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RESUMO 

Thaís Sales Antunes 

 

Aplicação de biossurfactantes microbianos na recuperação de metais oriundos de 

resíduos de refinaria 

 Biossurfactantes são compostos tensoativos sintetizados por via microbiana que 

apresentam propriedades de adsorção, ação espumante ou antiespumante, solubilidade ou 

detergência, dependendo de sua estrutura molecular. Além disso, estes biocompostos 

apresentam aspectos como baixa toxicidade, boa biodegradabilidade e, tolerância à 

temperatura, pH e força iônica. Diversas espécies bacterianas produzem grande variedade de 

tensoativos. Apesar das vantagens de sua aplicação, o uso industrial dos surfactantes 

biológicos ainda é limitado devido ao oneroso custo no processo de obtenção. Uma alternativa 

para redução do custo é a utilização de meios de produção que empregam matérias primas 

renováveis e de fácil obtenção. Na atualidade, os diversos setores industriais buscam atitudes 

socioeconômicas e ambientais que satisfaçam as rigorosas legislações governamentais e a 

opinião pública, por isso a minimização de rejeitos é fator fundamental para o sucesso da 

cadeia produtiva. Em particular, a indústria do petróleo pode ser considerada a principal fonte 

geração de rejeitos e de poluição ambiental. Ao ano, cerca de 10.000 toneladas de 

catalisadores utilizados no refino de óleo são descartados por apresentarem baixa eficiência. 

Neste cenário, a reciclagem de catalisadores esgotados permitirá reduzir os custos com o 

refino de petróleo, além de contribuir para proteção do meio ambiente. O presente estudo 

avaliou a eficiência do tensoativo produzido por isolado de Bacillus subtilis na recuperação de 

metais adsorvidos em catalisadores esgotados de refinaria. Comparativamente, um 

biossurfactante comercial e um surfactante químico também foram analisados. O 

biossurfactante produzido em escala laboratorial apresentou boa estabilidade a amplas faixas 

de pH e temperatura, além de ser eficiente no sequestro de metais, com destaque comparativo 

aos tensoativos comerciais  para Al (30,44%) e Fe (98%), mesmo em baixas concentrações e 

por tempo limitado. 

Palavras-chave: Biossurfactantes; Bacillus subtilis; Catalisadores de HDT 

Rio de Janeiro 

Dezembro/2016 
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SUMMARY 

Thaís Sales Antunes 

 

Application of microbial biosurfactants in the recovery of metals from refinery residues 

Biosurfactants are tensoactive compounds synthesized by the microbial route that have 

properties of adsorption, foaming or antifoaming action, solubility or detergency, depending 

on their molecular structure. In addition, these biocomposites present aspects such as low 

toxicity, good biodegradability and tolerance to temperature, pH and ionic strength. Several 

bacterial species produce a wide variety of surfactants. Despite the advantages of its 

application, the industrial use of biological surfactants is still limited due to the expensive cost 

in the procurement process. An alternative to cost reduction is the use of means of production 

that employ renewable and easily obtainable raw materials. Nowadays, the various industrial 

sectors seek socioeconomic and environmental attitudes that meet strict government 

regulations and public opinion, so minimizing waste is a key factor for the success of the 

production chain. In particular, the oil industry can be considered the main source of tailings 

and environmental pollution. Per year, around 10.000 tons of catalysts used in oil refining are 

discarded because they present low efficiency. In this scenario, the recycling of exhausted 

catalysts will reduce the costs of refining oil, in addition to contributing to the protection of 

the environment. The present study evaluated the efficiency of the surfactant produced by 

Bacillus subtilis isolates in the recovery of adsorbed metals in depleted refinery catalysts. 

Comparatively, a commercial biosurfactant and a chemical surfactant were also analyzed. The 

biosurfactant produced in laboratory scale showed good stability at wide ranges of pH and 

temperature, besides being efficient in the sequestration of metals, with a comparative 

highlight to the commercial surfactants for Al (30.44%) and Fe (98%), even in low 

concentrations and for a limited time. 

 

Key-words: Biosurfactants; Bacillus subtilis; Hydrotreating catalyst 

Rio de Janeiro 

December/2016 
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1. Introdução 

1.1.Surfactantes 

 São moléculas orgânicas que, em comum, apresentam a capacidade de se 

acumular em interfaces como líquido/gás ou entre líquidos de diferentes polaridades, 

como, por exemplo, água e óleo (Schramm e Marangoni, 2000; Singh e Cameotra, 

2002; Karsa, 2006; Marajan e Talib, 2012). Isto porque são moléculas anfifílicas, ou 

anfipáticas, isto é, possuem uma estrutura básica composta conjuntamente de pelo 

menos uma região hidrofílica (cabeça) e uma hidrofóbica (cauda), conforme ilustrado na 

Figura 1. O grupo polar é solúvel na fase aquosa, enquanto a cauda é insolúvel em 

água, embora solúvel em lipídios e solventes orgânicos. 

 

 

Figura 1: Estrutura básica de um surfactante. Fonte: adaptado de Karsa (2006). 

 

O termo surfactante deriva da expressão inglesa SURFace ACTive AgeNTS 

(Cristofi e Ishiva, 2002; Salanger, 2002; Myers, 2006; Kjellin e Johansson, 2010), cuja 

tradução literal é “agente de atividade de superfície”. Na língua portuguesa, existem as 

denominações “substância tensoativa”, “agente tensoativo”, ou simplesmente 

“tensoativo”. Entretanto, por neologismo, tem sido adotado frequentemente o termo 

“surfactante” (Brandão, 1998; Nitschke e Pastore, 2002).  

Nessas moléculas anfipáticas, a cauda (porção apolar) é comumente formada por 

hidrocarbonetos de cadeias alifáticas (linear ou ramificada), grupos aromáticos ou 

policíclicos (Lichtenberg, Robson e Dennis,1983; Schramm, Stasiuk e Marangoni, 

2003; Myers, 2006). Portanto, essa parte da molécula possui efeito hidrofóbico; embora 

a baixa solubilidade em água, não se deva tão somente à atração entre grupos apolares, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrofobia#Qu.C3.ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lip%C3%ADdio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Solventes_org%C3%A2nicos
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mas esteja relacionada principalmente à dificuldade de haver “quebra” das fortes 

interações entre as moléculas de água. O Quadro 1 apresenta alguns grupos apolares 

presentes em surfactantes comercialmente disponíveis. 

 

Quadro 1: Grupos hidrofóbicos típicos. Fonte: adaptado de Schramm, Stasiuk e Marangoni (2003). 

Grupo Exemplo Estrutura 

Alquilbenzeno Dodecilbenzeno linear CH3(CH2)5CH(C6H4)(CH2)4CH3 

Alquil linear 

(saturado) 

n-dodecil CH3(CH2)10CH2 

Alquil ramificado 

(saturado) 

2-2til hexil CH3(CH2)3CH
_
CH2

_
(CH2CH3) 

Alquil linear 

(insaturado) 

Oleil (cis-) CH3(CH2)7=CH(CH2)CH2
_
 

Alquilfenil 

(ramificado) 

Nonifenil C9H19(isomeros ramificados)C6H4
_
 

Polioxipropileno  
_
[OCH2CH(CH3)]n

_
 

Polisiloxano  (CH3)3Si[OCH3)]OSi(CH3)3 

 

O número de grupamentos metil (CH2), n, pode variar de 1 a mais de 100, o que 

confere à molécula um amplo espectro de hidrofilicidade (Karsa, 2006). De acordo com 

Porter (1994) tem-se: 

 n<8: molécula totalmente solúvel em água, com baixas propriedades como 

surfactante. 

 10<n<18: molécula pouco solúvel em água, com altas propriedades como 

surfactante. 

 n>18: molécula praticamente insolúvel em água, o que torna impróprio seu uso 

como surfactante.  
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A cabeça ou a região polar (Figura 1) dos surfactantes sintéticos pode 

apresentar cargas distintas, o que permite classificá-los em: aniônicos (carga negativa), 

catiônicos (carga positiva), não iônicos (não possuem carga) e zwitteriônicos, ou 

anfóteros, (neutros, com ambas as cargas), Figura 2, (Lichtenberg, Robson e Dennis, 

1983). Para os surfactantes anfóteros, a depender da conformação estrutural e do pH da 

solução, pode prevalecer a espécie aniônica, catiônica ou neutra (Haigh, 1996). No 

Quadro 2 são apresentados alguns exemplos da fração hidrofílica para os distintos tipos 

de surfactantes, considerando os comercialmente disponíveis.  

 

 

 
Figura 2: Classificação dos surfactantes segundo a região polar (cabeça). Adaptado do site Uk Essays. 

 

 
Quadro 2: Exemplos e classificação de surfactantes comerciais quanto à porção hidrofílica. Fonte: 

adaptado de Nascentes, Arruda e Maniasso (2002); Van Hamme, Singh e Ward (2006). 

 

 

 Tipo  Surfactante 

Catiônico Brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB) 

Brometo de dodeciltrimetil amônio (DTAB) 

Cloreto de cetilpiridino (CICP) 

Aniônico Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

Dihexadecil fosfato (DHF) 

Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sódico (Aerosol OT) 

Não iônico Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100) 

Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35) 

Polisorbatos (Incluindo Tween) 

Zwitteriônico 3-(dodecildimetil amônio) propano 1-sulfato (SB-12)  

4-(dodecildimetil amônio) butirato (DAB) 
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São várias as possíveis combinações de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos na 

composição das moléculas de surfactantes. Por sua vez, a ampla diversidade estrutural 

possibilita que os surfactantes apresentem diferenciadas propriedades, conferindo-lhes 

possibilidade de uso em variadas aplicações, quer domésticas, quer industriais (Zana, 

2005; Ying, 2006; Mulligan, Sanjay e Mudhoo, 2014). Dentre as inúmeras aplicações, 

citam-se: agricultura, cosméticos, alimentos, fármacos, têxtil, medicina, recuperação de 

metais na mineração, no setor petrolífero, recuperação de áreas impactadas (Baptista, 

2007).  Também são usados para melhorar a qualidade de produtos acabados como 

tintas, cosméticos, fármacos e alimentos, entre outros (Rosenberg e Ron, 1999; Banat, 

Makkar, Cameotra, 2000; Ron e Rosemberg, 2002; Singh e Cameotra, 2002; Schramm, 

Stasiuk e Marangoni, 2003; Deleu e Paquot, 2004; Zahir et al., 2004; Lourith e 

Kanlayavattanakul, 2009; Sachdev e Cameotra, 2013; Amorim et al., 2014; Rufino et 

al., 2014).  

Como mencionado de início, a maior parte das propriedades dos surfactantes 

está relacionada a fenômenos de superfície, destacando-se a redução da tensão 

superficial ou interfacial. E, ainda, devido à presença de unidades estruturais distintas 

(grupos hidrofílico e hidrofóbico) na mesma molécula, têm-se dois fenômenos: 

adsorção e agregação (Eastoe e Tabor, 2014). Adicionalmente, os surfactantes podem 

apresentar propriedades como formação de macro e/ou microemulsões, dispersão ou 

degradação de sólidos, estabilização, quebra ou supressão de espuma, emulsificação, 

umectância ou molhabilidade, solubilidade ou detergência, entre outras (Mulligan, 

2005; Bustamante, Durán e Diez, 2012). Em geral, a propriedade mais marcante dita a 

aplicação principal do surfactante, que por isso passa a ser denominado detergente, 

umectante, espumante, antiespumante, estabilizante, emulsionante, entre outros (Myers, 

2006). 

1.2. Propriedades dos surfactantes 

 1.2.1. Tensão superficial/Tensão interfacial 

 No interior de líquidos, as moléculas interagem entre si em todos os sentidos, ou 

seja, para cima, para baixo, para a esquerda, para a direita, para frente e para trás, se 

atraindo e repelindo mutuamente com a mesma força, de modo que o resultado das 

forças de atração e repulsão de cada molécula seja nulo (Figura 3). Para líquidos 

constituídos de moléculas iguais, a força de atração, denominada força coesiva, favorece 
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a aproximação das moléculas, enquanto a força repulsiva impede que duas ou mais 

moléculas ocupem o mesmo espaço ao mesmo tempo. Por outro lado, as moléculas 

situadas na superfície livre do líquido interagem apenas lateralmente e com aquelas 

situadas abaixo. Como resultado desse desbalanceamento vetorial, tem-se a formação na 

superfície da água de uma espécie de “membrana elástica”, que para ser rompida requer 

a aplicação de força. O efeito físico que ocorre na interface ar-água é denominado 

tensão superficial, definido como “a medida da energia livre da superfície por unidade 

de área necessária para trazer uma molécula do interior do líquido para a superfície” 

(Nascentes, Arruda e Maniasso, 2001; Zana, 2005). A tensão superficial da água a 20 e 

25°C é aproximadamente 72 e 73 mN/m ou dina/cm, respectivamente (Vargaftik, 

Volkov e Voljak, 1983). Estes autores apresentam a tensão superficial da água a várias 

temperaturas. 

 

 
Figura 3: Representação das forças moleculares em água e da tensão superficial. Fonte: adaptado de 

alfaconnection.pro.br. 

 

Da mesma forma, pode ser feita a análise da interação intermolecular na 

interface entre dois líquidos imiscíveis, fenômeno denominado tensão interfacial. Neste 

caso, uma segunda fase líquida mais densa do que o ar irá concorrer para um menor 

desequilíbrio das forças atuantes na interface. Por isso, o valor da tensão interfacial é 

menor do que o da tensão superficial (sistema líquido-ar). 

Os surfactantes, devido à estrutura anfifílica, quando presentes em solução 

adsorvem a todo tipo de interface: líquido-ar, líquido-líquido e líquido-sólido - onde se 

orientam de modo a minimizar, tanto quanto possível, o contato entre seus grupos 

hidrofóbicos e a água, Figura 4 (Karsa, 2006). Tal comportamento resulta em intensa 

modificação das propriedades da superfície (tensão superficial) ou da interface (tensão 

interfacial).  
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Figura 4: Comportamento de surfactantes em sistemas líquido-ar (a) e líquido-liquido (b) e líquido-sólido 

(c). Fonte: adaptado de Goyal (2016). 

 

1.2.2. Adsorção 

Como reportado, as moléculas de surfactante sem solução se distribuem nas 

interfaces líquido/líquido, líquido/sólido e líquido/ar. Este fenômeno é denominado 

sorção, e compreende os termos absorção (líquido/líquido) e adsorção (líquido/sólido) 

(Porter, 1994). 

A sorção do surfactante à determinada superfície apresenta comportamento 

diferenciado à medida que aumenta a sua concentração em solução (Zhang e 

Somasundaran, 2006). A Figura 5(a-c) ilustra o efeito do aumento da concentração do 

surfactante em solução hidrofílica. Em baixas concentrações, as moléculas do 

surfactante se distribuem na superfície, ficando orientadas paralelamente a ela (Figura 

5a). No entanto, o aumento da concentração de surfactante leva à alteração do rearranjo 

das moléculas na superfície (Figura 5b). Assim, quando a concentração de surfactante 

atinge o valor máximo na área disponível, os monômeros se apresentam 

unidirecionalmente dispostos (Porter, 1994). 

 

 

Figura 5: Orientação dos monômeros de surfactante na interface líquido-ar, em diferentes concentrações 

[a- baixa; b- média; c- alta]. Fonte: Porter (1994). 
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1.2.3. Formação de Micelas/ Concentração Micelar Crítica  

Os surfactantes possuem como principal característica a formação, em solução, 

de agregados chamados micelas, que geralmente contêm de 50 a 100 moléculas, Figura 

6A, (Rizzatti, Zanette e Mello, 2009). Em água, as micelas se formam pela associação 

entre os grupos hidrofóbicos (cauda) das moléculas, originando uma pseudofase 

termodinamicamente favorável (núcleo hidrofóbico). O processo de micelização ocorre 

quando a concentração de monômeros leva ao recobrimento de toda a superfície. Este 

ponto é referido como Concentração Micelar Crítica, CMC. 

Como ilustrado na Figura 6B, as micelas podem variar a depender da 

concentração. Em água, os grupos polares (cabeça) ficam orientados para fora, enquanto  

no óleo tem-se a formação de micelas reversas (Figura 6C). Portanto, abaixo da CMC, 

os surfactantes se apresentam como moléculas individuais, ou monômeros (Figura 7). 

E, acima da CMC, a concentração dos monômeros está em equilíbrio com as micelas 

(Bognolo, 1999; Ou, 2000).  

 Em suma, micelas são agregados moleculares que possuem regiões estruturais 

hidrofílicas e hidrofóbicas, que se associam dinâmica e espontaneamente em solução a 

partir de uma determinada concentração, dita crítica (Maniasso, 2001). As micelas 

coexistem em equilíbrio dinâmico, termodinamicamente estável, e são passíveis de 

destruição quando a concentração do tensoativo estiver abaixo da CMC (Morais e 

Rezende, 2004). A CMC depende da estrutura do surfactante (tamanho da cadeia 

hidrofóbica) e das condições experimentais (força iônica, temperatura, pH, etc). 

Segundo Rosen (1989), a presença de matéria orgânica, qualquer que seja a sua 

concentração, como impureza de um surfactante pode produzir alterações expressivas 

na CMC. Ainda de acordo com este autor, as impurezas podem afetar a CMC quer por 

incorporação na micela quer por modificar a interação do solvente-micela ou solvente-

surfactante. 
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Figura 6: Surfactante [A: formação de micela; B: micelas esférica (a), cilíndrica (b), lamelar (c), 

desordenada (d), hexagonal (e), cúbica (f), e vesicular (h); e C: micela formada em água (a) e micela 

reversa formada em óleo (b)]. Fonte: Eastoe e Tabor (2014). 
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Figura 7: Efeito da adsorção de diferentes concentrações de um surfactantena interface ar-água (a- baixa; 

b- CMC; c- acima da CMC). Fonte: adaptado de Porter (1994) e Ibrahim (2011). 

 

1.2.4. Solubilidade 

A solubilidade de substâncias químicas entre si e em água está relacionada 

à polaridade das ligações e da espécie química, as forças de atração intermolecular e ao 

tamanho da cadeia carbônica (Martins, Lopes e Andrade, 2013; Eastoe e Tabor, 2014). 

Via de regra, tem-se que “semelhante dissolve semelhante”, uma vez que substâncias 

polares se dissolvem em substâncias polares e substâncias apolares em substâncias 

apolares. Assim, a maioria dos compostos orgânicos é insolúvel, ou pouco solúvel, 

em água. 

Particularmente para os surfactantes, a solubilidade, ou seja, a capacidade de 

uma substância química de se dissolver em outra, está diretamente relacionada a sua 

estrutura molecular (Martins, Lopes e Andrade, 2013), haja vista que com o aumento da 

massa molecular do grupo hidrofílico do surfactante tem-se aumento da sua solubilidade 

em água; e, vice-versa, isto é, a redução da massa molecular torna-o menos solúvel. Por 

outro lado, para um mesmo grupo hidrofílico, o aumento da massa molecular do grupo 

hidrofóbico reduz a solubilidade do surfactante em água (Myers, 2006). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
http://pt.wikipedia.org/wiki/Polaridade_(qu%C3%ADmica)
http://pt.wikipedia.org/wiki/For%C3%A7a_intermolecular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cadeia_carb%C3%B4nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Polaridade_(qu%C3%ADmica)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Polaridade_(qu%C3%ADmica)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apolar
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
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A solubilidade se baseia na migração diferencial dos componentes de duas fases 

imiscíveis - fase móvel e fase estacionária - o que resulta em uma mistura.  Geralmente, 

a água é um dos líquidos. 

Analogamente ao que ocorre com a maioria dos compostos orgânicos, a 

solubilidade dos surfactantes aumenta com o aumento da temperatura. Numa 

temperatura muito baixa, os surfactantes permanecem, principalmente, na forma 

cristalina e insolúvel. À medida que a temperatura aumenta ocorre aumento da 

solubilidade do surfactante até que seja atingida a CMC. Nesta temperatura, os 

monômeros estão em equilíbrio com as micelas, correspondendo ao ponto Kraft (Bhairi 

e Mohan, 2001). Segundo Nascentes, Arruda e Maniasso (2002), algumas 

características dos surfactantes, como molhabilidade, espumante, dispersante, entre 

outros exemplos, podem ser modificadas quando estes produtos são utilizados em 

temperaturas muito abaixo ou muito acima do ponto Kraft. 

A Figura 8 apresenta a relação entre tensão superficial, tensão interfacial, e 

solubilidade de um surfactante, antes e depois de atingida a CMC. A combinação destas 

propriedades confere à molécula características únicas que permitem a formação de 

emulsões óleo em água ou água em óleo (Rosen, 1989). 

 

 

 

 

Figura 8: Variação da tensão superficial, tensão interfacial e da solubilidade em função da concentração 

de surfactante. Fonte: Mulligan, Yong e Gibbs (2001). 
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1.2.5. Formação de emulsões/ Equilíbrio Hidrofílico/Hidrofóbico 

 A emulsificação consiste na dispersão de um líquido em outro (Zajic e Seffens, 

1984). Em geral, são poucas as substâncias orgânicas capazes de se solubilizar em água. 

Os surfactantes, por serem moléculas anfifílicas, são capazes de levar a aparente 

dispersão da água em óleo ou óleo em água, formando soluções visivelmente límpidas e 

estáveis, as quais são denominadas emulsões (Figura 9). 

  

 

Figura 9: Ação do surfactante entre líquidos imiscíveis, com formação de emulsões óleo em água (a) e 

água em óleo (b). Fonte: adaptado Lotfallah et al. (2015). 

 

 

A estabilidade das emulsões depende do equilíbrio entre as fases imiscíveis 

(fases aquosa e não aquosa, como por exemplo, água e óleo). Por isso, a importância de 

se determinar o equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) do surfactante para definir a sua 

aplicação (Helenius e Simons, 1975). Os compostos mais hidrofóbicos têm um baixo 

valor de EHL (1-10) enquanto os mais hidrofílicos apresentam alto valor de EHL (>13). 

No Quadro 3 estão listadas as características de surfactantes em função do valor EHL e 

as respectivas aplicações. 

De acordo com Porter (1994), além de fatores como caráter iônico, pH em 

solução, entre outros, o valor de EHL também serve para identificar possíveis 

aplicações de um surfactante. Cabe destacar que a determinação de EHL não é precisa 

para surfactantes iônicos (aniônicos e catiônicos).  
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Quadro 3: Equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) e respectivas propriedades e aplicações. Fonte: Silva, 

Ponsento e Rosa (2003). 

 

EHL Característica Aplicação Emulsão 

1-4 Insolúvel em água Emulsionante 

Anti-espumante 

água em óleo 

4-7 Dispersão leitosa instável em 

água  

Agente de molhamento e 

espalhamento 

água em óleo 

7-9 Dispersão leitosa estável Umectante - 

10-13 Solúvel em água (escura) Detergente e Emulsionante óleo em água 

> 13 

 

Solúvel em água 

(transparente) 

Emulsificante 

Solubilizante 

óleo em água 

 

1.2.6. Molhabilidade (umectância)  

Molhabilidade é a tendência de um fluido de molhar uma superfície sólida, quer 

por adesão quer por espalhamento, em função das interações intermoleculares (Duncan 

et al., 2005; Schramm, 2005). É por isso que uma gota de água apresenta diferentes 

formatos sobre diferentes superfícies, a depender de como o volume de água se 

acomoda sobre o sólido onde foi depositada. 

Como o grau de molhabilidade (umectação) se deve ao equilíbrio entre 

as forças de aderência e coesivas, em geral, a molhabilidade é primeiramente 

determinada pela medida do ângulo que o líquido forma ao interagir com a superfície do 

sólido, denominado ângulo de contato, Figura 10A (Yuan e Lee, 2013). Assim, 

conforme ilustrado na Figura 10 B e C, pequenos ângulos de contato (< 90°) 

correspondem a maiores valores de molhabilidade, e vive-versa. 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Superf%C3%ADcie
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3lido
https://pt.wikipedia.org/wiki/For%C3%A7a_intermolecular
https://pt.wikipedia.org/wiki/For%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ader%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Coes%C3%A3o_(qu%C3%ADmica)&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%82ngulo_de_contato
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Figura 10: Representação do molhamento sobre superfícies sólidas [A: ângulo de contato; B: variação da 

gota em função das tensões superficiais da gota e da superfície; e C: molhabilidade ruim (1), boa (2) e 

total (3)]. Fonte: adaptado de Luz, Ribeiro e Pandolfelli (2008), e Togwt (2015). 

 

 

Conforme representado na Figura 10, quando um líquido entra em contato com 

um sólido, a depender da afinidade dele com a superfície, haverá formação de gotículas 

ou se espalhará sobre o sólido formando um filme, para baixa ou alta afinidade, 

respectivamente. A adsorção de um surfactante a uma superfície sólida reduz a tensão 

interfacial, e, deste modo, modifica a capacidade da água ou do óleo de se espalhar 

sobre ela (Scharamm e Marangoni, 2000). Para uma superfície umedecida, a orientação 

do surfactante repercute diretamente no seu papel como agente umectante. Deste modo, 

quando a cauda hidrofóbica está orientada para fora da superfície, ou ao longo dela, há 

diminuição da interação da água com o sólido, sendo favorecida a adsorção do óleo; ou, 

ao contrário, há aumento da molhabilidade quando a cabeça polar está em contato com a 

superfície (Silva, Ponsento e Rosa, 2003). A temperatura também pode alterar a 

molhabilidade quer por modificar a molécula do surfactante quer por interferir na sua 

adsorção à superfície. 

As tensões de superfície de sólidos variam de 18 mN/m para Teflon® a cerca de 

46 mN/m para nylon (Schramm, Stasiuk e Marangoni, 2003). Consequentemente, a 

redução da tensão superficial de uma solução aquosa para valores abaixo de 40 mN/m 

pelo emprego de um surfactante adequado permite a molhabilidade das superfícies. 

Neste caso, os surfactantes aniônicos são mais interessantes do que os catiônicos, 

embora estes encontrem aplicação como agentes de molhamento para uso na limpeza de 

óleo de tanques. Além de baixar a tensão superficial do líquido, o surfactante deve 

também baixar a tensão superficial do sólido. Ademais, a característica anfifílica dos 
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surfactantes pode ter efeito direto no “empacotamento” das moléculas e, 

consequentemente, alterar a molhabilidade da superfície, direcionando sua aplicação.  

Alguns exemplos da aplicação de surfactantes como agentes de molhamento são 

discutidos detalhadamente na revisão de Schramm, Stasiuk e Marangoni (2003). Como 

reportam estes autores, o efeito umectante, ou seja, a molhabilidade é de grande 

importância para aplicação dos surfactantes, como por exemplo na agricultura para 

aplicação de defensivos agrícolas.  

 

1.2.7. Espumante e antiespumante 

A maioria dos surfactantes é capaz de espumar, o que pode ser um efeito 

desejável ou não, dependendo da aplicação (Salvini et al.,2006). A espuma consiste em 

dois sistemas de fases, termodinamicamente instáveis, de bolhas de gás em um líquido, 

ou seja, é uma emulsão presente na superfície ar-água. 

Os agentes antiespumantes contêm componentes que atuam diretamente na 

estrutura da espuma, promovendo a perda de elasticidade. Outros fatores, como o 

aumento ou diminuição de temperatura, causam a perda da elasticidade, levando a 

emulsão (ar em água) a se romper. 

 

1.2.8. Detergência 

Este efeito é o que mais contribui para a aplicação dos surfactantes (Kissa, 1981; 

Porter, 1994). A detergência envolve uma combinação de propriedades para remover 

partículas oleosas de uma superfície, tais como, solubilidade, EHL, tensão interfacial, 

CMC, e efeitos umectante e espumante (Silva, Ponsento e Rosa, 2003). E, como ocorre 

para outras propriedades dos surfactantes, as condições físico-químicas, como 

temperatura, presença de eletrólito, dureza da água, ação mecânica do tempo, tipo de 

substrato, além do tipo e concentração do surfactante também têm influência neste 

efeito. 

1.2.9. Dispersante 

Os surfactantes com tal característica são capazes de manter a dispersão estável 

de partículas não solúveis na fase aquosa em um meio. Os dispersantes são muito 
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utilizados em processos de biorremediação após um derrame de petróleo em acidentes 

marinhos para sua recuperação (Nitschke e Pastore, 2002). 

 

1.3. Problemas relacionados aos surfactantes 

No início deste século, a produção mundial de surfactantes já era superior a 3 

milhões de toneladas por ano (Banat, Makkar e Cameotra, 2000), sendo a maioria 

utilizada como matéria-prima na fabricação de detergentes de uso doméstico (Schramm, 

Stasiuk e Marangoni, 2003). Entretanto, os surfactantes normalmente comercializados 

de origem petroquímica, correspondem a 70-75% do consumo nos países 

industrializados (Nitschke e Pastore, 2002). Isto porque, além das suas propriedades, os 

surfactantes quimicamente sintetizados são eficientes e baratos. Portanto, um grande 

volume desses produtos é lançado no ambiente ou faz parte de formulações empregadas 

no dia-a-dia. Isto é alarmante uma vez que não são biodegradáveis, e apresentam 

diferentes graus de toxicidade, cujo efeito acumulativo em seres vivos e no ambiente 

ainda é desconhecido (Pereira et al., 2013). Este fato tem incentivado a criação de 

legislações de controle do meio ambiente cada vez mais rígidas, o que tem refletido na 

busca por produtos naturais com propriedades tensoativas para substituição dos 

surfactantes químicos (Zajic e Seffens, 1984; Nitschke e Pastore, 2002). São várias as 

publicações científicas neste tema, alguns datando de mais de cinquenta anos. 

Vários compostos com propriedades tensoativas são sintetizados por organismos 

vivos, como plantas (saponinas), humanos (sais biliares) e microrganismos, e, portanto, 

podem ser considerados surfactantes naturais (Bognolo, 1999; Lang, 2002). 

Particularmente, os surfactantes produzidos por via microbiana, conhecidos como 

biossurfactantes, são de interesse posto serem biodegradáveis, podem ser produzidos a 

partir de fontes renováveis, incluindo rejeitos industriais, apresentam propriedades 

químicas similares aos surfactantes sintéticos, e outras vantagens como especificidade, 

termoestabilidade e tolerância à força iônica (Mulligan, Mahmourides e Gibbs, 1989; 

Al-Araji et al., 2007). 

 

2.  Biossurfactantes 

Estruturalmente, os biossurfactantes se assemelham aos surfactantes de origem 

sintética. Portanto, são moléculas anfipáticas constituídas por uma parte hidrofóbica 
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constituída de uma ou muitas cadeias longas de ácidos graxos, com número de átomos 

de carbono variando de 10 a 18, e parte hidrofílica que pode ser um carboidrato, um 

aminoácido, um peptídeo cíclico, ânions ou cátions, ésteres ou álcool (Georgiou, Lins e 

Sharma, 1992; Banat, Makkar e Cameotra, 1995; Bognolo, 1999; Mulligan, 2005).  

A maior parte dos biossurfactantes são aniônicos ou neutros, variando em massa 

molecular (MM) desde ácidos graxos de cadeia curta até macromoléculas (Bognolo, 

1999; Banat et al., 2010). Apenas alguns são catiônicos, como os que apresentam um 

grupamento amino.  

Os biossurfactantes podem ser produzidos por várias espécies microbianas, 

incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos, isolados do solo, da água marinha, 

de sedimentos do mar e áreas contaminadas por óleos (Barros et al., 2007). Muitos 

biossurfactantes têm sido produzidos a partir de espécies bacterianas pertencentes a uma 

ampla variedade de gêneros, tais como Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Bacillus, 

Brevibacterium, Gordonia, Rhodococcus, Stenotrophomonas, Nocardiopsis e 

Alcaligenes, Serratia, Aeromonas, Streptomyces, Citrobacter, Enterobacter e 

Ochrobactrum (Coronel-León et al., 2015; Li, 2015; Liu et al., 2015; Rahman e 

Randhawa, 2015). 

Alguns autores classificam os biossurfactantes segundo a massa molecular 

(Rosenberg e Ron, 1999; Bodour, Guerrero-Barajas e Maier, 2004; Van Hamme, Singh 

e Ward, 2006). A massa molecular dos biossurfactantes, geralmente, situa-se entre 500 e 

1500 Da, e seu valor de CMC varia de 1 a 300 mg/L.  

Comumente, os biossurfactantes (BS) são divididos em duas classes principais 

(Desai e Banat, 1997; Deleu et al., 1999; Neu, 1996; Banat et al., 2010): 

 BS de baixa MM - glicolipídios, lipopeptídios e fosfolipídios e ácidos 

graxos; 

 BS de alta MM – surfactantes poliméricos, polissacarídios, 

lipopolissacarídios ou lipoproteínas (Rosenberg e Ron, 1997; Smyth et al., 

2010), considerados bioemulsificantes (Uzoigwe et al., 2015), e surfactantes 

particulados. 

 As moléculas de baixa MM são mais eficientes em baixar a tensão superficial, 

enquanto as de alta MM se caracterizam por formar emulsões óleo-água mais estáveis. 
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A Tabela 1 apresenta uma relação de biossurfactantes e seus respectivos 

microrganismos produtores. 

 

Tabela 1: Exemplos de biossurfactantes produzidos por diferentes microrganismos. Fonte: adaptado de 

Ron e Rosenberg (2002); Van Hamme, Singh e Ward (2006). 

 

 

Pode-se concluir que os biossurfactantes formam um grupo heterogêneo de 

moléculas, sendo o tipo e a quantidade dependente do microrganismo produtor, das 

condições operacionais e do meio de produção. Porém, apesar da grande diversidade 

estrutural dos biossurfactantes, estes compostos são capazes de apresentar propriedades 

químicas similares às dos surfactantes sintéticos, e ainda outras vantagens, tais como 

(Mulligan, Mahmourides e Gibbs, 1989; Banat, 1995; Mulligan et al., 2005): 

 Baixa toxicidade, visto serem moléculas naturais e, comprovadamente não danosas 

aos seres vivos estruturalmente mais complexos; 

 Alguns apresentam ação antimicrobiana; 

 Biodegradabilidade, o que possibilita o uso no ambiente; 
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 Baixos valores de CMC; 

 Baixos valores de tensão superficial e de tensão interfacial, mesmo em baixas 

concentrações; 

 Elevada estabilidade térmica, já que as atividades de superfície não são afetadas por 

altas temperaturas. Por exemplo, uma cepa de Pseudomonas aeruginosa foi isolada 

de reservatórios de óleo cru na Venezuela, onde a temperatura era de 90ºC. O 

ramnolipídio foi produzido in vitro, mesmo em temperatura elevada, em altos teores 

de salinidade, e em pH ácido, característicos do reservatório; 

 Estabilidade em ampla faixa de pH; 

 Não precipitam ou saturam em soluções salinas acima de 10% NaCl, enquanto 2-3% 

deste sal são suficientes para desativar os surfactantes químicos. 

 Tecnicamente, um bioproduto é considerado um bom biosurfactante quando é 

capaz de reduzir a tensão superficial da água a 20°C de 72 mN/m para valores iguais ou 

inferiores a 35 mN/m, ou a tensão interfacial de sistema água-hexadecano de 40 mN/m 

para 1 mN/m (Cooper, 1986; Christofi e Ivshina 2002; Mulligan, 2014; Eastoe e Tabor, 

2014). 

 

2.1. Função fisiológica dos biossurfactantes 

As moléculas de tensoativos produzidas por microrganismos podem ser 

excretadas para o meio ambiente ou podem ser constituintes da parede celular do 

próprio microrganismo produtor (Raaijmakers et al., 2010). Portanto, muitas vezes as 

próprias células podem por si só apresentar capacidade tensoativa, ou emulsificante. 

Entretanto, apenas os biossurfactantes extracelulares possuem o poder de reduzir a 

tensão superficial de um sistema líquido-ar. E, tão somente os microrganismos 

potencialmente produtores de biossurfactantes excretam estas moléculas para o meio 

(Francy et al., 1991). 

A assimilação de hidrocarbonetos pelos microrganismos está muitas vezes 

relacionada à produção e função dos biossurfactantes. Porém, a função fisiológica exata 

dos biossurfactantes é ainda desconhecida. Sabe-se que a maioria destes produtos 

constitui um metabólito secundário essencial para a sobrevivência da célula microbiana. 

Algumas suposições são levantadas por alguns autores (Rosenberg e Ron, 1999; Davey, 

Caiazza e O’Toole, 2003; Van Hamme, Sing e Ward, 2006): 
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 Emulsificação e solubilização de hidrocarbonetos, possibilitando a sua 

metabolização pelos microrganismos. Abaixo da CMC, micelas de biossurfactantes 

se formam, permitindo que os substratos hidrofóbicos se aproximem das células 

microbianas, e por sua vez na sua interiorização; 

 Adesão ou remoção de materiais adsorvidos a superfícies, podendo, inclusive, 

facilitar a interação da célula com o hospedeiro. Os microrganismos podem utilizar 

surfactantes ligados à parede celular para regular as propriedades da superfície 

celular, visando adesão ou desligamento a determinado ambiente, visando a 

disponibilidade de nutrientes em outros habitats, ou mesmo se livrar de ambientes 

desfavoráveis; 

 Formação, manutenção e maturação de biofilmes, que podem ser constituídos por 

denso agregado de células inseridas em uma matriz polimérica. Algumas espécies 

mutantes podem formar biofilmes a partir da expressão de genes de produção de 

surfactantes; 

 Mediar o mecanismo de quorum sensing entre as células bacterianas, 

proporcionando a regulação de genes. 

 Ação antimicrobiana, visto que vários microrganismos produzem substancias de 

ação antagonista na fase exponencial de crescimento, para evitar a competição por 

fontes nutricionais quando em uma mesma comunidade microbiana; 

 Função quelante com metais pesados para minimizar a toxicidade. 

 

3. Produção de biossurfactante por Bacillus subtilis 

3.1 Microrganismo 

 O gênero Bacillus compreende mais de 200 espécies, que podem ser encontrados 

nos mais diversos ambientes, mas principalmente em solos (Claus e Berkeley, 1984; 

Ghafoor e Hasnain, 2009). Em geral, o estudo de B. subtilis serve de base para a maioria 

das informações referentes à biologia, bioquímica e genética das bactérias Gram-

positivas (Kenneth, 2005).  

As células da espécie Bacillus subtilis se apresentam como bastonetes Gram-

positivos retos, de 0,7 a 0,8 µm, apresentando-se isolados, aos pares e raramente em 

cadeias. São móveis por meio de flagelos polares e formam endosporos centrais 

medindo de 0,8 µm por 1,5 a 1,8 µm (Claus e Berkeley, 1984; Branda, 2001; Moszer et 
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al., 2002; Errington, 2003; Carballido-Lopez e Formstone, 2007; PHE, 2015). As suas 

colônias apresentam variações nas características morfológicas em função da 

composição do meio de cultura empregado para seu cultivo (Rudner et al., 1998). 

Normalmente, apresentam coloração creme ou marrom, são opacas, com formato 

arredondado ou irregular. 

São quimioheterotróficos, com crescimento em meio mínimo constituído de 

glicose e sal amoniacal como únicas fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente. 

Na presença de sacarose, podem formar polissacarídios extracelulares como levana e 

dextrana. Em meio de crescimento contendo arabinose, xilose ou manitol ocorre a 

produção de ácidos orgânicos. São também capazes de degradar macromoléculas, como 

o amido, a pectina e a caseína. A composição do meio de crescimento também pode 

induzir a síntese de polipeptídios com ação antimicrobiana e/ou de pigmentos (Claus e 

Berkeley, 1984). A espécie B. subtilis pode apresentar diferentes respostas a alterações 

do ambiente, como motilidade, secreção de enzimas extracelulares, produção de 

bioativos e esporulação (Carvalho et al., 2010). 

Em geral, este microrganismo apresenta metabolismo oxidativo, mas pode 

crescer em anaerobiose utilizando nitrato como aceptor final de elétrons (Claus e 

Berkeley, 1984; Ramos et al., 2000; Fritze, 2004). O seu crescimento em meios 

complexos contendo glicose, na presença de oxigênio, é intenso. Porém, o crescimento 

é reduzido em condição de anaerobiose. 

B. subtilis apresenta a capacidade de crescer em amplas faixas de temperatura e 

pH. O crescimento ocorre na faixa de 10 a 50˚C, embora temperaturas entre 30 e 40˚C 

sejam referidas como mais apropriadas (Claus e Berkeley, 1984; Korsten e Cook, 1996; 

Ghafoor e Hasnain, 2009). O pH varia de 5,5 a 8,5.  

 

3.2. Lipopeptídios produzidos por Bacillus subtilis 

A espécie B. subtilis pode produzir uma variedade de metabólitos bioativos, com 

destaque para os lipopeptídios de baixa massa molecular: iturina, liquenisina, fengicina 

e surfactina (Figura 11), conhecidos pelas propriedades antimicrobianas e atividades 

tensoativas (Vollenbroich et al., 1997; Peypoux, Bonmatim e Wallach, 1999; Zahir et 

al., 2004; Haas e Défago, 2005; Al-Ajlani et al., 2007; Carvalho et al., 2010; 

Raaijmakers et al., 2010).  
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Estes lipopeptídios cíclicos, de caráter anfifílico, são compostos de uma cadeia 

de ácido graxo β-hidroxi (ácido 3 hidroxi-13-metil-tetradecanóico, o principal) ligada a 

um peptídeo cíclico de sete (surfactinas e iturinas) ou dez aminoácidos (fengicinas) 

(Barros et al., 2007; Ongena et al., 2007; Sen, 2010). O número de átomos de carbono 

da cadeia carbônica pode variar de 13 a 16 para surfactinas, de 14 a 17 para iturinas, e 

de 14 a 18 para fengicinas. Por isso, diferentes homólogos são comumente 

coproduzidos (Ongena et al., 2007) 

 

 

Figura 11: Lipopeptídios produzidos por Bacillus subtilis. Fonte: Bugay (2009). 

 

 

A síntese destes lipopeptídios é regulada por um sistema quorum-sensing 

dependente (Duitman et al., 2007). Segundo Vater et al. (2002), as surfactinas são 

sintetizadas durante a fase de desaceleração, enquanto a síntese de iturinas e fengicinas 

se dá na fase estacionária. No entanto, em trabalho realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa, foi observada produção de surfactante por cepa isolada de B. subtilis associada 

ao crescimento celular (Reis, Sérvulo e De França, 2004). 

Segundo a literatura, o principal bioproduto sintetizado por B. subtilis é a 

surfactina, também denominada sublisina A, um surfactante aniônico, com propriedades 

tensoativa e emulsificante (Reis, Sérvulo e De França, 2004). A biossíntese da 

surfactina é proposta por um mecanismo não ribossomal catalisado por um complexo 
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multienzimático tiotemplate, constituído de peptídeos, ácidos graxos e policetídeo 

sintases (Finking; Marahiel, 2004). O complexo multifuncional da surfactina sintase 

reflete sua organização genética (Machado et al., 2004). 

Os diferentes tipos de surfactina (Figura 11) produzidos por Bacillus subtilis 

variam com a cepa e as condições operacionais do processo fermentativo (Vater et al., 

2002; Mukherjee e Das, 2005; Mukherjee e Das; Sen, 2006; Mizumoto e Shoda, 2007). 

As variações ocorrem tanto no comprimento quanto na conformação da cadeia lipídica, 

bem como nos aminoácidos constituintes da parte proteica, o que possibilita serem 

produzidos diferentes compostos homólogos e isômeros. As alterações estruturais 

geram mudanças nas propriedades físico-químicas do bioproduto e, consequentemente, 

na sua aplicação. A produção pode ainda ser afetada quantitativamente visto que há 

influencia também dos fatores ambientais na produção do biossurfactante, os quais 

estão diretamente relacionados à atividade metabólica do microrganismo (Pereira et al., 

2013). 

A surfactina é reconhecida como um dos biossurfactantes mais eficazes 

(Mulligan, 2004). Em comparação aos surfactantes sintéticos como o dodecilsulfato de 

sódio (SDS) e o brometo de trimetil amônio (BTA) e, inclusive com outros 

biossurfactantes, a surfactina apresenta maior capacidade de redução da tensão 

superficial e interfacial, além de possuir valores de concentração micelar crítica (CMC) 

inferiores. Além disso, a surfactina é capaz de formar emulsões estáveis de óleos 

comestíveis em água. De acordo com a literatura, a surfactina, mesmo em baixas 

concentrações (< 20 mM), permite reduzir a tensão superficial da água de 72 para 27 

mN/m, além de reduzir a tensão interfacial do sistema água/hexadecano de 43 para 

valores menores que 1 mN/m, e ainda segundo Barros et al. (2007), a CMC é de 

0,017g/L.  

A propriedade tensoativa e o caráter emulsificante permitem seu uso nas mais 

diversas aplicações, como na biorremediação de ambientes poluídos e até mesmo na 

área terapêutica devido à baixa toxicidade constatada para células de mamíferos (Kim et 

al., 2007; Baptista, 2007). Alguns estudos também mostraram a efetividade da 

surfactina como antiviral, antitumoral, como anticoagulante e inibidor de enzimas 

(Barros et al., 2007; Sen, 2010). Porém, ainda é restrito o embasamento científico para 

estes tipos de aplicação. 
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A atividade biológica da surfactina depende da composição de aminoácidos, da 

sequência do peptídeo, e da natureza da sua parte lipídica. As substituições de 

aminoácidos interferem na distribuição polar/apolar e/ou na acessibilidadede grupos 

carboxílicos a cátions. Estas modificações resultam em diferenças na capacidade 

hemolítica, quelação de metais, CMC e atividade superficial (Lang, 2002; Barakat, 

2010). 

A surfactina se apresenta estável a variações de temperatura, pH e salinidade.  

Por exemplo, o biossurfactante produzido pela cepa Bacillus subtilis C9 manteve sua 

propriedade emulsificante quando exposto a temperaturas de 20-100°C por 1 h, pH de 

5,0 a 9,5 e concentrações salinas de 1.000 mM de NaCl e 10 mM de CaCl2 (Kim et al., 

1997). Porém, segundo Cooper et al. (1981) existe dependência das propriedades 

tensoativas da surfactina em relação ao pH, uma vez que em solução aquosa com pH 

igual a 2, a tensão superficial foi de 62 mN/m, embora após ajuste do pH 6, a tensão 

tenha voltado para 27 mN/m. De acordo com Barros et al. (2007), em meio ácido, a 

surfactina precipita, mas não tem a estrutura alterada. 

A surfactina é produzida pela empresa Sigma-Aldrich ao custo de R$ 

5.940,00/50 mg, o que inviabiliza seu uso industrial. Logo, assim como ocorre para a 

maioria dos surfactantes naturais, a restrição do seu emprego comercial se deve 

basicamente a problema de ordem econômica (Li et al., 2016).  

 

4. Fatores que influenciam a produção de biossurfactantes 

Nos últimos anos tem crescido o número de publicações atribuídas à produção 

de biossurfactantes, o que demonstra que estes compostos estão se tornando 

tecnologicamente importantes. Apesar das vantagens na síntese, o uso industrial dos 

biossurfactantes ainda é limitado devido aos custos da produção. Assim, a otimização 

do processo de produção parece ser o fator chave para que se melhore o rendimento e se 

diminua os custos. Estimativas demonstram que a utilização de fontes renováveis como 

substrato podem diminuir em até 30% os custos da produção (Amaral et al., 2008). 

A produção do composto tensoativo é afetada qualitativamente e 

quantitativamente pelo microrganismo e cepa produtora, pela natureza e concentração 

da fonte de carbono, por possíveis limitações nutricionais, e por parâmetros físico-

químicos do processo (aeração, temperatura e pH). 
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Em cultivos em batelada, o acúmulo de lipídios é favorecido quando no meio há 

um excesso da fonte de carbono e limitação de um ou mais dos outros nutrientes (Colla 

e Costa, 2013). Na fase inicial de crescimento, a assimilação dos nutrientes é 

semelhante, e os níveis lipídicos se mantêm praticamente inalterados. Iniciada a 

limitação de nutrientes, a velocidade de crescimento decresce, embora a fonte de 

carbono continue a ser transportada para dentro da célula e utilizada para a biossíntese 

de lipídios. Nestas condições, os produtos finais formados podem ser surfactina, ou 

ainda, polissacarídios, polímeros de estocagem como o polihidroxibutirato, ou 

antibióticos. Nutrientes limitantes que podem levar a essas condições são o nitrogênio, 

magnésio, ferro e fósforo. Outras condições de crescimento importantes são o pH, 

atividade de água, concentração de O2, temperatura e salinidade. Segundo alguns 

autores, como Abushady et al. (2005), aumentos de rendimentos de surfactina, assim 

como de outros biossurfactantes, são alcançados em condições limitantes de um ou mais 

nutrientes durante o cultivo microbiano. 

 

4.1. Fonte de carbono 

É sabido que os tensoativos são produzidos muitas vezes somente quando os 

microrganismos são cultivados na presença de hidrocarbonetos. Mas, em alguns casos, 

como da produção de surfactina, podem ser empregados substratos simples, solúveis em 

água, como os carboidratos, e inclusive fazer uso de resíduos industriais (Fox e Bala, 

2000; Bala et al., 2002; Reis, Sérvulo e De França, 2004; Barros, Ponezi e Pastore, 

2008; Barros, Quadros e Pastore, 2008; García-Becerra, Allen e Acosta, 2010; Colla e 

Costa, 2013). 

A depender da fonte de carbono poderá ser alterada a estrutura do biotensoativo 

produzido e, consequentemente, as suas propriedades, o que pode ser desejável para 

uma aplicação específica. Há um grande número de estudos envolvendo a produção de 

biossurfactantes a partir da otimização das suas propriedades físico-químicas. A redução 

dos custos pode se dar pela utilização de fontes alternativas de nutrientes, a qual pode 

também alcançar altos rendimentos na produção. Assim, a reutilização de resíduos 

industriais ou agroindustriais torna-se uma estratégia que reduz simultaneamente a 

poluição e os custos da produção (Fontes et al., 2008). 
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Kim et al. (2007) obtiveram elevada produção de biossurfactante por Bacillus 

subtilis C9 utilizando glicose como única fonte de carbono. No entanto, a produção foi 

inibida quando os autores substituíram a glicose por hidrocarbonetos. Também foi 

possível obter altos rendimentos pelo emprego de amido como substrato na tentativa de 

simular o emprego de resíduos de indústria de processamento de batatas (Fox e Bala, 

2000). 

Vários estudos estão sendo conduzidos em diversos países a fim de verificar a 

possibilidade de empregar matérias-primas regionais de baixo custo disponíveis como 

alternativa para a produção de surfactina. Na Tabela 2, são apresentados alguns 

trabalhos que demonstram os parâmetros determinados na produção de biossurfactantes 

por diferentes linhagens de Bacillus subtilis. 

 

Tabela 2: Referências de trabalhos de produção de biossurfactantes por diferentes cepas de Bacillus 

subtilis apresentando os dados relacionados. Fonte: adaptado de Valpuesta (2008). 

 

 

Açúcar cristal 

O Brasil é um país que possui uma fonte inestimável de recursos naturais e 

renováveis que, devido à sua biodiversidade, possibilitam a formulação de meios de 

cultivo de baixo custo. A cana-de-açúcar está entre um dos principais produtos agrícolas 

produzidos no Brasil, graças ao clima tropical e tipo de solos em diversas regiões 
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próprias para o desenvolvimento desta cultura. Atualmente encontramos lavouras de 

cana-de-açúcar nas regiões nordeste, centro-oeste e sudeste do país, sobretudo no estado 

de São Paulo, onde ocorre a maior produção (Figura 12). 

Segundo a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), a cana-de-açúcar 

ocupa 6,1 milhões de hectares do território nacional. No ano de 2015, a safra bateu 

recorde de produção, com 655,2 milhões de toneladas, representando um acréscimo de 

3,2% em relação à safra anterior (Governo do Brasil, 2015). A produção de cana-de-

açúcar estimada para a safra 2016/17 é de 690,98 milhões de toneladas, equivalendo à 

crescimento de 3,8% em relação à safra anterior (CONAB, 2016). 

O Brasil é o maior produtor mundial de açúcar proveniente da cana-de-açúcar, 

com os menores custos. É também o maior exportador, embora metade da produção se 

destine ao mercado interno. Isto se deve ao fato de ser a cana-de-açúcar, a principal 

fonte de biomassa energética, com aplicações industriais nos setores alimentíceos, como 

o açúcar cristal, e de combustíveis, com destaque na produção de etanol (CONAB, 

2016). 

 

 

Figura 12: Distribuição da produção de cana-de-açúcar em território brasileiro. Fonte: CONAB (2016). 

 

Para a fabricação do açúcar cristal a partir da cana-de-açúcar, o vegetal é moído 

para que se extraia o caldo, que a seguir é aquecido à 105˚C, e posteriormente filtrado 

para a remoção de impurezas. Segue-se sua evaporação em evaporadores de múltiplos 

estágios e, então, o produto é depositado em bandejas para que ocorra a formação de 
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cristais. Para obtenção do açúcar cristal, após a evaporação, o caldo sofre um leve 

refinamento, com remoção de 90% dos sais minerais (CONAB, 2015). 

Graças ao custo, disponibilidade e facilidade de transporte e armazenamento, o 

acúcar cristal tem se tornado uma matéria-prima convencionalmente empregada em 

diferentes bioprocessos industriais. 

 

4.2. Fonte de nitrogênio 

O nitrogênio, após a fonte de carbono, é essencial na formulação de meios de 

cultivo para propiciar o crescimento microbiano, visto a sua importância na síntese de 

material celular como proteínas estruturais e enzimas, e para a síntese de produtos de 

interesse, como é o caso dos biossurfactantes (Fontes et al., 2008).  

Diferentes fontes de nitrogênio têm sido utilizadas para a produção de 

biossurfactantes, como ureia, peptona, extrato de levedo, extrato de malte, extrato de 

carne, nitrato de amônio e nitrato de sódio. O extrato de levedo tem sido a fonte de 

nitrogênio mais utilizada no meio científico por propiciar aumento do rendimento de 

biossurfactante. Mas, a concentração de extrato de levedo varia em função da cepa e da 

composição do meio de cultivo (Fontes et al., 2008). 

Em particular, para produção de surfactina são usados nitrato de amônio e nitrato 

de sódio (Davis et al., 1999; Al-Ajlani et al., 2007; Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e 

Hassouna, 2008; Liu et al., 2012).  

 

4.3. Outras fontes nutricionais 

Sais minerais também apresentam efeito importante na síntese de surfactina. 

Dentre os cátions investigados - Mn
2+

, Cu
2+

, Co
2+

, Mg
2+

, Ni
2+

, Fe
2+

, Ca
2+

, Al
2+,

 Zn
2+

, 

Mn
2+

 - foi identificada ser a disponibilidade de ferro e manganês a mais expressiva 

(Cooper et al., 1981; Wei e Chu, 1998; Sheppard e Cooper, 1991; Abdel-Mawgoud, 

Aboulwafa e Hassouna, 2008; Huang et al., 2015). Ambos elementos são 

imprescindíveis posto que atuam como cofatores de enzimas para a biossíntese de 

surfacina (Shaligram e Singhal, 2010). 
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Outros estudos mostraram a importância de potássio e magnésio como cofatores 

(Wei e Chu, 2002; Kinsinger, Shirk e Fall, 2003; Kinsinger et al., 2005; Wei, Lai e 

Chang, 2007).   

 

4.4. Fatores ambientais  

Além das condições nutricionais, os fatores ambientais são extremamente 

importantes na produção de biossurfactantes, não apenas em termos de quantidade, mas 

por interferir na estrutura da molécula, o que leva a alteração das suas propriedades. 

Para se obter a maior quantidade do produto, é necessário otimizar as condições do 

processo, pois a produção de um biotensoativo pode ser influenciada pelo pH, 

temperatura, disponibilidade de oxigênio (aeração) e velocidade de agitação (Cameotra 

e Makkar, 1998; Apka et al., 2001; Fontes et al., 2008). 

Em geral, há queda na produção de biossurfactante com o aumento da 

temperatura, apesar da sua comprovada estabilidade térmica. Porém, temperaturas de 

30˚C são mais indicadas do que 45˚C. Em relação à influência do pH, foram alcançadas 

quedas significativas de produção com o decréscimo do seu valor de 6,5 para 4,5. 

Entretanto, efeito diferenciado foi observado em relação à concentração de oxigênio 

dissolvido; em condição de anaerobiose houve maior queda da tensão superficial do 

meio (70 mN/m) que atingiu 28mN/m ao final do processo fermentativo. 

 

5. Recuperação dos biossurfactantes do meio fermentado 

A viabilidade econômica do processo industrial depende tanto dos custos do 

processo fermentativo, majoritariamente da matéria-prima, quanto dos processos 

envolvidos com a recuperação do bioproduto. Isto porque, em geral, os bioprodutos são 

produzidos em pequenas quantidades e os meios fermentados apresentam várias 

impurezas. De modo que, a recuperação e, se houver necessidade, a purificação do 

produto podem corresponder a cerca da metade do total do custo do processo. 

Para recuperação de biossurfactantes de meios fermentados, a literatura 

apresenta alguns métodos convencionais que se mostraram válidos: precipitação ácida, 

extração com solvente, cristalização, precipitação com sulfato de amônio e 

centrifugação. Também são descritos métodos menos convencionais como 

ultrafiltração, adsorção em resinas, cromatografia de carga iônica e cromatografia 
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liquida de alta resolução (Mukherjee, Das e Sen, 2006). No Quadro 4 são descritos 

procedimentos para recuperação de biossurfactantes, assim como seus princípios e 

vantagens. 

Os processos downstream concorrem maciçamente no ônus do processo de 

produção. No entanto, nem sempre há necessidade de purificar o biossurfactante 

produzido, como, por exemplo, para aplicação em reservatórios de petróleo para sua 

recuperação. Tal processo só se faz necessário em indústrias farmacêuticas que, para 

tanto, devem fazer uso de técnicas mais sofisticadas. 

  

Quadro 4: Métodos de recuperação de biossurfactantes, respectivas propriedades físico-químicas e 

vantagens. Fonte: Mukherjee, Das e Sen (2006). 
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6. Aplicação dos biossurfactantes 

Os biossurfactantes apresentam propriedades que permitem ações específicas, 

diferentemente dos surfactantes sintéticos. Em consequência, e devido ao seu maior 

custo, seu uso é mais indicado em aplicações particulares do que de forma genérica 

(Singh, Van Hamme e Ward, 2007). Isto se deve as propriedades tensoativas que se 

mantêm estáveis mesmo em súbitas variações das condições ambientais, como pH, 

força iônica e temperatura (Bognolo, 1999). Na Tabela 3, uma compilação de 

aplicações industriais dos biossurfactantes. 

 

Tabela 3: Possíveis aplicações dos biossurfactantes em diversos setores industriais. Fonte: adaptado de 

Mukherjee, Das e Sen (2006). 

 

 

No mercado global, os custos dos biossurfactantes são pelo menos 50 vezes 

maiores dos surfactantes quimicamente produzidos. Para ramnolipídios, estima-se o 

valor de US$ 6-25/kg para uma escala de produção de 25 a 200 m
3
 (Edser, 2008). 

Apenas para exemplificar, o preço do surfactante etoxilato de origem petroquímica é de 

US$ 1-3/ kg. 

Por conta das várias possíveis aplicações, a estimativa no começo do século em 

curso era de que a demanda de biossurfactantes alcançasse no futuro cerca de 10% do 

mercado dos surfactantes sintéticos, correspondendo a 200 milhões de dólares por ano 

(Hester, 2001; Mulligan, 2005). 
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7. Catalisadores de hidrotratamento (HDT) 

Grandes quantidades de catalisadores são utilizadas na indústria de refino para o 

beneficiamento de vários derivados do petróleo (Marafi e Stanislau, 2008). Por 

exemplo, o mercado mundial de catalisadores de HDT é superior a 10
5
 t/ano, dos quais 

cerca da metade é utilizada no processamento de destilados médios (Pacheco, 2008; 

Ferreira, 2010). Segundo Dufresne (2007), a estimativa é que a demanda mundial de 

catalisadores para a indústria de refino apresente crescimento em torno de 4% ao ano. 

O hidrotratamento é um processo de refino que utiliza hidrogênio com a 

finalidade de remover impurezas do petróleo ou de suas frações (gases, naftas, 

querosene, diesel, gás, óleos para craqueamento, lubrificantes, parafinas, resíduos 

atmosféricos e de vácuo, etc.), de modo a garantir a sua estabilidade, bem como 

enquadrar os níveis de enxofre, particularmente na gasolina e no diesel. São 

consideradas impurezas: metais, heteroátomos como N, S, O e insaturações. 

A remoção de nitrogênio e principalmente de enxofre se deve aos problemas 

ambientais causados pela emissão de NOx e SOx para a atmosfera pela queima de 

combustíveis.  A emissão atmosférica de SOx causa o envenenamento da fase ativa dos 

conversores catalíticos veiculares. Adicionalmente, na atmosfera, estes oxidos podem 

reagir com as partículas de água levando à formação da chuva ácida que em face da 

toxicidade compromete a vida dos seres humanos, plantas e animais, e contaminam rios, 

lagos, regiões costeiras marinhas, mangues, além de causar danos às construções, 

monumentos e veículos pela ação corrosiva. Os efeitos à saúde humana se devem 

principalmente a problemas respiratórios, sendo as exposições prolongadas e repetidas 

causas de inflamações crônicas. Ademais, o contato da chuva ácida com o solo pode 

levar à mobilização de metais que assim podem vir a contaminar os lençóis freáticos e 

reservatórios.  

Os catalisadores são substâncias que possuem grande área superficial e que 

diminuem a energia de ativação de uma reação química, e por conseguinte aceleram a 

velocidade de reação. Particularmente para o processo de hidrotratamento, os 

catalisadores mais empregados são constituídos de óxidos ou sulfetos de metais de 

transição, tais como Níquel, Cobalto, Molibdênio, Tungstênio e Vanádio, combinados 

aos pares (NiW, CoW, e principalmente CoMo, NiMo), geralmente em suportes de 
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alumina (Al2O3) (Liu, Yu e Zhao, 2003). O suporte tem a função de fornecer uma 

superfície específica elevada, de modo que os componentes ativos estejam dispersos sob 

a forma de pequenas partículas, e desta forma, conferem melhor atividade nas reações 

de hidrogenação ou maior resistência térmica durante o uso.  

Em geral, os óxidos de molibdênio e cobalto (CoMo) em alumina são os mais 

populares, por apresentarem alta seletividade, resistência aos contaminantes e pela 

facilidade de regeneração para mais utilizações (Gary e Handwerk, 2001). 

Tradicionalmente, estes catalisadores são os mais utilizados quando o interesse é a 

hidrodessulfurização de cargas procedentes da destilação atmosférica. Porém, para 

cargas advindas de processos de craqueamento catalítico, contendo elevados teores de 

compostos insaturados ou de compostos nitrogenados, os catalisadores de NiMo 

usualmente apresentam melhor desempenho. 

 Durante o processo HDT, ocorre a desativação do catalisador pelo ácido 

sulfídrico (H2S), amônia, metais, olefinas e aromáticos (Leffler, 2000). Portanto, ao 

término da reação química, o catalisador deve ser regenerado para subsequente 

reutilização. No entanto, após alguns ciclos de regeneração, o catalisador tem sua 

atividade reduzida para níveis abaixo do aceitável, sendo o seu reuso não mais viável do 

ponto de vista técnico e econômico (Marafi, Hauserb e Stanislaus, 2007). Neste ponto, o 

catalisador esgotado deve ser substituído por um novo, podendo a vida útil variar de 1 a 

3 anos (Afonso, Laiter e Góes, 1997; Afonso et al., 2003). 

Vários elementos químicos são encontrados em catalisadores esgotados de HDT 

no fim de seu ciclo. A origem desses elementos é variada, podendo ser atribuída à(s): (i) 

presença de metais nas próprias cargas de alimentação a serem tratadas na unidade de 

HDT (como exemplos, principalmente V, Ni, Ca, As, Na); (ii) uso de aditivos durante 

as operações de refino (ex.: Si, Pb); reações ocorridas no próprio catalisador; e (iii) 

corrosão dos equipamentos (ex.: Fe) (Marafi e Stanislaus, 2008). 

É cada vez maior a quantidade de catalisadores esgotados gerada pelas refinarias 

em função tanto da queda da qualidade do óleo cru processado quanto das 

especificações de qualidade dos derivados, em vista da legislação ambiental cada vez 

mais restritiva. Por sua vez, os catalisadores esgotados de HDT, dada a sua 

periculosidade e a excessiva quantidade a ser disponibilizada, se constituem em um 

sério problema para o ambiente, o que faz com que as refinarias busquem 
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incessantemente uma forma de sustentabilidade. Há que se considerar ainda que os 

teores de metais em catalisadores superam, em geral, as quantidades presentes em 

minérios, portanto a obtenção de metais a partir de catalisadores tem interesse 

estratégico, já que poderia garantir o suprimento de metais nas próximas décadas 

(Afonso, Lajter e Góes, 1997). 

 

7.1. Metais pesados em catalisadores de HDT esgotados 

A presença de metais como Al, Mo, Ni e V nos catalisadores HDT são de grande 

valia e de uso intenso na indústria do aço, em concentrações expressivas e 

frequentemente superiores às encontradas em fontes naturais (Al-Dalama e Stanislaus, 

2006). Logo, existe o interesse pela reciclagem dos catalisadores. Por exemplo, 

materiais contendo Ni e Cu são amplamente empregados industrialmente na manufatura 

de componentes eletrônicos, em eletrodeposição, no preparo de catalisadores e na 

síntese de produtos químicos (Afonso et al., 2003). Adicionalmente, Co e Mo são de 

uso frequente na confecção de catalisadores que, por sua vez, constituem uma fatia 

considerável do mercado industrial. 

A reciclagem, além de ser uma forma estratégica de garantir o suprimento de 

metais de valor comercial e, por conseguinte, de reduzir a dependência da sua 

importação, também representa uma alternativa para o gerenciamento de um rejeito de 

alto potencial poluente para solos, vegetais e lençóis freáticos (Lima, Campos e 

Afonso,1998). Portanto, faz-se necessário desenvolver tecnologias adequadas de 

reciclagem para a recuperação dos metais de catalisadores desativados. 

 

 

2. Justificativas 

No passado, o objetivo principal das indústrias era obter a maior quantidade de 

materiais a um baixo custo, negligenciando tanto a sua qualidade quanto a quantidade 

de rejeitos gerados durante as etapas de processamento. No entanto, a partir de meados 

do século XX, mudanças comportamentais socioeconômicas e ambientais impuseram a 

adoção de medidas voltadas para um desenvolvimento sustentável. 
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No século XXI, o desafio visa privilegiar a qualidade e não tanto a quantidade e, 

ainda, conter ou minimizar a poluição do meio ambiente. Por isso, muitas empresas 

passaram a adotar um conjunto de medidas para a preservação do meio ambiente. Em 

particular, a indústria do petróleo por ser considerada mundialmente potencial fonte de 

poluição. A redução de enxofre no petróleo e derivados é primordial não apenas do 

ponto de vista ambiental, mas se constitui em um dos principais problemas relacionados 

a corrosão de equipamentos e tubulações, bem como da inativação de catalisadores 

empregados nas refinarias. 

As refinarias brasileiras dispõem de unidades de hidrotratamento que permitem 

adequar os combustíveis, inclusive, aos padrões dos mercados europeu e norte-

americano. De acordo com a legislação nacional em vigor, os combustíveis devem 

conter teor máximo de enxofre de 10 ppm (ANP, resolução nº 30, 2016). 

Para adequação do teor de enxofre, o petróleo passa por um processo 

denominado hidrotratamento (HDT). Por reações de hidrogenação na presença de um 

catalisador, tem-se a remoção parcial de metais e heteroátomos tais como N, S, O, tanto 

de cargas brutas pesadas (petróleo) quanto dos produtos finais (destilados) (Lima, 

Campos e Afonso, 1998). 

O catalisador compreende um suporte, em geral, constituído de óxidos 

refratários, tais como alumina, sílica, sílica-alumina ou magnésio, individualmente ou 

em mistura; um metal do grupo VI, de preferência Mo ou W; e um metal do grupo VII, 

Co ou Ni. Exemplos de catalisadores usados são: Co-Mo/Al2O3 ou Ni- Mo/Al2O3. 

A vida útil do catalisador é bastante variável, de um a três anos. Nesse período, o 

catalisador é contaminado por vários elementos, particularmente, Al, Mo, Ni e V, o que 

resulta na perda da sua atividade catalítica (Lima, Campos e Afonso, 1998). Por isso, os 

catalisadores esgotados são classificados como resíduos de alta periculosidade. Apesar 

disso, não existem regras rígidas quanto à condução do descarte, devido à existência de 

vários tipos de catalisadores e processos industriais. De acordo com normas 

regulamentadoras da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 

1998, 1996) e da Comunidade Européia (CEE, 1999, 1996, 1991), para seu descarte, os 

catalisadores esgotados devem ser previamente submetidos a uma pré-oxidação a alta 

temperatura, seguindo depois para disposição em um aterro industrial para materiais 

classe I (perigosos). 
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Estima-se que o mercado global produza de 150.000 a 170.000 t/ano de 

catalisadores esgotados (Marafi e Stanislau, 2008). Há ainda que se considerar o 

descarte da ordem de 10.000 t/ano de catalisadores sem qualquer tratamento, 

basicamente em países do terceiro mundo, em aterros clandestinos sem qualquer norma 

de segurança, o que acaba levando a um comprometimento ambiental em curto prazo 

(Alves, 1998).  

Neste cenário, a reciclagem dos catalisadores permitirá garantir um suprimento 

de metais de valor comercial nas próximas décadas e, por conseguinte, reduzir eventuais 

dependências de fornecedores externos, além de contribuir na proteção do meio 

ambiente. O emprego de Al, Co, Mo e Ni em catalisadores representa uma considerável 

fatia das aplicações industriais para esses elementos, como por exemplo, na utilização 

de diferentes suportes para processos de hidrotratamento (Marafi, Hauser e Stanislau, 

2007) e na indústria siderúrgica na composição de ligas metálicas (Marafi e Stanislau, 

2008). De acordo com estes autores, é possível recuperar os metais de valor agregado a 

partir da reciclagem dos catalisadores esgotados do processo de hidrotratamento pelo 

emprego de técnicas econômicas e sustentáveis.  

O presente estudo pretende levantar dados que permitam contribuir para a 

recuperação de metais de catalisadores esgotados. Com este fim, espera-se mostrar a 

exequibilidade do emprego de biossurfactantes a despeito do que já vem sendo adotado 

com êxito em tecnologias para biorremediação de ambientes contaminados com metais 

(Slizovskiy, Kelsey e Hatzinger, 2011; Pacwa-Plociniczak et al., 2014; Pathaka e 

Nakhate, 2015). O interesse na interação de biossurfactantes com metais pode ser 

comprovado em uma simples busca a Web of Science, que mostra 160 publicações no 

tema no ano de 2012 (Mulligan, Shama e Mudhoo, 2014). 

 

 

3. Objetivos 

Este trabalho teve como propósito avaliar a recuperação de metais oriundos de 

resíduo da indústria do petróleo – catalisador esgotado do processo de hidrotratamento – 

por ação de biossurfactante aniônico natural, produzido por microrganismo em escala de 

bancada. Para fins comparativos, também serão testados dois produtos comerciais, um 

biossurfactante e um surfactante químico. 

https://cfpub.epa.gov/ncer_abstracts/index.cfm/fuseaction/display.investigatorInfo/investigator/3503
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Para tal, os seguintes objetivos específicos foram analisados: 

 Isolar microrganismo potencialmente produtor de biossurfactante a partir de 

amostra de água de recuperação secundária de petróleo; 

 Produzir biossurfactante pelo cultivo em batelada de cepa isolada de Bacillus 

subtilis em açúcar cristal e nitrato de amônio, como fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente; 

 Caracterizar o bioproduto obtido como agente tensoativo e emulsificante; 

 Avaliar a estabilidade do biossurfactante selecionado em diferentes valores de 

pH e temperatura, fixando a salinidade, comparativamente ao surfactante comercial; 

 Comparar o sequestro de metais pelo biossurfactante produzido e pelos 

produtos comerciais: biossurfactante (ramnolipídio) e surfactante químico (dodecil 

sulfato de sódio, SDS). 

 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1.  Microrganismos 

Neste estudo, foi utilizada cepa de Bacillus subtilis, previamente isolada de água 

oriunda da recuperação secundária de petróleo, coletada na Refinaria de Duque de 

Caxias (REDUC)/ PETROBRAS. A área se localiza no Distrito Industrial de Campos 

Elíseos, no Município de Duque de Caxias, Estado do Rio de Janeiro, coordenadas 

geográficas 22º43'05.41”S (Sul) e 43º16'14.23”W (Oeste).  

 

4.2. Manutenção das culturas 

A cepa bacteriana foi mantida sob refrigeração, a cerca de 4 ± 1˚C, em tubos de 

ensaio contendo meio agar nutriente (Merck 105450) inclinado, através de repiques 

mensais (cultura estoque). 

 

 4.3. Meio de cultura 

 4.3.1. Meio mineral (Bushnell-Haas) 
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 A seleção dos microrganismos potencialmente produtores de 

biossurfactante, foi realizada em meio mineral, sendo sua composição em g/L: sulfato 

de magnésio (0,20); cloreto de cálcio (0,02); fosfato de potássio monobásico (1,00); 

fosfato de potássio dibásico (1,00); nitrato de amônio (1,00) e cloreto férrico (0,05). O 

pH do meio foi ajustado em 7,0 com 1M NaOH e, em seguida,  autoclavado em 1atm 

por 15 min. 

 

 4.3. 2. Meio de crescimento 

A ativação e propagação do microrganismo foi realizada em caldo nutriente 

(Merck 105443), acrescido de glicose, sendo a composição final em g/L: glicose (5); 

peptona (5); extrato de carne (3) e extrato de levedo (3). O pH do meio foi ajustado em 

7,0 com 1M NaOH e, em seguida, autoclavado em 1atm por 15 min. 

 

 4.3. 3. Meio de produção 

A produção do biossurfactante foi realizada em meio definido por Valpuesta 

(2008), constituído em g/L de: NH4NO3 (1,4); KH2PO4 (3,0); Na2HPO4 (6,0); 

MgSO4.7H2O (0,2); CaCl2.2H2O (0,01); acrescido de 10 g/L de açúcar cristal, como 

única fonte de carbono. Logo após ajuste do pH do meio para 7,0 com 1M NaOH, foi 

conduzida a sua esterilização em autoclave a 121˚C por 15 min. 

Antes do uso, os meios foram incubados em estufa bacteriológica por 24 h para 

prova de esterilidade. 

 

4.4. Biossurfactante comercial 

Utilizou-se o biossurfactante comercial aniônico JBR425, que contém 25% de 

uma mistura de mono-(R1) e di-(R2) ramnolipídios, produzidos por Pseudomonas 

aeruginosa, em solução aquosa. O biosurfactante comercial, mantido a 4ºC, foi usado 

tal como recebido do fornecedor Jeneil Biosurfactant Company (USA). 

Conforme definido pelo fabricante, o JBR425 apresenta as seguintes 

especificações: estrutura química [C26H48O9 (R1), C32H58O13 (R2), R2:R1=0,97:1]; 

Massa molecular = 576 g/mol; EHL=24; CMC =0,07 mM. 
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4.5. Surfactante químico 

Foi testado dodecil sulfato de sódio (SDS) fornecido pela Indukern do Brasil 

Quimica Ltda com o nome comercial lauril éter sulfato de sódio. 

O produto comercial, de formula química NaC12H25SO4, apresenta 26-28% do 

principio ativo e as seguintes propriedades físico-químicas: líquido; límpido incolor; pH 

=6,5-8; ponto de ebulição=100ºC; MM=288,372 g/mol;  densidade: 1,01 g/cm³; 

inflamável [110ºC]; e miscível em água e álcoois inferiores. 

4.6. Catalisador 

Utilizou-se um catalisador comercial (CoMo/Al2O3) esgotado procedente de 

unidade de hidrotratamento, especificamente para a hidrodessulfurização de óleo diesel, 

de refinaria de petróleo nacional (Figura 13). Todos os ensaios foram realizados com o 

catalisador conforme recebido da refinaria, ou seja, com amostra pré-oxidada, por 

aquecimento em altas temperaturas, e por isso se apresentavam bem secas. 

 

 

Figura 13: Partículas constituintes do catalisador: (A) antes e (B) após seu uso na unidade de HDT. 

 

Conforme pode ser visualizada na Figura 13B, a amostra do catalisador HDT 

esgotado se apresentava constituída de partículas diferenciadas em tamanho e forma, 

variando de esferas a bastões, de coloração escura devida às impurezas nelas adsorvidas. 

Na Figura 13A pode ser observada a coloração verde clara do catalisador antes do uso 

na unidade de hidrotratamento. 

Para separação do catalisador, a amostra bruta foi peneirada em peneira 

vibratória vertical (Pen Vibrat modelo PVA/IS) no Laboratório de Hidrometalurgia 

https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1920&bih=925&q=dodecil+sulfato+de+s%C3%B3dio+densidade&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LQz9U3SDM1M9ZSz0620k_OSM3NLC4pqoSwkhNz4pPzcwvyS_NSrFJS84ozSyoBsN4UWzUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwib_92M5LrQAhWDxpAKHVUvCdoQ6BMIiwEoADAT
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CPMA-SPMB, CETEM/MCT, sendo empregadas peneiras padronizadas da série Tyler 

- malhas 1,68 mm (10 mesh) e 3,36 mm (6 mesh). A sequencia do peneiramento é 

mostrada na Figura 14. 

 

 

Figura 14: Equipamento e etapas necessárias para separação do catalisador esgotado da amostra 

procedente da refinaria. 

 

 

Figura 15: Aspecto macroscópico das diferentes frações do catalisador (A e B: fração >6 mesh; Ce D: 10 

< fração < 6 mesh; E e F: fração < 10 mesh). 

 

O material de recheio (Figura 15 A e B), representando cerca de 30% do total 

da amostra, tem como finalidade adequar à distribuição da carga (diesel) através do 

catalisador. A observação da Figura 15B revela a presença de regiões claras e escuras 

no material de recheio, que podem ser atribuídas à coloração do óxido que o compõe, e 

à adsorção de impurezas advindas do processo de hidrotratamento como, por exemplo, o 

sulfeto de ferro. As superfícies claras possivelmente foram resultantes do atrito pelo 

manuseio durante o fracionamento do catalisador. 
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A Tabela 4 apresenta a caracterização química do catalisador HDT esgotado 

empregado neste estudo. A presença de altas concentrações de Al, Co e Mo no 

catalisador, se deve à sua composição química, já que é constituído de um suporte de 

alumina com inserção de cobalto e molibdênio (CoMo/Al2O3). 

 

Tabela 4: Caracterização química do catalisador HDT esgotado. 

 

Elementos 

Inorgânicos 

Concentração (mg/kg) 

Nitrogênio (como 

Nitrato) 

1,99 

Mercúrio 0,206 

Alumínio 21.614,6 

Arsênio 90,1 

Bório 3,75 

Boro 6,01 

Chumbo 120,3 

Cobalto 9.714,6 

Cobre 556,6 

Cromo 14,6 

Ferro 8.484,4 

Manganês 76,1 

Molibidênio 16.083,3 

Níquel 8733,0 

Vanádio 120,2 

Zinco 107,0 

Sulfeto 181.000,00 

 

4.7. Etapa experimental 

4.7.1. Isolamento de microrganismos potencialmente produtores de 

biossurfactante 

 Para o isolamento de microrganismos potencialmente produtores de compostos 

tensoativos, uma amostra de 10 mL de água marinha oriunda da recuperação secundária 
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do petróleo foi inoculada em Erlenmeyer contendo 90 mL do meio mineral Bushnell-

Haas liquido estéril adicionado de óleo cru, na concentração de 1% (v/v). A seguir, o 

cultivo foi incubado em mesa agitadora à 150 rpm, com controle de temperatura (30
o 

1C) por 5 dias  

Após o período de incubação sob agitação, uma alíquota de 1 mL do meio 

líquido com crescimento celular foi inoculado em agar nutriente utilizando a técnica de 

plaqueamento em superfície (spread plate). As placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica por 72 horas à 30
o 
1C. As colônias predominantes foram transferidas 

pela técnica de esgotamento para novas placas de Petri com meio agar nutriente e a 

pureza das culturas foi determinada através de observações macroscópicas e 

microscópicas de preparações coradas pelo método de Gram, conforme apresentado na 

Figura 16, a seguir: 

 

Figura 16: Esquematização da metodologia de coloração de Gram.  

A determinação do potencial dos isolados bacterianos em produzir surfactante 

foi verificada pela análise da tensão superficial do meio de produção.  A Figura 17 

ilustra as etapas realizadas durante o ensaio de isolamento. 
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Figura 17: Esquematização do ensaio de isolamento de microrganismos produtores de surfactante.  

 O isolado bacteriano que apresentou a melhor capacidade de reduzir a TS do 

meio fermentado após 24 h de processo foi identificado por técnicas bioquímicas 

através do equipamento PhoenixTM, modelo 100 (Bencton & Dickinson). Estas 

técnicas foram realizadas no Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Universitário 

Antônio Pedro (HUAP), localizado na cidade de Niterói - RJ. 

4.7.2. Produção do biossurfactante 

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 500 mL de 

capacidade, contendo 200 mL do meio de produção. A incubação foi realizada a 30˚C, 

sob agitação de 250 rpm, em agitador rotatório (Controlled Environmental Incubator 

Shaker, New Brunswick Scienctific Co, USA), por 24 h. 

Inicialmente, a ativação da cultura estoque foi realizada pelo repique em tubo de 

ensaio contendo o meio de cultura agar nutriente. Após incubação a 30 ±2˚C por 24 h, 

duas alçadas da cultura ativada foram inoculadas em 200 mL do meio de crescimento 

contido em Erlenmeyer de 500 mL de capacidade. Os cultivos foram incubados em 

agitador rotatório a 250 rpm, com controle de temperatura (30 ±2˚C) por 24 horas. 

Deste cultivo, tomou-se uma alíquota de 20 mL como inóculo bacteriano para o meio de 

produção. A fim de verificar a pureza da cultura, foram realizadas observações 

microscópicas de preparações coradas pela técnica de Gram em todas as etapas 

experimentais. 

Findo o processo fermentativo, os mostos fermentados foram analisados quanto 

à tensão superficial, capacidade de hemólise, colapso de gota e deslocamento do óleo a 

fim de comprovar a produção de biotensoativo(s). Também foram feitas as 
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determinações de concentração micelar crítica (CMC), diluição micelar crítica (DMC) e 

índice de emulsificação (E24), conforme descrições a seguir. 

 

4.7.3. Avaliação das características do biossurfactante produzido 

4.7.3.1. Ensaio hemolítico 

 Para avaliar a atividade hemolítica do biossurfactante produzido, alíquota de 

5µL do meio de produção fermentado foi espalhada sobre ágar sangue de ovelha, 5% 

(v/v), em placa de Petri (Carillo et al., 1996). Após incubação a 32˚C por 48 h, foi 

determinada se havia presença de uma zona clara ao redor da colônia indicativa de lise 

das hemáceas (hemólise). Em caso positivo, foi feita a leitura do diâmetro do halo com 

auxílio de paquímetro. 

 

 4.7.3.2. Teste de colapso da gota (drop-collapse technique) 

Este teste foi realizado seguindo a técnica descrita por Person e Molin (1987). 

Para tanto, uma lâmina de vidro foi primeiramente recoberta com fina camada de óleo 

do tipo árabe leve e, em seguida, na parte central foi disposta delicadamente uma gota 

do meio fermentado livre de células. A redução da tensão superficial faz com que a gota 

se espalhe pela superfície, não entrando em colapso. Deste modo, decorridos 60 s, a 

forma da gota foi analisada, considerando-se como resultado positivo a alteração do 

feitio da gota em relação a observação inicial; e negativo, quando não era perceptível 

alteração da forma. Para fins comparativos, também foram testados o surfactante 

comercial e água destilada. 

Conforme indicado pelos autores, antes do uso, as lâminas de vidro foram 

lavadas com água quente, etanol e água destilada, três vezes cada, e por fim secas em 

estufa.  

 4.7.3.3. Teste de deslocamento de óleo (oil spreading assay) 

 Este teste, que tem como base a diferença de polaridade entre o biotensoativo e o 

óleo (Morikawa, Hirata e Imanaka, 2000), consiste em dispor delicadamente uma 

alíquota de 10 µL do meio fermentado livre de células sobre fina camada superficial de 

óleo cru (20 μL) recobrindo 50 mL de água destilada em placa de Petri (90 x 10 mm). 
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Como controle positivo, foram utilizados 10 µL de solução 5% (v/v) de SDS e 10 µL de 

solução 1% (v/v) de JBR425, enquanto para o controle negativo foi utilizada alíquota de 

igual volume (10 μL) do meio de produção não inoculado.   

Se houver tensoativo na alíquota em teste, haverá deslocamento do óleo, com 

formação de uma zona clara. O diametro da zona clara sobre a camada de óleo pode ser 

correlacionado à atividade do surfactante. O teste foi realizado à temperatura ambiente, 

sendo o diâmetro medido visualmente.  

 

 4.7.3.4. Determinação do índice de emulsificação 

 A capacidade emulsificante foi realizada seguindo a técnica descrita por Cooper 

e Goldenberg (1987). Com este fim, 2 mL do meio fermentado livre de células foram 

adicionados a igual volume (2 mL) de um composto apolar em tubo de vidro (13 mm de 

diâmetro) e tampa de rosca.  No presente trabalho foram testados como composto 

apolar: óleo bruto, n-hexadecano, óleo mineral comercial. 

As misturas (meio fermentado com cada composto aploar) foram agitadas em 

vortex em alta agitação por 2 min, sendo a seguir os tubos acondicionados gentilmente 

em estante, onde foram deixados em repouso à temperatura ambiente por 24 h. O índice 

de emulsificação corresponde a camada estável de emulsão que se evidencia após o 

repouso, representado por E24.  Para seu cálculo devem ser determinadas as alturas totais 

de coluna líquida e da emulsão, e correlacioná-las segundo a equação: 

E24 = [altura da camada emulsionada (mm) / altura total da coluna do líquido (mm)] x 100 

Para fins comparativos, foi efetuada a determinação de E24 para óleo de soja com 

o biossurfactante produzido (mosto fermentado), solução de 5% (v/v) SDS e 1% (v/v) 

JBR425. Como controle negativo, foi utilizado meio de cultura estéril em substituição 

às soluções aquosas dos surfactantes. 

 

 4.7.4. Estabilidade do biossurfactante 

 A estabilidade do produto obtido foi avaliada quanto aos parâmetros físico-

químicos (pH, temperatura e salinidade) afim de verificar sua interferência isoladamente 

e/ou em conjunto. Realizou-se um planekameto experimental, tendo dois fatores 

combinados (pH e temperatura) em dois níveis (máximo e mínimo), em um 
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experimento fatorial 2x2. Amostras do meio fermentado livre de células ajustado a 

salinidade de 3% (m/v), foram submetidas a valores de pH ácido, neutro e básico em 

combinação com temperaturas de 4˚C e 100ºC por 1 h. Depois de 24 h foram feitas as 

determinações de tensão superficial pelo método Du-Nouy no tensiômentro Krüss 

GmbH (modelo K11-Mk3). Este valor de salinidade foi adotado para verificar possíveis 

aplicações do tensoativo em ambientes marinhos, como, por exemplo, na recuperação 

de petróleo em reservatórios offshore.  

 

Tabela 5: Valores reais do planejamento experimental utilizado para estudo da estabilidade do tensoativo 

produzido em escala laboratorial por isolado de Bacillus subtilis. 

  

Experimento pH Temperatura 

(ºC) 

1 5,0 4 

2 9,0 4 

3 5,0 100 

4 9,0 100 

5 7,0 52 

6 7,0 52 

7 7,0 52 

 

4.7.5. Aplicação do biossurfactante na recuperação de metais 

O biossurfactante (BS) obtido no presente trabalho foi testado quanto à 

capacidade de recuperação de metais de catalisadores HDT esgotados. Para fins 

comparativos, foram conduzidos simultaneamente ensaios com soluções de 

ramnolipídio comercial (1% v/v) e do tensoativo sintético SDS (5% v/v), nas mesmas 

condições operacionais. 

No caso do teste com o BS obtido foram preparadas misturas de catalisador e 

mosto fermentado livre de células, na proporção de 1:10, conforme descrito por 

Mulligan e Gibbs (1993). Após 1h de agitação em shaker (100 rpm), a perda de água foi 
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contabilizada e igual volume de água desmineralizada foi acrescida aos sistemas 

experimentais. A fração líquida foi separada por filtração e analisada para quantificação 

dos metais em solução. 

Também foi realizado um ensaio controle (catalisador e meio estéril ou água 

estéril), isto é, na ausência de tensoativo, de modo a verificar a remoção de metais por 

processo físico. Os resultados finais de remoção foram calculados descontando a 

remoção por processo físico e expressos em percentagem de remoção de metal. 

  

4.8. Determinações Analíticas 

4.8.1. pH 

As medições de pH foram realizadas, adotando uma aliquota do mosto 

fermentado livre de células, em potenciômetro digital de bancada (DIGIMED, modelo 

DMPH-1).   

 

4.8.2. Tensão Superficial 

 As medições da atividade superficial do mosto fermentado livre de células foram 

realizadas de modo direto empregando duas diferentes técnicas. 

Na etapa de caracterização do biossurfactante produzido, as medidas de TS 

foram feitas com auxilio de goniômetro Krüss DAS100 (Modelo OF 3210) pelo método 

da gota pendente, descrito por Song e Springer (1996). Em consonância ao protocolo, a 

umidade relativa foi mantida em 55% e a temperatura a 25ºC.   

A medição se dá por método óptico, com uma gota do líquido que pende de um 

tubo capilar. O perfil da gota é função do raio do tubo, da tensão, da densidade do 

líquido e do campo gravitacional.  

 A análise da gota pendente se deu mediante um sistema de processamento de 

imagem obtida pelo aparelho acoplado a um computador, onde a curvatura do perfil de 

cada gota pendente foi analisada, e que corresponde a tensão superficial ou interfacial. 

Os resultados foram expressos em valores médios de no mínimo cinco determinações 

para cada amostra analisada. 
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Para os testes de estabilidade do biossurfactante produzido foi utilizado o 

método do anel Du-Nouy-Ring que tem como base a medida da força necessária para 

elevar o anel de platina na interface do sistema líquido/ar (tensão superficial) ou 

líquido/líquido de polaridades distintas (tensão interfacial) (Tados, 2005). Quanto maior 

a força, maior a tensão superficial ou interfacial. Para cada medição, foi utilizado 

volume de 30 mL da solução do surfactante e as análises realizadas em ambiente 

climatizado a 25ºC (± 2 ºC). 

Foram realizadas pelo menos cinco leituras para cada amostra, e os resultados 

expressos em valores médios. Entre as medições, o anel foi aquecido em chama e 

rinsado com água e acetona de modo a garantir ausência de impurezas. 

 

4.8.3. Concentração do Biossurfactante 

A concentração do biossurfactante no mosto fermentado previamente 

centrifugado para remoção das células foi determinada seguindo duas distintas 

metodologias: 

 

 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) – determinação feita 

conforme adaptação dos protocolos descritos por Bence (2011) e Ellouze-Chaabouni e 

Ghribi (2013), e efetuada por Guimarães (2015). As condições operacionais estão 

especificadas na Tabela 6.  A concentração do BS produzida deve ser calculada a partir 

da correlação das áreas de picos da amostra e da surfactina comercial padrão (Sigma-

Aldrich), cuja curva encontra-se em Anexo. Além de quantificar, esta metodologia 

permite a detecção de homólogos. 

Para análise, alíquota do mosto fermentado livre de células foi diluída em acetonitrila 

(500 μL: 500 µL), filtrada em seringa Nylon 0,22 µm de porosidade, e então injetada no 

equipamento. 
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Tabela 6: Condições operacionais para quantificação do biosurfactante produzido por CLAE. Fonte: 

Guimarães, 2015. 

 

 

 Diluição Micelar Crítica (DMC) – quantificação indireta da surfactina no 

mosto fermentado livre de células. Para tanto, foram realizadas diluições seriadas do 

mosto fermentado livre de células e determinados os respectivos valores de TS pelo 

método da gota pendente, descrito anteriormente (item 4.8.2). Estes valores foram 

plotados em gráfico TS versus diluições e então determinado o ponto de inflexão da 

curva que corresponde a DMC. Quanto menor for o valor da DMC, maior será a 

diluição necessária para causar a mudança da tensão superficial e, portanto, maior a 

concentração do bioproduto no meio. 

 

 4.8.4. Concentração dos metais 

A quantificação dos metais foi realizada por espectrometria de massa acoplada a 

uma fonte de plasma indutiva (ICP-MS), na UFRS, empregando a técnica de padrão 

interno com o elemento químico índio (115In), de modo que as concentrações finais tanto 

nos padrões como nas amostras e no controle,  fossem de 20 μg/L.  Este elemento (In) 

foi selecionado por não estar nas matrizes a serem analisadas. Desta forma, as 

interferências geradas pelas mudanças na taxa de aspiração e nebulização, instabilidade 

eletrônica do instrumento e efeitos da matriz, poderão ser corrigidas para melhor 

exatidão e repetitividade das análises. 
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5. Resultados 

5.1. Análise da seleção de microrganismos produtores de biossurfactante 

 Após uma amostra de 10 mL de água marinha oriunda da recuperação 

secundária do petróleo ser inoculada em meio mineral Bushnell-Haas liquido estéril 

adicionado de óleo cru e incubado por 5 dias, conforme íten 4.7.1, pode-se observar que 

a microbiota da água utilizada apresentou crescimento, caracterizado pela turvação do 

meio em relação ao controle (sem adição de água do petróleo), e alteração do filme de 

óleo.  

 

Figura 18: Visualização do crescimento de microrganismos presentes na água de recuperação de petróleo 

tendo óleo bruto como única fonte de carbono: teste controle sem adição de água do petróleo (A) e com 

adição da água após 5 dias de incubação (B).  

Com base nas diferenças morfológicas foram obtidos 4 isolados bacterianos 

predominantes a partir do cultivo da amostra de água de recuperação secundária de 

petróleo, os quais também foram analisados microscopicamente, relevando 

predominância de bastonetes em sua maioria Gram-positivos (Quadro 5).  

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B)
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Quadro 5: Observação macroscópica e microscópica dos isolados bacterianos predominantes na água de 

produção de petróleo e avaliação de sua capacidade de redução da tensão superficial. 

Isolado 
Observação 

Macroscópica 

Observação 

Microscópica 

Tensão 

Superficial 

(mN/m) 

(1) 

  

59,4 

(2) 

  

48,5 

(3) 

  

30,2 

(4) 

  

42,1 

 O isolado 3 foi capaz de reduzir a tensão superficial do meio de produção em 

aproximadamente 50% quando comparado ao meio não fermentado, em apenas 24 h de 

cultivo. Ao passo que os isolados 1, 2 e 4 reduziram a TS do meio em 4,2%, 21,7% e 

32,1%, respectivamente. Deste modo, o isolado 3 foi adotado como único 

microrganismo para as posteriores etapas deste trabalho e a sua identificação se deu por 

variados testes bioquímicos, os quais são apresentados no Quadro 6. 
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Quadro 6: Testes bioquímicos realizados para identificação de espécie do isolado bacteriano que 

mais reduziu a tensão superficial do meio fermentado.  

Teste bioquímico Resultado real Resultado esperado 

B.subtilis 

A_Arginine-Arginine - - 
A_Glycine-Proline - - 

A_L-Alanine - - 

A_L-Arginine + +/- 

A_L-Histidine - - 

A_L-Isoleucine - - 

A_L-Leucine + +/- 

A_L-Phenylalanine - +/- 

A_L-Proline - - 

A_L-Pyroglutamic Acid - +/- 

A_L-Tryptophane - - 

A_Metrionine - - 
C_3-Metryl Glutaric Acid - + 

C_Colistin - - 

C_D-Fructose + + 

C_D-Gluconic Acid + + 

C_D-Mannitol + + 

C_Iminoacetic Acid - + 

C_Ketoglutanic Acid (A) + + 

C_3-Methyl Adipic Acid + + 

C_Polymyxin B - - 

C_Thymidine - - 

M_4-Methylumbelliferyl - +/- 

M_4-Methylumbelliferyl - +/- 
M_4-Methylumbelliferyl - - 

M_4-Methylumbelliferyl - - 

M_4-Methylumbelliferyl + + 

M_4-Methylumbelliferyl - - 

M_4-Methylumbelliferyl Phosphate + +/- 

M_4-Methylumbelliferyl Phosphate + + 

N_Alanine-Alanine p-Nitroalanine + +/- 

N_L-Proline-p-Nitroanilide + + 

N_Valine-Alanine p-Nitroanilide + + 

P_p-Nitrophenyl-a-D-Glucoside + + 

P_p-Nitrophenyl Phosphate at pH + + 
R_B-Gentiobiose - - 

R_Dextrose + + 

R_D-Sucrose + + 

R_D-Togatose - - 

R_D-Techalose + +/- 

R_Maltose - - 

R_N-Acetyl-Glucosamine - - 

S_Urea - - 

T-Esculin + + 

Methyl-a-Glucopyranoside + +/- 

 

 

 5.2. Caracterização do biossurfactante produzido pela cepa isolada 

O meio de produção empregado neste estudo, cuja composição química (ítem 

4.3.2) se deu por padronização prévia pelo nosso grupo com base em planejamento 

experimental, foi analisado anteriormente à adição de inóculo bacteriano e após 24 e 48 

horas de ensaio fermentativo.   
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A atividade hemolítica da cultura bacteriana isolada foi testada a fim de ratificar 

sua capacidade de produção de tensoativo. Conforme pode ser observado na Figura 19, 

as colônias resultantes do plaqueamento pela técnica de espalhamento em superfície 

(spread plate) em agar sangue, apresentaram regiões claras no seu entorno, 

características de lise das hemáceas. Logo, pode-se inferir que houve alteração no 

equilíbrio físico-químico da membrana das hemácias pela ação de substâncias com 

propriedade tensoativa. 

 

Figura 19: Crescimento da cepa B. subtilis isolada, proveniente de mosto fermentado, em placa contendo 

agar sangue de ovelha (5% v/v). As setas indicam regiões claras, indicativas de hemólise das hemáceas. 

 

A atividade tensoativa do biossurfactante produzido foi analisada pelo teste do 

colapso da gota. Para fins comparativos, o teste foi feito simultaneamente com uma gota 

do biossurfactante produzido em laboratório, com biossurfactante comercial JBR425 

diluído (1% v/v) e surfactante comercial SDS diluído (5% v/v). A Figura 20 permite 

observar que houve interação do biossurfactante produzido em laboratório e a superfície 

hidrofóbica da camada de óleo árabe leve, embora diferente quando comparada aos 

tensoativos comerciais. 
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Figura 20: Visualização superior (A) e planar (B) da interação dos diferentes tensoativos e o filme de 

óleo cru.  

 

Outro método analítico para biossurfactantes quanto as suas propriedades é o 

teste de deslocamento de óleo, cujos resultados deste trabalho são apresentados na 

Figura 21. Quando o biossurfactante produzido em laboratório foi gotejado, observou-

se a formação de uma pequena área de repulsão no centro da fina camada de óleo 

formada sobre água destilada (destacada pelo círculo em vermelho). Contudo, quando 

adicionado os surfactantes comerciais o halo formou-se mais rapidamente e de maior 

diâmetro.   
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Figura 21: Interação do biotensoativo produzido em laboratório (A), do ramnolipídeo comercial (B) e do 

tensoativo sintético SDS (C) com fina camada de óleo cru. 

 

Os resultados da capacidade emulsificante do biossurfactante produzido 

indicaram boa atividade quando em contato com óleo mineral e, especialmente nos 

testes quando utilizado n-hexadecano (Tabela 7). A Figura 22 ilustra as emulsões 

formadas após brusca agitação e após 24 h de repouso.  

 

Tabela 7: Índice de emulsificação (E24) do biossurfactante produzido frente aos diferentes compostos 

apolares. 

Produtos testados E24 (%) 

Óleo bruto 10,7 

Óleo mineral 58,0 

n-hexadecano 38,8 
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Figura 22: Emulsões obtidas pelo contato do biossurfatante produzido frente a n-hexadecano(a), óleo 

mineral comercial (b) e óleo cru (c), logo após agitação em vortéx por 2 min (A) e decorridas 24 h de 

repouso (B). 

 

 A atividade emulsificante do biossurfactante também foi testada em óleo de soja. 

Neste caso, para fins comparativos também foram avaliadas amostras diluídas dos 

surfactantes comerciais, SDS e JBR425, e da água como controle negativo. O melhor 

resultado foi alcançado com o emprego do surfactante químico, embora em 

concentração bem superior a dos biossurfactantes (Tabela 8). Entretanto, os 

biossurfactantes, produzido no laboratório e comercial, apresentaram igual 

comportamento. 

   

Tabela 8: Índice de emulsificação dos tensoativos frente ao óleo de soja. 

Produtos testados E24 (%) 

H2O 0 

Mosto Fermentado (BS produzido) 35,0 

JBR (1%) 35,0 

SDS (5%) 62,0 

 

 Na Figura 23 podem ser observadas as emulsões formadas logo após agitação e 

24 h depois. A exceção da água, todos os tensoativos testados apresentaram capacidade 

emulsificante. 
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Figura 23: Emulsões obtidas pela mistura óleo de soja com: (a) água; (b) mosto fermentado livre de 

células – biossurfactante; (c) JBR 1% e (d) SDS 5%, logo após agitação em vórtex por 2 min (A) e 

decorridas 24 h de repouso (B).  

 

 A Tabela 9 apresenta os valores de tensão superficial para o meio fermentado 

livre de células (biotensoativo produzido), bem como para diferentes concentrações do 

biossurfactante comercial (JBR 425) e do tensoativo químico (SDS). O valor da tensão 

superficial para o mosto fermentado por 24 horas foi de 30,2 mN/m, sendo valor similar 

observado em 48 horas de processo. Os tensoativos comerciais foram analisados nas 

concentrações de 1 e 5%, e os resultados relevaram que não houve diferença estatística 

para as tensões superficiais em ambas concentrações do mesmo produto.  

 

Tabela 9: Valores de tensão superficial para diferentes amostras de surfactantes, produzido (mosto 

fermentado), biossurfactante comercial (JBR425) e surfactante químico (SDS). 

 

Amostra Analisada Tensão superficial (mN/m) 

Água 72 ±0,8 

Meio não fermentado 62 ±0,2 

Meio fermentado (24 h) 30,2 ±0,3 

Meio fermentado (48 h) 29,8 ±0,2 

JBR (1%) 28,7 ±0,5 

JBR (5%) 26,2 ±1,2 

SDS (1%) 34,4 ±0,6 

SDS (5%) 33,2 ±0,6 
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 Na tentativa de quantificação do tensoativo produzido pelo isolado de Bacillus 

subtilis, diferentes diluições seriais foram analisadas quanto à tensão superficial, e então 

calculou-se o valor da diluição micelar critica (DMC).  Os valores obtidos foram 

plotados em gráfico TS versus diluição, apresentado em anexo, cujo ponto de inflexão 

da curva que corresponde ao valor da DMC, o qual equivaleu a 238,7 mg/L.  

 

 

Gráfico 1: Curva de calibração para diluição micelar crítica para biossurfactante produzido. 

 

 A fim de quantificar e detectar homólogos de surfactina presente no meio 

fermentado, através de CLAE, este foi preparado e introduzido no aparelho conforme 

íten 4.8.3. O cromatograma obtido esta representado no gráfico 2 e foi comparado ao 

cromatograma obtido pela surfactina comercial Sigma-Aldrich (Anexo 1). 

 

Gráfico 2: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para biossurfactante produzido. 

 

 A Tabela 10 mostra os resultados de TS obtidos para os vários experimentos do 

planejamento experimental adotado para análise da estabilidade do produto obtido em 

laboratório.  Pode-se observar que não houve grande diferença da tensão superficial do 
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mosto fermentado para as diversas condições avaliadas, o valor máximo obtido foi de 

30,21 mN/m para a condição de pH 5 e aquecimento a 100
o
C e o mínimo foi de 28,08 

mN/m para condição de pH 7 e aquecimento a 48
o
C, ambos com salinidade ajustada a 

3%. Assim, não se fez possível a realização de ANOVA (variância amostral) e de 

gráficos de superfície de resposta. 

 

Tabela 10: Análise da tensão superficial de amostras de mosto fermentado livre de células submetido a 

condições extremas de pH e temperatura, à salinidade 3,0%. 

Experimento pH Temperatura 

(ºC) 

TS 

(mN/m) 

1 5,0 4 30,11 ±0,2 

2 9,0 4 28,30 ±0,1 

3 5,0 100 30,21 ±0,3 

4 9,0 100 29,57 ±0,2 

5 7,0 52 28,44 ±0,1 

6 7,0 52 28,08 ±0,2 

7 7,0 52 28,20 ±0,1 

  

 

 

 A visualização da estabilidade da espuma produzida pelo mosto fermentado, 

quando agitado, é apresentada na Figura 24. Pode-se notar que após o processo 

fermentativo a espuma mostrou-se robusta e consistente, alcançando altura de 190mm 

(Figura 24A), contudo quanto deixada em descanso por 24 horas após 

descongelamento do mosto, a coluna de espuma foi de 97mm (Figura 24B).  
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Figura 24: Avaliação da estabilidade da espuma após 24 horas de processo em temperatura ambiente (A) 

e 24 horas após descongelamento (B). 

  

 

 

 5.3. Aplicação de biossurfactantes na recuperação de metais a partir de 

catalisador esgotado 

 Os ensaios foram realizados como descrito nos ítens 4.7.5 e 4.8.4 visando avaliar 

a capacidade de um biotensoativo produzido em laboratório e tensoativos comerciais em 

remover metais de um suporte esgotado. A molécula tensoativa é capaz de se ligar ao 

metal por diferença de polaridade de modo a agir como sequestrante, retirando-o do 

suporte em que estava adsorvido. 

 Pode-se observar após análise dos resultados que os metais que mais foram 

sequestrados pelos tensoativos foram: Al, Fe e Ni. O biossurfactante produzido 

mostrou-se capaz de retirar Al do catalisador de maneira tão eficiente quando o 

ramnolipídeo comercial. O mesmo não pode ser observado quando as concentrações de 

cromo (Cr) na fase aquosa foram obtidas, visto que o tensoativo que melhor foi capaz de 

recuperá-lo foi o tensoativo sintético SDS. Outro valor de recuperação satisfatório 

compreende a recuperação de cobalto (Co) pelo biossurfactante produzido quando 

compado ao sequestro por JBR425, o qual seria interessante para a recuperação de 

catalisadores esgotados em unidade de hidrotratamento devido as altas concentrações 

deste metal. 
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Tabela 11: Concentrações de metais, oriundos de catalisadores, na fase líquida após ensaio de 

recuperação, utilizandos diferentes tensoativos 

Analíto  Meio de produção 

fermentado 

(mg L
-1

) 

Meio de 

produção não 

fermentado 

 (mg L
-1

) 

JBR 1% 

 (mg L
-1

) 

SDS 5% 

(mg L
-1

) 

Al 1316 ± 118 902 ± 10 1266 ± 54 823 ± 91 

As 1,6 ± 0,2 0,81 ± 0,01 1,15 ± 0,05 0,68 ± 0,04 

Cd 0,8 ± 0,1 0,42 ± 0,02 0,70 ± 0,03 0,6 ± 0,1 

Co 0,9 ± 0,1 0,77 ± 0,01 0,25 ± 0,09 0,13 ± 0,06 

Cr 0,21 ± 0,04 0,08 ± 0,01 0,17 ± 0,03 0,28 ± 0,04 

Fe 1676 ± 155 780 ± 10 1217 ± 38 892 ± 31 

Ni 1451 ± 150 867 ± 12 1120 ± 54 1127 ± 132 

Pb 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

Sb 20 ± 1 11,0 ± 0,2 11 ± 2 22 ± 3 

Mn 21 ± 4 12,0 ± 0,6 14 ± 1 18 ± 1 

Cu 0,15 ± 0,01 0,17 ± 0,03 0,04 ± 0,01 0,09 ± 0,02 

Zn 12 ± 1 8 ± 1 10,4 ± 0,4 25 ± 1 

 

 

6. Discussão 

Assim como os surfactantes quimicamente sintetizados, os surfactantes de 

origem microbiana também apresentam vasto campo de aplicação que, devido às suas 

características de biodegradabilidade e baixa toxicidade, possivelmente seja maior 

quando comparado ao dos primeiros. Em particular no setor petroquímico, os 

surfactantes podem ser empregados na recuperação de óleo de reservatórios rochosos, 

facilitador do transporte de óleos e derivados em oleodutos, auxílio no tratamento de 

ambientes impactados por derrame de petróleo, sequestrante de metais, entre outros 

(Nitschke e Pastore, 2012; Silva et al., 2015; De Almeida et al., 2016).  

Em face da capacidade de várias espécies microbianas de produzir 

biossurfatantes de estruturas químicas diversas, tem sido dada grande importância ao 

isolamento de microrganismos potencialmente produtores. Em geral, amostras são 

coletadas em locais contaminados com compostos hidrofóbicos como, por exemplo, 

ambientes contaminados com petróleo e seus derivados (Amorim, et al, 2014; Marajan, 
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Talib e Bin, 2014; Christofi e Ivshina, 2002). Essa escolha se baseia nos aspectos 

fisiológicos dos processos degradativos que ocorrem em ambientes impactados com 

compostos orgânicos, visto que, existem microrganismos capazes de sobreviver nestas 

condições adversas e, até mesmo, utilizar o contaminante em seus processos 

metabólicos (Andrade Silva et al, 2014).  

Geralmente, os hidrocarbonetos são utilizados como fonte de carbono para o 

crescimento celular, ou seja, aumento da biomassa (Moreira e Siqueira, 2006). A 

produção de biossurfatantes, entre outras funções, é uma das formas encontradas pelos 

microrganismos para conseguir metabolizar os hidrocarbonetos. A parte lipofílica 

(característica apolar) do biossurfatante se liga ao contaminante (também com 

característica apolar), facilitando assim, a sua entrada (pinocitose) na célula, e sua 

posterior metabolização (Atlas e Raymond, 1997). Diversos gêneros e espécies isoladas 

de ambientes oleosos foram descritos por apresentarem elevados rendimentos de 

tensoativos quando inoculado em meios de produção apropriados.  

No presente trabalho, água de recuperação secundária de petróleo foi utilizada 

como fonte de isolamento de microrganismos produtores de biossurfactante. Este 

método de recuperação do petróleo consiste em injetar água do mar, adicionada ou não 

de polímeros sintéticos, no reservatório rochoso quando este apresenta baixa ou 

nenhuma pressão interna capaz de elevar o óleo à superfície, melhorando os níveis de 

óleo recuperado (Curbelo, 2006). Estima-se que, a recuperação primária do petróleo 

recupere apenas 10 a 30% do volume total de óleo contido no reservatório (Borges, 

2009). Cabe destacar que, mesmo após os rigorosos processos de separação óleo/água, 

uma pequena fração oleosa permanece na água produzida, ao passo que também há o 

arraste de água junto ao óleo para os dutos de transporte e tanques de estocagem.   

Com base nas diferenças morfológicas foram obtidos quatro isolados bacterianos 

a partir do cultivo de amostra de água de recuperação de petróleo oriunda de 

reservatório nacional. Contudo apenas um isolado foi capaz de reduzir a tensão 

superficial do meio de cultura em torno de 50%, o qual foi identificado como 

pertencente à espécie Bacillus subtilis. Em sua pesquisa de diversidade microbiana, 

Lopes (2010) descreveu a predominância de espécies do gênero Bacillus em água de 

produção coletadas em reservatórios de petróleo localizados na Bacia de Campos - RJ. 

Embora o fornecedor não tenha informado a origem da amostra da água, dados 
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disponíveis no site da Companhia permitem deduzir que neste estudo empregou-se água 

produzida por ao menos um daqueles reservatórios de petróleo investigados por Lopes.   

A surfactina, principal produto tensoativo produzido por linhagens de Bacillus 

subtilis, é um biossurfactante muito efetivo, capaz de reduzir a tensão superficial da 

água a valores abaixo de 30 mN/m, mesmo em baixas concentrações (Barros et al., 

2007). Apesar da elucidação de diversas propriedades da surfactina na década de 60, 

poucos estudos foram realizados a respeito de suas aplicações (Sen, 2010; Barros et al., 

2007). As características químicas e propriedades funcionais permitem evidenciar o 

grande potencial dessa substância para aplicação em diversos segmentos industriais 

como uma alternativa atraente para substituir os surfactantes sintéticos. 

A redução da tensão superficial por cultivo de isolado de Bacillus subtilis, em 

meio de cultura contendo açúcar cristal e nitrato de amônio como fontes 

economicamente viáveis de carbono e nitrogênio, respectivamente, se mostrou eficaz 

em apenas 24 h de processo fermentativo. Na busca de melhores resultados, os ensaios 

foram conduzidos até 48 h de fermentação, contudo não houve melhoria significativa na 

redução da tensão superficial. Não se pode afirmar que o tempo de processo não tenha 

melhorado o rendimento do isolado bacteriano na produção de biossurfactante, visto 

que concentrações de BS acima da concentração micelar crítica não são detectadas pela 

análise da tensão superficial. Estudo realizado por Nitschke e Pastore (2006), também 

utilizando cepa de Bacillus subtilis (LB5a), apresentou resultados de redução da TS 

semelhantes ao obtido neste trabalho.  

Estes autores utilizaram a manipueira, um resíduo aquoso da mandioca, como 

fonte nutricional, com intuito de avaliar o sobrenadante do meio de cultivo como 

biocida para espécies bacterianas patogênicas, entre elas Staphylococcus aureus e 

Salmonella choterasius. Apesar dos biossurfactantes agirem na membrana celular de 

microrganismos de modo semelhante aos surfactantes sintéticos, a atividade biológica 

da surfactina da linhagem de B. subtilis isolada pelos autores mostrou-se mais elevada 

que a surfactina comercial. 

Na busca por baixo custo de produção aliado à sustentabilidade e alto 

rendimento, este processo de produção tornou-se eficiente em escala laboratorial, sendo 

promissor para aplicação em escala piloto e possivelmente industrial. O crescimento 

celular rápido aliado a significativa redução da tensão superficial do meio de cultura, 

nos permitem dizer que o isolado de B. subtilis adaptou-se ao meio de produção de 
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forma rápida e satisfatória, tornando-se capaz de se desenvolver e de produzir agente 

tensoativo a partir das fontes nutricionais oferecidas.  

A confirmação da competência produtora de biossurfactante pelo isolado de 

Bacillus subtilis foi dada pelo teste de hemólise em meio de cultura agar sangue, sendo 

esta técnica constantemente utilizada para seleção de microrganismos produtores dessas 

substâncias. Em geral, os tensoativos, especialmente os lipopeptídeos, apresentam 

atividade hemolítica, devido às características anfipáticas de sua estrutura química. A 

presença de zonas de hemólise ao redor de cada colônia de Bacillus indica a produção 

de surfactina ou outros tensoativos em menores proporções como, a iturina A, subtilina, 

subtilosina A e isoformas (Bugay, 2009).  

O crescimento do isolado deste trabalho apresentou a formação de pequena zona 

clara ao redor das colônias, configurando resultado positivo para o teste da hemólise. 

Este teste é uma análise qualitativa para seleção de microrganismos produtores de 

biossurfactante, desta forma não existe relação entre a área do halo formado e a 

concentração do tensoativo produzido.  Walter, Syldatk e Hausmann (2010) utilizaram 

esta mesma metodologia para seleção de microrganismos a partir de solo contaminado 

com hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e observaram a predominância de 

isolados produtores pertencentes à espécie Pseudomonas aeruginosa.  

Fato interessante é descrito por Youssef e colaboradores (2014), onde estes 

autores constataram que dos 205 microrganismos por eles isolados, 38% não 

apresentaram atividade hemolítica, porém foram hábeis na redução da tensão superficial 

do meio de cultura em valores abaixo de 35 mN/m. Estes resultados indicam que nem 

todos os tipos biossurfactantes apresentam capacidade de lisar células do sangue, 

ademais este método apresenta algumas limitações, como: (i) zonas claras ao redor de 

colônias também pode ser indicativo da produção de enzimas líticas, (ii) alguns 

microrganismos que somente produzem biossurfactante na presença de hidrocarbonetos 

podem não ser selecionados e, (iii) a ausência de halo de hemólise pode ser devido à 

dificuldade de difusão do composto através do agar. Por isso, a utilização unicamente 

do teste de hemólise como forma de seleção de microrganismos produtores de 

biossurfactante não é indicada. A avaliação do meio após cultivo de isolado 

potencialmente produtor de BS se deve dar, preferencialmente, por um conjunto de 

técnicas.    

A propriedade emulsificante do tensoativo produzido em laboratório foi 

considerada satisfatória quando em contato com óleo mineral e n-hexadecano, 
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revelando índices de 38,8% e 58%, respectivamente. De acordo com Bognolo (1999), 

compostos com índices de emulsificação superiores a 30% são considerados bons 

emulsificantes. Surfactantes com alto poder emulsificante são considerados bons aliados 

da indústria do petróleo, sendo, por exemplo, uma alternativa viável como aditivo na 

limpeza de tanques de estocagem (Kunert, 2007). Resultados semelhantes de 

emulsificação foram descritos por Alvarez e colaboradores (2015). Estes autores 

verificaram que a surfactina produzida por Bacillus amynoliquefaciens TSBSO 3.8 

apresentou bons índices de emulsificação mesmo em altas faixas de salinidade e 

temperatura. 

Em teste utilizando óleo bruto, o tensoativo produzido obteve baixo índice de 

emulsificação, cerca de 10%. O emprego deste óleo como fase apolar do teste de 

emulsificação é não habitual e não foi descrito por nenhum trabalho consultado, 

contudo o mesmo foi utilizado por estar disponível no laboratório e por se tratar de um 

trabalho de investigação. Barros, Quadros e Pastores (2008) observaram índices de 

emulsificação acima de 70% para biossurfactante produzido por Bacillus subtilis em 

contato com diferentes compostos oleosos. Entretanto, diferentemente deste trabalho, o 

tensoativo por eles utilizado foi semi-purificado por metodologia apropriada e atingiu a 

maior redução da tensão superficial na concentração de 12 mg.L
-1

.  

Comparativamente aos tensoativos comerciais, o biocomposto produzido 

também obteve índice de emulsificação apreciável (E24 = 35%) quando em contato com 

óleo de soja. Valor igual foi obtido pelo ramnolipídeo comercial JBR 425 na 

concentração de 1% (v/v). Diversos trabalhos se referem aos biossurfactantes do tipo 

ramnolipídeo como um tensoativo de excelente poder emulsificante para uma variedade 

de hidrocarbonetos (Lovaglio et al., 2011; Das e Mukherjee, 2007). Lovaglio e 

colaboradores (2011) realizaram teste similar ao deste trabalho, compararam a força 

emulsificante de biossurfactante ramnolipideo e surfactante químico SDS (dodecil 

sultato de sódio), ambos na concentração de 0,01% (m/v), frente ao óleo de soja. Eles 

obtiveram índice de emulsificação análogo para os dois tensoativos, em torno de 60%, 

em diferentes faixas de pH. Neste trabalho, semelhante índice de emulsificação à 

daqueles autores somente foi obtido quando utilizado o surfactante SDS. 

Diferentemente dos testes descritos acima, o teste de colapso da gota é utilizado 

como método comparativo para avaliar qualitativamente a produção de biossurfactante 

por diferentes isolados microbianos. Bodour e Miller-Maier (1998) correlacionaram a 

tendência do colapso da gota de diferentes concentrações de ramnolipídeo com sua 
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atividade superficial. O sobrenadante do meio de cultura fermentado livre de células do 

isolado de Bacillus subtilis foi eficiente em interagir com a superfície coberta de óleo, 

mesmo sem nenhum processo de concentração do produto, indicando que esta técnica é 

mais simples e rápida para seleção de isolados produtores comparada ao teste em agar 

sangue.  O biossurfactante produzido, similarmente aos surfactantes comerciais, foi 

capaz de reduzir a tensão interfacial entre as fases hidrofílica (mosto) e hidrofóbica 

(óleo), caracterizado pela penetração e espalhamento da gota na camada de óleo (Figura 

19).  

Outras avaliações do colapso da gota adotando diferentes concentrações do 

tensoativo produzido não foram realizados, pois a determinação da concentração inicial 

do biossurfactante no mosto fermentado pela técnica da cromatografia líquida de alta 

eficiência não foi possível.  Os resultados obtidos indicam que o tensoativo produzido é 

estruturalmente diferente da surfactina padrão comercializada pela Sigma-Aldrich ou 

está em concentração abaixo do limite detectável pela técnica. Também há de se 

considerar que o isolado de Bacillus subtilis pode ter sintetizado um isômero da 

surfactina padrão ou se tratar de outro lipopeptídeo. Ainda como tentativa de dosar o 

tensoativo por CLAE, foi testada a recuperação do biossurfactante pelo método da 

precipitação ácida (Ghiribi, 2011), porém também sem sucesso. É possível que o 

composto tensoativo obtido neste trabalho apresente diferentes propriedades físico-

químicas, o que poderá proporcionar outros tipos de aplicações. Obviamente, outras 

investigações para comprovação serão necessárias.  

A possível baixa concentração do biossurfactante no mosto pode estar 

relacionada à formação da alta coluna de espuma durante o processo fermentativo 

(Figura 22). A formação de espuma densa causada por emulsificação de biossurfactante 

durante agitação vigorosa (por exemplo, acima de 200 rpm) pode diminuir a eficiência 

de transferência de oxigênio no meio líquido, sendo, portanto, inadequado para 

produção de tensoativos de culturas submersas. Fontes et al (2010) apresentaram dados 

que ao aumentar a razão de aeração, ocorria grande formação de espumas, decaindo a 

concentração de biossurfactantes em 84%. No caso da produção especificamente de 

surfactina por Bacillus subtilis, Colla e Costa (2013) concluíram que a transferência de 

oxigênio foi um dos parâmetros chave para o sucesso de otimização do aumento da 

escala na produção.  

 Uma das vantagens dos biossurfactantes em comparação aos seus similares 

químicos é a de manter suas propriedades tensoativas em condições extremas de pH e 
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temperatura. Esta característica propicia uma maior amplitude de aplicações, além de 

ser fundamental para uso na recuperação do petróleo. O planejamento experimental 

detalhado na Tabela 10 apresenta os valores de tensão superficial obtidos para os 

diferentes testes. Único valor de salinidade, fixo em 3% (m/v) de NaCl, foi adotado a 

fim de  avaliar a estabilidade do tensoativo produzido numa condição real de 

aplicabilidade, mimetizando, ao menos, uma condição de reservatório offshore de 

petróleo. Cabe destacar que alguns reservatórios, principalmente na cama do pré sal, 

apresentam elevada salinidade, em torno de 16% (m/v) de NaCl (Morigaki, 2010).  

Pode se observar que não houve alteração expressiva dos valores de tensão 

superficial, variando em 29 ±1 mN/m para todos os testes. Andrade Silva et al (2014), 

utilizando linhagem de Cunninghamella echinulata, produziram biossurfactante com 

estabilidade a variações de temperatura de 100 
o
C, contudo quando foi avaliada sua 

estabilidade em elevado pH (12), um pequeno aumento na tensão superficial foi 

detectado. Isto deve ter acontecido pela desnaturação de compostos protéicos do 

biossurfactante, como sugerido por Ghurye et al (1994). Em função dos resultados deste 

trabalho, está claro que o comportamento da molécula de biossurfactante, em diferentes 

níveis de acidez ou basicidade, e submetida a diferentes temperaturas, apresentou 

comportamento muito satisfatório, o que permite ambicionar sua aplicação em ampla 

gama de setores industriais, incluindo-se a recuperação do petróleo.  

Um conhecimento recente da atividade dos biossurfactantes é sua capacidade de 

se complexar com metais, despontando como uma nova aplicabilidade industrial desses 

compostos. Alguns trabalhos já descreveram a capacidade de tensoativos em aprisionar 

metais dentro das suas micelas, tornando-os menos disponíveis, contudo avaliaram os 

biossurfactantes para remoção de metais apenas em amostras ambientais (Barakat, 

2010). Métodos convencionais de tratamento de solo e água impactados são complexos 

e custosos. Por isso, os agentes biológicos complexantes podem ser uma alternativa 

ambientalmente amigável para remoção de contaminantes inorgânicos (Shah et al, 

2016).  

O ineditismo deste trabalho consistiu em utilizar biossurfactante produzido por 

isolado de Bacillus subtilis no sequestro de metais adsorvidos em catalisadores 

esgotados resultantes da etapa de hidrotratamento do refino do petróleo. A compilação 

dos resultados mostrou que o biossurfactante produzido em laboratório, mesmo não 

recuperado, é um promissor complexante de Alumínio, Ferro, Cobalto e Níquel, sendo 

http://pubs.acs.org/author/Shah%2C+Afzal
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os valores de recuperação de 30%, 98%, 46,3% e 89%, respectivamente. Nas 

concentrações testadas, o comportamento da recuperação de Alumínio e Arsênio foi 

semelhante para o tensoativo produzido e o biossufactante comercial JBR. Em processo 

otimizado, Mulligan, Yong e Gibbs (2001) verificaram que a surfactina purificada foi 

capaz de recuperar 60% de Cobre e Zinco em solo contaminado. Diferentemente do 

descrito por Slizovskiy, Kelsey e Hatzinger (2011), neste trabalho o biossurfactante JBR 

425 não foi eficiente, na concentração avaliada, para recuperação de Cobre, reduzindo 

apenas 0,03%.  

Para os três surfactantes avaliados, o químico SDS obteve as menores 

porcentagens de recuperação para a maioria dos metais. Resultados similares foram 

obtidos por Chen et al (2011), os autores observaram que a surfactina comercial 

promoveu melhor remoção de Mercúrio de água artificialmente contaminada em 

comparação com os surfactantes SDS e Tween-80.  

Cabe destacar que os valores de recuperação dos metais apresentados neste 

documento foram obtidos em apenas 1 hora de contato dos tensoativos e catalisador. 

Vijayanand e Divyashree (2015) empregaram, no mínimo, tempo de contato de 24 

horas; contudo destacam que os melhores valores de remoção de Zinco (93,18%) 

Cromo (87,9%) e Chumbo (84,13%) de água residual de indústria foram no tempo de 

72 horas de incubação.  

 

 

7. Conclusões 

 O isolado, identificado como Bacillus subtilis, produziu composto capaz de 

reduzir a tensão superficial do meio de produção em valor abaixo de 30 mN/m, 

indicando seu potencial como produtor de biossurfatante; 

 O tensoativo produzido apresentou bons índices de emulsificação para óleo cru, 

óleo mineral e óleo de soja;  

 O bioproduto obtido se apresentou estável em ampla faixa de pH (4 a 9) e 

temperatura (4 a 100ºC), em salinidade de 3% (m/v) NaCl; 

 Em geral, o biossurfactante produzido apresentou propriedades tensoativas e 

emulsificantes iguais ou melhores ao surfactante (SDS) e biossurfactante 

(ramnolipídeo JBR425) comerciais; 
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 A aplicação dos três surfactantes no seqüestro de metais oriundos de catalisador 

de hidrotratamento do petróleo apresentou comportamento diferenciado, sendo 

as captações de Al, Fe, Co e Ni maiores com o BS produzido.  

 

Em suma, o biossurfactante se mostrou promissor para aplicação na recuperação 

de catalisadores, uma vez que valores consideráveis de remoção de metais foram 

alcançados em condições não otimizadas, e por curto período de contato. Portanto, o 

estudo deve ser continuado em face da importância da recuperação desses catalisadores 

industriais, que além do custo elevado são usados em grandes quantidades pela indústria 

do petróleo. Neste contexto, deverão ser realizados diferentes ensaios para definição da 

razão concentração BS e quantidade de catalisador, temperatura e pH em diferentes 

sistemas experimentais tais como reator e colunas. 
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Anexo I: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para surfactina Sigma-Aldch. 

 


