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RESUMO 

 

A grande procura por surfactantes químicos no mercado tem aumentado o interesse em 

biossurfactantes, substâncias biodegradáveis produzidas por bactérias, leveduras e 

fungos. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar a produção de 

biossurfactante por cepa isolada de manguezal cearense, bem como avaliar as 

propriedades funcionais e aplicabilidade do produto formado. Os resultados mostraram 

que o biossurfactante produzido pela cepa ICA56, em meio mineral, foi capaz de 

reduzir a tensão superficial da água de 72 para 30 mN.m-1 e interfacial de um sistema 

água/gasolina de 15 para 3 mN.m-1, mostrando sua eficiência como tensoativo. O 

biossurfactante produzido foi capaz de produzir emulsão estável em algumas fontes 

hidrofóbicas, tais como, óleo de motor, óleo de soja, hexano e querosene. As 

propriedades emulsificante e tensoativas do bioproduto formado no cultivo da cepa 

ICA56 mostraram-se estáveis frente às variações de pH, temperatura e concentração 

salina, mostrando indícios de sua ampla aplicabilidade.  Outro resultado que comprova 

a eficiência do biossurfactante produzido é a sua concentração micelar crítica em torno 

de 25 mg.L-1. O biossurfactante produzido foi capaz de remover hidrocarbonetos e 

metais pesados em sistemas que simulavam ambientes contaminados, apresentando 

eficiência, quando comparado aos surfactantes químicos. Apesar da eficiência das 

propriedades funcionais e aplicabilidade do biossurfactante, a produção em meio 

mineral era em torno de 200 mg.L-1, sendo esta uma concentração razoável. Foram 

avaliadas duas alternativas para o aumento da produção de biossurfactante: a influência 

transferência de oxigênio em biorreator de bancada e a utilização de substratos não 

convencionais. A variação da agitação e aeração em biorreator de bancada não 

apresentou um resultado tão significativo, mostrando que a condição operacional de 200 

rpm de agitação e 1 L.min-1 de aeração foi a melhor, dentre as avaliadas, para a 

produção de biossurfactante. Já a utilização de substratos não convencionais mostrou-se 

como uma melhor alternativa para aumentar a produção, pois além de reduzir custos no 

processo, foram observados maiores rendimentos do que no meio sintético. Substratos 

como óleo de girassol e glicerol são apresentados como potenciais fontes de carbono 

para produção de biossurfactante pela cepa ICA56, obtendo concentrações de 870 mg.L-

1 e 1420 mg.L-1 do produto de interesse, na sua forma bruta, respectivamente. 

Palavras-chave: biossurfactante, bioremediação, toxicidade, substratos de baixo custo. 
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ABSTRACT 

 

The high demand for chemical surfactants in the worldwide market has increased the 

interest on biosurfactants, which are biodegradable substances produced by bacteria, 

yeasts and fungi. In this context, this work aims to study the biosurfactant production by 

a strain isolated from a Brazilian mangrove, as well evaluate its functional properties 

and applicability. The results has presented that the biosurfactant produced by strain 

ICA56, in mineral medium, was capable to reduce the surface tension of water from 72 

to 30 mN.m-1 and interfacial tension on a water/gasoline system from 15 to 3 mN.m-1, 

showing its efficiency as a tensoative. The biosurfactant was capable to produce stable 

emulsion on some hydrophobic sources, as motor oil, soybean oil, hexane and kerosene. 

The emulsifying and tensoative properties of the bioproduct formed on ICA56’s 

cultivation have showed some stability through the environmental variations of pH, 

temperature and saline concentration, presenting some evidences of its wide 

applicability. Another result which proves the efficiency for the biosurfactant produced 

is the critical micelle concentration around 25 mg.L-1. The biosurfactant produced was 

able to remove hydrocarbons and heavy metals in contaminated environments 

simulating systems, presenting efficiency when it’s compared to chemical surfactants. 

Despite the efficiency of the functional properties and applicability of the biosurfactant, 

the production in mineral medium was around 200 mg.L-1, which is a reasonable 

concentration. So, it was evaluated 2 alternatives in order to increase the biosurfactant 

production: the influence of oxygen transfer and the use of unconventional substrates. 

The variation of agitation and aeration in bioreactor didn’t seemed to present such a 

significant result, showing that the operational condition of 200 rpm for agitation and 1 

L.min-1 for aeration was the best among the tested conditions for biosurfactant 

production. However, the use of unconventional substrates proved to be a better 

alternative in order to increase the biosurfactant production, as well as reducing costs in 

the process, as higher yields were observed in comparison to mineral medium. 

Substrates such as sunflower oil and glycerol are presented as potential carbon sources 

for biosurfactant production by strain ICA56, obtaining concentrations of 870 mg.L-1 

and 1420 mg.L-1 of the product of interest, in its raw form, respectively. 

Keywords: biosurfactant, bioremediation, toxicity, low cost substrates. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Aproximadamente 40% da fonte energética brasileira é de origem 

petrolífera, mostrando assim a atual dependência dessa fonte energética. Essa 

dependência em relação ao petróleo é acompanhada de riscos, já que os constituintes do 

petróleo são compostos orgânicos altamente poluentes que podem causar sérios danos 

ao ambiente, durante seu processo produtivo, refino, transporte e armazenamento e 

distribuição de derivados. Estão envolvidos riscos de derramamentos acidentais, que 

podem ser minimizados, mas não totalmente eliminados (CRAPEZ et al. 2002). 

Derramamentos de petróleo e seus derivados resultam na contaminação dos 

oceanos e nos ecossitemas relacionados. Por exemplo, o derramamento de petróleo na 

Baía de San Francisco ocorrido em 2007, onde o vazamento de 58 mil galões de 

petróleo se estendeu fora da baía até além da ponte Golden Gate, ameaçou diretamente a 

sobrevivência de gaivotas, focas e outros animais que vivem no local (CRUZ, 2012). 

Os hidrocarbonetos constituintes do petróleo apresentam grandes riscos 

ambientais, sendo que estes riscos são potencializados se houver concentrações 

consideráveis de metais nos efluentes petrolíferos. As contaminações por 

hidrocarbonetos e metais são grandes preocupações ambientais, mas poucas tecnologias 

são capazes de amenizar os efeitos destes dois contaminantes, simultaneamente. Íons 

metálicos não são biodegradáveis e apresentam elevada toxicidade (MULLINGAN et 

al. 1999). 

Uma das medidas mais utilizadas na contenção de manchas de óleo nos 

oceanos consiste na utilização de agentes dispersantes. Os dispersantes de óleo 

utilizados em processo de remediação são constituídos de uma mistura de surfactantes 

sintéticos, solventes orgânicos e alguns aditivos. A aplicação destes dispersantes 

minimizam os efeitos causados pelos hirocarbonetos que constituem o petróleo, 

entretanto estas substâncais acabam acarretando outros problemas ao ecosistema 

marinho, devido sua elevada toxicidade e baixa, ou nenhuma, biodegradabilidade 

(RUFINO et al. 2013). 

Recentemente têm-se dado grande ênfase aos impactos ambientais causados 

pelos surfactantes químicos, principalmente devido sua elevada toxicidade e dificuldade 
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em ser biodegradado no meio ambiente. Com o crescimento da preocupação ambiental, 

o desenvolvimento da biotecnologia e adoção de leis ambientais extremamente rígidas, 

têm conduzido os biossurfactantes como uma potencial alternativa aos surfactantes 

químicos ou sintéticos, derivados do petróleo (HENKEL et al. 2012). 

Biossurfactantes, ou surfactantes microbiológicos, constituem uma série de 

espécies químicas com propriedades tensoativas similares aos surfactantes químicos. 

São produzidos extracelularmente ou como parte da membrana celular de bactérias, 

leveduras e fungos.  Os biossurfactantes apresentam algumas vantagens em relação aos 

surfactantes químicos: baixa toxidade, aceitabilidade ambiental, biodegradabilidade no 

solo e na água, possibilidade de produção por fontes renováveis, além de tolerância à 

condições extremas de temperatura, pH e força iônica, e serem biodegradáveis no solo e 

na água (AL-WAHAIBI et al. 2013). Os biossurfactantes são mais eficientes do que os 

surfactantes sintéticos, pois produzem menor tensão superficial em menores 

concentrações de tensoativo (PERREIRA et al. 2013). 

O potencial de aplicação dos biossurfactantes, produzidos a partir de micro-

organismos, é baseado em suas propriedades funcionais, que incluem emulsificação, 

separação, umedecimento, solubilização, demulsificação, inibição de corrosão, agente 

quelante, redução de viscosidade de líquidos e redução da tensão superficial. Estas 

propriedades funcionais de cada biossurfactante  podem variar dependendo do meio de 

cultivo e micro-organismo utilizados, bem como das condições operacionais, tais como 

pH, temperatura, agitação e aeração do sistema reacional. A aplicabilidade de 

biossurfactantes pode ser observada em diversos campos, como: agricultura, construção, 

indústrias alimentícias, de bebidas, papel, metal, têxtil, farmacêuticas e de 

cosméticos,entretanto a indústria petrolífera é apresentada como um dos principais 

mercados de interesse dos biossurfactantes (AL-BHARY et al. 2013, REIS et al. 2013). 

Apesar de estas moléculas serem apresentadas como promissora para 

diversas aplicações industriais, devido suas características funcionais e vantagens, sua 

produção em escala industrial é dificultada pelo elevado custo de produção A 

viabilidade da utilização de biossurfactantes em larga escala depende diretamente do 

desenvolvimento de processos mais baratos e que possam utilizar materiais renováveis e 

de baixo custo. Dois principais gargalos podem ser apontados como fatores que afetam 

o custo da produção: o meio de cultivo e a purificação desta biomolécula, que 

equivalentem a aproximadamente 30% e 60% dos custos do processo de produção, 
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respectivamente. Estudos que visem à redução nos custos de produção de 

biossurfactantes são tidos como promissores, e estes estudos incluem principalmente a 

utilização substratos de baixo custo, como resíduos indutriais, bem como a redução e a 

otimização de etapas de purificação (MAKKAR et al. 2011; RAMKRISHNA, 2010). 

A bioconversão de resíduos em produtos de elevado valor agregado 

apresentam um novo fluxo de produtos para o setor industrial, com o diferencial de 

serem descartados em alguns processos e serem utilizados como matéria-prima em 

outros. Uma variedade de subprodutos ou resíduos, que incluem derivados de óleos 

vegetais, resíduos de amido, resíduos de destilaria de óleos e substâncias lácteas tem 

sido utilizados na produção de biossurfactantes (REIS et al. 2013). 

Neste contexto, os objetivos detes estudo visam à avaliação da produção de 

biossurfactante pela cepa ICA56, isolada de manguezal no município de Icapuí (CE), 

bem como estudar as propriedades funcionais deste bioproduto formado, e analisar o 

seu potencial de aplicabilidade na remoção de contaminantes, como hidrocarbonetos e 

metais pesados. Este trabalho também tem como objetivo estudar possibilidades de 

otimizar a produção do biossurfactante, com uma redução nos custos do processo, como 

a utilização de resíduos industriais como substrato. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Impactos ambientais da indúsria petrolífera 

 

A necessidade por energia teve seus principais primórdios na Revolução 

Industrial, onde se iniciaram a obtenção de energia baseada no uso intensivo de 

combustíveis fósseis, com o carvão mineral e petróleo, fatos que podem ser refletidos 

até a contemporaneidade.  

Atualmente, combustíveis fósseis constituem a principal fonte de energia, 

servindo também como base para fabricação dos mais variados produtos, dentre os 

quais se destacam benzinas, óleo diesel, gasolina, alcatrão, polímeros plásticos e até 

mesmo medicamentos. O Brasil possui um grande número de bacias sedimentares, onde 

muitas delas se constituem em reservatórios de petróleo, distribuídas tanto na área 

continental, onshore, como na marítima, offshore, sendo que mais de 70% do petróleo 

produzido no país é oriundo de poços localizados na plataforma continental. 

Aproximadamente 40% da fonte energética brasileira é de origem petrolífera, 

mostrando assim a atual dependência dessa fonte energética (CRUZ, 2012). 

O petróleo consiste, basicamente, de uma mistura de hidrocarbonetos, 

parafínicos, naftênicos e aromáticos, com certa quantidade de elementos metálicos e 

metalóides, principalmente na forma de compostos organometálicos ou de dispersão de 

colóides inorgânicos (DALEMOUNT et al. 1961). 

Essa dependência em relação ao petróleo é acompanhada de riscos, já que os 

constituintes do petróleo são compostos orgânicos altamente poluentes que podem 

causar sérios danos ao ambiente, durante seu processo produtivo, refino, transporte e 

armazenamento e distribuição de derivados. Estão envolvidos riscos de derramamentos 

acidentais, que podem ser minimizados, mas não totalmente eliminados (CRAPEZ et al. 

2002).  

Grande parte da produção petrolífera brasileira provém de plataformas 

marítimas, e isso torna a região costeira bastante vulnerável a acidentes. O Braasil 

apresenta uma zona costeira litorânea de aproximadamente 8.500 km. A causa de 
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derramamentos acidentais de petróleo, e seus derivados, em regiões marítimas estão 

relacionados ao envelhecimento ou falha de equipamentos (quebras de canalização), 

desastres naturais (furacões e inundações) ou erros humanos (CRUZ, 2012). A Tabela 1 

apresenta os maiores vazamentos de petróleo no mundo em oceanos. 

 

Tabela 1 – Principais vazamentos de petróleo no mundo. 

Ano País Volume derramado (milhões de toneladas) 

2010 EUA 597 

1979 Mexico 476 

1979 Trindad-Tobago 287 

1983 Irã 272 

1991 Angola 260 

1983 África do Sul 252 

       Fonte: BBC News (www.bbc.co.uk/portuguese, 2011). 

 

A Figura 1 apresenta uma imagem do derramamento de petróleo nos EUA 

em 1989 causada pelo navio “Exxon Valdez”. Apesar deste acidente não ter gerado 

grandes volumes de óleo derramado no mar (37 milhões de toneladas), quando 

comparado aos da Tabela 1, este foi um dos acidentes mais desastrosos ocasionados 

pela indústria petrolíofera. De acordo com as estimativas, morreram 250.000 pássaros 

marinhos, 2.800 lontras marinhas, 250 águias e 22 orcas, além da perda de bilhões de 

ovos de salmão, causando um desequilíbrio no ecossistema local e possivelmente no 

global. A Figura 2 mostra uma espécie de ave atingida por derramamento de petróleo na 

Baía de San Francisco ocorrido em 2007, onde o vazamento de 58 mil galões de 

petróleo se estendeu fora da baía até além da ponte Golden Gate, ameaça a 

sobrevivência de gaivotas, focas e outros animais que vivem no local. 
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Figura 1 – Derramamento de petróleo nos EUA, causado pelo 

navio Exxon Valdez da ExxonMobil em 1989. 

 

Fonte: www.ciencia.hsw.uol.com.br, 2010. 

 

Figura 2 – Espécie de ave atingida por derramamento 

de petróleo na Baía de San Francisco em 2007.  

 

Fonte: www.ciencia.hsw.uol.com.br, 2010. 

 

Tais desastres mostraram como o petróleo é danoso ao ambiente marinho, 

mas eles também serviram para o desenvolvimento de técnicas para lidar com os 

derrames acidentais – chamados de marés negras no mar e nas praias. Essas técnicas 
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incluem, em geral, métodos físicos e químicos, como barreira de contenção, aparelhos 

de sucção, jatos d’água para dispersar o óleo, materiais absorventes, formadores de gel, 

precipitantes e dispersantes químicos (CRAPEZ et al. 2002). 

Os hidrocarbonetos constituintes do petróleo apresentam grandes riscos 

ambientais, sendo que estes riscos são potencializados se houver concentrações 

consideráveis de metais nos efluentes petrolíferos. 

Metais estão naturalmente presentes no petróleo, podendo ter sido originado 

do material vegetal que deu origem ao óleo, ou de rochas ou solo nas proximidades de 

onde foi originado. Metais pesados são encontrados em pequenas doses naturalmente, 

sendo outros indispensáveis, pois são elementos traços constituintes de enzimas. 

Todavia, se o meio estiver com elevadas doses destes metais, animais e vegetais irão 

absorvê-los, gerando intoxicação. Geralmente, o limite de toxicidade de um metal é 

tanto mais baixo quanto menos útil ao organismo este metal for (SANTANA, 2008). 

Segundo Barros (2001), bioquimicamente, o mecanismo de ação dos metais 

pesados é devido à elevada afinidade dos cátions por enxofre presentes nas enzimas que 

controlam a velocidade das reações metabólicas críticas no corpo humano. Estes metais 

atacam estas enzimas afetando sua atividade enzimática. A exposição a estes metais em 

águas subterrâneas, pode causar sérios danos, pois estes poluentes se acumulam em 

animais, plantas e seres humanos. Este acúmulo pode gerar alterações em plantas e 

animais.  

As fontes de metais pesados incluem: aerosóis de combustíveis industriais e 

urbanos, operações de refino, incineração, atividade de mineração e efluentes industriais 

e agrícolas. 

Diversas rotas são fontes de introdução desses elementos nas frações de 

petróleo e produtos derivados. Por exemplo, durante o processo de destilação do óleo 

cru, onde os compostos organometálicos mais voláteis são transferidos para as suas 

frações mais leves A corrosão também pode contribuir na introdução de elementos 

metálicos nos derivados do petróleo, pois durante longo tempo de estocagem ou 

processamento, alguns desses elementos podem ser introduzidos como contaminantes 

devido à corrosão de tanques e equipamentos. Segundo Dalemount et al. (1961), um 

exemplo típico é a presença de vanádio e níquel, que podem estar na forma de 
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complexos organometálicos. Complexos semelhantes dos elementos ferro, cobre, zinco, 

cobalto, mercúrio e cromo também são encontrados na composição do petróleo.  

O desempenho de combustíveis, tais como diesel, gasolina e querosene de 

aviação, é altamente afetado devido à presença de espécies metálicas. No caso do óleo 

diesel, a presença de espécies químicas contendo Cu, Fe, Ni, entre outros, pode 

ocasionar a catálise de reações de oxidação que diminui o seu desempenho como 

combustível. Em unidades de refino ou de craqueamento catalítico, vanádio, níquel, 

ferro e cobre presentes no óleo combustível agem como catalisadores tóxicos 

(DALEMOUNT et al. 1961).  

O derramamento de petróleo e seus derivados em ambientes marinhos é 

atualmente um dos principais problemas ambientais. Os hidrocarbonetos constituintes 

do petróleo já apresentam por si grandes riscos ambientais, sendo que estes riscos 

podem ser potencializados se houver concentrações consideráveis de metais pesados nos 

efluentes petrolíferos. Poucas tecnologias são capazes de amenizar os efeitos destes dois 

contaminantes, simultaneamente. Íons metálicos não são biodegradáveis e apresentam 

elevada toxicidade. Assim, a remediação de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e 

metais é apresentada como uma grande preocupação ambiental (MULLINGAN et al. 

1999). 

 

2.2 Técnicas de contenção para vazamentos de óleo. 

 

Existem diversas tecnologias que podem ser utilizadas com o objetivo de 

redução dos efeitos danoso causados por derramamentos de petróleo, e a escolha da 

técnica é crucial para minimização dos impactos ambientais gerados (THAVASI et al. 

2011). 

Segundo Ferrão (2010), a técnica mais comum é a utilização de barreiras 

constituidas de materiais sorventes polimétricos com propriedades de elevada 

resistência mecânica e fisico-química. Estas barreiras atuam bloqueando ou mesmo 

direceionando a mancha de petróleo para localidades que possam ser menos danosas e 

com maior facilidade de recolhimento, além da possibilidade de utilização na proteção 
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de locais estratégicos, evitando que a mancha possa atingir áreas de interesse 

socioeconômico ou ecológico. 

Outra técnica consiste na utilização de skimmers. São dispositivos de sucção 

que atuam removendo o óleo que fica alocado na superfície da água. Entretanto esta 

técnica não é muito eficiente, pois existe a tendência natural do óleo de espalhar no 

oceano, de acordo com a atuação dos ventos, ondas e corrente marinha (FERRÃO, 

2010). 

Já a queima in-situ consiste no processo de combustão do óleo derramado 

no mar no local ou nas proximidades. Esta metodologia é dificultada por alguns fatores 

como o perigo da fonte de ignição de queima e a formação de resíduos tóxicos, além de 

questões de segurança. Apesar de ainda não ser regulamentando no Brasil ainda, esta 

técnica de contenção é amplamente utilizada no Canadá, EUA, Inglaterra e Suécia 

(FERRÃO, 2010). 

A técnica de biorremediação pode ser considerada como uma alternativa 

promissora e ecologicamente adequada na redução dos impactos ambientais gerados por 

derramamento de petróleo e derivados. São utilizados micro-organismos ou metabólitos 

microbianos que visem reduzir a concentração ou toxicidade de algum poluente (ROSA, 

2001). Esta técnica tem recebido bastante notoriedade e tem se mostrado como uma 

alternativa viável para o tratamento de ambientes contaminados, tais como águas 

subterrâneas e solos, além de resíduos e efluentes industriais (THAVASI et al. 2011). 

A desvantagem desta técnica está relacionada ao longo tempo de resposta 

que torna ncessária a adição de mecanismos que possam acelerar este processo, como 

por exemplo, a utilização de surfactantes. 

Os efeitos positivos da utilização de surfactantes incluem: aumento da 

solubilidade dos hidrocarbonetos na fase líquida, dessorção deos hidrocarbonetos e 

metais pesados sorvidos no solo e a facilidade de difusão de hidrocarbonetos da fase 

sólida para a líquida, aumentando então a biodisponibilidade do óleo para ação dos 

micro-organismos degradadores de petróleo (MILLIOLI, 2009; CRUZ, 2012). 
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2.3 Surfactantes químicos 

 

Surfactantes são espécies químicas que so serem adicionadas aos líquidos 

aumentam a sua capacidade de espalhamento e umectação através da redução da tensão 

superficial. A classificação como tensoativo se refere a estes compostos apresentarem a 

característica de reduzirem a tensão superficial e interfacial de líquidos (ROCHA, 

2007).   

São moléculas afinpáticas, ou seja, sua estrutura molecular apresenta uma 

região hidrofílica (polar) e outra hidrofóbica (apolar), o que lhe atribuem a propriedade 

de se distribuírem nas interfaces entre fases de fluidos com diferentes graus de 

polaridade, como sistemas água/óleo ou óleo/água. A porção apolar da molécula pode 

ser iônica (catiônica ou aniônica), não iônica ou anfótera (DESAI & BANAT, 1997). Se 

forem adicionados a líquidos imiscíveis, como em um sistema óleo/água, tendem a se 

acumular na interface entre duas fases, causando a redução da tensão interfacial desse 

sistema. A Figura 3 apresenta a estrutura molecular de Dodecil sulfato de sódio (SDS) e 

Triton X-100 que são surfactantes químicos amplamente utilizados industrialmente.  

 

Figura 3 - Estruturas da molécula de SDS (A), um surfactante 

químico do tipo aniônico, e do Triton X-100 (B), do tipo não iônico. 

  

Fonte: Van Hamme et al. 2006. 
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As moléculas de surfactantes existem como monômeros em concentrações 

muito diluidas, entretanto quando sua concentração excede um determinado valor 

(Concentração Micelar Crítica, CMC), estes monômeros se associam espontaneamente 

gerando agregados de dimensões coloidais, as chamadas micelas. Esta característica de 

agregar os monômeros de surfactante é justificada pelas caracatrísticas fisico-química 

estrutura molecular destas espécies químicas (MILLIOLO, 2009). As micelas estão em 

equilíbrio dinâmico com os monômeros dissolvidos do surfactante, que permanecem em 

uma concentração aproximadamente constante após a CMC ter sido alcançada 

(FENDLER & TUNDO, 1984). Esta associação em agregados ocorre principalmente na 

presença dde água ou solvente polar, sendo a estrutura final destes agregados 

supramoleculares classificadas como microscopicamente ordenada (PACWA-

PŁOCINICZAK et al. 2011). A Figura 4 apresenta a estrutura da organização das 

micelas de um surfactante. 

 

Figura 4 - Estrutura de organização das moléculas de tensoativos 

como micelas. 

 

Fonte: Nitschke, Ferraz & Pastore, 2004. 

 

Quando a CMC é atingida, formam-se várias micelas e o valor da tensão 

superficial não sofre mais alteração (WITTCOTT e REBBEN, 1980). A eficiência de 

um surfactante está relacionada a uma baixa CMC, pois assim pouca quantidade de 

material do surfactante é necessária para se obter aplicabilidade de suas propriedades 

funcionais (MAKKAR et al. 2011).  



29 

 

As reduções de tensões superficial e interfacial  estão correlacionadas com a  

concentração de surfactante até o momento em que CMC é alcançada. Um eficiente 

surfactante é capaz de reduzir a tensão superficial da água de 72 para 35 mN.m-1 e a 

tensão interfacial entre a água  e n-hexadecano de 40 para 1 mN.m-1, além de apresentar 

baixa concentração micelar crítica (MULLIGAN, 2005).  

Estas características funcionais dos surfactantes os enquadram em 

aplicações em diversos setores industriais, dentre eles na receuperação de petróleo e 

tratamento de resíduos oleosos, indústria farmacêutica, de alimentos e mineração 

(FIECHTER, 1992). 

Apesar da vasta aplicabilidade, a indústria petrolífera é o maior mercado 

para os surfactantes. São utilizados diretamente na produção dos derivados do petróleo 

ou são incorporados nas formulações de óleos lubrificantes (DYKE et al. 1991). Outro 

uso está relacionado com o potencial de recuperação de derivados de petróleo na 

limpeza de tanques, preparo de misturas óleo-álcool para combustíveis e dispersão de 

óleos derramados em ecossistemas aquáticos (LIMA, 1996).   

A indústria petrolífera utiliza amplamente surfactantes químicos na 

formulação de dispersantes, que são utilizados em casos de vazamento de petróleo nos 

oceanos (RUFINO et al. 2013). 

Dispersantes químicos são substâncias de natureza orgânica utilizados com  

a finalidadede reduzir a tensão superficial entre o óleo e a água, aumentando a 

superfície de contato entre os mesmos, através da formação de gotas de óleo no meio 

aquoso (CRUZ, 2012). Além dos surfactantes, os dispersantes também são constituídos 

por solventes orgânicos (na proporção de 1:15 a 1:25 do surfactante na CMC para 

solvente orgânico). A Figura 5 apresenta o mecanismo de ação dos dispersantes em 

oceanos contaminados com petróleo. 
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Figura 5 - Mecanismo de ação dos dispersantes em ambientes marítimos 

contaminados com óleo - A) Aplicação do dispersante químico na mancha 

de óleo; B) O solvente ocasiona a interação do surfactante com o óleo; C) 

As moléculas de surfactante migram para a interface óleo/água, reduzindo 

a tensão superficial; D) As gotículas de óleo são circundadas pelas 

estruturas micelares dos surfactantes, estabilizando a dispersão, o que 

ajuda a promover uma rápida diluição pelo movimento da água; E) As 

gotas dispersam por mistura turbulenta deixando apenas uma fina camada 

do óleo na superfície. 

 

Fonte: Cruz, 2012. 

 

A utilização destes dispersantes tem sido amplamente difundida desde a 

década de setenta. A decisão do uso de dispersantes em um vazamento de óleo depende 

da quantidade e do tipo do óleo ou produto derramado, da distância da costa, da 

presença de organismos sensíveis, das condições climáticas, das correntes marítimas e 

dos tipos de dispersantes disponíveis no mercado (CRUZ, 2012).  

Apesar de estes dispersantes minimizarem os efeitos danosos causados por 

vazamento de óleo, estas substâncias acarretam outro problema, pois a maioria é tóxica 

e de difícil degradação.  
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A utilização de surfactantes químicos depende da regulamentação ambiental 

de cada país. No Brasil, a Resolução CONAMA N°269/2000 regulamenta o uso de 

dispersantes químicos em derrames de óleo no mar e restringe sua aplicação a uma 

distância menor que 2.000 m da costa. 

Maior parte dos surfactantes comercializados é sintetizada a partir de 

derivados do petróleo, o que lhes concede uma grande desvantagem de sua utilização, 

tendo em vista a preocupação ambiental entre o mercado consumidor, associado a novas 

legislações de controle ambiental (HENKEL et al. 2012). Estes surfactantes sintéticos 

são prejudiciais ao meio ambiente, pois apresentam considerável toxidade e não são 

biodegradáveis. 

Tal fato tem gerado interesse em uma classe de compostos que apresentam 

as mesmas características destes tensoativos sintéticos: os biossurfactantes, ou 

surfactantes naturias. Esta classe de composto, de origem microbiana, apresenta a 

vantagem de terem baixa toxidade, aceitabilidade ambiental e a possibilidade de 

produção por fontes renováveis, além de tolerância a temperatura, pH e força iônica, e 

serem biodegradáveis no solo e na água (MAKKAR et al. 2011).  

 

2.4 Biossurfactantes 

 

Biossurfactantes constituem uma série de espécies químicas com 

propriedades funcionais similares aos surfactantes químicos (SINGH et al. 2007; 

DEVELTER & LAURYSSEM, 2010; FRANZETTI et al,. 2010). São produzidos 

extracelulares ou como parte da membrana celular de bactérias, leveduras e fungos. 

Apresentam algumas vantagens em relação aos surfactantes sintéticos: baixa toxidade, 

aceitabilidade ambiental e a possibilidade de produção por fontes renováveis, além de 

tolerância a temperatura, pH e força iônica, e serem biodegradáveis no solo e na água 

(MAKKAR et al. 2011). Estas vantagens dos biossurfactantes permitem seu 

enquadramento em uma gama de aplicações industriais, entretanto os altos custos de 

produção associados a métodos ineficientes de recuperação e purificação não permitem 

a sua utilização em larga escala (REIS et al. 213). Estudos que visem à redução nos 

custos de produção de biossurfactantes são tidos como promissores, e estes estudos 
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incluem principalmente a utilização substratos de baixo custo, como resíduos indutriais, 

bem como a redução e a otimização de etapas de purificação (MAKKAR et al. 2011). 

 

2.4.1 Classificação química dos biossurfactantes 

 

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, que são classificados de acordo 

com a carga iônica presente na região polar da molécula, os biossurfactantes são 

classificado de acordo com a natureza bioquímica da molécula ou com a espécie 

microbiana produtora. A maioria dos biossurfactantes é aniônica ou neutra (PACWA-

PŁOCINICZAK et al. 2011). 

As principais classes de biossurfactantes incluem: glicolipídeos, 

lipopeotídeos e lipoproterínas, ácidos graxos, fosfolipídeos e biossurfactantes 

poliméricos (RAMKRISHNA, 2010). 

Segundo Banat et al. (2010), os glicolipídeos constituem a classe de 

biossurfactantes mais conhecidos. São carboidratos do tipo mono, di, tri e 

tetrassacarídeo constituidos de glicose, manose, galactose, ácido glicurônico, rhamnose 

e sulfato de galactose combinados com longas cadeias de ácidos alifáticos ou 

hidroxialifáticos. Dentre os biossurfactantes glicolipídeos estão ramnolipídeos, 

trealilipídeos, soforolipídeos e mannosileritol lipídeos. O grau de polaridade destes 

biossurfactantes depende do hidrocarboneto utilizado como substrato (BOGNOLO, 

1999). São utilizados na dispersão e degradação de diferentes classes de 

hidrocarbonetos, emulsificante de óleos vegetais e remoção de metais pesados de solo 

contaminado (PACWA-PŁOCINICZAK et al. 2011).  

Os biossurfactantes do tipo lipopeptídeos e lipoproteína têm recebido 

destaque devido suas elevadas atividades superficiais e potencial antibiótico. Estes 

biossurfactantes são relatados como antibióticos, antivirais, imunomoduladores e 

inibidores de toxinas específicas (REIS et al. 2013). Normalmente apresentam elevada 

massa molar e são solúveis em água (BOGNOLO, 1999). Neste grupo destacam-se 

surfactina, subtilisina, gramicidina e iturina. Dentre suas aplicações ainda se pode 

mencionar remoção de metais pesados, solubilizante de hidrocarbonetos em água e 

emulsificante de hidrocarbonetos e óleos vegetais (AL-WAHAIBI et al. 2013). 

Os ácidos graxos que apresentam características biossurfactantes são 

produzidos por algumas bactérias e leveduras, quando n-alcanos são utilizados como 



33 

 

substrato (DESAI & BANAT, 1997). São constituídos de moléculas de ácidos graxos 

saturados em cadeias variando de 12 a 14 átomos de carbono e grupos hidroxila 

(RAMKRISHNA, 2010). Nesta categoria destacam-se os ácidos ustálgico e 

corinomicólico (BOGNOLO, 1999). Apresentam potencial para aplicações como 

emulsificante, agente quelante, sequestrante de metais e dispersante de corantes 

hidrofóbicos (PACWA-PŁOCINICZAK et al. 2011). 

Os biossurfactantes do tipo fosfolipídeos fazem parte da membrana celular 

de alguns micro-organismos e são constituídos de uma molécula de glicerol ligada a 

duas moléculas de ácido graxos por uma ligação éster (RAMKRISHNA, 2010). A 

produção de fosfolipídeos é afetada diretamente pelas condições de cultivo, bem como 

pelo substrato utilizado, assim diferentes tipos de biossurfactantes podem ser 

sintetizados (DESAI & BANAT, 1997). Os principais fosfolipídeos são fosfatidiliositol, 

fosfatildiglicerol e ácido fosfatídico. Suas principais aplicações incluem emulsificante, 

agente quelante e solubilizante de hidrocarbonetos (PACWA-PŁOCINICZAK et al. 

2011). 

Os biossurfactantes poliméricos são polímeros de elevado peso molecular 

com alta viscosidade. Apresentam elevados índices e emulsificação mesmo em baixas 

concentrações (0,001 a 0,01%). Os principais biossurfactantes poliméricos são emulsan, 

liposan, alasan, mannoproteína e biodispersan (PACWA-PŁOCINICZAK et al. 2011). 

A principal aplicação desta classe de biossurfactantes é como agente estabilizante de 

emulsões água/hidrocarbonetos. Emulsan é um dos mais poderosos estabilizantes tanto 

de emulsão como de micremulões (RAMKRISHNA, 2010).   

 

2.4.2 Micro-organismos produtores de biossurfactantes 

 

Uma grande variedade de micro-organismos (Tabela 2) é capaz de produzir 

micro-organismos com diferentes estruturas moleculares, mas com algumas 

propriedades comuns.  
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Tabela 2 – Tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores. 

Tipo de biossurfactante Micro-organismo 

Glicolipídeos  

- Ramnolipídeos  Pseudomonas aeruginosa 

- Soforolipídeos Torulopsis bombicola; Torulopsis apícola 

- Trealolipídeos   Rhodococcus erythropolis 

Lipopeptídeos e lipoproteínas  

-Surfactina Bacillus subtilis; Bacillus pumilus 

- Liquenisina; kurstakina Bacilus licheniformis 

- Iturina; fengicina Bacillus subtilis 

- Polimixina Bacillus polymyxa 

- Gramicidina Bacillus brevis 

- Serravetina Serratia marcescens 

- Peptídeo-Lipídeo Bacillus thuringiensis kurstaki 

Ácidos graxos, lipídeos neutros e fosfolipídeos 

- Ácidos Graxos   Corynebacterium lepus 

- Lipídeos Neutros   Nocardia erythoropolis 

- Fosfolipídeos   Thiobacillus thiooxidans 

Biossurfactantes poliméricos  

- Emulsan    Acinetobacter calcoaceticus 

- Biodispersan    Acinetobacter calcoaceticus 

- Liposan   Candida lipolytica 

Fonte: Slivinski, 2012; Nitschke e Pastore, 2002. 
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Apesar do potencial de produção ser determinado pela genética da espécie 

microbiana, os fatores ambientais e a natureza do substrato também pode influenciar o 

nível de expressão (SOBRINHO, 2007).  

É importante salientar que a produção biossurfactantes normalmente está 

associada a uma mistura de homólogos, cuja composição depende da cepa utilizada, das 

condições de cultivo e substrato. Da mesma maneira que a sua composição pode variar, 

as propriedades físico-químicas dos biossurfactantes também são bastante variáveis e 

dependem diretamente da composição da mistura de homólogos (KRIEGER et al. 

2009).  

Dentre a gama de biossurfactantes e micro-organismos produtores, destaca-

se a produção de lipopeptídeos. Estes biossurfactantes são produzidos, em sua maior 

parte, por bactérias do gênero Bacillus, e são apontados como um dos biossurfactantes 

mais eficientes e de maior interesse comercial (REIS et al. 2013). 

 

2.4.3 Biossurfactantes do tipo lipopeptídeos 

 

Os lipopeptídeos são moléculas são constituídas de ácidos graxos associados 

a aminoácidos. A região peptídica da molécula pode apresentar características 

eletrostáticas neutras ou aniônicas e os aminoácidos estão normalmente associados em 

uma estrutura cíclica. Esses peptídeos normalmente são apresentados na forma de 

misturas de espécies químicas semelhantes, e podem apresentar pequenas diferenças 

entre si na sua composição de aminoácidos e/ou na sua região lipídica 

(RAMKRISHNA, 2010; HATHOUT et al. 2000; MAIER, 2003). 

Existe uma grande diversidade de lipopeptídeos na natureza, bem como dos 

seus micro-organismos produtores, contudo o gênero Bacillus se destaca por ser o grupo 

responsável pela produção de boa parte dos lipopeptídeos conhecidos atualmente (REIS 

et al. 2013).  

Segundo Jacques (2011), os lipopeptídeos mais conhecidos são divididos 

em três famílias: surfactina, iturina e fengicina. Já as famílias dos lipopeptídeos 

subdivide-se em isoformas, que diferem na composição dos aminoácidos da parte 
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peptídica. As isoformas podem ainda ser subdividas em séries homólogas, que 

apresentam variação no número de átomos de carbono que compõem a cadeia lipídica 

(ONGENA et al. 2007; ROMERO et al. 2007; JACQUES, 2011). A Figura 6 apresenta 

a divisão de familías e algumas isoformas dos principais biossurfactantes do tipo 

lipeptídeos. 

 

Figura 6 - Subdivisões dos principais biossurfactantes lipopeptídeos. 

 

Fonte: Slivinski, 2012. 

 

No grupo da surfactina, têm-se os biossurfactantes mais eficientes 

conhecidos, pois em baixas concentrações (0,017 g.L-1), apresenta a capacidade de 

reduzir a tensão superfical da água de 72 para 27 mN.m-1 e tensão interfacial de um 

sistema água/hexadecano de 42 para 1 mn.m-1. A surfactina é um heptapeptídeo cíclico  

que pode apresentam de 12 a 16 átomos de carbono na sua estrtura molecular. As 

isoformas podem variar a posição do 7º aminoácido, entre Leu, Val e Ile. Esta variação 

pode ser afetada pelas condições ambientais e nutricionais do cultivo, bem como pode 
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ser determinada pela linhagem microbiana analisada (JACQUES, 2011, BUGAY, 2009; 

LIU et al. 2008). Apresentam elevada atividade antibacteriana e antifúngica 

(RAMKRISHNA, 2010). 

A fengicina é um lipopeptídeo que contem o ácido graxo β-hidroxi em sua 

estrutura, e pode apresentar de 13 a 18 átomos de carbono na molécula, podendo ser 

saturados ou insaturados, e variando a posição do 6º aminoácido constituinte (Ala-Val), 

apresentando então duas isoformas (ONGENA et al. 2007). A fengicina apresenta forte 

atividade surfactante e antifúngica, mas mostrou ser ineficiente frente a bactérias e 

leveduras (ROMERO et al. 2007). Singh & Cameotra (2013) apontam a fengicina como 

um potencial bioproduto para utilização biorremediação, pois este biossurfactante foi 

capaz de remover hidrocarbonetos e metais pesados de solo contaminado. 

Os compostos identificados como iturinas são lipo-heptapeptídeos, assim 

como a surfactina, entretanto são constituídos por sequência peptídica diferente. Suas 

cadeias carbônicas podem variar de 13 a 17 átomos de carbono e apresentam o ácido 

graxo β-amino em sua estrutura. A iturina apresenta 6 isoformas predominantes, as 

iturinas A e C,  a  micosubtilisina  e  as  bacilomicinas  D, F e L. Apresentam atividade 

antibiótica e antifúngica, além de potencial para aplicação como pesticida (ROMERO et 

al. 2007; ONGENA et al. 2007; VATER et al. 2002; RAMKRISHNA, 2010). 

Os lipopeptídeos estão entre os biossurfactantes mais eficientes e também 

são os mais conhecidos, ocasionando grande interesse científico, terapêutico e 

biotecnológico (JACQUES, 2011, BUGAY, 2009; LIU et al. 2008; SINGH & 

CAMEOTRA,  2013).  

 

2.5 Propriedades dos biossurfactantes 

 

As propriedades físico-químicas dos biossurfactantes, tais como redução de 

tensão superficial e interfacial, agente espumante e emulsificante, reduzidas 

concentrações micelares críticas, solubilizante e poder detergente são cruciais na 

avaliação da sua eficiência e na seção de micro-organismos que apresentem potencial de 

produção destas biomoléculas (REIS et al. 2013). 
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Segundo Pacwa-Płociniczak et al. (2011), apesar da diversidade de 

composição química e de micro-organismos produtores, algumas propriedades são 

comuns para a maioria dos biossurfactantes. Estas propriedades são apresentadas como 

vantagens em relação aos surfactantes sintéticos. 

- Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais eficientes do que os 

surfactantes sintéticos, pois apresentam menores valores de tensão superficial e 

interfacial em menores concentrações de tensoativo. Um eficiente biossurfactante é 

capaz de reduzir a tensão superfical da água de 72 para 35 mN.m-1 e interfacial de um 

sistema água/hexano de 40 para 1 mN.m-1 (RAMKRISHNA, 2010). A CMC é 

comumente utilizada para medir a eficiência de um surfactante. A concentração micelar 

crítica dos biossirfactantes variam de 1 a 200 mg.L-1. Eficientes biossurfactantes 

apresentam reduzidos valores de CMC, pois assim pouca quantidade destas 

biomoléculas é necessária para se obter eficiência como tensoativo (PACWA-

PŁOCINICZAK et al. 2011). 

- Agente emulsificante: emulsões formadas com biossurfactantes são mais estáveis e 

com elevados índisces de emulsificação do que as obtidas com surfactantes sintéticos. 

Os biossurfactantes podem gerar emulsões que apresentem estabilidade macro e 

microscopicamente durante meses (RAMKRISHNA, 2010). Biossurfactantes de 

elevado peso molecular são mais eficientes do que os de baixo peso molecular 

(BOGNOLO, 1999).  

- Tolerância à temperatura, pH e força iônica: muitos biossurfactantes apresentam 

elevada estabilidade de suas propriedades funcionais, quando submetidos á variações 

ambientais de temperatura, pH e força iônica (RAMKRISHNA, 2010). Os 

biossurfactantes não são afetados por temperaturas até 90 ºC (BOGNOLO, 1999). 

Knoblich et al. (1995) apresenta que o pH pode afetar o tamanho e o formato das 

segregações micelares formadas pelos biossurfactantes, entretanto estas variações não 

são tão significativas ao ponto de reduzir sua eficiência como agente tensoativo e 

emulsificante. Segundo Nitschke & Pastore (2002), os biossurfactantes suportam 

concentrações salinas até valores próximos a 10% (m/v NaCl), ao passo que os 

surfactantes sintéticos são inativados por concentração salina em torno de 2 a 3% (m/v 

NaCl). 
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- Baixa toxicidade e biocompatibilidade: a crescente preocupação com efeitos alérgicos 

de produtos artificais tem incentivado os estudos de produção de biossurfactantes. A 

maioria dos biossurfactantes apresenta baixa ou nenhuma toxicidade, o que pode 

viabilizar sua aplicação na indústria farmacêutica, alimentícia e cosmética (LUNA et al. 

2013). Os biossurfactantes são facilmente degradados no solo e na água, diferentemente 

dos surfactantes sinéticos, o que possibilita sua aplicação em biorremediação e 

tratamento de efluentes (RAMKRISHNA, 2010).  

- Ação antimicrobiana: alguns biossurfactantes apresentam ação antimicrbiana, 

resultando na destruição de outros micro-organismos pela lise de suas membranas 

celulares. No microambiente, esta propriedade é importante no que se refere a 

competição por nutriente com outras espécies microbianas (SRIRAM et al. 2011). 

- Produção por fontes renováveis: os surfactantes sintéticos são derivados do petróleo, 

ou seja, uma fonta não renovável (HENKEL et al. 2012). Já os biossurfactantes podem 

ser sintetizados a partir de fontes renováveis e de baixo custo, como resíduos 

agroindustriais. A utilização deste reíduos apresenta uma vantagem econômica ao 

processo, ocasiona uma reduçaõ de 30% nos custos do processo. A bioconversão de 

resíduos em produtos de elevado valor agregado apresentam um novo fluxo de produtos 

para o setor industrial, com o diferencial de serem descartados em alguns processos e 

serem utilizados como matéria-prima em outros. Uma variedade de subprodutos ou 

resíduos, que incluem derivados de óleos vegetais, resíduos de amido, resíduos de 

destilaria de óleos e substâncias lácteas tem sido utilizados na produção de 

biossurfactantes (MAKKAR et al. 2011). 

Os biossurfactantes apresentam grande diversidade química, mas 

apresentam propriedades bastantes semeslhantes. Estas propriedades têm recebido 

grande interesse de diversos setores industriais, pois fornecem elevado potencial de 

aplicações e diversas vantagens em relação aos surfactantes sintéticos (PACWA-

PŁOCINICZAK et al. 2011). 
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2.6 Aplicações dos biossurfactantes 

 

Durante a última década, a demanda de surfactantes aumentou cerca de 

300%. A produção mundial excede três milhões de toneladas e envolvem cerca de 

quatro milhões de dóllars (CASTIGLIONI et al. 2009). Segundo Reis et al. (2013), os 

biossurfactantes são apresentados como potenciais substitutos para os surfactantes 

sintético em diversos processos como lubrificante, estabilizante de emulsões, 

dispersante, espumante, anti-espumante, agente quelante em indústrias como 

alimentíciea, farmacêutica, cosmética, além de atuar na biorremediação de 

contaminantes tanto orgânicos como inorgânicos.  

Shete et al. (2006) mapeou as patentes de biossurfactantes e 

bioemulsificantes ao redor do mundo e observou diversos setores industriais possuem 

patentes destas biomoléculas: indústria petrolífera (33%), cosméticos (15%), 

biomedicina, como agente antimicrobiano (12%) e biorremediação (11%). A Tabela 3 

apresenta algumas aplicações dos biossurfactantes, relacionados às suas respectivas 

funções, nos diversos setores industriais. 

A indústria petrolífera é o maior mercado para os biossurfactantes, onde são 

utilizados diretamente na produção dos derivados do petróleo ou são incorporados nas 

formulações de óleos lubrificantes. Outro uso está relacionado com o potencial de 

recuperação de derivados de petróleo na limpeza de tanques, preparo de misturas óleo-

álcool para combustíveis e dispersão de óleos derramados em ecossistemas aquáticos, 

atuando na biorremediação (PACWA-PŁOCINICZAK et al. 2011).  
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Tabela 3 – Funções e aplicações dos biossurfactantes em diferentes setores industriais. 

Indústria Aplicação Função 

Agricultura Biocontrole Biocontrole de micróbios como parasitismo e 

competição. 

Alimentos Emulsificação; desemulsificação 

e ingrediente funcional 

Estabilizante de emulsões, espumante e agente de 

interação com proteína, carboidratos e lipídeos. 

Ambiental Biorremediação Emulsificante, espumante dispersante e agente 

quelante. 

Bioprocessamento ‘Downstream’ Biocatálise em sistemas bifásicos e emulsões, 

recuperação de compostos intracelular e indutor 

de metabólitos fermentativos e enzimas 

extracelulares.  

Construção civil Agentes permeabilizadores Ligação do asfalto à areia e cascalho 

Cosmética Produtos de beleza e saúde Emulsificantes, solubilizantes, espumantes e 

mediadores de ação enzimática. 

Farmacêutica Produtos terapêuticos Inibidor de formação de coágulos, atividade 

antibacteriana e antifúngica e vacinas. 

Metalurgia Agente quelante e emulsificante Estabilizante de emulsões e sequestrante de metais 

Papel e plásticos Solubilizante e agente 

dispersante 

Solubilização de fluidos de diferentes polaridades 

Petrolífera Emulsificante, limpeza de 

reservatórios, solubilizante e 

formulação de óleos 

lubrificantes. 

Redução da viscosidade de óleos, estabilizantes e 

desemulsificação de emulsões, solubilização de 

hidrocarbonetos e aditivos para lubrificantes.  

Fonte: Singh et al. 2007; Ramkrishna, 2010; Silva, 2012; Sobrinho, 2007. 
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2.6.1 Biorremediação de ambientes contaminados com óleo 

 

A capacidade dos biossurfactantes em emulsificar fluidos de polaridade 

diferente, como hidrocarbonetos em água, aumenta a degradação de poluentes ao 

ambiente. Os biossurfactantes atuam diretamente na interação interfacial água/óleo, 

aumentando o contato entre estes líquidos, acelerando então a degradação de óleos por 

micro-organismos e promovem assim a biorremediação de águas e solos (NITSCHKE 

& PASTORE, 2002). Micro-organismos degradadores estão naturalmente presentes em 

oceanos, e a biodegradação constitui um dos métodos mais eficientes de remoção de 

petróleo (MULLIGAN, 2005). 

A utilização de micro-organismos que utilizam hidrocarbonetos como 

substratos e produzem biossurfactantes pode ser uma alternativa para redução de custos 

da utilização de biossurfactantes na biorremediação (RAMKRISHNA, 2010). Os 

biossurfactantes podem ser utilizados para emulsificar e aumentar a solubilidade de 

contaminantes hidrofóbicos no solo e na água (NITSCHKE & PASTORE, 2002). 

Segundo Dyke et al. (1991), a utilização de biossurfactantes em remediação 

está sendo proposto e testado em algumas partes do mundo, para combater a poluição 

ambiental gerada por derramamentos acidentais de óleo. Este processo previne a 

persistência de camadas de óleo no ambiente, sendo estes responsáveis pela depleção do 

oxigênio e intoxicação da vida marinha. Acidentes com petróleo têm sido muito 

frequentes, portanto tem-se nesta área um vasto campo para a aplicação dos 

biossurfactantes. 

Alguns trabalhos obtiveram sucesso na biorremediação de ambientes 

contaminados com óleo, com a utilização inóculos microbianos e tratamentos com 

biossurfactantes. Bognolo (1999) relatou que os biossurfactantes produzidos por 

Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e Bacillus subtilis demonstraram 

potencial na remoção de piche de areia contaminado. Noordman & Janssen (2002) 

observaram que os rhaminolipídeos, que são biossurfactantes produzidos por cepas de 

Pseudomonas aeruginosa, estimulou a degradação de compostos hidrofóbicos em solo 

contaminado.  
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Das & Mukherjee (2007) demonstraram que a biodegradação de petróleo 

cru foi eficiente com a adição dos biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis 

(surfactina) e Pseudomonas aeruginosa (rhaminolipídeos). Das & Mukherjee (2007) 

também observaram que estas duas bacterias são eficientes produtores de 

biossurfactantes em ambientes contaminados com petróleo e derivados. Estes autores 

relataram que o biossurfactante produzido foi capaz aumentar de 5 a 7 vezes a 

solubilidade de pireno (hidrocarboneto poliaromático de elevada toxicidade), 

influenciando diretamente a biodegradação deste contaminante.  

 

2.7.2 Remoção de metais pesados 

 

O petróleo consiste, basicamente, de uma mistura de hidrocarbonetos, 

parafínicos, naftênicos e aromáticos, com certa quantidade de elementos metálicos e 

metalóides, principalmente na forma de compostos organometálicos ou de dispersão de 

colóides inorgânicos. Metais estão naturalmente presentes no petróleo, podendo ter sido 

originado do material vegetal que deu origem ao óleo, ou de rochas ou solo nas 

proximidades de onde foi originado (DALEMOUNT et al. 1961). Os hidrocarbonetos 

constituintes do petróleo apresentam grandes riscos ambientais, sendo que estes riscos 

são potencializados se houver concentrações consideráveis de metais nos efluentes 

petrolíferos. 

As contaminações por hidrocarbonetos e metais são grandes preocupações 

ambientais, mas poucas tecnologias são capazes de amenizar os efeitos destes dois 

contaminantes, simultaneamente. Íons metálicos não são biodegradáveis e apresentam 

elevada toxicidade. Assim, a remediação de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e 

metais é apresentada como uma grande preocupação ambiental. Processos biológicos 

estão em desenvolvimento e apresentam potencial de baixo custo (MULLIGAN et al. 

1999). 

Biossurfactantes atuam na tensão interfacial e solubilizam hidrocarbonetos 

na fase aquosa, ou captura as gotas de óleo dentro das micelas, e simultaneamente 

podem capturar íons metálicos através de interações eletrostáticas ou complexação 
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(RUFINO et al. 2011). A presença de diferentes grupos funcionais de diferentes 

polaridades nas moléculas de biossurfactante acarreta um interação molecular com a 

carga dos metais pesados, atuando como um agente quelante, possibilitando a sua 

remoção de um solo ou efluente contaminado (MULLIGAN et al. 1999). Segundo 

Singh & Cameotra (2013), a remoção de metais pesados por biossurfactantes ocorre 

possivelmente por complexação da forma livre do metal em solução, agindo como um 

quelante. A Figura 7 apresenta o mecanismo de ação dos biossurfactantes quando são 

aplicados em solos contaminados com metais pesados. 

 

Figura 7 - Mecanismo de ação do biossurfactante em solos contaminados com metais. 

 

Fonte: Pacwa-Plociniczak et al. (2011). 

 

Pacwa-Plociniczak et al. (2011) apresenta que a utilização de 

biossurfactantes em ambientes contaminado com metais pesados é baseado na sua 

habilidade de formar complesxos com os metais. Os biossurfactantes aniôniocos 

formam complexos não iônicos com os metais, através de uma ligação iônica. Estas 

ligações são mais fortes do que as interações eletrostáticas do metal com o solo, 

possibilitando que o biossurfactantes se liguem aos metais e removam estes 

contaminantes do ambiente contaminado. Íons metálicos tambem podem ser removidos 

de ambiente contaminado através de interação eletrostática com a segregação micelar 
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formada pelas moléculas de biossurfactantes, pois a ‘cabeça’ polar das micelas 

apresenta capacidade de interagir com a carga dos metais pesados. Singh & Cameotra 

(2013) relatam que a redução causada na tensão interfacial permite que o 

biossurfactante se acumule na interface sólido-solução e tenha contato direto com o 

metal nesta interface. 

Alguns estudos tem apresentado a eficiência de biossurfactantes na remoção 

de metais pesados, tanto de solo como de efluentes contaminados. Mulligan et al.  

(2001) mostraram que a surfactina foi capaz de remover íons de cobre e zinco de um 

solo contaminado com hidrocarbonetos (petróleo). Observou-se, nesses estudos, que a 

remoção de zinco e cobre do solo contaminado foi de aproximadamente 70%, e a 

remoção de hidrocarbonetos foi de 50%. Os resultados também mostraram que a ação 

da surfactina na remoção de metais pode ser otimizada se estiver associada com 1% de 

NaOH. Juwarkar et al. (2008) estudaram a ação de di-rhamnoliídeos, produzido por 

Pseudomonas aeruginosa BS2, na remoção de metais pesados. Estes autores 

observaram que o biossurfactante produzido foi capaz de remover cromo, zinco, cobre e 

cádmio de sistema que simulava ambiente contaminado.  

Das et al. (2009) estudaram a produção de biossrufactante utilizando 

bactéria isolada de ambiente marinho e avaliaram seu potencial de reduzir os efeitos 

contaminantes de alguns metais pesados presente em alguns efluentes industriais. Estes 

autores observaram que o biossurfactante produzido apresentou características aniônicas 

e foi capaz de interagir diretamente com os metais pesados, através de ligações iônicas, 

além de gerar um precipitado (complexo metal-biossurfactante), que pode ser 

facilmente removido da solução por operação unitária de centrifugação.  

Gnanamani et al. (2010) estudaram a biorremediação de Cr (VI), utilizando 

o biossurfactante produzido por Bac. sp. MTCC 5514. Estes autores observaram que a 

biorremediação aconteceu em 2 etapas: a redução de Cr (VI) para Cr (III), que é menos 

tóxico, por meio de metabólitos extracelulares produzidos pela cepa e interação entre o 

biossurfactante e o metal. Maity et al. (2013) realizaram estudo similar, e utilizarem 

surfactina e surfactantes sintéticos tipo saponinas, e obtiveram remoção de metais 

pesados inferiores ao presente estudo. Estes autores, ao utilizar surfactina, removeram 

somente 17% e 24% de íons de cobre e zinco em solução, respectivamente. Quando a 

solução de surfactina foi adicionada de saponinas, ocorreu um aumento no potencial de 
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remoção para 47% para íons cobre e 40% para íons de zinco quando comparadas a 

eficiciência dos surfactantes químicos. 

 

2.7 Aspectos econômicos na produção de biossurfactantes 

 

Apesar das vantagens e amplo campo de aplicabilidade, os maiores entraves 

relacionados à produção de biossurfactantes em larga escala está relacionado aos 

elevados custos envolvido nos processos de produção (RAMKRISHNA, 2010; REIS et 

al. 2013). 

Dados recentes apontam que o mercado global de biossurfactantes rendeu 

1,7 bilhões de dóllars em 2011, e espera-se atingir cerca de 2,2 bilhões de dóllars em 

2018, tendo como base um taxa de crescimento anual em torno de 3,5% por ano. Em 

2018, espera-se que a produção global de biossurfactante seja em torno de 500.000 

toneladas em 2018, devido à crescente demanda em páises na Ásia, África e América 

latina, que atualmente já representam 21% dos consumidores deste bioproduto (REIS et 

al. 213).  Estudos (Technical Insight) apresentavam estimativas de que em 2010, os 

biossurfactantes seriam capazes de absorver 10% do mercado de surfactantes sintéticos, 

com vendas superiores a 200 milões de dóllars (HESTER, 2001). 

O número de publicações relacionados a identificação de espécies 

microbianas produtoras, otimização de processos e  rotas metabólicas envolvidos na 

produção de biossurfactantes, têm aumentado consideravelmente nos últimos anos 

(MÜLLER et al. 2012). Diveros tipos de biossurfactantes e seus respectivos processos 

de produção têm sido patenteados, mas poucos têm sido comercializados 

(KRONEMBERGER et al. 2008).  

Devido às preocupações ambientais e adoção de leis ambientalistas 

extremamente rígidas, algumas empresas têm mostrando considerável retorno financeiro 

ao inverstirem na comercialização de biossurfactantes, como é caso da Idrabel (Itália) e 

Jeneil Biotechnology (EUA), que produzem o biorecoil e o biofuture, respectivamente 

(RAMKRISHNA, 2010). O bioproduto comercializado pela Jeneil Biotechnology 

(biofuture), que apresenta rhaminolipídeos em sua composição, foi eficiente na remoção 
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de 95% de óleo que estava contaminando solo (REIS et al. 2013). A Tabela 4 apresenta 

alguns produtos comercializados que possuem biossurfactantes em sua composição.  

 

Tabela 4 – Produtos comercializados que utilizam biossurfactantes em sua composição e suas 

respectivas aplicações. 

     Produto Biossurfactante    Forncedor Aplicação 

BioFuture Rhamnolipídeos BioFuture (Irlanda) Biorremediação de solos 

contaminados com hidrocarbonetos. 

BioRecoil (Não informado)    Idrabel (Itália) Limpeza de tanques de petróleo 

EC-1800 Consórcio bacteriano Ecochem (Canadá) Biorremediação de solos 

contaminados com hidrocarbonetos. 

EC-2100W 

 

Consórcio bacteriano Ecochem (Canadá) Degradação de hidrocarbonetos em 

ambientes aquáticos contaminados. 

EC-601 

 

Rhamnolipídeos Ecochem (Canadá) Agente dispersante de 

hidrocarbonetos em água. 

JBR 

 

Rhamnolipídeos Jeneil Biotech (EUA) Utilizando no sertor agro-industrial 

Petrosolv (Não informado) Enzyme Tech. (USA) Remoção de óleo de ambientes 

contaminados 

Surfactin 

 

Surfactina Sigma-Aldrich (EUA) Agente antifúngico, antibacteriano e 

antitumoral 

Fonte: Adaptado de Reis et al. (2013); RAMKRISHNA (2010). 

 

Segundo Rodrigues & Teixeira (2008), a possilidade de substituição dos 

surfactantes sintéticos pelos biossurfactantes depende de fatores como custos, eficiência 
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e capacidade produtiva. Em aplicicações biomédicas farmacêuticas e em cosméticos, 

por exemplo, é aceitável um processo de produção de biossurfactantes com dispendioso 

custo, se o produto apresentar considerável valor agregado e a quantidade material 

utilizada deste bioproduto for reduzida. Entretanto, a utilização mais comum de 

biossurfactantes, a aplicação ambiental, requer grandes volumes destas biomoléculas, o 

que pode tornar seu uso inviável. 

A vialibidade econômica da produção em escala industrial de 

biossyrfactantes depende do desenvolvimentos de estratégias e processos que visem a 

minimização dos custos envolvidos (MAKKAR et al. 2011).  

Segundo Ramkrishna (2010), algumas estratégias utilizadas os custos 

envolvidos na produção de biossurfactantes incluem: seleção de micro-organismos 

capazes de produzir biossurfactantes com elevados rendimentos e otimização de 

processos de purificação ou concentração, e de fermentações em larga escala. Estas 

estratégias podem se tornar práticas através de manipulação genética dos micro-

organismos, o desenvolvimento de processos fermentativos eficientes, por intermédio 

da otimização do meio reacional e condições de cultivo utilizando ferramentas 

estatísticas ou por otimização de processos de purificação para obter máxima produção 

de biossuirfactantes, além da utilização de substratos de baixo custo (resíduos agro-

industriais).  

Apesar dos esforço das pesquisas, o custo de produção de biossurfactante é 

de aproximadamente  de 3 a 10 vezes maior do que o dos surfactantes químicos, 

dependendo principalmente do processo de downstream adotado (KRONEMBERGER 

et al. 2008).  As etapas de downstream dos biossurfactantes podem ser responsáveis por 

até 60% dos custos do processo de produção (RAMKRISHNA, 2010). As técnicas de 

purificação de biossurfactantes são muitas vezes dispendiosas e nem sempre são 

eficientes. Portanto, sempre que possível, metodologias simples e de baixo custo devem 

ser escolhidas, se forem adequadas ao processo. As metodologias mais comuns de 

purificação de biossurfactantes envolvem extracão com solventes (clorofórmio, 

metanol, diclorometano, metanol, butanol, acetato de etilo, pentano, hexano, ácido 

acético e éter) ou precipitação ácida. No entanto, recentes estudos têm apontado outras 

técnicas que pode ser mais eficientes como precipitação com sulfato de amônio, 
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ultrafiltração, cristalização, adsorção por crvão ativado e fracionamento de espuma 

(RODRIGUES & TEIXEIRA, 2008; DESAI & BANAT, 1997; KOSARIC, 1992). 

Diversos estudos têm sido desenvolvidos com objetivo de aumentar a 

produção de biossurfactantes A otimização das condições de cultivo (como composição 

do meio, temperatura, pH e oxigenação) pode ser realizadas através de ferramentas 

computacionais e estatísticas, como por exemplo planejamento experimental (superfície 

resposta), lógica fuzzi, algorítimos genéticos e redes neurais. Engenharia genética 

também é apresentada como ferramenta promissora para a produção de biossurfactantes, 

tanto por modificações ou manipulações genéticas das cepas, como na auxílio da 

identificação de micro-organimos consideravelmente produtores (LEE et al. 2005; 

GENTRY et al. 2004; REIS et al. 2013; RAMKRISHNA, 2010). 

As fontes de carbono utilizadas por micro-organismos para  produção de 

biossurfactantes, normalmente apresentam custo elevado e podem inviabilizar 

economicamente a produção em larga escala. Substratos e o nutrientes do meio de 

cultivo equivalem a 30% dos custos de produção de biossurfactantes (RAMKRISHNA, 

2010; MAKKAR et al. 2011). 

A utilização de resíduos  industriais  como  substratos  para  a produção de 

biossurfactante vantagens como a redução dos impactos ambietais ocasionados por estes 

resíduos e uma diminuição considerável nos custos produção de biossurfactantes. Essa 

abordagem reduz o custo para o tratamento do resíduo com o potencial de gerar lucro 

através da comercialização do biossurfactante. A bioconversão de resíduos em produtos 

de elevado valor agregado apresentam um novo fluxo de produtos para o setor 

industrial, com o diferencial de serem descartados em alguns processos e serem 

utilizados como matéria-prima em outros (KOSARIC, 1992; MAKKAR et al. 2011). 

Muitos biossurfactantes têm sido produzidos de substratos agroindustriais 

renováveis e de baixo custo, que incluem derivados de óleos vegetais, resíduos de 

amido, resíduos de destilaria de óleos e substâncias lácteas têm sido utilizados na 

produção de muitos metabólitos microbianos (REIS et al. 2013; RAMKRISHNA, 2010; 

MAKKAR et al. 2011). A Tabela 5 apresenta alguns substratos de baixo custo (resíduos 

agro-industriais), utilizados n produção de biossurfactante. 
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Tabela 5 – Alguns exemplos de substratos de baixo custo utilizados na produção de 

biossurfactantes por variados micro-organismos  

Resíduo 

agro-industrial 

Tipo de biossurfactante 

produzido 

Micro-organismo produtor Rendimento 

(g.L-1) 

Óleo residual de 

refinaria 

Glicolipídeo  Candida Antartica 10,5 

Óleo de milho  Glicolipídeo Candida bombicola  4,0 

Lubrificante 

oxidado 

Glicolipídeo Bacillus megaterium 4,05 

Glicerol Lipopeptídeo Bacillus subtilis  1,32 

Manipueira Lipopeptídeo Bacillus subtilis  2,2 

Meleaço de cana Lipopeptídeo Bacillus subtilis  2,29 

Soro de leite Lipopeptídeo Bacillus subtilis  0,2 

Okara Lipopeptídeo Bacillus pumilis 0,8 

Suco de caju 

clarificado 

Lipopeptídeo Bacillus subtilis LAMI005  0,64 

Óleo de girassol Lipopeptídeo Serratia marcescens 2,98 

Óleo de peixe Rhaminolipídeo Pseudomonas aeruginosa   17,0 

Casca de laranja Rhaminolipídeo Pseudomonas aeruginosa   9,2 

Óleo de soja Rhaminolipídeo Pseudomonas aeruginosa   4,31 

Óleo de côco Rhaminolipídeo Pseudomonas aeruginosa A41 2,93 

Óleo de babaçu Soforolipídeo Candida lipolitica IA 1015 11,72 

Fonte: Mukherjee et al. 2006; MUTHUSAMY et al. 2008; Ramkrishna, 2010; Makkar et al. 2011; Sousa et al. 2012; 

Silva, 2012; Oliveira et al. 2013; Faria et al. 2013; Reis et al. 2013. 
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Considerando as inúmeras propriedades e ampla gama de aplicações que os 

biossurfactantes apresentam, é notória a necessidade do aprimoramento de técnicas 

existentes, bem como e desenvolvimento de novas estratégias de produção, através de 

pesquisas que possibilitem a redução de custos de produção e a obtenção de elevados 

rendimentos são necessários para a viabilização do uso em larga escala de 

biossurfactante, e tornando assim, a competição com os surfactantes sintéticos mais 

acirrada (SOBRINHO, 2007; SILVA, 2012; REIS et al. 2013). 

Dentro deste panorama, este trabalho teve como finalidade a avaliação da 

produção de biossurfactante por cepa isolada de manguezal cearense, estudar algumas 

propriedades e aplicações deste bioproduto, bem como verificar estratégias que visem o 

aumento dos rendimentos e a redução nos custos do processo de produção deste 

biossurfactante. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Micro-organismo e meio de manutenção e estoque 

 

Avaliou-se o potencial de produção de biossurfactante pela cepa ICA56, 

previamente isolada de manguezal no município de Icapuí (Barra Grande) no estado do 

Ceará. Este micro-organismo foi apresentado como potencial produtor de 

biossurfactante por Lima (2013), por intermédio da identificação do gene sfp, 

responsável pela produção de surfactina, através de técnica de PCR (Reação em Cadeia 

da Polimerase). Esta linhagem pertence à coleção de bactérias do Laboratório de 

Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia 

da Universidade Federal do Ceará e foi gentilmente cedido para a realização do presente 

estudo. 

A manutenção da cepa foi realizada em meio APGE composto por: peptona 

5,0 g.L-1, glicose 5,0 g.L-1, extrato de levedura 2,5 g.L-1 e ágar 15,0 g.L-1, nas 

respectivas concentrações.  O meio APGE foi esterilizado em autoclave a 121 ºC por 30 

minutos, distribuído em placas de petri e tubos rosqueados também estéreis em capela 

microbiológica e incubado em estufa bacteriológica a 30 ºC por 24 horas. A cultura foi 

mantida sob refrigeração a 4 ºC e repicada a cada 30 dias (OLIVEIRA et al. 2013). A 

Figura 8 apresenta imagem das colônias da cepa ICA56 no meio de manutenção APGE. 

 

Figura 8 – Colônias da cepa ICA56 em meio APGE.  
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3.2 Produção de biossurfactante 

 

3.2.1 Preparação do inóculo 

 

Na preparação do inóculo, utilizou-se meio mineral (Tabela 6), contendo 

glicose como fonte de carbono. O pH da solução foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH 

3,0 M  e HCl 3,0 M. O meio mineral foi esterilizado por 10 min à 110C em autoclave. 

A composição do meio mineral (MM) foi proposta por Barreto (2011), ao estudar 

micro-micro-organismos e genes envolvidos com a produção de biossurfactantes em 

solos de manguezais. 

 

Tabela 6 - Composição do meio mineral (MM). 

Componente Concentração (g.L-1) 

Glicose (C6H12O6) 10 

(NH4)SO4 1,0 

Na2HPO4.7H2O 7,2 

KH2PO4 3,0 

NaCl 2,7 

Extrato de levedura 5,0 

MgSO4.7H2O 0,6 

Fonte: Barreto (2011). 

 

O micro-organismo foi repicado em placas de petri contendo meio APGE 

para preparação do inóculo. A cepa foi incubada em estufa microbiológica a 30 ºC por 

24 horas. Após este período, foram transferidas três colônias da cultura para Erlenmeyer 

de 250 mL contendo 50 mL de meio de propagação de inóculo, anteriormente citado. O 

frasco inoculado foi incubado em agitador orbital (Tecnal - TE240, São Paulo, Brasil) a 

30 ºC e 150 rpm por aproximadamente 24 horas.  

 

3.2.2 Propagação do inóculo e meio de cultivo em agitador rotatório 

 

Com finalidade de padronização de concentração celular inicial em cada 

experimento, ajustou-se a densidade óptica (D.O.) do inóculo, através de diluições em 
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meio de cultivo estéril. A densidade óptica do inóculo foi medida em espectrofotômetro 

Biochrom Libra S11 a 600 nm, utilizando o meio de cultivo estéril como branco para a 

análise. O meio de cultivo também foi meio mineral (Tabela 6), assim como foi para o 

inóculo, mas foram adicionados 0,1% (v/v) de solução de micronutrientes (Tabela 7).  

 

Tabela 7 - Composição da solução de micronutrientes. 

Componente Concentração (g.L-1) 

ZnSO4.7H2O 10,95 

FeSO4.7H2O 5,00 

MnSO4.H2O 1,54 

CuSO4.5H2O 0,39 

Co(NO3)2.6H2O 0,25 

NaB4O7.10H2O 0,17 

EDTA 2,50 

Fonte: Morán et al. 2000. 

 

Para realização dos ensaios, foram adicionados 10 % de inóculo diluído e 

com D.O. ajustada (aproximadamente 0,2), ao meio de cultivo, para um volume de 

fermentação de 100 mL, em erlenmeyers de 250 mL. Todos os meios tiveram pH 

ajustado para 7,0 e esterilizados a 110 ºC por 10 minutos. Os frascos, contendo meio de 

cultivo, solução de micronutrientes e inóculo diluído, foram colocados em agitador 

orbital a 30 ºC e 150 rpm durante um período de 72 horas, com amostragem realizadas 

durante este período de incubação. Os ensaios foram realizados em duplicata. 

As amostras foram centrifugadas a 10000 g, 4 ºC por 15 minutos, com 

finalidade de remoção das células. O sobrenadante, livre de células, foi submetido às 

medidas de tensão superficial, índice de emulsificação, pH, consumo de substrato e 

concentração de biossurfactante produzido (OLIVEIRA et al. 2013). A Figura 9 

apresenta um esquema simplificado do cultivo aeróbio. 
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Figura 9 - Esquema ilustrativo do cultivo da cepa ICA56 para produção de 

biossurfactante em agitador orbital. 

 

Fonte: Oliveira, 2010. 

 

 

3.3 Extração e purificação do biossurfactante produzido  

 

Partindo de uma alíquota de 20 mL do caldo fermentado livre de células, 

ajustou-se o pH para 2,0 com HCl 3M. A solução resultante permaneceu em repouso 

durante 12 horas (overnight), a 4 ºC para que ocorresse a precipitação da surfactina. 

Após este tempo, o caldo fermentado acidificado foi centrifugado a 10000 g, a 4 ºC por 

15 minutos. Este precipitado ao ser secado em estufa (a 50° C por 24 horas) consiste no 

biossurfactante bruto (PEREIRA et al. 2013). 

Para obtenção do biossurfactante semi-purificado, há a necessidade de que 

este bioproduto seja submetido a uma extração líquido-líquido. O precipitado, obtido da 

acidificação do caldo fermentado, é dissolvido em 8,0 mL de água deionizada pH 8,0 e 

posteriormente extraído através de partição com cloreto de metileno (1:1). A mistura é 

agitada por 5 minutos e permanece em repouso por uma hora em funil de separação para 

que ocorra a separação das fases. A fase contendo o solvente foi recolhida em beckers 

após o tempo de espera. Esse procedimento é repetido três vezes. O solvente recolhido é 

30°C 

24h - 150rpm 

30°C 

24h 

150rpm 

D.O. ajustada 

600 nm 

colônias 
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evaporado a temperatura ambiente (27 °C) para que fique somente a surfactina no fundo 

e nas paredes do becker. O resultante da extração é o biossurfactante semipurificado 

(YEH et al. 2006).  

 

3.4 Métodos Analíticos 

 

3.4.1 Determinação da Concentração de Biomassa 

 

A concentração de biomassa foi determinada por densidade óptica (DO) a 

600 nm, em espectrofotômetro Biochrom Libra S11. O método baseia-se na medida de 

turvação do meio em função da quantidade de células em suspensão, possuindo 

vantagens como rápida execução e utilização de equipamentos relativamente simples 

(ROCHA, 2007). A curva de calibração da biomassa foi obtida por técnica gravimétrica 

de massa seca (OLIVEIRA et al. 2013). O pH do meio de cultivo livre de células foi 

determinado utilizando-se um potenciômetro da marca Tecnal, modelo Tec-3MP, na 

temperatura ambiente (27°C). 

 

3.4.2 Determinação da concentração de substrato 

 

As concentrações de glicose, lactose, glicerol e frutose foram determinada 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), utilizando cromatógrafo Waters 

(Modelo 2414) acoplado a detector de índice de refração (célula a 65°C), coluna 

Aminex e solução de ácido sulfúrico (5mM) em água H2O (MiliQ) como fase móvel na 

vazão de 0,5 mL.min-1, e a coluna é mantida à 65 °C. O volume de injeção das amostras 

foi de 20 µL (CORREIA et al. 2013).  

 

3.5 Caracterização das propriedades funcionais do biossurfactante produzido pela 

cepa ICA56 em meio mineral 

 

3.5.1 Tensão superficial e interfacial 

 

A atividade tensoativa do produto formado no cultivo da cepa ICA56 foi 

realizada pela medida das tensões superficial e interfacial, tendo em vista que um 
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biossurfactante eficiente apresenta elevada atividade superficial (SINGH & 

CAMEOTRA, 2013). Utilizou-se Tensiômetro Krüss, modelo K6, de acordo com o 

método descrito por Costa et al. (2006). O equipamento foi previamente calibrado com 

água e a análise foi realizada em temperatura ambiente.  

Na medida da tensão superficial, utilizaram-se 30 mL da solução de 

biossurfactante bruto. As análises foram realizadas em triplicata. Já a tensão interfacial 

foi avaliada frente a algumas fontes hidrofóbicas: querosene, hexadecano, hexano e 

gasolina. Nesta análise, 15 mL da solução de biossurfactante bruto (250 mg.L-1) são 

adicionados a 15 mL das fontes hidrofóbicas, e o anel do tensiômetro (Tensiômetro 

Krüss, modelo K6) é posicionado na interface entre os 2 líquidos. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

3.5.2 Índice de emulsificação 

 

O índice de emulsificação foi determinado de acordo com a metodologia 

proposta por Wei et al. (2005): 2,0 mL do meio de cultura fermentado livre de células 

foram colocados em tubo de ensaio, com fundo chato e foi adicionado o mesmo volume 

de diferentes fontes hidrofóbicas (querosene, hexadecano, óleo de soja, hexano, 

gasolina, biodiesel de mamona, NH140, óleo de motor SAE 15W-40, lubrificante Lubrax 

20W-40 e petróleo). Agitou-se em vórtex por dois minutos, em alta rotação. Calculou-se 

a razão (E24) entre a altura da fase emulsificada (HFE) e altura total (HTOTAL) do sistema, 

após 24 horas. Esta análise foi realizada em triplicata. A Equação 1 apresenta o modelo 

matemático de cálculo do E24.  

                                       

   100(%)E24 x
H

H

TOTAL

FE                                                                                                 (1) 

 

Sendo HFE a altura da fase emulsionada e HTOTAL a altura total da solução. 

Surfactantes químicos, como Dodecil sulfato de sódio (SDS) e Triton X-100 

foram utilizados para análise comparativa, de capacidade emulsificante, em relação ao 

biossurfactante produzido no presente estudo. Tanto os surfactantes sintéticos, como o 

biossurfactantes foram padrozinados na concentração de 250 mg.L-1, com finalidade de 

comparação. 
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3.5.3 Concentração Micelar Crítica (CMC) 

 

A CMC foi determinada através do gráfico de tensão superficial versus 

concentração de biossurfactante. Foram feitas diluições sucessivas a partir solução rica 

em biossurfactnte bruto. Essas diluições foram desde altas concentrações de 

biossurfactante (150 mg.L-1) até a diluição infinita do biossurfactante (ausência de 

biossurfactante), atingindo a tensão superficial próxima à da água (72,8 mN/m) na 

temperatura 30 °C. A partir do ponto de inflexão apresentado no gráfico foi determinada 

a CMC (SANTA’ANNA et al. 2002). 

 

3.5.4 Estabilidade frente variações de pH, temperatura e concentrações salinas 

 

Alguns campos de aplicação dos biossurfactantes dependem estritamente 

que suas propriedades funcionais permaneçam praticamente inalteradas frente às 

variações ambientais em que está sujeito, tais como temperatura, pH e concentração 

salina (AL-BAHRY et al. 2013).  

A avaliação da estabilidade das propriedades tensoativas e emulsificantes do 

biossurfactante bruto foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Aparna et 

al. (2012). Foram preparadas soluções do biossurfactante bruto então expostas às 

variadas de condições de pH (2, 4, 6, 8, 10 e 12), temperatura (4, 25, 50, 75, 100 e 121 

°C, por 30 minutos de exposição em mufla) e concentrações salinas (0; 2,5; 5, 10, 15 e 

20% m/v de NaCl). Posteriormente foram avaliadas as tensões superficiais e o índice de 

emulsificação (E24) em óleo de motor e óleo de soja. Estas análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

3.6 Potencial da utilização do biosurfactante produzido pela cepa ICA56 em 

biorremediação 

 

3.6.1 Avaliação do potencial do biossurfactante produzido em remover metais pesados 

de efluente contaminado 
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Prepararam-se soluções-padrão de metais pesados (cobre, zinco e cromo) na 

concentração de 1000 ppm, em água deionizada. Estas soluções foram utilizadas como 

efluentes contaminados artificialmente com metais pesados. Os sais de sulfatos dos 

respectivos metais foram utilizados no preparo destas soluções, tendo em visto a não 

formação de precipitados. 

O biossurfactante produzido (250 mg.L-1) foi adicionado nestas soluções na 

finalidade de observar o potencial de remoção destes contaminantes pelo bioproduto 

formado. Foram realizados dois estudos simultaneamente: a influência do tempo de 

contato (0, 24 e 48 horas em agitador orbital a 30°C e 150 rpm) entre a solução de 

metais e o biossurfactante, e a avaliação da influência da adição de NaOH (0; 0,25; 1 e 

2% de NaOH 0,5 M) à solução de surfactante contaminada com metais. Este estudo foi 

realizado de acordo com a metodologia proposta por de DAHRAZMA & MULLIGAN 

(2007).  

A técnica analítica para detecção dos metais foi espectrofotometria de 

absorção atômica (933 plus, GBC, Australia) com atomização da amostra em chama de 

acetileno e ar comprimido e, para quantificar a concentração dos metais: Cu2+ (324,7 

nm), Zn2+ (213,9 nm) e Cr2+ (357,9 nm). Esta análise foi realizada no Lanagua 

(Laboratório Núcleo de Águas), Departamento de Química, Universidade Federal do 

Ceará. 

 

3.6.2 Avaliação do potencial do biossurfactante produzido em remover 

hidrocarbonetos de solo contaminado 

 

A capacidade do biossurfactante produzido em remover hidrocarbonetos de 

areia contaminada foi avaliada frente a dois contaminantes: óleo de motor e petróleo 

(amostra da Bacia de Campos), cedida pelo Grupo de Pesquisa em 

Termofluidodinâmica Aplicada (GPTA) do Departamento de Engenharia Química da 

Universidade Federal do Ceará. 

Avaliou-se o potencial de remoção de hidrocarbonetos do biossurfactante 

bruto e do caldo fermentado, segundo a metodologia descrita por Aparna et al. (2012). 

Amostras de 20g de areia (50/70 mesh) foram contaminadas com 2g de petróleo ou de 

óleo de motor, sendo então transferidas para Erlemeyers de 250 mL, e foram 

https://es.foursquare.com/v/lanagua--laborat%C3%B3rio-n%C3%BAcleo-de-%C3%A1guas/50b2a7b8395067a300b21580
https://es.foursquare.com/v/lanagua--laborat%C3%B3rio-n%C3%BAcleo-de-%C3%A1guas/50b2a7b8395067a300b21580
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adicionados 40 mL da solução de biossurfactante bruto, caldo fermentado livre de ou 

água destilada (controle).  Os Erlemeyers foram conduzidos ao agitador orbital (shaker) 

a 150 rpm e 27 °C, por 24 horas. Após este período, as amostras foram centrifugadas a 

10000 rpm e 15 minutos para separação da água de lavagem da areia. A quantidade de 

hidrocarboneto residual na areia foi quantificada gravimetricamente, como o material 

extraído (hidrocarbonetos) da areia com diclorometano. 

Surfactantes químicos (SDS e Triton) foram utilizados para análise 

comparativa de eficiência em relação ao biossurfactante produzido no presente estudo, 

em termos de remoção hidrocarbonetos em solo contaminado. Tanto os surfactantes 

sintéticos, como o biossurfactantes foram padrozinados na concentração de 250 mg.L-1, 

com finalidade de comparação. 

 

 

3.7  Bioensaios de toxicidade 

 

Avaliar a toxicidade de um biossurfactante é um estudo promissor, tendo em 

vista sua aplicabilidade, principalmente em biorremediação in situ. A toxicidade do 

biossurfactante produzido pela cepa ICA56 foi avaliada em dois organismos: sementes 

de alface (Lactuca sativa) e microcrustáceo (Artemia salina). Estes organismos são 

amplamente utilizados em ensaios de toxicidade, devido à relativa facilidade de cultivo. 

Nestas análises, utilizou-se a metodologia proposta por Felix et al. (2012) e SOUSA et 

al. (2013). 

 

3.7.1  Teste de germinação com Lactuca sativa 

 

Utilizou-se o método de alongamento das raízes, que leva em consideração 

o tamanho das raízes de sementes de Lactuca sativa após 5 dias de incubação em estufa 

de germinação, expostas à diferentes concentrações e biossurfactante. 

Em placas de Petri, foram colocados papéis de filtro, e estes foram 

umedecidos com 5 mL da solução de biossurfactante, em diferentes concentrações (500, 

350, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg.L-1), sendo então adicionados 10 sementes de Lactuca 

sativa e incubadas em estufa de germinação (B.O.D.) por 5 dias, na ausência de luz e 
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temperatura de 24 °C. Para cada concentração, utilizaram-se três placas de petri com 10 

sementes de alface. Água destilada foi utilizada como controle. 

Após o período de incubação, as sementes que germinaram foram contadas 

e o comprimento de cada raiz foi medido. Sousa et al. (2013)  apresenta que o Índice de 

Germinação (IG) é uma relação entre a quantidade de sementes que germinaram e o 

tamanho do crescimento da raiz, e sua rotina de cálculos está apresentado nas Equações 

2, 3 e 4. O IG de uma determinada substância indica o seu nível de fitotoxicidade 

(TIQUIA et al. 1996).  

 

 

 (2) 

                                                                 

                                                                                                             (3) 

                                                                                                                                           

           (4) 

 

Sendo: 

MCE = Crescimento no extrato (média), em mm; 

MCC = Crescimento no controle (média), em mm; 

% GE = Porcentagem de germinação no extrato (média), adimensional;                                                                                                   

% GC = Porcentagem de germinação no controle (média), adimensional;                                                                                                   

% IG = Índice de germinação (média), adimensional. 

 

3.7.2 Sobrevivências das larvas de Artemia salina 

 

Realizou-se ensaio de biotoxicidade em microcrustáceo (Artemia salina) 

segundo a metodologia inicialmente proposta por Meyer et al. (1988), mas com as 

mesmas concentração de biossurfactante por Felix et al. (2012). 

Inicialmente, preparou-se solução 3% (m/v) de sal marinho, com pH foi 

ajustado para faixa entre 8 e 9 pela adição de NaOH diluído (0,1 M). Os cistos de 

Artemia salina, vendidos comercialmente como alimento para peixes, foram 

adicionados nesta solução com aeração e iluminação constante a 25 °C por 48 horas, 

tendo em vista a eclosão dos ovos do microcrustáceo. 

% 𝐶𝑅 =   
𝑀𝐶𝐸

𝑀𝐶𝐶
  . 100 

% 𝐼𝐺 =  
 %𝐺𝑆 . (%𝐶𝑅)

100
 

% 𝐺𝑆 =   
% 𝐺𝐸

% 𝐺𝐶
  . 100 
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Após a eclosão dos cistos, aproximadamente 10 larvas foram transferidas 

para tubos de ensaio contendo solução salina de biossurfactante em diferentes 

concentrações (750, 500, 350, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg.L-1). Após 24 horas, sobre 

constante iluminação e temperatura ambiente (25 °C), realizou-se a contagem das larvas 

que sobreviveram após exposição nas diferentes concentrações de biossurfactante. O 

ensaio foi realizado em triplicata e água salina foi utilizada como controle. 

Esta análise permite observar a taxa de mortalidade de Artemia salina nas 

diferentes concentrações de biossurfactantes. A partir destes resultados, um modelo 

matemático pode se ajustar aos dados (taxa de mortalidade x concentração de 

biossurfactante) e então calcular a concentração de surfactante capaz de matar 50% de 

população (CL50) do microcrustáceo Artemia salina. O resultado da CL50 indica o nível 

de toxicidade de dada espécie química (SOUSA et al. 2013). 

 

3.8 Cultivo em biorreator 

 

3.8.1 Configuração do biorreator 

 

O biorreator utilizado foi um fermentador convencional Marconi constituido 

de uma dorna (Marconi) de 4 litros de volume útil com controle e medidor de 

temperatura, medidor e transmissor de  pH (Orion 410A+ e o eletrodo da Mettler 

Tolledo), medidor e transmissor de oxigênio dissolvido (Mettler Tolledo, modelo O2-

4500), motor (Eberle modelo B63a4) e agitador mecânico e bombas peristálticas para 

adição de ácido e base. Além de um sistema de aquisição de dados constituido de placa 

de aquisição de sinais (National Instruments) e programação em LabVIEW (ROCHA, 

2007; GIRO et al. 2009; SOUSA et al. 2012). 

A Figura 9 apresenta um desenho esquemático do biorreator utilizado, bem 

como os acessórios que constituem o sistema de cultivo para a produção de 

biossurfactante: tais como a inclusão de um coletor de espuma com 2 L de volume, 

conectado à saída de ar do fermentador, sistema de reciclo de células, desenvolvido para 

retornar a porção do cultivo presente na parte inferior no coletor de espuma e sistema de 

recuperação de biossurfactante, desenvolvido para recuperar a  porção de espuma que 

transbordava do coletor de  espuma para um tanque de ácido. Neste tanque ácido, a 
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surfactina presente foi precipitada em um pH de 2,0 para a sua concentração preliminar 

(YEH et al. 2006).  

 

 

Figura 10 - Configuração do biorreator utilizado. 

 

Fonte: Giro et. al. (2009). 

 

A cultura estoque da cepa ICA56 foi repicada em placa APGE e incubada a 

30°C por 24 horas. Após esse período, três colônias foram transferidas para frascos 

Erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meio mineral. O frasco (inóculo) foi 

incubado em agitador a 150 rpm, 30 ° C por aproximadamente  24 horas. Após este 

período, o inóculo foi adicionado ao biorreator, contendo 2,7 L de meio mineral estéril, 

contendo glicose como fonte de carbono e suplementado com 0,1% da solução de 

micronutrientes. 

O excesso de espuma formada no ensaio foi introduzido no coletor de 

espuma (Figura 10), que foi conectado a saída de gases do biorreator. O líquido 

acumulado no fundo do coletor de espuma foi totalmente reciclado para o fermentador 

através de uma bomba peristáltica, enquanto que a espuma que transbordava do coletor 

de espuma foi adicionada ao tanque de ácido, permitindo a precipitação da surfactina. 

Nenhum agente antiespumante foi adicionado durante a fermentação e o pH foi 

controlado para um valor de 7,0. O crescimento celular, pH, oxigênio dissolvido, 

concentração de substrato e concentração de surfactina foram monitorados com relação 

ao tempo.   
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3.8.2 Determinação do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLA) em 

bioreator de bancada 

 

O coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLA) é um dos 

parâmetros mais importantes a serem analisados em biorreatores aerados, pois está 

relacionado ao scale up destes sistemas.  

Este coeficiente volumétrico de transferência mássica representa a 

resistência que a fase líquida (meio de cultivo, por exemplo) oferece à dispersão e 

difusão das bolhas de ar, e posteriormente à transferência de oxigênio para as células. 

Há certa dificuldade na estimativa do kLA por intermédio de correlações, mostrando a 

necessidade da determinação experimental (DORAN, 1995). É importante avaliar o 

comportamento deste parâmetro em diferentes condições operacionais do biorreator, tais 

como, aeração e agitação. Foram avaliadas variadas condições de agitação (200, 250, 

300 e 350 rpm) e aeração (0,5; 1; 1,5 e 2 L/min de ar) em biorreator de bancada 

Marconi constituido de uma dorna de 4 litros de volume útil. Estas condições 

operacionais são similares às apresentadas por Amani et al. (2010) ao estudarem a 

transferência de oxigênio em cultivo de Bacillus subtilis em biorreator de bancada. 

O  kLA foi determinado pelo método dinâmico, também conhecido como 

“gassing-out method, utilizando-se um eletrodo de O2 dissolvido (Mettler Tolledo, 

modelo O2-4500), mas sem o borbulhamento de nitrogênio gasoso. Durante as primeiras 

horas de cultivo (5 horas), a aeração é interrompida e a velocidade de agitação é 

reduzida a zero, fazendo o oxigênio dissolvido decair. Posteriormente, o fluxo de ar e a 

agitação são restabelecidos, o que gera o aumento na concentração de oxigênio 

dissolvido até um valor estacionário. Durante este processo, considera que não há 

variação na concentração celular do sistema. A concentração de oxigênio dissolvido foi 

monitorada e registrada em intervalos de 30 segundos, através do software de aquisição 

LabVIEW. 

Schimidell et al. (2001) apresenta um modelo matemático (Equação 5) 

resultante de um balanço de massa diferencial, durante o processo descrito 

anteriormente, e que permite o cálculo do kLA. A integração analítica do modelo, nas 
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devidas condições de contorno, resulta em um equação linear, cjuo coeficiente angular é 

o kLA.  

                              

     (5) 

 

 

Na Equção 5, C representa concentração de oxigênio dissolvido, t o tempo e 

os subscritos indicam o momento em que o sistema de agitação e aeração são 

restabelecidos, e o momento no qual é observado um valor estacionário na concentração 

de oxigênio dissolvido. 

 

3.9 Avaliação de substratos de baixo custo na produção de biossurfactante 

 

Avaliaram-se substratos não convencionais para a produção de 

biossurfactante. As fontes de carbono avaliadas foram: glicerol, soro de leite, suco de 

caju clarificado e óleo de girassol. Em todos os meios de cultivo, a concentração inicial 

de carbono (substrato) foi padronizada para 20 g.L-1 e o cultivo foi realizado em 

agitador orbital a 30 °C e 150 rpm, durante 48 horas. Meio mineral (Tabela 1), contendo 

glicose, foi utilizado com finalidade de comparação às fontes de carbono não 

convencionais.  

 

3.9.1 Glicerol (MG) 

   

Utilizou-se glicerol como fonte de carbono, segundo a metodologia proposta 

por Souza et al. (2012) que avaliaram diferentes composições de meios de cultivo 

contendo glicerol para produção de biossurfactante pelas cepas Bacillus subtilis 

LAMI005 e LAMI008. A composição do meio de cultivo, em que Souza et al. (2012) 

obtiveram maior produção de biossurfactante, é apresentada na Tabela 8.  

 

 

 

 

 

ln  
𝐶𝑜 − 𝐶

𝐶𝑜 − 𝐶1 
 = 𝑘𝐿𝐴  . (𝑡 − 𝑡1) 
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Tabela 8 – Composição meio mineral com glicerol. 

Componente Concentração (g.L-1) 

Glicerol 20 

K2HPO4 13,99 

KH2PO4 6,0 

MgSO4.7H2O 2,0 

(NH4)2SO4 4,0 

Extrato de levedura 0,4  

 Fonte: Souza et al. (2012). 

 

3.9.2 Soro de leite (MSL) 

 

  Foi realizado tratamento ácido no soro de leite de acordo com Freitas 

(2013). Inicialmente, preparou-se uma solução do soro numa concentração de 50 g.L-1 

de lactose, sendo então aquecida a 85 °C sob agitação. Adicionou-se ácido lático até pH 

4,8, e o aquecimento permaneceu constante até 90 °C. Posteriormente, o aquecimento e 

a agitação foram então interrompidos, e a solução, foi mantida em repouso por 15 

minutos, para sedimentação das proteínas que se encontravam em solução. A solução 

rica em lactose foi então filtrada, diluída para 20 g.L-1, e então suplementada com 

extrato de levedura (1,0 g.L-1), como fonte de nitrogênio.   

 

3.9.3 Suco de caju clarificado (MSCC) 

 

Suco de caju clarificado foi utilizado como fonte de carbono, de acordo com 

a metodologia apresentada por Oliveira et al. (2013). Os açúcares redutores totais 

presentes no suco, glicose e frutose, foram diluídos e ajustados para concentração total 

inicial de 20 g.L-1 no cultivo aeróbio. Foi adicionado sulfato de amônio ((NH4)2SO4) na 

concentração de 1 g.L-1, como fonte de nitrogênio. 

 

3.9.4 Óleo de girassol (MOG) 

 

Utilizou-se a metodologia proposta por Vedaramam & Venkatesh (2011), ao 

realizarem estudo comparativo entre a produção de biossurfactante, por cepa de Bacillus 
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subtilis, em óleo de girassol, óleo de farelo de arroz e glicose. Nesta metodologia, o 

inóculo e o meio de cultivo apresentam composições diferentes. O inóculo é composto 

de Nutrient Broth (HiMedia Laboratories), um meio de cultivo comercial contendo 

glicose como fonte de carbono. A Tabela 9 apresenta a composição do meio de cultivo 

utilizando óleo de girassol como fonte de carbono. 

 

Tabela 9 – Composição meio mineral com óleo de girassol (MOG). 

Componente Concentração (g.L-1) 

Óleo de girassol 20,0 

CaCl2 0,1 

KH2PO4 1,0 

MgSO4.7H2O 0,5 

NaCl 0,1 

Extrato de levedura 5,0 

Peptona 0,7 

Fonte: Vedaramam & Venkatesh (2011). 

 

3.10 Evolução temporal da produção de biossurfactante em agitador orbital 

 

Após avaliar fontes de carbono não convencionais pra produção de 

biossurfactante, realizou-se ensaio em agitador orbital utilizando as fontes de carbono 

que se apresentaram como promissoras na produção de biossurfactante pela cepa IC56, 

tendo em vista avaliar a influência do tempo de cultivo na produção. 

A propagação do inóculo para o meio de cultivo foi descrito no item 3.2.2. 

O ensaio em agitador orbital, para observar a influência do tempo na produção do 

biossurfactante, foi realizado em agitador orbital a 30 °C e 150 rpm durante 72 horas. 

Foram retiradas amostras em intervalos de tempo e então submetidas às análises de 

biomassa, consumo de substrato, formação de produto e tensão superficial.  

 

 

 

 

http://himedialabs.com/TD/M002.pdf
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

4.1 Evolução temporal da produção de biossurfactante pela cepa ICA56 em meio 

mineral em agitador orbital 

 

Inicialmente, foi realizado ensaio em agitador orbital para avaliar a 

produção de biossurfactante em meio mineral pela cepa ICA56. A Figura 11 apresenta 

os resultados de consumo de substrato, formação de produto, bem como crescimento 

celular durante o cultivo da cepa ICA56. Meio mineral (Tabela 6) foi utilizado para o 

cultivo da cepa 

 

Figura 11 - Produção de biossurfactante pela cepa ICA56 em meio mineral em 

agitador orbital, 150 rpm e 30ºC: Crescimento celular (■), consumo de substrato(●) 

e formação de produto (▲). 
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Em 10 horas de cultivo, observou-se o início da fase estacionária do 

crescimento celular, período próximo em que todo o substrato foi consumido. Já a maior 

produção de surfactina (aproximadamente 220 mg.L-1) ocorreu em 72 horas de 

fermentação. 

Em termos de produção de biossurfactante, obteve-se um resultado inferior 

a alguns trabalhos científicos recentemente publicados. Al-Wahaibi et al. (2013) ao 
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estudarem a aplicação de surfactina, produzida por cepa de Bacillus subtilis, na 

recuperação melhorada de petróleo obtiveram produção de aproximadamente 500 mg.L-

1 de biossurfactante, utilizando meio de cultivo similar ao do presente estudo. 

Varadavenkatesan & Murty (2013) relataram produção aproximadamente 640 mg.L-1 de 

biossurfactantes do tipo lipopepitídeos por cepa de Bacillus sp. Coutté et al. (2013) 

produziram cerca de 750 mg.L-1 de surfactina, ao propor um processo integrando de 

produção, extração e purificação de lipopeptídeos produzidos por Bacillus subtilis. Já 

Al-Bahry et al. (2013)  obtiveram cerca de 2290 mg.L-1 de surfactina ao utilizar melaço 

de tâmara como fonte de carbono. Oliveira et al. (2013), ao utilizar cepa de Bacillus 

subtilis e concentração inicial de açúcares redutores totais (glicose e frutose), similar à 

utilizada de glicose no presente estudo, produziram somente 30 mg.L-1 de surfactina. 

Durante o cultivo da cepa ICA56, foi realizada a análise da tensão 

superficial do caldo fermentado, como uma medida indireta da quantidade e eficiência 

do biossurfactante produzido, pois estas biomoléculas apresentam a capacidade de 

reduzir a tensão superficial de líquidos (COUTTÉ et al. 2013; AL-WAHAIBI et al. 

2013; GUDIÑA et al. 2010). A Figura 12 apresenta o comportamento da tensão 

superficial e do pH durante  o cultivo.      

 

Figura 12 – Tensão superficial (●) e pH (■) duante cultivo de cepa 

ICA56 em meio mineral em agitador orbital, 150 rpm e 30ºC. 
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Observou-se uma redução da tensão superficial do caldo fermentado livre de 

células de 44 para 28 mN.m-1 (aproximadamente 35 %), mostrando a eficiência do 

tensoativo produzido. Este redução apresentou-se similar ao observado por Giro et al. 

(2009), que utilizaram meio mineral para cultivar Bacillus subtilis LAMI005, mas 

obtiveram uma redução da tensão superficial de aproximadamente 40,3 % em 48 horas 

de fermentação. 

A menor tensão obtida no ensaio foi de aproximadamente 28 mN.m-1, valor 

bastante satisfatório já que a surfactina apresenta a característica de reduzir a tensão da 

água de 72 para 27 mN.m-1 (BARROS et al, 2008). 

O pH manteve-se relativamente estável, na faixa entre 6,5 e 7,0. Resultado 

diferente ao observado por Rocha et al. (2008), que obtiveram redução de pH ao estudar 

a produção de biossurfactante utilizando Bacillus subtilis LAMI008, sendo atingido 

valores de pH variando de 5,2 a 6,0. Já Reis et al. (2004) observaram o mesmo 

comportamento do presente trabalho, quando estudaram a produção de surfactina por B. 

subtilis ATCC 6633 em material de baixo custo (cana-de-açúcar, óleo de soja, dentre 

outros) como meio de cultura. 

Valores consideravelmente ácidos durante o cultivo podem mascarar os 

resultados da produção de biossurfactante, pois a acidificação do meio causa a 

precipitação da surfactina, causando possível perda desse produto. Barros et al. (2008) 

ao estudarem a produção de biossurfactante por Bacillus subtilis em manipueira, 

observaram que em valores de pH abaixo de 4,0, ocorre aumento no valor da tensão 

superficial de uma solução rica em surfactante, já que nessa condição, parte do 

tensoativo que se encontrava solubilizado no meio, precipitaria, fornecendo assim 

valores não tão confiáveis. Devido à presença dos ácidos glutâmico e aspártico 

(aminoácidos) na estrutura da surfactina (PEYPOUX et al. 1999), o contato com HCl, 

ou outro ácido, pode causar  protonação  da cadeia lateral destes aminoácidos, tornando 

a surfactina insolúvel em meio aquoso. Este fato não foi observado no ensaio realizado, 

uma vez que o pH não atingiu valores próximos a 4,0 durante o cultivo. Kim et al. 

(1997), Oliveira et al. (2013), Sousa et al. (2012), Al-Bahry et al. (2013) e Al-Wahaibi 

et al. (2013) também obtiveram resultados semelhantes. 
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4.2 Estudo das propriedades tensoativas do biossurfactante produzido 

   

A eficácia de um tensoativo é definida através da capacidade de reduzir a 

tensão superficial e interfacial, que são definidas como a medida de energia livre de 

superfície por unidade de área, necessária para trazer uma molécula do interior de um 

líquido para uma superfície ou para outro líquido (BEZERRA, 2012; MULLIGAN et al. 

2005). Devido à presença de um surfactante, uma quantidade menor de energia é 

requerida para trazer uma molécula até a superfície, e assim, a tensão superficial, ou 

interfacial é reduzida (PIROLLO, 2006). 

A análise da tensão superficial e interfacial de uma solução rica em 

biossurfactante é uma medida indireta da quantidade e qualidade deste bioproduto, pois 

estas biomoléculas apresentam a capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial 

de líquidos (NITSHIKE et al. 2002, ROCHA et al. 2006, OLIVEIRA et al. 2013). A 

capacidade de reduzir a tensão superficial da água para valores abaixo de 35 mN.m-1 é 

um dos critérios utilizados para a seleção de micro-organismos produtores de 

biossurfactantes (MULLINGAN et al. 2005).  

A adição do biossurfactante bruto, produzido pela cepa ICA56 em meio 

mineral foi capaz de reduzir a tensão superficial da água de 72 para 33 mN.m-1, 

representando uma redução de 54%, mostrando a eficiência do bioproduto formado com 

um tensoativo em potencial. A surfactina apresenta a característica de reduzir a tensão 

da água de 72 para valores próximos a 27 mN.m-1, sendo este último valor, a menor 

tensão obtida por esse tensoativo (BARROS et al. 2008). O resultado obtido no presente 

estudo é similar aos apresentados por Cooper et al. (1981); Peypoux et al. (1999); Sousa 

et al. (2012) e Al-Wahaibi et al. (2013). Nitschke et al. (2006) ao avaliar alguns 

resíduos agroindustriais como substrato para produção de biossurfactantes por Bacillus 

sp.,  obtiveram redução média na tensão superficial de apenas 21,5%. Giro et al. (2009) 

obtiveram redução de 40,3 %, durante o cultivo para produção de surfactina em suco de 

caju clarificado. Estes resultados mostram que a biomolécula em estudo pode ser 

apresentada como um tensoativo em potencial. 

Biossurfactantes também apresentam a capacidade de reduzir tensão 

interfacial entre líquidos. Em função da presença de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos 

na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases 

fluidas com diferentes graus de polaridade (óleo/água e água/óleo). A formação de um 
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filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensão interfacial, sendo responsável 

pelas propriedades únicas dos surfactantes e biossurfactantes (NITSCHIKE et al. 2002). 

A Figura 13 apresenta os valores obtidos na medida da tensão interfacial de 

uma solução aquosa de biossurfactante bruto e algumas fontes hidrofóbicas (querosene, 

hexadecano, hexano e gasolina). A adição de surfactina na fase aquosa do sistema 

causou redução na tensão interfacial de 63% para querosene, 35% para hexadecano, 

45% para hexano e 70% para gasolina, o que evidencia a eficiência do biossurfactante 

produzido. 

 

Figura 13 - Tensão interfacial do biossurfactante bruto produzido pela 

cepa ICA56 em meio mineral frente ao querosene, hexadecano, hexano e 

gasolina. 
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Amani et al. (2010) observaram resultados similares referente à ação da 

surfactina em reduzir a tensão interfacial de alguns hidrocarbonetos em meio aquoso,   

ao estudar a produção de biossurfactantes por diferentes micro-organismos, dentre eles, 

Bacillus subtilis, produtor de surfactina. 

Outra propriedade tensoativa dos biossurfactantes é a Concentração Micelar 

Crítica (CMC). A concentração micelar crítica (CMC) pode ser entendida como a 

menor concentração do tensoativo onde ocorre a formação de micelas por saturação das 

interfaces do meio, sendo essa uma das principais características dessa classe de 

substância, característica tal que direciona o tipo de aplicação de cada surfactante ou 



73 

 

biossurfactante e os incluem em diversas aplicações industriais (BARROS et al. 2008), 

sendo a quantificação da CMC uma importante análise da eficiência de um tensoativo. 

A Figura 14 apresenta as diluições realizadas em uma solução inicial rica 

em biossurfactante bruto e a medida da tensão em cada diluição. A CMC é calculada no 

ponto de inflexão apresentado na Figura 14. A CMC obtida para a surfactina produzida 

no presente trabalho foi de 25,88 mg.L-1.  

 

Figura 14 - Concentração micelar crítica (CMC) do biossurfactante 

obtido no cultivo da cepa de ICA56 em meio mineral. 
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Fox & Bala (2000) apresenta que a CMC da surfactina pode varia de 10 a 

100 mg.L-1. Segundo Christofi & Ivshina (2002) quanto menor é o valor da CMC, mais 

eficiente é um surfactante. 

A Tabela 10 apresenta o valor de CMC da surfactina obtida por outros 

autores, e mostram que o resultado obtido no presente estudo é satisfatório, ao compará-

los. 
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Tabela 10 – Valores de Concentração Micelar crítica (CMC) da 

surfactina obtidos em outros estudos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O resultado também foi satisfatório quando comparado à surfac 

O resultado também foi satisfatório ao ser comparado à surfactina padrão 

comercial (Sigma - 98% de pureza), cuja CMC é de aproximadamente 13 mg.L-1 

(BUGAY, 2009). 

Christofi & Ivshina (2002) estudaram comparativamente a CMC de alguns 

surfactantes sintéticos e alguns biossurfactantes e observaram que os sintéticos 

apresentam elevados valores de CMC (Tween 20 - 2120 mg.L-1, Bromato de 

Cetiltrimetilamonio - 1300 mg.L-1 e SDS – 2330 mg.L-1), quando comparados à CMC 

dos biossurfactantes. 

A CMC da surfactina produzida também é inferior a de outros 

biossurfactantes, como é o caso dos rhamnolipídeos produzidos por Pseudomonas 

aeruginosa, que apresentam CMC de aproximadamente 48,3 mg·L-1 (CAMILIOS 

NETO  et al. 2009).  

Bugay (2009), ao estudar a produção e caracterização de biossurfactantes 

produzidos por cepas de Bacillus sp., propõe que a CMC da surfactina padrão 

CMC (mg.L-1) Referência 

25 Cooper et al. (1981) 

40 Kim et al. (1997) 

20 Peypoux et al. (1999) 

78,4 Rosen (2004) 

11 Reis et al. (2004) 

11 Sen & Swaminathan (2004) 

37 Barros et al. (2008) 

32 Bueno et al. (2010) 

63 Sousa et al. (2012) 
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(comercial) é  de 23 mg.L-1, resultando bastante similar ao obtido no presente estudo. 

Bugay (2009) também apresenta que a CMC dos biossurfactantes produzidos por cepas 

de Bacillus sp. é bem menor ao ser comparada com a dos surfactantes químicos, ficando 

clara a importância do aprimoramento da produção  de  biossurfactantes e cita o 

exemplo do  dodecil  sulfato  de  sódio  (SDS),  surfactante químico  comumente  

utilizado  na  indústria, e que apresenta uma  CMC  de  2333  mg·L-1 ou seja, cerca de 

430 vezes maior  que a do biossurfactante produzido por cepas de Bacillus analisada em 

seu estudo. 

Um valor de CMC baixo indica que pouca quantidade de biossurfactante é 

necessária para obter elevada eficiência desta espécie química como tensoativo 

(PACWA-PŁOCINICZAK et al. 2011). A partir dos resultados obtidos, é possível 

afirmar que o biossurfactante produzido pela cepa ICA56 apresenta grande atividade 

superficial (tensoativo) e CMC baixa, propriedades estas o que o caracterizam como um 

bom tensoativo. 

 

4.3 Avaliação da capacidade emulsificante do bioproduto formado 

 

A avaliação da capacidade emulsificante de um biossurfactante é uma 

análise promissora para a aplicabilidade deste bioproduto, principalmente para a 

indústria petrolífera e na biorremediação de ambientes contaminados com 

hidrocarbonetos (NITSCHKE & PASTORE, 2006). A capacidade dos biossurfactantes 

em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em água aumenta a degradação destes 

compostos no ambiente. Uma vez que micro-organismos degradadores estão presentes 

em oceanos, a biodegradação constitui um dos métodos mais eficientes de remoção de 

poluentes. Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e 

aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofóbicos no solo (NITSCHKE & 

PASTORE, 2002). 

A capacidade emulsificante do biossurfactante bruto em formar emulsões 

estáveis foi avaliada frente às seguintes fontes hidrofóbicas: querosene, hexadecano, 

óleo de soja, hexano, gasolina, biodiesel de mamona, NH140, óleo de motor SAE 15W-

40, lubrificante Lubrax 20W-40 e petróleo. A Tabela 11 apresenta os valores obtidos de 

índice de emulsificação (E24) e a Figura 15 ilustra imagens de algumas das emulsões 

formadas entre a solução do biossurfactante bruto e algumas fontes hidrofóbicas. 
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Tabela 11 - Índice de emulsificação (E24) do biossurfactanteproduzido 

pela cepa ICA56, em meio mineral, frente algumas fontes hidrofobicas. 

 

*N.F.: não formou emulsão estável em 24 horas de análise 

 

Figura 15 - Emulsão formada entre solução rica em biossurfactante produzido 

pela cepa ICA56 e algumas fontes hidrofóbicas.  

 

Fonte hidrofóbica E24(%) 

Óleo de Motor 15W-20 77,9 ± 0,01 

Lubrificante Lubrax 20W–40 68,3 ± 0,08 

Óleo de Soja 66,7 ± 0,00 

Hexadecano 64,5 ± 0,00 

Querosene 61,9 ± 0,07 

Hexano 61,7 ± 0,02 

Biodiesel de Mamona 61,5 ± 0,03 

Gasolina 46,4 ± 0,00 

Petróleo N.F.* 

NH140 N.F.* 
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Segundo Bezerra (2012), um critério a ser analisado para considerar um 

emulsificante como eficiente é apresentar capacidade de formar emulsão com 

hidrocarbonetos e se manter acima de 50% (E24) em 24 horas de análise. Como pode ser 

observado na Tabela 11, o biossurfactante produzido foi capaz de produzir emulsões 

estáveis, e com E24 maior do que 50 %, na maioria das fontes hidrofóbicas avaliadas. 

Observou-se que os melhores resultados foram obtidos ao utilizar óleo de motor 

(77,9%), lubrificante Lubrax 20W-40 (68,3%) e óleo de soja (66,7%) e esses resultados 

são satisfatórios quando comparados a alguns resultados publicados por outros autores. 

Nitschke & Pastore (2006), ao estudarem a produção de biossurfactante por 

cultivo de Bacillus subtilis em manipueira, obtiveram E24 em alguns hidrocarbonetos: 

66,6 % (hexano), 70,4 % (querosene), 69 % (hexadecano) e 74 % (óleo de soja). Pyria 

& Usharani (2009) ao realizarem estudo comparativo entre o biossurfactante produzido 

por Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, relataram que a surfactina produzida 

foi capaz de emulsificar querosene e óleo vegetal, com índices de emulsificação de 34% 

e 43%, respectivamente. 

França (2011) observou o mesmo comportamento de elevado índice de 

emulsificação em óleo de motor 15W-20 (72,5%) para surfactina produzida por Bacillus 

subtilis LAMI005, e justificou este resultado pelo reduzido diâmetro das gostas do 

sistema emulsionado, ao realizar análise microscópica da emulsão formada.  

Sriram et al. (2011), ao estudarem a ação antimicrobiana dos lipopeptídeos 

produzidos por cepa de Bacillus sp., obtiveram E24 de 80,36% em óleo de motor e 50,47 

% em óleos vegetais. Slivinski et al. (2012) observaram que ao avaliar a produção de 

surfactina por Bacillus pumilus, a surfactina produzida foi capaz de emulsificar alguns 

hidrocarbonetos, com os seguintes valores de E24: 52% (óleo de soja), 82% (óleo de 

motor), 20 % (hexano) e 53% (gasolina). Al-Wahaibi et al. (2013) ao estudarem a 

aplicação de surfactina, produzida por cepa de Bacillus subtilis, e aplicação na 

recuperação melhorada de petróleo, obtiveram E24 de aproximadamente 54% em 

hexadecano, 48% em hexano e também não observou a formação de emulsão estável 

entre solução aquosa do biossurfactante produzido e petróleo.  

Simultaneamente à avaliação da capacidade emulsificante do 

biossurfactante produzido, realizou-se um estudo comparativo entre sua eficiência 

emulsificante e dois surfactantes químicos (Triton e SDS) amplamente utilizados na 
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indústria. A Figura 16 apresenta os valores de índice de emulsificação entre o 

biossurfactante produzido, triton e SDS em óleo de motor, lubrificante e óleo de soja. 

 

Figura 16 – Índice de emulsificação do biossurfactante produzida no 

cultivo da cepa ICA56, em meio mineral, comparado aos obtidos 

com surfactantes sintéticos (SDS e Triton X-100) em óleo de motor, 

lubrificante e óleo de soja. 
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Observa-se na Figura 16 que o biossurfactante produzido no presente estudo 

mostrou capacidade emulsificante bastante similar à apresentada pelos surfactantes 

químicos, principalmente quando comparado aos resultados do SDS. Nas 3 fontes 

hidrofóbicas avaliadas, foi observado bastante similaridade entre os índices de 

emulsificação da surfactina com o SDS. O maior índice de emulsificação (E24) 

observado neste estudo foi de aproximadamente 77 % de óleo de motor em SDS, valor 

este bem próximo do que foi observado para a emulsão de óleo de motor na surfactina 

que foi de 73%. Em lubrificante, a emulsão apresentou um comportamento mais 

equivalente ainda entre o biossurfactante (68%) e o SDS (69%). Já o triton demonstrou 

ser um emulsificante menos eficiente, quando comparado ao SDS e o biossurfactante 

produzido no cultivo da cepa ICA56. 

Vaz et al. (2012) ao estudarem a produção de biossurfactante por cepa de 

Bacillus subtilis isolada de ambiente contaminado com petróleo, também realizou um 
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estudo comparativo entre o biossurfactante produzido e alguns surfactantes químicos 

comerciais, quanto às suas capacidade emulsificante. Vaz et al. (2012) obtiveram os 

maiores índices de emulsificação (E24) no biossurfactante e em um dos surfactantes 

químicos avaliados (Findet), sendo estes valores bem similares para todas as fontes 

hidrofóbicas analisadas. A surfactina produzida por estes pesquisadores demonstrou ser 

um emulsificante mais eficiente do que alguns surfactantes comerciais, como Glupone 

650 e  Dodecilbenzenosulfato de sódio (LAS). 

Segundo Nitschike & Pastore (2002), os biossurfactantes são mais eficientes 

e mais efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes aniônicos sulfatados), 

pois produzem menor tensão superficial em menores concentrações de biossurfactante.  

O biossurfactante produzido mostrou-se capaz de produzir emulsão estável 

na maioria das fontes hidrofóbicas e com E24 acima de 50%, mostrando ser um eficiente 

emulsificante, e com eficiência emulsificante similar ou mesmo superior aos 

surfactantes químicos analisados. 

 

4.4 Estabilidade das propriedades tensoativas e emulsificantes frente a variações 

de pH, temperatura e força iônica (% NaCl) 

 

Segundo Vaz et al. (2012), os biossurfactantes apresentam propriedades que 

os caracterizam como potenciais insumos em diversos setores e processos industriais. 

Estes processos estão normalmente associados a condições extremas (tais como pH, 

temperatura ou salinidade), sendo então necessária uma avaliação da estabilidade desses 

biossurfactantes frente à essas condições. 

A estabilidade do biossurfactante produzido, frente as variações de pH, 

temperatura e força iônica foi avaliada por intermédio da análise da estabilidade da 

emulsão formada em óleo de motor e em óleo de soja, bem como da atividade 

superficial (tensão superficial). 

 

4.4.1 Efeito do pH 

 

  A Figura 17 apresenta o efeito da variação do pH nas propriedades 

tensoativas e emulsificantes do biossurfactante produzido pela cepa ICA56. 
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Figura 17 – Efeito da variação do pH no Índice de Emulsificação na 

emulsão formada em óleo de motor (●) e óleo de soja (▲) e na atividade 

superficial (■) no biossurfactante produzido pelo cultivo da cepa ICA56 

em meio mineral. 
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Observa-se na Figura 17 que o biossurfactante produzido apresentou menor 

valores de tensão superficial e maiores resultados de índice de emulsificação na faixa de 

pH de 6,0 a 10,0. No pH 8,0 o biossurfactante foi capaz de reduzir a tensão superficial 

da água de 72 para 31 mN.m-1, representando um redução de aproximadamente 57%. 

Este resultado nesta faixa de pH era esperado, tendo em vista as características do 

biossurfactante produzido, pois em pH mais próximos à neutralidade (pH 7,0), a 

surfactina permanece solubilizada em solução, mantendo suas propriedades tensoativas 

e emulsificantes. Apesar de que na faixa mais próxima da neutralidade, em todos os 

valores de pH estudados, a tensão superficial, permaneceu de certa forma constante e 

inferior a 40 mN.m-1.  

Em óleo de motor, observou-se que em todas as faixas de pH analisados, os 

índices de emulsificação foram superiores a 50 %, indicando a eficiência do tensoativo 

produzido. Este resultado de estabilidade na emulsão formada também foi observado em 

óleo de soja, exceto para os pH de 2,0 e 4,0. 
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Valores consideravelmente ácidos do meio causam a precipitação da 

surfactina, causando possível perda desse produto. Devido à presença dos ácidos 

glutâmico e aspártico (aminoácidos) na estrutura da surfactina, o contato com HCl, ou 

outro ácido, causa a protonação  da cadeia lateral destes aminoácidos, tornando a 

surfactina insolúvel em meio aquoso (GUDINA et al. 2010). 

Antunes (2007) observou que valores acentuadamente ácidos de pH podem 

causar alterações nas forças eletrostáticas envolvidas na formaçõe de emulsões, o que 

pode acarretar a coalesência (separação) das fases envolvidas. 

A variação do pH no meio pode também afetar a estrutura e o tamanho das 

micelas formadas entre o biossurfactante e o sistema água-óleo. Knoblich et al. (1995) 

observaram que a variação do pH alterou o tamanho e o formato das micelas produzidas 

pela surfactina. Nos valores de pH mais próximos a neutralidade, a micela apresenta 

uma estrutura globular e e elipsoidal. Já em condições mais alcalinas, a estrutura 

passava para um formato globular e clindrico e com tamanho maior do que em pH mais 

ácidos ou neutros. Um tamanho de micela maior pode agregar uma maior quatidade 

material de um sistema água-oleo. 

Os resultados de estabilidade do biossurfactante, frente a variações de pH, 

foram semelhantes aos reportados por Al-Bahry et al. (2013) e Al-Wahaibi et al. 

(2013), que observaram maior estabilidade da surfactina produzida na faixa de pH de 

6,0 a 12,0, apesar de que nos valores ácidos de pH o biossurfactante ainda seja eficiente. 

 

4.4.2 Efeito da temperatura 

 

A fim de se analisar o efeito da temperatura nas propriedades tensoativas e 

emulsificantes do biossurfactante em estudo, alíquotas de solução do biossurfactante 

bruto foram expostos à diferentes temperaturas (4, 25, 50, 75, 100 e 121 °C) por 30 

minutos. A Figura 18 apresenta o efeito da variação da temperatura no índice de 

emulsificação (E24) na emulsão formada em óleo de motor e óleo de soja, e na tensão 

superficial de solução rica em biossurfactante bruto. 
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Figura 18 – Efeito da variação da temperatura no Índice de Emulsificação 

na emulsão formada em óleo de motor (●) e óleo de soja (▲) e na 

atividade superficial (■) no biossurfactante produzido pelo cultivo da 

cepa ICA56 em meio mineral. 
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A Figura 18 mostra que apesar do tratamento térmico na solução rica em 

biossurfactante bruto, tanto as propriedades tensoativas como emulsificantes não 

apresentaram mudanças significativas nas temperaturas de 4 a 120 ˚C.  

A tensão superficial da solução de biossurfactante permaneceu na faixa 

entre 31 e 33 mN.m-1, mostrando a estabilidade da atividade superficial do tensoativo 

produzido frente as variações de temperaturas analisadas. As emulsões analisadas em 

óleo de motor e óleo de soja também apresentaram estabilidade apresentando valores de 

índice de emulsificação entre 60 e 75% para a faixa de temperatura analisada.  

Diversos estudos confirmam a estabilidade das propriedades dos 

biossurfactantes quando submetidos a condições extremas de temperatura. Joshi et al. 

(2008) reportaram que os biossurfactantes produzido por 4 cepas de Bacillus sp. 

permaneceram com suas propriedades estáveis, quando submetidos à 80 ˚C durante 

nove dias. Vaz et al. (2012) também observaram a estabilidade do biossurfactante 

produzido por cepas de Bacillus sp., isolada de ambiente contaminado com petróleo, 

quando submetidos a condições extremas de temperatura. Al-Bahry et al. (2013)  

observaram que a tensão superficial, de uma solução rica em surfactina, não apresentou 
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variações significantes quando submetia a temperaturas de 40 a 160 ˚C por 20 minutos. 

Al-Wahaibi et al. (2013) observaram que o biossurfactante produzido por Bacillus 

subtilis B30 permaneceu como um tensoativo eficiente mesmo quando submetido a 

temperaturas próximas de 160 ˚C. 

Segundo Khopade et al. (2012), a estabilidade térmica de um 

biossurfactante é um resultado interessante no que se relaciona a aplicabilidade de um 

produto. Em alguns setores industriais a estabilidade térmica é um fator crucial, tais 

como nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica, em que há necessidade de 

estilização de certos produtos por tratamento térmico. 

 

4.4.3 Efeito da força iônica 

 

O efeito da adição de NaCl (a de 0 a 20 % m/v) à uma solução rica em 

biossurfactante também foi analisado, em termos de tensão superficial e índice de 

emulsificação. A Figura 19 apresenta os resultados deste estudo.  

 

Figura 19 – Efeito da variação da força iônica no Índice de Emulsificação 

na emulsão formada em óleo de motor (●) e óleo de soja (▲) e na 

atividade superficial (■) do biossurfactante produzido pelo cultivo da 

cepa ICA56 em meio mineral. 
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Observou-se que os índices de emulsificação apresentaram um decréscimo à 

medida que a concentração salina foi aumentada. Entretanto a maioria dos valores de 

E24 permaneceu superior a 50 %, indicando a eficiência do biossurfactante. A emulsão 

formada em óleo de soja apresentou maior estabilidade, frente à variação de força 

iônica, do que a formada em óleo de motor. Na maior concentração analisada (20% 

m/v) a emulsão formada em óleo de motor apresentou índice de emulsificação de 

aproximadamente 45%, apresentando indícios que para esta concentração salina, o 

biossurfactante analisado não apresente a mesma eficiência como emulsificante, do que 

nas outras analisadas.  

Já a tensão superficial não apresentou variação tão significativa, 

permanecendo estável em uma faixa entre 31 e 32 mN.m-1, com exceção para a 

concentração de 20 % de NaCl que apresentou tensão de 37 mN.m-1. Este resultado 

reforça a possibilidade que para esta concentração salina, a eficiência do biossurfactante 

seja levemente reduzida. Apesar do suave aumento na tensão superficial na 

concentração de NaCl mais elevada, o biossurfactante produzido ainda foi capaz de 

reduzir cerca de 48% na tensão superficial. Até 10% de salinidade, foi observada 

variação insignificante na nas propriedades tensoativas do biossurfactante produzido. Os 

biossurfactantes suportam concentrações de 10 % de NaCl enquanto que concentrações 

salina de 2 a 3 % são suficientes para inativar surfactantes convencionais (NITSCHKE 

& PASTORE, 2002). 

Knoblich et al. (1995) observaram que a adição de sal a solução de 

surfactina provoca uma mudança no tamanho da micela formada. Elevadas 

concentrações salinas podem diminuir consideravelmente o tamanho da micela e afetar 

as propriedade funcionais deste biossurfactante. 

Shaw (1970) propõe que os sais iônicos formam interações íon-dipolo com a 

água. Estas interações são mais fortes do que as formadas entre o sal e a fase gasosa 

(ar), e estas moléculas evitam a interface ar/sistema aquoso, gerando um aumento na 

tensão superficial de uma solução. 

Segundo Mohamed et al. (2003), com o aumento da concentração salina, 

também é observado um aumento na energia livre do sistema. Então as emulsões 

formadas não são termodinamicamente estáveis, proporcionando um aumento na taxa 

de coalescência das gostas e posterior separação de fases.  
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Al-Bahry et al. (2013) reportaram que o biossurfactante produzido pro cepas 

de Bacillus sp. apresentou estabilidade tensoativa até 4% de salinidade,  valor inferior 

ao observado no presente estudo. Al-Wahaibi et al. (2013) observaram que a surfactina 

produzida apresentou estabilidade quando submetida até concentração salina de 5 % 

(NaCl). Felix (2012) também observou tensão de 37 mN.m-1 pra solução rica em 

surfactina com 20% de NaCl (m/v) e que o biossurfactante permaneceu estável até 10% 

de salinidade, ao avaliar a produção de surfactina pelo cultivo da cepa de Bacillus 

subtilis LAMI005 em suco de caju clarificado. 

Khopade et al. (2012) propõem que biossurfactantes que suportem até 10% 

de salinidade apresentam viabilidade à utilização na biorremediação de ambientes 

marinhos. 

 

4.5 Aplicação do biossurfactante produzido na remoção de hidrocarbonetos em 

areia contaminada 

 

A atual dependência do petróleo e seus derivados são acompanhados com o 

risco ambiental envolvido no seu processo produtivo, refino, transporte e 

armazenamento e distribuição de derivados. Estão envolvidos riscos de derramamentos 

acidentais, que podem ser minimizados, mas não totalmente eliminados (CRAPEZ et al. 

2002). Aparna et al. (2012) apontam a aplicação de biossurfactantes como uma das  

técnica mais promissoras para remoção de hidrocarbonetos.  

Avaliou-se o potencial de remoção de petróleo e óleo de motor, em areia 

contaminada, pelo caldo fermentado (livre de células), obtido no cultivo da cepa ICA56, 

e pela solução de biossurfactante bruto, sendo água destilada utilizada como controle. 

Comparativamente dois surfactantes químicos (sintéticos) foram também avaliados. A 

Tabela 12 apresenta a quantidade (%) de hidrocarbonetos removidos da areia 

contaminada, após tratamento com biossurfactante, surfactantes químicos e água. 
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Tabela 12 – Potencial de remoção de hidrocarbonetos de areia contaminada com petróleo e óleo de 

motor, por diferentes tratamentos.  

Tratamento Petróleo removido (%) Óleo de motor removido (%) 

Caldo fermentado 85 ± 2,06 90,8 ± 0,6 

Biossurfactante bruto 76,89 ± 3,2 88,6 ± 0,9 

Água destilada 36,1 ± 1,1 33,12 ± 2,8 

SDS 81,2 ± 0,5 79,2 ± 1,3 

Triton X-100 76,1 ± 2,1 70,4 ± 0,4 

 

Observa-se na Tabela 12 que o tratamento com biossurfactante foi o 

responsável pelo maior potencial de remoção tanto de petróleo como de óleo de motor, 

de 85% e 90,8 %, respectivamente. A solução de biossurfactante bruto apresentou um 

potencial, de remoção de hidrocarbonetos, levemente menor, quando comparado ao 

caldo fermentado livre de células. Este fato pode ser justificado por uma possível perda 

material de biossurfactante, durante as operações unitárias com finalidade da obtenção 

da surfactina bruta.  

Entretanto, as diferenças observadas entre o potencial de remoção do caldo 

fermentado e da solução de biossurfactante bruto são bastante pequenas, mostrando o 

potencial de aplicabilidade do biossurfactante produzido em biorremediação. Este 

resultado é bem interessante, pois mostra que a aplicabilidade do biossurfactante 

produzido não está associada necessariamente a processos de purificação, gerando 

redução de custos ao processo. A Figura 20 apresenta imagens da areia contaminada 

com petróleo após tratamento com biossurfactante, surfactantes químicos e água e a 

Figura 21 mostra a solução de lavagem utilizada no tratamento da areia contaminada. 
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Figura 20 – Na imagem superior: areia limpa sem contaminhação. Imagem 

inferior: areia contaminada com petróleo após tratamento com água, caldo 

fermentado e solução do biossurfactante bruto. 

 

 

 

Figura 21 – Imagem da solução de lavagem após utilização no tratamento de 

areia contaminada com óleo de motor e petróleo. 

 

Areia 
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Observa-se na Figura 20 que a areia contaminada após tratamento com o 

caldo fermentado apresentou uma coloração mais clara, mostrando que o petróleo que 

estava presente foi removido. Na Figura 21, observa-se que o caldo fermentado 

adiquiriu uma coloração bem mais escura do que as outras soluções, mostrando que 

parte do petróleo que estava contaminando a areia foi transferida para esta solução. A 

areia contaminada após tratamento com água destilada apresentou uma coloração bem 

mais escura, mostrando que a quantidade de petróleo residual presente ainda é elevada. 

Água destilada removeu somente 36% de óleo cru presente na areia. Os surfactantes 

químicos (SDS e Triton X-100) apresentaram potencial de remoção de petróleo e óleo 

de motor, mas estes valores foram levemente inferiores aos observados pela aplicação 

do biossurfactante, mostrando a eficácia do bioproduto em estudo. O surfactante 

sintético SDS apresentou potencial de remoção de hidrocarbonetos superior ao Triton 

X-100, o que pode ser explicado pelo menor valor de CMC apresentado pelo SDS 

(BUGAY, 2009). Os biossurfactantes são mais eficientes e mais efetivos do que os 

surfactantes convencionais (detergentes aniônicos sulfatados), pois produzem menor 

tensão superficial em menores concentrações de biossurfactante (NITSHICKE & 

PASTORE, 2002). 

Joshi et al. (2008) observaram que os biosurfactantes produzido por cepas 

de Bacillus sp. foram capazes de remover 30% de óleo em solo contaminado. Lai et al. 

(2009) observaram que biossurfactantes (ramnolipídeos e surfactina) são mais eficientes 

na remoção de hidrocarbonetos de solo do que surfactantes químicos (tween-80 e triton 

x-100). Jain et al. (2012) estudaram a eficiência de ramnolipídeos (Psedudomonas 

aeroginsa) e surfactina (Bacillus subtilis), quanto a remoção de petróleo, e compararam 

os resultados com surfactantes químicos (tween-80, SDBS e Alfoterra 5PO-145). Estes 

autores observaram os seguintes resultados, quanto à remoção de petróleo em coluna de 

vidro contendo areia contaminada: surfactina (68%), ramnolipídeos (57%), tween-80 

(52%), SDBS (51%) e alfoterra (55%). Estes resultados mostram que os 

biossurfactantes foram mais eficientes do que os surfactantes sintéticos, assim como foi 

observado no presente estudo.    

Luna et al. (2013) observaram que o biossurfactante produzido por Candida 

sphaerica foi capaz de remover aproximadamente 90% de óleo de motor de solo 

contaminado. Silva et al. (2013), ao estudarem a produção de biossurfactante em 

substratos de baixo custo, reportaram que o tensoativo produzido por Pseudomonas sp. 

https://www.google.com/search?espv=210&es_sm=93&q=ramnolip%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ei=xmaGUs7bF8us7Qbk_oDoAw&ved=0CCkQvwUoAA
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apresentou potencial de remoção de óleo de motor de 80%. Nalini & Parthasarathi 

(2013), ao estudar a produção de biossurfactante por Serratia rubidaea, observaram que 

o biossurfactante produzido foi capaz de remover 85% de óleo em areia contaminada, e 

que o caldo fermentado livre de células foi mais eficiente na remoção de 

hidrocarbonetos do que SDS e água, com 60% e 46%, respectivamente. Pereira et al. 

(2013) também observaram que o caldo fermentado de Bacillus subtilis foi mais 

eficientes do que alguns surfactantes químicos comerciais, como Enordet e Petrostep, 

quanto à remoção de hidrocarbonetos em solo contaminado. 

Biossurfactantes apresentam vantagens sobre os surfactantes químicos, 

sendo mais eficientes e ecologicamente mais corretos, pois removem hidrocarbonetos 

contaminates de um solo sem modificar a natureza química daquele ambiente (LAI et 

al. 2009). 

 

4.6 Aplicação do biossurfactante produzido na remoção de metais pesados  

 

As contaminações por hidrocarbonetos e metais são grandes preocupações 

ambientais, mas poucas tecnologias são capazes de amenizar os efeitos destes dois 

contaminantes, simultaneamente. Íons metálicos não são biodegradáveis e apresentam 

elevada toxicidade. Assim, a remediação de hidrocarbonetos de baixa volatilidade e 

metais é apresentada como uma grande preocupação ambiental (MULLIGAN et al. 

2001). De acordo com Pacwa-Plociniczak et al. (2011), a remoção de metais pesados 

por biossurfactantes ocorre possivelmente por complexação da forma livre do metal em 

solução, agindo como um quelante. 

A presença de diferentes grupos funcionais de diferentes polaridades nas 

moléculas de biossurfactante acarreta uma interação molecular com a carga dos metais, 

atuando como um agente quelante, possibilitando a sua remoção de um solo ou efluente 

contaminado (MULLIGAN et al. 1999; PACWA-PLOCINICZAK et al. 2011). 

Avaliou-se o potencial do biossurfactante produzido, no cultivo da cepa 

ICA56, quanto á remoção de metais pesados (cobre, cromo e zinco) e os resultados 

estão apresentados na Tabela 13. 
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Tabela 13 – Potencial de remoção de metais pesados pelo biossurfactante produzido pelo 

cultivo da cepa ICA56 em meio mineral. 

Amostra Remoção de Cu2+ (%) Remoção de Cr3+ (%) Remoção de Zn2+ (%) 

0 h 29 ± 0,20 35 ± 0,19 34 ± 0,26 

24 h 60 ± 0,14 34 ± 0,61 33,9 ± 0,14 

48 h 86 ± 0,24 36 ± 0,39 39 ± 0,36 

24 h + 0,25% NaOH 56 ± 0,51 37 ± 0,21 33 ± 0,21 

24 h + 1% NaOH 100 ± 0,0 100 ± 0,0 99,12 ± 0,5, 

24 h + 2% NaOH 100 ± 0,0 100 ± 0,0 98,97 ± 0,37 

 

Observa-se na Tabela 13 que os maiores potencias de remoção de metais 

pesados ocorreram ao se adicionar NaOH ao sistema, algo previsto pelas propriedades 

do biossurfactante produzido, pois em pH mais próximos à neutralidade (pH 7,0), a 

surfactina permanece solubilizada em solução. A adição de NaOH foi mais eficiente do 

que um aumento no tempo de contato entre o biossurfactante e os metais pesados. Este 

comportamento foi bastante similar ao observado por Mulligan et al. (2001), ao avaliar 

a remoção de íon metálicos contaminantes de solo por surfactina, produzida por 

Bacillus subtilis. Singh & Cameotra (2013) também observaram que o pH influencia 

diretamente na ação quelante da surfactina, em remover metais pesados em efluente ou 

em solo contaminado. 

Mulligan et al.  (1999) mostraram que a surfactina foi capaz de remover 

íons de cobre e zinco de um solo contaminado com hidrocarbonetos (petróleo). 

Observou-se, nesses estudos, que a remoção de zinco e cobre do solo contaminado foi 

superior 70%, e a remoção de hidrocarbonetos foi de 50%. Os resultados também 

mostraram que a ação da surfactina na remoção de metais pode ser otimizada se estiver 

associada com 1% de NaOH. Estes autores também observaram que a surfactina 

produzida pode ser reutilizada (soluço de lavagem) até cinco vezes, que ainda sim 

apresente potencial para remoção de metais pesados. Gnanamani et al. (2010) 

estudaram a biorremediação de Cr (VI), utilizando o biossurfactante produzido por Bac. 

sp. MTCC 5514. Foi observado que a biorremediação aconteceu em 2 etapas: a redução 

de Cr (VI) para Cr (III), que é menos tóxico, por meio de metabólitos extracelulares 

produzidos pela cepa e interação entre o biossurfactante, produzido durante o cultivo, e 

Cr (III). 
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Simultaneamente à avaliação do potencial de remoção de metais pesados 

pelo biossurfactante, realizou-se um estudo comparativo entre sua eficiência como 

agente quelante e dois surfactantes químicos (Triton X-100 e SDS) amplamente 

utilizados na indústria. A Figura 22 apresenta a remoção (%) de metais pesados (cobre, 

cromo e zinco) ao serem utilizados SDS, Triton X-100 e o biossurfactante produzido 

produzido pela cepa ICA56 em meio mineral. 

 

Figura 22 – Remoção de metais pesados pelo biossurfactante 

produzida no cultivo da cepa ICA56, em meio mineral, comparado a 

surfactantes sintéticos (SDS e Triton X-100). 
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Observa-se na Figura 22 que o biossurfactante em estudo apresentou 

potencial de remoção de metais pesados similar ou mesmo superior quando comparado 

aos surfactantes químicos analisados. Nos metais analisados, observou-se que o 

biossurfactante apresentou eficiência similar ao Triton X-100. O maior potencial de 

remoção foi observado no biossurfactante, quando aplicado a efluente contaminado com 

zinco, sendo a remoção em torno de 41 %. 

Maity et al. (2013) realizaram estudo similar, e utilizarem surfactina e 

surfactantes sintéticos tipo saponinas, e obtiveram remoção de metais pesados inferiores 

ao presente estudo. Estes autores, ao utilizar surfactina, removeram somente 17% e 24% 
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de íons de cobre e zinco em solução, respectivamente. Quando a solução de surfactina 

foi adicionada de saponinas, ocorreu um aumento no potencial de remoção para 47% 

para íons cobre e 40% para íons de zinco quando comparadas a eficiciência dos 

surfactantes químicos. 

 

4.7 Bioensaios toxicológicos  

 

4.7.1 Teste de germinação com Lactuca sativa 

 

Avaliou-se a toxicidade do biossurfactante produzido no cultivo da cepa 

ICA56 frente a sementes de Lactuca sativa (alface). Poucos estudos têm sido realizados 

com finalidade de verificar a toxicidade destes bioprodutos, tendo em vista sua 

aplicabilidade (SOUZA SOBRINHO et al. 2013). 

A Figura 23 apresenta o Índice de Germinação (IG) da Lactuca sativa para 

cada concentração do biossurfactante analisado. Este índice leva em conta tanto o 

crescimento das raízes, como a porcentagem de germinação das sementes em cada 

concentração de biossurfactante (LUNA et al. 2013). 

 

Figura 23 – Índice de Germinação da espécie de alface Lactuca 

sativa em diferentes concentrações do biossurfactante produzido no 

cultivo da cepa ICA56 em meio mineral. 
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Observa-se na Figura 23 que os índices de germinação para as 

concentrações de biossurfactante de 0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 350 e 500 mg.L-1 foram 

de 104,3; 102,3; 99,6; 102,1; 98; 96; 87 e 78,9, respectivamente. Nota-se que nas 

concentrações inferiores a 500 mg. L-1, o biossurfactante produzido não apresentou 

efeito inibitório no crescimento das raízes de Lactuca sativa, pois apresentaram índice 

de germinação superior a 80%. Tiqua et al. (1996) consideram que  índice de 

germinação de 80% é um indicador de ausência de fitotoxicidade. Na concentração de 

500 mg.L-1 de biossurfactante, foi observado índice de germinação de 78,9%, indicando 

que para esta concentração o bioproduto estudado pode apresentar efeito inibitório no 

crescimento das sementes de alface. É possível afirmar que para o biossurfactante 

produzido não apresentou influencia no índice de germinação das sementes de Lactuca 

sativa. 

Resultado bastante semelhante foi observado por Felix (2012), ao avaliar a 

produção de surfactina por cepa isolada de tanque de tratamento de esgoto, cultivada em 

suco de caju clarificado.  

Millioli et al. (2009) observaram que o biossurfactante produzido por 

Pseudomonas aeruginosa não afetou o índice de germinação de sementes de alface em 

concentrações inferiores a 8 mg de biossurfactante/ 1 g de solo. Estes autores também 

realizaram um estudo comparativo entre a toxicidade (em sementes de alface e de 

tomateiro) de alguns surfactantes químicos (SDS, Tween-80, Biosolve e Biononex) e 

biossurfactante (ramnolipídios), e observaram que os surfactantes de origem microbiana 

apresentam toxicidade bastante inferior aos surfactantes sintéticos comerciais. Luna et 

al. (2013), ao estudarem a produção de biossurfactante por Candida sphaerica 

utilizando resíduos industriais como substrato, reportaram que o biossurfactante 

produzido não afetou o crescimento de sementes de alguns vegetais: Brassica oleracea 

(couve) Solanum gilo (jiló) e Lactuca sativa (alface).  Qazi et al. (2013) observaram 

que, para baixas concentrações, o biossurfactante produzido por Fusarium sp. não 

apresentou efeito inibitório sobre as sementes de mostarda e pode ser apresentado como 

seguro para aplicações ambientais.  

Singh & Cameotra (2013) ao estudarem a produção de biossurfactantes do 

tipo lipopeptídeos por Bacillus subtilis, observaram que a surfactina produzida não 

afetou o crescimento de raízes de mostarda. Estes autores observaram que a germinação 

das sementes, na presença de biossurfactante, apresentou apenas uma leve diferença, 
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quando comparada aos aditivos agrícolas normalmente utilizadas neste tipo de plantio, 

classificando a surfactina como biologicamente compatível ao meio ambiente.  

 

 

 

4.7.2 Teste de mortalidade do microcrustáceo da espécie Artemia salina 

 

O derramamento de petróleo e seus derivados em ambientes marinhos é 

atualmente um dos principais problemas ambientais. O petróleo tem sido alvo de 

pesquisas para o desenvolvimento de diversas técnicas físicas e químicas para eliminá-

lo das águas ou, ao menos, reduzir seus efeitos sobre o ecossistema. Segundo Nishicke 

& Pastore (2002), os biossurfactantes têm recebido grande atenção devido à crescente 

preocupação da população com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais ou sintéticos; 

além disto, sua baixa toxicidade amplia o seu campo de aplicabilidade. 

Avaliou-se a toxicidade do biossurfactante produzido no microcrustáceo 

Artemia salina, tendo em vista uma análise da toxicidade deste bioproduto em 

organismos aquáticos para caso de uma aplicação em ecossistema marinho. Artemia 

salina é um organismo-padrão comumente utilizado em testes de ecotoxicologia, pela 

facilidade de manutenção em laboratório, além de requerer condições simples de cultivo 

e ciclo de vida curto. Soluções de biossurfactante bruto nas concentrações de 0, 12,5, 

25, 50, 100, 200, 350, 500 e 750 mg.L-1, foram utilizadas neste ensaio. Realizou-se uma 

regressão não linear nestes dados experimentais, no intuito de obtenção um modelo que 

estime a CL50 (concentração de uma determinada espécie química que causa afeito 

agudo de letalidade ou imobilidade em 50% dos organismos de uma população). A 

obtenção da CL50 permite a classificação de uma espécie química quanto à toxicidade. 

A Figura 24 apresenta a taxa de mortalidade do microcrustáceo para cada concentração 

de biossurfactante analisado e a Equação 6 apresenta o modelo de regressão não linear 

que se ajustou aos dados experimentais (R2 = 0,984). 
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Figura 24 – Taxa de mortalidade do microcrustáceo Artemia salina 

em diferentes concentrações do biossurfactante produzido no cultivo 

da cepa ICA56 em meio mineral (ajuste exponencial dos dados). 
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Dolabella (1997) classifica as espécies químicas quanto à toxicidade em 

microcrustáceos (Artemia salina) de acordo com o valor da CL50. Segundo este autor, 

uma substância é considerada altamente tóxica quando CL50 é menor do que 80 mg.L-1, 

moderadamente tóxica se o valor de CL50 estiver entre 80 e 250 mg.L-1 e para valores 

acima de 250 mg.L-1, a substância pode ser considerada atóxica. 

A partir do modelo, ajustado para os dados de taxa de mortalidade dos 

microcrustáceos e dose de biossurfactante, obtém-se a CL50 do biossurfactante 

produzido como sendo de aproximadamente 465,6 mg.L-1. Segundo a classificação de 

Dolabella (1997) o biossurfactante produzido pela cepa ICA56 não apresentou efeitos 

tóxicos ao organismo estudado, o que pode viabilizar sua aplicabilidade em 

ecossistemas marinhos. Observa-se na Figura 24, que nas doses (12,5; 25 e 50 mg.L-1) 

próximas à concentração micelar crítica (25 mg.L-1) do biossurfactante produzido, a 

taxa de mortalidade da Artemia salina foi baixa, permanecendo inferior a 15%. Este 

𝑦 = 103,24. 𝑒
𝑥

28,86 −  118,21 
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resultado mostra que mesmo em concentrações baixas, o biossurfactante será eficiente, 

como tensoativo, e possivelmente não causará efeito tóxico significativo a alguns 

organismos. 

Felix (2012) também observou a ausência de toxicidade na surfactina 

produzida por cepa de Bacillus subtilis, relatando CL50 de 612,57 mg.L-1. Silva et al. 

(2013) ao estudarem a produção de biossurfactante em substratos de baixo custo, 

reportaram que o tensoativo produzido por Pseudomonas sp. não apresentou 

considerável toxicidade em Artemia salina. Estes autores observaram que efeito 

inibitório no crescimento do microcrustáceo foi somente a concentrações elevadas de 

tensoativo, mas estas doses estavam bastante acima da CMC do biossurfactante 

estudado. Luna et al. (2013) também observaram resultados semelhantes aos estudar a 

toxicidade do biossurfactante produzido por Candida sphaerica. Estes resultados 

também mostram a baixa ou mesmo ausência de toxicidade dos biossurfactantes. 

Já os surfactantes químicos são prejudiciais ao meio ambiente, pois são 

tóxicos e não apresentam biodegradabilidade (PIRRÔLO, 2006). Alguns estudos 

apresentam a toxicidade de alguns surfactantes sintéticos, comumente utilizados 

industrialmente. Liwarska-Bizukojc et al. (2005) ao estudarem a toxicidade de alguns 

surfactantes sinéticos em microcrustáceos do tipo Artemia salina, observaram que os 

surfactantes aniônicos (SDS, SDBS e APE) são acentuadamente tóxicos (10 < CL50 < 

100  mg.L-1) e que os não iônicos (AES e AE) podem sem extremamente tóxicos (CL50 < 

10  mg.L-1). Li (2008) também observou que os surfactantes sintéticos apresentam 

elevada toxicidade, e que podem ser um risco ambiental, mostrando que surfactantes 

químicos como SDS e Triton X-100, apresentam CL50 de 0,36 e 11,18 mg.L-1. Baixas 

concentrações de surfactantes químicos podem causar sérios danos ao ecossistema onde 

está sendo aplicado.  

Dehghan-Noudeh et al. (2005) realizaram um estudo comprativo entre a 

surfactina, produzida por Bacillu susbtilis, e alguns surfactantes químicos (SDS, TTAB, 

BC e HTAB) no que se refere à capacidade de ruptura de células vermelhas (hemólise 

de eiritrócitos). Estes autores observaram que os surfactantes sintéticos apresentam uma 

habilidade de ruptura de eritrócitos bem mais elevada do que os biossurfactante 

analisado, mostrando que os surfactantes químicos apresentam maior toxicidade sobre 

células animais do que os biossurfactantes. 
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Hwang et al. (2009) estudaram a toxicidade da surfactina, produzida por 

Bacillus subtilis, em organismos maiores: ratos. Estes autores forneceram ração com 

diferentes doses de surfactina durante 28 dias para ratos e verificaram taxa de 

mortalidade, os efeitos da surfactina sofre o peso dos animais, bem como realizaram 

análises físico-químicas (necropsia) nas vísceras (pulmão, coração, glândulas, dentre 

outros) dos organismos, tendo em vista observarem se a surfactina apresentava algum 

efeito negativo sobre algum órgão ou sistema vital dos organismos. Estes autores 

observaram que não houve morte dos  s em nenhuma das doses analisadas sendo que o 

único efeito relatado foi que nas doses mais elevadas de surfactina ocorreu uma leve 

redução no peso dos animais. Hwang et al. (2009) relataram que a análise físico-

química das vísceras mostrou que  a surfactina não apresentou nenhum efeito tóxico 

sobre os animais. Não foi observada nenhuma zona de necrose nos órgãos e sistemais 

vitais analisados, exceto algumas manchas nas veias hepáticas nas doses extremamente 

elevadas de surfactina (2000 mg de surfactina/kg do organismo). 

A baixa toxicidade dos biossurfactantes pode ser justificada por suas 

propriedades tensoativas serem extremamente suaves, o que pode implicar em elevada 

compatibilidade biológica. A estrutura polimérica e a composição de grupos 

polifuncionais fazem com que os biossurfactantes possuam uma polaridade menor que 

os surfactantes químicos. Desta maneira, as micelas formadas pelos biossurfactantes 

apresentam menor carga eletrostática, e maior compatibilidade com membranas 

biológicas, quando comparadas aos surfactantes sintéticos (FELIX, 2012). 

 

4.8 Avaliação do coeficiente de transferência de oxigênio (kLA) na produção de 

biossurfactante. 

 

Em geral, o aumento de escala de um processo está condicionado a ensaios 

iniciais em bancadas de laboratório, para que sejam, em seguida, testados em escala 

semi-piloto e piloto. Após estes estudos, dá-se início a produção em escala industrial 

(SAKATO,1997).  

O critério de aumento de escala em alguns sistemas de cultivo aeróbio está 

relacionado em manter a similaridade entre os coeficientes volumétricos de oxigênio 

(kLA). Este coeficiente de convecção de massa de oxigênio está relacionado a diversos 

fatores, como a velocidade de agitação (nível de mistura) variação de viscosidade do 
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meio, temperatura e taxa de aeração do sistema. A obtenção de elevadas concentrações 

de produto desejado, na maioria dos casos, depende da quantidade de oxigênio que está 

sendo transferido para o meio líquido, daí surge o interesse em estudo do coeficiente de 

transferência de oxigênio em sistemas agitados e aerados. 

A proposta desta etapa do estudo está relacionada à avaliação da influência 

da transferência de oxigênio para a cepa ICA56 em biorreator de bancada de 4L. Tem-

se em vista a otimização do processo de produção de biossurfactante, por intermédio da 

variação de condições operacionais do processo: agitação (rpm) e aeração (L.min-1 de 

oxigênio). Outros estudos já publicados discutem o efeito desses parâmetros 

isoladamente para aumentar produção e concentração de surfactina em cepas de 

Bacillus sp. (NAJAFI et al. 2010; WINTERBURN  et al.  2011) sendo então a 

avaliação destas variáveis combinadas um estudo promissor. 

Neste estudo, realizaram-se cultivos aeróbios em biorreator de bancada (4L) 

com aproximadamente 10 g.L-1 de glicose (Meio Mineral) para análise da influência da 

concentração de oxigênio, através do coeficiente volumétrico de transferência de 

oxigênio (kLA) na produção de surfactina. Foram avaliados os efeitos da agitação (200, 

250, 300 e 350 rpm) e aeração (0,5; 1; 1,5 e 2 L.min-1 de oxigênio) na produção de 

biossurfactante.  

O kLa foi determinado pelo método indireto, mas sem o borbulhamento de 

nitrogênio. A Figura 25 apresenta o perfil temporal do oxigênio dissolvido para a 

condição de 200 rpm e 1 vvm, bem como a linearização da curva proposto pela Equação 

4. Esta foi a metodologia utilizada para calcular o kLA em todos os ensaios realizados.  
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Figura 25 – Cultivo para produção de biossurfactante - Saturação de oxigênio em 

função do tempo para vazão de 1 L.min-1 de O2 e agitação de 200 rpm. (O gráfico 

superior é equivalente oxigênio dissolvido durante o período que kLA foi determinado, e 

o inferior representa os dados para o cálculo do kLA linearizados pelo modelo proposto). 
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Nesta condição operacional, foi obtido kLa de aproximadamente 10,44 h-1. 

Os valores de kLA, para esta condição,  foi inferior do que o encontrado por Amani et al. 

(2010) no cultivo de Bacillus subtilis para produção de biossurfactantes. Apesar dos 

valores obtidos apresentaram valores diferentes, a mesma ordem de grandeza foi 

observada.  A Tabela 14 apresenta os resultados de kLa, biomassa, formação de produto 

e tensão superficial para todas as condições avaliadas. 
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Tabela 14 – Influência da variação na agitação e aeração, de biorreator de bancada para 

cultivo da cepa ICA56, na biomassa, formação de produto, tensão superficial e 

coeficiente de transferência de oxigênio em 24 horas de cultivo. 

Agitação 

(rpm) 

Aeração 

 (L/min) 

KLa 

 (h-1) 

Xmáx  

(g.L-1) 

Pmáx  

(mg.L-1) 

Tensão Superficial  

(mN/m) 

200 0,5 7,704 2,4 22,53 46 

200 1 10,44 3,1 115,97 30 

200 1,5 12,564 1,8 15,02 41 

200 2 24,95 1,7 14,03 45 

250 0,5 9,64 2,42 56,52 38 

250 1 13,65 1,62 11,54 42,5 

250 1,5 19,66 3,26 12,84 40 

250 2 26,33 1,28 11,96 38 

300 0,5 23,87 2,79 13,93 40 

300 1 25,32 3,52 11,1 42 

300 1,5 27,2 2,18 13,71 36 

300 2 29,3 2,56 23,99 46 

350 0,5 24,5 1,64 11,26 49 

350 1 29,6 1,21 10,94 43 

350 1,5 30,2 0,71 42,74 38,8 

350 2 38,6 0,57 21,22 41 

 

Estes resultados foram similares ao obervados por Amani et al. (2010) ao 

realizarem estudo semelhante com cepa de Bacillus subtilis, visando a utilização da 

surfactina produzida em recuperação melhorada de petróleo. Entretanto, AMANI et al. 

2010 obtiveram maiores concentrações de biossurfactante.  

A redução na tensão superficial reflete a produção de biossurfactante, 

mostrando sua eficiência como tensoativo. Na condição de 200 rpm e 1 L.min-1 de 

oxigênio ocorreu a maior produção de surfactina (116 mg.L-1) e consequentemente a 

maior redução na tensão superficial, aproximadamente 55%. 

Com base nos resultados obtidos foi gerado o diagrama de Pareto, tendo em 

vista analisar os efeitos isolados e combinados da agitação e aeração, e superfície 

resposta, visando à obtenção da condição operacional ótima para produção de 
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biossurfactante pelo cultivo da cepa ICA56. As variáveis foram significativas para o 

processo com nível de significância de 95 % para variáveis isoladas e a interação entre 

elas. 

Por meio do diagrama de Pareto (Figura 26) pode-se verificar que as 

variáveis isoladamente (ajuste linear) apresentaram um efeito mais significativo sobre 

transferência (kLA) de oxigênio do que combinadas entre si.  

 

Figura 26 – Diagrama de Pareto mostrando a contribuição da 

agitação e aeração na transferência de oxigênio (kLa) durante o 

cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.  

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: KLA (h-1)

2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=7,969754
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Observa-se a partir do diagrama de Pareto que a variável que mais 

influenciou para a transferência de oxigênio foi agitação, mas aeração também 

apresentou influência no kLa.  

O principal objetivo das condições de aeração e agitação, em biorreator, é a 

dispersão das bolhas de ar, com consequente suprimento de oxigênio aos micro-

organismos, a manutenção das células em suspensão e o aumento da transferência de 

calor e massa do meio de cultivo. A transferência de oxigênio tem crucial importância 

no metabolismo de diversos micro-organismos, pois o oxigênio participa da geração de 

energia através da cadeia de respiração dentro da mitocôndria, que é fundamental para 
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obtenção de uma velocidade de crescimento específico significante (SILVA et al. 

2001). 

Amani et al. (2010) observaram que o kLa foi um critério crucial para o 

scale-up da produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis, de agitador orbital 

(shaker) para biorreator de bancada. Fahim et al. (2012) reportaram que a transferência 

de oxigênio é um fator importante para a produção de biossurfactantes do tipo 

lipopeptídeos por cepas de Bacillus subtilis, e que agitação e aeração influenciam 

diretamente neste processo. Posteriormente, Fahim et al. (2013) observaram o aumento 

(175%) da transferência de oxigênio com o aumento da velocidade do líquido e do ar, 

ao estudar a transferência de oxigênio em reator de fase inversa (leito fluidizado) para 

produção de biossurfactante por Bacillus subtilis.  

A variação na agitação e aeração do sistema reacional também afetaram o 

crescimento celular (biomassa) e a formação de produto (biossurfactante). A Figura 27 

apresenta a superfície resposta para o comportamento da biomassa como efeito das 

variações na agitação e aeração do biorreator de bancada. 

 

Figura 27 – Superfície resposta para a biomassa (g.L-1) em função das taxas 

de aeração e agitação para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de 

bancada.  

Fitted Surface; Variable: Xmax (g/L)

2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=,5396869
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Observa-se na Figura 27 que elevadas taxas de aeração prejudicam o 

crescimento celular e que a agitação apresenta um efeito mais significativo do que a 

https://www.google.com/search?espv=210&es_sm=93&q=lipopept%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ei=rciLUqWyDqq54ATkxoDwCg&ved=0CCkQvwUoAA


103 

 

aeração. O maior crescimento celular ocorreu na faixa intermediária de agitação e 

aeração analisada (em torno de 260 rpm e 1,0 L.min-1). 

Schimidell et al. (2001) reportaram que a mistura do fluido (sistema 

reacional) é de crucial importância em bioprocessos, sendo que em cultivos aeróbicos 

essa é uma operação crítica, pois está diretamente relacionada à transferência de 

oxigênio para as células. O oxigênio exerce papel fundamental na proliferação da 

biomassa microbiana e consequentemente na geração de produtos. A taxa com que o 

oxigênio é consumido pelas células determina a taxa na qual o gás é transferido para o 

sistema. Normalmente, a demanda específica de oxigênio passa por um período máximo 

no início da fase exponencial de crescimento microbiano (DORAN, 1995). 

Segundo Doran (1995) quando o ar é disperso através do meio líquido, 

diferentes padrões de fluxo das bolhas de ar podem ocorrer. Se a taxa de agitação é 

baixa e a de aeração é elevada, o gás envolve o impelidor sem que ocorra dispersão das 

bolhas, formando um fluxo de ar somente ao longo do eixo da haste do agitador. O 

aumento da velocidade de agitação faz com que o gás seja capturado sob às pás do 

impelidor, sendo então disperso através do meio líquido. Já baixas taxas de aeração 

prejudicam a transferência de oxigênio, e elevadas taxas podem causar turbilhonamento 

no sistema. O presente estudo observou que o crescimento celular foi mais acentuado 

em condições moderadas de agitação e aeração. 

Neves (2003) afirma que a obtenção de elevadas concentrações de 

bioprodutos de interesse depende diretamente da transferência eficiente de oxigênio da 

fase gasosa para a fase líquida, especialmente nos instantes mais avançados do processo, 

pois a concentração celular deve estar elevada. A Figura 28 apresenta a superfície 

resposta para o comportamento da produção de biossurfactante como efeito das 

variações na agitação e aeração em biorreator de bancada. 
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Figura 28 – Superfície resposta para a produção de biossurfactante (mg.L-1), em função 

das taxas de aeração e agitação, para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada.  
Fitted Surface; Variable: Pmax (mg/L)

2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=772,4618

DV: Pmax (mg/L)
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Observa-se na Figura 28 que a maior produção de surfactina ocorreu nas 

condições mais brandas de agitação e aeração (200 rpm e 1,0 L.min-1). Apesar da maior 

produção de espumas serem geradas em níveis mais altos de agitação, verificou-se por 

meio da superfície de resposta (Figura 21) que concentração mais elevada de 

biossurfactante foi obtida nas taxas de aeração e agitação menores (200 rpm e 1,0 vvm). 

Isto pode ser atribuído ao fato de que as taxas mais baixas de agitação em sistema, salva 

a perda súbita de líquido, devido à pressão e o fluxo de ar reduzido, o qual facilita o 

contato entre o oxigênio e o micro-organismo, causando pouca turbulência ao sistema. 

Também foi observada a formação de biossurfactante na fase da espuma do sistema 

estudado, com concentração levemente maior do que a observada no seio do líquido. 

Yeh et al. (2006) ao cultivarem cepa de Bacillus subtilis para produção de 

biossurfactante, observaram que elevada taxa de agitação e aeração, apesar de 

produzirem considerável quantidade de espuma, prejudica o crescimento do micro-

organismo e a produção de surfactina. 

Silva (2013) estudou uma faixa ainda mais abrangente de valores de 

agitação (180 até valores superiores a 400 rpm) e aeração (0,8 até valores superiores a 

2,2 L.min-1) e observou o mesmo comportamento que o presente trabalho. Silva (2013) 

observou que a maior produção de biossurfactante por cepa de Bacillus subtilis ocorreu 

na condição de agitação de 200 rpm e 1 L.min-1, apesar de que em condições mais 
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severas de mistura tenha ocorrido maior formação de espuma. Silva (2013) também 

relatou que a maior parte do biossurfactante produzido estava na espuma, ao invés do 

seio do líquido no sistema reacional. 

Observou-se que a variação da agitação e aeração no sistema reacional não 

causou uma variação tão significativa na produção de biossurfactante. A maior 

produção de surfactina ocorreu na condição de 200 rpm e 1 L.min-1, que foi de 

aproximadamente 120 mg.L-1 em 24 horas de cultivo, sendo este um resultado pouco 

satisfatório.  

A baixa produção de biossurfactante apresentada pela cepa ICA56 pode ser 

consideravelmente aumentada se outras configurações do sistema reacional forem 

utilizadas. Estudos recentes (FAHIM et al. 2013; COUTTE et al. 2013) apontam que 

biorreatores com configuração clássica (tanque aerado) não são adequados para a 

produção de biossurfactantes do tipo lipopeptídeos, devido à formação excessiva de 

espuma durante o processo. Lee et al. (2008) mostraram que o uso de agentes 

antiespuma também não é adequado, pois estas substâncias podem causar algum efeito 

sobre o micro-organismo, além da possibilidade de interação com o biossurfactante 

produzido, implicando em um processo mais complexo de purificação. 

Segundo Henkel et al. (2012), devido a agitação e aeração constante durante 

o cultivo das cepas produtoras de biossurfactantes, ocorre a excessiva formação de 

espuma que afetar diretamente os rendimentos de produção. Estudos tem sido realizado 

visando a aeração e agitação em biorreatores, sem que ocorre formação considerável de 

espuma (REIS et al. 2013; HEYD et al. 2008; KRONEMBERGER et al. 2008). 

Algumas configurações reacionais para produção de biossurfactante do tipo 

lipopeptídeos são apresentadas como promissoras. Coutté et al. (2010) utilizaram reator 

de membrana aerado sem bolhas e observaram produção de 600 mg.L-1 de 

biossurfactante do tipo lipopetídeos. Chtioui et al. (2012) utilizaram reator de biofilme 

com disco rotativo para produção de surfactina por cepa de Bacillus sp. e relataram 

produção de aproximadamente 1000 mg.L-1. Fahim et al. (2013) utilizaram reator 

trifásico de fase inversa de leito fluidizado e produziram cerca de 2000 mg.L-1 de 

surfactina bruta.  
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4.9 Avaliação de substratos não convencionais para a produção de biossurfactante 

 

Uma alternativa para aumentar a produção de biossurfactantes reside na 

utilização de substratos não convencionais, tais como resíduos agroindustriais.  

Muitos biossurfactantes têm sido produzidos de substratos agroindustriais 

renováveis e de baixo custo. Uma variedade de subprodutos ou resíduos, que incluem 

derivados de óleos vegetais, resíduos de amido, resíduos de destilaria de óleos e 

substâncias lácteas tem sido utilizados na produção de muitos metabólitos microbianos. 

A utilização de resíduos agroindustriais apresentam algumas vantagens: redução de 

custos no processo de produção dos biossurfactantes, fontes de elevador teor de 

carboidratos, lipídeos e nutrientes, em geral, renováveis, além da redução dos possíveis 

impactos destes resíduos se fossem aplicados ao meio ambiente (SALGADO, 2013; 

SILVA, 2012; SOBRINHO, 2007).  

Tendo em vista estas vantagens, avaliou-se a produção de biossurfactante 

pelo cultivo da cepa ICA56 em algumas fontes de carbono diferentes: óleo de girassol, 

soro de leite, suco de caju (clarificado) glicerol e meio mineral (glicose). A Tabela 15 

apresenta os resultados de crescimento celular (biomassa) produção de biossurfactante, 

redução da tensão superficial do meio de cultivo e índice de emulsificação em óleo de 

motor, para cada substrato analisado. 

 

Tabela 15 – Avaliação de resíduos agroindustriais na produção de biossurfactante pelo cultivo da 

cepa ICA56 em agitador orbital à 30 °C e 150 rpm durante 48 horas. 

Substrato Biomassa 

(g.L-1) 

Biossurf. bruto 

(mg.L-1) 

Tensão Superficial 

(mN.m-1) 

Redução T.S. 

(%) 

E24 

(%) 

Glicerol 2,90 ± 0,26 1290 ± 150 28 ± 0,25 53,33 ± 1,20 92 ± 0,26 

Óleo de girassol 2,69 ± 0,55 980 ± 100 36 ± 0,00 45,00 ± 4,20 90 ± 0,15 

Suco de caju 2,31 ± 0,21 760 ± 120 30 ± 0,30 50,00 ± 2,10 91 ± 0,46 

Meio mineral 2,48 ± 0,31 410 ± 160 33 ± 0,00 45,00 ± 1,15 79,6 ± 0,16 

Soro de leite 1,67 ± 0,30 370 ± 80 31 ± 0,00 48,33 ± 0,96 70,5 ± 0,59 

 

Observa-se na Tabela 15 que o glicerol e óleo de girassol foram as fontes de 

carbono que apresentaram maior produção de biossurfactante, apresentando 

concentrações de aproximadamente 1300 e 1000 mg.L-1. Apesar de baixa produção de 
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surfactina em alguns substratos, tais como soro de leite (390 mg.L-1) e meio mineral 

(410 mg.L-1) observa-se que em todos os ensaios ocorreu redução da tensão superficial e 

formação de emulsão estável em óleo de motor. Os valores de tensão superficial ficaram 

entre 28 e 36 mN.m-1 e os índices de emulsificação foram superiores a 50%.  Estes 

resultados mostram a eficiência do biossurfactante produzido, mesmo em baixas 

concentrações. 

Em glicerol, a tensão superficial do meio, após 48 horas de cultivo, foi de 

aproximadamente 28 mN.m-1, valor próximo da tensão superficial de uma solução da 

surfactina padrão comercializada, que é 27 mN.m-1 (BARROS et al. 2008). Glicerol foi 

apresentada como a fonte de carbono que gerou maior produção de biomassa. SOUSA 

et al. (2012) propõem que a produção de surfactina esteja diretamente associada ao 

crescimento celular. 

Apesar da notória produção de surfactina em óleo de girassol, observou-se 

que a tensão superficial não apresentou valor tão reduzido. Este fato pode ser justificado 

pela presença de óleo residual, não consumido pelo micro-organismo, na amostra que 

pode ter influenciado na medida de tensão. 

Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram várias fontes de carbono para 

produção de biossurfactante por Bacillus subtilis B5, tendo em vista a otimização da 

produção e relataram alguns substratos como promissores: melaço de cana-de-açúcar, 

glicose, maltose, sacarose , sorbitol e glicerol. Estes autores relataram produção de 1100 

mg.L-1 de surfactina, ao utilizaram melaço como substrato. Abdel-Mawgoud et al. 

(2008) sugerem que utilizar resíduos industriais na produção de biossurfactantes é um 

estudo promissor, pois cerca de 30% dos custos da produção estão relacionados ao meio 

de cultivo.  

Zhu et al. (2013) avaliaram a produção de biossurfactante por cepa de 

Bacillus sp. em estado sólido e estudaram o efeito de diferentes substratos na produção. 

Estes autores relataram que a maior produção de surfactina ocorreu com a utilização de 

glicerol como fonte de carbono, assim como foi observado no presente estudo. Faria et 

al. (2011) estudaram a produção e caracterização estrutural da surfactina produzida pela 

cepa Bacillus subtilis LSFM-05 em glicerol, proveniente da indústria do biodiesel, e 

relataram produção de 800 mg.L-1 de surfactina, valor inferior ao observado no presente 

estudo.  
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Vedaramam & Venkatesh (2011) avaliaram a produção de biossurfactante 

por cepa de Bacillus subtilis em óleo de girassol e observaram a produção de surfactina 

em torno de 250 mg.L-1, em 48 horas de cultivo. Chander et al. (2012) estudaram 

diferentes óleos vegetais como substrato para a produção de biossurfactante por Bacillus 

subtilis MTCC 441 e relataram que óleo de girassol foi o que mais estimulou o 

crescimento celular. 

Suco de caju clarificado é relatado por Fontes et al. (2012) como um 

substrato promissor na produção de biossurfactante por Yarrowia lipolytica. Rocha et 

al. (2008) obtiveram cerca de 280 mg.L-1 de surfactina ao cultivar a cepa Bacillus 

subtilis LAMI008 em suco de caju clarificado suplementado de alguns nutrientes, como 

fonte de  nitrogênio e sais minerais. Oliveira et al. (2013) estudaram o potencial de 

produção de biossurfactante por cepa de Bacillus subtilis em suco de caju clarificado e 

relataram produção de aproximadamente 180 mg.L-1 de surfactina. 

Soro de leite também foi utilizado por Joshi et al. (2008) para produção de 

biossurfactante por diferentes cepas de Bacillus sp. Estes autores observaram redução de 

40% na tensão superficial durante o cultivo das cepas.  Cagri-Mehmetoglu et al. (2012) 

mostraram que a cepa de Bacillus subtillis ATCC6633 foi capaz de consumir lactose, 

presente no soro de leite, e produzir cerca de 200 mg.L-1 de surfactina em 72 horas de 

cultivo. Pereira et al. (2013) estudaram diferentes fontes de carbono para a produção de 

surfactina, por Bacilus subtilis, e obervaram que, apesar do micro-organismo consumir 

lactose, esta não á fonte de carbono mais adequada para produção de biossurfactante. 

Estes autores relataram que a produção foi de aproximadamente 82  mg.L-1, sendo este 

um valor não tão satisfatório, quando comparado à produção dos outros substratos 

estudados (citrato de sódio, glicerol, hexano, glicose e extrato de carne). 

Makkar et al. (2011) discutiram a importância da utilização de resíduos 

industriais como matéria-prima para bioprocessos. Segundo estes autores, a utilização 

de resíduos agroindustriais na produção de biossurfactantes pode viabilizar a 

implantação desses processos em escala industrial. O meio de cultivo pode ser 

responsável por mais de 30% nos custos do processe de produção de biossurfactante. 

Estes resultados mostram que a cepa ICA56 possui potencial biotecnológico 

na produção de biossurfactante, utilizando substratos de baixo custo. Estes substratos, 

além de aumentarem consideravelmente a produção, quando comparado ao meio de 

cultivo sintético (meio mineral) reduzem o custo do processo de produção e ainda 
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convertem resíduos em produto de elevado valor agregado, e minimizando impactos 

ambientais.  

Realizou-se ensaio em agitador orbital (72 horas) para produção de 

biossurfactante em óleo de girassol e em glicerol, tendo em vista analisar o 

comportamento do micro-organismo no que se refere ao crescimento celular, consumo 

de substrato e formação do produto de interesse. 

 

4.9.1 Evolução temporal da produção de biossurfactante em meio de cultivo contendo 

óleo de girassol como substrato. 

 

A Figura 29 apresenta os resultados de crescimento celular, consumo de 

substrato, bem como formação de produto, durante o cultivo da cepa ICA56 em meio de 

cultivo contendo óleo de girassol como fonte de carbono. 

Considerável desvio-padrão foi observado nos resultados de substrato, o que 

pode ser explicado pela imprecisão da metodologia adotada (extração com hexano e 

posteriormente gravimetria, segundo proposto por Vedaramam & Venkatesh, 2011).  

 

Figura 29 - Produção de biossurfactante pela cepa ICA56 em agitador orbital, 

150 rpm e 30ºC em meio de cultivo contendo óleo de girassol: Crescimento 

celular (■) consumo de substrato(●) e formação de produto (▲). 

5

10

15

20

25

 

P
ro

d
u

to
 (

m
g

.L
-1

)

B
io

m
a

s
s
a

 (
g

.L
-1

)

  Substrato

S
u

b
s
tr

a
to

 (
g

.L
-1

)

Tempo (h)

0 12 24 36 48 60 72

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
 Biomassa

 

0

200

400

600

800

1000

 Produto

 



110 

 

Observou-se tempo de fase lag relativamente elevado, em torno de 10 a 12 

horas de cultivo, o que pode ser justificado pela diferença de composição entre o meio 

de cultivo e o inóculo. O inóculo, segundo a metodologia adotada, apresenta glicose 

como fonte de carbono. A glicose é uma fonte de carbono mais fácil de ser assimilada 

pelo metabolismo de micro-organismo (GADD, 1988). Quando a cepa passou do 

inóculo, com glicose, para o meio de cultivo, com óleo de girassol, observou-se que 

ocorreu um tempo de adaptação às novas condições de cultivo. 

Nas primeiras horas do ensaio, a baixa taxa de crescimento celular foi 

acompanhada de pouco consumo de substrato e limitada formação de produto. Após 48 

horas de ensaio, houve uma redução ou estabilidade no consumo de substrato, que foi 

refletido na concentração celular e formação de produto, que também apresentaram 

concentrações quase constantes. 

Chander et al. (2012) estudaram diferentes óleos vegetais como substrato 

para a produção de biossurfactante por Bacillus subtilis MTCC 441 e relataram que óleo 

de girassol foi o que mais estimulou o crescimento celular, quando comparado a outros 

óleos vegetais, como óleo de gergelim, coco, mostarda e mamona. Este substrato é 

apresentado como potencial fonte de carbono para produção de biossurfactante.  

No presente estudo atingiu-se concentração celular de aproximadamente 2,3 

g.L-1. A maior produção de biossurfactante (930 mg.L-1) ocorreu em 54 horas de 

cultivo, apesar de que a partir de 48 horas, a produção fica quase constante. Esta 

produção de biossurfactante foi capaz de causar redução de 50% na tensão superficial 

do meio de cultivo.  

Vedaramam & Venkatesh (2011) avaliaram a produção de biossurfactante 

por cepa de Bacillus subtilis MTCC2423 em óleo de girassol e observaram biomassa de 

aproximadamente 3,5 g.L-1 e produção de surfactina em torno de 600 mg.L-1, em 72 

horas de cultivo. Apesar de o presente estudo ter obtido crescimento celular inferior, a 

concentração de surfactina produzida foi em torno de 35% superior aos estudos 

realizados Vedaramam & Venkatesh (2011). Isso mostra o potencial da cepa estudada 

em produzir biossurfactante em óleo de girassol. 
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4.9.2 Evolução temporal da produção de biossurfactante em meio de cultivo contendo 

glicerol como substrato. 

 

A Figura 30 apresenta os resultados de crescimento celular, consumo de 

substrato, bem como formação de produto, durante o cultivo da cepa ICA56 em meio de 

cultivo contendo glicerol como fonte de carbono. 

  

Figura 30 - Produção de biossurfactante pela cepa  ICA56 em agitador orbital, 150 rpm 

e 30ºC em meio de cultivo contendo glicerol: Crescimento celular (■) consumo de 

substrato(●) e formação de produto (▲). 
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Observou-se tempo de fase lag de aproximadamente 5 horas, sendo este 

valor inferior ao observado no cultivo em óleo de girassol (em torno de 11 horas). A 

mesma composição entre o inóculo e o meio de cultivo pode justificar esta diferença. 

Souza (2010) obteve o mesmo valor de tempo de fase lag ao cultivar Bacillus subtilis 

LAMI005 em meio de cultivo contendo glicerol (o mesmo utilizado no presente 

estudo). Sousa (2012) estudou a produção de biossurfactantes, incluindo o cultivo de 

cepas de Bacillus sp. (lipopeptídeos) em glicerol, e observou que uma mudança na 

composição do meio foi capaz de reduzir significante, em torno de 80%, o tempo de 

adaptação do micro-organismo ao meio de cultivo (lag). Barbosa (2011) estudou a 

produção de biossurfactante por Yarrowia lipolytica e Pseudomonas aeruginosa, bem 

como a formulação de biodetergentes utilizando os bioprodutos formados. 
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Diferentemente do presente trabalho, este autor relatou, que ao utilizar glicerol como 

fonte de carbono, o tempo de fase lag foi de aproximadamente 30 e 50 horas, 

respectivamente, mostrando que para estes micro-organismos, a utilização de glicerol 

não é viável, pois grande desperdício de tempo de produção para escala industrial. O 

curto tempo de fase lag observado no cultivo da cepa ICA56 apresenta indícios da 

viabilidade da bioconversão de glicerol em biossurfactante. 

A maior concentração celular ocorreu em 54 horas de cultivo, 

correspondendo a aproximadamente 4 g.L-1, e este valor permaneceu praticamente 

constante em 72 horas. Esta elevada biomassa mostra a aceitabilidade do metabolismo 

do micro-organismo em consumir o glicerol e promover o crescimento celular, 

convertê-lo em metabólitos, além da manutenção celular (SCHIMIDELL et  al. 2001). 

Reis et al. (2004) obtiveram biomassa cerca de 1,3 g.L-1 em 48 horas de incubação, ao 

cultivar Bacillus subtilis ATCC663 em meio de cultivo contendo glicerol. Entretanto 

outros estudos mais recentes, como Sousa (2010); Faria et al. (2011) e Sousa (2012) 

mostram que cepas de Bacillus sp. podem crescer e atingir concentrações elevadas de 

biomassa em meio de cultivo contendo glicerol como fonte de carbono, assim como foi 

observado no presente trabalho. 

Observa-se na Figura 30 que nem todo o substrato foi consumido durante o 

cultivo. Aproximadamente 50% do glicerol disponível foi convertido em biomassa e 

metabólitos pela cepa ICA56 (além da manutenção celular). SCHIMIDELL et al. 2001 

afirma que nem o substrato se esgota completamente quando a concentração celular é 

máxima, podendo ainda haver uma concentração residual desta substância, ao termino 

do cultivo. Este comportamento também foi observado em outros estudos: Ciapina et al. 

(2007); Faria et al. (2011); Sousa (2011); Barbosa (2011); Sousa (2012) e Zhu et al. 

(2013). 

A maior produção de biossurfactante ocorreu em 54 horas de cultivo, 

correpondento a aproximadamente 1150 mg.L-1. A produção de surfactina foi 

responsável pela redução na tensão superficial da água de 72 para 28 mN-1, equivalente 

a uma redução de 62%, mostrando a eficiencia deste bioproduto como tensoativo. A 

partir de 48 horas de incubação da cepa ICA56, a produção de surfactina permaneceu 

aproximadamente constante. Entretanto a partir de 24 horas de ensaio, a tensão 

superficial do meio de cultivo livre de células atingiu valores próximos a 30 m.Nm-1 e 

permaneceu praticamente permanente até o final do cultivo da cepa (72 horas de 
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incubação).  Segundo Gudina et al. (2010) um eficiemte tensoativo é capaz de reduzir a 

tensão superficial da água de 72 para valores inferiores  a 35 mN.m-1. 

Sousa et al. (2012) realizaram um screening dentre algumas bactérias 

isoladas de Tanque de Tramento de Esgoto, e identificarm 2 cepas de Bacillus sp.como 

potenciais produtoras de biossurfactnte. Estes autores relataram produção de 270 mg.L-1 

e 440 mg.L-1, para os cultivos de Bacillus subtilis LAMI009 e LAMI005, 

respectivamente, ao utilizar o mesmo meio de cultivo, contendo glicerol, que o preente 

trabalho. 

Sousa (2012) realizou ensaios cinéticos variando condições de cultivo, 

tendo em vista a otimização da produção de biossurfactante por Bacillus subtilis, e 

observou que ao utilizar meio de cultivo com glicerol e 2% de inóculo obteve produção 

de aproximadamente 150 mg.L-1 de surfactina. Faria et al. (2011) estudaram a produção 

surfactina produzida pela cepa Bacillus subtilis em glicerol em biorreator de bancada de 

10 L e relataram que grande parte do biossurfactante produzido está presente na fase da 

espuma, e que a maior concentração de surfactina ocorreu em 72 horas de cultivo, que 

foi de 1320 mg.L-1. Zhu et al. (2013) avaliaram a produção de biossurfactante por cepa 

de Bacillus sp. em estado sólido, como glicerol como fonte de carbono, e obtiveram 

produção de aproximadamente 1200 g.L-1 de surfactina. Estes resultados mostram que a 

produção de biossurfactante em meio de cultivo contendo glicerol foi satisfatória, pois a 

concentração obtida foi superior ou similar a alguns resultados relatados por outros 

autores. 

Consideráveis volumes gerados de glicerol são gerados  da indústria do 

biodiesel, podendo ate ser apresentado como um risco ambiental. A utilização do 

glicerol como fonte de carbono para a produção de biossurfactantes é um estudo 

promissor, pois se trata de um substrato de baixo custo e que pode ser assimilado pelo 

metabolismo de diferentes micro-organismos produtores de biossurfactantes, como 

relatado por alguns autores: Ciapina et al. (2007); Faria et al. (2011); Sousa (2011); 

Barbosa (2011); e Zhu et al. (2013). 
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5 CONCLUSÕES  

 

O biossurfactante produzido pela cepa ICA56, em meio mineral, foi capaz 

de reduzir a tensão superficial da água de 72 para 30mN.m-1 e interfacial de um sistema 

água/gasolina de 15 para 3 mN.m-1, mostrando sua eficiência como tensoativo.  

Este bioproduto foi capaz de produzir emulsão estável em algumas fontes 

hidrofóbicas, tais como óleo de motor, óleo de soja, hexano e querosene, apresentando 

índices de mulsificação superiores a 60% e estabilidade do sistema emulsionado por 

mais de 24 horas. As propriedades emulsificante e tensoativas do bioproduto formado 

no cultivo da cepa ICA56 mostraram-se estáveis e eficiemtes frente às variações de pH, 

temperatura e concentração salina. Outro resultado que comprova a eficiência do 

biossurfactante produzido é a sua concentração micelar crítica em torno de 25 mg.L-1, 

sendo este valor inferior ao dos surfactantes químicos e de outros biossurfactantes. O 

biossurfactante produzido foi capaz de remover hidrocarbonetos e metais pesados em 

sistemas que simulavam ambientes contaminados, apresentando eficiência, quando 

comparado aos surfactantes químicos.  

Apesar da eficiência das propriedades funcionais e aplicabilidade do 

biossurfactante, a produção em meio mineral contendo glicose foi em torno de 200 

mg.L-1, sendo esta uma concentração razoável. A variação da agitação e aeração em 

biorreator de bancada não apresentou um resultado tão em termos de produção de 

bioossurfactante. Já a utilização de substratos não convencionais mostrou-se como uma 

melhor alternativa para aumentar a produção de biossurfactante, pois, além da 

possibilidade de reduzir custos no processo, foram observados maiores rendimentos do 

que no meio sintético (glicose). Óleo de girassol e glicerol foram apresentados como 

potenciais fontes de carbono para produção de biossurfactante pela cepa ICA56, 

obtendo concentrações de 980 mg.L-1 e 1290 mg.L-1 do produto de interesse, 

respectivamente. 
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ANEXO 

 

Tabela A.1 - Tabela de análise de variância 

Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Valor de 

F 

P-valor 

Regressão 1104,289 5 220,85 31,55 10% 

Residual 79,69 10 7,969   

Total 1183,979 15    

Ftab (90%)    2,52  
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Figura A.1 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuição da agitação e aeração na 

transferência de oxigênio (kLa) durante o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de 

bancada. 

 
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: KLA (h-1)

2 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=7,969754

DV: KLA (h-1)

,3177386

-1,25388

1,439919

6,772658

9,430997

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Agitação (rpm)(Q)

1Lby2L

Aeração (L/min)(Q)

(2)Aeração (L/min)(L)

(1)Agitação (rpm)(L)

,3177386

-1,25388

1,439919

 

 

Figura A.2 – Superfície resposta para o kLa (h-1) em função das taxas de aeração e 

agitação para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada. 
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Figura A.3 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuição da agitação e aeração no 

crescimento celular (biomassa) da cepa ICA56 em biorreator de bancada. 
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Figura A.4 – Superfície resposta para a biomassa (g.L-1) em função das taxas de aeração 

e agitação para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada. 
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Figura A.5 - Diagrama de Pareto mostrando a contribuição da agitação e aeração na 

produção de biossurfactante durante o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada. 
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Figura A.6 – Superfície resposta para a produção de biossurfactante (mg.L-1) em função 

das taxas de aeração e agitação para o cultivo da cepa ICA56 em biorreator de bancada. 
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Tabela A.2 – Modelo de ajuste das variáveis-resposta (X = agitação em rpm; Y = aeração em L.min-1). 

Variável Modelo de ajuste 

KLa (h
-1) Z = -19,4864 +0,105131*X + 0,0000897*X2 + 6,175*Y + 4,065*Y2- 0,0283184.X*Y 

Xmáx (g.L-1) Z = -8,1812 + 0,083*X - 0,0001625*X2 + 0,858*Y - 0,509*Y2 - 0,000472*X*Y 

Pmáx (mg.L-1) Z= 333,47075 - 1,85108*X + 0,002453*X2 - 51,9571*Y - 14,605*Y2 + 0,29182*X*Y 

 


