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Produção de biossurfactante em meio  
de baixo custo formulado com água do mar

O desenvolvimento de surfactantes biodegradáveis e menos tó-
xicos, como os microbianos, torna-se uma estratégia importante 
na obtenção de compostos compatíveis com o meio ambiente. 
Neste trabalho, a produção de biossurfactantes por Candida 
sphaerica foi estudada, utilizando-se um planejamento fatorial, 
para avaliar a influência dos componentes do meio: resíduo de 
refinaria de óleo vegetal, milhocina e água do mar na redução 
da tensão superficial. Menores valores de tensão (27 mN m-1) 
foram obtidos no ponto central do planejamento (meio contendo 
4% do resíduo, 4% de milhocina com 50% de água do mar). A 
cinética de crescimento do microrganismo demonstrou que a fase 
estacionária foi atingida nas primeiras 48 horas de cultivo. Os 
maiores índices de emulsificação foram observados em óleos de 
motor, milho e de algodão. Testes de estabilidade das emulsões, 
formadas sob diferentes temperaturas e na presença de NaCl, 
revelaram poucas variações sob condições ambientais específi-
cas, indicando o potencial de utilização do surfactante no meio 
ambiente e em diferentes indústrias. Os resultados indicam a 
viabilidade de produção de biossurfactantes potentes a partir de 
meio de baixo custo formulado com água do mar.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Candida sphaerica. 
Resíduos industriais.
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1	 Introdução

A poluição ambiental provocada por óleos 

e derivados de petróleo é um problema que atin-

ge proporções mundiais e, a cada ano, aumenta 

drasticamente (NITSCHKE; PASTORE, 2002). 

Um dos problemas associados à biodegradação de 

compostos hidrofóbicos, que incluem os hidrocar-

bonetos do petróleo, é sua ligação às partículas do 

solo e à pouca solubilidade de água que resulta em 

baixa biodisponibilidade para os microrganismos, 

o que pode retardar ou mesmo paralisar esse pro-

cesso. Um dos procedimentos mais investigados 

para a resolução desse problema consiste na utili-

zação de compostos surfactantes (VAN HAMME 

et al., 2006; COIMBRA et al., 2009).

A maioria dos surfactantes disponíveis é de-

rivada do petróleo. Entretanto, a nova legislação 

de proteção ao meio ambiente bem como a pro-

teção ambiental têm levado os consumidores a 

buscar os surfactantes naturais como alternativa 

aos produtos existentes (SARUBBO et al., 2006; 

RUFINO et al., 2007). 

Nesse contexto, destacam-se os produtos 

metabólicos de vários microrganismos, os cha-

mados biossurfactantes – compostos anfipáticos 

constituídos de uma porção hidrofóbica e outra 

hidrofílica – produzidos por bactérias, leveduras 

e fungos filamentosos que degradam substratos 

insolúveis em água, como hidrocarbonetos sóli-

dos e líquidos, por meio da produção de agen-

tes surfactantes que auxiliam a disponibilizar 

esses compostos à célula microbiana, por meio 

das emulsões formadas (LUNA et al., 2008). A 

porção polar é freqüentemente uma cadeia hi-

drocarbonada, enquanto a apolar pode ser iônica 

(aniônica ou catiônica), não-iônica ou anfotérica. 

Alguns exemplos de surfactantes iônicos utiliza-

dos comercialmente incluem ésteres sulfatados 

ou sulfatos de ácidos graxos (aniônicos) e sais de 

amônio quaternário (catiônico) (SINGH et al., 

2007; MARÍN, 1996). Em razão da presença 

de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na mesma 

molécula, os surfactantes tendem a distribuir-se 

nas interfaces entre fases fluidas, com diferen-

tes graus de polaridade óleo/água e água/óleo 

(DESAI, 1997; PEKDEMIR, 2004).  

A produção mundial de óleos e gorduras – 

75% derivados de plantas – é de 2,5 a 3 milhões/

ano, sendo a maioria usada na indústria alimen-

tícia, responsável por grandes quantidades de re-

síduos graxos de extração das sementes oleagino-

sas. O acúmulo desses resíduos tem aumentado a 

utilização desses materiais para a transformação 

microbiana (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). 

Nesse sentido, este trabalho foi desenvolvido 

com o objetivo de produzir agentes surfactantes 

de Candida sphaerica, utilizando meio de baixo 

custo para aplicá-lo como coadjuvante na redu-

ção da poluição ambiental provocada por com-

postos hidrofóbicos.

2	 Materiais e métodos

A Candida sphaerica (UCP 995), leve-

dura isolada do solo contaminado por chum-

bo do município de Belo Jardim (BRANDÃO, 

2001) e depositada no Banco de Culturas do 

Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais da 

Universidade Católica de Pernambuco, foi utili-

zada como microrganismo produtor de biossur-

factante. A cultura foi mantida a 5°C no meio 

Yeast Mold Agar (YMA), com a seguinte compo-

sição (p/v): extrato de levedura (0.3%), extrato 

de malte (0.3%), triptona (0.5%), D-glicose (1%) 

e ágar (5%). Repiques foram mensalmente reali-

zados para manter a viabilidade celular.

Dois resíduos industriais foram utilizados 

como substratos para a produção do biossurfac-

tante: resíduo da refinaria de óleo vegetal de soja, 

gentilmente cedido pela ASA Ltda., Recife-PE, 
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como substrato insolúvel, e a milhocina, subpro-

duto da fabricação do milho, gentilmente cedi-

da pela Corn Products do Brasil, Cabo de Santo 

Agostinho-PE, como solúvel.

A produção do biossurfactante foi realizada, 

utilizando-se o meio Yeast Salt Water (YSW), ini-

cialmente descrito por Vance-Harrop (2000). O 

meio base foi constituído por 1,1% de (NH4)2SO4 

; 2,04% de K3PO4 ; 0,4% de uréia; 50% de água 

do mar e 50% de água destilada, pH 5,0. Os 

substratos resíduo industrial e milhocina foram 

adicionados ao meio, de acordo com um planeja-

mento experimental. 

Inicialmente, realizou-se um planejamento 

fatorial completo 23 com 4 pontos centrais, com o 

objetivo de analisar os efeitos principais e intera-

ções das concentrações variáveis do resíduo indus-

trial, milhocina e água do mar, sobre a variável 

resposta tensão superficial. A matriz do planeja-

mento codificada (Tabela 1) e os valores das vari-

áveis independentes nos níveis -1 e +1 e no ponto 

central encontram-se especificados na Tabela 2. A 

análise dos resultados foi feita por meio do pro-

grama STATISTIC, versão 6.0 da Statsoft, USA. 

As fermentações para a produção do bios-

surfactante foram realizadas em frascos de 

Erlenmeyer, com 500 ml de capacidade contendo 

100 ml do meio de produção, incubados com 1 

% da suspensão celular contendo 105 células ml-1. 

Os frascos foram mantidos sob agitação orbital 

de 150 rpm, durante 144 horas, à temperatura de 

27ºC. Coletaram-se alíquotas de 4 mL, em du-

plicata, de 6 em 6 horas, nas primeiras 24 horas 

de cultivo e, em seguida, a cada 24 horas até o 

período de 144 horas, sendo posteriormente uti-

lizadas para atender às seguintes determinações: 

cinética de crescimento, determinação do pH e 

índice de  emulsificação. 

Para determinar a atividade de emulsificação, 

as amostras foram centrifugadas a 2000 g, duran-

te 20 minutos e, em seguida, analisadas segundo 

a metodologia proposta por Cooper e Goldenberg 

(1987), em que 1,0 ml de um hidrocarboneto (óleo 

de motor, óleo de milho, óleo de algodão e diesel) 

foi adicionado a 1,0 ml do líquido metabólico li-

vre de células, obtido após centrifugação em tu-

bos graduados e agitados em vortex, durante um 

minuto. A estabilidade da emulsão foi determina-

da após 24 horas, e o índice de emulsificação (E), 

calculado pela razão entre a altura da emulsão e a 

altura total, sendo o valor multiplicado por 100. 

Todas as análises foram realizadas em triplicata.

Tabela 1: Valores das variáveis independentes 
nos níveis -1 e +1 e no ponto central

NÍVEL
Resíduo 

industrial 
(%)

Milhocina 
(%)

Água do 
mar/Água 
destilada 

(v/v) 

-1 2 2 1:2

0 4 4 1:1

+1 6 6 2:1

Fonte: Os autores.

Tabela 2: Valores das variáveis independentes 
do planejamento fatorial nos níveis -1, +1 e 
no ponto central. Variável resposta: tensão 
superficial após 144 horas de cultivo

Condições Resíduo 
industrial Milhocina

Água 
do 

mar

Tensão 
super-
ficial 

(mN/m)

1 -1 -1 -1 37,86

2 +1 -1 -1 35,12

3 -1 +1 -1 41,02

4 +1 +1 -1 32,35

5 -1 -1 +1 36,18

6 +1 -1 +1 44,15

7 -1 +1 +1 47,30

8 +1 +1 +1 39,52

9 0 0 0 27,00

9 0 0 0 27,01

9 0 0 0 27,10

9 0 0 0 27,12

As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes 
valores: Resíduo industrial, 2% (-1) e 6% (+1); milhocina, 2% 
(-1) e 6% (+1); água do mar e água destilada 1:2 (-1) e 2:1 (+1). 
Os valores dos pontos centrais foram: Residuo industrial, 4%; 
milhocina 4%; água do mar e água destilada 1:1.
Fonte: Os autores.
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A estabilidade do biossurfactante produzido 

na condição selecionada a partir do planejamento 

fatorial foi avaliada pela determinação do índice de 

emulsificação do líquido metabólico livre de células 

ante diferentes temperaturas (5, 25 e 100ºC), por 10 

minutos, e diferentes concentrações de NaCl (2,5, 5 

e 10%). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A tensão superficial foi medida de acordo com 

a metodologia descrita por Kuyukina et al. (2005), 

em tensiômetro automático (Modelo Sigma 70, 

KSV Ltd., Finland), utilizando o anel de NUOY. 

3	 Resultados e discussão

A redução da tensão superficial é utilizada 

como um critério primário para selecionar mi-

crorganismos produtores de biossurfactantes, 

embora agentes emulsificantes e dispersantes 

não possuam, necessariamente, habilidade em 

reduzir a tensão superficial (YOUSSEF, 2004; 

SHEHEPHERD et al., 1995).

Nesse sentido, os ensaios realizados 
para a produção do agente surfactante por 
C. sphaerica foram avaliados com o auxílio 
de um planejamento fatorial completo de 23, 
com 4 repetições no ponto central, para ana-
lisar os principais efeitos e interações das va-
riáveis: concentração do resíduo industrial, 
milhocina e  água do mar, sobre a variável 
resposta tensão superficial. 

Os resíduos industriais têm despertado gran-

de interesse dos pesquisadores como alternativa 

não-convencional ao fornecimento de substratos 

de baixo custo à produção de biossurfactantes. 

Resíduos de destilaria (DUBEY; JUWARKAR, 

2001), soro de queijo (KOCH et al., 1991), melaço 

(PATEL; DESAI, 1997) e efluente de óleo de oliva 

(MERCADÈ et al., 1993), entre outros, têm sido 

descritos como substratos importantes para a pro-

dução desses compostos de origem microbiana. 

Os resultados obtidos demonstraram que a 

redução da tensão superficial foi observada na con-

dição do ponto central contendo 4% do resíduo in-

dustrial, 4% da milhocina, 50% água destilada e 

50% água do mar, uma vez que a tensão superficial 

da água foi reduzida de 70 mN m-1 para 27 mN m-1 

. O biossurfactante de C. sphaerica mostrou maior 

capacidade em reduzir a tensão do que os surfac-

tantes produzidos por C. lipolytica (32 mN m-1) 

(RUFINO et al., 2007), C. glabrata (31 mN m-1) 

(SARUBBO et al., 2006), C. antarctica (35 mN m-1) 

(ADAMCZAK; BEDNARSKI, 2000) e Yarrowia 

lipolytica (50 mN m-1) (AMARAL et al., 2006).  

Para Mulligan (2005), o biossurfactante produzido 

por Bacillus subtilis atuou na redução da tensão su-

perficial do meio de cultivo para 27mN/m.

A Figura 1 mostra a cinética de crescimen-

to do microrganismo de C. sphaerica cultivada 

em meio formulado com 50% de água destilada 

e 50% de água do mar contendo 4,0 % de resí-

duo de refinaria e 4,0 % de milhocina. A cinética 

demonstrou um perfil diaúxico, em que a fase es-

tacionária foi atingida nas primeiras 48 horas de 

cultivo. O pH aumentou nas primeiras 24 horas 

e, a partir desse ponto, permaneceu praticamen-

te estável até o final da fermentação. Sarubbo et 

al. (2006) também identificaram que as cinéticas 

de crescimento da C. glabrata demonstraram um 

perfil diáuxico, enquanto Rufino (2006) verificou 

que o início da fase exponencial de crescimento de 

C. lipolytica UCP0988 foi observado com 4 horas 

de cultivo, prolongando-se até as 40 horas de fer-

mentação. A presença de glicose nos cultivos foi 

um fator determinante na acidez do meio, pois em 

sua presença houve uma redução no pH que atin-

giu valores estáveis em torno de 3,0, no início da 

fase estacionária de crescimento.

Os maiores índices de emulsificação foram 

obtidos com óleo motor, de milho e de algodão, 

respectivamente (Figura 2). Esses resultados su-

gerem que a atividade de emulsificação depende 
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mais da afinidade com os substratos hidrocarbo-

nados, que envolve a interação direta com o pró-

prio hidrocarboneto, do que da tensão superficial 

do meio. Resultados similares foram obtidos com 

Rhodococcus cultivada em hidrocarbonetos (ABU-

RUWAIDA et al., 1991). Brown e colaboradores 

(1985) conseguiram resultados semelhantes com o 

índice de emulsificação do óleo de motor e o óleo de 

milho, com valores de 78% e 70%, respectivamen-

te, usando líquido metabólico produzido por uma 

bactéria aeróbia não identificada, denominada de 

isolado 1165. Estudos demonstraram que a ativida-

de emulsificante depende da afinidade do biossur-

factante com o substrato testado (THANOMSUB 

et al., 2004; URUM; PEKDEMIR, 2004). É impor-

tante ressaltar que o biossurfactante produzido nas 

condições estabelecidas neste trabalho demonstra 

aplicabilidade como agente surfactante, além de 

poder atuar como emulsificante.

Fatores ambientais como salinidade e tempe-

ratura influenciam na atividade e na estabilidade 

de um biossurfactante. Conseqüentemente, é de 

fundamental importância o estudo da influência 

desses parâmetros ao se considerar a possibilida-

de de aplicações específicas para esses compostos 

(MULLIGAN, 2005).

A estabilidade do biossurfactante foi avalia-

da no líquido metabólico livre de células, após 144 

horas de cultivo, quando submetido a diferentes 

temperaturas e concentrações crescentes de NaCl, 

em razão do índice de emulsificação.

A Figura 3 mostra a estabilidade das emul-

sões do biossurfactante ante diferentes temperatu-

ras (5º, 28º e 100ºC), demonstrando que sua capa-

cidade de emulsificação não foi alterada quando 

submetido a diferentes temperaturas.  Esses resul-

tados são semelhantes aos observados por Abu-

Ruwaida et al. (1991), que descreveram emulsões 

obtidas de um isolado bacteriano.  Além dos tes-

tes de temperatura, a estabilidade das emulsões 

do surfactante ante diferentes concentrações de 

NaCl também foi avaliada. Como mostra a Figura 

4, observou-se que o surfactante emulsificou bem 

os substratos testados, independentemente da 

concentração de NaCl a que foi submetido. Esses 

resultados estão de acordo com achados da litera-

tura que relatam a estabilidade dos biossurfactan-

tes a concentrações de 10% de NaCl, enquanto 

concentrações salinas de 2% a 3% são suficientes 

para inativar surfactantes convencionais.
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Figura 1: Cinética de crescimento e pH de 
Candida sphaerica durante o cultivo em meio 
contendo 4% de resíduo industrial e 4% de 
milhocina em água destilada e água do mar 
(1:1, v/v)
Fonte: Os autores.
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Figura 2: Capacidade de emulsificação de 
diferentes substratos oleosos do biossurfactante 
de Candida sphaerica cultivada em meio 
contendo 4% de resíduo industrial e 4% de 
milhocina em água destilada e água do mar 
(1:1, v/v)
Fonte: Os autores.
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4	 Considerações finais

Os resultados obtidos demonstram a capa-

cidade do microrganismo em se desenvolver em 

meio de baixo custo, formulado com água do mar, 

e em produzir um agente surfactante com capaci-

dade tensoativa e emulsificante, motivando estu-

dos futuros de aplicação do surfactante na remo-

ção de poluentes hidrofóbicos da água e do solo.
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Biosurfactant production  
in low-cost medium 

formulated with sea water 
The development of biodegradable and low 
toxicity surfactants, as the biosurfactants 
obtained by microbiological synthesis, is 
becoming a strategy in obtaining more com-
patible components with the environment. In 
this work, the production of biosurfactants by 
Candida sphaerica was studied using a factorial 
design. The influence of the following culture 
medium components, named vegetal oil refin-
ery residue, corn steep liquor and sea water on 
the surface tension reduction was evaluated. 
The best surface tension (27 mN m-1) was 
found in the central point of the experimental 
design (medium formulated with 4% refinery 
residue, 4% corn steep liquor and 50% of sea 
water). The growth kinetics demonstrated that 
the stationary phase was reached in the first 
48 hours of cultivation. Higher emulsification 
indexes had been observed with motor oil, 
corn oil and cotton oil. Stability tests of the 
emulsions submitted to different temperatures 
and in the presence of NaCl revealed few varia-
tions under the specific environmental condi-
tions studied, showing great potential of the 
surfactant to be used for environmental and 
industrial applications. The promising results 
obtained indicate the viability of powerful bio-
surfactants produced from low-cost medium 
based on sea water.

Key words: Biosurfactants. Candida sphaerica. 
Industrial residues.
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