela levedura Candida 

tropicalis. Neste estudo foram testadas 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%. A maior porcentagem 

de remoção foi observada 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.  
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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. Foi analisada 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.  

 

5. Conclusão 

 As melhores fontes de carbono observadas nas condições deste experimento 

foram o extrato de abacaxi e extrato de levedura. A peptona e o sulfato de amônio 

podem ser destacados como melhores fontes de nitrogênio, podendo ser definido 

então um meio otimizado com 15 g.L-1 de extrato de levedura, 1,5 g.L-1 de peptona e 

1 g.L-1 de sulfato de amônio em pH 8 com tempo de fermentação de 24h. A 

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. 

 A presença do biossurfactante influenciou positivamente o crescimento 

microbiano, confirmando a hipótese de que essa biomolécula auxilia no processo de 

biodisponibilidade de hidrocarbonetos em ambientes contaminados, sendo viável sua 

aplicação na biorremediação. 

 Dado o exposto, evidencia-se a necessidade do prosseguimento com os 

estudos voltados à produção de biossurfactante pela levedura Rhodotorula 

mucilaginosa e de outras espécies de microrganismos capazes de produzir tais 

biomoléculas, visto os enormes potenciais biotecnológicos, industriais e ambientais 

destes compostos. 
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