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RESUMO 

A contaminação por petróleo e seus derivados causam prejuízos graves, o que tem 

despertado grande atenção para o desenvolvimento e aplicação de tecnologias 

inovadoras para a remoção desses contaminantes. Nesse sentido, este trabalho teve 

por objetivo produzir um biossurfactante de Candida tropicalis UCP0996 a partir de 

resíduos industriais como substratos para aplicação como agente de remediação. A 

otimização da produção do biossurfactante foi avaliada quanto à influência das 

variáveis concentrações de melaço, milhocina, óleo de canola residual e tamanho do 

inóculo sobre as variáveis resposta tensão superficial e rendimento em 

biossurfactante. As condições ótimas selecionadas para o processo fermentativo 

foram 2,5% de óleo de canola residual, 2,5% de milhocina, 2,5% de melaço e 

tamanho do inóculo de 2%, com redução da tensão superficial e rendimento de 

29,98 mN/m e 4,19 g/L, respectivamente. O biossurfactante foi produzido em 

biorreatores, alcançando rendimentos de 5,87 g/L (biorreator de 2 L) e 7,36 g/L 

(biorreator de 50 L). A capacidade tensoativa e emulsificante do biossurfactante foi 

investigada sob condições extremas de temperatura, salinidade, pH e tempo de 

aquecimento, indicando sua estabilidade. A investigação da composição química por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), ressonância 

magnética nuclear de prótons (1H RMN) e cromatografia gasosa e acoplada a 

espectroscopia de massa (GC-MS) revelou que o biossurfactante estudado é um 

glicolipídeo de natureza aniônica com concentração micelar crítica (CMC) de 600 

mg/L e de baixa hidrofobicidade. Após a caracterização, a biomolécula teve sua 

toxicidade investigada frente ao microcrustáceo Artemia salina, demonstrando ser 

inócua frente a este indicador ambiental. Em seguida, o biossurfactante foi 

submetido a diferentes metodologias para ser formulado como aditivo comercial. A 

biomolécula manteve-se estável ao longo de 120 dias à temperatura ambiente após 

adição de sorbato de potássio como conservante. A aplicação da biomolécula em 

processos de remoção e degradação de petroderivado demonstrou sua capacidade 

de dispersar cerca de 71% do óleo de motor em água do mar, de remover 67% do 

óleo adsorvido em superfície porosa e de aumentar a degradação do óleo pelos 

micro-organismos marinhos autóctones. Com base nos resultados, foi possível 

estabelecer o potencial biotecnológico do produto obtido para aplicação na área 

industrial e ambiental, em substituição aos surfactantes sintéticos. 

Palavras-chave: Biossurfactante, Candida tropicalis, resíduos industriais, 

biorremediação, petróleo. 



ABSTRACT 

Contamination by petroleum and its by-products causes serious damage, which has 

awakened great attention to the development and application of innovative 

technologies for the removal of these contaminants. In this sense, this work aimed to 

produce a biosurfactant of Candida tropicalis UCP0996 from industrial residues as 

substrates for application as a remediation agent. Biosurfactant production 

optimization was evaluated for the influence of the variables concentrations of 

molasses, corn steep liquor, residual canola oil and inoculum size on the response 

variables of surface tension and biosurfactant yield. The optimum conditions selected 

for the fermentative process were 2.5% of residual canola oil, 2.5% of corn steep 

liquor, 2.5% of molasses and 2% of inoculum size, with reduction of surface tension 

and yield of 29.98 mN/m and 4.19 g/L, respectively. The biosurfactant was produced 

in bioreactors, yielding yields of 5.87 g/L (2 L bioreactor) and 7.36 g/L (50 L 

bioreactor). The tensioactive and emulsifying capacity of the biosurfactant was 

investigated under extreme conditions of temperature, salinity, pH and heating time, 

indicating their stability. Chemical composition investigation of the by Fourier 

transform infrared spectroscopy (FTIR), proton nuclear magnetic resonance (1H 

NMR) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) revealed 

that the biosurfactant studied is an anionic glycolipid with critical micelle 

concentration (CMC) of 600 mg/L and low hydrophobicity. After the characterization, 

the biomolecule had its toxicity investigated against the microcrustacean Artemia 

salina, proving to be innocuous against this environmental indicator. The 

biosurfactant was then subjected to different methodologies for the formulation of a 

commercial additive. The biomolecule remained stable for 120 days at room 

temperature after addition of potassium sorbate as a preservative. The application of 

the biomolecule in petroderivative removal and degradation processes demonstrated 

its ability to disperse about 71% of the motor oil into seawater, to remove 67% of the 

oil adsorbed on a porous surface and to increase the degradation of the oil by 

microorganisms. Based on the results, it was possible to establish the 

biotechnological potential of the product obtained for application in the industrial and 

environmental area, replacing the synthetic surfactants. 

 

Keywords: Biosurfactant, Candida tropicalis, industrial waste, bioremediation, 

petroleum. 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

  

Figura 1 – Estruturas gerais de biossurfactantes, de acordo com a composição de 

suas porções hidrófilas, sendo não iônicas, aniônicas, catiônicas ou anfotéricas .... 21 

Figura 2 – Estruturas químicas dos principais tipos de biossurfactantes ................. 23 

Figura 3 – Esquema Ilustrativo mostrando as regiões nas quais ocorre a formação 

de micelas (concentração micelar crítica – CMC) .................................................... 25 

Figura 4 – Metabolismo intermediário relacionado à síntese de precursores de 

biossurfactantes utilizando carboidratos como substrato. Enzimas-chave para o 

controle do fluxo de carbono: (A) Fosfofrutoquinase; (B) Piruvato quinase; (C) 

Isocitrato desidrogenase .......................................................................................... 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Principais classes de biossurfactantes e respectivos micro-organismos 

produtores ................................................................................................................ 22 

Tabela 2 – Patentes sobre biossurfactantes produzidos por micro-organismos e suas 

aplicações ................................................................................................................ 32 

Tabela 3 – Empresas produtoras, tipos de biossurfactantes comercialmente 

disponíveis e potenciais aplicações ......................................................................... 35 

Tabela 4 – Empresas brasileiras envolvidas na comercialização de tensoativos no 

país .......................................................................................................................... 36 

Tabela 5 – Aplicações de biossurfactantes para usos industriais e processos 

ambientais ............................................................................................................... 41 

Tabela 6 – Aplicações convencionais de biossurfactantes na indústria do petróleo . 43 

Tabela 7 – Biossurfactantes, micro-organismos produtores e suas aplicações na 

biorremediação de ambientes contaminados com óleo ............................................ 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

1 H NMR – Proton Nuclear Magnetic Resonance 

ABRABI – Associação Brasileira das Empresas de Biotecnologia 

ACS – Allied Carbon Solutions  

ANEEL – Agência Nacional de Energia Elétrica 

ANOVA  - Analysis Of Variance 

APHA – American Public Health Association 

CAPES – Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

CCRD – Central Composite Rotational Design 

CG-MS – Gas Chromatography and Mass Spectroscopy 

CMC – Concentração Micelar Crítica 

CNPq – Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

COPPE – Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pós-graduação e Pesquisa de 

Engenharia 

DCCR – Delineamento Composto Central Rotacional 

EOR – Enhanced Oil Recovery 

FACEPE - Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia de Pernambuco 

FTIR – Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

GRAS – Generally Regarded As Safe 

IATI – Instituto Avançado de Tecnologia e Inovação 

LC50 – Lowest concentration that kills 50 % of tested population 

MEOR – Microbial Enhanced Oil Recovery 

MPN – Most Probable Number 

OD - Optical Density 

OOIP – Original Oil in Place 

PAC – Programa de Aceleração do Crescimento 



PD&I – Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação 

RENORBIO – Rede nordeste de Biotecnologia 

Rf - Retention factor 

RSM – Response Surface Methodology 

SRB - Sulfate Reducing Bacteria 

TERMOPE – Termopernambuco 

TLC – Thin Layer Chromatography 

TMS – Tetramethylsilane 

YMA – Yeast Mold Agar 

YMB – Yeast Mold Broth 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO  

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................... 14 

2. OBJETIVOS ...................................................................................................... 17 

2.1. OBJETIVO GERAL ..................................................................................... 17 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ....................................................................... 17 

3. REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................. 18 

3.1. Petróleo e meio ambiente ........................................................................... 18 
3.2. Biossurfactantes ......................................................................................... 20 
3.2.1. Classificação ............................................................................................... 21 
3.2.2. Propriedades e características dos biossurfactantes................................... 24 
3.2.3. Micro-organismos produtores de biossurfactantes ...................................... 26 
3.2.4. Função fisiológica dos biossurfactantes ...................................................... 28 
3.2.5. Biossíntese de biossurfactantes .................................................................. 30 
3.3. Patentes em biossurfactantes ..................................................................... 31 
3.4. Mercado de biossurfactantes ...................................................................... 33 
3.5. Resíduos industriais utilizados na produção de biossurfactantes ................ 37 

3.5.1. Óleos vegetais para a produção de biossurfactantes ............................... 37 
3.5.2. Milhocina ................................................................................................. 38 
3.5.3. Melaço ..................................................................................................... 38 

3.6. Aplicações industriais e ambientais dos biossurfactantes ........................... 39 
3.6.1. Aplicações terapêuticas ........................................................................... 39 
3.6.2. Biossurfactantes na agricultura ................................................................ 39 
3.6.3. Biossurfactantes na mineração ................................................................ 40 
3.6.4. Biossurfactantes e cosméticos ................................................................. 40 
3.6.5. Biossurfactantes e indústria de alimentos ................................................ 40 

3.7. Perspectivas de utilização de biossurfactantes na indústria do petróleo ..... 42 
3.8. Aplicação de biossurfactantes em processos de biorremediação................ 43 

3.8.1. Toxicidade de biossurfactantes sobre organismos no processo de 
biorremediação .................................................................................................. 45 

4. REFERÊNCIAS ................................................................................................. 47 

5. ARTIGOS DERIVADOS DA TESE .................................................................... 56 

5.1. CAPÍTULO 1 Biosurfactants: Promising Molecules for Petroleum 
Biotechnology Advances ....................................................................................... 56 
5.2. CAPÍTULO 2 Response Surface Methodology for Optimizing the Production 
of Biosurfactant by Candida tropicalis on Industrial Waste Substrates .................. 71 
5.3. CAPÍTULO 3 Production, characterization and commercial formulation of a 
biosurfactant from Candida tropicalis UCP 0996 and its application in 
decontamination of pollutants generated by the petroleum industry ...................... 85 
5.4. CAPÍTULO 4 Formulação e processo de obtenção de aditivos estáveis à 
base de biossurfactantes para dispersantes de petróleo e seus derivados ......... 124 

6. CONCLUSÕES ................................................................................................ 131 

ANEXOS ................................................................................................................ 132 

APÊNDICES .......................................................................................................... 137 

 
    



14 

 

1. INTRODUÇÃO 

Os acidentes ocorridos com derramamentos de petróleo e seus derivados no 

Brasil, no período de 1975 a 2012, atingiram milhões de litros que contaminaram 

solos, rios e mares. Nos ecossistemas marinhos, a contaminação por estes 

compostos forma uma fina camada na superfície da água, impedindo a troca de 

gases entre o ar e a água e evitando a passagem de luz solar para as comunidades 

fitoplanctônicas, afetando os processos de respiração e de fotossíntese, causando 

um colapso fundamental na cadeia alimentar (ASIMIEA et al., 2011; SOUZA et al., 

2014). 

Várias classes de compostos surfactantes têm sido amplamente utilizadas na 

remoção de contaminantes hidrofóbicos. No entanto, esses produtos químicos, em 

sua grande maioria, são de origem sintética e podem apresentar riscos toxicológicos 

potenciais aos organismos aquáticos devido à sua natureza recalcitrante e 

persistente, tornando-se mais um problema para o ambiente (OKOLIEGBE; 

AGARRY, 2012; RICO-MARTÍNEZ et al., 2012). Sendo assim, mais atenção tem 

sido dada às alternativas biológicas (MALIK; AHMED, 2012). 

As tecnologias sustentáveis vêm recentemente impulsionando a busca de 

compostos naturais e biodegradáveis para remediar locais contaminados por 

hidrocarbonetos. Biossurfactantes têm se mostrado excelentes dispersantes, em 

comparação aos surfactantes químicos, além de demonstrarem eficácia mais 

elevada como agentes de remediação, principalmente devido às suas características 

de baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade e maior resistência às variações do 

ambiente (SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2014). Estas biomoléculas têm sido 

amplamente utilizadas na remediação de água do mar por serem capazes de 

aumentar a biodisponibilidade de hidrocarbonetos insolúveis. A biodegradação por 

populações microbianas autóctones é o mecanismo primário pelo qual estes 

contaminantes são removidos do ambiente. A adição de biotensoativos estimula e 

acelera este processo, devido a um aumento na solubilização de compostos 

hidrofóbicos (PANIAGUA-MICHEL; ROSALES, 2015). 

Acredita-se que os biossurfactantes são secretados no meio de cultivo 

facilitando a translocação de substâncias hidrofóbicas através da superfície celular 

de micro-organismos (CAMPOS et al., 2013; SOBRINHO et al., 2013b). Estas 

moléculas são principalmente produzidas em condições aeróbias utilizando fontes de 
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carbono, solúveis e insolúveis em água como matéria-prima. O processo é 

economicamente viável e ambientalmente atrativo quando resíduos industriais são 

utilizados (DZIEGIELEWSKA; ADAMCZAK, 2013; MAKKAR et al., 2011). 

Com os avanços na biotecnologia industrial, vários processos para obtenção 

de diferentes tipos de surfactantes microbianos foram intensificados (SANTOS et al., 

2016; SINGH et al., 2012). Para a maximização da produção de metabólitos de 

interesse industrial, o emprego de ferramentas estatísticas representa uma tática 

eficaz para estabelecer parâmetros envolvidos no desempenho de um determinado 

processo fermentativo e na redução dos custos (GAO et al., 2013). Além disso, a 

estabilidade das propriedades do biossurfactante é um fator fundamental para sua 

produção em larga escala e estocagem em longo prazo, principalmente por se tratar 

de um produto biotecnológico que demora a ser produzido perante a urgência da 

aplicação em um desastre petrolífero. Logo, a durabilidade precisa ser elevada com 

a finalidade de utilização imediata, uma vez que, se um bioproduto não mantem as 

propriedades iniciais por muitos dias, será inviável utilizá-lo periodicamente 

(MARCHANT; BANAT, 2012). 

 Nos últimos anos, um número crescente de aspectos relacionados com a 

produção de biossurfactantes a partir de leveduras tem sido o tema de pesquisas, 

dada sua importância industrial e a vantagem de serem consideradas seguras (não 

patogênicas e não tóxicas). Os principais gêneros que vêm sendo relatados na 

literatura como produtores de biotensoativos são Candida sp., Pseudozyma sp. e 

Yarrowia sp. e seus biossurfactantes caracterizados têm sido identificados como 

soforolipídeos, lipídeos de manosileritritol, complexos de lipídeos-proteínas-

carboidratos, complexos de proteínas-carboidratos, mannano-proteína, mannano-

lipídeo-proteína e liposan (AMARAL et al., 2010; SILVA et al., 2014). Numerosos 

exemplos demonstram o potencial de aplicação de biossurfactantes isolados de 

espécies do gênero Candida em processos de descontaminação ambiental. No que 

diz respeito à biorremediação em água do mar, foram atingidos percentuais de 

remoção de óleo em torno de 92% (BATISTA et al., 2010; LUNA et al., 2011; 

SOBRINHO et al., 2008). 

Portanto, faz-se necessário o desenvolvimento de estratégias tecnológicas 

inovadoras para prevenir problemas indesejáveis causados por possíveis acidentes 

ambientais provocados pelo derramamento de óleos. Neste trabalho, estudou-se a 

produção de um novo biossurfactante aproveitando resíduos industriais por meio de 
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um planejamento fatorial para maximização da produção, bem como as 

propriedades do biossurfactante, seu isolamento, caracterização, toxicidade, além da 

formulação de um aditivo comercial para aplicação como agente de biorremediação 

em derramamentos de derivados de petróleo em água do mar. 
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2. OBJETIVOS  

2.1. OBJETIVO GERAL 

Produzir um biossurfactante com potencial de aplicação na remoção de derivado de 

petróleo em água do mar. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Selecionar as melhores condições de cultivo e o meio de produção do 

biossurfactante utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR) como ferramenta estatística. 

 Descrever as curvas de crescimento do micro-organismo crescendo em 

resíduos industriais e de produção do biossurfactante.  

 Avaliar a estabilidade do biossurfactante quanto à tensão superficial e a 

atividade de emulsificação frente a diferentes faixas de pH e temperatura, na 

presença de NaCl e em intervalos de tempo sob aquecimento. 

 Determinar a capacidade tensoativa e emulsificante do biossurfactante. 

 Caracterizar quimicamente o biossurfactante e determinar sua carga iônica.  

 Avaliar a toxicidade do biossurfactante frente ao microcrustáceo Artemia 

salina. 

 Realizar o “scale-up” de produção do biossurfactante em biorreatores de 2L e 

5L.  

 Formular um biossurfactante comercial e avaliar sua estabilidade (efeitos do 

pH, da adição de NaCl, do tempo sob aquecimento e da temperatura). 

 Realizar testes de lavagem de composto hidrofóbico adsorvido em pedras 

marinhas com o biossurfactante formulado. 

 Realizar testes de deslocamento (dispersão/agregação) de composto 

hidrofóbico em água do mar pelo biossurfactante formulado. 

 Avaliar o potencial de aplicação do biossurfactante como agente de 

biorremediação em água do mar contaminada com derivado de petróleo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Petróleo e meio ambiente 

O petróleo é uma fonte essencial de energia e força motriz do 

desenvolvimento econômico. Atualmente não existe nenhuma outra fonte de energia 

disponível que possa competir ou substituir completamente o petróleo, tornando o 

mundo fortemente dependente deste recurso para suprir as suas necessidades 

básicas de calor, luz e transporte (ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2014). A 

demanda energética mundial aponta para um crescimento anual de 1,7 % no 

número de barris de petróleo até 2030, quando alcançará um consumo de 15,3 

bilhões de toneladas ao ano. Segundo o Departamento de Energia dos Estados 

Unidos, os combustíveis fósseis constituem 83 % de todas as fontes primárias de 

energia deste país, das quais somente o petróleo representa 57 % desses recursos. 

Diante dessa realidade, a possibilidade de contaminação ambiental torna-se real e 

iminente (ALMEIDA et al., 2016; SANTOS et al., 2016). 

A liberação de contaminantes como o petróleo e seus derivados para o meio 

ambiente é uma das principais causas da poluição global e tornou-se uma das 

grandes pautas de discussão tanto de países industrializados como dos países em 

desenvolvimento, uma vez que a poluição por petróleo têm efeitos prejudiciais para o 

meio ambiente e provoca danos significativos aos organismos residentes (ALMEIDA 

et al., 2017). As principais fontes de hidrocarbonetos nos oceanos são provenientes 

de operações rotineiras de lavagem de navios, vazamento de óleo natural no fundo 

do mar ou de acidentes durante a exploração e transporte de petróleo (SILVA et al., 

2014). Estima-se, por exemplo, que metade da produção mundial de petróleo (cerca 

de três bilhões de toneladas/ano) é transportada por navios, o que tem contribuído 

para um aumento nos níveis de contaminação por hidrocarbonetos devido aos 

derrames acidentais (SILVA et al., 2014; SOUZA et al., 2014). 

 Os meios de comunicação têm constantemente noticiado o vazamento de 

milhares de toneladas de óleo que alcançam o ambiente marinho. Um dos maiores 

derramamentos de petróleo do mundo ocorreu em 2010 no Golfo do México, ao 

longo da costa dos estados da Louisiana e Mississippi (EUA), depois da explosão de 

uma plataforma de petróleo. Após afundar, os dutos abertos da plataforma na área 

de perfuração (a cerca de 1,5 km de profundidade) continuaram liberando óleo no 

mar por um período de três meses antes de finalmente serem contidos. Relatórios 
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oficiais indicaram a fuga de mil barris de petróleo por dia, com um total estimado de 

três a quatro milhões de barris de petróleo derramados, tornando este o maior 

desastre ambiental da história dos Estados Unidos (ROCHA e SILVA et al., 2013; 

SILVA et al., 2014). Em julho de 2010, outro derramamento de óleo, estimado em 

1.500 toneladas de petróleo bruto, causou sérios problemas ambientais à costa de 

Dalian, na China (MAKKAR et al., 2011). No Brasil, um dos maiores derramamentos 

de óleo ocorreu em novembro de 2011 na plataforma de perfuração Sedco 706, 

operada pela Chevron-Texaco, na Baía de Campos, Rio de Janeiro. Uma semana 

após o acidente, a mancha de óleo formada já ocupava uma área de 163 km², com 

um volume total de 5.943 litros de óleo vazados (SOUZA et al., 2014). Outro 

acidente impactante ocorreu em janeiro de 2000, quando mais de 1,3 milhão de 

litros de óleo pesado vazaram de um duto da refinaria da Baía de Guanabara, 

também no Rio de Janeiro, causando prejuízos às áreas de manguezais 

preservadas (ALMEIDA et al., 2017; SILVA et al., 2014). 

 A remediação de locais contaminados por petróleo e seus derivados é 

geralmente realizada por meio de métodos físicos, químicos ou biológicos. Os 

métodos físicos e químicos convencionais disponíveis removem rapidamente a 

maioria do óleo vazado, mas na maior parte dos casos, esta remoção apenas 

transfere os contaminantes de um ambiente para outro, produzindo, em muitos 

casos, subprodutos tóxicos (ALMEIDA et al., 2016). Deste modo, o petróleo não 

pode ser completamente removido do ambiente pelos métodos físicos e químicos. 

Além disso, as novas diretrizes de recuperação de águas e solos têm restringido o 

uso de diversos produtos químicos devido às consequências negativas desta 

abordagem. Sendo assim, mais atenção tem sido dada à exploração de alternativas 

biológicas (LIN et al., 2014; MALIK; AHMED, 2012). 

Dentre as técnicas de remediação disponíveis, a biorremediação tem se 

destacado como um conjunto de tecnologias ambientalmente sustentáveis, que tem 

sido utilizada para a remoção de contaminantes por meio da capacidade natural de 

degradação de micro-organismos, seja pela conversão completa destas substâncias 

em dióxido de carbono e água ou pela conversão parcial destes contaminantes em 

compostos menos tóxicos (MHATRE; KUNDE, 2014; SILVA et al., 2015). Esta 

técnica pode ser conduzida por meio de duas diferentes abordagens:  

1. Bioestimulação, que consiste em estimular o crescimento de micro-organismos 

presentes no local contaminado. Este processo envolve basicamente a introdução 
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de oxigênio e de nutrientes para a degradação do contaminante, bem como de 

substâncias para corrigir o pH (SILVA et al., 2015); 

2. Bioaumentação, na qual os micro-organismos autóctones são adicionados ao 

ambiente contaminado para acelerar e completar a degradação do poluente (SOUZA 

et al., 2014). 

A biorremediação desempenhou um importante papel na limpeza do 

derramamento de milhões de litros de petróleo causado pelo acidente com o navio 

Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989, dando origem ao desenvolvimento 

dessa tecnologia, a qual demonstrou ser bastante viável e de aplicação efetiva no 

tratamento de futuros derramamentos de óleo em circunstâncias apropriadas 

(SANTOS et al., 2016). Neste acidente, a primeira medida tomada foi lavagem física 

com jatos de água a alta pressão. Em seguida, surfactantes químicos foram 

aplicados nas áreas poluídas para acelerar a atividade dos micro-organismos 

degradadores de petróleo. Após três semanas, as áreas tratadas com os 

surfactantes estavam significativamente mais limpas do que as áreas controle. No 

entanto, foi difícil avaliar os exatos efeitos do tratamento devido à heterogeneidade 

da contaminação. De qualquer forma, outros estudos demonstraram a importância 

do uso de surfactantes para aumentar a biodegradação do petróleo (SANTOS et al., 

2016; SATPUTE et al., 2010). 

Embora a utilização de surfactantes químicos melhore a solubilidade de 

contaminantes hidrofóbicos gerados pela indústria do petróleo, eles representam um 

problema adicional para o ambiente, pois, em sua grande maioria, são compostos 

persistentes e recalcitrantes. Nesse sentido, a utilização de biossurfactantes surge 

como uma alternativa mais atrativa e segura para a remoção de hidrocarbonetos, 

tornando a técnica de biorremediação ainda mais atrativa (APARNA et al., 2011; 

SILVA et al., 2014; SOUZA et al., 2014). 

3.2. Biossurfactantes 

Os biossurfactantes são compostos naturais anfipáticos, cujas estruturas 

moleculares possuem simultaneamente grupos hidrofílicos e hidrofóbicos. A porção 

apolar é frequentemente uma cadeia de hidrocarboneto, enquanto que a porção 

polar pode ser iônica (catiônica ou aniônica), não iônica ou anfotérica, como 

ilustrado na Figura 1. Praticamente todos os biossurfactantes exibem estruturas 

aniônicas ou não iônicas, muito embora alguns casos relatem a presença de grupos 
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hidrofílicos contendo nitrogênio, o qual confere características catiônicas à molécula 

(CAMPOS et al., 2013; SANTOS et al., 2016). 

Figura 1 - Estruturas gerais de biossurfactantes, de acordo com a composição de suas porções 

hidrófilas, sendo não iônicas, aniônicas, catiônicas ou anfotéricas 

 

Fonte: CAMPOS et al. (2013) 

Os biossurfactantes se particionam preferencialmente nas interfaces entre 

fases fluidas com diferentes graus de polaridade e exibem propriedades como 

adsorção, formação de micelas, formação de macro ou micro emulsões, ação 

espumante, solubilidade e detergência, todas ligadas à capacidade de redução da 

tensão superficial por essas moléculas (KAPADIA; YAGNIK, 2013). 

Muitos micro-organismos são conhecidos por secretarem biossurfactantes no 

meio de cultivo quando se alimentam de substâncias que são imiscíveis em água, 

facilitando a translocação de substratos insolúveis através das membranas celulares. 

Estas moléculas são principalmente produzidas por micro-organismos aeróbicos 

utilizando fontes de carbono, tais como carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras, 

óleos, dentre outras como matéria-prima (CAMPOS et al., 2013; SOBRINHO et al., 

2013b). 

3.2.1. Classificação 

Os biossurfactantes são geralmente classificados de acordo com sua origem 

microbiana e com sua composição química (Tabela 1) (SOBRINHO et al., 2013b). As 

principais classes incluem glicolipídeos, lipopeptídeos, lipoproteínas, ácidos graxos, 

fosfolipídeos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Figura 2). De um 

modo geral, os biossurfactantes contêm uma ou várias porções lipofílicas e 

hidrofílicas semelhantes a todas as moléculas tensoativas (KAPADIA; YAGNIK, 
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2013; SOBRINHO et al., 2013b). A porção lipofílica pode ser uma cadeia de um 

ácido graxo com 10-18 átomos de carbono ou mais; ou pode ser uma proteína ou 

peptídeo com uma elevada proporção de aminoácidos contendo cadeias laterais 

hidrofóbicas. A porção hidrofílica pode ser um éster, um grupo hidroxila, um grupo 

fosfato, um grupo carboxílico, um carboidrato ou um peptídeo/proteína com elevada 

proporção de aminoácidos de cadeias laterais hidrofílicas (CAMPOS et al., 2013). 

Tabela 1 – Principais classes de biossurfactantes e respectivos micro-organismos produtores 

Classe/Tipo de Biossurfactante Micro-organismos 

Glicolipídeos   

Raminolipídeos  Pseudomonas aeruginosa 

Soforolipídeos Candida bombicola, Candida apicola 

Trealolipídeos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp. 

Lipopeptídeos e lipoproteínas   

Peptídeo-lipídeo Bacillus licheniformis 

Viscosina  Pseudomonas fluorescens 

Serrawettin  Serratia marcenscens 

Surfactina Bacillus subtilis 

Subtilisina Bacillus subtilis 

Gramicidina Bacillus brevis 

Polimixina Bacillus polymyxia 

Ácidos graxos, lipídeos neutros e fosfolipídeos    

Ácidos graxos  Corynebacterium lepus 

Lipídeos neutros  Nocardia erythropolis 

Fosfolipídeos Thiobacillus thiooxidans 

Surfactantes poliméricos   

Emulsan  Acinetobacter calcoaceticus 

Biodispersan  Acinetobacter calcoaceticus 

Liposan Candida lipolytica 

Carboidrato-lipídeo-proteína Pseudomonas fluorescens 

Manana-lipídeo-proteína Candida tropicalis 

Surfactante particulado   

Vesícula Acinetobacter calcoaceticus 

Células  Diversas bactérias 

Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2014. 
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Figura 2 – Estruturas químicas dos principais tipos de biossurfactantes 

 

 

Fonte: Adaptado de KAPADIA e YAGNIK, 2013. 

Os biossurfactantes também podem ser classificados de acordo com seus 

pesos moleculares, sendo divididos em compostos de baixo peso molecular, os 

quais incluem fosfolipídeos, glicolipídeos e lipopeptídeos; e em compostos de alto 

peso molecular, os quais compreendem os polissacarídeos anfipáticos, proteínas, 

lipoproteínas, lipopolissacarídeos ou misturas complexas destes biopolímeros. Os 

biossurfactantes de alto peso molecular são mais eficazes na estabilização de 

emulsões de óleo em água, enquanto que os biossurfactantes de baixo peso 
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molecular são mais eficientes na redução das tensões superficiais e interfaciais 

(CAMPOS et al., 2013; SOBRINHO et al., 2013b). 

3.2.2. Propriedades e características dos biossurfactantes 

Os biossurfactantes atuam como agentes que facilitam a formação de 

emulsões devido à capacidade de reduzir a tensão interfacial entre duas fases 

distintas, estabilizando subsequentemente a emulsão formada. Apesar da 

diversidade de composição química, várias características e propriedades são 

comuns à maioria dos biossurfactantes. Muitas destas características singulares 

representam vantagens sobre os surfactantes convencionais, fornecendo novas 

possibilidades para aplicações industriais e ambientais (SANTOS et al., 2016) sendo 

elas: 

1. Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais eficientes e 

mais efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniônicos 

sulfatados), uma vez que produzem menores tensões superficiais com 

menores concentrações (SANTOS et al., 2016). Tensão superficial é a força 

de atração existente entre as moléculas dos líquidos. Esta tensão diminui à 

medida que a concentração de biossurfactantes no meio aquoso aumenta, 

até o ponto em que ocorre a formação de micelas, atingindo, neste momento 

a Concentração Micelar Crítica (CMC), que corresponde à mínima 

concentração de biossurfactante necessária para que a tensão superficial seja 

reduzida ao máximo. As moléculas anfipáticas, a partir desta concentração, 

vão formando agregados com as porções hidrofílicas posicionadas para a 

parte externa da molécula e as porções hidrofóbicas para a parte interna 

(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011) (Figura 3). 
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Figura 3 – Esquema Ilustrativo mostrando as regiões nas quais ocorre a formação de micelas na 

concentração micelar crítica – CMC 

 

Fonte: SANTOS et al. (2016) 

 

2. Tolerância a condições extremas de temperatura, pH e salinidade: vários 

biossurfactantes apresentam elevada estabilidade a diferentes valores de 

temperatura e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condições 

adversas. O biossurfcatante da levedura Candida lipolytica UCP 0988 

mostrou-se estável após o tratamento com temperaturas chegando a 120 °C, 

e apresentou propriedades praticamente inalteradas a uma faixa de pH entre 

2 e 12 (SANTOS et al., 2013). Os biossurfactantes suportam concentrações 

de NaCl de até 12 %, enquanto que uma concentração salina de 2 – 3 % já é 

suficiente para inativar a maioria dos surfactantes convencionais (CAMPOS et 

al., 2013). 

3. Biodegradabilidade: diferentemente dos surfactantes químicos, os 

biossurfactantes são facilmente biodegradáveis na água e no solo, o que os 

tornam adequados para aplicações como biorremediação e tratamento de 

resíduos (SANTOS et al., 2016). 
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4. Baixa toxicidade: os biossurfactantes também têm recebido maior atenção 

devido à crescente preocupação da população com os efeitos alérgicos dos 

produtos sintéticos; além disto, sua baixa toxicidade permite o seu uso em 

alimentos, cosméticos e produtos farmacêuticos (CAMPOS et al., 2013). 

5.  Obtenção de biossurfactantes a partir de resíduos industriais: esta é uma das 

grandes vantagens que tem dois benefícios, um dos quais é a diminuição dos 

custos de produção e a outra, é o reaproveitamento de resíduos que 

poderiam alcançar o ambiente. Países essencialmente agrícolas, como o 

Brasil, possibilitam o desenvolvimento de tecnologias que incorporem 

resíduos agroindustriais no processo produtivo de biossurfactantes (SILVA et 

al., 2014). 

6. Não serem derivados do petróleo: este fator é bastante importante à medida 

que os preços do petróleo aumentam por ser um recurso não renovável 

(NITSCHKE et al., 2011).  

7. Aumento da potencialidade do biossurfactante: a possibilidade de modificação 

da estrutura química e das propriedades físicas dos biossurfactantes através 

de manipulações genéticas, biológicas ou químicas permite o 

desenvolvimento de produtos para necessidades específicas (SANTOS et al., 

2016; SILVA et al., 2014). 

Todas estas vantagens acima contribuem para a aplicação de 

biossurfactantes em diferentes indústrias. 

3.2.3. Micro-organismos produtores de biossurfactantes 

Uma variedade de micro-organismos, tais como bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos, são capazes de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas 

moleculares. Além da habilidade genética, outros fatores, como as condições 

ambientais e o tipo de substrato utilizado, determinam o grau de produção de 

biossurfactantes por micro-organismos (DAS; CHANDRAN, 2011). Dentre as 

principais espécies e gêneros investigados, destacam-se: Bacillus subtilis, 

Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter, Acinetobacter calcoaceticus, Candida 

lipolytica, Candida bombicola, dentre outras (CAMPOS et al., 2015). 

Dentre as bactérias, a literatura descreve as dos gêneros Pseudomonas e 

Bacillus como grandes produtores de biossurfactantes. O gênero Pseudomonas é 
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conhecido por sua capacidade de produzir grandes quantidades de glicolipídeos, 

dos quais, os mais bem estudados e descritos na literatura são os raminolipídeos, 

produzidos pela bactéria Gram-positiva Pseudomonas aeruginosa (SANTOS et al., 

2016). Dentre as bactérias Gram-positivas, Bacillus subtilis é a mais amplamente 

estudada e é conhecida por sua eficiência na produção de um tipo de lipopeptídeo 

com excelente atividade superficial denominado surfactina. Este biossurfactante 

contém sete aminoácidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila do ácido C14 e é 

reportado pela literatura como um dos mais poderosos tensoativos naturais 

conhecidos (LIU et al., 2015). 

Embora a maioria dos biossurfactantes investigados seja obtida a partir de 

bactérias, a provável natureza patogênica de algumas linhagens produtoras 

restringe a ampla aplicação desses compostos (SHARMA et al., 2016; TORIBIO et 

al., 2010), tornando-os inadequados para utilização em indústrias como a de 

alimentos, farmacêutica ou de cosméticos (SANTOS et al., 2016). Sendo assim, um 

número crescente de aspectos relacionados à produção de biossurfactantes por 

leveduras tem sido tema de pesquisas nas últimas décadas, dada a importância 

industrial das leveduras e seu potencial para a produção de produtos 

biotecnológicos (AMARAL et al., 2010). Uma vantagem chave da utilização de 

leveduras reside no seu status Generally Regarded As Safe (GRAS) ou "geralmente 

considerado como seguro" (GRAS). Os organismos com o status GRAS, tais como 

Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis, não oferecem 

riscos de toxicidade ou patogenicidade, o que permite a sua utilização nas indústrias 

alimentar e farmacêutica (CAMPOS et al., 2013). 

Várias espécies do gênero Candida, incluindo Candida bombicola (LUNA et 

al., 2016; ROELANTS et al., 2013), Candida glabrata (GUSMÃO et al., 2010; LUNA 

et al., 2009), Candida lipolytica (RUFINO et al., 2014; SANTOS et al., 2013), 

Candida sphaerica (LUNA et al., 2015; SOBRINHO et al., 2013a), Candida utilis 

(CAMPOS et al., 2013), Candida guilliermondii (SITOHY et al., 2010), Candida 

antarctica (KIM et al., 2002; HUA et al., 2003) e Candida tropicalis (BATISTA et al., 

2010; PRIJI et al., 2013) são conhecidos por produzir biossurfactantes. Dentre estas, 

Candida bombicola e Candida lipolytica estão entre as mais comumente estudadas 

para a produção de biossurfactantes (CAMPOS et al., 2013; SILVA et al., 2014). Os 

glicolipídeos mais comuns produzidos por este gênero são os soforolipídeos. Este 

biossurfcatante é composto por um açúcar dissacarídeo (2´-O-β-D-glicopiranosil-1-β-
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D-glicopiranose) unido por ligação β-glicosídica a um ácido graxo de cadeia longa. 

Candida bombicola se destaca dentre as leveduras utilizadas na produção deste 

biossurfactante, para o qual já foram registrados valores de tensão superficial de 

aproximadamente 33 mN/m e altos rendimentos (SANTOS et al., 2016). Outro 

biossurfactante bastante promissor produzido por leveduras são os lipídeos de 

manosileritritol, os quais são abundantemente produzidos pela levedura Candida 

antarctica a partir de óleos vegetais (AL-BAHRY et al., 2013). 

 A levedura Candida tropicalis tem sido amplamente estudada por vários 

pesquisadores como uma potente linhagem com capacidade para biodegradar 

hidrocarbonetos (ALMEIDA et al., 2017; CHANDRAN; DAS, 2011; FARAG; 

SOLIMAN, 2011). Estudos mais recentes, no entanto, também têm revelado que 

esta espécie tem a capacidade metabólica para produzir biossurfactante quando 

cultivada em substratos imiscíveis em água (CHANDRAN; DAS, 2012; VERMA et al., 

2015). Haba et al. (2000), em um trabalho preliminar, conseguiram uma redução 

para 35 mN/m na tensão superficial do meio, contendo óleo de fritura utilizado como 

substrato para a produção de biossurfactante de C. tropicalis CECT 1440. Em outro 

estudo, Batista et al. (2010), obtiveram um rendimento de 3,61 g/L de 

biossurfactante de C. tropicalis cultivada em meio também contendo óleo de fritura 

como substrato, reduzindo a tensão superficial para 33,66 mN/m.  

3.2.4. Função fisiológica dos biossurfactantes 

 Embora o papel fisiológico exato dos biossurfactantes ainda não tenha sido 

completamente elucidado, algumas funções têm sido atribuídas. A vertente mais 

forte sugere que o papel fisiológico dos biossurfactantes em micro-organismos é 

facilitar o contato das células com os substratos hidrofóbicos (MATVYEYEVA et al., 

2014). As superfícies da maioria dos micro-organismos são hidrofílicas, o que lhes 

permite interagir de modo eficaz com compostos solúveis em água e garantir o 

funcionamento normal dos sistemas enzimáticos ligados às suas membranas. No 

entanto, estes mesmos sistemas encontram dificuldades para interagir com 

substratos hidrofóbicos, tais como os produtos petrolíferos. Por outro lado, há 

diversos grupos de micro-organismos capazes de assimilar hidrocarbonetos de 

petróleo como fonte de carbono e energia (MATVYEYEVA et al., 2014; WEI et al., 

2004). Como os sistemas enzimáticos para o catabolismo de hidrocarbonetos estão 
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localizados no citoplasma das células, a sua capacidade para assimilar estes 

compostos contam com três principais vias de absorção: 

1. Canais de parede celular de natureza polissacarídica lipofílicas, ou seja, com teor 

maior de substâncias hidrofóbicas com elevada afinidade por hidrocarbonetos: por 

esta via, verifica-se um aumento significativo da porção lipídica do polissacarídeo de 

membrana do micro-organismo crescendo em petróleo ou derivados, indicando que 

o complexo polissacarídeo-ácido graxo presente na superfície celular está envolvido 

no transporte de hidrocarbonetos. Este mecanismo é muito característico de 

leveduras e de algumas bactérias do gênero Arthrobacter (MATVYEYEVA et al., 

2014); 

2. Síntese de compostos emulsionantes e solubilizantes de hidrocarbonetos: a 

função chave dos biossurfactantes extracelulares é provocar a dispersão de 

hidrocarbonetos no meio aquoso. Este tipo de mecanismos é o mais bem estudado e 

é característico de micro-organismos que possuem processos de oxidação mais 

ativos, tais como os dos gêneros Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, 

Arthrobacter, Serratia, algumas bactérias dos gêneros Rhodococcus, Gordonia e 

Candida (BENINCASA et al., 2004; WEI et al., 2004). 

3. Parede celular altamente hidrofóbica: compostos lipofílicos proporcionam um 

contato mais direto com as moléculas de hidrocarbonetos. Espécies do gênero 

Rhodococcus têm alta afinidade por hidrocarbonetos pela alta hidrofobicidade de 

suas paredes celulares, cuja espessura é relativamente alta, permitindo uma difusão 

passiva efetiva e acumulação de hidrocarbonetos na célula (MATVYEYEVA et al., 

2014). 

 Outras funções fisiológicas são atribuídas aos biossurfactantes, a saber:  

1. Aderência-liberação da célula a superfícies: uma das mais importantes estratégias 

de sobrevivência dos micro-organismos é sua habilidade em colonizar um nicho 

ecológico onde possa se multiplicar. O elemento chave nesta estratégia são 

estruturas da superfície celular responsáveis pela aderência das células às 

superfícies. Os micro-organismos podem utilizar biossurfactantes ligados à parede 

para regular as propriedades da superfície celular, visando aderir ou se desligar de 

um determinado local, de acordo com sua necessidade para encontrar novos 

habitats com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes 

desfavoráveis (LUNA et al., 2010); 
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2. Atividade antibiótica: demonstrada por vários biossurfactantes, principalmente da 

classe dos lipopeptídios e glicopeptídios. Os raminolipídeos de P. aeruginosa e a 

surfactina de B.subtilis funcionam como antibióticos, solubilizando os principais 

componentes das membranas celulares microbianas. Através da excreção destes 

biossurfactantes no meio, os micro-organismos adquirem maior chance de 

sobrevivência e maior competitividade na busca por nutrientes (QUADROS et al., 

2011). 

3.2.5. Biossíntese de biossurfactantes 

Diversas vias metabólicas estão envolvidas na biossíntese de precursores 

para a produção de biossurfactantes e são dependentes da natureza das fontes de 

carbono empregadas no cultivo microbiano. Substratos hidrofílicos são utilizados 

principalmente por micro-organismos para o metabolismo celular e para a síntese da 

porção polar do biossurfactante, enquanto substratos hidrofóbicos são utilizados 

exclusivamente para a produção da porção apolar do biossurfactante (SANTOS et 

al., 2016). Quando os carboidratos são utilizados como única fonte de carbono para 

a produção de um glicolipídeo, o fluxo de carbono é regulado de tal forma que 

ambas as vias lipogênicas (formação de lipídeos) e a formação da porção hidrofílica, 

através da via glicolítica, são supridas pelo metabolismo microbiano (HARITASH; 

KAUSHIK, 2009), como ilustrado na Figura 4. Um substrato hidrofílico, tal como 

glicose ou glicerol, é degradado até formar intermediários da via glicolítica, tal como 

glicose 6-fosfato, que é um dos principais precursores de carboidratos encontrados 

na parte hidrofílica de um biossurfactante. Para a produção de lipídeos, a glicose é 

oxidada à piruvato, através da glicólise, e o piruvato é então convertido em acetil-

CoA, que produz malonil-CoA que, quando unido com oxaloacetato, é convertido em 

ácido graxo, que é um dos precursores para a síntese de lipídeos (SANTOS et al. 

2016). No entanto, quando se utiliza um hidrocarboneto como fonte de carbono, o 

mecanismo microbiano dirige-se principalmente para à via lipolítica e à 

gliconeogênese (formação de glicose através de diferentes precursores de hexose), 

permitindo, assim, a sua utilização para a produção de ácidos graxos ou açúcares. A 

via da gliconeogênese é ativada para a produção de açúcares. Esta via consiste na 

oxidação de ácidos graxos, liberando como produto acetil-CoA. Começando com a 

formação de acetil-CoA, as reações envolvidas na síntese de precursores 

polissacáridos, tais como glicose-6-fosfato, são essencialmente o inverso das 
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envolvidas na glicólise. Contudo, as reações catalisadas pela piruvato quinase e 

pela fosfofrutoquinase são irreversíveis. Assim, são necessárias outras enzimas 

exclusivas para o processo de gliconeogênese para evitar tais reações (TOKUMOTO 

et al., 2009). 

Figura 4 – Metabolismo intermediário relacionado à síntese de precursores de biossurfactantes 

utilizando carboidratos como substrato. Enzimas-chave para o controle do fluxo de carbono: (A) 

Fosfofrutoquinase; (B) Piruvato quinase; (C) Isocitrato desidrogenase 

 

 

Fonte: SANTOS et al. (2016) 

  

3.3. Patentes em biossurfactantes 

 A vasta diversidade estrutural que caracteriza os biossurfactantes, bem como 

suas diversas propriedades, tem levado a uma infinidade de pedidos de patentes por 

parte de empresas interessadas e de pesquisadores (MARCHANT; BANAT, 2012; 

LUNA et al., 2013). Várias patentes sobre a produção de biossurfactantes têm sido 

emitidas a partir de uma vasta gama de micro-organismos, incluindo Pseudomonas 
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spp., Bacillus spp., Acinetobacter spp. e Candida spp., relacionadas a muitas 

aplicações industriais (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013). De acordo com Müller et al. 

(2012), a pesquisa de patentes no Instituto Europeu de Patentes utilizando os 

termos "biossurfactantes", "raminolipídeos", "soforolipídeos" e "lipídeos de 

manosileritritol” mostrou um grande aumento no número de patentes a partir do ano 

2000. Dados revelaram que mais de 250 patentes foram emitidas no mundo sobre 

biossurfactantes e bioemulsificantes, das quais 33% estão relacionadas à utilização 

destes compostos na indústria de petróleo, 15 % para uso em cosméticos, 12 % 

para utilização como agente antimicrobiano e aplicações biomédicas e 11 % em 

usos relacionados à biorremediação. Patentes relacionadas aos biossurfactantes 

soforolipídeos, surfactinas e raminolipídeos representaram 24 %, 13 % e 12 % do 

número total de patentes, respectivamente. Estes números, contudo, podem estar 

subestimados, uma vez que muitas patentes não descrevem e nem especificam o 

micro-organismo produtor, referindo-se à descrição geral de um “biossurfactante” 

(ALMEIDA et al., 2016; RANDHAWA; RAHMAN, 2014; REIS et al., 2013; SHETE et 

al., 2006). A Tabela 2 lista algumas das importantes patentes emitidas nos últimos 

anos. 

Tabela 2 – Patentes sobre biossurfactantes produzidos por micro-organismos e suas aplicações 

Micro-organismo/ 
Tipo de 

biossurfactante 

Titular da 
patente 

Título da patente N° da publicação 
Data da 

Publicação 

Produtor de 
soforolipídeo 

Borzeix F. 

Soforolipídeo como 
agente de 
estimulação do 
metabolismo de 
fibroblastos dérmicos 

US 6057302 A 
02 de maio 
de 2000 

Produtor de 
soforolipídeo 

Borzeix F., 
Concaix 

Utilização de 
soforolipídeos, 
compreendendo 
diacetil lactonas 
como agente para 
estimular o 
metabolismo dos 
fibroblastos da pele 

US 6596265 B1 
22 julho de 
2003 

Novas linhagens de 
bactérias 
degradadoras de 
hidrocarbonetos 
capazes de produzir 
biossurfactantes 

Robin L. 
Brigmon, 
Sandra Story, 
Denis Altman, 
Christopher J. 
Berry 

Surfactante 
biocatalisador para 
remediação de 
materiais orgânicos 
recalcitrantes e 
metais pesados 

PI 0519962-0 A2 
28 junho de 
2005 

Produtor de 
soforolipídeo 

Gross R.A., 
Shah V., 
Doncel G.F. 

Propriedades 
espermicidas e 
virucidas de várias 
formas de 

WO 2005089522 A2 
29 de 
setembro 
de 2005 
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soforolipídeos 

C. albicans, 
C. rugosa, 
C. tropicalis, 
C. lipolytica, 
C. torulopsis 

Awada S., 
Spendlove R., 
Awada M. 

Biossurfactantes 
microbianos como 
agentes para 
controlar pragas 

US 20050266036 A1 
01 de 
dezembro 
de 2005 

 Pseudomonas 
aeruginosa 

 Silvanito 
Alves 
Barbosa, 
Roberto 
Rodrigues de 
Souza 

Produção de 
biossurfactantes para 
o desenvolvimento 
de detergentes 
biodegradáveis 

PI 1102592-1 A2 
16 de maio 
de 2011 

Produtor de 
soforolipídeo 

Cox T.F., 
Crawford R.J., 
Gregory 
L.G., Hosking 
SL, Kotsakis 

Composição de 
detergente suave 
para a pele, 
espumante 

WO2011120776 A1 
06 outubro 
de 2011 

 Streptomyces sp. 

Ana LF Porto, 
Eduardo F 
Santos, 
Leonie A 
Sarubbo 

Biossurfactante e 
processo de 
produção 

PI 1105951-6 A2 
28 de 
novembro 
de 2011 

Candida 
guilliermondii 

Leonie A. 
Sarubbo, 
Valdemir A. 
Santos, 
Raquel D. 
Rufino, Juliana 
M. Luna 

Processo de 
produção de 
biossurfactante 
produzido por C. 
guilliermondii 
utilizando resíduos 
agro-industriais 

BR102012023115 
13 
setembro 
de 2012 

Candida bombicola 
ATCC 
22214 

Soetaert W., 
De M.S., 
Saerens 
K., Roelants 
S., Van B.I. 

Produção modificada 
de soporolipídeos 
por cepas de 
levedura e seu uso 

EP 2580321 A1 
17 abril de 
2013 

Produtor de 
lipopeptídeo 

X. Vecino, R. 
Dvesa-Rey, 
J.M. Cruz, 
A.B. Moldes 

Método para separar 
os tensoativos 
presentes nos licores 
de lavagem de milho 
e utilizações 

WO2014044876 A1 
27 março 
de 2014 

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2014). 

 

3.4. Mercado de biossurfactantes 

O aumento da consciência ambiental tem sido o principal motivador na 

procura de um substituto para os surfactantes químicos (MARCHANT; BANAT, 

2012). De acordo com estudos recentes, o mercado global para os substitutos de 

base biológica aos surfactantes sintéticos atingiu US $ 1.735,5 milhões em 2011. Em 

2013, a produção mundial estimada de biossurfactantes foi de aproximadamente 
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344 mil toneladas. Para 2018, a estimativa é que se atinja um montante de até US $ 

2.210,5 milhões, e em 2020, US $ 2.308,8 milhões, quando o mercado mundial 

deverá alcançar uma produção total de biossurfactantes em torno de 462 mil 

toneladas. A taxa média anual de crescimento prevista para este mercado é de 4,3% 

entre os anos de 2014 e 2020 (ALMEIDA et al., 2016; GUDIÑA et al., 2015; 

SEKHON et al., 2012). 

Ainda de acordo com mesmo estudo, a Europa foi o maior mercado 

consumidor de biossurfactantes, com um consumo de 178,9 mil toneladas em 2013, 

representando mais de 50% do consumo global naquele ano. A América do Norte foi 

o segundo maior consumidor de biossurfactantes neste mesmo ano, com uma 

participação de mais de um quarto. Já o bloco Ásia-Pacífico teve um mercado 

relativamente pequeno em 2013, mas a previsão é que ganhe participação 

significativa até 2019, devido à presença de grandes indústrias na região (ALMEIDA 

et al., 2016). 

A preocupação global com a sustentabilidade tornou-se um diferencial 

competitivo para empresas que aplicam seus conceitos no processo produtivo, uma 

vez que a preocupação com o futuro ambiental do planeta deixou de ser opção, 

passando a constituir uma tendência emergencial de empresas e consumidores. 

Nesse sentido, uma das grandes vantagens de empresas do setor de biotecnologia 

frente à concorrência é a natureza biodegradável e atóxica de seus produtos e a 

utilização de resíduos industriais como parte de seu processo produtivo. Diante 

deste cenário, espera-se que o mercado de biossurfactantes ultrapasse e supere o 

mercado de surfactantes sintéticos (ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2014). A 

Tabela 3 sumariza os principais fabricantes comerciais de biossurfactantes no 

mundo com uso potencial em diversas indústrias. 

No Brasil, a oportunidade de explorar a produção de bioprodutos se mostra 

muito atrativa e promissora. De acordo com dados levantados pela Associação 

Brasileira das Empresas de Biotecnologia (ABRABI), o faturamento anual do setor 

de Biotecnologia no país está estimado entre R$ 5,4 bilhões e R$ 9 bilhões, com um 

PIB de aproximadamente 2,8% ligado ao negócio de biotecnologia (FILHO, 2015). 

Um dos grandes fatores que influenciaram estes números foi o incentivo de ações de 

fomento voltadas para o desenvolvimento do setor. Conforme informações do 

Ministério da Ciência e Tecnologia, em 2007 o Brasil instituiu o Plano de Ação 2007-

2010, integrado ao conjunto de ações do Programa de Aceleração do Crescimento 
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(PAC), promovendo, dentre outros, o estímulo ao desenvolvimento da biotecnologia 

por meio da identificação da demanda biotecnológica nacional e criando ferramentas 

para transformar o conhecimento acumulado nas universidades em produção 

industrial, além de estimular as empresas a incorporarem as atividades de pesquisa, 

desenvolvimento e inovação (PD&I) no seu processo produtivo. De acordo com a 

Sociedade Brasileira de Biotecnologia, existem atualmente no Brasil pouco mais de 

300 empresas especializadas em biotecnologia, com incubadoras localizadas 

próximas a Centros de Pesquisa (FILHO, 2015; FONSECA, 2010). 

Tabela 3 – Empresas produtoras, tipos de biossurfactantes comercialmente disponíveis e potenciais 

aplicações 

Fonte: Adaptado de RANDHAWA e RAHMAN (2014). 

 

Empresa  Biossurfactantes      Aplicações 

Fraunhofer IGB – Alemanha 
Glicolipídeos e lipídeos de 
celobiose 

Produtos de limpeza, líquidos 
para lavagem de louças, produtos 
farmacêuticos (propriedades 
bioativas) 

AGAE Technologies – EUA Raminolipídeos 

Farmacêutica, cosmética, 
cuidados pessoais, 
biorremediação (in situ e ex situ), 
Recuperação melhorada de óleo 
(EOR, do inglês) 

TeeGene Biotech – UK 
Raminolipídeos e  
Lipopeptídeos 

Produtos farmacêuticos, 
cosméticos, antimicrobianos e 
ingredientes anticancerígenos, 

Jeneil Biosurfactant – EUA Raminolipídeos 
Limpeza e recuperação de óleo 
de tanques de armazenamento, 
EOR 

Allied Carbon Solutions (ACS) 
Ltd –  Japão 

Sophorolipideos 
Produtos agrícolas, pesquisa 
ecológica 

Rhamnolipid Companies – 
USA 

Raminolipídeos 

Agricultura, cosméticos, EOR, 
biorremediação, produtos 
alimentares, produtos 
farmacêuticos 

Saraya Co. Ltd. – Japão Sophorolipideos 
Produtos de limpeza, produtos de 
higiene 

BioFuture – Irlanda Raminolipídeos 
Lavagem de tanques de óleo 
combustível 

Logos Technologies – EUA Raminolipídeos EOR 

TensioGreen –  EUA Raminolipídeos Indústria do petróleo, EOR 

Synthezyme – EUA Soforolipídeos 
Emulsificação de óleo bruto, 
petróleo e gás 

EcoChem Organics Company 
– Canadá 

Raminolipídeos 
Agente dispersivo de 
hidrocarbonetos insolúveis em 
água 

EnzymeTechnologies – EUA 
Biossurfactante bacteriano, 
(desconhecido) 

Remoção de óleo; Recuperação e 
processamento de óleo, EOR 
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O mercado para a exploração de biossurfactantes no Brasil é bastante 

promissor, dado a inexistência de empresas especializadas na produção destes 

produtos. De fato, ainda não há registro de uma empresa especializada no país que 

desenvolva tais produtos, embora esforços já tenham sido empregados para este 

fim. É o caso da primeira unidade-piloto do país para a produção de biossurfactantes 

por via microbiana, inaugurada em 2009 no Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pós-

graduação e Pesquisa de Engenharia (COPPE), com financiamento da Petrobras, 

cuja produção máxima alcançada foi de 200 litros por semana. 

Os únicos registros identificados para o setor de tensoativos no país 

englobam um total de nove empresas relacionadas com a produção e 

comercialização de surfactantes sintéticos (Tabela 4). A maior parte destas 

empresas está concentrada no estado de São Paulo, seguido pelo estado do Rio de 

Janeiro. Deste modo, esforços para o desenvolvimento de tecnologias de produção 

de biossurfactantes e biodetergentes permitirá o acesso a um produto inovador em 

uma área ainda pouco explorada no país. 

Tabela 4 – Empresas brasileiras envolvidas na comercialização de tensoativos no país 

Nome  Tipo de empresa Localização 

 Rhodia do Brasil Ltda Fabricante, Importador SP 

Herga Indústrias Químicas Ltda  Importador, Fabricante RJ 

 Ata Assessoria Indústria e Comércio de 
Tensoativos Ltda 

Fabricante SP 

Dinaco Importação Comércio S/A Distribuidor, Importador SP 

Champion Technologies do Brasil 
Serviços e Produtos Químicos Ltda 

Fabricante RJ 

Fortinbrás Comercial e Industrial Ltda Distribuidor SP 

Oxiteno S/A Indústria e Comércio Fabricante SP 

Unikrafht Indústria e Comércio de Produtos 
Químicos Ltda 

 Fabricante, Prestador de 
Serviços 

SP 

Braschemical Representação Ltda Distribuidor, Importador SP 

ITW Chemical Fabricante SP 

FONTE: Adaptado de < www.nei.com.br > Acesso em: 10 de janeiro 2017. 

As indústrias estão atualmente tentando substituir alguns ou todos os 

surfactantes químicos por biossurfactantes (ALMEIDA et al, 2016). No entanto, o alto 

custo de produção é ainda uma grande desvantagem. O fator chave que regula o 

sucesso da produção de biossurfactantes é o desenvolvimento de um processo 

econômico que utilize materiais de baixo custo e que ofereça um rendimento 

elevado. De fato, a escolha de um substrato de baixo custo é importante para a 

http://www.nei.com.br/
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economia do processo, uma vez que o substrato é responsável por até 50 % do 

custo final de produção. Felizmente, os biossurfactantes podem ser produzidos a 

partir de recursos renováveis. Países essencialmente agrícolas, como o Brasil, têm 

fácil acesso a subprodutos agroindustriais (RUFINO et al., 2014). 

3.5. Resíduos industriais utilizados na produção de biossurfactantes 

As indústrias produzem diariamente grandes quantidades de resíduos sólidos 

e líquidos, resultantes da produção e processamento de alimentos e produtos 

agroindustriais, que quando descartados, geram grande poluição e representam um 

grande desperdício de nutrientes. No entanto, a necessidade de preservação 

ambiental tem estimulado cada vez mais a recuperação, reciclagem e reutilização de 

diversos resíduos (EZEJIOFOR et al., 2014). 

Os resíduos industriais têm particularmente despertado grande interesse dos 

pesquisadores como alternativa de substratos de baixo custo para a produção de 

biossurfactantes, utilizando processos fermentativos. A escolha do resíduo para este 

fim deve garantir um balanço de nutrientes que suporte o crescimento microbiano e 

a produção do biotensoativo. Os resíduos industriais com altos teores de 

carboidratos ou lipídeos vêm se destacando como uma alternativa mais promissora 

para a produção de biossurfactantes (MAKKAR et al., 2011). 

 A literatura descreve uma variedade de resíduos utilizados na produção de 

biossurfactantes, tais como óleos vegetais, efluentes oleosos, efluentes amiláceos, 

gordura animal, gordura vegetal, resíduos de óleo de fritura vegetal, melaço, 

resíduos da indústria de laticínios, milhocina, manipueira, glicerol, dentre outros 

(SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2014). Alguns dos resíduos industriais mais 

utilizados por pesquisadores brasileiros para a produção de biossurfactantes são 

detalhados a seguir. 

3.5.1. Óleos vegetais para a produção de biossurfactantes 

Óleos vegetais constituem uma fonte de carbono lipídico e são principalmente 

constituídos por ácidos graxos saturados ou insaturados com cadeias contendo 

entre 16 e 18 átomos de carbono (MAKKAR et al., 2011). Diferentes tipos de óleos 

tais como óleo de girassol e de azeite, dentre outros, demonstraram serem 

substratos adequados, servindo como fontes de energia e de carbono para a 
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produção de biossurfactantes. As linhagens de P. aeruginosa produzem um 

excelente biossurfactante crescendo tanto em óleo residual de milho, como de soja e 

de canola (SANTOS et al. 2016). A combinação de glicose e óleo de canola foi 

utilizada para a produção bem sucedida de um biossurfactante pela levedura C. 

lipolytica (SARUBBO et al., 2007). Óleo de canola residual também tem foi relatado 

como adequado para o crescimento microbiano e a produção de até 8,0 g/L de 

biossurfactante (SILVA et al. 2013).  

3.5.2. Milhocina 

 A agroindústria de produtos à base de milho, através das etapas de 

processamento húmido, que resulta em resíduos sólidos e líquidos, os quais, 

quando dispostos de forma inadequada, se tornam uma fonte de contaminação. A 

milhocina é um destes resíduos, resultante da água de lavagem, a qual contém 40 % 

de material sólido. Este subproduto consiste de 21 % a 45 % de proteínas, de 20 % 

a 26 % de ácido lático, 8 % de cinzas (contendo Ca2+, Mg2+, K+, etc.), 3 % de 

carboidratos e um baixo teor de gordura (de 0,9 % a 1,2 %) (HELMY et al., 2011). 

Milhocina tem se mostrado uma excelente fonte de nutrientes de baixo custo para a 

produção de glicolípideos por C. sphaerica UCP 0995. O biossurfactante desta 

linhagem mostrou potencial para mobilização e remoção de até 95% de óleo de 

motor em areia, demonstrando potencial para processos de biorremediação (LUNA 

et al., 2015). 

3.5.3. Melaço 

O melaço é um subproduto do processamento da cana-de-açúcar e da 

beterraba. Este resíduo tem como composição média 75 % de matéria seca, 9 % - 

12 % de matéria orgânica não açucarada, 2,5 % de proteína e 1,5 % - 5,0 % 

potássio, bem como magnésio, fósforo e cálcio (1%). Os teores de inositol, biotina, 

tiamina e ácido pantotênico (1 % - 3 %) conferem ao melaço sua consistência e cor 

acastanhada. O elevado teor de açúcar (48 % - 56 %) torna o melaço adequado 

para a produção de biossurfactantes por diferentes micro-organismos. Freitas et al. 

(2016) utilizaram melaço, bem como outras fontes de carbono para produzir um 

biossurfactante pela linhagem de Candida bombicola URM 3718. O biossurfactante 

obtido apresentou excelente estabilidade sob condições extremas de temperatura, 
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pH e de salinidade e potencial para aplicação na remediação ambiental (SANTOS et 

al., 2016).  

3.6. Aplicações industriais e ambientais dos biossurfactantes 

Os biossurfactantes apresentam potencial para uma variedade de aplicações 

em diversos setores da indústria, tais como a de alimentos, bebidas, cosméticos, 

detergentes, têxteis, tintas, mineração, celulose, farmacêutica e etc (SILVA et al., 

2014). No entanto, o principal mercado que tem se mostrado mais viável para a 

aplicação destas biomoléculas é a indústria do petróleo, na qual os biossurfactantes 

podem ser utilizados na extração de óleo bruto de reservatórios de petróleo, na 

limpeza de tanques de armazenamento, no tratamento de resíduos oleosos e em 

processos de biorremediação de solo e da água contaminados (ALMEIDA et al., 

2016). A seguir são relacionadas algumas das principais aplicações de 

biossurfactantes em diferentes indústrias. 

3.6.1. Aplicações terapêuticas 

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, apresenta várias 

aplicações farmacêuticas, como a inibição da formação de coágulos, formação de 

canais iônicos em membranas, atividade antibacteriana e antifúngica, e atividade 

antiviral e antitumoral. Já o biossurfactante produzido por Rhodococcus erythropolis 

demonstrou potencial de inibição do vírus do herpes simples e vírus parainfluenza. A 

iturina, lipopeptídeo produzido por Bacillus subtilis, demonstrou atividade antifúngica, 

afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras. A inibição da 

adesão de bactérias entéricas patogênicas por biossurfactante produzido por 

Lactobacillus foi também demonstrada (BANAT et al., 2014; ŁAWNICZAK et al., 

2013; MNIF; GHRIBI, 2015).  

3.6.2. Biossurfactantes na agricultura 

Os biossurfactantes são utilizados na agricultura especialmente em 

formulações de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulações 

são geralmente hidrofóbicos, sendo necessário o uso de agentes emulsificantes 

para dispersá-los em soluções aquosas. Os biossurfactantes obtidos de Bacillus têm 

sido utilizados para emulsificar as formulações de pesticidas organofosforados 
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imiscíveis. Já os raminolipídeos possuem potencial para o controle biológico de 

fitopatógenos que produzem zoósporos (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013).  

3.6.3. Biossurfactantes na mineração 

Biossurfactantes produzidos por linhagens de Pseudomonas sp. e Alcaligenes 

sp. foram utilizados para flotação e na separação de formações de minerais de 

calcita e scheelita, alcançando percentuais de recuperação de 95% para CaWO4 e 

de 30% para CaCO3, respectivamente, ressaltando que reagentes químicos 

convencionais são incapazes de separar estes dois minerais. O biodispersan, um 

polissacarídeo aniônico produzido por A. calcoaceticus, foi avaliado na prevenção da 

floculação e dispersão de misturas de pedra calcária e água. Já os biossurfactantes 

de C. bombicola demonstraram eficiência na solubilização de carvão (SARUBBO et 

al., 2015). 

3.6.4. Biossurfactantes e cosméticos 

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes podem ser 

utilizados em produtos de higiene e cosméticos. Alguns soforolipídeos apresentam 

excelente compatibilidade dérmica, podendo ser utilizados como hidratante em 

cremes faciais e outros podem ser utilizados como umectantes para incorporação 

em produtos de maquiagem. A KAO Co. Ltda desenvolveu um processo fermentativo 

para produção de soforolipídeos, que posteriormente sofrem esterificação, 

resultando em um produto com aplicação em batons e como hidratante para pele e 

cabelos (VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015). 

3.6.5. Biossurfactantes e indústria de alimentos 

Na área de alimentos, a emulsificação tem um papel importante na formação 

da consistência e textura, bem como na dispersão de fases e na solubilização de 

aromas. Os biossurfactantes são utilizados como emulsionantes no processamento 

de matérias-primas para aplicação na panificação e em produtos derivados de carne, 

onde influenciam nas características reológicas da farinha e na emulsificação de 

gorduras. O bioemulsificante produzido por Candida utilis tem sido utilizado em 

molhos prontos para saladas (CAMPOS et al., 2013). 
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A Tabela 5 sumariza as principais aplicações de biossurfactantes em 

diferentes indústrias e processos ambientais. 

 

Tabela 5 – Aplicações de biossurfactantes para usos industriais e processos ambientais 

Indústria/processo  Aplicação Papel dos biossurfactantes 

Petróleo 

Recuperação microbiana 
melhorada de petróleo 
(MEOR); 
Desemulsificação. 

Melhora da drenagem de óleo em 
poços de perfuração; estimulando a 
liberação de óleo aprisionado de 
dentro dos capilares; redução de 
viscosidade de óleo; diminuição da 
tensão interfacial e dissolução de 
óleo; desemulsificação de emulsões 
de óleo; solubilização de óleo. 

Descontaminação 
ambiental 

Biorremediação; 
Processos de limpeza de 
derramamento de óleo.  

Emulsificação de óleo; redução da 
tensão interfacial; dispersão de 
óleos; solubilização de óleos; 
dispersão, detergência; 
 agente espumante; detergente. 

Processos biológicos Microbiológica 

Estudo de comportamento 
fisiológico, tais como mobilidade 
celular, comunicação celular, 
adesão de nutrientes, competição 
celular-celular; patogênese vegetal 
e animal. 

Bioprocessamento 
Processos de down-
stream 

Biocatálise em sistemas aquosos de 
duas fases e microemulsões; 
biotransformações; recuperação de 
produtos intracelulares; aumento da 
produção de enzimas extracelulares 
e produtos de fermentação. 

Agricultura 
Biocontrole; 
Fertilizantes 

Facilitação de mecanismos de 
biocontrole de micro-organismos, 
tais como parasitismo, antibiose, 
competição, resistência sistêmica 
induzida e hipovirulência; 
suspensão de pesticidas e 
fertilizantes em pó; emulsificação de 
soluções de pesticidas; facilitação 
de mecanismos de eliminação de 
patógenos de plantas; aumento da 
biodisponibilidade de nutrientes 
para micro-organismos benéficos 
associados a plantas. 

Cosmético 
Produtos de saúde e 
beleza 

Emulsionante, agente espumante, 
solubilizante, agentes molhante, 
limpadores, agente antimicrobiano. 

Mineração 

Remoção de metais 
pesados; 
Recuperação do solo; 
Flotação. 

Coletor na flotação; remoção de 
íons metálicos de soluções 
aquosas, solo e de sedimentos; 
sequestrante de metais pesados; 
inibidor de corrosão. 

Alimentos 
Emulsificação e 
desemulsificação; 
Ingrediente funcional. 

Solubilização de óleos 
aromatizados; controle da 
consistência; agente emulsificante; 
agente molhante; dispersante; 
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detergência; formação de espuma; 
agente espessante. 

Medicina 
Produtos farmacêuticos; 
Produtos terapêuticos. 

Agentes anti-aderentes; agentes 
antifúngicos; agentes 
antibacterianos; agentes antivirais; 
vacinas; terapia génica; moléculas 
imunomoduladoras. 

Limpeza 
Detergentes para 
lavagem 

Detergentes e desinfectantes para 
lavagem, molhagem, espalhamento. 

Têxteis 
Preparação de fibras; 
Tingimento e impressão; 
Acabamento têxtil. 

Molhagem; penetração; 
solubilização; emulsificação; 
detergência e dispersão; 
umidificação e emulsificação em 
formulações de acabamento; 
amaciamento. 

     FONTE: Adaptado de SANTOS et al. (2016). 

 

3.7. Perspectivas de utilização de biossurfactantes na indústria do petróleo 

 Os biossurfactantes têm uma vasta gama de aplicações biotecnológicas na 

indústria do petróleo. Todas as operações, incluindo a exploração e produção de 

petróleo, refino, transporte, síntese e manipulação de produtos, gestão de resíduos 

de petróleo e os processos de remediação, podem ser melhoradas e otimizadas pela 

utilização de algum tipo de biossurfactante (SILVA e al., 2014). 

 A recuperação microbiana melhorada de petróleo (MEOR) consiste em uma 

tecnologia de recuperação terciária de óleo que utiliza micro-organismos ou produtos 

de seu metabolismo para a recuperação de óleo residual. Estes micro-organismos 

produzem compostos tensoativos que reduzem a tensão superficial da interface 

óleo-rocha, reduzindo as forças capilares que impedem a movimentação do óleo 

através dos poros da rocha. Os biossurfactantes também auxiliam na emulsificação 

e na quebra dos filmes de óleo das rochas. A utilização de biossurfactantes em 

MEOR envolve várias estratégias, como a injeção de micro-organismos produtores 

de biossurfactantes no reservatório; injeção de nutrientes no reservatório, para 

estimular o crescimento de micro-organismos autóctones produtores de 

biossurfactantes; ou, ainda, a produção de biossurfactantes em biorreatores e 

posterior injeção no reservatório (ALMEIDA et al., 2016). 

 Resíduos de óleos pesados que sedimentam no fundo de tanques de 

estocagem são altamente viscosos e podem se tornar depósitos sólidos que não são 

removidos através do bombeamento convencional. A remoção requer lavagem com 

solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo 
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alternativo de limpeza é a utilização de biossurfactantes, os quais promovem a 

diminuição na viscosidade e a formação de emulsões água-óleo, facilitando o 

bombeamento dos resíduos e a recuperação do óleo bruto após a quebra da 

emulsão. Os sólidos resultantes carregam uma quantidade limitada de óleo residual 

pela ação detergente do biossurfactante, tornando o descarte destes resíduos 

menos problemático (SILVA et al, 2014). A Tabela 6 apresenta uma lista de 

aplicações de biossurfactantes nas quatro principais atividades relacionadas à 

indústria de petróleo. 

Tabela 6 – Aplicações convencionais de biossurfactantes na indústria do petróleo 

Etapas da cadeia de produção de petróleo Aplicações 

Extração 

Modificação da molhabilidade do 
reservatório; 

Redução da viscosidade de óleo; 
Lama de perfuração; 

Controle de deposição de 
parafina/asfalteno; 

Mobilização de óleo. 

Transporte 
Redução da viscosidade; 

Estabilização de emulsões; 
Depósito de parafina/asfalto. 

Limpeza de tanques de estocagem de óleo 
Redução da viscosidade de óleo; 

Emulsificação de óleo; 
Dispersão de hidrocarbonetos. 

Tratamento de resíduos de óleo Solubilização e mobilização de óleo. 

       FONTE: Adaptado de ALMEIDA et al. (2016). 

 

3.8. Aplicação de biossurfactantes em processos de biorremediação 

O papel mais comum dos biossurfactantes na biorremediação é aumentar a 

dispersão dos contaminantes hidrofóbicos na fase aquosa e a biodisponibilidade 

destes aos micro-organismos, com sua subsequente remoção através da 

biodegradação (APARNA et al., 2011; OLKOWSKA et al., 2012). Um dos 

mecanismos de ação dos biossurfactantes para o aumento da biodisponibilidade de 

substratos hidrofóbicos está relacionado com a redução da tensão superficial do 

meio em torno do micro-organismo, bem como uma redução na tensão interfacial 

entre a parede celular e as moléculas de hidrocarbonetos. A interação entre o 

biossurfactante e a superfície celular provoca alterações na membrana celular, 

facilitando a aderência dos hidrocarbonetos devido ao aumento da hidrofobicidade. 

Os biossurfcatantes facilitam a formação de gotículas de óleo menores, 
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aumentando, por sua vez, a área superficial do óleo, facilitando o acesso a um maior 

número de bactérias e a consequente biodegradação (SANTOS et al., 2016). 

Numerosos exemplos já demonstraram o potencial de aplicação de 

biossurfactantes na descontaminação ambiental. Sobrinho et al. (2008) testaram um 

biossurfactante produzido por Candida sphaerica para a remoção de óleo de motor 

de solo e de água do mar e encontraram taxas de remoção de 75% e de 92% de 

óleo em solo argiloso e siltoso, respectivamente; Em testes realizados com água do 

mar, o biossurfactante apresentou uma eficiência na dispersão de óleo de 75%, 

demonstrando seu potencial de aplicação como coadjuvante em processos 

biotecnológicos de descontaminação ambiental. Batista et al. (2010) investigaram a 

aplicação de um biossurfactante produzido por Candida tropicalis para remoção de 

óleo de motor em areia e encontraram taxas de remoção de 78% a 97%, 

demonstrando potencial considerável em relação à biorremediação de solo. Gusmão 

et al. (2010) investigaram a aplicação de um biossurfactante bruto produzido por 

Candida glabrata UCP1002 em um sistema solo-água-contaminante hidrofóbico e 

encontraram uma taxa de remoção de até 92,6%. Luna et al. (2011) avaliaram um 

novo biossurfactante, denominado Lunasan, produzido por Candida sphaerica UCP 

0995. Este biossurfactante removeu 95% do óleo de motor adsorvido em areia, 

demonstrando potencial considerável para uso em processos de biorremediação. A 

Tabela 7 oferece uma lista de diferentes biossurfactantes e seus micro-organismos 

produtores com potencial de aplicação na biorremediação de ambientes poluídos por 

petróleo. 

Tabela 7 – Biossurfactantes, micro-organismos produtores e suas aplicações na biorremediação de 

ambientes contaminados com óleo 

Micro-organismos Tipo de biossurfactante Aplicações 

Rhodococcus erythropolis 3C-9 Glicolipídio e trealose Operações de limpeza de 
derramamento de óleo 

Pseudomonas aeruginosa S2 Raminolipídeo Biorremediação de locais 
contaminados com óleo 

Rhodococcus sp. TW53 Lipopeptídeo Biorremediação da poluição marinha 
por óleo. 

R. wratislaviensis BN38 Glicolipídio Aplicações de biorremediação 

Bacillus subtilis BS5 Lipopeptídeo Biorremediação de locais 
contaminados por hidrocarbonetos 

Azotobacter chroococcum Lipopeptídeo Aplicações ambientais 

Pseudomonas aeruginosa BS20 Raminolipídeo Biorremediação de locais 
contaminados por hidrocarbonetos 

Micrococcus luteus BN56 Tetraéster de trealose Biorremediação de ambientes 
contaminados com óleo 
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Nocardiopsis alba MSA10 Lipopeptídeo Biorremediação 

Pseudoxanthomonas sp. PNK-04 Raminolipídeo Aplicações ambientais 

Pseudomonas alcaligenes Raminolipídeo Aplicações ambientais 

Nocardiopsis lucentensis MSA04 Glicolipídio Biorremediação de ambientes 
marinhos 

Calyptogena soyoae Lipídio de manosileritritol Biorremediação de ambientes 
marinhos 

Pseudozyma hubeiensis Glicolipídio Biorremediação da poluição marinha 
por óleo  

Pseudomonas cepacia CCT6659 Raminolipídeo Biorremediação de ambientes 
marinhos e do solo 

Candida bombicola Soforolipídeos Aplicações ambientais 

C. glabrata UCP1002 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Recuperação de óleo em areia 

C. lipolytica UCP0988 
Soforolipídeos Recuperação de óleo 

 

C. lipolytica UCP0988 Soforolipideos Remoção de óleo 

C. sphaerica UCP0995 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Remoção de óleo em areia 

C. lipolytica UCP0988 
Soforolipídeos Controle da poluição ambiental por 

óleo 

C. sphaerica UCP0995 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Processos de biorremediação 

C. glabrata UCP1002 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Remoção de óleo 

C. guilliermondii UCP0992 
Complexo de glicolipídio Remoção de óleo de motor em areia 

C. tropicalis UCP0996 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Remoção de petróleo e óleo de motor 
adsorvido em areia 

C. lipolytica UCP0988 
Soforolipídeos Remoção de petróleo e óleo de motor 

adsorvido em areia 

C. sphaerica UCP0995 
Complexo proteico-
carboidrato-lipídio 

Remoção de óleo 

FONTE: Adaptado de SILVA et al. (2014). 

 

3.8.1. Toxicidade de biossurfactantes sobre organismos no processo de 

biorremediação 

A toxicidade de biossurfactantes no ambiente não é bem conhecida. Edwards 

et al. (2003), em uma comparação da toxicidade de três surfactantes sintéticos e de 

três biossurfactantes, concluíram que os biossurfactantes foram menos tóxicos do 

que os surfactantes sintéticos para algumas espécies de invertebrados. No entanto, 

os riscos ambientais decorrentes da utilização de biossurfactantes, avaliados através 

da análise de composição da comunidade microbiana, não foram ainda 

suficientemente estudados (FRANZETTI et al., 2006). A menor toxicidade e maior 

biodegradabilidade dos biossurfactantes em comparação com os seus homólogos 

químicos (os quais podem apresentar riscos para os organismos aquáticos, 
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individualmente e, quando misturado com óleo (BERNINGER et al., 2011; RICO-

MARTÍNEZ et al., 2012) é a principal razão para a sua elevada aceitabilidade. No 

entanto, essas características são assumidas muitas vezes como a única 

consequência direta da sua origem natural (FRANZETTI et al., 2012). 

Vários biossurfactantes não são tóxicos para os micro-organismos do 

ambiente em concentrações perto dos seus valores de CMC, muito embora, outros 

possam apresentar toxicidade à microbiota nativa, provocando uma possível inibição 

da biorremediação (VAN HAMME; WARD, 1999). Além disso, uma taxa reduzida de 

biorremediação na presença de biossurfactantes pode ser obtida pelo aumento da 

toxicidade decorrente do contaminante hidrofóbico, devido à sua maior pseudo 

solubilidade. Alguns biossurfactantes ou contaminantes pseudo solubilizados podem 

apresentar uma toxicidade seletiva para algumas linhagens puras de micro-

organismos, mas pode ter um impacto inibidor limitado em um sistema envolvendo 

uma população microbiana autóctone diversificada (SINGH et al., 2007). Por estas 

razões, as características ambientais de novos biossurfactantes devem ser 

cuidadosamente consideradas e investigadas antes de sua aplicação no meio 

ambiente (FRANZETTI et al., 2012; SILVA et al. 2014). 
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Abstract 

In the present study, production of the biosurfactant from Candida tropicalis UCP 0996 

cultivated in the low cost-medium formulated with molasses, residual frying oil and corn 

steep liquor for 120 h at 28 °C and 200 rpm and its characterization, toxicity, formulation and 

application in process of removal and biodegradation of oil were investigated. In the studies 

of C. topicalis growth and biosurfactant production, the surface tension of the medium was 

reduced to a minimum of 30.4 mN/m, yielding 4.11 g/L of isolated biosurfactant. Tests under 

extreme conditions of pH, temperature and NaCl indicated the stability of the biosurfactant. 

Chemical characterization by thin layer chromatography (TLC), Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR), proton nuclear magnetic resonance (
1
 H NMR) and gas chromatography 

and mass spectroscopy (CG-MS) revealed the glycolipidic nature of the biosurfactant. 

Isolated biosurfactant was not toxic to the microcrustacean Artemia salina. Tensoactive 

properties of the formulated biosurfactant remained stable through 120 tests days. 

Biosurfactant demonstrated 70.95 % oil spreading efficiency in seawater and removed 66.18 
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% of motor oil from marine stones. Biosurfactant stimulated around 70 % motor oil 

degradation by the seawater indigenous microorganisms, demonstrating great potential to be 

applied as future commercial product in the bioremediation of oil spills. 

 

Keywords Bioremediation; Candida tropicalis UCP 0996; Surface tension; Formulation; Oil 

spill 

 

1. Introduction 

Petroleum and byproducts release into environment is one of the global pollution main causes 

and has become a focus of great concern both in industrialized and developing countries once 

oil pollution can have dramatic detrimental effects to the environment and cause significant 

damages to resident organisms. The major hydrocarbon source in oceans comes from routine 

operations of ship washing, natural oil leakage on the sea bed, and accidents during oil 

exploration and transportation (Almeida et al., 2017; Silva et al., 2014). 

The need for remediating polluted areas has paved the way for development of new 

technologies to detoxify contaminants not only through chemical or physical methods, but 

through biological techniques as well. Bioremediation is a set of technologies that make the 

removal of contaminants possible, or failing that, make a number of contaminants less 

harmful by means of biological activity (Silva et al., 2015). For the success of bioremediation 

technologies, microorganisms employment with the appropriate metabolic abilities for 

biodegradation and able to transform contaminants into less toxic substances is the most 

important requisite on oil spill bioremediation (Al-Wasify and Hamed, 2014; Cerqueira et al., 

2012). 

The Candida tropicalis yeast has been widely studied by several researchers as a 

hydrocarbons degrading potent agent (Almeida et al., 2017; Chandran and Das, 2011; Farag 

and Soliman, 2011). Further recent studies have reported that this species has also the 

metabolic capacity to produce biosurfactant when cultivated on water-immiscible substrates 

(Batista et al., 2010; Chandran and Das, 2012; Verma et al., 2015). 

Biosurfactants are amphipathic molecules with hydrophobic and hydrophilic portions 

that act between fluids of different polarities (oil/water and water/oil), allowing access to 

hydrophobic substrates and causing a reduction in surface tension, an increase in the area of 

contact of hydrocarbons enhancing mobility, bioavailability, and biodegradation of such 

compounds (Silva et al., 2014). The considerable interest in these compounds is related to 

their properties, as biodegradability, production from renewable substrates, low toxicity, 
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biocompatibility, diversity for chemical structure and properties, effectiveness even at 

extreme conditions of temperature, pH and salinity (Sarubbo et al., 2015).  

These features have led to the intensification of scientific studies on a wide range of 

industrial applications for biosurfactants in the field of bioremediation. Besides exerting a 

strong positive impact on the main global problems, biosurfactant production has considerable 

importance to the implantation of sustainable industrial processes, such as the use of 

renewable resources and “green” products (Santos et al., 2016b). 

In the present study, the biosurfactant produced from Candida tropicalis UCP 0996 in 

industrial waste was evaluated. It has also been described the growth and production  curves, 

surface active properties, characterization and toxicity. A further aim was to formulate the 

biosurfactant and evaluated it as a dispersing agent in the spilled oil removal and 

bioremediation processes. 

   

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Materials 

 

All chemicals were reagent grade. Growth media were purchased from Difco Laboratories 

(USA). Waste frying oil was obtained from a local restaurant in the city of Recife, state of 

Pernambuco, Brazil, stored according to the supplier’s recommendations and used without 

any further processing. Corn steep liquor was obtained from Ingredion Brasil, Cabo de Santo 

Agostinho-PE, Brazil. Cane molasses was obtained from a local sugar mill in the municipality 

of Vitória de Santo Antão, state of Pernambuco, Brazil. Seawater was collected near the 

Thermoelectric TERMOPE, located in the municipality of Cabo de Santo Agostinho, in 

Pernambuco state, Brazil. Seawater samples were collected and stored in plastic bottles of 5 

L. 

 

2.2. Yeast strain and preparation of inoculum 

 

A strain of Candida tropicalis UCP0996 was provided from the culture collection of the 

Catholic University of Pernambuco, Recife city, Pernambuco, Brazil. The microorganism was 

maintained at 5 °C on yeast mold agar slants containing (w/v) yeast extract (0.3 %), malt 

extract (0.3 %), tryptone (0.5 %), D-glucose (1.0 %) and agar (5.0 %). Transfers were made to 

fresh agar slants each month to maintain viability. Inoculum was prepared by transferring 
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cells grown on a slant to 250-ml Erlenmeyer flasks containing 50 ml of yeast mold broth 

(YMB). YMA and YMB media initial pH was adjusted to 5.5. The cultivation conditions for 

the seed culture were 28 °C, 200 rpm and 24 h of incubation. 

 

2.3. Growth curve and biosurfactant production  

 

The production of biosurfactant was performed in a basal medium composed of 2.5 % cane 

molasses, 2.5 % waste frying oil and 2.5 % corn steep liquor. Initial pH was adjusted to 5.5. 

500-mL shake flasks were kept under 200 rpm orbital agitation for 120 h at 28 °C. At 0, 2, 4, 

6, 8, 16, 24, 32, 48, 72, 96 and 120 hours of fermentation, samples were taken from the liquid 

culture to determine the growth profile (biomass), pH, surface tension and biosurfactant yield. 

 

2.4. Determination of biosurfactant properties 

 

Surface tension was determined in the cell-free broth obtained by centrifuging the cultures at 

10,000 × g for 15 min. Surface tension was determined with a Tensiometer (Sigma 700, KSV 

Instruments Ltd., Finland), using the Du Nouy ring method at room temperature (Silva et al., 

2014a). The emulsification index was determined using the method described by Cooper and 

Goldenberg (1987). The ionic charge of the biosurfactant was determined using the agar 

double diffusion technique (Meylheuc et al., 2001). 

 

2.5. Stability studies 

 

Stability studies of the biosurfactant were performed in the cell-free broth. The effect of pH 

on surface tension and emulsification was evaluated after adjustment of the broth pH to 2, 4, 

6, 8, 10 and 12 with 6.0 M NaOH or HCl. The effect of NaCl concentration (2.0–12.0 %) was 

also determined after addition of the salt to the samples. The cell-free broth was also heated at 

0, 5, 28, 70, 100 and 120 °C during 1h and cooled to room temperature. After this, cell-free 

broth was used for the measurement of surface tension and emulsification. The assays were 

carried out in triplicate and did not vary more than 5 %. 

 

2.6. Determination of cell hydrophobicity 
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Cell hydrophobicity was determined by cell adhesion to hydrocarbons. Cells were washed 

twice in sterile deionised water and re-suspended in saline buffer (16.9 g/L K2HPO4; 7.3 g/L 

KH2PO4) to provide an optical density (OD) of 0.5–600 nm. One hundred ml of n-hexadecane 

were added to 2.0 ml of the cell suspension in a test tube (10 mm ×100 mm) and stirred in a 

vortex for 3 min. The contents were left to rest for 1 h for the separation of the aqueous and 

hexadecane phases. In the aqueous phase, OD was measured at 600 nm. Hydrophobicity was 

expressed as the percentage of adhesion to hexadecane and calculated as follows: 

100×(1−aqueousphase OD/initial cell suspension OD). Three determinations were performed 

for each sample. Cells were considered very hydrophobic when rates exceeded 60 % and 

poorly hydrophobic when the rate was under 10 % (Bouchez-Naitali et al., 1999). 

 

2.7. Isolation of biosurfactant 

 

After cultivation (120 h), bio-surfactant was extracted from the cell-free broth following cell 

removal by centrifugation at 5000 × g for 20 min and filtered through Whatman n
o
.1 filter 

paper. An equal volume of CHCl3/CH3OH (2:1) was placed with 50 ml of the cell-free broth 

in a separatory funnel at 28 °C. The mixture was vigorously shaken for 15 min and allowed to 

set until phase separation. The organic phase was removed and the operation was repeated 

twice. The pooled product from organic phase was dried in an oven until complete 

evaporation of the solvent at 80 °C to a constant weight (Silva et al., 2013). After extraction, 

the product was treated with a base and crystallized for maximum removal of impurities. 

 

2.8. Critical micelle concentration 

 

The critical micelle concentration (CMC) was determined by measuring the surface tension of 

the dilutions of the isolated biosurfactant in distilled water up to a constant surface tension 

value. Stabilisation was allowed to occur until the standard deviation of 10 successive 

measurements was less than 0.4 mN/m. Each result was the mean of 10 determinations after 

stabilisation. The CMC was obtained by plotting surface tension against surfactant 

concentration and expressed as g/L of biosurfactant. 

 

2.9. Characterization 

 

2.9.1 Biosurfactant characterisation by thin-layer chromatography 
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After isolating the biosurfactant, a sample of 0.1 g was dissolved in methanol and analysed by 

thin layer chromatography (TLC) on silica gel plates (G60; Merck, Germany) to calculate the 

retention factor, i.e., Rf values. Chromatograms were developed with 

chloroform:methanol:acetic acid (65:15:2, v/v) and the detection was done by the following 

methods: (1) exposure to iodine vapours for lipid stains, (2) exposure to the Molish reagent 

for sugar detection and (3) exposure to 1 % ninhydrin solution for free amino groups. The 

reagents were sprayed, and the plates were heated for 30 to 40 min at 110 °C until the 

appearance of the respective colour (Deshpande and Daniels, 1995; Santos et al., 2002). 

 

2.9.2 Nuclear magnetic resonance spectroscopy 

The extracted biosurfactant was re-dissolved in deuterated chloroform (CDCl3) and 

the respective 
1
H NMR spectra were recorded at 25 °C using a Agilent 300Mz spectrometer 

operating at 300.13 MHz. Chemical shifts (δ) are given on the ppm scale relative to 

tetramethylsilane (TMS).  

 

2.9.3 Fourier transform infrared spectroscopy 

The biosurfactant extract recovered from the supernatant of the C. tropicalis UCP 0996 

isolate was characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The FTIR 

spectrum 400 Perkin Elmer with a resolution of 4 cm 
–1

 was collected from 400 to 4000 

wavenumbers (cm 
–1

). 

 

2.9.4 Gas chromatography and mass spectroscopy (GC-MS) 

The hydrophobic moiety of the biosurfactant was analysed on gas chromatograph-mass 

spectrometer system (Thermo Scientific Trace 1300 - ISQ Single Quadrupole) equipped with 

a TGMS-5 column (30m x 0.25mm. 0.25 um film thickness). Initial column temperature was 

60 °C for 3 min, then ramped at 10°C min 
−1

 to 300 °C and held for 15 min. 1μL sample was 

injected. Helium was used as carrier gas. The injector and detector temperatures were 

maintained at 300 and 280 °C, respectively. 

 

2.10. Toxicity against Artemia salina as indicator 

A modified toxicity assay previously described by Meyer et al. (1982) was performed using 

microcrustacean Artemia salina as toxicity indicator. Shrimp eggs were incubated in seawater 

for 24 h. Assays were conducted with 10 microcrustacean larvae in penicillin tubes of 10 ml 
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capacity containing solutions with 5 ml of seawater with isolated biosurfactant to give 

concentrations based on the CMC until LC50 (lowest concentration that kills 50 % of tested 

brine shrimp) and cell-free broth. They were observed for 24 h to calculate mortality. Each 

test was run in triplicate, and seawater was used as the control. 

 

2.11. Formulation 

After fermentation, the  cell-free broth was submitted to different conservation methods: (a) 

addition of 0.2 % potassium sorbate; (b)  heating to 80 °C for 30 min (fluent vapor),  followed 

by the addition of 0.2 % potassium sorbate; and (c) sterilization at 121 °C for 30 min over 

three consecutive days (tyndallization). After the treatment of the crude biosurfactant in each 

conservation methods, the broth was stored at room temperature (28–30 °C) for 120 days, 

with samples withdrawn at 15, 30, 45, 90, and 120 days (long term stability study). After each 

storage time, biosurfactant was subject to changes on pH (5.0, 7.0 and 9.0), addition of NaCl 

(1, 3 and 5 % w/v) and heating at 40 °C and 50 °C. Biosurfactant properties were checked by 

surface tension determination, emulsification activity and the dispersant capacity of motor oil 

in seawater to select the best conservation method (accelerated stability study). 

 

2.12. Application of the biosurfactant in hydrophobic contaminant spreading  

Oil displacement test was carried out slowly by dropping of 15 μl of motor oil onto the 

surface of 40 ml of seawater layer contained in a Petri dish (15 cm in diameter) that spread all 

over the water surface area. This was followed with the addition of 10 μl of the formulated 

biosurfactant and aqueous solutions containing the isolated surfactant at ½xCMC, at 1xCMC, 

2xCMC and 5xCMC onto the surface of the oil layer. The average value of the diameters of 

the clear zones of triplicate experiments was measured and recorded then calculated as 

percentage of the Petri dish diameter (Ohno et al., 1996). 

 

2.13. Washing of hydrophobic compound adsorbed to porous surface 

The removal of motor oil adsorbed to rock was carried out by soaking the material in the 

contaminant until complete coverage and recording the volume spent. The material was then 

carefully placed in a 100 mL beaker with the aid of a pincers and submitted to washing with 

the formulated biosurfactant and with the isolated biosurfactant at ½xCMC, at 1xCMC, 

2xCMC and 5xCMC concentration. After the culture process, the percentage of removal 

through washing was calculated. Following the washing of the porous surface, the samples 
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were treated with 50 mL of hexane twice for the removal of residual oil. The solvent was 

rotoevaporated at 50 ºC and the amount of oil removed was determined by gravimetry 

(Sarubbo et al., 2012). 

 

2.14. Swirling bottle test 

A 1-L cylindrical open bottle (diameter: 10 cm) with an outlet valve at the bottom to take 

samples was used in the dispersion experiment. Samples of 200 mL of seawater were added to 

the bottle and 2 mL of oil was gently added to the surface of the water with a pipette. The 

formulated biosurfactant was dispensed in the center of the oil slick in the following 

proportions of biosurfactant-to-oil: 1:1, 1:2, 1:10 and 1:20 (v/v). The bottle was placed on an 

orbital shaker table at 28 ºC to induce a swirling motion in the water content of the bottle. The 

shaking speed was 150 rpm for a period of 10 min, followed by 1 to 2 min settling time to 

allow the larger droplets to return to the surface. Samples were taken at 0 min, 5 min and 10 

min. The first 2 mL of the sample was removed through the stopcock and discarded and 30 

mL of the sample was collected. This sample was extracted three times with hexane, as the 

biosurfactant is insoluble in hexane. The extract was adjusted. Efficacy was calculated by 

dividing the concentration of dispersed oil in the water (determined by analysing the hexane 

extract) by the total concentration of oil, which depended on the total volume of oil added to 

the flask (Sobrinho et al., 2013; Jain et al., 2012). 

 

2.15.Bioremediation test 

Bioremediation tests were performed according to the method mentioned in the Standard 

Methods for the Examination of Water and Wasterwater (APHA, 2005). In brief, 250 ml 

Erlenmeyer flasks were filled with 100 ml fresh seawater obtained from the Suape 

Petrochemical Complex, Pernambuco State, Brazil, 1.0 % of motor oil, and formulated 

biosurfactant solutions and isolated-biosurfactant concentrations at ½ CMC, 1xCMC, 3xCMC 

and 5xCMC. The flasks were incubated at 28 °C on an orbital shaker rotating at 150 rpm. 

Shake flasks were withdrawn after 1, 7,14, 21 and 28 days of incubation and then analyzed for 

the number of microorganisms using the most probable number (MPN). 

 

2.16. Statistical analysis 

 



94 

 

All presented experiments results were the average data of three independent replicates and 

were calculated using STATISTICA 
®
 program, version 10.0 (Statsoft Inc, USA). 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

3.1. Growth curve and biosurfactant production  

The growth curve (Figure 1) demonstrated an exponential phase at 5 h–15 h of cultivation. 

Maximum biomass production was 23.75 g/L after 120 h of cultivation. Maximum 

biosurfactant production was 4.11 g/L and occurred in the stationary growth phase, after 120 

h of cultivation. Surface tension of the medium was reduced from 55 mN/m to 30.4 mN/m 

after 96 h and the pH decreased in the first 30 h and after that it remains around 5.5 after 72 h. 

According to the literature, most Candida species have demonstrated the capacity to produce 

efficient biosurfactants. Rufino et al. (2014) evaluated C. lipolytica UCP 0988 growth in 

mineral medium supplemented with 6 % soybean oil refinery residue and 1 % glutamic acid 

for biosurfactant procuction. After 72 h of cultivation, the surface tension of the cell-free 

broth was reduced from 55 to 25 mN/m and the yield of biosurfactant was 8.0 g/L. In another 

work, Luna et al. (2013) studied a biosurfactant produced by C. sphaerica using a medium 

containing 9 % ground nut oil refinery residue and 9 % corn steep liquor. They obtained a 

biosurfactant yield of 9 g/L and a surface tension of 25 mN/m after 144 h.  

 

Input Figure 1 

 

3.2. Stability studies 

Biosurfactant produced by C. tropicalis UCP 0996 showed surface tension practically 

unchanged at a wide range of salinity, pH, temperature and heating time at 90 °C (Figure 2A 

– 2D). The resistance of the C. tropicalis UCP 0996 biosurfactant to salinity was also 

investigated by the emulsification index (Figure 3A). As can be seen, the biosurfactant 

emulsification activity proved stable for the three oils types tested, independent of the salt 

concentration added. This salinity resistance of the C. tropicalis UCP 0996 biosurfactant is an 

advantage for its application in marine environment where salt concentrations are high. 

Biosurfactants produced by the yeasts C. glabrata (Gusmão et al., 2010) and C. lipolytica 

(Santos et al., 2013) also have shown excellent stability in the presence of salt. The corn and 

soybean oil emulsification remained practically stable with the change in pH values with 
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some improvement throughout pH values of 10–12. On the other hand, the motor oil had 

outstanding emulsification indexes, reaching maximum values above 70 %, decreasing only 

10 % in more extremes alkaline pH (Figure 3B). The biosurfactant stability in a large pH 

range has been also reported for other surfactants from the Candida species (Rufino et al., 

2007; Luna et al., 2013). The emulsification indexes of the biosurfactant were quite stable at 

the investigated temperature, with the maximum activity at 100 °C for motor oil and had its 

emulsification capacity conserved for 120 h at 90 °C (Figures 3C – 3D). These results were 

very promising, showing the potential for using the biosurfactant from C. tropicalis in a broad 

spectrum of industrial applications at extreme temperatures. Therefore, it is important to study 

the influence of these parameters when considering specific applications for these compounds 

(Sobrinho et al., 2008). 

 

Input Figure 2 and  Figure 3 

 

3.3. Biosurfactant properties 

Surface tensions versus the isolated biosurfactant concentrations were plotted in Figure 4. The 

water surface tension decreased gradually with increasing biosurfactant concentration from 70 

to 25.6 mN/m with a biosurfactant concentration of 0.06 %, and then remained constant. 

Further increase in the biosurfactant concentration did not reduce the surface tension of water, 

indicating that the CMC was reached at this concentration. The CMC of the C. tropicalis 

biosurfactant is within the CMC values reported by the literature for different types of 

biosurfactants produced by other Candida species, as the biosurfactants from C. lipolytica 

UCP 0988 (0.03 %) (Rufino et al., 2014), from C. glabrata (2.5 %) (Luna et al., 2009), from 

C. antarctica (0.6%) (Adamczak and Bednarski, 2000) and from C. sphaerica UCP 0995 

(0.025%) (Luna et al., 2013).  

 C. tropicalis biosurfactant showed an anionic nature, being in accordance with other 

data reported in the literature (Rufino et al. 2014; Luna et al., 2016). The low hydrophobicity 

found (3.73 %) revealed that the biomolecule is not attached to the membrane, and it is 

extracellular (Bouchez- Naitali et al., 1999). 

 

Input Figure 4 
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3.4. Characterization 

The TLC analysis of the biosurfactant isolated from C. tropicalis revealed two values of Rf 

(retention factor) (Figure 5). With Molish reagents, the spots showed positive reactions for 

sugars and with iodine vapours for lipids, but negative reactions with ninhydrin for amino 

groups. 

Input Figure 5 

 

The FT-IR spectrum is illustrated in Figure 6, which shows extending vibration at 

3300–3500 cm 
−1

 which is characteristic of O–H stretching vibrations. The band peak at 

3000–2800 cm 
−1

 was characteristic of aliphatic chains; around 1710 cm 
–1

 the presence of 

C=O group is evidenced; and the appearance of band peaks at 1550–1400 cm 
−1

 may be due to 

C double bond and at ~ 1260 cm 
–1

 shows the presence of ketone group. 

 

Input Figure 6 

 

1
H NMR spectrum is shown in the Figure 7. Signals of the biosurfactant from C. 

tropicalis between δ 0.60 and 1.6 ppm suggests the presence of aliphatic and methyl groups in 

biosurfactant; signals between δ 2.0 and 2.2 ppm indicate the presence of aldehyde group; 

signals at δ 3.5 ppm and between δ 4.6 and 4.8 ppm were attributed to hydroxyl groups and 

those between δ 5.0 and 5.4 ppm corresponds to double bounds. 

 

Input Figure 7 

 

The biosurfactant was analyzed by GC-MS and compared with the library data. The 

Chromatogram (Figure 8) showed two very evident peaks probably related to cyclical 

structures. The first peak (45.53 %) is related to a cyclic structure with carbonyl group. The 

second peak (28.21 %) also points to a cyclic structure containing a hydroxyl group. The 

structure showed molar mass between 150 and 200 (m/z). 

 

Input Figure 8 

 

Results obtained by 
1
H NMR, FTIR spectroscopy, TLC and GC-MS analysis to the 

biosurfactant studied indicate its glycolipid nature. Yeasts biosurfactants characterization 
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utilising 
1
H NMR, FTIR spectroscopy, TLC and GC-MS analysis has also been described in 

the literature (Santos et al., 2013; Chandran and Das, 2011; Fukuoka et al., 2007; Kim et al., 

1999). 

 

3.5. Toxicity against Artemia salina as indicator 

C. tropicalis UCP 0996 biosurfactant was tested for its toxicity in a short term bioassay using 

brine shrimp. Results indicated an absence toxicity of the biosurfactant from C. tropicalis 

UCP 0996, which only reached the LC50 at a concentration of 10xCMC (Table 1). Similar 

results were found by Sobrinho et al. (2013) for the biosurfactant produced by C. sphaerica 

UCP 0995, which demonstrated low degree of toxicity at concentrations between 200 and 400 

mg/L due to the low percentage of morality (less than 50 %). 

Input Table 1 

 

3.6. Formulation 

One of the main requirements for byproduct formulation is that it should be stable over time 

and their properties should not significantly change with variations of pH, temperature, 

salinity, etc. In this study, it was observed through the long-term stability and accelerated 

stability studies that, in general, biosurfactant preserved its tensoative, emulsifying and 

dispersing properties (Figures 9 – 11). It was found that the reduction of the surface tension 

remained practically constant around 30 mN/m over the 120 day test through the three 

methods employed (Figures 9A – 9H), with the best results presented by the addition of 

potassium sorbate. With respect to the emulsification property it was observed that, generally, 

biosurfactant submitted to the addition of potassium sorbate promoted a high rate of motor oil 

emulsification (above 90 %) in practically all conditions tested, while for fluent vaporization 

and fractionated tyndallization methods changes in emulsification indexes were observed 

(Figures 10A – 10H). The biosurfactant showed a motor oil variable dispersion rate, with the 

best results found after addition of potassium sorbate, for which maximum values were above 

60 % (Figures 11A – 11H). Based on the results found, potassium sorbate addition proved to 

be the most efficient preservation method. Furthermore, potassium sorbate use eliminates the 

additional costs of thermal treatment procedure, which make the process more economical 

from an industrial point of view.  
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Input Figure 9, Figure 10 and Figure 11 

 

 Freitas et al. (2016) formulated a biodegradable commercial biosurfactant form C. 

bombicola URM 3718 cultivated in industrial waste for application as a dispersant in oil 

spills. Results obtained by these authors were also promising for the biosurfactant formulated 

with the preservative, which demonstrated stability through 120 days.  For other applications, 

Campos et al. (2015) tested six different formulations of mayonnaise with the addition of a 

bioemulsifier isolated from C. utilis. As a result, the most stable formulation with the best 

quality was obtained with combination of guar gum and the isolated biosurfactant with an 

absence of pathogenic microorganisms. In addition, the biosurfactant from C. utilis proved to 

be safe use in food emulsions. In another study, Bafghi et al. (2012) studied the application of 

rhamnolipid in the formulation of a detergent. The results showed that the biosurfactant was 

effective in oil removal from the samples and the formulation presented was comparable to 

commercial powders in terms of the stain removal. Nguyen and Sabatini (2009) evaluated the 

formulating of alcohol-free micro-emulsions using a rhamnolipid biosurfactant. They reported 

that the formulations obtained proved to be viable for a variety of applications. In another 

study, Youssef et al. (2007) tested biosurfactant and synthetic surfactant mixtures in 

mobilizing entrapped hydrocarbons. As a result, they obtained formulating biosurfactant 

mixtures that provided ultralow interfacial tension values against hydrocarbons. There are few 

studies describing the use of biosurfactant formulations in several purposes, which makes this 

work a more valuable contribution.  

 

3.7. Application of the biosurfactant in hydrophobic contaminant spreading 

Many processes carried out by the oil industry contaminate the marine environment. 

Eventually, a part of the process, oil accidentally reaches the seawater and, in turn, surfactants 

must be used together with other containment measures. In this study, it was evaluated the 

dispersing ability of the formulated biosurfactant from C. tropicalis (Table 2). As can be seen, 

the best dispersion indices found were 70.95 % and 57.14 % for the isolated and formulated 

biosurfactant, respectively. Luna et al. (2016) evaluated the dispersion capacity of the 

biosurfactant produced by C. bombicola. As a result, the isolated biosurfactant showed a 

maximum dispersion rate 50 % of motor oil. Freitas et al. (2016) evaluated the dispersion 

capacity of a formulated biosurfactant also from the yeast C. bombicola URM 3718. They 
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observed that the formulation of the biosurfactant with addition of potassium sorbate allowed 

dispersion ratios between 30 and 50 % after 30 days of storage. 

 

Input Table 2 

 

3.8. Washing of hydrophobic compound adsorbed to porous surface 

Few methods are suitable for cleaning contaminants in coral reefs, which are very delicate and 

difficult to access. However, the use of dispersants is an attractive method when an ecosystem 

is exposed to an oil spill (Sobrinho et al., 2013). The literature has little to offer about oil 

removal on porous surfaces. However, Luna et al. (2016) evaluated the removal capacity of 

the biosurfactant from C. bombicola showing a removal of 70 % of the motor oil adsorbed on 

a porous surface. In another study, the rate of removal of 60 % of motor oil on porous 

surfaces with a crude biosurfactant was reported, demonstrating the potential of the 

biosurfactant from C. sphaerica as a dispersant (Sobrinho et al., 2013). In the present study, a 

removal of about 66.18 % was found to be the best result for the isolated biosurfactant from 

C. tropicalis (Table 3), showing the feasibility of its application as a biological dispersant to 

remove hydrophobic pollutants in sensitive ecosystems such as coral reefs. 

 

Input Table 3 

 

3.9. Swirling bottle test 

Table 4 shows the results for simulation of the formulated biosurfactant in the dispersion of 

oil spill in a seawater sample. As can be seen, the best results for dispersion occurred with a 

biosurfactant/oil ratio of 1:1 (v/v) for all times tested (with dispersion index above 50 %). 

This kind of test is extremely important since the application of dispersants reduces the effects 

of the oil spills as it removes the oil from the surface of water reducing the amount of spilled 

oil. The dispersion of oil into tiny droplets also increase the surface area of exposure, which 

stimulates biodegradation by indigenous microorganisms (NRC, 2005; Sobrinho et al., 2013). 

 

Input Table 4 
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3.10. Bioremediation test 

Biosurfactant effect on the motor oil biodegradation through the activity of indigenous marine 

bacteria and fungi was evaluated during 28 days (Figure 12). As can be seen, the results 

related to the addition of biosurfactants were superior to the control (biosurfactant absence) as 

predicted since the formulated and isolated biosurfactant from C. tropicalis had the ability to 

stimulate growth of indigenous microorganisms and consequent motor oil biodegradation. 

Similar results were obtained by Santos et al. (2016a). They observed that the presence of the 

biosurfactant from C. lipolytica favored the growth of indigenous microorganisms in seawater 

at the concentrations of ½xCMC, CMC and 2×CMC throughout 30 days of cultivation. 

 

Input Figure 12 

 

4. Conclusions 

The biosurfactant produced by C. tropicalis cultivated in a low-cost medium demonstrated a 

great potential of application as an oil spill remediation agent in marine environments. The 

biosurfactant showed no toxicity and presented not only good surface tension reduction and 

biosurfactant yield, but also an excellent stability under extreme conditions, making this 

biomolecule effective for application in the bioremediation processes as a commercial stable 

dispersant. 
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Figure captions 

Figure 1. Growth, pH, surface tension and biosurfactant concentration profiles of C.tropicalis 

UCP 0996 grown in medium supplemented with 2.5% waste frying oil, 2.5% corn steep 

liquor and 2.5%  molasses during 120 h at 200 rpm and 28ºC. 

 

Figure 2. Influences of salt concentration (A), pH (B), temperature (C) and heating time at 

90°C (D) on surface-tension-reducing activity of cell-free broth containing biosurfactant from 

C.tropicalis cultivated in distilled water supplemented with 2,5% cane molasses,  2,5% waste 

frying oil and 2.5% corn steep liquor for 120 h at 200 rpm and 28°C. 

 

Figure 3. Influences of salt concentration (A), pH (B), temperature (C) and heating time at 

90°C (D) on emulsifying activity of cell-free broth containing biosurfactant from C.tropicalis 

cultivated in distilled water supplemented with 2,5% cane molasses,  2,5% waste frying oil 

and 2.5% corn steep liquor for 120 h at 200 rpm and 28°C. 

 

Figure 4. Surface tension versus concentration of the isolated biosurfactant from C.tropicalis 

UCP 0996 cultivated in mineral medium supplemented with 2,5% cane molasses,  2,5% waste 

frying oil and 2.5% corn steep liquor for 120 h at 200 rpm and 28°C.   

 

Figure 5. TLC of the biosurfactant from C.tropicalis UCP 0996 cultivated in mineral medium 

supplemented with 2,5% cane molasses,  2,5% waste frying oil and 2.5% corn steep liquor for 

120 h at 200 rpm and 28°C. 

 

Figure 6. FTIR spectrum for biosurfactant extract produced by C.tropicalis UCP 0996 

cultivated in mineral medium supplemented with 2,5% cane molasses,  2,5% waste frying oil 

and 2.5% corn steep liquor. 

 

Figure 7. 
1
H NMR spectrum (CD3OD, 300 MHz) of the isolated biosurfactant from 

C.tropicalis UCP 0996 cultivated in mineral medium supplemented with 2,5% cane molasses,  

2,5% waste frying oil and 2.5% corn steep liquor. 
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Figure 8. Chromatogram of the GC-MS separation of the biosurfactant produced by the 

C.tropicalis UCP 0996 showing peaks for cyclic structures containing carbonyl and hydroxyl 

groups. 

 

Figure 9. Surface tension of biosurfactant formulated with sorbate 0.2% for 120 days under 

varying pH (A – C), temperature (D – E), and NaCl (F – H) after each storage period. 

 

Fig. 10. Emulsification index of biosurfactant formulated with sorbate 0.2% for 120 days 

under varying pH (A – C), temperature (D – E), and NaCl (F – H) after each storage period. 

 

Fig. 11. Dispersion index of biosurfactant formulated with sorbate 0.2% for 120 days under 

varying pH (A – C), temperature (D – E), and NaCl (F – H) after each storage period. 

 

Fig. 12. Influence of biosurfactant from C.tropicalis UCP 0996 on growth of bacteria and 

fungi indigenous in seawater. Microbial growth in the (A) biosurfactant absence (B) 

formulated biosurfactant presence (C) at ½xCMC (D) at 1xCMC (E) at 3xCMC (F) at 

5xCMC. 
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Table 1. Toxicity of the biosurfactant from C. tropicalis UCP 0996 cultivated in medium 

supplemented with 2.5 % waste frying oil, 2.5 % corn steep liquor and 2.5 % cane molasses 

on brine shrimp larvae 

Concentrations (CMC) Shrimp larvae mortality (%)  

Cell-free broth No mortality 

1/2xCMC No mortality 

1xCMC No mortality 

2xCMC No mortality 

5xCMC 10 ± 0.13 

10xCMC (LC50) 50 ± 0.19  
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Table 2. Motor oil dispersion by biosurfactant from C. tropicalis UCP 0996 cultivated in 

distilled water supplemented with 2.5 % waste frying oil, 2.5 % corn steep liquor and 2.5 % 

cane molasses 

Removal agent Dispersion (%) 

Formulated biosurfactant 57.14 ± 0.12 

1/2 x CMC 38.09 ± 0.2 

1 x CMC 45.23 ± 0.11 

2 x CMC 53.8 ± 0.12 

5 x CMC 70.95 ± 0.3 
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Table 3. Removal of motor oil adsorbed on marine stones by the formulated and isolated 

biosurfactant produced by C. tropicalis UCP 0996 

Removal agent Removal (%) 

Formulated biosurfactant 41.89 ± 0.5 

1/2 x CMC 28.37 ± 0.3 

1 x CMC  42.01 ± 0.12 

2 x CMC 56.02± 0.21 

5 x CMC 66.18± 0.4 

Control (distilled water) 2.35± 0.1 
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Table 4. Evaluation of the biosurfactant from C. tropicalis UCP 0996 cultured in a medium 

containing 2.5 % waste frying oil, 2.5 % corn steep liquor and 2.5 % cane molasses as an oil 

spill dispersant  

Biosurfactant/oil ratio Resting (min) Dispersion (%)  

1/1 0 65.03 ± 0.5 

  5 59.45± 0.1 

  10 50.23± 0.3 

1/2 0 41.13± 0.11 

  5 31.50± 0.6 

  10 27.11± 0.23 

1/8 0 20.47± 0.2 

  5 17.31± 0.14 

  10 14,34± 0.16 

1/20 0 11.26± 0.5 

  5 7.92± 0.2 

  10 4.15± 0.1 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



115 

 

Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 11 
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Figure 12 
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5.4. CAPÍTULO 4 
 
Formulação e processo de obtenção de aditivos estáveis à base de 

biossurfactantes para dispersantes de petróleo e seus derivados 

 

Patente depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial.   
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6. CONCLUSÕES 

 A aplicação de um planejamento fatorial como ferramenta estatística foi eficaz 

na identificação e seleção das condições mais favoráveis para a produção do 

biossurfactante de Candida tropicalis UCP 0996. 

 A utilização de resíduos industriais como substratos de baixo custo foi 

favorável ao crescimento de Candida tropicalis UCP 0996 e à produção do 

biossurfactante. 

 A produção do biossurfactante em escala semi industrial proporcionou um 

aumento expressivo do rendimento sem alterações significativas de sua 

propriedade tensoativa. 

 O biossurfactante produzido reduziu consideravelmente a tensão superficial 

da água, demonstrando elevada capacidade emulsionante e dispersante de 

compostos hidrofóbicos. 

 O biossurfactante demonstrou uma excelente estabilidade em condições 

ambientais extremas de salinidade, temperatura e variações de pH. 

 O biossurfactante obtido foi caracterizado como um tensoativo de natureza 

aniônica e glicolipídica. 

 O biossurfactante não apresentou toxicidade a organismos marinhos nas 

condições testadas. 

 A biomolécula formulada exibiu uma vida de prateleira prolongada, 

apresentando potencial considerável para aplicação como um dispersante 

comercialmente estável e os testes com o biossurfactante formulado 

revelaram a viabilidade de aplicação sem a necessidade de purificação do 

produto. 

 Os testes de lavagem de composto hidrofóbico adsorvido em pedras 

marinhas com o biossurfactante formulado demonstraram a capacidade de 

desta biomolécula para aplicação na remoção de óleo.  

 Os testes de deslocamento (dispersão/agregação) de composto hidrofóbico 

em água do mar pelo biossurfactante formulado revelaram a viabilidade de 

aplicação desta biomolécula como biodispersante. 

 O biossurfactante produzido apresentou grande potencial de aplicação em 

processos de biorremediação de derrames de óleo em água do mar em 

ambientes marinhos. 
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