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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado à Escola de Química como parte 

dos requisitos necessários para obtenção do grau de Bacharel Química Industrial. 

 

Fermentação de açúcar VHP por Bacillus subtilis: efeito da agitação e aeração na 

produção de biossurfactante em frascos 

Carolina da Silva Longo de Jesus Viana 

Orientadores: Prof. Eliana Flávia Camporese Sérvulo, D.Sc.; Prof. Victor Rafael Leal 

Oliveira, M.Sc. 

 

A biossíntese de moléculas com propriedades tensoativas e emulsificantes depende 

não só da espécie microbiana, mas das condições de cultivo, tanto nutricionais quanto 

ambientais. Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar as propriedades de 

surfactina produzida pela linhagem Bacillus subtilis LFB 732 utilizando meio 

previamente otimizado constituído de açúcar VHP (very high polarization) como única 

fonte de carbono. O açúcar VHP é uma matéria prima renovável e de baixo custo, 

que vem sendo utilizada em alguns bioprocessos industriais. Os experimentos foram 

realizados em aparato experimental com frascos Schott Duran® de 500 mL de 

capacidade, aeração com compressores de ar (1000 mL/h) e agitação em mesa 

agitadora com controle de temperatura. Foram realizados nove ensaios com base em 

planejamento experimental fatorial completo de duas variáveis e dois níveis, 

totalizando 4 experimentos, mais 3 pontos centrais e 2 pontos controle (sem 

aeração/com agitação; e  com aeração/sem agitação). As variáveis independentes 

foram: volume e agitação, com valores de 100 mL e 100 rpm, respectivamente, no 

nível inferior, e 250 mL e 200 rpm no nível superior. As melhores propriedades de 

tensão superficial (28,3 mN/m), índice de emulsificação (51%) para hexadecano e 

querosene, molhabilidade (ângulo de contato 39 °), e estabilidade de espuma para a 

surfactina produzida, além de quantidade (DMC 0,4) foram alcançadas quando a 

produção foi conduzida com aeração, e valores de agitação e volume de meio no 

ponto central, isto é, 150 rpm e 175 mL de meio, respectivamente. Contudo, como 

não foi possível medir a tensão de oxigênio no meio reacional, só foi comprovado que 

existe uma tendência de melhora das propriedades da surfactina produzida por B. 

subtilis LFB 732 a partir de açúcar VHP com pouca suplementação nutricional pelo 

suprimento de oxigênio. Além disso, foi observado que o meio agitado, não aerado, 

permite obter uma quantidade similar de surfactina com propriedades semelhantes. 

Isto é bem interessante uma vez que a aeração infere 25% de acréscimo ao custo 

total do bioprocesso. 
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1 Introdução 

 

Os denominados biossurfactantes, abrangem várias biomoléculas, estruturalmente 

bem diversificadas, que podem ser resultantes do metabolismo de diferentes 

espécies microbianas, incluindo bactérias, actinobactérias, leveduras e fungos 

filamentosos (Markande, Patel e Varjani, 2021). Em comum, entre si e aos seus 

análogos químicos, são moléculas anfifílicas, ou anfipáticas, isto é, são compostas 

conjuntamente de duas porções, uma polar (hidrofílica) e outra não polar 

(hidrofóbica). De tal modo que aumentam a área superficial e a biodisponibilidade de 

água em substâncias hidrofóbicas, estabilizam soluções pela formação de 

microemulsões, e alteram as propriedades de superfície de células bacterianas (Zhao 

e Selva, 2011; Rufino et al, 2011; Costa et al, 2018).  

 

Os surfactantes químicos e os biossurfactantes (BS) são em comum bons agentes 

tensoativos, emulsificantes, espumantes e dispersantes (Mulligan, 2007; Sari et al, 

2019). Estas moléculas são potencialmente aplicadas para reduzir a tensão 

superficial de sistemas imiscíveis, como entre fases gás/líquido, ou a tensão 

interfacial entre fases líquido/líquido e sólido/líquido. Tais propriedades garantem um 

campo vasto de aplicações, abrangendo a medicina, cosméticos, fármacos, alimentos 

e bebidas, produtos de higiene pessoal, produtos de limpeza, indústria química 

(produtos químicos orgânicos, tintas, ...), agricultura (agroquímicos, fertilizantes, 

inseticidas, ...), indústria petrolífera (recuperação do óleo, limpeza de tanques, 

biorremediação de áreas impactadas (Pacwa-Płociniczak et al, 2011; Felipe e Dias, 

2017; Varjani e Upasani, 2017; Singh et al, 2018; Sari et al, 2019). Os estudos com 

biossurfactantes têm demonstrado a possibilidade de emprego em novos campos, 

como antioxidantes, antimicrobianos, no tratamento de doenças crônicas e do câncer, 

na liberação de drogas, e na formação de nanopartículas (Kumar et al, 2021). 

Decerto, como colocado pelos autores nesta recente revisão, há muito ainda para se 

investigar antes de alocá-los em tais aplicações. Mesmo assim, a gama de 

aplicações, do cotidiano aos fins industriais, onde vem sendo utilizados, ascendeu ao 

patamar de biomoléculas multifuncionais do século XXI.  

  

De todo modo, são várias as vantagens dos biossurfactantes frente aos análogos 

quimicamente sintetizados. São comprovadamente “amigos do ambiente” (eco-

friendly), biodegradáveis, menos tóxicos e não-perigosos, mais seletivos e funcionais 

sob condições extremas de temperatura, pH e salinidade (Raj, Kumar e Dames, 

2021). Adicionalmente, a maioria dos surfactantes disponíveis no mercado é 

sintetizada a partir de derivados de petróleo, enquanto os biossurfactantes são 

produzidos a partir de fontes renováveis. 

 

Pode ser facilmente comprovado que é crescente o interesse pelos biossurfactantes 

no mercado global, pelas projeções que indicam um faturamento de 7,9 bilhões de 



11 
 

dólares para 2026 (Luftal et al., 2020). O principal consumo mundial, 75-80%, 

concentrados nos países da Europa e USA (Marcelino et al, 2020).  Segundo Santos 

e colaboradores (2016), mais de 80% dos produtos de limpeza são fabricados com 

surfactantes sintéticos derivados do petróleo. Este panorama sugere que a produção 

é bastante oportuna para atender o mercado industrial no futuro próximo. Contudo, 

apesar do cenário promissor para os biossurfactantes, o alto custo de produção frente 

ao dos surfactantes quimicamente sintetizados continua a ser o principal entrave para 

sua comercialização no mercado global.  

 

São várias as espécies de bactérias, actinobactérias, leveduras, e fungos 

filamentosos com potencialidade de produzir biossurfactantes (Kiran et al, 2009; 

Winterburn et al, 2011; Xia et al, 2011; Vaz et al, 2012; Kumar et al, 2021). Porém, já 

foi extensivamente pontuado que o tipo e a quantidade do BS dependem não só da 

linhagem, mas de vários fatores, incluindo, a natureza do substrato e outras fontes 

nutricionais e suplementares, suas proporções no meio, além de parâmetros 

intrínsecos e extrínsecos relacionados ao cultivo microbiano (Kumar et al, 2021). Por 

conta disso, existe uma diversidade ampla de biomoléculas anfifílicas disponíveis.  

 

Dentre as estratégias de investigação para reduzir os custos de produção dos 

biossurfactantes tem-se o emprego de matérias primas de baixo custo, e incremento 

no rendimento e produtividade do processo com manipulação genética do 

microrganismo, além da otimização dos parâmetros fermentativos e configuração do 

biorreator (Gudiña et al, 2015). Por isso, a seleção da linhagem e escolha da matéria-

prima é a etapa de partida para desenvolvimento de tecnologia para produção de um 

dado BS. A matéria-prima pode representar 30 a 50% do custo final do produto, além 

de estar relacionado com despesas com o tratamento do mosto fermentado residual 

(Makkar e Cammeotra, 1997; Fontes et al, 2012; (Ebadipour et al., 2016). Também 

oneram os processos downstream uma vez que quando em baixas concentrações no 

mosto fermentado, as etapas para recuperação e purificação podem equivaler de 

50% a 90% do custo total da produção (Clarke, 2013). 

 

Dentre os biossurfactantes, a surfactina, um lipopeptídeo produzido por diferentes 

espécies bacterianas do gênero Bacillus, é considerada um dos mais efetivos 

(Geissler et al, 2019). Por exemplo, soluções aquosas de surfactinas produzidas por 

linhagems de Bacillus subtilis, mesmo bem diluídas (concentração inferior a 0,005% 

m/v) promoveram a redução da tensão superficial da água de 72 mN/m para 27 mN/m 

(Yeh et al, 2008; Shaligram et al, 2010). Em trabalho de revisão recentemente 

publicado, os autores assinalam que mais de um milhão de variantes podem ser 

naturalmente sintetizadas por via microbiana (Théatre et al, 2021). 

 

Em trabalho realizado anteriormente no laboratório Biodegradação, Biocorrosão e 

Biossinteses, da Escola de Quimica/UFRJ, foi otimizado um meio de produção de 

baixo custo à base de açúcar VHP (Santiago, 2019). Nas condições nutricionais 
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otimizadas, foi obtida concentração de surfactina de aproximadamente 0,4 g/L para 

10 h de fermentação. Este bioproduto foi testado na recuperação de petróleo de 

reservatório com excelentes resultados, o que motivou dar continuidade ao assunto, 

desta feita levando em consideração a disponibilidade de oxigênio dissolvido. De 

acordo com Arjes e colaboradores (2020), a presença de oxigênio ou sua ausência 

tem um forte papel no metabolismo celular e fisiologia dos microrganismos, em 

particular Bacillus subtilis, espécie com a qual realizaram o trabalho. 

 

Foi desenvolvido um sistema em frascos, no qual se realizaram os experimentos em 

blocos. Foram testadas algumas estratégias para avaliar o efeito do oxigênio na 

síntese da surfactina, adotando bombas de água de aquário com regulagem de 

vazão, agitação em mesa agitadora e ainda com variação do volume de meio em 

frascos Schott Duran® de mesma configuração. 

 

Destaca-se que são inúmeras as publicações sobre a produção de surfactina, a maior 

parte relativa ao emprego de matérias primas de baixo custo para redução dos custos 

de produção. No entanto, foram encontrados poucos artigos científicos abordando a 

influência da concentração do oxigênio na biossíntese de surfactina, sendo a maioria 

publicada mais recentemente (Há et al., 2018; Hoffman et al, 2021; Nazareth et al, 

2021) e uma tese (Zanutto 2021) 

 

 

2 Objetivo 

 

O objetivo deste trabalho foi analisar o desempenho de linhagem de Bacillus subtilis 

na síntese de surfactina em meio de produção anteriormente otimizado, em escala 

de bancada, em função da disponibilidade de oxigênio. 

 

Para tanto foram propostos os seguintes objetivos específicos: 

 

● Propor um sistema experimental que permitisse variar a aeração e agitação 

em frascos Schott Duran®; 

● Determinar as propriedades do biossurfactante (tensão superficial, índice de 

emulsificação, estabilização de espuma, Diluição Micelar Crítica (DMC) e 

molhabilidade) obtidos a partir do cultivo em batelada convencional, adotando 

um planejamento experimental onde as variáveis independentes foram o 

volume de meio e a agitação em mesa agitadora; 

● Analisar estatisticamente o efeito das variáveis independentes nas 

propriedades analisadas. 
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3 Revisão Bibliográfica 

3.1 Surfactantes 

Os tensoativos, comumente referidos como surfactantes, termo derivado da 

contração da expressão em inglês surface active agent, são moléculas orgânicas 

anfipáticas, ou anfifílicas (Polarz et al., 2018). Isto significa que são estruturas 

constituídas em cada extremidade de uma porção polar (hidrofílica) e de outra apolar 

(hidrofóbica), denominadas cauda e cabeça, respectivamente, ligadas entre si 

covalentemente (Figura 1).  

 

 
 

Figura 1: Ilustração de uma molécula de surfactante. Fonte: Cortés et al (2021). 

 

Alguns tensoativos apresentam a cabeça ligeiramente carregada, o que lhe favorece 

maior solubilidade em solventes polares, tais como a água (Polarz et al, 2018). A 

cauda hidrofóbica é formada por uma ou duas cadeias carbônicas, lineares, 

ramificadas ou com partes cíclicas (Felipe e Dias, 2016). Já o desprovimento de carga 

elétrica na cauda propicia alta afinidade por solventes apolares, por isso são solúveis 

em hidrocarbonetos, óleos e gorduras.  

 

De acordo com a natureza da cabeça polar, os surfactantes podem ser classificados 

como aniônicos (carga negativa), catiônicos (carga positiva), 

anfotéricos/zwitteriônicos (cargas negativa e positiva na mesma molécula, com 

ionicidade em função do pH do meio) ou não-iônicos (desprovidos de carga, com 

interação por meio de ligações hidrogênio), conforme representado na Figura 2 

(Rosen et al, 2012).  
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Figura 2: Classificação dos surfactantes quanto ao tipo de carga elétrica da cabeça polar. 

 

Exemplificando, a dissolução de um surfactante aniônico em água promove sua 

dissociação, de forma que a cadeia carbônica se torna um ânion. É o que ocorre para 

dodecilsulfato de sódio (SDS), surfactante químico muito empregado em formulações 

de uso industrial e doméstico, em particular em produtos detergentes, cosméticos e 

de higiene (Viitala et al, 2020). Segundo Cheng e colaboradores (2020), os 

tensoativos aniônicos são eficazes na remoção de poluentes do solo, mas são 

sensíveis à presença dos íons presentes em águas duras. No caso dos tensoativos 

catiônicos, a sua dissolução em água torna a cadeia carbônica carregada 

positivamente, o que confere maior tolerância à força iônica; os mais usados são os 

sais quaternários de amônio, importantes pela ação antimicrobiana (Kwaśniewska, 

Chen e Wieczorek, 2020).  Os tensoativos catiônicos são geralmente utilizados como 

amaciantes de tecidos, isto porque a porção carregada positivamente permite 

neutralizar ou se adsorver às partículas sólidas, as quais normalmente são 

carregadas negativamente (Cheng et al, 2020). Os surfactantes não iônicos, por 

serem desprovidos de carga elétrica, não se ionizam em água embora apresentem 

alta solubilidade; portanto, não interferem no pH dos sistemas, sendo exemplos: os 

nonilfenóis, as amidas e os ácidos graxos etoxilados (Myers, 2006). Por fim os 

surfactantes anfóteros, onde a presença na mesma cadeia de grupos carboxila e 

amônio quaternário pode levar a um comportamento catiônico ou aniônico, 

dependendo do pH da solução (Moldes et al, 2021). Os não iônicos, assim como os 

zwitteriônicos, são compatíveis com todos os tipos de tensoativos e, inclusive, mais 

suaves para a pele humana do que seus equivalentes iônicos, embora os 

zwitteriônicos sejam insolúveis em solventes orgânicos. É por isso que ambos são de 

interesse para a indústria de cosméticos, como estabilizantes de espuma, agentes de 

limpeza e emolientes. Na Tabela 1 constam exemplos de surfactantes aniônicos, 

catiônicos, não-iônicos e zwiteriônicos. 

 

 

NOME ESTRUTURA 

Aniônico  
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Dodecilsulfato de sódio 

 

Alquil benzenosulfonato de sódio 

 

Catiônico  

Cloreto de dodecil trimetilamônio 

 

Cloreto de cetilpiridínio 

 

Não-iônico  

Éter-hexadecil (20)-polioxietilênico (Brij 

58) 
 

Éter 1,1,3,3-tetrametil-butil-fenil (9,5)- 

poli-oxietilênico (Triton X-100) 
 

Zwitteriônico  

Cocoamidopropilbetaína 

 

N-alquilbetaínas 

 

Tabela 1: Exemplos de surfactantes classificados quanto à natureza de seu grupo polar. 

 

 

O maior percentual do mercado de tensoativos é direcionado para a formulação de 

detergentes, onde participam como principais ingredientes das formulações (Dutta, 

2019; Cheng et al, 2020). Comparativamente, os aniônicos são a opção mais acertada 

se o custo for o principal critério. Contudo, segundo Cheng e colaboradores (2020), 

são utilizadas misturas de aniônicos e catiônicos, embora os últimos apresentem 

baixa detergência. O uso combinado dos dois tipos nas formulações é feito com base 

na premissa de ser o ajuste do poder de detergência mais eficaz. 
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Basicamente, a estrutura anfipática dos surfactantes confere-lhes a capacidade de 

acumular entre interfaces de polaridades diferentes, reduzindo a tensão superficial ou 

tensão interfacial para sistemas água ̸ ar e líquidos imiscíveis, respectivamente  

(Marajan et al, 2020). Também podem reagir entre si formando estruturas 

organizadas, algumas bem complexas, como micelas e vesículas, o que lhes permite 

por exemplo a solubilização de hidrocarbonetos. As propriedades intrínsecas aos 

tensoativos os credenciam para uma ampla gama de aplicações industriais como 

detergência, emulsificação, lubrificação, molhabilidade, solubilização e dispersão de 

fases e formação de espuma, entre outras (Anestopoulos et al, 2020; Tartaro et al, 

2020; Ho et al, 2022). Por sua vez, a aplicação dos surfactantes está atrelada a 

diversas áreas industriais, com destaque para cosméticos e produtos de higiene, 

petróleo, produtos de limpeza, farmacêuticos, indústrias químicas, alimentícia e de 

fertilizantes (Nikolova e Gutierrez, 2021). A ilustração de algumas propriedades dos 

surfactantes e potenciais aplicações constam da Figura 3. 

 
Figura 3: Algumas áreas importantes de aplicação de surfactantes relacionadas a suas 

propriedades. Fonte: Adaptado de Myers, 2006. 

 

 

Apesar da importância dos surfactantes, é indiscutível que eles estão entre os 

poluentes emergentes continuamente lançados no ambiente pelas estações de 
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tratamento de efluentes (Badmus et al, 2021). Porém, também é irrefutável que 

atualmente eles são indispensáveis em quase todos os setores da indústria moderna, 

visto o enorme volume empregado nas mais variadas aplicações industriais (Nikolova 

e Gutierrez, 2021). 

 

Este cenário tem impulsionado nas últimas décadas a busca por análogos de fontes 

naturais, preferencialmente biológicas, para substituir os surfactantes utilizados hoje 

em dia, cuja maioria é produzida por síntese orgânica a partir de produtos da indústria 

petroquímica. 

 
 

3.2 Propriedades dos Surfactantes 

   3.2.1 Tensão superficial e interfacial 

 

A tensão superficial, por definição, é a medida das forças de coesão entre as 

moléculas na superfície do líquido (Sedev, 2011; Zhang et al, 2015). A tensão 

superficial é dimensionalmente expressa por energia pela área (J/m2), o que é 

equivalente à força por deslocamento (N/m). 

  

Em suma, a tensão superficial é o fenômeno que se caracteriza pela formação de 

uma membrana elástica (película superficial) sobre um líquido. É ocorrente na 

superfície de todos os líquidos, sendo a água a que apresenta a maior TS, 72 mN/m 

à temperatura ambiente. E, em geral, a TS das soluções iônicas varia de 25,2 a 59,8 

mN/m. Cabe destacar que a TS diminui com o aumento da temperatura, uma vez que 

o aumento da temperatura eleva a agitação das moléculas, diminuindo as forças de 

atração. 

 

A Figura 4 ilustra como as moléculas interagem no interior e na superfície de um 

líquido. No interior do líquido, cada molécula sofre atração/repulsão das moléculas 

vizinhas devido às forças de dispersão de Van der Waals. Em consequência, a soma 

vetorial resultante é nula. Contudo, na superfície, as moléculas possuem menos 

moléculas vizinhas, o que faz com que ocorra um desbalanceamento das forças, o 

que resulta em força de atração perpendicular à superfície. Como resultado, as 

moléculas tendem a se aproximar, formando uma superfície de menor área possível, 

responsável pelo efeito elástico que é criado. A tendência à contração é responsável 

pela forma esférica de gotículas de líquido livres (Luz e Lima, 2007; Daltin, 2011). 

  

Quando ocorre qualquer movimento do líquido que resulte no aumento da sua área 

superficial, um maior número de moléculas deve se deslocar para a superfície, se 

movimentando contrariamente à força perpendicular. Essa força que deve ser vencida 

para o aumento da área superficial é conhecida como tensão superficial (Daltin, 

2011). 
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Figura 4: Ilustração das forças intermoleculares no interior e na superfície de um líquido. 

 

Assim sendo, quando um surfactante é adicionado a um líquido (Figura 5), suas 

moléculas tendem a se arranjar de forma que a força de repulsão entre os grupos 

hidrofóbicos e a água seja minimizada. Para tanto, a parte hidrofílica volta-se para a 

solução e a hidrofóbica se localiza na interface. Ao se posicionarem na interface, entre 

as moléculas do líquido, as moléculas do surfactante acabam por afastarem-nas, 

fazendo com que a força de coesão perca influência, ocasionando a diminuição da 

tensão superficial (Rizzatti, 2009). Portanto, a redução da tensão superficial do líquido 

por ação de tensoativos diminui o ângulo de contato e aumenta a área da superfície 

molhada (Luz, Ribeiro e Pandolfelli, 2008).   

 

 
Figura 5: Distribuição de moléculas de surfactantes em líquido em contato com ar. 

A tensão interfacial (TI) também representa o efeito macroscópico de um fenômeno 

físico causado pelas forças de coesão entre moléculas semelhantes. Só que, 

enquanto a TS está relacionada ao que ocorre na interface líquido-gás, a medida de 

TI permite avaliar o que acontece na interface entre líquidos imiscíveis. A mensuração 

de ambos é feita utilizando diferentes tipos de tensiômetros, como por exemplo o 

método do anel Du-Nouy, comumente empregado. 
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3.2.2 Molhabilidade 

 

A molhabilidade é descrita como a capacidade de uma substância líquida aderir ou 

de se espalhar sobre superfícies e está associada a ação das forças de coesão e 

adesão. Caso essa interação seja mais intensa, o líquido tende a se espalhar mais 

sobre a superfície. Do contrário, o líquido é cada vez mais repelido, tendo mínimo 

contato com a superfície (Santiago, 2019; Neves et al, 2021).  

 

Um surfactante interfere na molhabilidade devido à sua adsorção na interface sólido-

líquido, ocasionando a diminuição da tensão superficial, e da orientação das 

moléculas adsorvidas. Quando as moléculas estão orientadas com a cauda 

hidrofóbica ao longo da superfície, o resultado é a diminuição da molhabilidade. Se a 

cabeça polar é que está orientada sobre a superfície, tem-se o aumento da 

molhabilidade (Oliveira et. al, 2000; Schramm et. al, 2003).   

 

A molhabilidade de uma superfície sólida por um líquido pode ser determinada pela 

medição do ângulo de contato (𝜃), Figura 6, sendo a molhabilidade inversamente 

proporcional ao ângulo de contato. A temperatura pode alterar a molhabilidade por 

afetar o surfactante em si ou as características de sua adsorção na superfície do 

sólido (Schramm et. al, 2003). 

 

 

 

 

Figura 6: Representação de diferentes condições de molhabilidade. Da esquerda para a 
direita: θ<5º; θ<90º; θ>90º; θ>150º. 

 

Um líquido irá molhar uma superfície sólida quando sua tensão superficial for menor 

que a tensão superficial do sólido. A tensão superficial de sólidos varia entre 18 mN/m 

para o Teflon © a 46 mN/m para o nylon. (Duncan, 2005; Schramm, 2005). 
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Um detalhamento da alteração deste fenômeno na presença de surfactantes pode 

ser obtido pela leitura de várias publicações, como por exemplo, as de Yao et al 

(2021), Das et al (2020) e Alvarez et al (2014). 

 

3.2.3 Micelas 

 

Em baixas concentrações de surfactante, suas moléculas se posicionam 

paralelamente à superfície de um líquido ou na interface entre líquidos, como 

apresentado na Figura 7. Porém, à medida que se aumenta a quantidade do 

surfactante, os espaços vazios na superfície do líquido diminuem, em face da 

ordenação das moléculas de forma a minimizar a repulsão pelas moléculas do 

sistema líquido. Uma vez preenchida toda a superfície do líquido, tem início o 

aumento da concentração de moléculas de BS livres no interior do líquido. O 

movimento randômico das moléculas de surfactante em solução permite que se unam 

pelas partes hidrofílica ou hidrofóbica, pois são mais estáveis que os tensoativos livres 

em solução (Daltin, 2011). A estrutura que se forma pelo arranjo das moléculas no 

interior do líquido é chamada de micela, com a ordenação podendo levar à formação 

de diferentes configurações. A orientação das moléculas depende, sobretudo, da 

natureza hidrofílica/hidrofóbica da superfície (Porter, 1994).  

  

 

 
Figura 7: Variação da tensão superficial com o aumento da concentração de biossurfactante. 

 

 

Para cada tipo de tensoativo existe uma concentração, a qual permite a total 

ocupação da superfície do líquido e o excedente atinge a concentração mínima 

necessária para o início de formação de micelas. Essa concentração, portanto, é uma 

característica físico-química do tensoativo utilizado e é chamada de concentração 

micelar crítica (CMC) (Daltin, 2011). As micelas, duas representadas na Figura 8, são 
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termodinamicamente estáveis, mas são destruídas pela diluição com água, quando a 

concentração do tensoativo fica abaixo da CMC (Pelizzeti, 1987). 
 

 

 
Figura 8: Representação de micelas (Pelizzetti e Pramauro, 1985). 

É a capacidade dos surfactantes de formarem micelas que lhes confere certas 

propriedades, tais como diminuição da tensão superficial/interfacial, emulsificação, 

formação de espuma, dispersão, detergência, adsorção, entre outros (Mulligan, 

2007). 

 

3.2.4 Emulsificação 

 

Emulsão é um sistema heterogêneo de dois ou mais líquidos imiscíveis, sendo um 

chamado de fase contínua e o outro de fase dispersa. A fase descontínua encontra-

se estabilizada na forma de gotículas no interior da fase contínua pela ação de um 

emulsionante. A emulsão é considerada instável do ponto de vista termodinâmico e, 

por isso, precisa de energia para ser formada, geralmente energia mecânica (Franzol 

e Rezende, 2015; Santos, 2011). 

 

Emulsões são geralmente opacas devido à refração e espalhamento de luz das 

interfaces das gotas e da típica escala mícron das mesmas (Eastoe e Tabor, 2014). 

A Figura 9 ilustra emulsões de óleo em água (O/A) e água em óleo (A/O). 

 

 
Figura 9: Estrutura genérica de uma emulsão O/A; Estrutura genérica de uma emulsão A/O. 

Fonte: Adaptado de  Eastoe e Tabor (2014). 
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Caso o surfactante seja aniônico, a estabilidade da emulsão ocorre devido a 

superfície das gotículas adquirirem dupla camada elétrica de mesmo sinal, causando 

repulsão, impedindo sua aproximação e reduzindo a probabilidade de coalescência 

(Daltin, 2011). 

 

   
Figura 10: Dupla camada elétrica em gotículas de óleo estabilizadas por tensoativo aniônico. 

 

No caso dos surfactantes não iônicos (Figura 11), a estabilização das emulsões 

ocorre por impedimento estérico de suas moléculas, que apresentam suas partes 

polares, normalmente, muito longas (Daltin, 2011). 

 

 

 
Figura 11: Estabilização das gotículas de óleo com tensoativo 

 

Contudo, se o BS for adicionado em concentração maior do que sua CMC, uma 

agitação vigorosa do sistema constituído por duas fases imiscíveis, levará ao 

deslocamento do surfactante que se encontrava organizado em micelas, para a 

formação de uma camada de surfactante em torno das gotículas da fase dispersa 

(Daltin, 2011). 
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3.3 Biossurfactantes 

 

Os biossurfactantes microbianos são produtos metabólicos excretados por algumas 

espécies microbianas, compreendendo bactérias, actinobactérias, fungos 

filamentosos e leveduras, cujas principais características são a ação tensoativa e 

emulsificante (Neu, 1996; Gautam e Tyagi, 2006, Shekhar, Sundaramanickam e 

Balasubramanian, 2015; Samsu et al, 2020). Também podem ser encontrados 

“ancorados” à membrana plasmática ou parede celular, denominados BS microbianos 

celulares (Patowary et al, 2019) 

 

Os microrganismos produtores de BS são naturalmente ocorrentes tanto em 

ambientes naturais, tais como água e solo, quanto em ambientes industriais, inclusive 

quando as condições ambientais são inóspitas para os seres vivos. Embora estas 

biomoléculas sejam anfifílicas tal qual seus análogos químicos, são estruturalmente 

bem diversas destes. A porção hidrofílica pode ser devida à presença de: grupos 

éster, hidroxila, fosfato, carboxila, ou carboidratos (mono-, di- ou polissacarídeos), 

aminoácidos, peptídeos polares ou cíclicos; enquanto a porção hidrofóbica é 

normalmente um lipídeo, mas pode envolver ácidos graxos de longa cadeia, hidroxi- 

ou α-alquil, β-hidroxi-, ou cadeias de hidrocarbonetos, saturados ou insaturados 

(Kapellos, 2017; Adetunji, 2020; Samsu et al, 2021).  

 

Assim como os surfactantes de origem química, a natureza anfifílica dos BS permite 

a difusão por fluidos de diferentes graus de polaridade, resultando na redução da 

tensão superficial ou interfacial, ou na formação de micelas, que por consequência 

lhes conferem propriedades como detergência, ação espumante ou des-, e ação 

emulsificante ou des- (Satpute, 2017; Fracchia, 2019; Naughton et al, 2019). Porém, 

diferentemente dos análogos químicos, alguns são moléculas bioativas de 

importância para a saúde de humanos e animais, como antivirais, antimicrobianos e 

anticâncer. Além de outras vantagens em comum entre si, tais como baixa toxicidade, 

alta compatibilidade ambiental, alta seletividade e funcionalidade sob condições 

extremas de temperatura, pH e salinidade, biodegradabilidade e a possibilidade de 

produção a partir fontes renováveis (Al-Wahaibi et. al, 2013). 
 

A maioria dos biossurfactantes são neutros ou aniônicos (Antunes et al, 2021), e  

distintamente dos surfactante são classificados em função do microrganismo 

produtor, composição e especialmente quanto a massa molar (MM), o que permite 

diferenciá-los em: (i) biossurfactantes de baixa MM, onde se enquadram, em geral, 

os lipopeptídeos e os glicolipídeos, os mais efetivos como agentes tensoativos, ou 

seja, na redução das tensões superficial e interfacial (Araújo, et. al, 2013); e (ii) 

biossurfactantes de alta MM, função da presença de macromoléculas, como 

polissacarídeos, proteínas, lipopolissacarídeos, lipoproteínas ou misturas complexas 

desses. Os BS de alta MM se notabilizam pela alta capacidade de estabilizar 
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emulsões óleo em água, representado por O/A (Ron e Rosenberg, 2001), por isso 

serem considerados preponderantemente agentes emulsificantes. 

 

Os biossurfactantes, de modo geral, compreendem: glicolipídeos, lipossacarídeos, 

lipopeptídeos e lipoproteínas, fosfolipídeos e ácidos graxos, além de surfactantes 

poliméricos e surfactantes particulados; os glicopeptídeos e os lipopeptídeos são 

considerados os mais efetivos (Desai e Desai, 1993; Barros et. al, 2007;). A Tabela  

2 apresenta os principais tipos de BS e exemplos de microrganismos potencialmente 

produtores, e na Figura estão ilustradas suas estruturas. 

 

 

 
Tabela 2: Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores. 

 

Os glicolipídeos, seguidos do lipopeptídeos, são os principais BS extracelulares, 

enquanto os biossurfactantes celulares são compostos de glicolipídeos e 

glicolipopeptídeos como aponta Moldes e colaboradores (2021) em trabalho de 

revisão. A Figura 12 apresenta as estruturas do lipopeptídeo mais estudado, 

surfactina, e do glicolipídeo ramnolipídeo, ambos de grande aplicação em diferentes 

setores industriais, de um fosfolipídio, cuja função principal é manter a estabilidade 

da membrana plasmática, bem como de um BS polimérico, o primeiro a ser produzido 

comercialmente (Felix, 2012). 
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Figura 12: Estrutura química de algumas classes de biossurfactantes. 

 

A explanação detalhada de cada uma dessas estruturas de BS pode ser encontrada 

em artigos de revisão, dentre os quais os de Vijayakumar and Saravanan (2015), 

Abdel-Mawgoud e Stephanopoulos (2018), Carolin, Kumar e Ngueagni (2020), Bjerk 

et al (2021) e Salek, Euston e Janek (2022). A seguir, será dada apenas ênfase ao 

lipopeptídeo surfactina, o BS produzido particularmente por linhagens de Bacillus 

subtilis.,  

 

3.3.1 Lipopeptídeos/Surfactina 

 

Lipopeptídeos são estruturas produzidas por uma grande variedade de espécies de 

microrganismos, fungos filamentosos, leveduras, actinobactérias, e majoritariamente 

por bactérias do gênero Bacillus (Salek, Euston e Janek). Recentemente, foi atribuído 

ao gênero bacteriano Rhodococcus, para uma linhagem isolada do ambiente 

antártico, a capacidade de produzir lipopeptídeo a partir de hidrocarboneto; muito 

embora Rhodococcus spp sejam tipicamente produtoras de glicolipídeos (Habib et al, 

2020). 
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Os lipopeptídeos cíclicos podem se diferenciar quanto a composição de aminoácidos 

na parte proteica, gerando compostos ditos isoformas. Por sua vez, as isoformas 

podem se distinguir pelo número de átomos de carbono da cadeia lipídica em séries 

homólogas (Bugay, 2009).  A variação na disposição dos aminoácidos, a estrutura de 

dos ácidos graxos e a ligação entre duas partes leva a uma notável heterogeneidade 

na estrutura e função do lipopeptídeo. Por exemplo, os valores de CMC dos 

lipopeptídeos podem variar de 22 a 507 mg/L (Kumar e Ngueagni, 2021).  

 

 O tipo do lipopeptídeo biossintetizado e suas propriedades estão relacionados à 

espécie produtora, bem como a composição do meio de produção (Oliveira e Cruz, 

2013). Isto é de interesse visto que, como dito acima, as diversas estruturas dos 

lipopeptídeos apresentam diferenciadas propriedades, inclusive tensoativas, o que 

permite aplicações mais específicas e maior abrangência de uso. A natureza do 

lipopeptídeo - estrutura química, tamanho da molécula e carga da cabeça polar – 

pode afetar o crescimento das micelas, sua conformação em água e, portanto, o 

comportamento. Por isso, a importância destas biomoléculas no cenário global. 

 

Em geral, os lipopeptídeos cíclicos são produzidos caracteristicamente por cepas de 

Bacillus subtilis, que têm sido os mais estudados pela diversidade de suas 

propriedades biológicas. A estrutura deste biossurfactante consiste em uma cadeia 

peptídica, de 4 a 12 aminoácidos, ligada a um ácido graxo, com 12 a 18 átomos de 

carbono (Vecino et al, 2021). A porção proteica pode ser neutra ou aniônica, e os 

aminoácidos estão frequentemente dispostos em uma estrutura cíclica (anel lactona), 

embora possam possuir cadeias hidrofílicas lineares. Dentre os lipopeptídeos cíclicos 

mais conhecidos têm-se: surfactinas, iturinas, fengicinas, liquenisinas, viscosinas, 

anfisinas e putisolvinas. Outras possibilidades são bacilomicina e micosubtilina, 

lichenisina pela atividade de B. licheniformis, e a pumilacidina por B. pumilus (Barros 

et. al, 2007; Fracchia et al, 2012; Araújo et al, 2013; Smyth, 2014; Salek, Euston e 

Janek, 2020). Várias isoformas já foram identificadas para surfactina, iturina, 

fengicina, e liquenisina, muitas vezes sendo excretadas combinações de isoformas 

(Mnif e Dhouha 2015b). A Figura 13 apresenta alguns destes lipopeptídeos 

produzidos por linhagens de B. subtilis de modo a despontar as suas variações 

estruturais. 

 

O primeiro relato sobre lipopeptídeo ocorreu em 1968, quando Arima e colaboradores 

descobriram a existência de uma nova molécula biologicamente ativa de forte 

atividade superficial. Esta biomolécula derivada da atividade metabólica de linhagem 

de Bacillus subtilis foi denominada surfactina, sendo sua estrutura elucidada em 1969 

por Kakinuma e colaboradores. 
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Figura 13: Estruturas de lipopeptídeos produzidos por linhagens de Bacillus subtilis: 

surfactina (A), iturina A (B), Bacilomina L. (C). Fonte: Barros et al (2007). 

 

 

 

A surfactina é um peptídeo cíclico composto por 7 aminoácidos ligados a uma cadeia 

de 13 a 15 átomos de carbono de ácido 𝛽-hidróxi graxo, geralmente o ácido 3-hidróxi-

13-metil tetradecanóico. As isoformas da surfactina variam quanto ao tamanho da 

cadeia, ligação do seu componente hidróxi-ácido graxo e substituições dos 

aminoácidos constituintes do anel. Tais fatores dependem da linhagem do 

microrganismo produtor e dos fatores de cultivo, mais do que de fatores genéticos 

(Barros et. al, 2007; Bugay, 2009; Rocha, 2017). 

 

Entre os lipopeptídeos cíclicos, a surfactina se destaca pelas superiores propriedades 

tensoativas, reduzindo em torno de 40 unidades a tensão superficial da água (em 

mN/m), ou seja, mesmo em baixas concentrações é capaz de reduzir a TS da água 

de 72 para menos de 30 mN/m. Adicionalmente, é reconhecida a sua ação biológica 

contra alguns microorganismos patogênicos, além da ação antiviral ou mesmo anti-

inflamatória, pelo que é indicado o seu uso em formulações cosméticas e 

farmacêuticas. 
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Vários experimentos têm demonstrado que a surfactina é bastante estável quando 

submetida a condições variadas de temperatura, pH e força ionica. Por exemplo, os 

biossurfactantes produzidos por Bacillus spp são estáveis em concentrações de NaCl 

de 2 a 3%, as quais são suficientes para inativar surfactantes convencionais (Barros 

et al, 2007). 

 

Atividade antimicrobiana de surfactina e outros biossurfactantes contra bactérias, 

fungos filamentosos, leveduras, algas e, inclusive, para vírus tem sido relatada na 

literatura (Cameotra e Makkar, 2004; Araújo et. al, 2013). A atividade microbiana da 

surfactina ocorre devido a sua propriedade de modificar a permeabilidade de 

membranas, interferindo nas funções biológicas das células ao induzir a formação de 

poros e canais de íons na bicamada lipídica, por carrear cátions mono ou di-valentes, 

ou ainda por solubilizar a membrana pela ação detergente. Esses mecanismos levam 

à morte ou inibem o crescimento de bactérias e fungos (Bouffioux, 2007; Araújo et. 

al, 2013; Mnif e Ghribi, 2015).   

 

 

3.4 Bacillus subtilis 

 

O gênero Bacillus, pertencente à família Bacillaceae, inclui um grupo taxonômico 

amplamente diverso de bactérias aeróbias estritas ou anaeróbias facultativas, 

formadoras de endoesporos. As células apresentam a forma de bastonetes, retos ou 

ligeiramente curvos, Gram-positivos (ou Gram-variáveis), ocorrendo isoladamente ou 

em pares e ocasionalmente como longos filamentos. Suas células vegetativas variam 

de 0,7 a 0,8 μm, se movimentam por meio de flagelos e suas colônias possuem 

formato irregular e diâmetro moderado (2 a 4 mm), podendo variar de coloração (do 

esbranquiçado ao preto) dependendo do meio de cultura empregado (Alves et. al, 

2018; Monnerat et. al, 2020). Bacillus subtilis é não patogênico, e considerado GRAS 

(Generally Regarded Safe), o que significa ser seguro para o homem e os animais, 

mesmo os metabólitos por eles produzidos.  

 

São nutricionalmente bem versáteis, sendo capazes de utilizar uma ampla variedade 

de fontes de carbono com crescimento basicamente quimioheterotrófico ou, bem 

raramente quimioautotrófico (Kakagianni, 2022). Bacillus spp podem metabolizar 

inúmeras fontes de carbono, sendo os açúcares os preferenciais, em particular, 

glicose e frutose. 

 

Atualmente já está bem estabelecido que a espécie B. subtilis, por muito tempo 

considerada aeróbia estrita, é também capaz de crescer anaerobicamente, tanto com 

nitrato ou nitrito como um aceptor de elétrons, quanto por fermentação na ausência 

de aceptores de elétrons (Paul De Vos, 2009).  
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Linhagens de Bacillus subtilis podem ser isoladas de diversos ambientes, terrestres 

e aquáticos, já tendo sido encontradas no trato gastrointestinal de animais, o que 

permite identificar a espécie como ubíqua (Earl, Losick e Kolter, 2010). Até porque os 

endósporos por ela formados em condições adversas de crescimento são facilmente 

dispersos pelos ambientes pelo vento. 

 

 

3.5 Produção de lipopeptídeos por Bacillus subtilis 

 

A produção de lipopeptídeos por B. subtilis serve como sinal para o mecanismo 

quorum- sensing (QS).  O QS  ocorre de forma não ribossomal, por um grande 

complexo de enzimas (sintetases)  (Georgiou et. al, 1992; Sieber e Marahiel, 2003; 

Duitman et. al, 2007; Raaijmakers, 2010). 

 

A síntese das diferentes classes de lipopeptídeos por Bacillus subtilis ocorre em 

diferentes fases durante o crescimento. Por exemplo, a formação da surfactina se dá 

comumente na fase exponencial, indicando produção associada ao crescimento,  

enquanto a iturina e a fengicina só são detectadas na fase estacionária (Vater et al, 

2002; Abdel-Mawgoud, 2008; Yeh et al, 2006; Raaijmakers, 2010). 

 

 

3.5.1 Fatores relevantes para o bioprocesso 

 

O crescimento celular, a composição e as propriedades biossurfactantes são 

influenciados por fatores nutricionais, como natureza e quantidades das fontes de 

carbono, nitrogênio, fósforo, bem como de micronutrientes, principalmente ferro, 

manganês e magnésio, bem como por fatores ambientais, tais como pH, temperatura, 

agitação e aeração (Sen e Swaminathan, 1997; Fontes et al, 2008).  

 

Sen e Swaminathan (1997) definiram para a produção de surfactina por B. subtilis 

DSM 3256, empregando uma metodologia de superfície de resposta, técnica estatística 

de modelagem, as condições ideais: pH = 6.755, temperatura = 37,4 °C, agitação = 

140 rpm e aeração = 0,75 vvm. Contudo, tais parâmetros não são os mesmos para 

qualquer linhagem que venha a ser empregada. 

 

3.5.2 Fonte de Carbono 

 

Diferentemente de microrganismos produtores de biossurfactantes de outras classes 

como Candida spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Penicillium spp., B. 
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subtilis requer apenas fontes de carbono solúveis em água, como carboidratos, de 

forma semelhante a outras espécies de Bacillus para produzir biossurfactantes da 

classe dos lipopeptídeos (Kim et. al, 1997; Abdel-Mawgoud, 2008). 

 

A escolha da fonte de carbono desempenha um papel importante no rendimento e na 

estrutura do biossurfactante, em especial sobre sua cauda hidrofóbica (Georgiou et. 

al, 1992; Cameotra e Makkar, 1998). 

 

A produção de biossurfactantes utilizando carboidratos como fonte de carbono 

oferece vantagens quando comparado aos hidrocarbonetos, pois do ponto de vista 

da engenharia, os hidrocarbonetos necessitam de equipamentos mais sofisticados e 

maior gasto energético para atingir adequada dispersão. Além de sua aplicação ser 

limitada, não sendo aceitos nas indústrias farmacêutica, de cosméticos e alimentícia, 

se limitando apenas na recuperação de óleo (Santos et. al, 1984; Makkar e Cameotra, 

1999).    

 

No trabalho de Makkar e Cameotra (1997), a linhagem Bacillus subtilis MTCC 2423 

conseguiu utilizar n-hexadecano e pristano para crescimento, mas não foi observada 

formação de biossurfactante. O mesmo ocorreu com a linhagem Bacillus subtilis 

ATCC 21332 quando da adição de hexadecano (2 ou 4%) ao meio em Cooper et. al 

(1981). Abdel-Mawgoud et. al (2008) observou efeito inibitório da produção de 

surfactina de óleos vegetais (óleo de soja e de oliva) e de hidrocarbonetos 

(hexadecano e parafina) pela linhagem Bacillus subtilis BS5. 
 

Entre as fontes alternativas de carboidrato utilizadas por Bacillus subtilis na produção 

de lipopeptídeos, encontramos farelo de trigo, okara (resíduo de coalhada de soja), 

manipueira, melaço, batata, milho, arroz e suco de caju (Ohno et. al, 1996; Nitschke 

e Pastore, 2003; Fox e Bala, 2000; Giro et. al, 2009). 

 

No presente trabalho, a fonte de carboidrato utilizada foi o açúcar VHP, sigla que, em 

português, significa açúcar de polaridade muito alta. É um açúcar bruto que possui 

polaridade ≥ 99%, a qual se refere ao percentual de massa de sacarose na massa 

total (Papadaki et al, 2018).  

3.5.3 Fonte de Nitrogênio 

 

O nitrogênio desempenha papel essencial na composição de meios tanto para a 

produção de biossurfactante quanto para o crescimento celular devido sua grande 

importância para a síntese de proteínas e enzimas (Fontes et. al, 2008; Cameotra e 

Makkar, 1998).  

  

Diferentes compostos nitrogenados têm sido empregados na produção de 

biossurfactantes, tais como, milhocina, uréia, peptona, extrato de levedura, sulfato de 
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amônio, nitrato de amônio, nitrato de sódio, extrato de carne, farelo de soja e extrato 

de malte. O extrato de levedura é a fonte de nitrogênio mais utilizada para a produção 

de biossurfactantes, mas sua concentração varia de acordo com o microrganismo e 

o meio de produção (Fontes et al, 2008). No caso de B. subtilis, alguns estudos já 

utilizaram com sucesso ureia, íons nitrato (nitrato de sódio, nitrato de amônio e nitrato 

de potássio), bicarbonato de amônio e triptofano (Makkar e Cameotra, 1997; Makkar 

e Cameotra, 2002; Das et. al, 2005; Abdel-Mawgoud, 2008; Kim et. al, 1997). E, 

especificamente sobre a surfactina, foi determinado ser a  estrutura influenciada pela 

concentração de L-aminoácidos valina e leucina no meio (Desai e Banat, 1997).  

 

3.5.4 Sais Minerais 

 

Makkar e Cameotra (2002) estudaram a influência de vários fatores no crescimento e 

na produção de biossurfactante pela linhagem B. subtilis MTCC 2423. Os cátions 

metálicos estudados Mg2+, Ca2+ e Fe2+ afetaram de forma expressiva o crescimento 

do microrganismo e a produção de surfactina. Além disso, os autores observaram que 

o efeito foi maior quando os cátions foram utilizados conjuntamente. Contudo, 

concentrações muito altas de Mg2+ e de Fe2+ inibiram a produção da surfactina. 

 

Por outro lado, em estudo anterior (Cooper et al, 1981), foi verificado que a adição de 

sais de ferro e manganês no meio resultou no aumento da produção de surfactina por 

B.subtilis ATCC 21332. O ferro ainda resultou em estímulo do crescimento, mas a 

razão surfactina/biomassa permaneceu se manteve constante ou sofreu decréscimo. 

O sulfato de manganês causou aumento na CMC sem efeito na geração de biomassa, 

havendo necessidade de uma pequena quantidade. Tais diferenças evidenciam a 

existência de dois mecanismos diferentes para os dois metais. 

 

No trabalho de Wei e Chu (1998) foi constatado que o ferro induziu a superprodução 

da surfactina e o crescimento celular para a linhagem Bacillus subtilis ATCC 21332. 

Em estudo posterior com a mesma linhagem, os autores (Wei e Chu, 2002) 

verificaram um efeito positivo para o Mn2+, enquanto os cátions Cu2+, Mg2+, Co2+ e 

Ni2+ não contribuíram nem na síntese do surfactante nem na geração de biomassa. 

 

3.6 Aplicações da surfactina 

 

Apesar do conhecimento das diversas propriedades da surfactina na década de 60, 

somente nos anos 80 ela passou a ser reconhecida pela comunidade científica como 

uma alternativa atraente para substituição dos surfactantes sintéticos, em sua maioria 

danosos ao ambiente. Surfactantes produzidos por diferentes linhagens de B. subtilis, 

além de serem obtidos por processos menos agressivos sob o ponto de vista 

ambiental, têm demonstrado potencial aplicação na biodegradação de 
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hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, remoção de óleo de areia, formação de 

emulsões estáveis em óleo, bem como na degradação de pesticida e biorremediação 

de solos altamente contaminados por zinco e cádmio (Barros et. al, 2007). 

 

Nos dias de hoje, as funções biológicas e suas aplicações terapêuticas são as mais 

estudadas sobre a surfactina. Tais aplicações incluem propriedades antivirais, 

antimicrobianas, antitumorais, imunomoduladores, inibidores de enzimas e toxinas. O 

modo de ação desses compostos não foi totalmente elucidado, embora já seja do 

conhecimento o seu papel em atividades de superfície e de membrana (Barros et. al, 

2007, Nitschke e Pastore, 2002). 

4 Materiais e Métodos 

 

4.1. Microrganismo 

Para este estudo, foi utilizada a linhagem Bacillus subtilis LFB 732, pertencente a 

Coleção de Culturas de Bacillus e Gêneros Correlatos, CCGB, Laboratório de 

Fisiologia Bacteriana, LFB, do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, onde a Dra Adriana 

Marcus Vivoni é a curadora. A CCGB é filiada à World Federation for Culture 

Collections, WFCC, sob o registro WDCM 574. 

 

A linhagem foi a mesma utilizada por Santiago (2019). 

 

 
Figura 14: Morfologia macroscópica (A) e microscópica (B) de preparação corada pela técnica 

de Gram da linhagem de Bacillus subtilis empregada no estudo (Fonte própria, 2021). 
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4.2. Manutenção da Cultura 

 

A linhagem bacteriana foi mantida por cultivo em meio sólido sob refrigeração em 

geladeira, a cerca de 4 ºC, por repiques mensais (cultura estoque). Para tanto foram 

feitos cultivos em tubos de ensaio contendo meio Agar Nutriente em bisel, com 

incubação por 24 h em estufa bacteriológica a 30 ± 1 ºC. A pureza das culturas 

estoques foram feitas a cada repique e ativação/propagação por observação 

microscópicas de preparações coradas pela técnica de coloração de Gram (Karwa, 

Rai e Singh, 2012). 

 

4.3. Meios de Cultura 

4.3.1. Meio de Crescimento 

 

A propagação do microrganismo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL de 

capacidade contendo 200 mL de caldo nutriente seguindo o trabalho de Santiago 

(2019), cuja composição está presente na Tabela 3. O pH do meio foi ajustado em 7 

com solução de NaOH 4 M, e logo a seguir esterilizado por autoclavação a 1 atm 

(121ºC) por 15 minutos.  

 

 

Componente  Concentração (g/L) 

Peptona de carne 5,0 

Extrato de levedura 3,0 

Glicose 9,0 

NaCl 9,0 

Tabela 3: Composição do meio de crescimento 

 

 

4.3.2 Meio de Produção 

 

A produção do biossurfactante foi realizada no meio otimizado por Santiago (2019), 

conforme apresentado na Tabela 4. A fim de garantir o controle da acidez no decorrer 

do processo fermentativo foi utilizada a solução tampão de Sörensen 

Na₂HPO₄/KH₂PO₄, Tabela 5, (Morita e Assumpção, 2007). 
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Componente Concentração (g/L) 

NH4NO3 3,0  

MgSO4 0,2  

Na2HPO4 3,0  

VHP 35  

9 mL de Solução de FeSO4 0,1  

Tabela 4: Composição do meio de produção 

 

 

 Fração Concentração (g/L) 

Na₂HPO₄ 0,6 11,876 

KH₂PO₄ 0,4 9,078 

Tabela 5: Composição da solução tampão 

 

O açúcar VHP procede da indústria de cana de açúcar Cruz Alta, Grupo Tereos (Olimpia, São 

Paulo). 

 

 

4.4 Preparo do Inóculo  

 

A ativação do microrganismo foi feita através do repique da cultura estoque em tubo 

contendo agar nutriente em bisel. Após incubação por 24h a 30 ±1 ºC, duas a cultura 

ativada foram inoculadas em 200 mL do meio de crescimento (item 4.3.1) em frascos 

Cônicos de 500 mL. Os cultivos foram incubados a 30 ±1 ºC e 150 rpm por, 

aproximadamente, 12 h, para alcançar máximo de células na fase exponencial de 

crescimento.   

 

4.5 Produção do Biossurfactante 

 

4.5.1 Desenvolvimento do aparato experimental 
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Após algumas tentativas, foi feita a montagem do sistema para permitir obter 

diferentes teores de oxigênio dissolvido. 

 

 

4.5.2 Planejamento Experimental 

 

Foi realizado o planejamento experimental fatorial completo de duas variáveis e dois 

níveis, totalizando 4 experimentos. Foram adicionados mais 3 pontos centrais e 2 

pontos controle (1 - sem aeração/com agitação; 2- com aeração/sem agitação). As 

variáveis independentes foram: volume e agitação, sendo estabelecidos para o nível 

inferior, representado por “-”, os valores de 100 mL e 100 rpm, respectivamente; e 

para o nível superior, representado por “+”, os valores de 250 mL e 200 rpm, 

respectivamente. Os valores para os pontos centrais foram calculados a partir da 

média do maior e menor valor de cada variável. A Tabela 6 apresenta a matriz 

experimental, com as variáveis codificadas e reais e os valores de cada um dos sete 

experimentos.  

 

 

Variáveis codificadas Variáveis reais 

 

Experimento Volume Agitação Volume de 

meio (mL) 

Agitação 

(rpm) 

1 - - 100 100 

2 + - 250 100 

3 - + 100 200 

4 + + 250 200 

5 0 0 175 150 

6 0 0 175 150 

7 0 0 175 150 

Ensaios realizados em frascos Schott de 500 mL de capacidade em mesa agitadora orbital. 

Tabela 6: Matriz do planejamento experimental 

Os experimentos foram conduzidos em 9 frascos Schott Duran® de 500 mL, contendo 

volumes diferenciados de acordo com o planejamento experimental (Tabela 6). Para 

aeração foi utilizada uma bomba de água para aquário com 4 saídas, na vazão 

máxima. 
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Cada experimento foi inoculado com 10% do cultivo oriundo da cultura estoque 

ativada em caldo nutriente, como consta do item 4.4. Decorridas 13 h de a 30 ±1 ºC, 

alíquotas dos meios fermentados foram analisadas ao microscópio para garantir a 

pureza dos cultivos. A seguir os meios foram adicionados de 2% (v/v) de formol e 

centrifugados a 15.000 rpm, a 10ºC por 10 minutos para inativação e remoção das 

células, respectivamente. Amostras dos meios isentos de células foram analisados 

para determinação do pH, tensão superficial, índice de emulsificação, DMC, ângulo 

de contato de gota, e estabilidade de espuma, cujas metodologias são descritas a 

seguir (item 4.6). 

4.6 Métodos Analíticos 

 

 4.6.1 Índice de Emulsificação 

 

O índice de emulsificação (IE) foi determinado adicionando 2mL de sobrenadante livre 

de células e 2 mL de um hidrocarboneto: Querosene, Hexadecano e Óleo lubrificante 

usado, em tubo de ensaio com tampa. O sistema foi agitado em vortex por 2 minutos 

e a altura da camada emulsionada foi medida após 5 minutos, 2 horas e 24 horas de 

repouso em temperatura ambiente. As análises foram feitas em duplicata. 

 

O índice de emulsificação em valor percentual é dado pelo cálculo da divisão da altura 

da camada emulsionada pela altura total do líquido multiplicado por 100. 

 

 

IE = 
 𝐻𝐸𝑀

𝐻𝑡
× 100            HEM = Altura da camada emulsionada 

                                                                 Ht = Altura total do líquido  

 

4.6.2 Tensão Superficial  

 

 A análise da tensão superficial foi utilizada a fim de determinar qualitativamente a 

produção do biossurfactante. O método utilizado para determinação da tensão 

superficial foi o da placa de Wilhelmy usando tensiômetro K100 da Krüss (Figura 15). 

Neste método uma placa de platina rugosa em plano ortogonal à superfície líquida a 

ser analisada é submergida no líquido e emergida lentamente, sendo cessada quando 

o ângulo de contato da placa com a superfície se aproxima de 0 (Moreira, 2017). As 

análises foram realizadas a 25ºC ±1. O valor obtido é uma média das últimas 5 

medições. 
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Figura 15: Esquema representativo do método da placa de Wilhelmy. Fonte: Burin e Sturm 

(2014) 

 

4.6.3 DMC 

 

Alíquotas do mosto fermentado dos experimentos 3,4,5,6 e sem aeração sem células 

foram diluídas em 2x, 5x, 15x, 20x, 50x e 100x com água destilada, tendo suas 

tensões superficiais medidas pelo método da placa de Wilhelmy a fim de estimar 

quantitativamente a produção do biossurfactante. 

 

 

4.6.4 Ângulo de Contato 

 

As medidas de ângulo de contato foram utilizadas como ferramenta para avaliação 

da molhabilidade do surfactante. Tal método consiste na deposição de uma gota 

sobre uma superfície sólida através de uma microseringa. A gota é, então, ampliada 

com o auxílio de uma lente e o ângulo entre a gota e a superfície é medido. 

O ângulo de contato é definido como o ângulo entre a tangente da interface líquido/ar 

e a tangente entre a interface sólido/ar (Figura 16) 

 

No presente trabalho, a superfície sólida utilizada foi uma lâmina de vidro. 
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Figura 16: Ilustração do ângulo de contato entre uma superfície sólida e a gota de um líquido. 

 

  

4.6.5 Estabilidade da Espuma 

 

Aproximadamente 50 mL de cada experimento foram adicionados em frascos de 

penicilina com capacidade para 100 mL, fechados com tampa e parafilme. Cada 

frasco foi agitado manualmente por 1 minuto. Foram tiradas fotos logo após a 

agitação, depois de 1 hora e 24 horas de repouso para fim de comparação visual. 

 

 

 

5 Resultados e Discussão 

 

 

5.1 Desenvolvimento do aparato experimental 

 

A proposta era realizar a produção do biossurfactante em biorreatores de bancada, 

em pequena escala, no Laboratório de Bioprocessos do PEQ/COPPE/UFRJ, sob 

coordenação do Prof. Dr Tito L. Moitinho Alves.  Entretanto, com o prolongamento da 

pandemia, foi necessário adotar uma nova estratégia de ação para dar continuidade 

ao trabalho experimental. Além disso, os ensaios do planejamento experimental 

deveriam ser realizados de forma aleatória em blocos para minimizar a influência de 

variáveis externas nas variáveis resposta. 

 

Para tanto foi estabelecida a execução dos experimentos em frascos cônicos 

dispostos em mesa agitadora. Em frascos contendo 100 mL do meio de produção 

foram introduzidos tubos de silicone firmados à boca com tampões de algodão 

hidrófobo e gaze. A outra extremidade foi conectada a uma das saídas de compressor 

de ar Boyu SC-7500 2X3L/Min com 2 saídas para aquário (Figura 17A). A aeração e 

agitação aplicadas não permitiram alcançar o efeito desejado, de modo que novo 

ensaio foi realizado com o compressor de ar oxigenador Minjiang 4 saidas 10 w 
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1000L/h (Figura 17B). Desta vez, houve um borbulhamento intenso, resultando em 

intensa formação de espuma que atingiu a rolha no decorrer do processo 

fermentativo, o que provocou a abertura do frasco.  

 

 

 
Figura 17: Imagens dos compressores de ar utilizados: Bovu SC-7500 (A) e Minjiang (B). 

 

Após outras tentativas, foi montado um aparato experimental que possibilitou atender 

a proposta do trabalho. Os ensaios foram conduzidos em frasco de vidro transparente 

Schott Duran® de 500 mL de capacidade, com tampa de rosca de polipropileno GL45. 

A tampa foi perfurada e nela foram instalados dois canudos de inox para entrada e 

saída de ar, como ilustra a Figura 18.  Um dos tubos foi conectado a uma das quatro 

saídas do compressor de ar, com auxílio de mangueira de silicone, sendo a outra 

extremidade ajustada para permanecer próxima a base do frasco e, assim, favorecer 

maior coluna de líquido para transferência de oxigênio no meio reacional. Entre o tubo 

e a conexão ao compressor foi acoplado uma unidade filtrante (unidade filtrante 0,22 

µm, Millex®, Merck Millipore) para garantir o suprimento de ar estéril ao sistema. O 

segundo tubo de aproximadamente 7 cm de comprimento, foi ajustado logo abaixo 

da tampa e na extremidade superior também acoplado uma unidade filtrante a fim de 

permitir a passagem de gases, sem risco de contaminação do cultivo. Além disso, a 

ligeira obstrução à passagem de gases na saída, imposta pelo filtro, garante que a 

pressão interna seja ligeiramente maior do que a externa (do ambiente), aumentando 

a pressão parcial de oxigênio no espaço livre interno do frasco (headspace). 
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Figura 18: Foto do sistema experimental desenvolvido para o trabalho. 

Apesar do compressor de ar (Figura 17B) dispor de regulador de vazão de ar, não foi 

possível detectar a variação da concentração de oxigênio dissolvido nos meios de 

cultura com auxílio de medidor portátil. Por isso, decidiu-se trabalhar com volumes 

diferenciados de meio e manter a vazão de ar no máximo para todos os ensaios. 

Quanto maior o volume de líquido, menor o headspace. Logo, entende-se que para 

pequeno volume de meio, haverá maior área superficial de meio ao headspace, 

garantindo melhor oxigenação do sistema. Entende-se que desta maneira não será 

possível estabelecer uma exata correlação entre a biossíntese de surfactina e 

disponibilidade de oxigênio dissolvido, tão somente a tendência do processo de 

produção.  
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5.2 Produção de surfactina em função de disponibilidade de 

oxigênio 

 

Como elucidado acima (item 6.1) foram realizados ensaios para avaliação do efeito 

do suprimento de oxigênio pela fermentação de meio à base de açúcar VHP otimizado 

por Santiago (2019) empregando a linhagem B. subtilis 732, a mesma ensaiada pela 

autora. Seguiu-se o planejamento experimental fatorial completo 22 tendo como 

variáveis dependentes o volume e a velocidade de agitação orbital, conforme 

detalhado na Tabela 8. Além dos sete ensaios correspondentes a matriz do 

planejamento, que compreendem quatro devidos às interações entre os valores 

mínimos e máximos entre as variáveis, mais 3 ensaios nos pontos centrais, foram 

conduzidos experimentos controles: ensaio 8 (sem aeração e com agitação) e ensaio 

9 (com aeração e sem agitação) para fins comparativos. Seguem os dados obtidos 

para amostras de cada um dos nove ensaios analisados. 

 

5.2.1 Tensão Superficial 

 

Na Tabela 9 constam as análises de TS para amostras dos meios fermentados 

isentos de células. Houve variação da TS em função das variações do volume e da 

agitação do meio, indicando que o aparato experimental estabeleceu diferentes 

condições ambientais. Como não houve variação da temperatura, já que o shaker foi 

operado com controle de pH, as possibilidades são oxigênio dissolvido e pH. O 

controle do pH durante o processo é importante uma vez que já é de muito sabido 

que a temperatura é um fator ambiental crítico para crescimento e biossínteses de 

metabólitos (Ratkowsky et al, 1982; Desai e banat, 1997; de Santos et al, 

2016). Tampouco existe a possibilidade de variação de pH, uma vez que a 

composição do meio foi a mesma em todos os ensaios e, ainda houve o cuidado de 

garantir o seu tamponamento. 

 

A exceção do ensaio 4, quando foi estudado o efeito do valor máximo de volume de 

meio (250 mL) versus valor máximo de agitação (200 rpm), a tensão superficial das 

demais condições estudadas ficou abaixo de 35,5 mN/m. Os maiores valores, 32 e 

35,5 mN/m foram relativos aos controles. Os menores valores, abaixo de 29 mN/m 

foram determinados nos meios fermentados com adoção das variáveis no ponto 

central (200 mL e 175 rpm); sendo os resultados das triplicatas bem semelhantes.  

 

A literatura científica indica ser a produção de BS associada a redução da TS do meio 

de cultura para valores inferiores a 35-40 mN/m (Mulligan, 2005; Barros et al, 2007; 

Al-Bahry et al, 2013; Al-Wahaibi, 2014; Fernandes et al, 2016). Santiago (2019), 

trabalho que foi usado como referência para a composição do meio de produção, 

determinou valores de 28,5 a 29,7 mN/m, em função dos constituintes e respectivas 
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quantidades. Outros trabalhos com linhagens de B. subtilis cultivado em meios com 

distintas fontes de carbono citam valores de 25,6 mN/m a 31,5 mN/m (Al-Wahaibi et 

al, 2014; Pornsunthorntawee et al, 2008; Ghojavand et al, 2008; Joshi et al, 2008; 

Anjun et al, 2016; Sousa et al, 2014; Rane et al, 2017).  

 

Com base na literatura consultada, pode-se inferir que de um modo geral, a 

biossíntese de surfactina não foi influenciada pela disponibilidade de oxigênio. Até 

porque, nos ensaios 8 e 9, apenas com agitação ou aeração, respectivamente, a 

produção de BS ocorreu.  

   

Outro ponto a comentar é que a produção de BS foi também satisfatória quando 

performada no maior volume de meio e na menor velocidade de agitação (ensaio 2). 

Portanto, aparentemente não condizente com o pior resultado obtido no ensaio 4, 

realizado com igual volume, mas com o dobro da velocidade de agitação. Uma 

hipótese poderia ser a cogeração de isomorfas ou homólogos cujas propriedades 

tensoativas não sejam tão interessantes. 

 

 

Ensaio 
Volume de 

meio (mL) 

Agitação 

(rpm) 

 

Aeração* 
Tensão Superficial 

(mN/m) 

1 100 100 + 30,54 

2 250 100 + 34,83 

3 100 200 + 28,27 

4 250 200 + 55,62 

5 175 150 + 28,07 

6 175 150 + 28,72 

7 175 150 + 28,36 

8 175 150 - 32,27 

9 175 - + 35,45 

*O suprimento de fluxo de ar foi constante, com auxílio de oxigenador (compressor Minjiang) na 
regulagem máxima. 
Tensão do meio no início do processo: 62 mN/m. 
 
Tabela 7: Valores de tensão superficial para as condições de volume de meio e velocidade de 

agitação 

5.2.2 Índice de Emulsificação 

 

Antes de discutir os resultados cabe mencionar que os termos biossurfactante e 

bioemulsificante  (BE) têm sido usados aleatoriamente para denominar biomoléculas 

ativas de superfície. Entretanto, como aponta Uzoigwe e colaboradores (2015) e 

outros autores, existem diferenças marcantes, principalmente se forem consideradas 

as propriedades físico-químicas e funções fisiológicas de cada um. Embora a 
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natureza de ambos seja anfifílica, e igualmente produzidos por várias espécies 

microbianas, cada um tem uma especificidade. 

 

Os BE são biopolímeros de alto MM, à semelhança dos BS, podem emulsionar 

eficazmente dois líquidos imiscíveis, como hidrocarbonetos ou outros líquidos 

hidrofóbicos, mesmo em baixas concentrações. Em contrapartida, são menos 

eficazes na redução da tensão superficial.  

 

No caso dos BE, ocorre uma interação com os hidrocarbonetos e óleos dispersos 

mais forte que impede a sua coalescência, fenômeno que propicia a estabilização da 

emulsão. Esta propriedade é de interesse para as indústrias cosmética, alimentícia, 

farmacêutica e petrolífera (Uzoigwe et al, 2015).  

 

A atividade emulsificante é função de sua composição química (Calvo et al., 2009; 

Monteiro et al., 2010). Por conseguinte, havendo alteração da estrutura, o BE pode 

ter papel diferenciado para diferentes na estabilização de diferentes líquidos em água. 

Assim sendo, o índice de emulsificação foi testado para óleo lubrificante, hexadecano 

e querosene, cujos valores médios de triplicatas foram plotados nas Figuras 19, 20 e 

21, respectivamente. Normalmente o índice de emulsificação envolve a determinação 

da emulsão por 24 h, E24, porém a determinação foi realizada também para intervalos 

menores para avaliar a atividade do BE na estabilização da emulsão.  

 

 Observando os gráficos em conjunto nota-se comportamento distinto do BS 

produzido para os diferentes produtos hidrofóbicos testados. Foi observada a 

formação de emulsões estáveis em todas as condições experimentais, embora para 

alguns casos, o índice tenha sido inferior a 50%. Segundo a literatura, quando o índice 

de emulsificação é  ≥ 50% após 2 h de ligeira agitação, o bioproduto pode ser 

considerado um bom emulsificante, mas a emulsão só pode ser considerada estável 

se valor  ≥ 50% for determinado após 24 h (Willumsen e Karlson, 1997). 
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Figura 19: Índice de Emulsificação (E) para os bioprodutos obtidos pelo planejamento 
experimental, para diferentes líquidos (óleo lubrificante, hexadecano e querosene) e tempos 

distintos (2, 5 e 24 h). 

Para o óleo lubrificante, nenhuma das condições ensaiadas possibilitou a produção 

de um bioproduto com atividade emulsificante, embora todas as emulsões formadas 

tenham se mantido estáveis depois de 24 h, com E24 42-47%. O decaimento da 

estabilidade da emulsão foi semelhante e inferior a 6,5%, um percentual que indica 

que praticamente não houve variação. 

 

Ao analisar o teste com n-hexadecano, tem-se que os ensaios 2, 6 e 7 demonstraram 

ter dado origem a bioprodutos de boa emulsificação (51-52%) e estabilidade. E, 

embora os demais não tenham apresentado resultados tão satisfatórios (28-48%), as 

emulsões formadas se mantiveram estáveis. 

   

Quando o bioproduto foi testado para querosene, cinco das condições (ensaios 3, 5, 

6, 7 e 8) apresentaram resultados muito satisfatórios, E24 50 a 59%, tanto para índice 
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de emulsificação quanto para a estabilidade da emulsão. Os experimentos 2, 4 e 9 

(sem agitação) apresentaram resultados bem abaixo do satisfatório. Ainda assim, 

formaram emulsões consideradas estáveis. 

 

Em Faria e colaboradores (2011), foram obtidos os seguintes valores de E24: 67,6%, 

59,1% e 55% respectivamente para óleo, querosene e hexadecano. Assim, em linhas 

gerais, pode-se concluir que o ensaio realizado com os pontos centrais foi o que 

resultou em melhor atividade emulsificante, similarmente ao observado para atividade 

tensoativa. Portanto, diferentemente do que é normalmente divulgado, o bioproduto 

formado apresenta as duas propriedades o que o torna apto para maior amplitude de 

aplicações. Isto é corroborado por Uzoigwe e colaboradores (2015), posto que 

segundo eles “algumas biomoléculas possuem propriedades surfactantes e 

emulsificantes que contribuem para suas propriedades únicas e amplas utilizações 

industriais”. Cabe também ressaltar que quando a surfactina foi produzida apenas 

com agitação foi possível obter resultados interessantes de TS e E24. Isto é bem 

interessante uma vez que a aeração representa 25% do custo global de um 

bioprocesso. 

 

 

 

5.2.3 Diluição Micelar Crítica (DMC) 

 

Os ensaios que resultaram em bioprodutos com melhores propriedades tensoativas 

e emulsificantes foram analisados para definir a concentração deles no meio 

reacional. Isto porque as suas atividades tensoativas e/ou emulsificantes poderiam 

estar relacionadas a uma maior quantidade do bioproduto no teste E24 e não 

propriamente a sua ação. Para fins comparativos, o meio fermentado do ensaio 4, a 

pior condição, também foi analisado. 

 

Já tinha sido programado fazer a quantificação por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE ou HPLC, em inglês). Contudo, em face da demora da retomada das 

atividades na UFRJ, especificamente no laboratório do NPPN/UFRJ que nos dá o 

apoio técnico, a quantificação foi feita com base na Diluição Micelar Crítica (DMC). 

Para tanto, as amostras dos meios fermentados isentos de células foram diluídas em 

água destilada e para cada diluição feita a leitura de TS. Na Figura 20 foram plotados 

os valores de TS para cinco amostras diretamente dos meios fermentados e diluídos.  
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Figura 20: Variação da tensão superficial para amostras dos meios fermentados isentos de 
células em diferentes diluições 

 

A variação da TS dos meios fermentados em função da diluição mostra claramente 

que a quantidade gerada nos ensaios 5 e 6 foram semelhantes e tal qual a do ensaio 

3 foram atingidos os valores máximos. Logo, constata-se novamente a 

reprodutibilidade dos ensaios no ponto central. E, ainda, que no ensaio 3 foi produzida 

quantidade semelhante de BS em relação aos ensaios 5 e 6. Por outro lado, no ensaio 

8, sem aeração, nota-se que a dissolução de oxigênio pela agitação forçada, embora 

em relativamente baixa rotação. 

 

O oxigênio é pouco solúvel em água, o que torna crítica a sua transferência em um 

cultivo aeróbio e, sobretudo, em condição de não aeração. Por isso, a eficiência da 

transferência de oxigênio é fundamental para escalonamento e operacionalização de 

um processo submerso aeróbio, principalmente porque pode sofrer variação em 

função das condições de cultivo, nutricionais e ambientais. Lorenzini (2021) 

identificou comportamento anormal do perfil de concentração de oxigênio dissolvido 

para linhagem de Bacillus megaterium em 7-8 h de cultivo, com OD muito baixo 

coincidente com máxima respiração celular, o que resultou em desvio da rota 



47 
 

metabólica, retomando a via normal quando restabelecida a concentração de 

oxigênio. 

 

Os resultados obtidos sugerem haver uma tendência de maior produção do tensoativo 

com o devido suprimento de oxigênio. Além de existir a possibilidade de síntese de 

isoforma e homólogos quando o suprimento de oxigênio é inferior à demanda da 

espécie bacteriana. 

 

5.2.4 Estabilidade da Espuma 

 

Após agitação manual das amostras dos meios fermentados dos ensaios 1 a 9, foi 

observada intensa formação de espuma bem compacta (Figura 21). Mas, repetindo a 

melhor performance anteriores, os ensaios 3, 5,6,7 e sem aeração (8) foram os que 

apresentaram maior espessura.  

 

 

 

 

 
Figura 21: Aspecto da espuma logo após agitação manual. 

 

 

Após 1 hora em repouso (Figura 22), observa-se decaimento de cerca de 50% da 

altura de espuma formada no ensaio 4. O experimento sem agitação (9), apresenta 

perda na densidade da espuma, mas sua altura permanece inalterada. Porém, os 

demais, principalmente os ensaios 3,5,6,7 e sem aeração (8) permaneceram 

praticamente inalterados. 
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Figura 22: Aspecto da espuma nos meios fermentados após agitação manual seguidos de 2 h 

de repouso 

 

Decorridas 24 h de repouso, houve redução expressiva da espuma, embora nos 

ensaios 1-3, 5-8 ainda fosse visível bolhas na superfície dos meios fermentados. 

Destaca-se que no meio que não foi aerado, somente agitado, no decorrer das 10 h 

de cultivo, havia espuma dispersa. Mas, no meio que foi aerado sem agitação, a 

presença de bolhas era desprezível. 
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Figura 23: Aspecto da espuma nos meios fermentados após agitação manual e 24 h de 

repouso 

5.2.5 Ângulo de Contato 

 

O ângulo de contato (θ) é uma medida quantitativa de molhabilidade de um sólido por 

um líquido. A molhabilidade de sólidos por soluções de surfactantes é de interesse 

para várias aplicações práticas (Zdziennicka, Krawczyk e Jańczuk, 2018).  Esta 

depende não apenas da tensão superficial de sólidos e líquidos, mas também do tipo 

de interações intermoleculares na área superficial. Em muitas aplicações práticas, a 

molhabilidade dos sólidos deve ser modificada, o que pode ser alcançado pela 

formação de uma camada superficial recobrindo as superfícies sólidas (Zdziennicka 

et al, 2017). 
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No presente estudo, houve pequena variação do ângulo de contato para os BS 

obtidos nas diferentes condições ensaiadas (Tabela 8). O ensaio 9, apenas com 

aeração, resultou na melhor propriedade de molhabilidade.  

 

Ao medir o ângulo de contato com que uma gota fica na superfície, pode caracterizá-

la quanto à capacidade de molhamento; quando menor que 90°, pode-se considerar 

que a superfície é molhada pelo líquido (hidrofílica), porém se os ângulos forem 

maiores que 90°, caracterizam-se superfícies hidrofóbicas (MOITA NETO, 2006). No 

caso da água, se a superfície de deposição for hidrófoba (com ceras), o contato será 

menor, a gota será esférica e o ângulo de contato será maior. Entretanto, se a 

superfície for mais hidrófila, a gota se espalhará, podendo até formar um filme 

uniforme. 

 

Os resultados obtidos são ratificados pelo trabalho de Zdziennicka e colaboradores, 

onde foram obtidos ângulos de contato de 41 e 36° para um ramnolipídeo e uma 

surfactina em quartzo. Portanto pode-se concluir que a dissolução de oxigênio pouco 

interfere na capacidade de molhamento da surfactina em questão.  

 

 

Experiment

o 

Volume de 

meio (mL) 

Agitação 

(rpm) 

 

Aeração* 
Ângulo (º) 

1 100 100 + 46,13 

2 250 100 + 36,15 

3 100 200 + 40,52 

4 250 200 + 44,64 

5 175 150 + 41,54 

6 175 150 + 39,10 

7 175 150 + 39,30 

8 175 150 - 39,57 

9 175 - + 31,51 

Tabela 8: Valores do ângulo de contato para as condições de volume de meio e velocidade de 
agitação avaliadas 

 

Na Figura 24 é possível verificar as imagens geradas no Programa Surfactens 4.5. 

 



51 
 

 

Figura 24: Imagens geradas durante medição do ângulo de contato no programa Surfactens 
4.5. (A) Experimento 1; (B) Experimento 2; (C ) Experimento 3; (D) Experimento 4; (E) 
Experimento 5; (F) Experimento Sem Agitção (8); (G) Experimento Sem Aeração (9). 

 

5.3 Análise Estatística 

 

Na Tabela 9 abaixo é possível observar os efeitos estimados de ambos os fatores 

investigados, coeficientes do modelo e parâmetros estatísticos para a variável de 

resposta de rendimento (ângulo de contato). 

 

 

Parâmetro Efeito Coeficientes 
do Modelo 

Desvio 
Padrão 

Teste t(2) p 

Média 41,93250 41,932 0,677 61,90690 0,000261 

(1)Volume -2,7850 -1,393 0,677 -2,05581 0,176116 

(2)Agitação 1,58500 0,793 0,677 1,17000 0,362555 

1*2 7,19500 3,598 0,677 5,31116 0,033670 

Tabela 9: Efeitos estimados 

Os dados apresentados permitem representar a resposta do ângulo de contato em 

função das variáveis e da combinação entre elas, expressa pela equação a seguir 
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Y𝜃   =  41,932  +  (-1,393 𝑋1)  +  (0,793 𝑋2)  + (−3,598 𝑋1𝑋2)    (Equação 1) 

 

Para melhor visualização dos efeitos dos fatores, a Figura 25 apresenta o diagrama 

de Pareto. Os fatores cujos retângulos estiverem para além da linha vermelha são 

considerados significativos. 

 

 
Figura 25: Diagrama de Pareto para análise de significância estatística 

 

 

O diagrama de Pareto demonstra, com 95% de confiança (p>0,05) que a combinação 

entre ambos os fatores, Volume e Agitação, é significativa, isto é, quando os dois 

fatores interagem, ocorre aumento no ângulo de contato, uma vez que tal interação é 

positiva. 

A fim de garantir um modelo preditivo adequado, o teste de regressão do modelo 

matemático foi realizado aplicando a Análise de Variância (ANOVA). A Tabela 10 

apresenta a soma quadrática, os graus de liberdade e o quadrado médio da regressão 

e do resíduo utilizado para o teste F. 
 

Fonte de 
Variação 

Soma dos 
Quadrados 

(SQ) 

Graus de 
Liberdade 

Média dos 
Quadrados 

(MQ) 

Fcalc p-level 
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(1)Volume 7,75623 1 7,75623 4,22636 0,199776 

(2)Agitação 2,51222 1 2,51222 1,36891 0,176116 

1*2 51,76803 1 51,76803 28,20838 0,362555 

Erro Puro 3,67040 2 3,67040  0,033670 

Total 72,24217 6    

Tabela 10: ANOVA 

Observa-se na Tabela 10 que o efeito de interação volume*agitação foi significativo 

(p<0,05) e (Fcal > Ftab). Conclui-se que os efeitos principais dos tratamentos não 

diferem entre si ao nível de significância (p>0,05). Os efeitos principais também 

apresentaram Fcal < Ftab, corroborando com o teste p-level. Onde Ftab = 18,513. O R2 

indicou que o modelo de regressão ajustado explica 84,76% da variabilidade do 

ângulo de contato a partir do biossurfactante obtido. 

 

 

A Figura 26 permite evidenciar que os resíduos estão dispostos de forma aleatória, 

não mostrando nenhuma tendência. Deste modo, é possível considerar que a 

variância é constante, validando os testes estatísticos utilizados. 

  

 
Figura 26: Resíduos x Valores Observados 

 

 

As suposições sobre a análise de variância são verificadas por meio de testes sobre 

o comportamento dos resíduos. A Figura 27 mostra o gráfico de probabilidade normal 
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dos resíduos, onde é possível aceitar a hipótese de que os dados de resíduo 

apresentam uma distribuição normal, caracterizando um ajuste satisfatório. 

 

 
Figura 27: Probabilidade Normal 

A Figura 28 apresenta um comparativo entre valores observados e previstos 

(Equação 1), onde é possível observar um bom ajuste dos pontos experimentais pelo 

modelo. 

 

 
Figura 28: Valores Preditos em função dos Valores Observados para Ângulo de Contato 
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As superfícies de resposta 3D são gráficos representativos da equação de regressão 

(Equação 1), sendo cada curva de contorno uma resposta da combinação das duas 

variáveis-teste.  

Analisando a superfície de resposta (Figura 29), pode-se observar que a interação 

dos dois fatores, volume e agitação, em suas extremidades, gera um aumento do 

ângulo de contato, ou seja, quando volume e agitação tendem a ser menores ou 

maiores, concomitantemente, contribuem positivamente de forma significativa para o 

aumento do AC. Esse mesmo comportamento não é notado quando os valores dos 

fatores são inversos, ou seja, quando um cresce e o outro decresce, há sempre um 

decréscimo do AC. Valores intermediários de ambos os fatores também geram 

valores intermediários do AC.  

Desse modo, a interação entre valores menores de um fator e maiores de outro fator 

são mais adequados para diminuir o valor do AC.  
 

 

 

 
Figura 29: Superfície de resposta para os valores de Ângulo de Contato em função dos fatores 

Volume e Agitação. 

 

 

 

 

O mesmo comportamento pode ser observado na superfície de resposta em 2D (Figura 30). 
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Figura 30: Superfície de resposta em 2D para os valores de Ângulo de Contato em função dos 

fatores Volume e Agitação. 

 

 

6 Conclusões 

 

● O aparato experimental desenvolvido possibilitou avaliar indiretamente o efeito 

do suprimento de oxigênio na produção de biossurfactante em frascos cônicos. 

 

● A variação da agitação e relação área superficial do meio e headspace pouco 

influenciaram a atividade tensoativa do biossurfactante produzido. 

 

● As melhores propriedades de tensão superficial (28,3 mN/m), índice de 

emulsificação (51%) para hexadecano e querosene, molhabilidade (ângulo de 

contato 39°), e estabilidade de espuma para surfactina, além de quantidade 

(DMC 0,4) foram alcançadas quando a produção foi conduzida com aeração, 

agitação de 150 rpm e 175 mL de meio. 

 

● O planejamento estatístico mostrou que há uma interação significativa entre 

valores menores de um fator e maiores de outro fator que se mostram mais 

adequados para diminuir o valor do ângulo de contato. 

 

Considerando que os dados não permitiram uma boa definição dos parâmetros, e a 

impossibilidade da adoção de valores maiores ou menores de volume de meio e 

agitação para condução dos ensaios em frascos cônicos em mesa agitadora, sugere-
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se a realização de ensaios utilizando planejamentos fatoriais que envolvam outros 

parâmetros de interesse e a adoção de planejamento que possibilitem a otimização 

do processo em função da produção de biossurfactante. Em seguida, sugere-se 

também a realização de ensaios em biorreatores de bancada. 
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