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RESUMO 

 
Os Biossurfactantes são compostos tensoativos produzidos por bactérias, leveduras e 
fungos filamentosos, que apresentam na molécula uma porção hidrofóbica e outra 
hidrofílica, com potencial de redução da tensão superficial da água e ou de emulsificar 
líquidos com duas fases, os que apresentam essa última característica são denominados de 
bioemulsificantes. Apresentam potenciais de aplicação em varias áreas industriais como: 
alimentícia, agrícola, farmacêutica e petroquímica, devido a  suas características de 
biodegradábilidade, não toxicidade e possibilidade de produção a partir de substratos  
renováveis. Neste trabalho, estudos foram realizados com Bacillus subtilis UCP 0146, 
investigando a produção de bioemulsificante, empregando como substrato o efluente 
agroindustrial (manipueira). O cultivo foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 250 ml 
contendo 75 mL (100%) do meio de produção (manipueira) de acordo com  planejamento 
fatorial completo  23,  teve como variável independente o volume do inóculo, temperatura e 
agitação e como variável resposta o índice de emulsificação (IE24), com 5% de inóculo com 
concentração de 108 cel /mL, incubado a 30ºC, sob agitação  de  150 rpm por 72h. Foi  
avaliado  o bioemulsificante  produzido no líquido metabólico livre de células,  a fins da 
dosagem  índice de emulsificação (IE24). As características do bioemulsificante avaliadas 
foram tamanho das gotas de emulsão, estabilidade frente a variações de pH, concentração 
de NaCl e temperatura. Os resultados mostraram que o bioemulsificante apresentou índice 
de emulsificação de 95,2% para óleo queimado de motor na melhor condição do 
planejamento (inóculo 9% (v/v), 25°C e 100rpm), apresentando formação de emulsão 
estável em relação ao IE24 em todas as temperaturas testadas, mas a melhor resposta foi 
com a temperatura de 70ºC (96.0%). Em relação ao  pH, foi observado um IE24h de  91,6% e 
em relação a  salinidade  apresentou 92.0%. No teste de dispersão do deslocamento obteve 
o valor de 85,38 cm². Quanto ao potencial de adsorção do corante catiônico azul de metileno 
removeu 62,2% após 12h, como também a remoção de 94,4% do óleo queimado de motor 
impregnado em solo arenoso. O Bacillus subtilis apresentou habilidade de produzir  

bioemulsificante utilizando a  conversão metabólica do resíduo agroindustrial, tornando o 
bioprocesso econômico e com grande potencial na aplicação biotecnológica. 
 
 
Palavras-Chave: Bioemulsificante, Bacillus subtilis, manipueira, efluente agroindustrial. 
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ABSTRACT 

  

Biosurfactants are tensioactive compounds produced by bacteria, yeasts and filamentous 
fungi, which have come in the molecule a hydrophobic and other hydrophilic portion, with 
potential to reduce water surface tension and liquid emulsion with two phases, called 
Bioemulsifiers. The bioemulsifiers presented potential of application in several industrial 
areas such as: food, agricultural, pharmaceutical and petrochemical, their characteristics of 
biodegradability, non-toxic and possibility of production from renewable substrates. In this 
sense, studies carried out with Bacillus subtilis UCP 0146, investigating a bioemulsifier 
production, using as substrate the agroindustrial effluent (manipueira). Cultivation was 
carried out in Erlenmeyer flasks containing 75 mL (100%) of the production medium 
(manimetry) according to the 23 factorial scale, with 5% inoculum at a concentration of 108 
cells / mL, incubated at 30ºC under agitation  of 150 rpm for 72h, being evaluated the 
bioemulsifier produced in the cell free metabolic liquid, the emulsification inde (IE24). As the 
good, the size of the emulsion droplets, stability to pH, NaCl and temperature. The results 
showed that the emulsifier had a 95.2% emulsification index with the engine burned oil in the 
best planning condition, showing a stable emulsion formation at all temperatures and a better 
response at the temperature of 70ºC (96.0%). Regarding pH was observed in assay 2, an 
(IE24) of 91.6% relative to salinity or assay 4 represented 92.0%. In addition, no dispersion 
test showed displacement of 85.3 cm of the oil and the discoloration of methylene blue in 
aqueous solution, obtained the result of 62.2% removal. The  Bacillus subtilis demonstrated 
the ability to produce bioemulsifiers using a metabolic conversion of the agroindustrial 
residue, making the bioprocessing economical and great potential in the biotechnological 
application. 
 

 

Key Words: Bioemulsifier, Bacillus subtilis, cassava flour wastewater, agroindustrial effluent. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

Os bioemulsificantes são moléculas anfifílicas que apresentam capacidade de  

formação  de emulsões estáveis, além de elevado  peso molecular e baixo poder de 

redução da tensão superficial (SOUZA, 2016; SATPUTE, 2017). 

 Vários micro-organismos são capazes de produzir extracelularmente 

bioemulsificantes, a partir do metabolismo, se necessário formando emulsões estáveis em 

água/óleo ou óleo/água, além de desemulsificar e solubilizar substâncias hidrofóbicas, 

anticalcitrantes e hidrocarbonetos (SOUZA, 2016; PUNNIYAKOTTI, 2017; SATPUTE, 

2017).   

A produção de emulsificantes naturais (bioemulsificantes) por via microbiana 

apresenta diversas vantagens em relação aos seus sintéticos, tais como: elevada 

biodegradabilidade, baixa toxidade, baixa irritabilidade e biocompatibilidade (DIAZ DE 

RIENZO et al., 2016; ZHAO, 2016; BISWAS et al., 2017; PUNNIYAKOTTI, 2017). 

          Contudo, os estudos com a produção de novas biomoléculas, estão 

condicionados a fatores limitantes como o uso de substratos convencionais pelo 

elevado custo, não sendo ainda competitivos em relação aos emulsificantes sintéticos 

(UZOIGWE et al. 2015; PUNNIYAKOTTI, 2017; RADZUAN, 2017). 

          Os avanços científicos na era da globalização industrial têm direcionado cada vez 

mais, diversas indústrias para a biotecnologia, visando a obtenção de bioprodutos, 

considerando a ampla aplicação em diversos setores industriais como: alimentícia, 

agrícola, farmacêutica, química e petroquímica, gerando assim, crescentes demandas 

(SEKHON-RANDHAWA, 2014; UZOIGWE et al. 2015; PUNNIYAKOTTI, 2017). 

      Desta forma, a utilização de resíduos agroindustriais como substrato permitem um 

baixo-custo no processo de produção, otimizando a purificação e o rendimento, 

tornando a produção menos onerosa e mais competitiva no mercado                        

(RANDHAWA, 2014; SHARMA et al., 2016; JOY  et al., 2017) . 

A utilização de substratos renováveis para produção de bioemulsificante é uma 

importante contribuição para a redução dos custos de produção em larga escala e no 

processo de comercialização. Além disso, o uso desses resíduos é uma fonte renovável 

que contribui com a minimização da poluição ambiental causada pelo descarte inadequado 

dos resíduos (COSMANN, 2017). 



      MAIA, P.C.V.S. Produção e aplicação de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146...   12 

 

 

 

          Assim, a preocupação mundial com questões econômicas e ambientais geraram em 

2015 na União Europeia (EU), uma comissão que lançou bases para uma “Economia 

Circular”, apresentando como estratégia a prevenção na produção de resíduos e quando 

estes ocorrem pelo processo inerente da produção, que possam ser utilizados para formas 

bioeconômicas, ou seja, que o uso de resíduo seja valorizado pela transformação em um 

bioproduto de elevado valor agregado (SATPUTE, 2017). 

      Assim, a produção de bioemulsificante por Bacillus subtilis, é justificado como uma 

alternativa promissora, de baixo custo e com perspectivas de sustentabilidade pelo 

aproveitamento do resíduo industrial (manipueira), como fonte renovável, além de 

possibilitar o desenvolvimento científico e atendimento às demandas do mercado mundial. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar o potencial biotecnológico do Bacillus subtilis UCP 0146, para produção 

de bioemulsificante, empregando efluente manipueira como substrato. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Investigar a produção bioemulsificante por B. subtilis UCP 0146 empregando 

manipueira; 

 Realizar um planejamento fatorial completo 23, tendo como variáveis independentes 

o volume do inóculo, a temperatura de incubação e a agitação e como variável 

resposta o índice de emulsificação; 

 Selecionar a melhor condição de produção do bioemulsificante por B.subtilis; 

 Avaliar o crescimento do B. subtilis e a produção do bioemulsificante na condição 

selecionada do planejamento que apresentar melhor resultado; 

 Avaliar a estabilidade do bioemulsificante frente à diferentes condições de  

temperaturas, pH  e concentrações de salinidade;  

 Aplicar a biomolécula. 
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.3.1 Compostos de superfície ativa 

 

1.3.1.1 Surfactantes e  Biossurfactantes 

 

Os surfactantes são compostos químicos derivados do petróleo e estima-se que 

cerca de 10 milhões de toneladas por ano são produzidos. Entretanto, o interesse na 

preservação ambiental tem conduzido à utilização dos surfactantes de origem biológica por 

apresentarem elevada aceitabilidade ecológica e baixa toxicidade (MAKKAR, et al., 2012; 

PARTHIPAN , 2017). Dentre os surfactantes utilizados comercialmente destacam-se os 

ésteres sulfatados ou sulfatos de ácidos graxos (aniônicos) e sais de amônio quaternário 

(catiônicos) (SHARMA, SAHARAN, 2014).  

As características anfipáticas dos surfactantes ocorrem devido à presença de uma 

porção hidrofóbica (apolar hidrocarbonada) e outra hidrofílica (polar iônica, não-iônica ou 

anfotérica) na mesma molécula, possibilitando reduzir a tensão superfícial e interfacial, 

além de proporcionar formação de emulsões estáveis. Estas características permitem 

produzir detergentes, emulsificantes e dispersantes, o que possibilita aplicação industrial 

(CORREA, 2015; SOUZA, 2016; PEREZ  et al., 2017; SILVA, et al., 2017).  

Os biossurfactantes são subprodutos naturais de origem microbiana (bactérias, 

fungos e leveduras) com propriedades, iguais ou superiores aos surfactantes sintéticos 

(NITSCHKE et al., 2007; PANJIAR,2017). As vantagens dos biossurfactantes em relação 

aos surfactantes químicos são: elevada biodegrabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade 

ecológica e possibilidade de serem produzidos com a utilização de matérias-primas 

renováveis e de baixo custo (NITSCHKE; PASTORE 2006; SANTOS, 2016). 

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes são naturais, podem 

ser produzidos por micro-organismos, plantas e animais. A classificação é baseada na sua 

estrutura química e pela espécie microbiana produtora e também pelo seu peso molecular, 

embora o potencial de produção seja determinado também pela genética dos micro-

organismos e a natureza do substrato. O tipo de biossurfactante é muito especifico 

podendo variar de espécie para espécie (LUNA et al., 2013; JANEK et al., 2012; SAHA, 

2017). 
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As principais classes destes metabólitos secundários incluem os glicolipídeos, 

lipopeptídeos, ácidos graxos, lipídeos neutros fosfolipídeos e biossurfactantes poliméricos e 

particulados, sendo os lipopeptídeos os biossurfactantes mais efetivos (SINGH, 2012; 

AUDISIO, 2013). Dentre esses, os lipopeptídeos e glicopeptídeos são os biossurfactantes 

que possuem comprovada atividade antibiótica. Estudos indicam que o gênero Bacillus é 

um dos maiores produtores de biossurfactantes do tipo lipopeptideo com elevado potencial 

biotecnológico (HERCULANO et al., 2011; RUFINO, 2011; RAY, 2017). 

O Bacillus subtilis é relatado como responsável pela produção de lipopeptídeos 

surfactantes, sendo o mais conhecido a surfactina. Além disso, o gênero também produz 

lipopeptídeos com propriedades antimicrobianas: fengicina, iturina, bacillomicinas e 

micosubtilinas (DAS et al, 2008). 

 Estudos realizados confirmam a atividade antimicrobiana sobre 29 bactérias pelo 

uso de dois lipopeptídeos produzidos pelo B. subtilis. Lipopeptídeos produzidos por B. 

subtilis e por B. licheniformis foram testados contra micro-organismos patogênicos, sendo o 

produto de B. subtilis efetivo contra bactérias Gram-positivas e não contra as Gram-

negativas; contudo ocorreu o inverso para o produto obtido de B. licheniformis 

(KORENBLUM, 2012; KAVYANIFARD, 2016). 

           A surfactina age diretamente em membranas contendo fosfolipídios que possuem 

cadeias mais curtas e/ou estão em organização fluída, consequentemente, interferindo com 

as funções biológicas por meio da inserção nas bicamadas lipídicas, modificando a 

permeabilidade da membrana, formando canais iônicos ou por carrear cátions mono ou 

bivalentes, solubilizando assim, a membrana por ação detergente (ARAUJO, 2012; 

NITSCHKE; SILVA, 2016). 

 

1.3.2 EMULSIFICANTES X BIOEMULSIFICANTES 

 

1.3.2.1 Definições e caracterização dos emulsificantes 

 

Os agentes emulsificantes  são moléculas que ao serem adicionadas às emulsões 

aumentam a sua estabilidade cinética tornando-as razoavelmente estáveis e homogêneas, 

sendo a emulsão um sistema coloidal disperso no qual as fases são líquidos imiscíveis ou 

parcialmente miscíveis (OLIVEIRA et al., 2004; FRANGE; GARCIA, 2009; CAMPOS et al., 

2013). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cin%C3%A9tica
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Em quase todas as emulsões uma das fases é água (fase contínua) e a outra é um 

líquido não miscível chamado de óleo (fase dispersa) e os glóbulos do liquido disperso 

apresentam, geralmente, diâmetros  entre  0.1  µm  e 10  µm. Se o óleo for a fase dispersa, 

a emulsão é chamada emulsão óleo em água (O/A);  se o meio aquoso for a fase dispersa,  

é chamado de  emulsão  de água  em óleo  (AIO) (SHAW,  1975; KALE, 2017). 

Por serem instáveis termodinamicamente as emulsões não se formam 

espontaneamente, sendo assim necessário fornecer energia para formá-las através de 

processos físico-químicos como: agitação e a utilização de substâncias homogenizadoras. 

A propriedade mais importante de uma emulsão é a sua estabilidade, sendo esta 

dependente de vários fatores como: diferença  de  densidade  entre  as fases, viscosidade 

do sistema, dimensões do dispersóide, relação entre os volumes das  fases,  existência  e  

valor  das  cargas elétricas,  presença  de substâncias tensoativas e da tensão superficial 

(CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; JANEK et al., 2012; UZOIGWE et al., 2015; SOUZA, 

2016). 

Os emulsificantes são substância ampifílicas, que apresentam em sua molécula 

uma porção apolar de natureza de hidrocarboneto, solúvel em óleo e uma extremidade 

polar solúvel em água (figura 1). Estas substâncias são capazes de se solubilizar tanto em 

água quanto em óleo. A sua solubilidade em óleo é conferida pela cadeia carbônica 

enquanto que o grupo polar, por sua afinidade com a água, é capaz de formar uma  cadeia 

carbônica  e produzir  uma solução aquosa. Quando estas substâncias são colocadas em 

meio óleo-água ou água-ar elas se orientam de modo a manter os grupos hidrofílicos na 

fase aquosa e as cadeias carbônicas na fase oleosa, conforme a figura 2. Em função 

dessas características, os emulsificantes reduzem a tensão superficial na interface das 

fases imiscíveis, permitindo, portanto, que elas se misturem, formando a emulsão 

(CIRIGLIANO & CARMAN,1985; INÈS- DHOUHA, 2015; UZOIGWE, 2015; SHARMA et al., 

2016). 

 Análises internacionais do mercado indicam que a Europa, a área Ásia-Pacífico e 

os Estados Unidos detêm a maior parte do mercado global de emulsificantes. Nos 

próximos anos, é a região Ásia-Pacífico que deverá apresentar a maior taxa de 

crescimento anual, com Compound Annual Growth Rate (CAGR), de 8,0%. Além da 

crescente demanda no setor de alimentos, bebidas e produtos para cuidados pessoais, os 

emulsificantes estão encontrando mercado também na forma de microemulsão no setor 

farmacêutico e na biorremediação. O mercado de emulsificantes é um exemplo claro de 

um mercado estável, com crescimento revivido através da implementação de inovações 

estratégicas e novas tecnologias (FOOD INGREDENT BRASIL, 2013). 
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Figura 1. Característica anfifílica do emulsificante 

 
Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013. 

 
A classificação é baseada de acordo com a distribuição de suas fases. Conforme a 

figura 2. 

Figura 2. Fases da emulsão 

 

 

 
 
 
 

 
 

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013. 

                                         

Também podem ser classificados pela carga, sendo os emulsificantes iônicos 

responsáveis por estabilizarem emulsões do tipo óleo/água (Figura 3 A). Na interface, o 

grupo alquila interage com as gotículas de óleo, enquanto os grupos finais carregados se 

projetam para a fase aquosa. A participação de íons com carga opostas propicia a 

formação de uma camada dupla, essa previne a agregação das gotículas do óleo. Os não 

iônicos são orientados na superfície das gotículas do óleo com a proporção polar projetada 

para a fase aquosa (Figura 3 B) (TADROS, 2013). 

 
Figura 3. Atividade do emulsificante iônico óleo em água (A) e atividade do emulsificante não-iônico 

água em óleo (B). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013. 

A B 
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A estrutura das emulsões também é uma forma de classificar o sistema, segundo  

Tadros et al, (2013), de acordo com: 

 

1. O/A (óleo/água) e A/O (água/óleo)/ macro-emulsões: normalmente possuem 

uma faixa de tamanho de 0,1 - 5µm, tendo  como uma média de 1-2 µm. 

2. Nano-emulsões: geralmente apresentam tamanhos variáveis de 20-100 nm. 

Também como as macro-emulsões, são apenas cineticamente estáveis. 

3. Emulsões ou micro-emulsões micelares: estes geralmente possuem uma faixa 

de tamanho de 5-50 nm e são termodinamicamente estáveis. 

4. Duplas e múltiplas emulsões: são emulsões-de-emulsões, A/O/A. 

5. Emulsões mistas: sistema constituído por gotas de dispersantes diferentes que 

não se misturam de uma forma continua. 

 

1.3.2.2 Estabilidade das emulsões 

 

A estabilidade de emulsões de substâncias não miscíveis entre si permitem a 

obtenção de produtos estáveis cuja homogeneização possibilitará o processo industrial. 

Quando ocorre a adição de um emulsificante a uma emulsão contendo água e óleo é 

formado na interface dos dois componentes um filme pelas moléculas do emulsificante 

orientadas de acordo com a sua polaridade. Esta nova condição irá reduzir a tensão 

interfacial entre os líquidos. Desta forma os líquidos imiscíveis poderão ser dispersos um 

no outro, através da agitação e formação de micelas. 

 Segundo Wong (1995) a estabilidade coloidal da emulsão considera que as 

partículas dispersas estão submetidas a ação de duas forças independentes, sendo  estas: 

 

1- Atração de Van der Waals: esta força atrativa se origina nas flutuações da 

densidade eletrônica em um átomo neutro. A distribuição desigual da densidade 

eletrônica cria momentaneamente um dipolo que pode induzir a formação de uma 

estrutura similar em um átomo vizinho. 

O potencial atrativo entre as partículas é igual a soma de todas as forças sobre 

todos os átomos, aumenta com o tamanho das partículas e diminui com a distância entre 

elas. 

2- Repulsão eletrostática: uma partícula com uma superfície carregada 

uniformemente pode causar uma distribuição desigual dos íons da solução, 

formando uma dupla camada elétrica sobre sua superfície. Os íons com carga 
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oposta a da partícula se acumulam em torno da superfície, em uma concentração 

que decresce com a distância.  

 Os mecanismos que favorecem o processo de instabilidade das emulsões são de 

acordo com Ordóñez (2005), como demonstra a Figura 4: 

 

a) Separação das fases por sedimentação: As gotas dispersas têm densidade 

diferente da fase dispersante, e, por isso, pode haver sedimentação e 

separação das fases devido à força da gravidade. A velocidade com que se 

produz a emulsão é diretamente proporcional ao tamanho das gotas da fase 

dispersa e inversamente proporcional à viscosidade da fase contínua ou 

dispersante. 

b) Floculação das gotas devido a supressão das cargas elétricas, com a 

consequente inibição das repulsões eletrostáticas: As gotas se unem umas as 

outras, ficando separadas por uma camada finíssima da fase continua. Mediante 

a floculação, aumenta-se o tamanho aparente das gotas e, portanto, a 

velocidade de sedimentação. Os glóbulos movem-se como um conjunto, em vez 

de individualmente. A floculação não implica na ruptura da película interfacial 

que envolve o glóbulo e, portanto, não se deve esperar mudança no tamanho 

dos glóbulos originais. 

c) Coalescência das gotas: Aumenta-se se tamanho real, podendo-se chegar à    

separação das duas fases em duas camadas por uma interface de superfície 

mínima. Implica, portanto, a ruptura da película interfacial. 

 

Figura 4. Esquema dos possíveis mecanismos de desestabilização da emulsão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ORDÓÑEZ, 2005. 
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Com o objetivo de diminuir o risco da desestabilização rápida das emulsões, é 

frequente a utilização de emulsificantes que possibilitam propiciar de forma significativa a 

vida útil das emulsões. Podemos citar como exemplos: 

a) Eletrólitos minerais, que proporcionam cargas eletrostáticas às gotas dispersas 

para elevar a repulsão. 

b) Moléculas tensoativas, como proteínas, que se orientam de tal forma que seus 

extremos hidrofóbicos e hidrofílicos se colocam nas superfícies da interface 

óleo/água, respectivamente. O acúmulo dessas moléculas na interface reduz a 

tensão superficial. 

c) Macromoléculas dissolvidas na fase contínua, aumentando a viscosidade dessa 

fase (polissacarídeos espessantes) ou se adsorvendo na interface (proteínas 

solúveis em água), formando uma barreira na fase da coalescência (ORDÓÑEZ, 

2005). 

 

1.3.2.3 Produção de bioemulsificante 

 

Os termos biossurfactantes e bioemulsicantes são referidos como biomoléculas 

tensoativas, porém os trabalhos recentes conseguiram identificar diferenças nas 

características físico-químicas dessas moléculas, passando assim a serem reconhecidas 

como compostos diferentes, os biossurfactantes são representados por compostos de 

baixo peso molecular, sendo classsificados por lipopeptídeos, glicolípídeos e entre outros 

(CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; SMYTH et al. 2010; FRANZETTI et al. 2012; PEREZ  et 

al., 2017; SILVA, et al.,  2017). 

Os bioemulsificantes são capazes de estabilizar as emulsões, são moléculas de 

elevado peso molecular, como exopolissacarídeos, podendo ser misturas complexas de 

heteropolissacarídeos e lipopolissacarídeos, lipoproteínas e proteínas. Apresentam uma  

redução da tensão superficial menos pronunciada quando comparado ao biossurfactante, 

logo métodos como  a medição de superfície e tensão interfacial, colapso de gota e testes 

de hemólise muitas vezes  não são suficientes para a identificação e diferenciação entre o 

bioemulsificante do biossurfactantes, ocasionando assim o descarte de  bioemulsificante 

por não apresentarem alterações significativas da tensão superficial, em relação ao 

biossurfactante (CIRIGLIANO & CARMAN, 1985; JAGTAP et al., 2010). 
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Desta forma, os métodos de índice e atividade de emulsificação são os mais 

indicados para avaliar capacidade de emulsificação de biomoléculas empregando 

substratos hidrofóbicos (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; UZOIGWE et al. 2015).  

No bioemulsificante o processo de solubilização de substratos é elevado devido ao 

seu acesso e disponibilidade para a biodegradação, possibilitando à formação de emulsões 

estáveis, sendo considerada uma propriedade de grande interesse industrial (SEKHON-

RANDHAWA, 2014). 

A demanda industrial de emulsificantes vem sendo crescente no mercado de 

cosmético, alimento, farmacêutica e de petróleo, para atender a essas solicitações os 

emulsificantes sintéticos são usados gerando danos ao meio ambiente através da descarga 

de resíduos aquosos ou pela aplicação direta, causando toxicidade a microflora, peixes e 

bactérias em concentrações de 1mgn (SMYTH et al. 2010; NITSCHKE, 2016). 

Assim, a produção do bioemulsificante gerou o interesse industrial por apresentar 

características semelhantes aos sintéticos, no entanto com superioridade em relação à 

baixa toxidade, biodegradabilidade, especificidade e um número elevado de estruturas, 

funcionalidade sob condições extremas de pH, salinidade e temperatura, estabilidade, entre 

outros (CHANDANKERE et al., 2013,  SEKHNON-RANDHAWA,2014), conforme Tabela 1. 

A utilização de hidrocarbonetos para a produção do bioemulsificante eleva o custo 

de produção por serem compostos não miscíveis com água, havendo a necessidade da 

utilização de equipamentos especiais e gerando um baixo rendimento. O primeiro 

bioemulsificante produzido comercialmente a partir de hidrocarbonetos foi o “Emulsan” pela 

bactéria Acinetobacter cafcoaceticus RAG-1 (ATCC 31012). O “emulsan” é um 

heteropolissacarídeo poliônico com peso molecular d 9,8 x10 5 D, os  polissacarrídeos que 

o constituem são três amino-açúcares: D-galactosamina, ácido )-galactosamina urônico e 

um não identificado (SOEMO, 2013; GUDIÑA et al., 2015).  

Outro bioemulsificante com alto peso molecular é o “alasan”, um complexo aniônico, 

composto por um polissacarídeo e uma proteína, isolado da bactéria Acinetobacter 

radioresistens (NAVON-VENEZIA et al., 1995). O gênero Streptomyces sp. produziu um 

bioemulsificante composto de:  proteína (82%), açúcar (1%) e polissacarídeo (17%), que 

apresenta alta atividade emulsificante e atividade superficial (KOKARE et al., 2007), 

conforme a Tabela 2. 
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Tabela 1.  Classificação, exemplos e produção mundial dos surfactantes/ bioemulsificantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOEMO, 2013 

 

Tabela 2. Principais tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BENTO, CAMARGO, GAYLARDE (2008); SOURAV et al. (2015); UZOIGWE et al. (2015). 

 
                                            

Classificação Exemplos Produção Mundial (%) 

Aniônicos Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) ~50 

Catiônicos Brometo de cetiltrimetilamônio (CTBA) ~5-6 

Não-iônicos Polissorbato (Tween) ~40 

Anfóteros Betaínas (aminoácidos de cadeia longa) ~1 

 

    

Grupo Subgrupo Classe Micro-organismo 

    

Biossurfactantes Glicolipideos Rhamnolipideos Pseudomonas aeruginosa 

Baixo peso molecular   Pseudomonas sp. 

  Sophorolipideos  Torulopsis bombicola, T. 
apicola 

   Rhodococcus erythropolis 

  Trehalolipideo , Mycobacterium sp 

    

  Cellobiolipideos Ustilago zeae, U. maydis 

 Lipopeptidios e 
lipoproteinas 

Surfactina 
Viscosina 
Peptídio 

Bacillus subtilis P. 
fluorescens B. 
licheniformis 

 Ácido-graxo, lipídio 
neutro e fosfolipídeos 

Ácidos graxos  
 

Corynebacterium  lepus 

  Lipídios neutros 
 

C. lepus  

  Fosfolipídeos T. thiooxidans 

Bioemulsificante Surfactantes 
poliméricos 

Emulsan Acinetobacter 
calcoaceticus 

Alto peso molecular  Biodispersan A. calcoaceticus 

  Alasan A. radioresistens 

  Liposan Candida lipolytica 

    

 Surfactantes 
Particulados 

Vesículas e 
fimbrias Células 
inteiras 

A.calcoaceticus Várias 
bactérias 
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1.3.2.4 Fatores que influenciam na produção de bioemulsificante 

 

 Os parâmetros do meio de cultivo irão favorecer ou reprimir a síntese do 

bioemulsificante. O efeito sobre a produção está relacionado à fonte de carbono, nitrogênio, 

sais, concentração de NaCl, pH, temperatura, agitação, aeração e o próprio  micro-

organismo produtor (ROSERO et  al., 2003; SYAHRIANSYAH; HAMZAH, 2016). 

 A fonte de carbono é considerada um dos fatores que mais influenciam na síntese, 

uma vez que pode promover o crescimento do micro-organismo. A produção de origem 

microbiana exige uma combinação de fontes de carbono hidrofílica (glicose, lactose, n-

alcanos) e hidrofóbica (óleo de soja, óleo de milho, óleo de linhaça, azeite de oliva e seus 

efluentes obtidos da produção industrial) (SAJNA et al., 2013; RUFINO et al., 2014).  

 Makkar, Cameotra (2002) observaram a produção por Bacillus subtilis onde a 

glicose, a sacarose e o piruvato de sódio foram favoráveis na produção do bioproduto, 

enquanto o n-hexadecano favoreceu apenas o crescimento da cultura durante a 

fermentação.  

 Aparma et al. (2012) analisaram diferentes substratos de baixo custo, tais como 

melaço, glicerol, soro de leite e meio de fermentação composto sem fonte de carbono, cujo 

rendimento da produção de raminolipídeos (0,22 g/L) foi inferior se comparada às demais 

fontes.  

 Utilizando fontes de carbono hidrofóbico, Bhangale et al. (2014) relacionaram os 

diferentes ácidos graxos oriundos do óleo de mamona e glicerol com a estrutura do 

soforolipídeo produzido.  

 As fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio são consideradas o segundo fator 

que mais influência na produção de surfactantes biológicos. O extrato de levedura 

combinado aos sais de KH2PO4 e/ou (NH4)2SO4 são as fontes mais utilizadas, pois as 

variações das suas concentrações influenciam diretamente na relação C/N (BAJAJ; TILAY; 

ANNAPURE, 2012).  

 Essa razão é avaliada em muitos estudos, pois está diretamente relacionada ao 

metabolismo microbiano, geralmente a produção  ocorre em concentrações limitantes de 

nitrogênio, na fase estacionária de crescimento do microrganismo (DECESARO et al., 

2013).  

 Kiran et al., (2009) concluíram que a adição de 10% (NaNO3) e 25% de extrato de 

levedura produziu um pequeno aumento na produção de biotensoativo por Aspergillus 

ustus, sendo, portanto necessária apenas adição da fonte orgânica de nitrogênio ao meio.  
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 Os parâmetros físico-químicos temperatura, agitação, aeração e pH são fatores que 

influenciam no rendimento da produção, assim como os fatores bioquímicos. A temperatura 

pode favorecer o decréscimo ou aumento da síntese, pois o aumento da biomassa 

favorece a liberação dos produtos metabólitos da célula microbiana (SAHOO et al., 2011).  

 O pH do meio influencia o crescimento celular e a síntese de metabólitos 

secundários.  O rendimento da produção de lipopeptídeos por Bacillus amyloliquefaciens foi 

estável sobre condições alcalinas e neutras (ZHAO et al.,2013). Khopade et al. (2012) 

otimizaram a produção do biossurfactante por Nocardiopsis sp. em pH 7,0 a temperatura 

de 30°C, reduzindo a tensão superficial para 30 mN/m. A produção de raminolipídeos por 

Pseudomonas aeruginosa ocorreu o aumento do rendimento entre a faixa de pH 7,0 - 7,15 

(AL-ARAJI et al., 2007) e a temperatura ótima foi de 37°C (GEORGE; JAYACHANDRAN, 

2013). 

 A agitação e a aeração possuem efeitos combinados, pois ambos facilitam a 

transferência de oxigênio no meio de fermentação (AQUARONE, 2001). Estes fatores 

também auxiliam a produção de biossurfactantes, pois possibilitam a solubilização de 

substratos insolúveis em água e consequentemente o transporte de nutrientes no meio de 

fermentação para o microrganismo (RAMKRISHNA et al.,2010). Willenbacher et al. (2015) 

observaram um acréscimo do rendimento durante a produção de surfactina aplicando o 

processo fermentativo anaeróbico para controlar a formação de espuma. 

 

1.3.2.5 Bioemulsificantes  produzidos  por  Bacillus subtilis 

 

 Os bioemulsificantes são surfactantes naturais, diferenciados pela natureza química 

da biomolécula e pela espécie microbiana produtora, enquanto os surfactantes sintéticos 

são classificados pela natureza do seu grupo polar.  Os surfactantes microbianos são 

moléculas complexas com grande diversidade de estruturas químicas (BENTO, 

CAMARGO, GAYLARDE, 2008), ainda para estes autores o tipo de biossurfactante, muitas 

vezes é específico do gênero, e às vezes da espécie.   

 Uma diversidade de micro-organismos, em sua maioria bactérias (Pseudomonas e 

Bacillus), leveduras (Candida) e, em menor quantidade, os fungos filamentosos são 

responsáveis pela produção dos bioemulsificantes (SAKTHIPRIYA et al., 2015; AL-

WAHAIBI et al., 2014).  

 Estes micro-organismos vem sendo isolados de diversos ambientes , tais como: de 

terrestres (águas e solos) contaminados com derivados de petróleo (BENTO et al., 2005; 
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BATISTA et al., 2006; CHEN et al., 2012), marinhos, locais contaminados e não 

contaminados como águas e sedimentos (DHAIL; JASUJA, 2012; HASSANSHAHIAN et al., 

2012a; 2012b; LIMA et al., 2017), com metais (VIJAYANAND; DIVYASHREE, 2015), 

também em locais sob condições extremas de temperatura (MALAVENDA et al., 2015; 

ELAZZAZY et al., 2015), pH (TAMBEKAR; DHUNDALE, 2012; TAMBEKAR et al., 2013), de 

alta pressão osmótica (BELGACEM et al., 2015), em ambientes salinos e hipersalinos 

(SARAFIN et al., 2014; COUTO et al., 2015),  reservatórios de petróleo (TABATABAEE; 

ASSADI, 2005), e de órgãos de animais  (JAGTAP et al., 2010;  EBRAHIMI et al,. 2012; 

SHARMA et al., 2016).  

 O interesse na identificação de micro-organismos capazes de produzir 

bioemulsificantes isolados de ambientes extremos é uma área de elevado interesse para 

aplicações industriais, uma vez que as adaptações específicas que estes metabólitos 

podem colaborem para sua estabilidade em habitantes adversos (COUTO et al., 2015; 

BELGACEM et al., 2015). 

 Muitos micro-organismos têm capacidade para produzir uma vasta gama de 

biossurfactantes, uma vez que a classificação inicial foi dividida em duas; baseada em peso 

molecular, propriedades e localizações celulares. Os biossurfactantes de baixo peso 

molecular, por exemplo, os glicolipídeos, lipopeptídios e lipoproteínas, fosfolipídeos e 

ácidos graxos, diminuem as tensões superficial e interfacial nas interfaces ar/água, 

enquanto que os biossurfactantes de alto peso molecular são chamados de 

bioemulsificantes; os biossurfactantes poliméricos e particulados (tais como emulsan, 

alasan, lipossan, polissacáridos e complexos de proteínas) e são mais eficazes na 

estabilização de emulsões óleo-em-água (NEU, 1996, FRANZETTI et al., 2009). 

 Estes são bioemulsificantes eficientes que trabalham em baixas concentrações e  

não exigem uma considerável especificidade do substrato (DASTGHEIB et al., 2008).  

 Bactérias do gênero Bacillus são muito utilizadas para a produção industrial de 

proteínas recombinantes e biossurfactantes. Isso é devido ao fato de que a cultura dessas 

bactérias em sistema de produção em larga escala em densidades elevadas é de baixo 

custo  e complexidade (WESTERS, 2004), conforme a Tabela 3. 
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Tabela 3. Principais tipos de biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis 

Tipo de biossurfactante Micro-organismo Referências 

Polimixina Bacillus polymyzxa SUZUKI et al., 1965 

Surfactina B. subtilis ARIMA et al.,1968 

Subtilisina B. subtilis BERNHEIMER et al., 1970 

Cerexina B.cereus SHOJI et al., 1975 

Gramicidina B.brevis MARAHIEL et al., 1979 

Liquenisina B.licheniformis JAVAHERI et al., 1985 

Fengicina B. subtilis VANITTANAKOM.,1986 

Surfactina B.pumilus MORIKAWA et al., 1992 

Surfactina B. coagulans HUSZCZA et al., 2003 

Ramnolipídeo B. subtiis CHRISTOVA et al.,2004 

Surfactina B.atrophaeus NEVES et al., 2004 

Bamilocina B. amyloliquefaciens LEE ET AL., 2007 

Lipopeptídeo B. circulans DAS et al., 2008 

Glicolipídeo B. megaterium THAVASI et al., 2008 

Fonte: WESTERS, 2004. 

Considerada como uma das principais espécies de micro-organismo para produção 

de biossurfactantes, Bacillus subtilis foi, por muito tempo, considerada uma bactéria 

estritamente aeróbia, porém, estudos conduzidos nos últimos anos, mostraram que tal 

espécie pode também crescer em ambientes anaeróbicos (ANDRADE, 2011). 

O Bacillus subtilis é uma bactéria saprobia, gram positiva, proveniente do solo e 

formadora de esporos (MELLONI et al.,1982). Apresenta o crescimento de forma individual 

ou em pequenas cadeias. Sua classificação é demonstrada na Tabela 4. Possui mobilidade 

através do flagelo pritriquio, é aneróbio facultativo e possui alta taxa de crescimento. 

Diferente de outras espécies desenvolve-se em amplas variações de temperatura (15 a 

70ºC) e pH (2 a 9.3), reduz os nitratos e absorve o amido (KONEMAN & ALLEN, 2008; 

BUITRAGO et al., 2011). A temperatura mais favorável ao crescimento é entre 28ºC e 35ºC 

e valores de atividade de água entre 0.93 a 0.95. 

 

Tabela 4. Classificação científica de Bacillus subtilis 

Reino Bactéria 

Filo Firmicutes 

Classe Bacilli 

Ordem Bacillales 

Família Bacillaceae  

Gênero Bacillus 

Espécie B. subtilis 

Fonte: MELLONI,1982. 
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Conhecida como produtora de lipopeptídeos, a espécie Bacillus subtilis, ganhou 

destaque pela sua facilidade na produção de surfactina, melhor lipopeptídeo caracterizado 

(KUSHIDA, 2000). Quando comparada à surfactantes sintéticos como o Sodium Dodecyl 

Sulfate (SDS) e o brometo de trimetil amônio (BTA) e até mesmo com outros 

biossurfactantes, a surfactina apresentou maior capacidade de redução da tensão 

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

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

comestíveis em água garantindo uma maior aplicabilidade industrial (BARROS et al., 2007).  

 

1.3.2.4 Fontes renováveis à produção de bioemulsificante 

 

Muitos micro-organismos são capazes de utilizar diferentes substratos como fonte 

nutricional, sendo extenso os substratos utilizados para produção de bioemulsificantes, 

podemos destacar os hidrocarbonetos de petróleo (MAHJOUBI et al., 2013), óleo vegetal 

residual (RUFINO et al., 2014), resíduos agroindustriais (CASTIGLIONI et al., 2009; 

FONTES et al., 2012), carboidratos (VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010), dentre outros. A 

produção de bioemulsificantes a partir de substratos renováveis que apresentem uma 

composição nutricional adequada na bioconversão de produtos úteis, conforme a 

necessidade de aplicação pretendida pelas várias indústrias vem promovendo um interesse  

considerável nos últimos anos (MORAIS; ABUD, 2011; MARTI et al., 2015). 

É frequente que os hidrocarbonetos induzam a síntese de bioemulsificante, porém a 

presença deste substrato não é um pré-requisito para todos os micro-organismos. Estes 

podem crescer e produzir o bioproduto tanto em meio contendo substratos insolúveis 

quanto solúveis e dependendo do substrato utilizado podemos observar alterações 

estruturais (SHARMA et al., 2016). 

Como estratégia para viabilizar a produção de metabólitos microbianos utiliza-se 

substratos alternativos. A utilização do resíduo minimiza os custos relacionados à produção 

como também permite a valorização econômica de sua co-utilização, e consequentemente 

o tratamento e os impactos ao meio ambiente, assim, o sucesso para uma produção 

econômica ocorre pelo equilíbrio do desperdício permitindo o acúmulo do produto. Além de 

considerar o potencial enzimático de vários micro-organismos de sintetizar biomoléculas 

em diversos substratos imiscíveis em água, como os recursos renováveis de efluentes da 

produção agrícola, óleos vegetais e resíduos de destilarias e laticínios, entre outros 

(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MORAIS; ABUD, 

2011).  
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Neste contexto, a mandioca é uma raiz com alto teor de amido cultivada na América 

tropical anterior ao processo de colonização. A espécie (Manihot esculenta Crantz) é 

originária do Brasil, região amazônica com fronteira com a Venezuela e se constitui em 

alimento energético amplamente consumido no mundo, especialmente nos países em 

desenvolvimento, o cultivo frequentemente é realizado por pequenos agricultores, em áreas 

e produtividade reduzidas (CANGNON, 2002; TIRONE et al., 2017). 

Em relação a área cultivada, ocupa o 7º lugar no mundo e o 4º nos trópicos. Na 

América do Sul, além do Brasil, o Paraguai, Colômbia, Peru e Bolívia representam quase 

90% da produção latino americana (FERREIRA, 2015; SEAB-PR, 2015). 

A produção de mandioca em Pernambuco é basicamente direcionada ao consumo 

humano, na forma de farináceos, sendo insignificante a produção de fécula de mandioca 

para uso da indústria no estado. Apesar de a produção ser centralizada em pequenas 

propriedades, o baixo uso de tecnologia, permite uma lavoura de subsistência, porém, pelo 

potencial da cultura, essas áreas poderiam ser melhores aproveitadas, para obter maior 

produtividade da lavoura (IBGE, 2016). 

No que se refere ao Estado de Pernambuco, seguem os dados obtidos de 2016 e a 

expectativa para 2017 a partir de levantamento realizado pelo IBGE, conforme Tabela 5. 

 

Tabela 5.  Perspectiva da área plantada, área colhida, produção e rendimento da lavoura em 

Pernambuco em 2017 

Área plantada (ha) 0.968 

Área colhida (ha) 43.914 

Produção (ton) 398.408 

Rendimento médio (ton/ha) 9,072 

Fonte: IBGE/LSPA (2016) 

 Segundo Gaspar (2014), a matéria prima para se fabricar a farinha de mandioca, é 

uma planta da Família Eufrobicea, um tubérculo, conhecido popularmente na região como 

macaxeira ou mandioca, sempre cultivada é utilizado na alimentação da população 

pernambucana, ocorrendo no estado a existiam vários tipos de mandioca, como: 

branquinha, cruvela, caravela ou mamão, engana-ladrão, fria ou da mata, landim, 

manipeba, vermelha, entre outras. 

 Um das características da mandioca é a presença de um glicosídeo potencialmente 

hidrolisável liberando cianeto (HCN). A hidrólise não é evidente e só se realiza quando 



      MAIA, P.C.V.S. Produção e aplicação de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146...   29 

 

 

 

ocorre a trituração ou prensa do tubérculo, liberando uma enzima da própria planta res. 

Caso a hidrólise não ocorra, o glicosídeo, tecnicamente denominado de linamarina, é 

estável e não promove risco á saúde e ao meio ambiente (CANGNON et al., 2002). 

 A liberação de HCN ocorre em uma velocidade significante somente após o tecido 

da planta a ser dilacerado (prensa ou trituração) e o glicosídeo cianogênico entrar em 

contato com enzimas catabólicas. Em relação ao glicosídeo linamarina, a primeira etapa é 

catalisada por um β-glicosidase denominada linamarase. A clivagem produz glicose e 

acetacianoidrina que se dissocia espontaneamente em pH maiores que 5,0 ou por ação da 

hidroxinitrila liase (HNL), formando HCN e acetona. No caso da mandioca, a linamarase e 

HNL estão localizadas nas paredes celulares das folhas e a linamarina e lotasustralina 

encontram-se compartimentalizadas em vacúolos (CANGNON et al., 2002).   

 A manipueira é um efluente, com elevado potencial de agressão ao meio ambiente. 

A origem do termo vem do vocábulo indígena que foi incorporado a língua portuguesa e  

significa o suco ou água de constituição das raízes, de aspecto leitoso, de cor amarelo-

clara que é extraída das raízes da mandioca (Manihot esculenta Crantz), em decorrência 

da prensagem das raízes frescas, picadas ou massa ralada da indústria da farinha. 

Frequentemente desprezado sem nenhum aproveitamento econômico e com  elevado 

riscos ambientais em decorrência do processo de armazenamento e descarte (CORDEIRO, 

2006).  

 A produção desse efluente representa em torno de 267 a 419 litros por cada 

tonelada de raiz prensada. Esse volume é elevado quando se considera o total gerado no 

processamento em farinhas e féculas, 80% das 26,6 milhões de toneladas produzidas no 

Brasil (ROSSMANN, 2008). 

 A composição química da manipueira é basicamente constituída por carboidrato, 

nitrogênio e diversos sais minerais possibilitando assim o aproveitamento como meio para 

o cultivo de micro-organismos (CORDEIRO, 2006; NITSCHKE, PASTORE, 2006).  A tabela 

6 apresenta a composição da manipueira em trabalhos apresentados. 
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Tabela 6. Composição química básica da manipueira 

Variáveis 

(mg-L) 

Cereda 

(1994) 

Fernandes 
(1995) 

Barana 

(1996) 

Barana 

(2000) 

Cianeto Total 

Nitrogênio 

Carbono 

Fósforo 

Potássio 

Cálcio 

Enxofre 

Magnésio 

Ferro 

Zinco 

Manganês 

444,00 

       4.900,00 

    37.000,00 

      160,00 

    1.863,00 

      227,00 

     195,00 

     405,00 

     15,30 

       4,00 

       3,70 

206.83,00 

         2.000,00 

      35.000,00 

          250,00 

        2.810,00 

           200,00 

           78,00 

          290,00 

          7,00 

          3,00 

          3,30 

140,00 

               3.000,00 

35.000,00 

300,00 

3.800,00 

400,00 

200,00 

600,00 

6,40 

5,00 

3,50 

112,20 

         1.242,00 

12.330,00 

325,00 

1.972,00 

838,00 

60,00 

326,00 

12,40 

32,50 

2,20 

Fonte: MUTHUSAMY et. al.; 2008. 

 

 

1.3.2.5 Potencial biotecnológico na aplicação do bioemulsificante 

 

As propriedades funcionais que os biossurfactantes apresentam fazem com que 

sejam compostos atrativos para sua utilização em uma variedade de processos e 

operações industriais e ambientais (THAVASI et al., 2011; FRACCHIA et al., 2014; 

WAGHMODE et al., 2014).  

 

1.3.2.5.1 Aplicação nos processos ambientais   

 

As propriedades dos bioemulsificantes de origem microbiana, como: emulsificação e 

demulsificação, capacidade de dispersar hidrocarbonetos, capacidade umectante, 

espumante e de detergência são aplicadas em processos de biorremediação em ambientes 

contaminados com compostos orgânicos e inorgânicos (SOUZA et al., 2014; IVSHINA et 

al., 2016). Outro fator importante é o fato dos bioemulsificantes serem ecologicamente 

compatíveis tornando-os biomoléculas com potencial para serem utilizados na remoção de 

agentes contaminantes em ambientes terrestres como também em aquáticos sem 
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colaborarem com riscos de contaminação secundária quando comparados aos 

bioemulsificantes sintéticos (LAI et al., 2009; SINGH & CAMEOTRA, 2013).  

Os corantes, em sua maioria, são agressivos ao meio ambiente, pois a poluição dos 

corpos de água com estes compostos provocam, além da poluição visual, alterações nos 

ciclos biológicos afetando a vida aquática, principalmente, nos processos de fotossíntese 

(MEDEIROS, 2011). Segundo Carreira (2006), os corantes são produtos químicos 

normalmente aplicados em solução, os quais se fixam de alguma forma em um substrato. 

As principais características desejáveis nos corantes são: serem estáveis à luz, 

apresentarem uma distribuição uniforme, propiciarem um alto grau de fixação e resistirem 

ao processo de lavagem. Os corantes têxteis apresentam dois componentes-chaves: o 

grupo cromóforo, responsável pela cor, e o grupo funcional, que se liga às fibras do tecido. 

Existem centenas de corantes citados na literatura, e classificados por sua natureza 

química ou em termos de sua aplicação ao tipo de fibra (KUNZ et al., 2002). 

Segundo a Ficha de Informações de Segurança de Produtos Químicos (2009), a 

decomposição do azul de metileno pode gerar óxido de enxofre e óxido nítrico; além de 

causar efeitos toxicológicos em organismos aquáticos e na qualidade da água. Esses 

subprodutos são tóxicos à biota aquática, diminuem a quantidade de oxigênio dissolvido, e 

modificam as propriedades e características dos cursos d’ água (OLIVEIRA, 2006). Por 

todas as características apresentadas, o azul de metileno torna-se um resíduo difícil de 

tratar e, sendo catiônico, tem alta reatividade.  

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), as tecnologias convencionais, como por 

exemplo, os processos físico-químicos (adsorção, precipitação, degradação química, 

eletroquímica e fotoquímica) mostram-se com uma eficácia reduzida no tratamento desses 

poluentes. Devido a essa condição, o estudo de novas metodologias se torna de elevada 

importância. Em relação às diversas alternativas para o tratamento dos efluentes 

industriais, o tratamento biológico de degradação, especificamente, o processo aeróbio  

destaca-se por ser ambientalmente  apropriado, pois possibilita uma completa 

mineralização do poluente orgânico com custo reduzido, apresentam elevada remoção de 

corantes solúveis (PANDEY et al., 2007).  

 

1.3.2.5.2  Aplicação  na  indústria de cosmético e  terapêutica   
  

A aplicação na formulação de produtos cosméticos foi reportada por Morita et al., 

(2013) como bom ingrediente na formulação de hidratantes para pele seca, para 
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tratamentos de reparação capilar, dentre outros benefícios a partir de biossurfactante 

MELs.  

Para uso farmacêutico e cosmético por Paenibacillus macerans (LIANG et al., 

2014), os soforolipídeo são utilizados comercialmente como umectantes e os ramnolipídeos 

são apontados como biocompatíveis e ideais para uso cosmético (IRFAN-MAQSOOD; 

SEDDIQ-SHAMS, 2014), assim como os lipopeptideos (VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).   

Os bioemulsificantes e suas potenciais aplicações medicinais são interesse de 

estudo frequentemente, especialmente devido às propriedades bioativas (GHARAEI-

FATHABAD, 2011; RUFINO et al., 2012; SAMBANTHAMOORTHY et al., 2014; MEENA; 

KANWAR, 2015).  

 

1.3.2.5.3  Aplicação  na  indústria de petróleo   
 

 

Os bioemulsificantes apresentam um vasto potencial em relação a sua 

aplicabilidade, podendo ser empregado na recuperação aprimorada de petróleo, perfuração 

de petróleo bruto (VARJANI, 2017). 

A aplicação no campo de biorremediação mostra-se ser uma das mais promissoras, 

diante dos resultados de estudos já realizados, devido a capacidade de formação e 

estabilidade de emulsões entre hidrocarbonetos e misturas de água, promovendo a 

disponibilidade desses contaminantes no ambiente aquático para os micro-organismos que 

metabolizam esses compostos hidrofóbicos, além disso, são eficientes pelo método de 

lavagem na remoção de hidrocarbonetos em solos e sedimentos contaminados 

(FRANZETTI et al., 2012, SOUZA et al., 2012; MONTAGNOLLI, 2015; INÈS, SAHNOUN, 

GHRIBI. 2017). 

Estudos demonstram respostas eficazes também na área da biorremediação de 

contaminação por metais pesados, que tendem a ser fortemente absorvido na matriz de 

solos e sedimentos, limitando sua solubilidade e dificulta a sua remoção posterior. Logo, o 

método de lavagem com bioemulsificante aumenta a dessorção de metais em solos e 

sedimentos, tornando esses compostos e outros poluentes para a captação microbiana, 

que são degradados em produtos inócuos (COLIN et al. 2013). 

Os altos custos das etapas de downstream dificultam a competição dos bioproduto 

em relação aos sintéticos. Assim, a aplicação do bioemulsificante na indústria petroquímica 

e ambiental permite a obtenção de um produto bruto, sem a necessidade de outras etapas 

de purificação. Fato não observado na indústria de alimentos, farmacêutica e de 
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cosméticos que necessidade de um bioemulsificante com maior grau de pureza 

(BARCELOS et al., 2014; RAHMAN, 2015).   

 

1.3.3.5.4 Aplicação na indústria de alimentos 

  

Os bioemulsificantes apresentam múltiplas possibilidades de aplicação na indústria 

alimentícia especialmente como agentes emulsificantes, solubilizantes, umectantes 

(NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 2014), como também 

no controle de crescimento, adesão e formação de biofilmes de patôgenos microbianos 

(CAMPOS et al., 2013). A emulsificação tem elevada importância na consistência e textura 

dos alimentos, dispersão de fase e a solubilização de aromas (CAMPOS et al., 2013; 

SANTOS et al., 2016). A função geral de um emulsificante é estabilizar a emulsão 

controlando a agregação de glóbulos de gorduras e estabilização de sistemas gaseificados 

(SANTOS et al., 2016). Apesar de sua principal aplicação estar correlacionada a formação 

e estabilização de emulsões, os bioemulsificantes também são utilizados para melhorar a 

textura e validade de produtos contendo amido, modificar as propriedades reológicas de 

massa para pão de trigo, melhorar a consistência e textura de produtos à base de gordura 

(FRACCHIA et al., 2012). 
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Resumo - Neste trabalho foi investigado o potencial de Bacillus subtilis UCP 0146 na 

bioconversão do meio contendo 75 ml (100%) de efluente de mandioca (Manipueira) para obter 

bioemulsificante. A avaliação da produção foi realizada pela análise do índice de emulsão (IE24) 

e da tensão superficial (TS). A carga iônica, a estabilidade (térmica, iónica e pH medida pelo 

IE24 e a viscosidade), a capacidade de remover e dispersar óleo e tingimento têxtil foram 

investigadas. B. subtilis produziu um bioemulsificador aniônico em meio contendo o efluentes de 

mandioca na condição 4 do projeto fatorial ( 9% do inóculo, a 35 ° C e agitação de 100 rpm) com 

TS de 39mN/m, IE24 de 95.2 % e produz 2,69 gL-1.  A estabilidade foi avaliada em  diferentes 

pH e concentrações de NaCl (2-14) , como temperaturas (0-120ºC),  A dispersão do óleo (ODA) 

foi de  (85,83 cm
2
) , reduziu a viscosidade do óleo queimado de motor (90,5 cP), como também a 
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remoção de 94,4% de petróleo em solo arenoso  e a capacidade de descoloração do azul de 

metileno com resultado de  62,2%. 

 

Palavras-chave:  Bioemulsificante; manipueira; Bacillus subtilis; remoção de poluente. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

          Os bioemulsificantes são compostos com alto peso molecular, anfipáficos que   

apresentam como uma das características principais a  atividade emulsificante. Possuem uma 

porção hidrofóbica (aminoácidos, peptídeos mono/dissacarídeos, polissacarídeos) e hidrofílica 

(ácidos graxos saturados ou insaturados), possibilitando a interação com fluidos de diferentes 

polaridades (óleo / água e água / óleo), formando microemulsões, como também proporcionando 

a aplicação para detergência, solubilização e emulsificação (Uzoigwe et al., 2015;Bardone et al., 

2016; Souza et al., 2016). 

           Há uma diversidade de micro-organismos produtores de bioemulsificante, alguns 

apresentam maior capacidade de produção como as bactérias, e leveduras e em menor  proporção 

os fungos filamentosos. Em relação as bactérias,  destaca-se  as da espécie Bacillus, em especial 

o Bacillus subtilis, que apresenta habilidade na produção de  lipopeptídeo, degradação de cadeias 

longas de alcanos e redução da viscosidade de misturas de hidrocarbonetos em condições de 

anaeróbiose (Gudiña et al., 2013; Sakthipriya et al., 2015; Falode, 2017; Parthipan et al., 2017). 

         Os bioemulsificantes são citados como biomoléculas de destaque no setor terapêutico e 

biomédico, como  também na agricultura, produtos farmacológicos, dermatologia, na indústria 

de alimentos,  cosméticos e na biorremediação (Gudiña et al., 2013;  Andrade et al., 2015; 

Uzoigwe et al., 2015; Satpute et al., 2017). 
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         A utilização na indústria petroquímica ocorre devido aos bioemulsificantes serem 

considerados melhores que os produtos químicos sintéticos, devido as características de 

biodegradabilidade, baixa toxicidade e produção a partir de fontes renováveis, sendo aplicados 

nos processos de dispersão de hidrocarbonetos,  formação de emulsão e redução da viscosidade  

(Regina and Silva, 2014; Andrade et al., 2015;  De Almeida et al., 2016;Varjani and Upasani, 

2017; Vecino et al., 2017).           

         A utilização dos resíduos agroindustriais como matéria-prima de baixo custo para a 

produção microbiana de bioemulsificante é uma estratégia bastante explorada no campo da 

biotecnologia, com o objetivo de reduzir os custos de produção e praticar políticas ambientais 

mais atuais (Jain et al., 2013; Selvam et al., 2016; Saha and Rao, 2017). 

           A manipueira é o efluente da mandioca resultante da produção industrial de farinha. A 

composição físico química é basicamente constituída por carboidratos, nitrogênio e diversos sais 

minerais caracterizando-se como suplemento com potencial significativo, possibilitando assim 

processos de síntese microbiana de emulsificantes a partir de sua conversão  ( John and John, 

2015; Elijah and Asamudo, 2016; Larissa et al., 2016). 

        O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de um bioemulsificante por 

Bacillus subtilis UCP 0146 aplicando metodologia “ecofriendly” usando como substrato a 

manipueira, melhorando o conhecimento da estabilidade das propriedades na emulsão e 

aplicabilidade desta biomolécula. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Micro-organismo e Manutenção 

O micro-organismo utilizado foi Bacillus subtilis UCP 0146 isolado de sedimentos de mangue m 

(Rio Formoso- PE) e encontra-se depositado no Banco de Culturas UCP (Universidade Católica 

de Pernambuco) o qual é registrado no World Federation for Culture Collection (WFCC). O 

Bacillus é preservado no meio Agar nutriente (Peptona 5 g.L
-1

; Extrato de carne 3,0 g.L
-1 

e Agar 

18 g.L
-1

), a temperatura de 5ºC, sendo transferido para o meio caldo nutriente (Peptona 5 g.L
-1

; 

Extrato de carne 3,0 g.L
-1 

). 

 

Substrato 

A manipueira, um subproduto da prensagem da mandioca (Manihot esculenta), foi gentilmente 

cedida pela casa de farinha  localizada no município de Pombos –PE, Brasil.  

 

Produção do Bioemulsificante 

O inóculo foi preparado transferindo-se células de B.subtillis do meio sólido para o caldo 

nutriente (Peptona 5 g.L
-1

; Extrato de carne 3,0 g.L
-1

), incubado à temperatura de 30ºC por 12h a 

150rpm. Em seguida, 5% do inóculo contendo 10
8
 UFC /mL, foram transferidos para o meio de 

produção do bioemulsificante. Em frascos de Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contento o 

efluente manipueira 75ml (100%) como descrito por Nitschke e Pastore (2006). Os frascos foram 

mantidos sob agitação orbital de 150rpm, incubados por 96 horas, à temperatura de 30ºC. Após 

esse período as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm e filtradas para separação do líquido 

metabólico livre de células. Os experimentos foram realizados em triplicata.  
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Planejamento Fatorial Simples 

Os efeitos e interações entre o volume do inóculo (mL), temperatura (°C) e velocidade de 

agitação (rpm) para produção do bioemulsificante foram investigados utilizando um 

planejamento fatorial completo 2
3
 como  níveis e fatores especificados na  Tabela 1. O software 

STATISTICA versão 6.0 da StatSoft® foi utilizado para análise estatística dos resultados. 

 

                                                 Tabela   1. Níveis do planejamento fatorial 

 

Fatores 

            Níveis   

-1 0 1 

Inóculo (v/v)       1 5 9 

Temperatura (ºC)      25 30 35 

Agitação (rpm)   100 150 200 

 

 

 Determinação do pH 

O pH do meio de produção do bioemulsificante foi determinado no líquido metabólico utilizando 

potenciômetro modelo Orion potentiometer (Modelo 310), fabricado pela Orion Research Inc., 

(Cambridge, MA, USA). 

 

Determinação da Tensão Superficial (TS)  

A tensão superficial do líquido metabólico livre de células foi medida em tensiômetro modelo 

Sigma 70 KSV Instruments Ltd., (Helsinki, Finlândia) pelo método do anel Du Nouy, à 

temperatura ambiente (KUYUKINA et al., 2005).  

 

 



          MAIA, P.C.V.S. Produção e aplicação de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146...     48 
 

 

 

Determinação do Índice de Emulsificação (IE 24) e Avaliação da Estabilidade  

A determinação do Índice de emulsificação do líquido metabólico livre de células foi realizada 

de acordo com a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987). Os substratos 

hidrofóbicos utilizados foram óleos de origem vegetal (milho, canola, soja, azeite e soja pós-

fritura) e derivados do petróleo (óleo diesel e óleo de motor queimado), sendo os resultados  

expressos em percentagem, após 24h de observação. As amostras foram monitoradas a cada 30 

dias, totalizando um período de 150 dias. 

 

 Análise Microscópica das Emulsões  

A análise microscópica das emulsões foi realizada após adicionar em tubos de ensaio 2mL de 

substratos hidrofóbicos (óleo de canola, soja, milho, óleo cozinha pós-fritura e óleo queimado de 

motor), 1mL do líquido metabólico livre de células coletado no intervalo de tempo de 24, 48, 72 

e 96h , em seguida   o líquido nos  tubos  foram homogeneizados em vórtex durante 1 minuto. As 

emulsões foram observadas em microscópio óptico com aumento de 40x e as imagens 

fotografadas em câmera digital. 

 

Avaliação do Efeito do Bioemulsificnte sobr a Viscosidade  

O efeito do bioemulsificante na viscosidade de diferentes óleos (óleo de motor queimado, óleo 

de milho, óleo de soja, óleo de pós-fritura de soja) foi investigado em tubos de ensaio contendo  

6 mL dos respectivos óleos e 2 mL de solução do bioemulsificante a 1% (p/v). Em seguida, os 

tubos foram agitados em vórtex durante 1 minuto e as viscosidades medidas a 25°C em 

viscosímetro automático (Brookfield (Middleboro, MA, USA; TC 500). O Dodecil Sulfato de 

Sódio (SDS) e detergente comercial foram utilizados como controle. Os resultados de 

viscosidade foram expressos em cP e %. 
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Avaliação da Estabilidade  

 A estabilidade do bioemulsificante foi avaliada no liquido metabólico livre de células submetido 

a diferentes pH (2, 4 ,6 , 8 ,10, 12 e 14),  concentrações de NaCl (0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 

12% e 14%) e  temperaturas (0ºC, 5ºC, 70ºC, 100ºC e 120ºC),   sendo avaliado pelo índice de 

emulsificação após 24 h e reavaliados a cada 30 dias totalizando um período de 150 dias ( perfil 

cinético).  

 

Extração e Rendimento do Bioemulsificante 

O bioemulsificante de B.subtilis foi extraído a partir do líquido metabólico livre de células 

utilizando o método de precipitação com etanol de acordo com a metodologia de Nahato et al., 

(1996). Após a extração, o bioemulsificante bruto foi lavado duas vezes com água destilada, 

liofilizado e o rendimento expresso em g.L
-1

. 

 

Determinação da Carga Iônica 

O caráter iônico foi investigada utilizando 100mg do bioemulsificante solubilizado em 5 mL de 

água destilada. As determinações de carga iônica foram determinadas utilizando potenciômetro 

Zeta modelo ZM3-D-G,Zeta Meter System 3.0+. 

 

Identificação da Capacidade Dispersante  

A capacidade do bioemulsificante em dispersar óleo queimado de motor foi investigada seguindo 

a metodologia descrita por Morikawa et al. (1993). O aparecimento de uma zona clara após a 

adição do líquido metabólico contendo o bioemulsificante indica a capacidade dispersante do 
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bioemulsificante. O diâmetro da zona clara foi medido como área de deslocamento de óleo 

(ODA) e os resultados expressos em cm
-1

. 

 

Aplicação do bioemulsificante em teste de dispersão de óleo e remoção de corante em água 

A habilidade do bioemulsificante em dispersar o óleo do motor queimado foi investigada 

utilizando 30mL de água destilada em  placa de Petri (9 cm de diâmetro), seguindo-se a adição 

de 5mL do óleo do motor queimado à superfície da água e 1mL de caldo de cultura 

Sobrenadante. Um halo claro era visível sob a luz. A área deste círculo foi medida e calculada 

para determinar a área de deslocamento de óleo (ODA) usando a equação 1. O aparecimento de 

uma zona clara após a adição do líquido metabólico indica a capacidade de dispersão do 

bioemulsificante (Techaoei et al. 2011). 

  ODA =227 (radius)2 c                                                                                              (1) 

 

Outra aplicabilidade do bioemulsificante produzido por B. subtilis foi testada na remoção do 

corante azul de metileno (massa molecular - 333,6 g/mol) seguindo a metodologia proposta por 

Asku et al. (2010) modificada pela substituição do surfactante químico Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS) pelo bioemulsificante de B. subtilis. Os experimentos foram realizados em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL contendo solução de azul de metileno preparada a partir de uma solução 

padrão (1g.L
-1

) e do bioemulsificante bruto (1g.L
-1

), suspenso em água destilada. A solução de 

corante sem bioemulsificante foi utilizada como controle negativo. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. Os frascos contendo solução de azul de metileno e bioemulsificante 

foram mantidos em agitação orbital de 150rpm durante 48 h com retirada de alíquotas de 5mL 

para determinação da cinética da biossorção do azul de metileno pelo bioemulsificante. Todas as 

amostras foram centrifugadas (4000rpm) durante 5 minutos e o sobrenadante analisado em 
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espectofotômetro em comprimento de onda 663 nm. A eficiência da biossorção foi calculada de 

acordo com a seguinte equação 2: 

                                                                                        (2)  

Onde:     A- Absorbancia inicial e  B- Absorbancia da solução descolorizada  

 

 

Aplicação de Petróleo no Solo 

 

A capacidade do bioemulsificante remover petróleo em solo arenoso foi investigada utilizando 

20 g de solo arenoso coletado da praia do Pina (Recife-PE), este solo foi impregnado com 5mL 

de petróleo e transferido para frasco de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Em seguida, 

30mL do liquido metabólico livre de células, contendo o bioemulsificante, foi adicionado e os 

frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150 rpm, durante 48 horas e temperatura de 28°C 

de acordo com a metodologia de  Nitschke e Pastore (2002). A remoção do petróleo foi realizada 

por lavagem do solo com hexano e os resultados expressos em porcentagem. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Bioemulsificante Produzido por Bacillus subtilis UCP 0146 em Meio Formulado com 

Manipueira 

 

O bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis, no meio formulado com manipueira 

75 mL (100%), reduziu a tensão superficial da água de 72 (controle)  para 39mN/m ( líquido 

metabólico) e resultou em  índice de emulsificação de 95% usando óleo queimado de motor 

(Tabela 2).  De acordo com Rahman, et al. (2015) os bioemulsificantes são caracterizados por 

não provocarem alterações significativas na redução da tensão superficial entre líquidos e 

elevada atividade emulsificante (RAHMAN, et al. 2015). Portanto, os resultados obtidos  neste 

trabalho sugerem que a biomolécula produzida por B. subtilis possui características de um 

bioemulsificante.  

Tabela  2.  Índice de emulsificação (E24) para diferentes substratos hidrofóbicos pelo 

bioemulsificante  produzido por Bacillus subtilis em meio formulado com manipueira 

 

Tensão superficial (mN/m) 
Índice de emulsificação (E24) 

Substratos hidrofóbicos Percentual - % 

38,2 Óleo de Soja 50 

38,0 Óleo de Milho 65 

38,2 Óleo de Canola 50 

38,4 Azeite 90 

38,7 Óleo soja pós-fritura 50 

37,8 Querosene 40 

37,2 Diesel - 

39,0 Óleo queimado de motor 95 
 

 

Na Tabela 1 estão apresentados os resultados do planejamento fatorial completo 2 
3 

, 

realizado  para avaliar o efeito da temperatura, agitação e volume do inóculo na produção do 

bioemulsificante após 150 dias. Os resultados sugerem  que o bioemulsificante produzido na 

condição 4 do planejamento fatorial (temperatura 35ºC, 100rpm e inóculo de 9%) manteve 
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elevada capacidade emulsificante (95,2%) usando óleo queimado de motor como substrato 

hidrofóbico após 150 dias (IE 150) (Tabela 3). No entanto, o bioemulsificante produzido na 

condição 6 do planejamento resultou em valores de IE24 (95%) similares ao da condição 4, 

porém não manteve estabilidade durante 150 dias (IE 150) com o óleo queimado de motor, sendo 

desta forma escolhida a condição 4 do planejamento para os estudos em diante. 

 

Tabela 3. O índice de emulsificação EI 24 (%) e EI 150 dias (%) em diferentes substratos hidrófóbicos 

do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis de acordo com o planejamento fatorial completo 

2
3 

 

 

Condição 

Óleo queimado 

de motor 

Óleo de Soja Óleo de Soja pós 

fritura 

Óleo de Milho Óleo de 

Canola 

EI24 

(%) 

EI150 

(%) 

EI24 

(%) 

EI150 

(%) 

EI24 

(%) 

EI150 

(%) 

EI24 

(%) 

EI150 

(%) 

EI24 

(%) 

EI150 

(%) 

1 85,0 65,0 20,0 4,0 10,0 5,0 15,0 11,0 15,0 10,0 

2 95,0 75,0 1,0 45,0 25,0 5,0 10,0 10,0 30,0 10,0 

3 75,0 25,0 10,0 10,0 45,0 10,0 10,0 10,0 15,0 8,0 

4 95,2 95,0 10,0 5,0 15,0 10,0 10,0 25,0 20,0 15,0 

5 95,0 80,0 50,0 5,0 50,0 10,0 25,0 15,0 35,0 15,0 

6 95,0 65,0 50,0 5,0 50,0 5.,0 65,0 7,0 50,0 7,0 

7 87,0 73,0 5,0 0,0 35,0 5,0 13,6 10,0 5,0 10,0 

8 90,0 75,0 5,0 5,0 40,0 5,0 8,7 8,0 5,0 5,0 

9 93,3 86,0 10,0 5,0 26,1 20,0 15,0 15,0 8.,7 5,0 

10 87,5 60,0 16,7 15,0 56,5 25,0 10,0 15,0 10,0 5,0 

11 87,5 75,0 45,0 10,0 87,0 25,0 10,0 15,0 15,0 10,0 

12 92,0 85,0 43,5 10,0 90,9 25,0 18,2 15,0 10,0 10,0 

 

Níveis: Inoculo 10
8
 CFU/mL (v/v): -1 (1) ,  0 (5) ,   +1 (9);  

Temperatura (ºC): -1 (25) , 0 (30) ,   +1 (35);   

Agitação (rpm): -1 (100) ,  0 (150) ,   +1 (200) 
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Na condição 4 do planejamento fatorial (temperatura 35ºC, 100rpm e inóculo de 9%) o 

rendimento do bioemulsificante bruto foi de 2,69g.L
-1

. 

 

 

Determinação da influência da temperatura, agitação e volume do inóculo na produção de 

bioemulsificante por Bacillus subtilis 

 

Os efeitos das variáveis independentes: volume do inóculo, temperatura e velocidade de 

agitação sobre o índice de emulsificação (IE24), usando óleo queimado de motor como substrato 

hidrofóbico esta representado no Diagrama de Pareto (Figura 1) com nível de confiança de 95%. 

De acordo com este diagrama o aumento do volume do inóculo, exerceu um efeito positivo 

significativo sobre o aumento do IE24..  Pode também ser observado que a interação da variável 

volume do inóculo e da variável agitação exerceu um efeito negativo significativo sobre o 

aumento do IE24.. 

 

Figura  1. Diagrama de Pareto para determinação da influência do inóculo, temperatura e agitação na 

produção de bioemulsificante de Bacillus subtilis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Índice de emulsificação

2**(3-0) design; MS Residual=6,911189

DV: Índice de emulsificação

-,441327

1,786192

2,248402

-3,06702

-3,65731

4,475922

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

2by3

1by2

(3)Agitação (rpm)

(2)Temperatura (º C)

1by3

(1)Inóculo ( V/V)
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Caracterização das Gotículas das Emulsões Formadas Usando Óleo Queimado de Motor 

 

As emulsões formadas pelo bioemulsificante, utilizando o óleo queimado de motor como 

substrato hidrofóbico, foram analisadas por microscopia ótica (Figura 2) e caracterizadas quanto 

as principais propriedades e percentual de emulsificação, sendo importante para avaliação da 

estabilidade das emulsões (Tabela 4). Os resultados demonstraram a ocorrência da formação de 

emulsões do tipo água em óleo, na condição 4 do planejamento fatorial (tamanho do inóculo de 

9% com cultivo à 35ºC e agitação de100 rpm), em meio contendo manipueira a75 mL (100%). A 

partir do liquido metabólico livre de células cultivado à 24h (Figura 2A) foi observada a 

formação de emulsões com gotas grandes, instáveis termodinamicamente, com aspecto globoso,  

heterogêneo e índice de emulsificação de 80%.  

 

Figura  2. Características microscópica das gotas formadas a partir do bioemulsificante: (A) Líquido 

metabólico à 24h; (B) Líquido metabólico à 48h; (C) Líquido metabólico à 72h;(D) Líquido metabólico à 

96h.  

 
    

 

 

 

 

 

 

Na Figura 2B usando o liquido metabólico cultivado às 48h não ocorreram mudanças 

significativas, porém foi observada floculação das gotas e maior espaço livre. Já na Figura 2C, 

usando o liquido metabólico cultivado a 72 h, houve a formação de gotas com dimensões 

menores, em maior número, homogêneas, estáveis e com índice de emulsificação de 90%. 

Entretanto, a formação de emulsões com gotas de menor diâmetro (0,3 µm), globosas, 

A B C D 
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homogêneas, estáveis e com elevado índice de emulsificação (90%) ocorreu com o líquido 

metabólico cultivado a 96h (Figura 2D). Características similares de estabilidade, tamanho e tipo 

das emulsões formadas pelo surfactante químico Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) são 

mencionadas por Souza et al. (2016) e compatíveis com as observadas neste estudo usando o 

líquido metabólico cultivado à 96h (Figura 2D). 

 

Tabela  4 - Características e propriedades do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis em 

meio formulado com manipueira 

 

Tempo de cultivo 

(h) 

Descrição 

emulsificante 

 

Diâmetro das 

gotas 

(µm) 

 

Índice de 

emulsificação-

E24  (%) 

 

Estabilidade 

termodinâmica 

 

24 

Gotas grande, 

globosas e 

heterogêneas 

 

1-30 

 

80 

 

Instável 

 

48 

Gotas grande, 

globosas e 

heterogêneas 

 

1-30 

 

84 

 

Instável 

 

72 

Gotas pequenas. 

Compactas e 

homogêneas 

 

0,5-20 

 

90 

 

Estável 

 

96 

Gotas pequenas, 

compactas e 

homogêneas 

 

0,3-20 

 

92 

 

Estável 

*SDS (controle) 
Gotas pequenas e 

homogêneas 
2,5-12 100 Estável 

 

 

Efeito do Bioemulsificante de B. subtilis na Viscosidade do Óleo Queimado de Motor 

 

  O líquido metabólico livre de células  contendo o bioemulsificante foi capaz de formar 

um sistema estável com o óleo queimado de motor  e reduzir a viscosidade deste óleo de 170cP 

para  90,5cP  após  24h de repouso  da  amostra. Esta condição foi  acompanhada durante 150 

dias para identificar a capacidade do bioemulsificante em manter estável a viscosidade da 
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emulsão formada. Os resultados demonstraram significativas variações durante 150 dias como  

de 68,8cP à 90,5cP.  No entanto, ficou evidente que o bioemulsificante de B.subtilis manteve a 

estabilidade da viscosidade em até 72h. 

 

Estabilidade do Bioemulsificante Avaliada pela Viscosidade e Índice de Emulsificação 

  

 Segundo Willumsen e Karlson (1997), a principal característica dos agentes 

emulsificantes é sua capacidade de manter a estabilidade de substâncias com diferentes graus de 

polaridade representados por valores de emulsificação (IE24) acima de 50% após 24 horas. Neste 

contexto, o bioemulsificante de Bacillus subtilis foi capaz de manter elevada capacidade 

emulsificante com valores de IE24 acima de 80% após variações bruscas de pH (exceção pH 14) 

(Figura 3A). Santos et al., (2013), obtiveram resultados semelhantes, obtendo valores 

significativos em toda faixa de pH testadas, exceto quando o biossurfactante foi exposto ao pH 

12. Por outro lado, SARUBBO et al. (2007), relatam que valores de pH extremos ao 

responsáveis pela desnaturação dos componentes protéicos pelo aumento da ionização 

aumentada. 

 A estabilidade avaliada após exposição a elevadas concentrações de NaCl (Figure 3B), 

demonstra que as emulsões com óleo queimado de motor permaneceram estáveis em todas 

concentrações testadas, com valores em torno de 90%. Esses resultados foram semelhantes ao 

estudo de Silva-Andrade et al., (2014), ao obterem bioemulsificante de Cunninghamella 

echinulata com  capacidade emulsificante de  até 12 % de NaCl após cultivo em meio formulado 

com milhocina e óleo residual de soja.  

A estabilidade térmica do bioemulsificante (Figure 3C) foi investigada entre 0 e 120ºC. 

De acordo com os resultados, as emulsões com óleo de motor queimado mantiveram-se estáveis 



          MAIA, P.C.V.S. Produção e aplicação de um bioemulsificante isolado de Bacillus subtilis UCO 0146...     58 
 

 

 

em até 100ºC. Estudos realizado por Souza et al., (2016) foram similares aos obtidos neste 

trabalho pela obtenção de emulsões estáveis com valores de 65% e 80% à 100 ºC utilizando óleo 

de motor como substrato hidrofóbico.  

 

Figura  3. Estabilidade do bioemulsificante produzido por Bacillus subtilis UCP 0146 em função do 

índice de emulsificação: (A) pH; (B) NaCl e (C) Temperatura 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 

 

 

  

Em adição, a estabilidade do bioemulsificante foi investigada pela determinação da 

viscosidade. Os resultados demonstram que o pH foi o fator que mais influenciou na redução da  

viscosidade das emulsões formadas com óleo queimado de motor resultando em valores entre 10 

à 20cP, com exceção em pH 4 (Tabela 6). De modo diferencial, Jara et al., (2013) obtiveram 

aumento significativo da viscosidade do óleo de motor queimado, de 170 cP para 423,6 cP pelo  

biossurfactante produzido pela bactéria Geobacillus stearothermophilus. Segundo Wei et al., 

(2005), biosurfactantes capazes de reduzir a viscosidade de óleos e são adequados para uso na 

indústria de petróleo, pois a baixa viscosidade facilita a remoção considerável  do óleo. Portanto, 
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a significativa atividade emulsificante de B. subtilis e a estabilidade desta biomolécula em ampla 

faixa de pH, temperaturas extremas e em altas concentrações de NaCl  sugere o possível uso do 

bioemulsificante de B. subtilis na indústria de petróleo. 

 

Tabela   5.  Estabilidade do bioemulsificante após exposição a diferentes pH, concentrações de NaCl 

e temperaturas avaliado pela determinação da viscosidade  

 

 

Ensaio 

 

Determinação de Viscosidade (cP) / Condição 

pH 

 

cP 

2 4 6 8 10 12 14 

 

8.20 

 

11.00 

 

17.00 

 

8.30 

 

13.50 

 

10.30 

 

5.40 

 

NaCl (%)    

cp 

2 4 6 8 10 12 14 

20.50 79.40 13.10 7.86 38.40 30.20 30.70 

 

Temperature(
0
C) 

cP 

0 5 70 100 120   

15.10 12.00 12.40 16.30 7.86   

 

 

Eficiência do bioemulsificante na adsorção de corante e na dispersão e remoção de óleo 

queimado de motor 

 

O bioemulsificante de caráter aniônico produzido por Bacillus subtilis no meio 

selecionado do planejamento fatorial (condição 4) foi investigado quanto ao potencial de 

adsorção do corante catiônico azul de metileno. De acordo com os resultados, o biomulsificante 

de B.subtilis conseguiu remover 62,2% do corante solubilizado em água após 12 horas (Figura  

4) quando comparado com o emulsificante sintético comercial. Para Prévost et. al. (2010) a 

remoção de corantes catiônicos por agentes aniônicos é explicada por ser o bioemulsificante e o 

azul de metileno compostos de cargas opostas que em solução aquosa entram em equilíbrio 
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formando os pares de íons hidrofóbicos, ou complexos associados, ou ainda agregados entre o 

corante catiônico e o surfactante aniônico em solução. 

 

Figura  4. Decolarização de corante azul de metileno pelo bioemulsificante produzido por Bacillus 

subtilis 

 

 

Outra aplicabilidade do bioemulsificante de Bacillus subtilis, presente no líquido 

metabólico livre de células, foi na dispersão e remoção de óleo queimado de motor. Os 

resultados demonstraram que o bioemulsificante apresentou excelente capacidade dispersante 

com valores de 85,38 cm
2 

ODA (Figura 5A) quando comparado com o controle (Figura 5B). 

Além disso, o bioemulsificante de B. subtillis foi capaz de remover 94,4% do óleo queimado de 

motor impregnado em solo arenoso.  

 

Figura  5. Dispersão do óleo queimado de motor pelo bioemulsificante de Bacillus subtilis: (A) 

Dispersão pelo bioemulsificante e (B) Dispersão com detergente comercial 

 
 
 

 

A

2  
B

2  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

  

  Bacillus subtilis foi capaz de produzir um bioemulsificante de caráter aniônico com 

execelente estabilidade térmica, iônica e do pH  a partir da bioconversão de manipueira como 

único componente do meio de cultivo. Além disso, o bioemulsificante foi capaz de reduzir a 

viscosidade de petroderivado, como também remover o óleo e adsorver corante têxtil, o que 

indica sua possível aplicação em processos de biorremediação em solo e água.  

 A utilização da manipueira para a produção de bioemulsificante por UCP 0146 é uma 

metodologia ambientalmente adequada, uma vez que promove o aproveitamento de um resíduo 

regionalmente disponível, gerado pela indústria de alimentos. O bioemulsificante é uma 

biomolécula que apresenta propriedades importantes com maior potencial biotecnológico para 

biorremediação na remoção de poluentes e descoloração de corantes. Por outro lado, o 

bioemulsificante foi capaz de  formar emulsões estáveis  por até cinco meses, sugerindo grande 

potencial para aplicações na indústria farmacêutica e cosmética, bem como no processo de 

bioremedição. Além disso, o Bacillus subtilis UCP 0146 mostrou potencial de uso de resíduos 

recalcitrantes como uma fonte alternativa de carbono para a produção do bioemulsificante, 

proporcionando uma vantagem para a produção industrial. 
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NOMENCLATURA 

 

IE 24  índice de emulsificação (%) 

cP  centipoise 

ODA  área de dispersão do óleo (cm
2
) 

 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

 

SFA  ácido graxo saturado 

 

MUFA  ácidos graxos monoinsaturados 

 

PUFA  ácidos graxos poliinsaturados 

 

ÍNDICE P/S índice poliinsaturado/saturado 

 

UFC  unidade formadora de colônia (mL) 
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CONCLUSÕES GERAIS 

             

 O Bacillus subtilis UCP 0146 foi capaz de produzir um bioemulsificante com 

propriedades semelhantes aos emulsificantes quimicamente sintetizados; 

 A produção do bioemulsificante foi beneficiada pelo uso da manipueira, como 

estratégia biotecnológica e sustentável, favorecendo a redução dos custos de 

produção; 

 A manipueira pode ser utilizada como fonte alternativa para a formulação de 

meio de produção de bioemulsificante; 

 O B.subtillis UCP 0146 produziu o bioemulsificante no meio constituído por 

100% de manipueira. 

 O bioemulsificante produzido por B. subtilis possui estabilidade diante das 

variações térmica, iônica e do pH;  

 O bioemulsificante possui importante propriedade na redução da viscosidade 

de óleo queimado de motor; 

 O bioemulsificante possui potencial de uso na remoção e dispersão de óleo 

queimado de motor;  

 O bioemulsificante possui potencial de uso na adsorção de corante têxtil azul 

de metileno. 




