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RESUMO 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas que reduzem a tensão superficial e interfacial entre 

fases fluidas, conferindo detergência, emulsificação e dispersão de fases. A maioria dos 

surfactantes em uso industrial é derivada do petróleo; entretanto, o interesse por surfactantes 

microbiológicos tem aumentado devido à biodegradabilidade e toxicidade reduzida dessas 

biomoléculas. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a produção e a formulação 

comercial de um novo biossurfactante pela bactéria Bacillus invictae UCP1617. Inicialmente, a 

produção do biossurfactante foi realizada utilizando diferentes combinações de substratos 

alternativos (melaço de cana-de-açúcar e milhocina). Em seguida, um planejamento fatorial 

completo foi utilizado como ferramenta para otimização das variáveis agitação, temperatura e 

tamanho do inóculo em meio mineral contendo 1,5% milhocina. A melhor condição do 

planejamento obtida (agitação de 175 rpm a 28°C e 4% de inóculo) foi utilizada para o scale-up 

de produção do biossurfactante em biorreator de 50 L. A produção do biossurfactante no 

biorreator alcançou uma produtividade correspondente a 16,70 mg/L/h. A tensão superficial do 

meio foi reduzida de 69,50 para 30,20 mN/m após 72 horas de fermentação. O biossurfactante 

foi isolado e caracterizado estruturalmente como um glicolipídeo e sua CMC foi determinada 

como 900 mg/L para uma tensão superficial de 29,10 mN/m. O biossurfactante foi submetido a 

avaliação da estabilidade em diferentes condições ambientais, sendo capaz de formar 

emulsões estáveis de maior eficiência com óleo de motor (90,80%) e petróleo (99,00%). A 

formulação do biossurfactante para obtenção de um detergente eco-friendly foi conduzida com 

a adição de 0,2% do estabilizante hidroxietilcelulose (HEC), 5% de ácido graxo e 0,2% de 

sorbato de potássio e o produto comercial foi armazenado à 28ºC durante 90 dias. O 

biossurfactante formulado manteve a estabilidade de sua tensão superficial em vários pHs, 

temperaturas e concentrações de NaCl e apresentou ausência de toxicidade comprovada pelo 

crescimento das sementes dos vegetais repolho Coração-de-Boi (Brassica oleracea) e tomate 

cereja (Solanum lycopersicum), bem como pela sobrevivência do microcrustáceo Artemia 

salina. O biossurfactante formulado foi capaz de dispersar totalmente o óleo em água do mar. 

Ao ser colocado em solo argiloso contaminado com óleo de motor, o biossurfactante foi capaz 

de remover, em 24 horas, 99,21% do óleo contido no solo quando usado na sua CMC. O 

biossurfactante formulado removeu 98,42% do óleo aderido à superfície de vidro e foi capaz de 

remover 75,00% do composto hidrofóbico adsorvido à superfície porosa na sua CMC. Portanto, 

o biossurfactante comercial produzido por Bacillus invictae UCP1617 demonstra viabilidade de 

aplicação como aditivo biotecnológico ecofriendly para os processos de remedição que 

considerem a preservação e a redução dos impactos ambientais sobre os ecossistemas. 

Palavras-chave: biossurfactantes; Bacillus; substratos alternativos; milhocina, biorremediação; 

remoção de poluentes. 
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ABSTRACT 

Surfactants are amphipathic molecules that reduce surface and interfacial tension between fluid 

phases, providing detergency, emulsification and phase dispersion. Most surfactants in 

industrial use are derived from petroleum; however, interest in microbiological surfactants has 

increased due to the biodegradability and reduced toxicity of these biomolecules. Therefore, this 

work aimed to evaluate the production and commercial formulation of a new biosurfactant using 

the bacterium Bacillus invictae UCP1617. Initially, the production of the biosurfactant was 

carried out using different combinations of alternative substrates (sugar cane molasses and 

millet). Then, a complete factorial design was used as a tool to optimize the variables of 

agitation, temperature, and inoculum size in a mineral medium containing 1.5% corn steep 

liquor. The best planning condition obtained (agitation of 175 rpm at 28°C and 4% inoculum) 

was used to scale up biosurfactant production in a 50 L bioreactor. Biosurfactant production in 

the bioreactor reached a productivity corresponding to 16.70 mg/L/h. The surface tension of the 

medium was reduced from 69.50 to 30.20 mN/m after 72 hours of fermentation. The 

biosurfactant was isolated and structurally characterized as a glycolipid and its CMC was 

determined as 900 mg/L for a surface tension of 29.10 mN/m. The biosurfactant was subjected 

to stability evaluation under different environmental conditions, being able to form stable 

emulsions of greater efficiency with engine oil (90.80%) and petroleum (99.00%). The 

formulation of the biosurfactant to obtain an eco-friendly detergent was carried out with the 

addition of 0.2% of the stabilizer hydroxyethylcellulose (HEC), 5% fatty acid, and 0.2% 

potassium sorbate, and the commercial product was stored at 28ºC for 90 days. The formulated 

biosurfactant maintained the stability of its surface tension at various pHs, temperatures, and 

NaCl concentrations and presented an absence of toxicity proven by the growth of the seeds of 

the vegetable cabbage Coração-de-Boi (Brassica oleracea) and cherry tomato (Solanum 

lycopersicum), as well as the survival of the microcrustacean Artemia salina. The formulated 

biosurfactant was able to fully disperse the oil in seawater. When placed in clayey soil 

contaminated with engine oil, the biosurfactant was able to remove, in 24 hours, 99.21% of the 

oil contained in the soil when used in its CMC. The formulated biosurfactant removed 98.42% of 

the oil adhered to the glass surface and removed 75.00% of the hydrophobic compound 

adsorbed to the porous surface in its CMC. Therefore, the commercial biosurfactant produced 

by Bacillus invictae UCP1617 demonstrates the feasibility of application as an eco-friendly 

biotechnological additive for remediation processes that consider the preservation and reduction 

of environmental impacts on ecosystems. 

Keywords: biosurfactants; Bacillus; alternative substrates; corn steep liquor, bioremediation; 

pollutant removal. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com o contínuo desenvolvimento da industrialização mundial, a demanda por 

petróleo como fonte de energia também está em constante aumento. No entanto, 

derramamentos de óleo devido à exploração e transporte acontecem com frequência 

em todo o mundo. Como consequência, grandes quantidades de óleo já foram 

lançadas em solo e ao mar em derrames de petróleo, deixando efeitos devastadores 

sobre o ambiente, os quais são ainda maiores em virtude do potencial tóxico dos 

dispersantes químicos comumente utilizados na remediação desses derramamentos 

(Geetha et al., 2018; Silva et al., 2022). 

As plantas industriais movidas a óleo combustível, em especial, possuem 

problemas rotineiros de vazamentos acidentais, como também constituem fontes 

potenciais de poluição ambiental (Silva et al., 2024). No caso da contaminação dos 

motores por óleo lubrificante, a remoção da graxa aderida torna-se um desafio 

específico e bem distinto da contaminação gerada pelas borras oleosas, uma vez 

que os processos de limpeza requerem a aplicação direta de algum agente 

tensoativo ou solvente, gerando, na maioria dos casos, outros problemas ambientais 

causados pela toxicidade e acúmulo dessas substâncias (Rocha e Silva et al., 2019; 

Sarubbo et al., 2022).  

A tecnologia de tratamento biológico que utiliza microrganismos para 

degradação de poluentes hidrofóbicos, denominada biorremediação, apresenta a 

vantagens de ser uma tecnologia ambiental de baixo custo, podendo se tornar uma 

alternativa atrativa para solucionar os problemas relacionados à poluição por 

hidrocarbonetos (Almeida et al., 2016; Sarubbo et al., 2015). A biodisponibilidade de 

hidrocarbonetos de petróleo, entretanto, é limitada, uma vez eles são, na sua 

maioria, insolúveis em água. Alterações provocadas por agentes surfactantes, 

moléculas anfipáticas com capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial 

em fases fluidas, podem melhorar a mobilidade de óleo e, assim, aumentar a 

biodegradação de petróleo, acelerando o processo de remediação ambiental 

(Geetha et al., 2018). Esses agentes tensoativos também são usados na 

solubilização de óleos e graxas em ambientes industriais (Sarubbo et al., 2022).  

Portanto, a importância comercial dos surfactantes torna-se evidente a partir 

da tendência do mercado em aumentar a produção desses compostos em 

decorrência da diversidade de utilizações industriais. No mercado, há poucos 
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produtos capazes de remover com eficiência diversos tipos de petroderivados sem 

efeitos tóxicos secundários. Os dispersantes e detergentes que vêm sendo 

comumente utilizados pelas indústrias possuem alto grau de toxicidade, gerando 

resíduos nocivos ao meio ambiente (Farias et al., 2021; Silva et al., 2022). Nesse 

sentido, a aplicação de agentes tensoativos naturais, como os surfactantes 

microbianos, surge como solução atrativa e eficiente nos processos de limpeza de 

petroderivados (Farias et al., 2021). Os biossurfactantes são considerados 

ecológicos devido à alta biodegradabilidade e toxicidade reduzida. Apresentam, 

ainda, inúmeras vantagens sobre os surfactantes de origem química, como maior 

capacidade tensoativa, toxicidade reduzida, estabilidade frente a ampla faixa de pH 

e temperaturas elevadas, bem como resistência a elevadas concentrações salinas 

(Perfumo et al., 2018; Santos et al., 2016). 

O custo dos biossurfactantes microbianos variam de cerca de U.S. 10 $/mg 

para a Surfactina pura (98% de pureza), um lipopeptídeo bacteriano utilizado em 

pesquisas médicas, a U.S. 24 $/kg para fórmulas propostas no início da década de 

1980 para limpeza de tanques e/ou recuperação avançada de petróleo (Singh et al., 

2018). Estimativas realizadas na década passada situaram os custos dos 

biossurfactantes em U.S. 3-20 $/kg, enquanto o custo de produção de surfactantes 

sintéticos como etoxilatos e alquil-poliglicosídeos pelas indústrias químicas estão na 

faixa de U.S. 1-3 $/kg (Geetha et al., 2018; Karlapudi et al., 2021). Os custos de 

produção dessas biomoléculas, embora ainda seja um gargalo tecnológico, têm sido 

reduzidos através do uso de substratos alternativos, de métodos de purificação mais 

eficientes, da seleção de cepas microbianas eficientes e do uso ferramentas 

estatísticas para aumentar os rendimentos. 

O gênero Bacillus, em especial, tem sido investigado como produtor de 

biossurfactantes em diversos seguimentos industriais, destacando-se a indústria de 

petróleo. As espécies Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis produzem surfactantes 

de grande ação tensoativa (Rocha e Silva et al., 2020). A eficiência de produção de 

biossurfactantes por essas bactérias pode ser intensificada a partir de alterações na 

fonte de nutrientes para os micro-organismos utilizando resíduos industriais, dentre 

outros parâmetros, o que colabora para uma economia verde (Silva et al., 2022). 

Portanto, o presente projeto teve como objetivo produzir um biossurfactante a 

partir de Bacillus invictea UCP1617 para aplicação na descontaminação de 

ambientes marinhos e terrestres contaminados por óleo. O biossurfactante foi 
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utilizado como componente da formulação de um detergente sustentável, atóxico e 

de baixo custo, capaz de remover petroderivados em diferentes superfícies 

comumente encontradas no ambiente industrial.    

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Produzir e caracterizar o biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 para 

aplicação na formulação de um detergente sustentável, atóxico e de baixo custo 

capaz de remover petroderivados impregnados em solos, água e superfícies 

industriais.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a bactéria Bacillus invictae UCP1617 como produtora de 

biossurfactante.  

• Avaliar diferentes meios de cultivo formulados com resíduos industriais para a 

produção de biossurfactante.  

• Avaliar a influência das condições de cultivo na produção do biossurfactante 

utilizando um planejamento fatorial. 

• Realizar o scale-up de produção do biossurfactante em biorreator piloto. 

• Determinar as propriedades tensoativas e emulsificantes do biossurfactante 

selecionado. 

• Avaliar a estabilidade do biossurfactante em diferentes condições ambientais. 

• Caracterizar quimicamente e estruturalmente o biossurfactante. 

• Determinar a toxicidade do biossurfactante. 

• Formular o biossurfactante como aditivo de remediação. 

• Avaliar a capacidade de dispersão de petroderivado em água do mar pelo 

biossurfactante. 

• Simular experimentos de remediação de petroderivado pelo biossurfactante 

em solo contaminado. 

• Simular experimentos de remoção de petroderivado pelo biossurfactante em 

superfície porosa. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Biossurfactantes 

Detergentes ou surfactantes são compostos constituídos de moléculas 

anfipáticas que possuem grandes grupos hidrocarbônicos, os hidrofóbicos, que não 

têm afinidade pela água e são apolares, e um ou mais grupos hidrofílicos, que têm 

afinidade pela água e são polares, e possuem a propriedade de reduzir a tensão 

superficial. As partes não polares têm a capacidade de se dissolverem em gorduras 

e óleos e as partes polares se dissolvem em água. (Santos et al., 2016; Selva Filho 

et al., 2023). 

A molécula do surfactante possui uma extremidade apolar constituída por 

uma longa cadeia carbônica linear e outra com extremidade polar podendo ser 

iônico (catiônico ou aniônico), não iônico ou anfotérico, conforme demonstrado na 

Figura 1 (Farias et al., 2021). 

 

Figura 1 – Molécula do surfactante com uma cauda apolar e cabeça polar 

 

             Fonte: O autor, 2023. 

 

Os surfactantes, por serem substâncias que possuem moléculas anfifílicas, 

atuam na superfície dos líquidos reduzindo a sua tensão superficial, interferindo nas 

forças de coesão entre as moléculas da superfície deste líquido. À medida que o 

surfactante penetra e interage com o líquido, as forças de adesão entre as 

moléculas internas do líquido são alteradas, permitindo a formação de micelas (Silva 

et al., 2024). A natureza do líquido determinará se estas micelas formadas estarão 

com as cadeias hidrofóbicas agrupadas voltadas para dentro e com a parte 
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hidrofílica das moléculas voltadas para fora (micela normal), ou o inverso, formando 

as micelas reversas (Figura 2).  

 

Figura 2 – Formação dos tipos de micela de acordo com o líquido 

 

           Fonte: O autor, 2023. 

 

A saturação ocorrerá com a adição progressiva do surfactante ao líquido, até 

que seja atingida a menor tensão superficial com a formação da Concentração 

Micelar Crítica (CMC), que poderá ser determinada através de mudanças bruscas no 

comportamento de algumas de suas propriedades físicas em solução, tais como, 

espalhamento de luz, viscosidade, condutividade elétrica, tensão superficial, pressão 

osmótica e capacidade de solubilização de solutos. (Silva; Araújo, 2019). 

Os surfactantes podem ser de origem química, derivados do petróleo, e os de 

origem biológica, derivados da ação de micro-organismos e denominados de 

biossurfactantes. Os surfactantes químicos possuem uma grande variedade de 

aplicação em diferentes setores industriais, que por serem de origem química, 

apresentam características que os tornam nocivos ao meio ambientes, tais como 

baixa biodegradabilidade, alta toxicidade, bioacumulação e em corpos d’água podem 

provocar o fenômeno da eutrofização. Os surfactantes biológicos podem ter origem 

vegetal, extraídos de cascas, flores e frutos destes vegetais ou serem produzidos 

por micro-organismos. Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos, tais 

como bactérias, fungos e leveduras, utilizam como fonte de energia o carbono de 

constituintes de substratos diversos, gerando diferentes estruturas moleculares com 

diferentes propriedades emulsificantes (Farias et al., 2021). 
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Os biossurfactantes podem ser classificados em compostos de primeira e de 

segunda geração, onde os de primeira geração são os extraídos e purificados a 

partir de matérias-primas à base de plantas e animais e os de segunda geração são 

produzidos a partir de recursos renováveis através de síntese química e podem ser 

de baixo peso molecular ou de alto peso molecular (Farias et al., 2021). 

As vantagens dos biossurfactantes são de possuírem estabilidade em 

concentrações diversas de pH, temperatura e salinidade, baixa toxicidade, podem 

ser produzidos por uma grande diversidade de micro-organismos, serem 

biodegradáveis e permitirem a utilização de diferentes fontes de carbono como 

substrato (Sarubbo et al., 2022). 

 

3.2. Classificação 

Os biossurfactantes são classificados de acordo com sua estrutura molecular 

como glicolipídios, lipopeptídeos e lipoproteínas, ácidos graxos, lipídios neutros e 

fosfolipídios, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Sarubbo et al., 

2022). 

Grande parte dos biossurfactantes possui uma parte lipofílica formada por 

uma cadeia de hidrocarbonetos e ácidos graxos e uma outra parte hidrofílica 

formada por um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato, aminoácido ou 

carboidrato, e classificados por sua composição química, massa molar, propriedades 

físico-químicas, modo de ação e origem microbiana (Freitas, 2021).  

Os glicolipídeos, os lipoptídeos e as lipoproteínas possuem baixa massa 

molar, enquanto os ácidos graxos e fosfolipídeos, os biossurfactantes poliméricos e 

os biossurfactantes particulados, são de alta massa molar (Fenibo et al., 2019).  

O Quadro 1 abaixo apresentam os tipos de biossurfactantes conforme sua 

classificação por estruturas moleculares os micro-organismos que lhes dão origem. 

(Fernandes, 2006). 
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Quadro 1 - Principais classes de biossurfactantes produzidos por micro-organismos 

Tipo de biossurfactante  Micro-organismo 

Glicolipídeos 

Raminolipídeos  

Soforolipídeos 

Trealolipídeos 

 

Pseudomonas aeruginosa 

Torulopsis bombicola  

Mycobacterium sp. 

Lipopeptídeos e lipoproteínas 

Surfactina 

Iturina A 

Gramicidina 

Polimixina 

 

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 

Bacillus brevis 

Bacillus polymyxa 

Ácidos graxos e fosfolipídios 

Ácidos graxos  

Fosfolipídios 

 

Corynebacterium lepus  

Thiobacillus thioxidans 

Surfactantes poliméricos 

Emulsan 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

Surfactante particulados  

 

 

Acinetobacter calcoaceticus  

Cyanobacteria  

Pseudomonas marginalis 

   Fonte: Fernandes (2006). 

 

3.2.1. Glicolipídeos 

Os glicolipídeos são compostos com uma ou mais unidades 

monossacarídicas, unidas através de ligações glicosídicas a uma molécula 

hidrofóbica. Dentre os glicolipídeos, os raminolipídios, sofrolipídeos e os o 

trehalolipídios, lipídios manosileritritol são os glicolipídios mais conhecidos (Eras-

Muñoz et al., 2022; Santos et al., 2016). 

Os raminolipídeos são moléculas anfifílicas compostas de uma parte 

hidrofóbica de ácidos graxos (ácido alifático hidroxilado ou não hidroxilado) e uma 

porção hidrofílica com uma ou duas raminoses e são produzidos pela bactéria 

Pseudomonas aeruginosa durante seu crescimento celular. Dentre os quatro tipos 

mais comuns produzidos por estes micro-organismos destacam-se os L-raminosil-β-

hidroxidecanoil-βhidroxidecanoato e L-raminosil-L-raminosil-β-hidroxidecanoil-β-

hidroxidecanoato (Araújo et al., 2016; Oliveira, 2018; Selva Filho et al., 2023). 
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Os soforolipídeos são moléculas compostos por um dissacarídeo soforose 

(2´-O-β-Dglicopiranosil-1-β-D-glicopiranose) e uma cauda apolar de ácido graxo de 

16 ou 18 carbonos, unidos por uma por ligação β-glicosídica. (Costa et al., 2021). 

Os soforolipídios são metabólicos secundários produzidos pela levedura do 

gênero Candida não patogênica, tais como Starmerella, Rhodotorula, Cryptococcus, 

Cyberlindnera, Pichia, Torulopsis, Wickerhamiella (Afonso et al., 2020), a partir de 

açúcares e lipídeos, e secretados para o meio extracelular como uma mistura de 

compostos de estruturas químicas relacionadas (Santos et al., 2016). A parte polar é 

composta de soforose por lactonização ou acetilação e a parte apolar é uma cadeia 

de ácido graxo de comprimento variável (Selva Filho et al., 2023). 

Os Trehalolipídeos são moléculas associados com diversas espécies dos 

géneros Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia e Gordonia (Pele, 

2017). Sua estrutura possui a trealose, que é formada por duas unidades de glicose, 

possuem baixa toxicidade e propriedades versáteis. (Sanches, 2016; Selva Filho et 

al., 2023).  

 

3.2.2. Lipopeptídeos e lipoproteínas 

Os lipopeptídeos constituem uma classe de biossurfactantes bastante 

variada, tanto por suas estruturas, quanto pelos micro-organismos produtores, 

onde o gênero Bacillus se destaca por ser o responsável pela produção de 

grande parte dos lipopeptídeos conhecidos atualmente (Lima, 2013). Os 

lipopetídeos são formados por peptídeos hidrofílicos ligados a um ácido graxo 

hidrofóbico com diferentes comprimentos de cadeia. Entre os biossurfactantes 

produzidos, estão a surfactina, a iturina, a gramicidina e a polimixina. A 

surfactina e a iturina tipo A são ambas produzidas pelo Bacillus subtillis e a 

gramicidina e a polimixina são produzidas pelos Bacillus brevis e Bacillus 

polymyxa, respectivamente e por terem atividade antibacteriana são capazes de 

solubilizar enzimas de membrana (Eraz-Munõz et al., 2022; Larini et al., 2017). 

A surfactina é produzida por várias cepas de Bacillus subtilis e sua estrutura 

geral é formada por um aminoácido graxo ligado ao anel lactona (Ribeiro et al., 

2020). A surfactina é um lipopeptídeo cíclico, constituído por sete aminoácidos 

cuja cauda hidrofóbica é formada por 13 a 15 carbonos de cadeia longa, 

havendo três tipos de surfactina conforme sequências destes aminoácidos (a 
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surfactina-A tem a L-leucina, a surfactina-B tem a L-valina e a surfactina-C tem a 

L-isoleucina) (Drakontis; Amin, 2020). 

A itaurina é um heptapeptídeo ciclizado por ligação amida (Pathak, et al. 

2014), formando um anel lactama ligados a uma cadeia de ácido graxo β-amino 

de 14 a 17 carbonos (Silva et al., 2021) produzida por diversas linhagens de 

Bacillus subtilis, de baixa massa molar, contendo aminoácidos graxos, ligada por 

ponte amida a um resíduo de aminoácido no anel lactona (Fernandes, 2006). A 

itaurina apresenta uma sequência de aminoácidos ligados a um ácido graxo beta-

aminado como componente lipofílico, com cadeias carbônicas que variam de 13 a 

17 átomos de carbono (Bugay, 2009; Moro, 2018). 

A gramicidina, produzida pelo Bacillus brevis, é um peptídeo hidrofóbico 

constituído de quinze aminoácidos intitulado de gramacidina D e um outro com 

dez chamado de gramicidina S, embora existam outros tipos com número de 

aminoácidos diferentes na cadeia (Solano, 2008). 

A polimixina, produzida pelo Bacillus polymyxa, tem como estrutura básica 

um heptapeptídeo cíclico com uma cadeia lateral tripeptídeo acilada por um ácido 

graxo no terminal amino (Choi et al., 2009). A polixina é formada por uma 

classe quimicamente multiforme com cinco porções químicas diferentes, 

intituladas de Polimixina A, B, C, D e E, com uma estrutura peptídica básica 

simples (Lahiry et al., 2017). 

 

3.2.3. Ácidos graxos, fosfolipídios e lipídios neutros  

Ácidos graxos e fosfolipídeos são produzidos por várias espécies de 

bactérias e leveduras utilizando n-alcanos como fonte de carbono (Maia Neto, 

2021) e são constituídos de ácidos graxos, ou formados de uma parte lipídica 

ligadas a grupos fosfato (Da Silva Marinho et al., 2022). 

Diferentes bactérias e leveduras produzem grandes quantidades de 

surfactantes do tipo ácidos graxos e fosfolipídios durante o crescimento em n-

alcanos (Santos et al., 2016). Os ácidos graxos, fosfolipídios e lipídeos neutros 

pertencem a uma classe de baixa massa molar (Lima, 2017). Ácidos graxos 

podem ser produzidos a partir de bactérias do tipo Candida sp., Corynebacterium 

sp., Micrococcus sp., Acinetobacter sp., e os fosfolipídios são derivados da 

Thiobacillus thioxidans (Da Silva Marinho et al., 2022). 
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3.2.4. Biossurfactantes poliméricos 

Vários grupos químicos compõem os biossurfactantes poliméricos; dentre 

estes se destaca o emulsan, onde os ácidos graxos estão ligados a um 

heteropolissacarídeo (Woods Jr., 2004). Fazem parte deste grupo, além do emulsan, 

o biodispersan produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus, e o liposan, 

obtido a partir da levedura Candida lipolytica (Silva; Nitschke, 2017).  

 

3.2.5. Biossurfactantes particulados 

Os biossurfactante particulados são de alta massa molar e formam uma 

microemulsão que exerce uma influência na absorção de alcanos em células 

microbianas. São compostos essenciais para a absorção de alcanos pela célula 

microbiana, tendo como constituinte as vesículas e células microbianas como da 

membrana extracelular de Acinetobacter sp., que podem captar alcanos para a 

célula microbiana com elevada atividade surfactante (Lima, 2017).  

Os biossurfactantes particulados apresentam elevada hidrofobicidade 

superficial e têm como exemplo bactérias degradadoras de hidrocarbonetos 

Serratia spp., Cyanobacteria spp. e Staphylococcus aureus (Moro, 2018). 

A Figura 3 ilustra as estruturas de alguns dos biossurfactantes mais 

estudados.  
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Figura 3 – Estruturas químicas de alguns biossurfactantes: (a) Raminolipídeo, (b) 

Soforolipídeo, (c) Lipideos Manosileritritol (MEL), (d) Trealose lipídeos, (e) Surfactina e (f) 

Emulsan. 

 

 

3.3. Propriedades 

Embora haja diferenças entre as biomoléculas surfactantes, elas geram 

biossurfactantes com características comuns relacionadas à estrutura química, 

metabolismo celular, substrato, pH e força iônica dentre outras. As propriedades 

que representam vantagens entre os biossurfactantes sobre os de origem 

convencional são as atividades superficial e interfacial, tolerância a temperatura, 

pH e força iônica, biodegrabilidade, baixa toxicidade, especificidade, 

biocompatibilidade e biodigestabilidade e formação de emulsão, como será 

discutido a seguir, tornando-os capazes de solubilizar substratos hidrofóbicos tais 

como hidrocarbonetos, lipídios, óleos e antibióticos (Eras-Muñoz et al., 2022; 

Nitschke; Pastore, 2002). 

 

3.3.1. Atividade superficial e interfacial  

Os biossurfactantes produzem menor tensão superficial em menores 

concentrações. (Rocha, 2017). A CMC dos biossurfactantes, que é a medida de 

sua eficiência, varia entre 1 mg/L e 2000 mg/L, enquanto a tensão interfacial entre 

o óleo e a água varia entre 1 mN/m e 30 mN/m, respectivamente (Santos et al., 

2016). 

 



Barata, M.I.C. Produção de biossurfactante por Bacillus invictae....     28 
 

 

 

3.3.2. Tolerância para temperatura, pH e força iônica  

Os biossurfactantes apresentam propriedades emulsificantes e tensoativas 

estáveis e eficientes frente às variações de pH, temperatura e concentração 

salina; entretanto, sua eficiência é reduzida em valores de pH inferiores a 4 

(Santos et al., 2015). Embora os valores de pH do meio afetam fortemente a 

produção de muitos metabólitos secundários enzimáticos, os biossulfactantes 

mantêm sua habilidade de emulsificação tanto em pH ácidos como em básicos, 

pois em diferentes concentrações de NaCl se apresentaram estáveis em valores 

de pH entre 6 e 8, em concentrações de NaCl de até 10% (m/v) e em 

temperaturas de até 121°C (Banat et al., 2021; Felix, 2012). 

 

3.3.3. Biodegradabilidade 

Os biossurfactantes são facilmente degradados na água e no solo nos 

processos de biorremediação, onde a degradação de hidrocarbonetos por 

micróbios presentes no ambiente contaminado é o principal método para remover 

poluentes de hidrocarbonetos do solo. Outra forma é adicionando ao solo micro-

organismos produtores de surfactante (Banat et al., 2000). 

 

3.3.4. Toxicidade reduzida 

Os biossurfactantes possuem baixa toxicidade, permitindo seu uso em 

alimentos, cosméticos e produtos farmacêuticos, pois são sintetizados a partir de 

substratos renováveis e apresentam grande variação química e características 

estruturais e propriedades físicas distintas e são altamente biodegradáveis (Araujo 

et al., 2013; Felipe; Dias, 2017). 

 

3.3.5. Especificidade 

Os biossurfactantes podem ser utilizados em diversas aplicações, 

apresentando especificidade para cada situação, sendo assim usados como 

agente antifúngico, antiviral, biofungicida, além de serem usados em aplicações 

alimentares específicas, farmacêuticas e cosméticas, como mencionado 

anteriormente (Felipe; Dias, 2017; Nitschke; Pastor, 2002). 
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3.3.6. Biocompatibilidade e digestibilidade 

Os biossurfactantes possuem características próprias, originando produtos 

de grande interesse tecnológico por sua elevada biodegradabilidade, 

biocompatibilidade e digestibilidade, permitindo seu emprego em diferentes 

indústrias, principalmente a alimentícia, farmacêutica e de cosméticos (Alves et 

al., 2017; Santos et al., 2016). 

 

3.3.7. Formação de emulsão 

A emulsão consiste em um sistema heterogêneo, contendo ao menos um 

líquido imiscível (fase interna descontínua) disperso em outro (fase externa 

contínua) em forma de pequenas gotas, com o diâmetro que, em geral, excede 0,1 

µm. Os biossurfactantes podem atuar como emulsificantes ou desemulsificantes, 

estabilizando ou desestabilizando sistemas de emulsões (Santos et al., 2016). 

 

3.4. Fatores que afetam a produção de biossurfactantes 

Diversos fatores podem alterar a produção e o tipo dos biossurfactantes 

produzidos, pois o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos dependem 

de fatores físicos, químicos e nutricionais.  

Os fatores ambientais que afetam a produção de biossurfactantes são pH, 

temperatura, umidade, atividade de água, oxigênio dissolvido, nutrientes, fontes de 

carbono e energia, a disponibilidade de receptores de elétrons e a presença de 

cometabólitos (Sarubbo et al., 2022). 

 

3.4.1. Fontes de carbono  

Fontes de carbono diversas são empregadas na produção de 

biossurfactantes, tais como malte, melaço, gordura animal, óleos vegetais, óleos 

vegetais residuais (óleos pós fritura), derivados de petróleo, produtos derivados de 

laticínios, entre outras (Sarubbo et al., 2022). 

As fontes de carbono usadas na produção de biossurfactantes podem ser 

solúveis em água, como os açúcares, tendo seu efeito produtor de biossurfactantes 

potencializado com o acréscimo de substratos hidrofóbicos como elementos 

constituintes do meio de cultura, porque os substratos hidrofílicos são utilizados 

primeiramente pelo micro-organismo para seu metabolismo celular e para a síntese 

da porção polar da molécula de biossurfactante, enquanto os substratos hidrofóbicos 
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são utilizados exclusivamente para a produção da porção hidrocarbônica do 

biossurfactante (Fontes, 2008; Rocha e Silva et al., 2017). 

 

3.4.2. Fontes de nitrogênio 

As fontes de nitrogênio disponíveis no meio de cultura têm forte influência na 

quantidade e na qualidade dos biossurfatantes produzidos pelos micro-organismos, 

por se tratar de um elemento essencial para o crescimento celular e à produção de 

proteínas e enzimas (Santiago, 2019). 

Nos processos fermentativos, a relação C/N afeta o acúmulo de metabólitos, 

onde concentrações reduzidas de nitrogênio limitam o crescimento de bactérias e 

direcionam o metabolismo celular para a produção de metabólitos, enquanto níveis 

elevados de nitrogênio direcionam o substrato à síntese de material celular, 

limitando relativamente o acúmulo de produtos (Santos et al., 2016).  

Existem fontes variadas de nitrogênio a serem empregadas. Extrato de 

levedura, sulfato de amônio, nitrato de amônio, peptona, nitrato de sódio, extratos de 

malte e de carne têm sido utilizados para a produção de biossurfactantes (Santiago, 

2019). 

 

3.4.3. Fontes de sais minerais 

Além das fontes nutricionais como carbono e nitrogênio, outros fatores podem 

afetar a produção dos biossurfactantes, tais como os sais minerais.  

A composição de outros nutrientes ao meio de cultura, como fósforo, ferro, 

manganês e magnésio também contribuem para a síntese dos biossurfactantes. 

Dentre estes, destacam-se elementos como boro, cálcio, cobre, cobalto, ferro, 

manganês, molibdênio e zinco em suas formas catiônicas (K+2, Ca+2, Mn+2, Fe+2, 

Co+2, Cu+2, Zn+2, B+3, Mo+6) (Fontes et al., 2008).  

O ferro atua na atividade de algumas enzimas e na respiração celular; o 

manganês atua como substituto do ferro na cadeia respiratória de alguns micro-

organismos e como ativador enzimático; o cobalto participa da síntese das 

desoxirriboses, constituintes do DNA; o zinco é um metal traço associado à 

replicação do material genético; o cobre atua no crescimento e manutenção 

microbiana; o boro atua como indutor próprio na comunicação célula-célula em 

bactérias; o molibdênio atua como estabilizador dos ribossomos, membranas e 

ácidos nucleicos; o cálcio tem importância na integridade e estrutura das 
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membranas celulares; o potássio é necessário para a atividade de diversas enzimas 

(Santiago, 2019). 

 

3.4.4. Condições de crescimento  

Além das condições nutricionais, os fatores ambientais físicos afetam a 

produção e desenvolvimento de micro-organismos produtores de biossurfactantes 

(Sarubbo et al., 2022).  

A umidade é considerada o fator ambiental mais importante na produção dos 

micro-organismos, pois ocorre apenas mediante a disponibilidade adequada de água 

(Wetler-Tonini et al., 2010). 

A temperatura é um fator físico importante porque pequenas variações podem 

afetar o consumo de substrato pelo micro-organismo, sua atividade metabólica e a 

consequente produção dos biossurfactantes. Baixas temperaturas diminuem a 

fluidez do meio e aumentando sua viscosidade, afetando a permeabilidade da 

membrana celular e o metabolismo microbiano. Altas temperaturas estão associadas 

às atividades enzimáticas mais altas e taxas de biodegradação mais rápidas e 

podem provocar efeitos tóxicos dependendo do meio de cultura usado. A 

temperatura mais favorável para a produção do biossurfactantes por diferentes 

fungos é de 30ºC (Sarubbo et al., 2022). Temperaturas altas podem desnaturar 

proteínas, enzimas e ácidos nucleicos (Gonçalves, 2022). 

O pH é um fator químico que tem relação direta com a solubilidade dos 

nutrientes e respectiva atividade microbiana. A permeabilidade celular é afetada 

diretamente pelo pH do meio porque este interage diretamente na atividade 

microbiana devido aos efeitos dos íons H+, como também na atividade enzimática, e, 

indiretamente, na disponibilidade de nutrientes e na solubilidade do alumínio e 

demais metais pesados, que podem ser tóxicos aos micro-organismos, afetando 

suas condições de crescimento (Wetler-Tonini et al., 2010). Estudos demonstram 

que uma ótima faixa de pH para a geração de compostos biossurfactantes varia 

entre 5,7 e 7,8 (Sarubbo et al., 2022). 

 

3.5. Resíduos industriais utilizados na produção de biossurfactantes 

Os micro-organismos usam uma enorme gama de subprodutos como fonte de 

carbono e de energia para seu crescimento. As indústrias produzem diariamente 

subprodutos tais como derivados da indústria de petróleo, resíduos de amido, 
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resíduos de destilaria de óleos e produtos lácteos, melaço de cana, dentre outros, 

que podem ser usados como nutrientes para o desenvolvimento de bactérias, 

leveduras e fungos (Sarubbo et al., 2022). 

Dentre estes salientam-se os óleos vegetais, efluentes oleosos, efluentes 

amiláceos, gordura animal, gordura vegetais, resíduos de óleo de cozinha vegetal, 

sabão, melaço, resíduos laticínios (soro de leite), milhocina, água residual de farinha 

de mandioca e resíduos da destilaria de óleo e glicerol (Santos et al., 2016). Dentre 

estes resíduos, a milhocina, subproduto da produção de beneficiamento do milho, se 

destaca. 

 

3.5.1. Milhocina  

A milhocina é um substrato de origem agroindustrial produzido a partir da 

umidificação da farinha de milho, cuja composição é de carboidratos e aminoácidos 

livres, proteínas, ácidos orgânicos, vitaminas, sais minerais (magnésio, fósforo, 

cálcio, potássio, cloreto, sódio, enxofre), fosfato de mio-inositol. (Freitas et al., 2022; 

Pele, 2017). 

A Tabela 1 mostra que a composição da milhocina varia de acordo com a sua 

origem, apresenta um alto valor proteico e é utilizada na composição de tônicos, em 

injeções endovenosas e enriquecimento com dextrose para transfusões (Lima et al., 

2011). 

 

Tabela 1 - Composição química de milhocina 

Componentes Concentração % 

Milhocina em Base Seca 50,7 

pH 3,9 

Proteína 40,8 (Base Seca) 

Ácido Láctico 16,0 (Base Seca) 

Açúcares Redutores 12,8 (Base Seca) 

Compostos Variados 30,4 (Base Seca) 

Fonte: Lima et al., (2011); Silva, (2019). 

 

A milhocina é composta de 21% a 45% de proteínas, 20% a 26% de ácido 

lático, 8% de cinzas (contendo Ca²+, Mg²+, K+, etc.), 3% de carboidratos e baixo 

teor de gordura (0,9% - 1,2%) (Santos et al., 2016). É uma excelente fonte de 
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aminoácidos, vitaminas e minerais (cálcio, cobre, manganês, ferro, magnésio, 

potássio, sódio, fósforo, selênio, zinco e enxofre) para os micro-organismos. 

(Gomes, 2013). 

 

3.6. Aplicações ambientais e industriais dos biossurfactantes 

O uso de biossurfactantes está diretamente ligado às suas propriedades e 

natureza química. Uma vez que os surfactantes têm um caráter de fase versátil e 

possuem diversas estruturas coloidais, encontram aplicação em muitos processos 

industriais, especialmente onde é necessária a modificação da atividade da interface 

ou para a estabilidade dos sistemas coloidais (Ribeiro et al., 2020). 

Os biossurfactantes têm uma ampla gama de aplicações biotecnológicas em 

petróleo, alimentos, bebidas, cosméticos, detergentes, têxteis, tintas, mineração, 

celulose, indústrias farmacêuticas e em novas aplicações, como a nanotecnologia 

(Fenibo et al., 2019). Sendo assim, o emprego dos biossurfactantes nos processos 

de limpeza e remoção de oleosidade têm melhor desempenho naqueles 

classificados como aniônicos e nos processos de emulsificação de produtos para a 

pele; os biossurfactantes não iônicos possuem melhor desempenho em detergentes 

de baixa temperatura, apresentando eficiências de degradação de petróleo bruto de 

88%, 92% e 97% (Eras-Muñoz et al., 2022; Selva Filho et al., 2023). 

Atualmente, o mercado principal para os biossurfactantes é a indústria do 

petróleo, onde esses compostos podem ser utilizados na limpeza de derramamento 

de óleos, na remoção de resíduos de óleo de armazenamento de tanques, na 

recuperação de petróleo e na biorremediação de solos e da água (Drakontis; Amin, 

2020; Mohanty et al., 2021; Sarubbo et al., 2022).  

 

3.6.1. Biorremediação 

Define-se biorremediação como o emprego de processos biológicos para 

degradar, transformar e/ou remover contaminantes ambientais da água e do solo, 

através de processos usando-se micro-organismos tais como bactérias, leveduras e 

fungos que utilizam estes contaminantes como fontes de carbono e energia, sendo 

capazes de elaborar biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares (Zahed 

et al., 2022). 

A biorremediação pode ser realizada através de dois processos, em que o 

micro-organismo degrada diretamente o contaminante através de seu metabolismo 
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no próprio local contaminado e indiretamente através da administração do 

biossurfactante modificando as propriedades físico-químicas e facilitar a 

recuperação do contaminante, que pode ser aplicado sozinho ou em combinação 

com outros compostos (Banat et al., 2021; Eras-Muñoz et al., 2022). 

Uma vez que os micro-organismos podem produzir biossurfactantes a partir 

de diferentes substratos, a biorremediação pode ser usada em tratamentos de 

diferentes resíduos, que agem removendo o contaminante do meio através do 

processo de adsorção na sua superfície (Arruda, 2015). 

Enquanto a biorremediação é um método eficaz e ambientalmente amigável, 

o tempo e os custos envolvidos tornam este processo inviável para o tratamento de 

grandes quantidades de resíduos (Carlos, 2019). Assim, a utilização de 

biossurfactantes, surge como uma alternativa segura para melhorar a solubilidade 

dos compostos hidrofóbicos, permitindo a dessorção e solubilização de 

hidrocarbonetos e facilitando a assimilação destes compostos por células 

microbianas (Rocha e Silva et al., 2019).  

A biodegradação de hidrocarbonetos por biossurfactantes ocorre através de 

dois mecanismos. O primeiro ocorre através do aumento da disponibilidade dos 

substratos hidrofóbicos aos micro-organismos através da redução da tensão 

superficial do meio ao redor da bactéria e da redução da tensão interfacial entre a 

parede celular e as moléculas de hidrocarboneto. O outro mecanismo envolve a 

interação entre o biossurfactante e a superfície celular, promovendo modificações na 

membrana e facilitando a aderência do hidrocarboneto à membrana. Assim, os 

biossurfactantes impedem a formação de pontes de hidrogênio e permitem a 

ocorrência de interações hidrofílicas-hidrofóbicas, as quais provocam a 

reorganização das moléculas e reduzem a tensão superficial do líquido, aumentando 

a área superficial, promovendo a biodisponibilidade e a consequente 

biodegradabilidade (Sarubbo et al., 2022). Em baixas concentrações iniciais de 

introdução do biossurfactante na água e no solo, ocorre uma melhor eficiência de 

biodegradação dos contaminantes derivados do petróleo (Selva Filho et al., 2023). 

 

3.6.2. Recuperação avançada de petróleo  

A aplicação de biossurfactantes na recuperação avançada de óleo (EOR) se 

destaca, uma vez que essas biomoléculas atuam na emulsificação e 

desemulsificação de óleos pesados através da redução da tensão interfacial, da 
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umidificação de superfícies sólidas, da dissolução de óleos, espalhamento, formação 

de espumas e a inibição de corrosão de equipamentos (Eras-Muñoz et al., 2022). 

As estratégias adotadas nos métodos de recuperação de petróleo podem ser 

divididas em primária, secundária e terciária. A estratégia primária de recuperação 

de petróleo durante a extração do petróleo bruto pode ser realizada usando-se a 

própria pressão natural dos reservatórios para conduzir óleo e gás para poços de 

produção; entretanto, à medida que ocorre a redução desta pressão interna destes 

reservatórios se faz necessária a adoção de métodos que forneçam energia 

adicional para remover o óleo residual (Fenibo et al., 2019).  

A estratégia de recuperação secundária é usada quando a pressão do 

reservatório se torna insuficiente devido aos efeitos de descompressão dos fluidos 

no reservatório, das forças capilares, das forças gravitacionais e do aumento da 

viscosidade, sendo necessário o emprego de pressão induzida (Rocha e Silva et al., 

2019). 

A recuperação de petróleo pelos métodos primário e secundário fica em torno 

de 40%, deixando 60% do óleo original retido no reservatório. A recuperação 

terciária ou avançada é empregada quando os métodos secundários não são mais 

suficientes para promover a recuperação do petróleo, embora a extração ainda seja 

rentável (Santiago, 2019). As técnicas avançadas de recuperação de petróleo 

podem aumentar o rendimento de recuperação de óleo através de métodos 

miscíveis, térmicos e químicos com a injeção de gases, polímeros sintéticos e 

surfactantes. A técnica não térmica usa métodos biológicos, sendo denominada de 

recuperação avançada de petróleo microbiana (MEOR) (Zahed et al., 2022). 

A MEOR é uma técnica de recuperação de óleo em que micro-organismos ou 

seus produtos metabólicos são usados para recuperar óleo residual e é empregada 

em duas abordagens diferentes: ex situ ou in situ. A técnica in situ consiste na 

injeção de micro-organismos produtores de surfactantes e nutrientes no reservatório 

e a técnica ex situ consiste na produção externa de biossurfactantes e posterior 

injeção no reservatório (Fenibo et al., 2019). 

Quanto maior a quantidade de micro-organismos produtores de 

biossurfactantes injetados no reservatório mais rápido e eficiente será o processo de 

biorremediação pois atuam reduzindo a pressão hidrostática, a viscosidade do óleo 

e a tensão nas interfaces óleo/rocha e óleo/água (Da Silva Marinho et al., 2022; 

Santos, 2019). 
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3.6.3. Remoção de petroderivados em ambiente marinho 

Os processos de extração em ambiente marinho do petróleo bruto e seu 

transporte através de navios petroleiros e dutos, podem envolver problemas graves 

de contaminação das águas oceânicas causando grandes impactos ambientais 

(Silva et al., 2022). 

As causas de derramamento de petróleo nos oceanos envolvem diversas 

fontes, que vão desde defeitos nos navios-petroleiros até naufrágios, vazamentos 

nas plataformas de petróleo e de poços, rompimentos de dutos submarinos 

causados por corrosões ou trincas, lançamento no mar de água utilizada para lavar 

reservatórios que contenham petróleo (Silva et al., 2022). 

Quando ocorre um derramamento de óleo no mar, podem ocorrer vários 

processos físico-químicos em função de fatores diversos, tais como, formação de um 

filme na superfície aquática que impede a oxigenação da água, causando a morte de 

espécies da fauna e flora marinhas; evaporação de parte do petróleo em função da 

temperatura, emulsificação do óleo com a água do mar, espalhamento, dissolução, 

dispersão, fotoxidação sedimentação e biodegradação (Arruda, 2015). Este óleo 

pode, através do movimento de marés e ação dos ventos, contaminar ecossistemas 

diversos.  

A remoção destes poluentes xenobióticos envolve o uso de dispersantes e 

absorventes, contenção do óleo através de barreiras flutuantes, bombeamento a 

vácuo, jateamento com água a diferentes pressões até queima in situ deste material 

combustível sobrenadante (Zahed et al., 2022). 

Os biossurfactantes podem agir como dispersantes para a remoção de 

petroderivados do ambiente marinho, não poluindo o ambiente como os surfactantes 

sintéticos que constituem as fórmulas dos dispersantes (Eras-Muñoz et al., 2022).  

 

3.6.4. Inibidores de corrosão metálica  

Os equipamentos usados na indústria do petróleo e gás, por serem 

confeccionados em aço-carbono e aços de baixa liga, são vulneráveis à corrosão 

devido às condições de elevadas temperaturas e pressões e aos gases corrosivos 

dissolvidos em meio salino (Ribeiro, 2020). A corrosão é um processo de 

deterioração de um material causado por ação química ou eletroquímica do meio, 

que começa com a adsorção de prótons em superfícies metálicas, seguida por um 
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choque eletroquímico irreversível. Em meio aquoso, os cátions metálicos podem se 

dissolver ou reagir com ânions como enxofre, expondo assim superfície mais 

metálica para ataques subsequentes (Da Silva, 2017; Kanicky et al., 2001). 

A corrosão destes materiais pode ser controlada com o uso de inibidores 

de corrosão, que são substâncias químicas que reduzem a taxa de corrosão do 

metal e podem ser produtos químicos inorgânicos, surfactantes ou inibidores de 

componentes mistos (Almeida et al., 2016). Entretanto, o uso dessas 

substâncias pode causar riscos para a saúde humana e ambiental.  

A biocorrosão microbiana em campos de petróleo em ambientes marinhos 

pode ser causada por Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), que criam um biofilme 

constituído por várias células bacterianas, Substâncias Poliméricas Extracelulares 

(EPS) e produtos de corrosão (Faciolly et al., 2022).  

A acidificação e a Corrosão Microbiologicamente Influenciada (CMI) são os 

principais problemas associados às BRS dentro da indústria de petróleo pelo 

acúmulo de gás sulfídrico (Lima, 2017). Para o controle da CMI, vários métodos 

podem ser empregados, tais como limpeza mecânica, proteção catódica, biocidas e 

inibição microbiana da corrosão (Farias, 2016).  

Uma alternativa aos tratamentos convencionais é o emprego de 

biossurfactantes para substituir os surfactantes sintéticos (Araújo et al., 2016). Os 

surfactantes formam um filme na superfície do metal, onde o grupo hidrofílico 

destas moléculas interagem com a superfície metálica e outros íons O2 e H+ 

além da água, evitando a corrosão (Araújo et al., 2013; Ribeiro et al., 2020). 

 

3.6.5. Agentes desemulsificantes  

Durante o processo de extração do petróleo, à medida que a pressão dos 

reservatórios diminui a água move-se para o interior destes, formando emulsões que 

podem ser muito estáveis devido à presença de compostos com características 

polares como asfaltenos e resinas, que atuam como emulsificantes naturais e 

formam filmes resistentes na interface petróleo/água (Rocha e Silva et al., 2019). 

Para a quebra destas emulsões podem ser usados processos físicos, tais como 

separação térmica, mecânica, elétrica e química ou produtos químicos como 

desemulsificantes, que são compostos de um ou mais agentes tensoativos 

derivados de ácidos graxos, glicóis e alquilfenóis dispersos em um sistema de 

solvente (Junqueira et al., 2018). Estes tensoativos químicos têm efeitos 
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contaminantes em organismos marinhos e não são biodegradáveis. Sendo assim, os 

biossurfactantes, por possuírem propriedades favoráveis tais como atividades 

superficial e interfacial, biodegrabilidade e baixa toxicidade, são mais favoráveis e 

eficientes neste tipo de aplicação (Rocha e Silva et al., 2017). 

 

3.6.6. Remoção de metais pesados 

A contaminação do solo caracteriza-se pela presença de substâncias, micro-

organismos ou organismos, que não fazem parte da sua composição geológica ou 

que se encontram presentes em menores concentrações ou quantidades no solo ou 

nos sedimentos. Embora haja a capacidade de autorecuperação do solo, quando a 

acumulação de contaminantes é excessiva, o dano pode ser irreversível, pois os 

metais não são biodegradáveis (Eras-Muñoz et al., 2022; Sarubbo et al., 2015). 

Os integrantes do grupo de metais e metalóides contaminantes incluem os 

metais cobre, chumbo, cádmio, níquel, mercúrio, cromo, zinco, cobalto, selênio, 

molibdênio, urânio, tálio, vanádio, berílio, prata e os metalóides arsênio, antimônio e 

boro (Caralinda, 2022). 

Entre as atividades antropogências que estão diretamente ligadas à 

contaminação por metais pesados, estão a mineração, fundição, indústrias 

eletrônicas, têxteis e petroquímicas, consumo de combustíveis fósseis e agricultura 

(Fernandes; Silva, 2021). Estes metais pesados podem ser dispersados por arraste 

de sedimentos, lixiviação em águas superficiais, infiltração em águas subterrâneas, 

dispersão por ventos, acumulando-se na cadeia alimentar, podendo ser removidos 

por processos diversos como encapsulamento, lavagem do solo, extração eletro-

cinética, estabilização, solidificação, vitrificação, fitorremediação e biorremediação 

(Fernandes; Silva, 2021).  

Os metais pesados podem ser removidos do solo através de sua 

complexação associada a um tensoativo ou por troca iônica (Rocha Júnior et al., 

2019). Os mecanismos para a remoção de metais pesados por biossurfactantes são 

os de troca iônica, precipitação-dissolução e ligação contra-íon (Corrêa et al., 2015). 

Os biossurfactantes aniônicos, por possuírem carga eletrônica negativa, se ligam 

ionicamente ao metal que possui carga positiva, enquanto os biossurfactantes 

catiônicos podem substituir íons metálicos de carga semelhante por meio de troca 

iônica, diminuindo a toxicidade de metais pesados e promovendo a atividade 

microbiana no solo, pois facilitaram a solubilização, dispersão e sorção de metais e 
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permitiram o reaproveitamento dos solos tratados (Eras-Muñoz et al., 2022; Santos 

et al., 2016). 

Vários micro-organismos já foram usados para a produção de 

biossurfactantes para a remoção de metais pesados, devido às suas características 

intrínsecas tais como biodegradabilidade, baixa toxicidade e eficácia na remoção de 

metais pesados e compostos orgânicos hidrofóbicos do solo e da água, através dos 

micro-organismos Candia bombicola, Candida sphaerica como também Bacillus e 

Pseudomonas, que segundo têm a capacidade de absorver íons metálicos do solo 

(Rocha Júnior et al., 2019; Silva et al., 2022). 

 

3.7. Perspectivas de utilização dos biossurfactantes no mercado 

Nos processos biotecnológicos a economia é sempre um fator importante, 

especialmente nos casos de produção de biossurfactantes. Os biossurfactantes 

estão, cada vez mais ganhando o mercado, embora a produção industrial em larga 

escala ainda esteja comprometida em função do ponto de vista econômico (Zuffo; 

Aguilera, 2021). 

O sucesso da produção de biossurfactantes depende do desenvolvimento de 

processos de baixo custo e da utilização de substratos mais baratos, que 

representam de 10 a 30% do custo total de produção. Os biossurfactantes têm que 

competir com os surfactantes petroquímicos considerando três aspectos: custo, 

funcionalidade e capacidade de produção junto à necessidade de aplicação 

pretendida (Farias et al., 2021). 

São sugeridos quatro fatores para a redução dos custos dos biossurfactantes: 

os micro-organismos (selecionados, adaptados ou criados para produção em larga 

escala), o processo (selecionado, adaptado ou criado para garantir baixo custo 

operacional), o meio de cultura (adaptado para baixo custo) e o processamento de 

produtos reciclados (Sarubbo et al., 2022). 

O custo de produção de biossurfactantes pode ser absorvido, caso estes 

sejam utilizados em baixa concentração, para a produção de cosméticos, de 

medicamentos e de alimentos. Para aplicações mais abrangentes, por outro lado, 

como a recuperação de óleos, a qual requer grandes volumes de surfactantes, o 

custo de produção pode dificultar a utilização destes biocompostos, o que pode ser 

superado através da utilização de biomoléculas brutas, que elimina os custos 

associados à purificação (Sarubbo et al., 2022). 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/metal-ion
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Embora o aperfeiçoamento das tecnologias de produção dos biossurfactantes já 

tenha possibilitado um aumento de 10-20 vezes da sua produtividade, é provável 

que novos e significativos progressos sejam necessários para tornar essa tecnologia 

comercialmente mais viável. 
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Resumo 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas que reduzem a tensão superficial e 

interfacial entre fases fluidas, conferindo detergência, emulsificação e dispersão de 

fases. A maioria dos surfactantes em uso industrial é derivada do petróleo; 

entretanto, o interesse por surfactantes microbiológicos tem aumentado devido a sua 

biodegradabilidade e toxicidade reduzida. Portanto, este trabalho teve como objetivo 

avaliar a produção e a formulação comercial de um novo biossurfactante pela 

bactéria Bacillus invictae UCP1617. Inicialmente, a produção do biossurfactante foi 

realizada utilizando diferentes combinações de substratos alternativos (melaço de 

cana-de-açúcar e milhocina). Em seguida, um planejamento fatorial completo foi 

utilizado como ferramenta para otimização das variáveis agitação, temperatura e 

tamanho do inóculo em meio mineral contendo 1,5% milhocina. A melhor condição 

do planejamento obtida (agitação de 175 rpm a 28°C e 4% de inóculo) foi utilizada 

para o scale-up de produção do biossurfactante em biorreator de 50 L. A produção 

do biossurfactante no biorreator alcançou uma produtividade correspondente a 16,70 

± 0,2 mg/L/h. A tensão superficial do meio foi reduzida de 69,5 para 30,2 mN/m após 

72 horas de fermentação. O biossurfactante foi isolado e caracterizado 
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estruturalmente como um glicolipídeo e sua CMC foi determinada como 900 mg/L 

para uma tensão superficial de 29,1 ±1,06 mN/m. O biossurfactante também foi 

submetido a avaliação da estabilidade em diferentes condições ambientais, sendo 

capaz de formar emulsões estáveis de maior eficiência com óleo de motor (90,80%) 

e petróleo (99,00%). A formulação do biossurfactante para obtenção de um 

detergente ecofriendly foi conduzida com a adição de 0,2% do estabilizante 

hidroxietilcelulose (HEC), 5% de ácido graxo e 0,2% de sorbato de potássio e o 

produto comercial foi armazenado à 28ºC durante 90 dias. O biossurfactante 

formulado manteve a estabilidade de sua tensão superficial em vários pHs, 

temperaturas e concentrações de NaCl e presentou ausência de toxicidade 

comprovada pelo crescimento das sementes dos vegetais repolho Coração-de-Boi 

(Brassica oleracea) e tomate cereja (Solanum lycopersicum), bem como pela 

sobrevivência do microcrustáceo testado (Artemia salina). O biossurfactante 

formulado foi capaz de dispersar totalmente o óleo em água do mar. Ao ser colocado 

em solo argiloso contaminado com óleo de motor, o biossurfactante foi capaz de 

remover, em 24 horas, 99,21% do óleo contido no solo quando usado na sua CMC. 

O biossurfactante comercial removeu 98,42% do óleo aderido à superfície de vidro e 

foi capaz de remover 75,00% do composto hidrofóbico adsorvido à superfície porosa 

na sua CMC. Portanto, o biossurfactante comercial produzido pela bactéria Bacillus 

invictae UCP1617 demonstra claramente a viabilidade de aplicação como aditivo 

biotecnológico ecofriendly para os processos de remedição que considerem a 

preservação e a redução dos impactos ambientais sobre os ecossistemas. 

 
Palavras-chave: biossurfactantes; Bacillus; substratos alternativos; milhocina, 

biorremediação; remoção de poluentes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com o contínuo desenvolvimento da industrialização mundial, a demanda por 

petróleo como fonte de energia também está em constante aumento. No entanto, 

derramamentos de óleo devido à exploração e transporte acontecem com frequência 

em todo o mundo. Como consequência, grandes quantidades de óleo já foram 

lançadas em solo e ao mar em derrames de petróleo, deixando efeitos devastadores 

sobre o ambiente, os quais são ainda maiores em virtude do potencial tóxico dos 

dispersantes químicos comumente utilizados na remediação desses derramamentos 

(Eras-Muñoz et al., 2022; Geetha et al., 2018). 

As plantas industriais movidas a óleo combustível, em especial, possuem 

problemas rotineiros de vazamentos acidentais, como também constituem fontes 

potenciais de poluição ambiental. No caso da contaminação dos motores por óleo 

lubrificante, a remoção da graxa aderida torna-se um desafio específico e bem 

distinto da contaminação gerada pelas borras oleosas, uma vez que os processos 

de limpeza requerem a aplicação direta de algum agente tensoativo ou solvente, 

gerando, na maioria dos casos, outros problemas ambientais causados pela 

toxicidade e acúmulo dessas substâncias (Rocha e Silva et al., 2019).  

A tecnologia de tratamento biológico que utiliza microrganismos para 

degradação de poluentes hidrofóbicos, denominada biorremediação, apresenta a 

vantagens de ser uma tecnologia ambiental de baixo custo, podendo se tornar uma 

alternativa atrativa para solucionar os problemas relacionados à poluição por 

hidrocarbonetos (Almeida et al., 2016; Sarubbo et al., 2022). A biodisponibilidade de 

hidrocarbonetos de petróleo, entretanto, é limitada, uma vez eles são, na sua 

maioria, insolúveis em água. Alterações provocadas por agentes surfactantes, 

moléculas anfipáticas com capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial 

em fases fluidas, podem melhorar a mobilidade de óleo e, assim, aumentar a 

biodegradação de petróleo, acelerando o processo de remediação ambiental (Zahed 

et al., 2022). Esses agentes tensoativos também são usados na solubilização de 

óleos e graxas em ambientes industriais (Sarubbo et al., 2022).  

Portanto, a importância comercial dos surfactantes torna-se evidente a partir 

da tendência do mercado em aumentar a produção desses compostos em 

decorrência da diversidade de utilizações industriais. No mercado, há poucos 

produtos capazes de remover com eficiência diversos tipos de petroderivados sem 
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efeitos tóxicos secundários. Os dispersantes e detergentes que vêm sendo 

comumente utilizados pelas indústrias possuem alto grau de toxicidade, gerando 

resíduos nocivos ao meio ambiente (Farias et al., 2021; Silva et al., 2024). Nesse 

sentido, a aplicação de agentes tensoativos naturais, como os surfactantes 

microbianos, surge como solução atrativa e eficiente nos processos de limpeza de 

petroderivados (Farias et al., 2021). Os biossurfactantes são considerados 

ecológicos devido à alta biodegradabilidade e toxicidade reduzida. Apresentam, 

ainda, inúmeras vantagens sobre os surfactantes de origem química, tais como, 

maior capacidade tensoativa, toxicidade reduzida, estabilidade frente a ampla faixa 

de pH e temperaturas elevadas, bem como resistência a elevadas concentrações 

salinas (Perfumo et al., 2018; Santos et al., 2016; Silva et al., 2024). 

O custo dos biossurfactantes microbianos variam de cerca de U.S. 10 $/mg 

para a Surfactina pura (98% de pureza), um lipopeptídeo bacteriano utilizado em 

pesquisas médicas, a U.S. 24 $/kg para fórmulas propostas no início da década de 

1980 para limpeza de tanques e/ou recuperação avançada de petróleo (Singh et al., 

2018). Estimativas realizadas na década passada situaram os custos dos 

biossurfactantes em U.S. 3-20 $/kg, enquanto o custo de produção de surfactantes 

sintéticos como etoxilatos e alquil-poliglicosídeos pelas indústrias químicas estão na 

faixa de U.S. $ 1-3/kg (Geetha et al., 2018; Karlapudi et al., 2021). Os custos de 

produção dessas biomoléculas, embora ainda seja um gargalo tecnológico, têm sido 

reduzidos através do uso de substratos alternativos, de métodos de purificação mais 

eficientes, da seleção de cepas microbianas eficientes e do uso ferramentas 

estatísticas para aumentar os rendimentos (Mohanty et al., 2021). 

O gênero Bacillus, em especial, tem sido investigado como produtor de 

biossurfactantes em diversos seguimentos industriais, destacando-se a indústria de 

petróleo (Chaprão et al., 2018). As espécies Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis 

produzem surfactantes de grande ação tensoativa (Rocha e Silva et al., 2020). A 

eficiência da produção de biossurfactantes por essas bactérias pode ser 

intensificada a partir de alterações na fonte de nutrientes para os micro-organismos 

utilizando resíduos industriais, dentre outros parâmetros, o que colabora para uma 

economia verde (Silva et al., 2022). 

Portanto, este trabalho teve como objetivo produzir um biossurfactante a partir 

de Bacillus invictae UCP1617 para aplicação na descontaminação de ambientes 

marinhos e terrestres contaminados por óleo. O biossurfactante foi utilizado como 
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componente da formulação de um detergente sustentável, atóxico e de baixo custo, 

capaz de remover petroderivados que contaminam o meio ambiente e as indústrias.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Materiais 

 Todos os regentes utilizados são de grau analítico. A milhocina foi obtida da 

“Corn Products do Brasil” no município de Cabo de Santo Agostinho, estado de 

Pernambuco, Brasil. O melaço de cana-de-açúcar foi obtido da Usina de Açúcar São 

José, no município de Igarassu, estado de Pernambuco, Brasil. 

 

2.2. Micro-organismo 

 A bactéria Bacillus invictae UCP1617 isolada de resíduo do chorume do aterro 

sanitário de Muribeca, Jaboatão dos Guararapes/PE e depositada no Banco de 

Culturas do Núcleo de Pesquisa em Ciências Ambientais (NPCIAMB) da 

Universidade Católica de Pernambuco foi testada como produtora do 

biossurfactante. 

 

2.3. Meio de crescimento do inóculo  

O Bacillus invictae UCP1617 foi mantido em Ágar Nutriente (AN), composto 

por 5,0 g de extrato de carne; 10,0 g Peptona; 5,0g de NaCl; 15,0 g de Ágar e 1000 

mL água destilada, pH 7,0. Para o crescimento do inóculo foi utilizado o meio líquido 

Caldo Nutritivo (CN), composto por 5,0g de extrato de carne, 15,0 g peptona, 5,0 g 

de NaCl, 5,0 g de K2HPO4 e 1000 mL de água destilada, pH 7,0.  

 

2.4. Preparação do inóculo  

Culturas jovens da bactéria obtidas após 24 horas de cultivo em meio AN 

foram transferidas para Erlenmeyer contendo 50 mL de Caldo Nutritivo (CN), o qual 

foi mantido sob agitação orbital de 150 rpm durante um período de 10-14 horas a 

28°C para obtenção de uma D.O. (Densidade Óptica) de 0,7 (correspondente a um 

inóculo de 107 U.F.C./mL) a 600 nm. Esta leitura foi utilizada como inóculo na 

concentração de 2% (v/v). 
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2.5. Produção do biossurfactante 

 A produção do biossurfactante por Bacillus invictae UCP1617 foi realizada 

utilizando o meio mineral descrito por Dubey e Juwarkar (2001), com composição de 

2,0 g de NaNO3; 0,5 g de KH2PO4, 1,0 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4.7H2O; 0,1 g de 

KCl e 0,01 g de FeSO4.7H2O e 1000 mL de água destilada. Este meio foi 

suplementado com diferentes fontes orgânicas em combinações distintas, conforme 

mostrado no Quadro 2. Além do meio mineral, água destilada também foi usada 

como meio basal em algumas combinações. Em todos os meios, os componentes 

foram solubilizados e esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 121°C.  

 

Quadro 2 - Meios de cultura formulados com diferentes combinações de substratos 

alternativos para a produção de biossurfactante 

 Fonte: O autor, 2023. 

 

A produção do biossurfactante foi conduzida em fracos Erlenmeyer de 500 mL 

de capacidade contendo 100 mL do meio mineral ou água destilada adicionado de 

diferentes substratos, conforme o Quadro 2 e inoculados com 2,0% do pré-inóculo. 

Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 250 rpm durante 72 horas, à 

temperatura de 28°C. Após o período de fermentação, as amostras foram retiradas e 

centrifugadas a 5,000 x g, à temperatura de 5ºC, durante 30 minutos e o líquido 

metabólico livre de células (biossurfactante bruto) foi utilizado para determinação da 

tensão superficial. 

 

 

 

Meios Composição dos meios 

1  Meio mineral + 1,5% de melaço de cana-de-açúcar 

2 Meio mineral + 2,0% de melaço de cana-de-açúcar 

3 Meio mineral + 1,5% de milhocina 

4 Meio mineral + 1,5% de melaço de cana-de-açúcar +2,0% de milhocina 

5 Meio mineral + 2,0% de milhocina 

6 Água destilada + 2,0% de milhocina 

7 Água destilada + 2,0% de milhocina +1,5% de melaço de cana-de-açúcar 
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2.6. Maximização da produção do biossurfactante utilizando planejamento 

fatorial 

 As fermentações para produção do biossurfactante foram realizadas no meio 

de produção selecionado, submetido à variação das condições de cultivo 

(velocidade de rotação, temperatura de cultivo e tamanho do inóculo) de acordo com 

um Planejamento Fatorial completo 2³ apresentado nas Tabelas 2 e 3. Ao fim do 

cultivo, que teve duração de 72 horas, amostras foram centrifugadas e filtradas para 

determinação do rendimento em biossurfactante isolado como parâmetro utilizado 

para o critério de seleção da melhor condição de produção. 

 

Tabela 2 - Valores das variáveis independentes nos níveis -1 e +1 e no ponto central 

Nível 
Agitação 

(rpm) 

Temperatura de cultivo 

(°C) 

Tamanho do 

inóculo (%) 

-1 175 28 2 

0 200 33 3 

+1 225 38 4 

 

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial 

 

Experimentos 

Níveis 

Agitação (rpm) Temperatura do 

cultivo (°C) 

Tamanho do 

inóculo (%) 

1 -1 -1 -1 

2 1 -1 -1 

3 -1 1 -1 

4 1 1 -1 

5 -1 -1 1 

6 1 -1 1 

7 -1 1 1 

8 1 1 1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

12 0 0 0 
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2.7. Scale up de produção de produção do biossurfactante  

A produção do biossurfactante foi realizada em biorreator de 50 L (MA502, 

MARCONI, Piracicaba, São Paulo, Brasil) contendo 20 L do meio de produção nas 

condições selecionadas a partir do planejamento fatorial, com aeração de 0,5 vvm, 

durante 96 horas. Amostras foram retiradas para determinação da tensão superficial 

e do crescimento do Bacillus invictae UCP1617. 

Durante a fermentação, amostras foram retiradas a cada 4 e 12 horas e 

centrifugadas a 5,000 x g, à temperatura de 5ºC, durante 30 minutos, sendo o líquido 

metabólico livre de células (biossurfactante bruto) utilizado para determinação da 

tensão superficial.  

 

2.8. Determinação da tensão superficial  

A tensão superficial do biossurfactante foi medida em tensiômetro automático 

(KSV Sigma 700, Finland) através do método do anel de Du Noüy. A grandeza foi 

medida através da imersão do anel de platina no líquido metabólico, registrando-se a 

força requerida para puxá-lo através da interface ar-líquido.  

 

2.9. Determinação da atividade de emulsificação 

Para a determinação da atividade de emulsificação, amostras do líquido 

metabólico livre de células foram analisadas segundo a metodologia descrita por 

Cooper e Goldenberg (1987), onde 2,0mL de um substrato oleoso (óleo de girassol, 

óleo de milho, óleo de oliva, óleo de amendoim, querosene, n-hexadecano, óleo de 

motor e petróleo) foram adicionados a 2,0mL do líquido metabólico livre de células 

(biossurfactante bruto) em tubo graduado e a mistura agitada em vórtex por 2 

minutos. A estabilidade da emulsão foi determinada após 24 horas e o índice de 

emulsificação foi calculado dividindo-se a altura da emulsão pela altura total da 

mistura e multiplicando-se por 100 para fornecer o percentual da emulsão formada 

no tubo. A taxa de emulsificação é calculada pela Equação 1: 

 

Equação 1 – Índice de emulsificação   
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2.10. Avaliação da estabilidade do biossurfactante  

Os efeitos diferentes de temperaturas (5, 70, 100 e 120°C), de diferentes 

concentrações de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0%) e de diferentes concentrações de 

pHs (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0, 12,0 e 14,0) na atividade do biossurfactantes foram 

avaliados no líquido metabólico livre de células para determinação da tensão 

superficial e do índice de emulsificação utilizando óleo de motor como substrato 

hidrofóbico (Cooper e Goldenberg, 1987).  

A influência do tempo na estabilidade do biossurfactante mantido a 5, 70, 100 

e 120°C durante 30, 60, 120 e 180 minutos também foi avaliada. 

 

2.11. Extração e caracterização química do biossurfactante 

O líquido metabólico livre de células teve o pH reduzido para 2 utilizando 

ácido clorídrico, sendo mantido durante overnight a 5ºC, de acordo com a 

metodologia descrita por Nitschke e Pastore (2002). Após o overnight, foi submetido 

a um balão volumétrico e embebedado com clorofórmio e metanol em diferentes 

proporções. O biossurfactante extraído foi caracterizado quanto ao total de proteínas 

(Bradford, 1976), carboidratos (Dubois et al., 1956) e lipídios (Manocha, 1980).  

 

2.12. Caracterização estrutural do biossurfactante 

O biossurfactante isolado foi analisado por espectroscopia de infravermelho 

com transformada de Fourier (FTIR), por análise em espectrômetro (BRUKER 

IFS66) com brometo de potássio (10 mg de amostra e 90 mg de brometo de 

potássio) na região espectral de 4.000 a 400 cm-1. A precisão foi mantida na faixa 

de número de onda de -0,1 a +0,1 cm-1 (Varjani; Upasani, 2016). 

A caracterização também foi realizada por determinação da carga iônica), 

analisada pelo potencial zeta utilizando um equipamento Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Panalytical, Kassel, Germany). Três medidas de cada suspensão foram 

realizadas a partir de alíquotas das suspensões aquosas do biossurfactante cujas 

concentrações foram equalizadas a 0,005% (m/v).  

A análise elementar quantitativa do biossurfactante foi realizada com o 

objetivo de verificar a presença dos elementos carbono, hidrogênio, oxigênio e 

nitrogênio no biossurfactante após extração e purificação. As medições foram 

realizadas em um analisador elementar EA1110-CHNS-O CE Instruments EA 1110.  
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2.13. Determinação da Concentração Micelar Crítica (CMC) 

A Concentração Micelar Crítica (CMC) do biossurfactante foi medida 

automaticamente em tensiômetro automático (KSV Sigma 700, Finland) através do 

método do anel de Du Noüy. A grandeza foi medida através da imersão do anel de 

platina em diferentes amostras de água ultrapura às quais o surfactante isolado foi 

gradativamente adicionado até o aparelho atingir uma tensão superficial constante.  

 

2.14. Formulação do biossurfactante para obtenção de um detergente 

eco-friendly 

O biossurfactante isolado foi adicionado de 0,2% de hidroxietilcelulose (HEC) 

como estabilizante (p/p), 5% de ácido graxo (p/p) e 0,2% de sorbato de potássio 

(p/p) como conservante e armazenado em condições estéreis em frascos 

hermeticamente fechados à temperatura ambiente (28°C) durante 90 dias para 

determinação da tensão superficial. Os efeitos diferentes de temperaturas (5, 70, 

100 e 120°C), de diferentes concentrações de NaCl (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0%) e de 

valores de pH (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 e 12,0) na tensão superficial do 

biossurfactante formulado também foram avaliados após 90 dias de 

armazenamento. 

 

2.15. Teste de toxidade do biossurfactante com Artemia salina 

A Toxicidade do biossurfactante formulado foi avaliada utilizando-se larvas de 

camarão (microcrustácio Artemia salina) como indicador. As larvas foram usadas 

após 24 horas de incubação. Soluções do biossurfactante em sal marinho sintético 

(33 mg/L) nas concentrações de 450 mg/L (1/2 CMC), 900 mg/L (CMC) e 1800 mg/L 

(2xCMC) foram usadas. As análises foram conduzidas em frascos de penicilina de 

10 mL de capacidade contendo 10 larvas em 5 mL de sal marinho sintético por 

frasco. As larvas contidas em cada frasco foram expostas a 5 mL das soluções do 

biossurfactantes nas concentrações testadas durante 24 h e depois observadas 

quanto à mortalidade. O sal marinho sintético foi utilizado como controle. A 

concentração tóxica limite foi definida como a menor concentração capaz de 

provocar a morte do crustáceo em 24 horas (Silva et al., 2010) 
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2.16. Teste de fitotoxicidade do biossurfactante 

A fitotoxicidade do biossurfactante formulado foi avaliada em ensaio 

estático através da germinação das sementes e do crescimento das raízes de 

repolho (Brassica oleracea) e tomate cereja (Solanum lycopersicum), de acordo 

com Tiquia et al. (1996). Soluções teste do biossurfactante formulado foram 

preparadas em água destilada na metade da CMC, na CMC e no dobro da CMC. 

A toxicidade foi determinada em placas de Petri estéreis (10 cm) contendo discos 

de papel de filtro Whatman Nº1. As sementes foram previamente tratadas com 

NaClO, sendo 10 sementes simetricamente adicionadas por placa, que foram 

inoculadas com 5 ml da solução teste a 28ºC. Água destilada foi utilizada como 

controle. Após cinco dias de incubação no escuro, a germinação das sementes, o 

crescimento da raiz (≥ 5 mm) e o índice de germinação (IG) foram calculados de 

acordo com as equações abaixo: 

 

Equação 2 - G.R.S = Germinação relativa da semente 

 

 

 

Equação 3 - C.R.R = Crescimento relativo da raiz 

 

 

 

Equação 4 - IG = índice de germinação  

 

 

 

2.17. Experimentos de dispersão de composto hidrofóbico em água do 

mar pelo biossurfactante 

A capacidade de dispersão de manchas de derivado de petróleo foi 

simulada em laboratório contaminando-se amostras de água do mar contidas em 

placas de Petri com 5% de óleo de motor. Testes foram conduzidos pela adição do 

biossurfactante formulado na CMC, numa proporção biossurfactante/óleo de motor 

de 1:1, 1:2 e 1:8 (v/v). Os valores médios dos diâmetros das zonas claras 
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formadas foram medidos com auxílio de uma régua e calculados como 

percentagem da placa de Petri (Saeki et al., 2008).   

 

2.18. Teste de remoção de composto hidrofóbico em solo com o 

biossurfactante 

O teste de remoção do óleo de motor em solo foi realizado através da 

saturação de 60 g de solo argiloso (Local de coleta: mangue localizado nas 

margens do rio Capibaribe, Recife- PE) com 10 mL do respectivo óleo de motor. O 

teste foi conduzido utilizando Erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 20 g 

de solo. Em seguida, nos frascos foram adicionados 20 mL de uma solução 

aquosa do biossurfactante formulado na metade da CMC e na CMC.  O controle 

foi realizado utilizando 20 mL de água destilada. Todos os frascos foram mantidos 

sob agitação de 150 rpm a 28°C. Amostras foram retiradas nos intervalos de 0,5, 

1,0, 2,0 e 24 horas para análise. As quantidades iniciais e finais do contaminante 

hidrofóbico foram determinadas no solo tratado. Dessa forma, 100 mL de n-

hexano foram adicionados ao solo e colocados em shaker a 200 rpm por duas 

horas a 28°C. O extrato final de hexano e óleo obtido foi colocado em estufa a 68-

70°C. A eficiência de remoção foi avaliada por análise gravimétrica após a 

lavagem do solo contendo o contaminante residual com hexano. 

  

2.19. Teste de lavagem de superfície de vidro oleosa contaminada com 

composto hidrofóbico com o biossurfactante 

Uma lâmina de vidro de massa conhecida teve parte da sua superfície 

contaminada uniformemente com 100 µL de óleo de motor. A seção contaminada 

da lâmina foi submersa na solução do biossurfactante formulado na CMC durante 

10 minutos. A lâmina foi mergulhada em água destilada para a remoção de 

qualquer excesso do biossurfactante. Em seguida, a lâmina foi seca em estufa a 

40°C por 30 minutos e seu peso anotado. O índice de remoção foi calculado pela 

Equação 5: 

  

Equação 5 – Índice de remoção  
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Onde MC representa o peso da lâmina contaminada, ML o peso da lâmina pós-

lavagem e Mi o peso inicial da lâmina. 

 

2.20. Teste de lavagem de composto hidrofóbico adsorvido à superfície 

porosa com o biossurfactante 

A capacidade do biossurfactante formulado na remoção de petroderivado 

adsorvido às rochas foi realizada embebendo as amostras de rochas no óleo até a 

cobertura completa e registrando o volume de óleo gasto. O material foi 

cuidadosamente colocado em um béquer de 100 mL com o auxílio de pinças e 

submetido à lavagem com soluções do biossurfactante formulado na sua CMC e na 

metade da CMC. Após o processo, a remoção do óleo foi calculada por gravimetria a 

partir da quantidade de óleo remanescente na rocha lavada. 

 

2.21. Análises estatísticas dos dados obtidos  

Os dados colhidos foram expressos como a média ± desvio padrão dos 

testes realizados em triplicata. A análise estatística de variância de ANOVA foi 

aplicada para determinar a significância, onde valores de p <0,05 foram 

considerados significativos. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1. Seleção do meio de produção do biossurfactante 

Neste estudo, diferentes meios de produção de baixo custo foram inicialmente 

avaliados para a produção do biossurfactante. Os substratos orgânicos milhocina e 

melaço de cana, obtidos de indústrias locais como resíduos da produção de 

produtos de milho e açúcar, respectivamente, foram utilizados como fonte de 

carbono e nitrogênio para a avaliar o desempenho da bactéria Bacillus invictae 

UCP1617 na produção da biomolécula.   

A presença de compostos tensoativos nos meios de produção após o cultivo 

do microrganismo foi indicada pela capacidade de redução da tensão superficial 

(Santos et al., 2016; Sarubbo et al., 2022), considerando que a tensão 

superficial/interfacial é considerada como principal parâmetro para detecção de um 

composto surfactante (Rocha e Silva et al., 2019). A tensão superficial é a medida 

de energia livre da superfície por unidade de área, necessária para trazer uma 
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molécula do interior do líquido para a superfície. Devido à presença de surfactantes, 

menor energia é requerida para trazer uma molécula até a superfície, reduzindo, 

assim, a tensão superficial do meio (Perfumo et al., 2018).  

Os resultados obtidos demonstraram que o biossurfactante produzido no meio 

mineral contendo 1,5% de milhocina apresentou a maior capacidade redução da 

tensão superficial quando comparado aos surfactantes produzidos nos demais 

meios formulados com os resíduos industriais (Tabela 4). O tensoativo produzido 

nesse meio foi capaz de reduzir a tensão superficial para 29,73 ± 0,80 mN/m. A 

redução da tensão superficial indica que o Bacillus invictae UCP1617 conseguiu 

metabolizar os substratos presentes no meio alternativo, garantindo seu crescimento 

e a consequente produção do biossurfactante.  

 

Tabela 4 - Tensão superficial dos biossurfactantes produzidos por Bacillus invictae 

UCP1617 cultivado em diferentes meios de cultivo formulados com resíduos industriais 

 

 Em alguns estudos realizados com diferentes microrganismos do gênero 

Bacillus já descritos na literatura, pode-se avaliar as tensões obtidas em meios 

alternativos. Felix et al. (2019) obtiveram tensões em torno de 31,8 mN/m para 

várias cepas de Bacillus cultivadas em suco de caju.  Verma et al., (2022), para o 

cultivo de Bacillus subtilis RSL-2, utilizaram apenas melaço de cana como única 

fonte de nutrientes, obtiveram uma tensão superficial de 24 mN/m. 

A literatura descreve que os micro-organismos considerados bons produtores 

de biossurfactante devem ser capazes de reduzir a tensão superficial do meio em 

relação a da água para valores em torno de 35 mN/m (Sarubbo et al., 2022; Silva et 

Biossurfactantes produzidos nos meios de cultivo alternativos  Tensão superficial (mN/m) 

Meio 1: Meio mineral + 1,5% de melaço de cana-de-açúcar 40,56 ± 0,20 

Meio 2: Meio mineral + 2,0% de melaço de cana-de-açúcar  37,71 ± 0,30 

Meio 3: Meio mineral + 1,5% de milhocina 29,73 ± 0,80 

Meio 4: Meio mineral + 1,5% de melaço de cana-de-açúcar + 2,0% 

de milhocina 

36,29 ± 0,32 

Meio 5: Meio mineral + 2,0% de milhocina 30,67± 0,44 

Meio 6: Água destilada + 2,0% de milhocina 30,26 ± 0,07 

Meio 7: Água destilada + 2,0% de milhocina + 1,5% de melaço de 

cana-de-açúcar 

30,03 ± 0,10 



Barata, M.I.C. Produção de biossurfactante por Bacillus invictae....     16 
 

 

 

al., 2024). Portanto, o Bacillus invictae UCP1617 pode ser considerado promissor 

como microrganismo produtor de biossurfactante. 

 

3.2. Maximização da produção do biossurfactante  

A maximização da produção de metabólitos de interesse industrial a partir de 

processos fermentativos, como os biossurfactantes, requer a padronização do meio 

e das condições de cultivo (Abbot et al., 2022; Liu et al., 2020).  

Neste trabalho, a maximização da produção do biossurfactante foi conduzida 

no meio previamente selecionado e submetido à variação das condições de cultivo. 

Nesta etapa, utilizou-se um Planejamento Fatorial completo 23 com 4 repetições no 

Ponto Central. As variáveis independentes analisadas foram Agitação (rpm), 

Temperatura de cultivo (ºC) e Tamanho do inóculo (%); já a variável resposta foi o 

Rendimento em biossurfactante isolado (g/L). 

A Tabela 5 apresenta as variáveis independentes (fatores) decodificadas com 

os níveis estudados e os valores da variável de resposta (rendimento do 

biossurfactante) obtidos após o experimento fatorial. 

 

Tabela 5 - Resultado do planejamento fatorial completo 2³ para rendimento do 

biossurfactante produzido por Bacillus invictae UCP1617 cultivado em meio mineral 

contendo 1,5% de milhocina durante 72 horas 

 

 

Experimentos 

Níveis Resultados 

Agitação 

(rpm) 

Temperatura 

de cultivo (°C) 

Tamanho do 

inóculo (%) 

Biossurfactante 

(g/L) 

1 175 28 2 0,03 

2 225 28 2 0,05 

3 175 38 2 0,11 

4 225 38 2 0,10 

5 175 28 4 1,00 

6 225 28 4 0,04 

7 175 38 4 0,10 

8 225 38 4 0,18 

9 200 33 3 0,06 

10 200 33 3 0,07 

11 200 33 3 0,06 

12 200 33 3 0,07 
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Conforme pode ser observado na Tabela 6, a Análise de Variância (ANOVA) 

para um nível de confiança de 95%, apresenta que todas as variáveis independentes 

e interações demonstraram significância estatística para o Rendimento em 

biossurfactante isolado (g/L), valores p < 0,05 e valores de F elevados; ou seja, 

todos os fatores contribuem de maneira significativa para o aumento ou redução da 

variável dependente estudada. É importante destacar que o efeito da Curvatura, 

observado pela aplicação das repetições no Ponto Central, também foi muito 

significativo (p = 0,000038), uma possível indicação da possibilidade futura da 

aplicação de modelos de DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) para 

modelagem através de Planejamentos de Superfície de Resposta e possível 

Otimização. 

 A Variância explicada (R² = 0,99987) indica a capacidade que o modelo 

matemático gerado tem de explicar a variação na variável de resposta causada 

pelos fatores e níveis escolhidos. Nesse sentido, o coeficiente de determinação foi 

de 99,98% da variação do Rendimento em biossurfactante isolado (g/L), pode ser 

explicado pela variação nos níveis dos fatores: Agitação (rpm), Temperatura de 

cultivo (ºC) e Tamanho do inóculo (%). O Coeficiente de Correlação (Ajuste) também 

apresentou valores muito satisfatórios (R = 0,99) indicando a confiabilidade do 

modelo matemático abaixo. 

 

Z = -18,18 + 0,08*(1) + 0,49*(2) + 8,81*(3) - 0,002*(1)*(2) - 0,039*(1)*(3) -

0,236*(2)*(3) + 0,001(1)*(2)*(3) 
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Tabela 6 - Análise de Variância para o rendimento em biossurfactante isolado (g/L) de 

Bacillus invictae UCP1617. Os efeitos dos compostos foram estatisticamente significativos 

para p < 0,05. 

Fator 
Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
F 

Valor de 

pb 

Curvatura 0,049504 1 0,049504 1485,125 0,000038 

Agitação (1) 0,094612 1 0,094612 2838,375 0.000015 

Temperatura (2) 0,049613 1 0,049613 1488,375 0.000038 

Tamanho inóculo (3)  0,132612 1 0,132612 3978,375 0.000009 

1 x 2 0,127512 1 0,127512 3825,375 0.000009 

1 x 3 0,0990012 1 0,0990012 2970,375 0.000014 

2 x 3 0,0990013 1 0,0990013 2970,375 0.000014 

1 x 2 x 3 0,143113 1 0,143113 4293,375 0.000008 

Erro puro 0,000100 3 0,000033   

SS total 0.795092 11 0.01103   

 

Para avaliação visual facilitada das relações entre as variáveis preditoras e a 

variável dependente, foi gerado o gráfico de médias marginais (Figura 4) para nível 

de confiança de 95% (p=0,05). Está confirmado visualmente que, nas condições 

estudadas, os maiores valores para a variável resposta Rendimento em 

biossurfactante isolado (g/L) se dá apenas na condição de Agitação = 175 rpm, 

Temperatura de Cultivo = 28ºC e Tamanho do inóculo = 4%, conforme já visto na 

Tabela 5, experimento 5. 

O aumento da temperatura de cultivo gerou uma queda drástica no valor da 

variável de resposta. Nenhuma outra influência individual dos fatores é tão forte 

quanto a da temperatura de cultivo. Conforme apresentado abaixo, o aumento dos 

níveis dos demais fatores, não gera grandes inclinações da reta.   
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Figura 4 - Gráfico de Médias Marginais. 

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)

DV: Biossurfactante (g/L)

Design: 2**(3-0) design

NOTE: Std.Errs. for means computed from MS Error=,0000333
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Ambas as imagens acima mostram o Rendimento em biossurfactante isolado (g/L) 

no eixo das ordenadas (eixo y). A imagem da esquerda leva em consideração a Agitação de 

175 rpm. Já a da direita, 225 rpm. Em cada uma das imagens no eixo da Abscissa (eixo x) 

está, da esquerda para a direita, a variação da temperatura de cultivo (de 28ºC para 38ºC). 

Os tamanhos dos inóculos são diferenciados pelas cores (azul: 2% e vermelha: 4%).  

O Diagrama de Pareto abaixo (Figura 5) revela, por ordem decrescente de 

significância estatística, os efeitos gerados pelos 3 fatores estudados na variável de 

resposta. A interação trifatorial é a responsável pelo maior efeito aparente no 

aumento do Rendimento em biossurfactante isolado (g/L). Dentre os efeitos 

principais, o aumento no nível do (3) Tamanho do inóculo, de 2% para 4%, é o que 

gera uma alteração positiva (crescimento) mais alta no valor da variável resposta, 

seguido da interação entre (1) Agitação (rpm) e (2) Temperatura de Cultivo (ºC). 

Todas as demais interações bifatoriais e efeitos individuais são significativos para 

redução no valor da variável de resposta (o que pode ser facilmente observado pelo 
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sinal negativo (-) antes dos valores do efeito). Ou seja, para as interações entre (2) e 

(3), (1) e (3) e os efeitos individuais de (1) e (2), o aumento no nível dos fatores gera 

um efeito para redução no Rendimento em biossurfactante isolado (g/L).  

 

Figura 5 - Diagrama de Pareto 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biossurfactante (g/L)

2**(3-0) design; MS Pure Error=,0000333

DV: Biossurfactante (g/L)

-38,5373

-38,5795

-53,2764

-54,5011

-54,5011

61,84962

63,07436

65,52385

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Curvatr.

(2)Temperatura de cultivo (ºC)

(1)Agitação (rpm)

1by3

2by3

1by2

(3)Tamanho do inóculo (%)

1*2*3

 

A Figura 5 mostra o Diagrama de Pareto para estimativa dos efeitos padronizados das 

variáveis testadas sobre a produção do biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 

cultivado em meio mineral contendo 1,5% de milhocina após 72 horas de cultivo. Variáveis 

testadas: (1) agitação, (2) temperatura e (3) tamanho do inóculo. Todos os efeitos que 

ultrapassam no gráfico a linha vertical vermelha demonstram significância estatística para a 

variável de resposta. 

Após obtenção do diagrama de Pareto, gráficos de superfície de resposta 

para as interações apresentadas foram criados (Figuras 6, 7 e 8) a fim de observar 

as tendências que os efeitos dos fatores têm no aumento/redução da variável 

resposta. 
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Figura 6 - Gráfico de Superfície de resposta, avaliando as relações entre os fatores: (1) 

Agitação (rpm) e (2) Temperatura de cultivo (ºC), tendo como variável resposta a 

concentração de biossurfactante após 72 horas de cultivo de Bacillus invictae UCP1617 em 

meio mineral contendo 1,5% de milhocina. 

 

Fitted Surface; Variable: Biossurfactante (g/L)

2**(3-0) design; MS Pure Error=,0000333

DV: Biossurfactante (g/L)
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Através da análise do gráfico de Superfície de Resposta acima é possível 

observar que quanto menor for o valor do nível da Temperatura de cultivo (ºC) e 

menor também o valor do nível de Agitação (rpm), maior a probabilidade de 

encontrar valores mais elevados para o Rendimento em biossurfactante isolado 

(g/L). A Região Vermelha no gráfico mostra valores da variável resposta próximos a 

1,2 g/L. 
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Figura 7 - Gráfico de Superfície de resposta, avaliando as relações entre os fatores: (1) 

Agitação (rpm) e (3) Tamanho do inóculo (%), tendo como variável resposta a concentração 

de biossurfactante após 72 horas de cultivo de Bacillus invictae UCP1617 em meio mineral 

contendo 1,5% de milhocina. 

Fitted Surface; Variable: Biossurfactante (g/L)

2**(3-0) design; MS Pure Error=,0000333
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Através da análise do gráfico de Superfície de Resposta acima é possível 

observar que quanto menor for o valor do nível de Agitação (rpm), e maior o valor do 

nível do Tamanho do inóculo (%), maior a probabilidade de encontrar valores mais 

elevados para o Rendimento em biossurfactante isolado (g/L). A Região Vermelha 

no gráfico mostra valores da variável resposta próximos a 1,2 g/L. 
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Figura 8 - Gráfico de Superfície de resposta, avaliando as relações entre os fatores: (2) 

Temperatura de cultivo (ºC) e (3) Tamanho do inóculo (%), tendo como variável resposta a 

concentração de biossurfactante após 72 horas de cultivo de Bacillus invictae UCP1617 em 

meio mineral contendo 1,5% de milhocina. 
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Através da análise do gráfico de Superfície de Resposta acima é possível 

observar que quanto menor for o valor do nível Temperatura de cultivo (ºC) e maior o 

valor do nível do Tamanho do inóculo (%), maior a probabilidade de encontrar 

valores mais elevados para o Rendimento em biossurfactante isolado (g/L). Região 

Vermelha no gráfico mostra valores da variável resposta próximos a 1,2 g/L. 

 
Após a aplicação de uma análise de desejabilidade (Figura 9), é possível 

selecionar a condição do ensaio 5 (Agitação de 175 rpm, Temperatura de 28°C e 

Inóculo de 4%), como a condição que maximiza o valor da variável resposta, 

definindo assim os valores para o scale-up de produção do biossurfactante em 

biorreator, considerando o melhor valor de rendimento em 72 horas de cultivo. 

Pendyala e Kulkarni (2022) também descreveram a otimização da produção de 
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biossurfactante por Bacillus vallismortis RMS25 utilizando resíduo de penas de 

frango como substrato. Um rendimento de 1,12 g/L foi validado nas condições 

otimizadas (4% do resíduo, 4% de glicose, 2% de inóculo e 48 horas de 

fermentação). 

 

Figura 9 - Avaliação de Desejabilidade. As linhas verticais vermelhas indicam o valor do 

nível que os fatores devem assumir para maximizar simultaneamente a variável de resposta. 
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Os resultados obtidos permitem observar que a modelagem estatística é uma 

importante ferramenta que pode ser usada para explicar não só a influência mais 

relevante, como também, a interação entre as influências dos parâmetros 

fermentativos envolvidos no desempenho de um determinado processo.  

Através da modelagem estatística, foi possível gerar informação a partir de 

poucos ensaios experimentais, reduzindo, consequentemente, os custos e o tempo 

necessários para o desenvolvimento do processo experimental (Huiqing e Qingxin, 

2017). Estudos realizados também utilizando a modelagem estatística observaram 
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que a partir de poucos ensaios experimentais pode-se reduzir os custos e o tempo 

necessárioa... 

 

3.3. Scale up de produção de produção do biossurfactante  

A Produção do biossurfactante em biorreator de 50 L foi realizada a partir das 

condições do ensaio 5 (agitação de 175 rpm, temperatura de 28°C e inóculo de 4%) 

do planejamento fatorial para avaliar o desempenho do Bacillus invictae UCP1617 

em uma escala de produção semi-industrial.  

O crescimento do Bacillus invictae UCP1617 foi analisado nas amostras de 

meio de cultura coletadas durante um período de 96 horas (Figura 10). O 

crescimento microbiano foi caracterizado por uma fase de crescimento linear nas 

primeiras 12 horas, acompanhada da redução do pH, de 6,7 para 5,7, seguida por 

uma fase estacionária de crescimento, quando o pH voltou a aumentar, atingindo o 

valor 7,0 ao final da fermentação. A taxa de crescimento nas 12 horas iniciais foi de 

0,254/h. 

A produtividade do surfactante, correspondente ao rendimento máximo obtido, 

foi de 16,70±0,2 mg/L/h e teve início no final da fase de crescimento, indicando que 

o biossurfactante foi produzido como um metabólito secundário. A tensão superficial 

do meio de cultura no início da fermentação foi de 69,5±1,21 mN/m, e após 72 h, a 

tensão caiu para 30,20±0,70 mN/m, com rendimento de produção de 1.002,56 mg/L. 
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Figura 10 - Crescimento celular, pH, tensão superficial e rendimento do biossurfactante de 

Bacillus 

invictae 

UCP1617 

cultivado em 

meio 

mineral 

contendo 1,5% 

de 

milhocina em 

biorreator de 50 

L durante 96 h 

a 175 rpm e 28ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esses resultados estão de acordo com os resultados obtidos por Gomes et al. 

(2018), que observaram a redução da tensão superficial do líquido metabólico de 



Barata, M.I.C. Produção de biossurfactante por Bacillus invictae....     27 
 

 

 

aproximadamente 60 mN/m para 35,2±2,1 mN/m. Os resultados obtidos neste 

trabalho são semelhantes aos obtidos para o biossurfactante de Bacillus cereus em 

óleo de fritura utilizando um biorreator de 50 L, o qual apresentou tensão superficial 

de 32 mN/m e um rendimento de 4,7 g/L (Durval et al., 2020).  

Por outro lado, o biossurfactante produzido em um biorreator de 1L por 

Bacillus amyloliquefaciens cultivado em óleo de oliva reduziu a tensão superficial 

para 46 mN/m (Diez et al., 2022), enquanto outro biossurfactante produzido por 

Bacillus subtilis B30 cultivado em glicose ou melaço foi capaz de reduzir a tensão 

superficial para 26,63±0,45 mN/m, sendo produzido numa concentração de 0,3-0,5 

g/L (Al-Wahaibi et al., 2014). Verma et al. (2022) realizaram um estudo em biorreator 

em modo batch, seguido pela operação semicontínua para a produção de um 

biossurfactante por Bacillus subtilis RSL2 em meio de melaço. Uma melhor 

transferência de massa foi alcançada no biorreator em comparação com o estudo 

em frascos, com a produção de 13,7 g /L de biossurfactante. 

 

3.4. Determinação da atividade de emulsificação 

Em adição à tensão superficial e/ou interfacial, a estabilidade de emulsões 

óleo/água também é muito utilizada como um indicador de atividade tensoativa, 

embora a habilidade de uma molécula formar uma emulsão estável não esteja 

sempre associada à redução da tensão superficial (Mcclements e Jafari, 2018; 

Santos et al., 2016) 

Os resultados da atividade de emulsificação demonstraram uma elevada 

afinidade do biossurfactante aos substratos hidrofóbicos utilizados no teste. O 

biossurfactante produzido por Bacillus invictae UCP1617 foi capaz de formar 

emulsões estáveis de maior eficiência sobre o óleo de motor e o petróleo, seguido 

do querosene, demonstrando potencial para ser aplicado em processos de 

remediação onde estes tipos de óleo sejam os contaminantes (Tabela 7).  

O biossurfactante produzido por Bacillus amyloliquefaciens, por outro lado, for 

capaz de emulsificar 58,4% do óleo de girassol e 46,6% do óleo de oliva (Diez et al., 

2022). 

 
Tabela 7 - Emulsificação de substratos hidrofóbicos pelo biossurfactante de Bacillus invictae 

UCP1617 cultivado em meio mineral contendo 1,5% de milhocina. 
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A formação de uma emulsão ocorre a partir da dispersão de uma fase líquida 

como gotas microscópicas em outra fase líquida contínua. As pequenas gotas 

formadas promovem uma grande quantidade de área interfacial e superficial. Na 

presença de surfactantes, as emulsões formadas podem permanecer estáveis 

através da redução da tensão interfacial e da redução do grau de coalescência 

(Ribeiro et al., 2020). A estabilidade de uma emulsão está relacionada, assim, ao 

equilíbrio da fase óleo/água/surfactante formada com a adição do tensoativo. Desta 

forma, as diferenças entre as capacidades de emulsificação observadas entre os 

diversos substratos podem ser explicadas pela compatibilidade conformacional entre 

a biomolécula surfactante e o substrato oleoso, que pode ou não favorecer a 

formação de uma emulsão estável.  

As emulsões do tipo água em óleo formadas com óleo de motor e petróleo 

apresentaram-se compactas e permaneceram estáveis por mais de seis meses à 

temperatura ambiente, sugerindo o uso do biossurfactante em derramamento de 

óleos ou em ambientes industriais que fazem uso de óleos pesados. Por outro lado, 

a capacidade de emulsificar óleos vegetais sugere um potencial de aplicação nas 

indústrias de alimentos e farmacêutica.  

 

3.5. Estabilidade do biossurfactante relacionada à manutenção da tensão 

superficial e à capacidade de emulsificação 

A aplicação dos biossurfactantes no meio ambiente e no setor industrial 

requerer produtos estáveis a condições operacionais e/ou ambientais extremas. No 

Substrato Índice de emulsificação (%) 

Óleo de girassol 41,42 ± 2,12 

Óleo de milho 41,67 ± 3,51 

Hexadecano 50,32 ± 3,21 

Óleo de amendoim 50,54 ± 1,69 

Querosene 52,20 ±2,52 

Óleo de oliva 80,21 ± 3,00 

Óleo de motor 90,80 ± 2,21 

Petróleo 99,01 ± 0,80 



Barata, M.I.C. Produção de biossurfactante por Bacillus invictae....     29 
 

 

 

caso da indústria petroquímica, especificamente, o uso de biossurfactantes como 

coadjuvantes nos processos de recuperação avançada de petróleo (Microbial 

Enhanced Oil Recovery), tem sido bastante promissor, embora as condições 

encontradas nos reservatórios de óleo, ou seja, alta temperatura, pressão e 

salinidade exijam a utilização de agentes eficientes e estáveis (Sarubbo et al., 2022; 

Silva et al., 2022). 

A etapa de purificação de biossurfactantes representa cerca de 60% dos 

custos totais de produção (Almeida et al., 2016). Considerando a indústria do 

petróleo e, mais especificamente, a remoção de óleos poluentes, a aplicação da 

maioria dos surfactantes microbiológicos exigiria a utilização do líquido metabólico 

obtido ao fim do cultivo ou do extrato bruto contendo o biossurfactante. Nesse 

sentido, a aplicação do biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 contido no 

líquido metabólico livre de células foi testada em condições ambientais específicas 

de pH, temperatura e concentrações salinas (Tabela 8). 

Inicialmente, a estabilidade do biossurfactante à adição de NaCl foi 

investigada em função da possibilidade de uso do biossurfactante produzido em 

ambientes marinhos. O biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 manteve a 

capacidade de redução da tensão superficial principalmente até a presença de 6,0-

7,0% de sal, apresentando uma tendência discreta de aumento da tensão 

proporcional ao aumento da concentração do sal. A capacidade de emulsificação 

também sofreu redução com o aumento da concentração salina. Uma vez que a 

maior salinidade marinha encontrada no mundo está em torno de 3%, o 

biossurfactante é adequado para uso na remediação de ambientes marinhos 

impactados por derramamento de óleos. 

O líquido metabólico livre de células (biossurfactante bruto) em diferentes 

pHs, demonstrou a estabilidade da capacidade de reduzir a tensão superficial na 

faixa de pH compreendida entre 4 e 12, enquanto para os pH extremos de 2 e 14 

observou-se um aumento da tensão superficial. Sugere-se que o comportamento 

observado tenha ocorrido em virtude da alteração de algum componente estrutural 

do biossurfactante.  A capacidade de emulsificação do óleo de motor, por outro lado, 

manteve-se estável em pH mais ácido. 

A estabilidade do biossurfactante também foi testada para diferentes 

temperaturas. O biossurfactante demonstrou pequenas variações nos valores de 

tensão superficial e na capacidade de emulsificação durante a faixa de temperatura 
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estudada, entre 5°C e 120°C, indicando a possibilidade de uso em indústrias onde 

temperaturas elevadas sejam utilizadas ou alcançadas durante os processos 

industriais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8 - Estabilidade do biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 cultivado em meio 

mineral suplementado com 1,5% de milhocina avaliada em diferentes condições de pH, 

temperatura e sob adição de NaCl através da determinação da tensão superficial e da 

capacidade de emulsificação de óleo de motor 

 

NaCl (%) Tensão superficial (mN/m) Índice de emulsificação (%) 

2,0 30,07 ± 0,30 90,11± 2,26 

4,0 30,24 ± 0,26 89,21±1,30 

6,0 30,50 ± 0,02 85,32± 0,95 

8,0 31,14 ± 0,70 79,41± 3,20 

10,0 32,17 ± 0,40 55,19± 2,26 

pH Tensão superficial (mN/m) Índice de emulsificação (%) 

2,0 34,45 ± 0,40 90,30± 2,06 

4,0 30,74 ± 0,20 89,66± 1,50 

6,0 30,17 ± 0,41 94,21± 2,36 

8,0 29,80 ± 0,60 65,15± 3,01 

10 32,45 ± 0,43 55,23± 3,16 

12 32,77 ± 0,52 53,33± 2,44 

14 34,50 ± 0,22 51,41± 1,31 

Temperatura (°C) Tensão superficial (mN/m) Índice de emulsificação (%) 

5 30,05 ± 0,93 68,61± 2,36 

70 31,18 ± 0,62 80,56± 3,05 

100 31,85 ± 0,41 90,37± 3,01 
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120 30,40 ± 0,27 90,42± 2,78 

 

Considerando a importância da manutenção das propriedades surfactantes do 

longo do tempo nos diferentes processos industriais de remoção de óleos, 

independentemente da temperatura do ambiente de aplicação da biomolécula, o 

mesmo foi submetido a diferentes intervalos de tempo, conforme descrito na Tabela 

9. 

 

 

 

 

 

Tabela 9 - Influência do tempo na estabilidade do biossurfactante de Bacillus invictae 

UCP1617 cultivado em meio mineral suplementado com 1,5% de milhocina sob diferentes 

temperaturas através da determinação da tensão superficial 

 

Tempo 

(minutos) 

Tensão superficial (mN/m) 

5ºC 70ºC 100ºC 120ºC 

0 30,05 ± 0,93 31,18 ± 0,62 31,85 ± 0,41 30,40 ± 0,27 

30 29,60 ± 0,31 29,60 ± 0,71 29,18 ± 0,31 30,16 ± 0,31 

60 29,41 ± 0,42 30,23 ± 0,21 29,50 ± 0,21 35,70 ± 0,12 

120 29,22 ± 0,73 29,21 ± 0,22 31,11 ± 0,28 33,15 ± 0,22 

180 29,11 ± 0,69 30,10 ± 0,30 31,13 ± 0,11 31,12 ± 0,12 

 

Os resultados demonstraram que o biossurfactante bruto de Bacillus invictae 

UCP1617 demonstrou estabilidade frente às condições testadas, indicando sua 

versatilidade de uso sob condições prolongadas de aplicação. 

 

 
3.6. Caracterização do biossurfactante 

Os biossurfactantes são moléculas complexas, não sendo fácil determinar a 

sua estrutura química, especialmente quando estes compostos são produzidos a 

partir de resíduos industriais. A análise da composição química do biossurfactante 

produzido por Bacillus invictae UCP1617 indicou a presença de 65% de lipídios e 

32% de carboidratos, sugerindo possivelmente a natureza glicolipídica do composto. 
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Por outro lado, o biossurfactante produzido por Bacillus amyloliquefaciens cultivado 

em óleo de oliva foi caracterizado como um lipopeptídeo (Diez et al., 2022). 

O biossurfactante isolado foi analisado por espectroscopia de infravermelho 

com transformada de Fourier (FTIR), caráter iônico e análise elementar. O espectro 

FT-IR mostrou um pico amplo e intenso em torno de 3414 cm-1 característico de 

grupos hidroxilas (Figura 11). Uma vibração de alongamento CH assimétrica do 

grupo CH2 alifático atribuída foi visualizada em torno de 2351 cm-1. O pico em torno 

de 1672 cm-1 e os picos próximos a 1128 cm-1 sugeriram a presença do grupo COO- 

e C-O presente no carboxilato, respectivamente. Um pico esticado simétrico próximo 

a 1400 cm-1 indicou a presença de grupos carboxila (Haque et al., 2020; et al., 

2022).  

 

 

Figura 11 - Caracterização dos espectros FT-IR do biossurfactante extraído e purificado de 

Bacillus invictae UCP1617 cultivado em meio mineral suplementado com 1,5% de milhocina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As propriedades de carga das micelas do biossurfactante foram 

caracterizadas medindo-se seus potenciais zeta. O potencial zeta descreve o 

potencial eletrostático da superfície das partículas e pode indicar a carga total da 

biomolécula. A solução do biossurfactante apresentou um potencial zeta de 28,6 

mV, sugerindo características aniônicas. Valores em torno de 29,9 mV foram 

observados por Barbosa et al. (2022) para o bioemulsificante produzido pela 

levedura Scheffersomyces shehatae 16-BR6- 2A em um meio contendo hidrolisado 

de bagaço de cana hemicelulósico e óleo de soja. Resultados semelhantes foram 
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observados para o biossurfactante de Bacillus cereus UCP1615 submetido ao 

mesmo teste (Durval et al., 2020). 

A determinação do potencial zeta também fornece informações sobre o grau 

de repulsão eletrostática entre partículas em uma solução, ajudando a compreender 

as razões dos fenômenos de coalescência, agregação ou floculação em uma 

emulsão, o que pode ser aplicado para obter formulações de dispersões coloidais 

estáveis (Kourmentza et al., 2019). 

A análise elementar da composição do biossurfactante evidenciou a presença 

de carbono (70,05%), hidrogênio (9,74%), oxigênio (15,01%), sugerindo, mais uma 

vez, a natureza glicolipídica do biossurfactante. 

 

 

 

 

3.7. Concentração Micelar Crítica (CMC) do biossurfactante 

As propriedades tensoativas de um surfactante dependem principalmente de 

sua habilidade em reduzir as tensões superficial e interfacial, dos seus valores de 

CMC e da formação de emulsões compactas e estáveis.  

A capacidade de reduzir a tensão superficial depende da concentração do 

composto tensoativo, isto é, da CMC, que é definida como a concentração mínima 

do surfactante requerida para reduzir ao máximo a tensão superficial da água, dando 

início à formação de micelas. Surfactantes eficientes possuem valores de CMC 

muito reduzidos, o que significa que pouco surfactante é requerido para reduzir a 

tensão superficial (Sarubbo et al., 2022). O biossurfactante de Bacillus invictae 

UCP1617 foi capaz de reduzir a tensão superficial da água de 71,01 ± 1,21 mN/m 

para 29,1 ±1,06 mN/m para uma concentração de 900 mg/L de biossurfactante 

isolado (Figura 12). Já o biossurfactante produzido por Bacillus cereus cultivado em 

óleo de fritura apresentou uma CMC de 500 mg/L (Durval et al., 2019), enquanto 

outras espécies de Bacillus foram capazes de produzir biossurfactantes com CMCs 

inferiores comparadas às obtidas neste trabalho (Mendoza et al., 2022; Verma et al., 

2022). O lipopeptídeo produzido por Geobacillus thermodenitrifcans ME63, por sua 

vez, apresentou uma CMC de 55 mg/L, embora sua tensão superficial tenha sido de 

39,5 mN/m (Li et al., 2023). A surfactina produzida por uma nova cepa de Bacillus 

subtilis (sp.) 50499 isolada de solo contaminado por óleo bruto, por sua vez, reduziu 
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a tensão superficial da água para 28,6 mN/m para uma CMC de 20 mg/L (Du et al., 

2023). As diferenças encontradas se devem não só às diferenças entre os 

microrganismos testados e as condições de cultivo, mas também às impurezas 

remanescentes após o isolamento do biossurfactante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Concentração Micelar Crítica (CMC) do biossurfactante produzido por Bacillus 

invictae UCP1617 cultivado em meio mineral suplementado com 1,5% de milhocina 

 
 

3.8. Formulação do biossurfactante  

O biossurfactante isolado foi adicionado de estabilizante (HEC), ácido graxo e 

sorbato de potássio (C6H7KO2) como preservativo para compor a fórmula comercial 

de um detergente eco-friendly.  

A formulação do biossurfactante não provocou alterações consideráveis na 

sua tensão superficial, uma vez que a mesma foi registrada como 31 mN/m após 90 

dias em repouso. O formulado produzido também demonstrou ser um produto 
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promissor para ser aplicado em diferentes processos de limpeza por apresentar 

estabilidade nos vários valores de pH, de temperaturas e de concentrações de NaCl, 

uma vez que sua tensão superficial sofreu poucas alterações (Tabela 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10 - Estabilidade do biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 formulado sob 

diferentes condições de pH, temperatura e adição de NaCl frente à tensão superficial após 

90 dias de armazenamento à 28ºC 

Fonte: O autor 

 

3.9. Toxicidade do biossurfactante formulado 

Testes de fitotoxicidade e toxicidade em organismos aquáticos têm sido 

usados como critérios importantes na seleção de tensoativos a serem empregados 

em detergentes domésticos e industriais (Santos et al., 2016). 

Após a exposição das larvas do microcrustáceo Artemia salina ao 

biossurfactante formulado diferentes concentrações testadas (1/2 CMC-450, CMC - 

900 e 2xCMC- 1800 mg/L), as mesmas apresentaram sobrevivência de 100%, não 

 

pH 

Tensão 

superficial          

(mN/m) 

Concentração 

de NaCl 

(%) 

Tensão 

superficial          

(mN/m) 

Temperatura 

(ºC) 

Tensão 

superficial          

(mN/m) 

2   30,45 ± 0,45 2 30,07 ± 0,31 5 30,05 ± 0,92 

4 30,04 ± 0,22 4 31,74 ± 0,26 70 30,18 ± 0,63 

6 30,07 ± 0,41 6 32,61 ± 0,22 100 30,25 ± 0,42 

8 30,80 ± 0,60 8 32,14 ± 0,71 120 30,40 ± 0,22 

10 31,05 ± 0,43 10 31,17 ± 0,40 - - 

12 31,77 ± 0,52 - - - - 
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havendo taxa de mortalidade. Silva et al. (2023) também obtiveram os mesmos 

resultados com um biossurfactantes produzido por Candida bombicola. 

Considerando que um IG de 80% tem sido utilizado como indicador de 

ausência de toxicidade (Tiquia et al., 1996), os resultados obtidos indicaram que as 

soluções de biossurfactante testadas na ½ CMC (450 mg/L) e na CMC (900 mg/L) 

não apresentaram efeito inibitório sobre a germinação das sementes e sobre o 

alongamento das raízes dos vegetais testados, uma vez que houve índice de 

germinação entre 80 e 90% nessas concentrações (Tabela 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 11 - Fitotoxicidade do biossurfactante de Bacillus invictae UCP1617 formulado em 

diferentes concentrações de biossurfactante determinadas a partir da Concentração Micelar 

Crítica (CMC) 

Sementes de vegetais 

Índice de Germinação (%) 

Concentração do biossurfactante 

½ CMC CMC 2xCMC Água 

Tomate cereja (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme) 
90,00± 3,33 80,00± 1,22 50,00± 2,76 100,00± 0,43 

Repolho Coração-de-Boi 

(Brassica oleracea) 
87,35± 2,97 70,60± 2,13 42,86± 3,09 100,00± 0,21 

 

3.10. Dispersão de composto hidrofóbico em água do mar pelo 

biossurfactante formulado 

Outro parâmetro bastante utilizado para determinação da qualidade de um 

biossurfactante é a avaliação de sua capacidade dispersante. O biossurfactante 

formulado na CMC foi capaz de dispersar totalmente o óleo, considerando o 

diâmetro inicial de óleo, nas proporções 1:1 e 1:2 (v/v). Mesmo o óleo estando em 
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uma proporção oito vezes maior que o biossurfactante, a biomolécula não perdeu 

sua eficiência, indicando que o biossurfactante é um excelente dispersante de 

hidrocarbonetos, podendo ser utilizado, também, como agente remediador em 

ambientes marinhos (Tabela 12). A Figura 13 ilustra o experimento de dispersão do 

óleo pelo biossurfactante. 

 

Tabela 12 - Dispersão do óleo motor pelo biossurfactante formulado obtido de Bacillus 

invictae UCP1617 em diferentes proporções de biossurfactantes e óleo 

Proporção biossurfactante/óleo de 

motor (v/v) 

Capacidade de dispersão 

(%) 

1:1 100,00 ± 0,03  

1:2 100,00 ± 0,02 

1:8 80,00 ± 0,51 

 

Figura 13 - Ilustração da dispersão do óleo de motor pelo biossurfactante formulado de 

Bacillus invictae UCP1617 em água do mar. 

Fonte: O autor, 2023. 

 

3.11. Remoção de composto hidrofóbico em solo pelo biossurfactante 

formulado 

A eficiência do biossurfactante formulado foi observada no teste de remoção 

do óleo de motor. Os resultados obtidos demonstraram que o biossurfactante foi 

capaz de remover, após 24 horas, 90,06±0,14 e 99,21±0,12% do óleo de motor 

contido no solo quando usado na metade da CMC e na CMC, respectivamente 

(Tabela 13). Estudos realizados por Sharma et al. (2018) avaliaram o efeito do 

biossurfactante produzido Bacillus amyloliquefaciens SAS-1 e Bacillus subtilis BR-

15, na remoção de óleo do motor em solo, mostrando que os biossurfactantes 

(lipopeptídeos) foram capazes de remover entre 56,91±1,52 e 66,31±2,32% do óleo 
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no solo. Portanto, o biossurfactante produzido por Bacillus invictae UCP1617 

apresenta capacidade satisfatória de atuar na remediação de solos contaminados. 

 

Tabela 13 - Remoção do óleo de motor em solo argiloso pelo biossurfactante formulado de 

Bacillus invictae UCP1617 em diferentes concentrações determinadas a partir da 

Concentração Micelar Crítica (CMC) 

Concentração do 

biossurfactante 

Tempo de contato  

(h) 

Índice de remoção 

(%) 

 

 

½ CMC 

0,5 64,62 ± 0,21 

1,0 75,94 ± 0,16 

2,0 82,12 ± 0,11 

24,0 90,06 ± 0,14 

 

 

CMC 

0,5 89,62 ± 0,16 

1,0 90,56 ± 0,18 

2,0 92,45 ± 0,23 

24,0 99,21 ± 0,12 

3.12. Aplicação do biossurfactante formulado na remoção de poluente 

hidrofóbico em superfície de vidro      

Os biossurfactantes podem aumentar a remoção de poluentes hidrofóbicos 

através da solubilização dos constituintes hidrofóbicos na fase aquosa (Sarubbo et 

al., 2015).  

Os resultados de remoção do composto oleoso adsorvido em superfície de 

vidro pelo biossurfactante formulado na CMC mostraram que o tensoativo tem 

habilidade de solubilizar o óleo de motor por apresentar uma remoção de 98,42 ± 

1,02% (Figura 14). 

 

Figura 14 - Ilustração da remoção de óleo motor em superfície sólida pelo biossurfactante 

formulado obtido de Bacillus invictae UCP1617. (A) Lâmina contaminada e solução de 

biossurfactante; (B) Processo de lavagem por imersão e (C) Lâmina lavada e solução de 

biossurfactante pós-lavagem 

 

   Fonte: O autor, 2023. 
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3.13. Teste de lavagem de composto hidrofóbico adsorvido à superfície 

porosa com o biossurfactante formulado  

As regiões costeiras apresentam uma grande variedade de características 

distintas, desde regiões arenosas até regiões rochosas. Devido a estas diferenças 

nas superfícies, contaminantes hidrofóbicos que têm caráter recalcitrante no meio 

ambiente podem ser facialmente aderidos, impactando significativamente a 

paisagem e a ecossistemas dessas áreas (Pereira et al., 2022; Verma et al, 2021).  

Considerando a importância da preservação destas formações rochosas, a 

capacidade de remoção de óleos contaminantes em rochas e pedras foi avaliada 

utilizando amostras de rochas do ambiente costeiro foram impregnadas com óleo de 

motor e lavadas, sem fricção, com diferentes concentrações do biossurfactante 

produzido por Bacillus invictae UCP1617. Foi possível observar que o uso do 

biossurfactante, na metade de sua CMC, contribuiu para a remoção de 30±1,2% do 

contaminante hidrofóbico aderido à rocha. Os maiores valores de remoção, de 

75±2,2% foram obtidos na CMC, taxas que corroboram com os estudos descritos na 

literatura (Figura 15). 

Durval et al. (2021) avaliando o biossurfactante de Bacillus cereus produzido 

em um meio mineral suplementado com 2% de óleo de soja pós fritura e 0,12% de 

peptona, observou um percentual de 69 ± 2,1% de remoção de óleo de motor 

aderido à rocha com o biossurfactante na concentração duas vezes a CMC. 

Experimentos realizado por Ostendorf et al. (2019), utilizando o biossurfactante 

isolado de Bacillus cereus na CMC, mostrou taxas de remoção de óleo de motor 

aderido à rocha de aproximadamente 60%. Comparando o presente estudo com 

resultados descritos na literatura, a aplicação desta biomolécula como agente de 

lavagem em regiões costeiras pode ser considerada promissora. 

 

Figura 15 - Ilustração da remoção de óleo motor em rochas porosa pelo biossurfactante 

formulado obtido de Bacillus invictae UCP1617 na metade da CMC (A) e na CM (B). 
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              Fonte: O autor, 2023. 

 

 

 

 

4. CONCLUSÕES 

 

O Bacillus invictae UCP1617 é capaz de produzir um biossurfactante eficiente 

em meio contendo substratos de baixo custo, demonstrando grande potencial 

biotecnológico.  O biossurfactante demonstrou estabilidade frente a condições 

ambientais extremas, indicando a possibilidade de aplicação sob condições 

adversas, como em derramamentos de petroderivados no mar, na recuperação de 

petróleo a elevadas profundidades ou em processos industriais a altas temperaturas. 

Além disso, as propriedades tensoativas, de emulsificação e a ausência de 

toxicidade, assim como a capacidade de dispersão de óleo em meio aquoso 

demonstram claramente a viabilidade de aplicação do biossurfactante formulado 

como aditivo biotecnológico para os processos de remedição de ambientes 

aquáticos e terrestres contaminados com petróleo e derivados.  
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1. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os estudos realizados com a linhagem de Bacillus invictae UCP1617 permitem as 

seguintes conclusões: 

 

• o Bacillus invictae UCP1617 apresenta potencial como microrganismo produtor de 

compostos com atividades surfactante e emulsificante a partir do uso de um substrato 

de baixo custo. 

 

• a utilização de milhocina apresenta-se como alternativa vantajosa de formulação de um 

meio de baixo custo para a produção de biossurfactantes. 

 

• a utilização de ferramentas estatísticas é vantajosa para a maximização da produção do 

biossurfactante...... 

 

• o scale-up de produção do biossurfactante permitiu a obtenção de quantidades 

satisfatórias da biomolécula para sua possível aplicação industrial. 

 

• o potencial de aplicação do biossurfactante produzido como agente tensoativo foi 

evidenciado considerando que o menor valor de tensão superficial atingido foi 

semelhante a valores descritos na literatura para bactérias super produtoras de 

surfactantes; 

 

• o biossurfactante produzido pode ser utilizado como emulsificante de óleos e 

hidrocarbonetos de petróleo, indicando o uso dessa biomolécula no tratamento de 

diferentes ambientes contaminados com óleos pesados. 

 

• a utilização do biossurfactante bruto indica a possibilidade de aplicação na área 

ambiental com redução dos custos do processo de produção; 

 

•  o biossurfactante demonstrou estabilidade frente a condições ambientais extremas, 

indicando a possibilidade de aplicação do sob condições adversas, como acontece nos 

derramamentos de petroderivados no mar, na recuperação de petróleo a elevadas 

profundidades ou em processos industriais a altas temperaturas. 

 

• o biossurfactante formulado não apresenta toxicidade nas concentrações comumente 

utilizadas para máxima eficiência.   
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• a possível utilização comercial do biossurfactante formulado como aditivo 

biotecnológico eco-friendly está em consonância com as políticas de preservação e 

redução dos impactos ambientais sobre os ecossistemas. 

 

Anexo 1: Normas da revista 

 

2. ANEXO 2 

 

ARTIGO: Production of Biosurfactant by Bacillus invictae UCP 1617 for the 

formulation of an Ecofriendly Detergent for Remediation of Petroderivatives. 

 

 

 

 




