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RESUMO 

 

Durante os últimos anos uma grande variedade de microrganismos é estudada para a produção 
de biossurfactantes. A biodegrabilidade e a baixa toxicidade garantem a esses compostos uma 
vantagem quando comparados aos compostos sintéticos. Entretanto, os surfactantes naturais 
ainda são incapazes de competir economicamente no mercado, devido ao seu alto custo de 
produção. Sendo assim, o uso de fontes renováveis como substrato torna-se uma alternativa 
para minimizar os custos de produção e tornar esses produtos viáveis a utilização em 
diferentes áreas. O resíduo do abacaxi é uma válida opção para driblar o problema de alto 
custo. Além de ser uma das frutas mais produzidas no mundo, o abacaxi possui propriedades 
que favorecem o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, a produção de 
biossurfactantes. O presente trabalho avaliou a viabilidade em utilizar o resíduo do abacaxi 
como substrato para produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis através de estudos de 
caracterização do resíduo, aprimoramento do meio e análises de estabilidade, caracterização e 
aplicação do biossurfactante produzido. Os resultados da caracterização do resíduo do abacaxi 
reportaram excelentes quantidades de sacarose, frutose, glicose, proteína e lipídios, ideais para 
a produção de biossurfactante. Estudos para obtenção do meio ótimo foram realizados através 
de análises estatísticas com software Statistica (v.10). O meio otimizado, contendo 15% de 
inóculo e 95mL de resíduo de abacaxi, apresentou uma redução de 35,42% da tensão 
superficial. As análises de estabilidade mostraram que o biossurfactante produzido não é 
estável quando exposto à 121ºC e apresenta estabilidade de cerca de 1 hora quando aplicado 
tratamento térmico a 100°C. Os resultados também não foram favoráveis em pH acima de 4 e 
concentrações salinas superiores à 5,0%. Os resultados de caracterização apontaram a 
produção de um biossurfactante de carácter aniônico e sua aplicação através da capacidade 
emulsificante mostrou-se promissora para utilização em indústrias alimentícias. 

 

Palavras chave: Biossurfactantes, resíduos agroindustriais, abacaxi, Bacillus subtilis, 
Surfactina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 
During the last years a great variety of microorganisms has been studied for the production of 
biosurfactants. Biodegradability and low toxicity ensure the inclusion of an advantage when 
compared to synthetic compounds. However, natural surfactants are still unable to compete 
economically in the market because of their high cost of production. Thus, the use of 
renewable sources as a substrate becomes an alternative to minimize production costs and 
make viable their use in several areas. The pineapple residue is a valid option to avoid the 
high cost problem. Besides being one of the most produced fruits in the world, pineapple has 
properties that favor the development of microorganisms and, consequently, the production of 
biosurfactants. The present work evaluated the feasibility of using the pineapple residue as a 
substrate for the production of biosurfactants by Bacillus subtilis with studies of residue´s 
characterization, medium optimization and stability analysis, characterization and application 
of the biosurfactant produced. The results of the characterization of the pineapple residue 
reported several levels of sucrose, fructose, glucose, protein and lipids, ideal for the 
production of biosurfactant. The optimization of the environment was performed through 
statistical analysis with Statistica software (v.10). The optimized medium, containing 15% of 
inoculum and 95mL of pineapple residue, showed a reduction of 35.42% of surface tension. 
Stability analyzes showed that the biosurfactant produced is not stable when exposed to 121ºC 
and presents stability of about 1 hour when applied heat treatment at 100ºC.The results were 
also not favorable to pH above 4 and salines medium with concentration higher than 5.0%. 
The characterization results indicated a production of an anionic biosurfactant and its 
application through the emulsifying capacity was promising for use in food industries. 
 

 

Key words: Biosurfactants, agroindustrial residues, pineapple, Bacillus subtilis, Surfactina. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Biossurfactantes, assim como os surfactantes químicos, são compostos anfifílicos que 

possuem duas porções, uma hidrofílica e outra hidrofóbica, que permitem sua ação na 

interface de líquidos imiscíveis (Varjani e Upasani, 2017). São produzidos, principalmente, 

por microrganismos aeróbicos sejam eles bactérias, fungos ou leveduras. Possuem ampla 

utilização na produção de detergentes, produtos de limpeza em geral, herbicidas, além de 

serem utilizados nas indústrias de petróleo, indústrias têxteis, alimentícias, farmacêuticas e 

cosméticas (Secato et al., 2017). 

Por serem moléculas anfipáticas, os biossurfactantes reduzem a tensão superficial e 

interfacial auxiliando a mistura de duas fases de polaridades distintas. Além de tal 

característica tais compostos são menos tóxicos, biodegradáveis, melhores produtores de 

espuma e mais estáveis quando expostos a condições ambientais extremas, quando 

comparados com os surfactantes sintéticos, tornando-os alternativas promissoras em diversas 

áreas industriais (Al-Bahry et al., 2012). 

 Atualmente, os surfactantes naturais não são capazes de competir do ponto de vista 

econômico com os sintéticos devido aos altos custos de produção, conseqüência de 

metodologias de produção e purificação ineficientes, baixa produtividade microbiana e, 

principalmente, o uso de substratos de custo elevado (Santos, 2015). Estima-se que 30% do 

custo total de produção dos biossurfactantes representem o valor gasto com substratos 

químicos (Muthusamy et al., 2008). 

 Tendo em vista o fator econômico como limitante para a produção dos surfactantes 

naturais, mas levando-se em consideração as propriedades apresentadas por esses compostos, 

aliadas às vantagens de serem moléculas de baixa toxidade e alta biodegrabilidade (Faria, 

2010), a utilização de substratos renováveis torna-se uma interessante alternativa para reduzir 

os custos de produção e tornar os biossurfactantes mais competitivos para utilização em escala 

industrial (Barros et al., 2008). 

 Nas últimas décadas, estudos são conduzidos a fim de se obter um maior rendimento 

na produção de biossurfactantes fazendo uso de substratos renováveis. A possibilidade de 

utilização de resíduos agroindustriais vem sendo largamente aplicada em pesquisas, trazendo 

resultados promissores no desenvolvimento de novas técnicas (Ehrhardt, 2015). 
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 Resíduos agroindustriais não são comumente utilizados no desenvolvimento de 

produtos de alta qualidade. Entretanto, o sucesso na produção de biossufactantes depende, em 

grande parte, da utilização de matérias-primas de baixo custo com elevado teor de carbono e 

nutrientes (Gurjar e Sengupta, 2015). 

 O abacaxi (Ananas comosus L.) é uma fruta das regiões tropicais e subtropicais, 

consumido em todo mundo, tanto na forma de produtos industrializados, quanto ao natural 

(Abílio et al., 2009). Ainda que nativo da América do Sul, o abacaxi é cultivado em diferentes 

regiões no mundo todo, devido sua capacidade de adaptação, facilidade de propagação e 

resistência a climas secos (Rodríguez et al., 2013). 

 De acordo com dados da FAO (2019), o Brasil encontra-se em terceiro lugar na 

produção mundial de abacaxi, ultrapassando 2.000.000 toneladas/ano. Considerando a soma 

da produção entre os anos de 2007 a 2017, o Brasil fica em primeiro lugar, com uma produção 

maior que 27.000.000 toneladas durante esse período.  

 Atualmente, o foco principal da indústria de abacaxi está voltado para a parte 

comestível do fruto e produtos alimentícios relacionados e, consequentemente, as outras 

partes da planta (talo, coroa e casca) são consideradas resíduos agroindustriais do cultivo de 

abacaxi (Santos et al., 2013). Desta forma, é possível prever o grande montante de resíduo 

gerado, que pode ser aproveitado para fins biotecnológicos, como na produção de 

biossurfactantes. 

 As propriedades do abacaxi, como alto teor de açúcar, lipídios, proteínas, ferro e 

fósforo, favorecem o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, auxiliam na 

produção de biossurfactantes. Tais componentes também influenciam na quantidade e 

qualidade do composto produzido.  

 A classificação dos biossurfactantes é dada de acordo com sua composição química e 

sua origem microbiana. Dentre as classes, é possível citar os glicolipídios, lipopeptídios, 

lipoproteínas, ácidos graxos e fosfolipídios, surfactantes particulados e poliméricos (Nitschke 

e Pastore, 2002). Cada microrganismo em uma diferente condição de fermentação é capaz de 

produzir um surfactante diferente, em quantidades diferentes e com capacidade de rendimento 

diferente. Essa diversidade permite sua aplicação em diversas áreas, cabendo às indústrias 

avaliarem qual biossurfactante é o mais adequado dentro de sua área de atuação. 
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 O Bacillus subtilis é uma bactéria gram-positiva em forma de bastonete capaz de 

secretar enzimas para degradar uma variedade de substratos, possibilitando sua sobrevivência 

em ambientes em constante mutação (Westers et al., 2004). É conhecida por produzir 

biossurfactantes potentes da classe dos lipopeptídios, como a surfactina, utilizando diferentes 

matérias-primas (Al-Wahaibi et al., 2014). A surfactina é reconhecida como um dos 

surfactantes naturais de maior eficácia, porém ainda com limitações de uso e aplicação devido 

ao alto valor agregado a sua produção e baixos rendimentos (Yeh et al., 2006). 

À vista disto, o desenvolvimento de novas técnicas de produção e utilização de novos 

substratos de baixo custo são estratégias para obtenção de altos rendimentos da surfactina e 

demandam urgência em sua pesquisa e execução.  

Muitos são os estudos voltados à produção de biossurfactante com a utilização de 

substratos comerciais, o que resultam em grandes rendimentos, porém com custos elevados, 

não justificando a substituição dos surfactantes sintéticos pelos naturais.  

O presente trabalho contribui com os estudos de produção de biossurfactantes com 

custos reduzidos fazendo uso de casca de abacaxi como substrato e avaliando as melhores 

condições para se trabalhar com este resíduo agro-industrial de forma a se obter melhores 

rendimentos de produção. O abacaxi é um fruto de alta produção do Brasil cujas cascas são 

desperdiçadas. A riqueza nutricional desse resíduo é praticamente inexplorada e não há 

estudos voltados a sua aplicação em produção de surfactantes naturais. Desta forma, a 

presente pesquisa busca unir o aproveitamento de um bem natural brasileiro em abundância 

com a necessidade de melhoria econômica e ambiental na obtenção de biossurfactantes. 

 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo Geral 

Avaliar as propriedades do resíduo do abacaxi a fim de encontrar a melhor condição 

para sua utilização na produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis. 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 Quantificar os açúcares presentes no resíduo do abacaxi; 
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 Avaliar a quantidade de rejeito processado necessário para suprir a os microrganismos 

energeticamente na produção de biossurfactantes; 

 Realizar planejamento experimental a fim de avaliar as diferentes condições de 

fermentação; 

 Avaliar a melhor condição de fermentação para produção de biossurfactantes por 

Bacillus subtilis; 

 Realizar testes de estabilidade do biossurfactante produzido; 

 Purificar e caracterizar o surfactante natural obtido; 

 Avaliar uma possível aplicabilidade para o biossurfactante produzido. 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biossurfactantes 

2.1.1 Propriedades e Funções 

  Assim como os surfactantes sintéticos, biossurfactantes são compostos que contém 

duas porções, uma hidrofóbica e outra hidrofílica (Santos et al., 2015).  Essa característica os 

permite atuar na redução da tensão superficial e interfacial entre duas moléculas imiscíveis, 

conforme ilustrado na figura 1. 

 Biossurfactantes são produzidos por variados microrganismos, como leveduras, fungos 

e bactérias e, na última década, houve um aumento da demanda de compostos com ação 

superficial de origem natural, intensificando os estudos dessas moléculas. Uma das mais 

importantes características desses surfactantes naturais é que cada microrganismo, em 

diferentes condições de cultura e fermentação, podem produzir diferentes compostos, com 

diferentes estruturas químicas e, consequentemente, com diferentes propriedades surfactantes 

(Parveen et al., 2014). 

 Entre as principais propriedades dos tensoativos é possível  citar as mais importantes 

como adsorção, concentração micelar crítica, solubilização de substâncias hidrofóbicas e 

microemulsionantes e balanço hidrofílico / lipofílico (Sousa, 2016).  

 Tais propriedades, como detergência, poder de emulsificação, lubrificação, capacidade 

de formação de espuma, dispersão de fase e solubilização, tornam os surfactantes 

interessantes para uma gama de aplicações industriais (Nitschke e Pastore, 2002). 
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 Mudanças nas condições fisiológicas e composição do meio de cultura são alternativas 

promissoras para aumentar a produtividade dos biossurfactantes e são os pontos de pesquisa 

mais frequentemente estudados nos últimos anos (Castiglioni et al., 2009). 

 De acordo com Desai e Banat (1997) há quatro tipos de parâmetros cinéticos da 

produção de biossurfactantes: produção associada ao crescimento; produção sob limitações de 

crescimento; produção por células em repouso ou imobilizadas; produção com suplementação 

de precursores. 

2.2 Produção e Purificação de Biossurfactantes 

2.2.1 Meios de cultivo 

Há diversos métodos envolvidos na produção de biossurfactantes, começando com 

uma vasta variedade de metodologias aplicadas para selecionar microrganismos produtores. 

Tais métodos, que podem ser quantitativos ou qualitativos, estão na maioria das vezes, 

baseados nas propriedades físico-químicas dos surfactantes, especialmente em sua atividade 

superficial (Faria, 2010). 

 O meio de cultura é de grande importância para definir se o microrganismo é ou não 

capaz de produzir o biossurfactante, além de interferir em sua estrutura biomolecular (Sousa, 

2016). 

 A produção de surfactantes é, geralmente, em um meio de cultura apropriado e aderida 

às paredes celulares. A pesquisa e escolha por microrganismos produtores está relacionada 

com o potencial do composto em reduzir a tensão superficial, bem como sua capacidade em 

formar emulsões e sua estabilidade, e tais habilidades são fatores consideráveis para a escolha 

do microrganismo a ser utilizado e caminho a ser seguido pelas indústrias (Pinto et al., 2009). 

 É de grande valia e importância, a realização de estudos preliminares das condições de 

meios de cultura para o microrganismo a ser utilizado, definindo as melhores condições a fim 

de se obter a máxima produção (Sousa, 2015). 

 A qualidade e quantidade de biossurfactante produzido está diretamente relacionada 

com a natureza das fontes de carbono e nitrogênio oferecidas aos microrganismos produtores, 

bem como as condições de fermentação como temperatura, pH, agitação, oxigenação e 

concentração de nutrientes como fósforo, ferro e magnésio (Lin, 1996). 
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 A efetividade da produção dos tensoativos naturais pode ser avaliada por sua 

capacidade em reduzir a tensão superficial. Biossurfactantes são compostos ativos de 

superfície, com uma variadade de propriedades físico-químicas que incluem, em adição a sua 

capacidade de redução da tensão superficial e interfacial, baixos valores de concentração 

micelar crítica (CMC) e alta capacidade emulsificante (Faria, 2010). 

 A constatação da efetividade do biossurfactante produzido, pode também ser 

observada através da sua habilidade em emulsificar misturas de hidrocarbonetos em água, 

através de um significativo aumento da degradação desses hidrocarbonetos (Castiglioni et al. , 

2009), bem como através de sua atividade em estabilizar ou desestabilizar emulsões 

(Kronemberger , 2007) .  

2.2.2 Fermentação 

 Diversos produtos são obtidos através de processos de fermentação, como enzimas, 

aminoácidos, biopolímeros, antibióticos e vitaminas. Basicamente, a fermentação consiste na 

utilização de fontes de carbono para gerar energia e algum outro produto (Barbieri et al., 

2012). 

 São dois os fatores que influenciam significantemente na produção e atividade de 

biossurfactantes: as propriedades do substrato e o tipo e condições de fermentação. 

 As condições impostas no processo fermentativo como temperatura, pH, agitação, 

fontes de carbono e nitrogênio, irão influenciar nas características do biossurfactante 

produzido e essas condições variam de acordo com o microrganismo e substrato de escolha. 

 Fermentação em estado sólido (SSF) Solid state fermentation (SSF) é um sistema 

adequado para uso de resíduos agroindustriais e substratos de baixo custo. Velioglu and Urek 

(2015) avaliaram a produção de biossusfactantes por Pleurotus djamor em SSF e pesquisaram 

sobre o efeito do tamanho e quantidade do substrato sólido, volume do meio, temperatura, pH 

e Fe 2+ com diferentes resíduos agro industriais como substrato, afim de otimizar a produção 

de biossurfactantes. 

 Fahram et al. (2016) produziram biossurfactantes por Bacillus sp. Utilizando 

fermentação submersa (SMF) com 1% de diferentes fontes de carbono, 1% de óleo de cozinha 

suplementado com meio BH e fixaram condições de pH, temperatura e agitação. Os 
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resultados mostraram que o biossurfactante produzido nessas condições apresenta um bom 

potencial para uso em industrias de alimentos. 

 A utilização do correto meio de cultura combinada com as condições ideais de 

fermentação são importantes para melhorar o processo e obter a máxima performance com 

baixo custo, tornando o uso do biossurfactante mais favorável e economicamente viável 

quando comparado com os surfactantes sintéticos.  

2.2.3 Purificação 

 Após a obtenção do biossurfactante através do processo de fermentação, é possível 

realizar a purificação. Diferentes técnicas de purificação podem ser empregadas de acordo 

com o tipo de biossurfactante produzido e a sua proposta de utilização. Em geral, o processo 

de purificação é importante para caracterizar o biossurfactante e, assim, poder avaliar, de 

acordo com a sua estrutura, as possibilidades de utilização do mesmo. 

 Liu et al. (2016) estudou a purificação de biossurfactante utilizando o surfactante 

bruto produzido por  Bacillus licheniformis. O produto bruto foi isolado adicionando HCl ao 

sobrenadante e o precipitado obtido foi dissolvido em uma solução diluída de NaOH com pH 

7. Depois disso, foi realizada a liofilização e o produto bruto extraído com auxílio de 

diclorometano. O solvente foi removido sob pressão reduzida e obteve-se um sólido amarelo 

pálido e realizada a recristalização.  

 Outro estudo mostrou que a purificação do biossurfactante produzido  por 

Aneurinibacillus aneurinilycitus pode ser realizada extraindo o biossurfactante pré-tratado 

com acetato etílico, concentrando e secando a fase orgânica com o auxílio de um rota 

evaporador e então, purificando através de cromatografia (Balan et al., 2017). 

 Outro método de purificação que pode ser utilizado baseia-se na separação de fases 

com a adição de solução de clorofórmio e metanol. Depois disso, a fase orgânica é 

concentrada utilizando rota evaporador e então, o produto final é diluído com metanol e 

concentrado novamente com o auxílio de estufa a 45°C (Silva et al., 2010). 
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2.3 Fontes Convencionais para a Produção de Biossurfactantes 

2.3.1 Carbono e Nitrogênio 

Como anteriormente descrito, a qualidade e quantidade do biossurfactante produzido 

depende das condições de fermentação como pH, temperatura, agitação e oxigenação. As 

propriedades, o tipo e quantidade desses compostos vão depender também do microrganismo 

utilizado e de fontes de carbono e nitrogênio disponíveis no meio. 

 Pereira et al. (2013) avaliou diferentes fontes de carbono e nitrogênio na produção de 

biossurfactantes por Bacillus subtilis. A variedade de fontes de carbono estudadas incluiu 

frutose, glicose, glicerol, n-hexadecano, lactose, parafina, sacarose, extrato de carne e 

triptona. Enquanto as fontes de nitrogênio avaliadas foram citrato de amônio, nitrato de 

amônio, sulfato de amônio e uréia. A condição ótima para produção foi obtida com a 

combinação de sacarose e nitrato de amônio, alcançando a concentração de 2.2g/L, uma 

tensão superficial de 28 mN/m e um índice de emulsificação de 39%. 

 Entretanto, outro estudo com Bacillus subtilis obteve bons resultados utilizando 

sacarose e nitrato de potássio como fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente. Tal 

estudo também mostrou que a adição de cálcio, ferro e magnésio no meio de cultura resulta 

em um aumento na produção de biossurfactante (Makkar e Cameotra, 2002). 

 Estudos voltados à produção de ramnolipídios apresentaram rendimento máximo com 

a limitação de fontes de nitrogênio com relação carbono/nitrogênio entre 16:1 a 18:1 e 

ausência de produção sem limitação de nitrogênio – relação C/N 11:1 (Guerras – Santos et al., 

1986). 

 Saikia et al. (2012) estudou a produção de surfactante natural por  Pseudomonas 

aeruginosa e constatou que o uso de glicerol e nitrato de sódio foi a melhor condição 

analisada para a produção de 6g/L, uma tensão superficial de 22mN/m e um índice de 

emulsificação de 80%. 

 Outros nutrientes como fosfato e íons metálicos também influenciam na produção de 

biossurfactantes (Lin, 1996). Estudos reportados por Wei & Chu (1998) indicaram um 

aumento na produção de surfactina quando se aumentou a concentração de ferro no meio.  
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2.3.2 Resíduos Agro-Industriais como Substratos 

O fator mais impactante na produção de biossurfactantes é o valor econômico 

vinculado à essa produção. Cerca de 30% do custo total de produção de surfactantes naturais 

está relacionado com a matéria-prima a ser utilizada. Reduzir esse custo utilizando recursos 

mais baratos é um aspecto primordial para o desenvolvimento de qualquer processo 

biotecnológico e sucesso na produção industrial de biossurfactantes (Cameotra e Makkar, 

1998). 

Com isso, os estudos voltados à produção de biossurfactantes envolvem o 

desenvolvimento de técnicas adequadas e economicamente viáveis, buscando redimentos 

equivalentes aos obtidos com surfactantes sintéticos. 

O maior desafio está em selecionar um resíduo com a composição adequada de 

nutrientes que garantam o crescimento microbiano e, também, a produção do composto de 

interesse. Como já mencionado, a fonte de carbono traz grande influência na produção de 

biossurfactantes e é de conhecimento que resíduos agroindustriais contendo altos níveis de 

carboidratos ou lipídios suprem a necessidade de carbono para obtenção de biossurfactantes 

(Nitschke, 2004). 

2.3.3 Uso de Resíduos do Abacaxi 

Em todo o mundo há uma grande preocupação ambiental com a grande quantidade de 

resíduos gerados pelas indústrias agrícolas. De modo geral, os resíduos derivados do 

processamento de alimentos são ótimos recursos para o desenvolvimento de processos 

biotecnológicos e o uso sustentável desses subprodutos alimentares pode contribuir na 

redução das preocupações ambientais e na melhoria do crescimento econômico (Sepulvéda et 

al., 2018). 

O abacaxi é um pseudofruto da família Bromeliaceae e é uma das mais populares 

frutas tropicais do mundo, principalmente devido ao seu sabor e aroma marcantes (Coelho, 

2012). O abacaxi é o único representante da família bromeliácea que é extensamente 

cultivado como fonte de alimento (Manetti et al., 2009). 



30 
 

 
 

 A produção de abacaxi cresce significativamente ao longo dos últimos anos.  A 

figura 2 ilustra tal crescimento, no período de 2007 a 2017, considerando a quantidade 

plantada em toneladas.   

Figura 2. Crescimento da Produção Mundial de Abacaxi (em toneladas) durante os anos de 

2006 a 2018. (Fonte: FAOSTAT 2019). 

 
 Apesar de ser nativo da América do Sul, o abacaxi é atualmente cultivado em regiões 

tropicais, subtropicais e regiões de clima anemo no mundo todo, devido sua capacidade de 

adaptação, resistência à seca e facilidade de propagação. Cerca de 50% da produção global do 

fruto está concentrada no Brasil, Tailândia, Filipinas, Costa Rica e China (Rodríguez et al., 

2013).  

 O Brasil é o terceiro maior produtor de abacaxi no mundo, com uma produção anual 

de mais de 2.000.000 toneladas. (Figura 3). Considerando a soma da produção entre os anos 

de 2007 a 2017, o Brasil fica em primeiro lugar, com uma produção maior que 27.000.000 

toneladas durante esse período (Figura 4).  
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Figura 3. Valores Médios da Quantidade Anual de Abacaxi Produzida nos Países de Maior 

Produção do Fruto (Fonte: FAOSTAT 2019). 

 
 

Figura 4. Maiores Produtores Mundiais de Abacaxi - Soma da Produção entre os anos de 2007 

a 2017 (Fonte: FAOSTAT 2019). 

 
 Utilizado como matéria prima em diversas áreas industriais, o abacaxi tem sua maior 

proeminência como suco. Vários estudos publicados destacam o potencial energético do suco, 

uma vez que a fruta possui em sua composição grandes concentrações de açucares, vários 

minerais como cálcio, fósforo, magnésio, potássio, sódio, cobre e vitaminas A, C, B1, e 

niacina. Apesar de todos esses componentes de energia, a quantidade de proteína e teor de 

gordura são menores de 0,5% (Lima et al., 2010). 
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 Apesar de ter sua maior utilização como fruta, o abacaxi também é amplamente 

utilizado na medicina popular devido a suas conhecidas propriedades medicinais, atuando 

como antiinflamatório e diurético (Coelho, 2012). 

 Nos processos industriais, os resíduos do abacaxi (casca, caule, folhas e coroa) são 

removidos e descartados antes de processados, representando cerca de 50% do peso total do 

abacaxi. Consequentemente, com o aumento da produção de abacaxi, aumenta-se a 

quantidade de resíduo gerado.  

 Isso leva a um grande número de estudos voltados à utilização dos resíduos do 

abacaxi e suas propriedades. Porém,  

a maioria das pesquisas está concentrada na recuperação de enzimas proteolíticas, como a 

bromelina, um grupo de proteases com diferentes aplicações em alimentos, têxteis, 

cosméticos e outros (Coelho et al., 2012). Desta forma, há necessidade de novas estratégias 

para utilização de outros compostos de valor agregado disponíveis no resíduo do abacaxi, 

como o talo e a coroa (Sepúlveda et al., 2018). 

 O estudo da utilização desses resíduos como substratos na produção de 

biossurfactantes tornou-se uma área promissora, uma vez que o substrato possui propriedades 

interessantes e favoráveis para o cultivo e crescimento de microrganismos. Além disso, o uso 

de grandes quantidades de resíduos de abacaxi resulta em redução de custos na produção de 

substrato de biossurfactantes, tornando o processo economicamente viável. 

 Ehrhardt (2015) estudou a produção de biossurfactantes por Baccillus subtilis 

utilizando o resíduo do abacaxi como substrato. A fermentação foi através de shakers e a 

efetividade do biossurfactante produzido foi medida pela tensão superficial e índice de 

emulsificação. A tensão superficial, utilizando apenas o resíduo do abacaxi como substrato, 

reduziu em 25% e o melhor índice de emulsificação obtido foi de 60% quando utilizando óleo 

de motor. 

Este estudo confirmou a possibilidade na utilização do resíduo agro-industrial do 

abacaxi para produção de biossurfactantes, porém melhores resultados podem ser avaliados 

ajustando as condições do meio para melhorar o uso das propriedades do resíduo do abacaxi 

como substrato.  
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2.3.4 Resíduos de Óleos 

O alto custo de produção de biossurfactantes sempre foi o maior problema para sua 

utilização, principalmente em escala industrial. Para minimizar esses custos, diferentes 

substratos renováveis ou matérias-primas de baixo custo têm sido utilizadas nos processos 

fermentativos de produção de surfactantes naturais como, por exemplo, resíduos de óleos. 

 O uso de óleo de cozinha é bastante comum e tem aumentado continuamente em todo 

o mundo. O uso de resíduos de óleos na produção de biossurfactantes pode ser uma solução 

interessante para aproveitar todo esse resíduo e reduzir os custos de produção.  

 Li et al. (2016) estudou a produção de biossurfactantes por Bacillus pseudomycoides 

utilizando resíduo de óleo de soja e confirmou uma excelente produção com alta atividade 

emulsificante (62,8% a 94,2%). 

 Lotfabad et al. (2017) confirmou a possibilidade de se produzir um bom 

biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa com um meio de cultura contendo resíduo de 

óleo de soja refinado. O estudo demonstrou que o biossurfactante produzido possui 

características semelhantes às de surfactantes produzidos por óleo de soja de alto custo, como 

por exemplo atividade superficial, CMC, além de caracterísiticas estruturais similares como 

nível e tipo de conteúdo homólogo. 

 Outra pesquisa apresentou a possibilidade em se produzir biossurfactantes também por 

Pseudomonas aeruginosa quando cultivadas em resíduo de óleo de girassol em diferentes 

condições. Benincasa e Accorsini (2008) confirmaram que resíduos desse óleo podem se 

converter em quantidades significantes de raminolipídeos (superior a 7g/L) e com 

rendimentos razoáveis.  

2.4 Economia 

2.4.1 Uso de fontes renováveis como substrato 

Nos últimos anos, diversos estudos voltados à produção de biossurfactantes com 

diferentes tipos de microrganismos são reportados.com uma variedade de dados de produção, 

tipos e propriedades dos surfactantes produzidos. Embora biossurfactantes apresentem claras 

vantagens em relação aos surfactantes sintéticos associadas a uma equivalência na atividade 

tensoativa e de emulsificação, a produção dos compostos orgânicos em escala industrial não é 

realizada devido aos altos custos e baixos rendimentos.  
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 De acordo com Mukherjee et al. (2006), atualmente três medidas foram tomadas para 

mudar esse cenário e tornar esse processo mais competitivo: 

A. Uso de substratos renováveis e de baixo custo;  

B. Desenvolvimento de processos mais eficientes, incluindo o aprimoramento das condições 

de cultura, adotando processos de separação e recursos de baixo custo; 

C. Desenvolvimento e uso cepas mutantes ou recombinantes, para melhorar a eficiência de 

produção desses biossurfactantes. 

Economicamente, o valor e tipo de matéria-prima utilizada como substrato para o 

crescimento do microrganismo é o fator mais preocupante do processo. Estima-se que cerca 

de 30% do custo total de produção está relacionado na obtenção de um substrato adequado 

para o desenvolvimento de tensoativos naturais (Cameotra and Makkar, 1998). 

O uso de substratos renováveis se torna, portanto, bastante interessante para viabilizar 

tal produção. Uma possibilidade é o uso de matérias-primas e resíduos orgânicos de agro-

industriais. Milhares de toneladas de resíduos são gerados a cada ano no mundo todo, e no 

Brasil esse grande setor agrário produz uma imensa quantidade e variedade de rejeitos (Faria, 

2010). 

 Dentre as matérias-primas renováveis utilizadas na produção de biossurfactantes, estão 

os óleos vegetais, como descrito por Rahman et al. (2001) na produção de Rhamnolipids 

usando óleo de soja e óleo de girassol.Os resíduos obtidos nas refinarias de extração de óleos 

vegetais também são substratos promissores como apresentado by Benincasa et al. (2004) 

para a produção de glicolipídeos por Pseudomonas aeruginosa. 

 Resíduos oleosos são alternativas interessantes quando utilizados com microrganismos 

adaptados a meios oleosos. Os compostos contendo óleo são degradados pelos 

microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fontes de carbono para obtenção de 

energia. Estudos mostram que microrganismos que são acostumados a crescerem em óleos 

são bons produtores de biossurfactantes (Decesaro et al., 2013). 

2.5 Aplicações 
 Como já mencionado, devido à presença de porções hidrofóbicas e hidrofílicas, os 

biossurfactantes são capazes de se distribuir nas interfaces entre fases fluidas de compostos 
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imiscíveis. Ocorre então a formação de um filme molecular que promove a redução da tensão 

superficial e interfacial, garantindo as propriedades apresentadas por estes compostos. Tais 

propriedades tornam essas moléculas aplicáveis em diferentes áreas industriais (Nitschke e 

Pastore, 2006). 

 Os biossurfactantes tem se tornado importantes tanto para aplicação industrial, quanto 

medicinal, devido a seus específicos modos de ação, facilidade de preparação, variedade de 

aplicação e vantagens em relação aos sintéticos (Sen, 2010). Podemos assim destacar o uso 

desses compostos na biorremediação, recuperação de óleo, medicina (como agentes antivirais, 

antitumorais e antimicrobianos), na área farmacêutica e de cosmetologia, na indústria de 

alimentos e de nanotecnologia, como agentes de superfície na dispersão de nanotubos de 

carbono (Faria, 2010). Eles também apresentam papéis fisiológicos naturais com o aumento 

da biodisponibilidade das moléculas hidrofóbicas e podem interagir com metais pesados 

contribuindo, assim, para uma melhoria na degradação de contaminantes químicos (Sen, 

2010). O maior mercado para os biossurfactantes, entretanto, está voltado à indústria de 

petróleo, onde são utilizados na produção de óleos e também adicionados nas formulações de 

óleos lubrificantes (Van Dyke et al., 1991). 

 Há também a possibilidade de aplicação em engenharia genética na produção de cepas 

para melhorar a desempenho de produção e rendimento (Kronemberger, 2007). 

 Uma produção de biossurfactantes bem sucedida irá depender do baixo custo do 

substrato com uma composição química adequada que permita o crescimento celular e 

produção de metabólitos secundários de interesse. 

2.5.1 Biorremediação 

A biorremediação é uma nova tecnologia que, através do uso de agentes biológicos 

capazes de modificar e decompor poluentes possibilita o tratamento de locais contaminados 

(Benedict et al., 2003). Uma alternativa viável, do ponto de vista econômico, está baseada na 

destruição parcial ou total da estrutura molecular de diluentes ambientais através do uso de 

microrganismos (Sen, 2010). 

 O crescimento da superfície de interação água/óleo gerado por biossurfactantes resulta 

em uma aceleração na degradação de diferentes óleos que promovem a biorremediação de 
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água e solos contaminados em acidentes com derramamento de óleo, bastante comuns nos 

últimos anos e pertubador no ponto de vista social e ecológico (Nitschke e Pastore, 2002). 

 Biodegradação é um dos métodos mais eficientes para remoção de poluentes e a 

capacidade de biossurfactantes em emulsificar e dispersar óleo em água, aumenta a 

degradação desses compostos no meio ambiente (Nitschke e Pastore, 2002).  

 Estudos de Rahma et al. (1990) mostraram 83-98% de degradação de 

hidrocarbonetos na biorremediação de n-alcanos no lodo de óleo pela adição de 

biossurfactante produzido por ramnolipídeos, indicando o efeito benéfico destes compostos 

em baixas solubilidades. 

 Urum et al. (2004)  examinaram a remoção de solo contaminado com óleo 

adicionando raminolipídios em comparação com a adição de surfactantes sintéticos. Ambos 

apresentaram resultados semelhantes nas quantidades de remoção, entretanto os autores 

consideraram o uso de biossurfactantes mais apropriado devido a este apresentar a mesma 

eficácia dos tensoativos químicos e possuírem vantagens de baixa toxicidade, 

biodegrabilidade e ser ecologicamente correto.  

 Outro estudo, bastante relevante, foi apresentado por Mukherjee et al. (2006) que 

demonstraram a efetividade do biossurfactante produzido po Bacillus subtilis na 

biodegradação de petróleo em solo contaminado na Índia e também apontaram que em adição 

a efetividade na solubilização de hidrocarbonetos de petróleo, existe a vantagem do 

fornecimento contínuo de surfactantes naturais, não tóxicos, biodegradáveis e de baixo custo. 

2.5.2 Indústria de Alimentos 

A busca por alimentos produzidos por ingredientes naturais tem aumentado 

consideravelmente nos últimos anos, aumentando também a busca das indústrias de alimentos 

em alternativas para reduzir a adição de componentes sintéticos (Faria, 2010). 

 Nessa área industrial, os biossurfactantes possuem uma vasta aplicabilidade, como 

agentes emulsificantes no processamento de matérias-primas, dando consistência e textura aos 

alimentos (Banat et al., 2000) e influenciando também nas características reológicas da 

farinha utilizada nas padarias e emulsificação de gorduras na produção de produtos à base 

carne (Nitschke e Pastore, 2002). 
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 Esses compostos também são aplicáveis no controle do processo de aglomeração de 

glóbulos de gordura e usados para estabilizar sistemas aerados.  Nas padarias e indústrias de 

sorvetes, podem atuar na consistência e controlando e solubilizando aromatizantes (Nitschke e 

Costa, 2007). 

 Shepherd et al. (1995) confirmou que bioemulsificadores produzidos por  Candida 

utilis possuem uma ação emulsificante mais efetiva do que produtos sintéticos comumente 

utilizados na indústria alimentícia, como a carboximetilcelulose, por exemplo. 

 Fahram et al. (2016) estudou diferentes aplicações de biossurfactantes produzidos por 

Bacillus sp. na indústria de alimentos. O estudo confirmou o uso desses compostos na 

remoção de metais pesados presentes em vegetais (batata, cebola, alho e rabanete), além de 

atividades antimicrobianas e anti-adesivas.  

 Além disso, a produtores de alimentos podem aproveitar seus subprodutos ou resíduos 

para sua própria produção de biossurfactantes (Makkar e Cameotra, 2012). 

2.5.3 MEOR 

 A tecnologia de Recuperação de Óleo Aprimorada (EOR) é capaz de recuperar cerca 

de 30% do óleo presente em um reservatório. Devido ao fracasso das técnicas de recuperação 

primária e secundária para recuperar o óleo dos reservatórios, os interesses evoluíram em 

técnicas de recuperação terciária (MEOR). 

 A recuperação de óleo através de microrganismos e produtos de seu metabolismo é 

chamada de MEOR. Tal tecnologia consiste na produção de polímeros e surfactantes naturais 

por microrganismos capazes de reduzir a tensão superficial das rochas de óleo, reduzindo 

forças capilares que impedem o movimento do óleo entre os poros de rochas. Os 

biossurfactantes também auxiliam na emulsificação e quebra de filme de óleos em rochas 

(Nitschke e Pastore, 2002). 

 O uso de surfactantes naturais em MEOR pode envolver a injeção do microrganismo 

produtor em um reservatório com subseqüente in-situ propagação de microrganismos pelo 

reservatório de rocha, ou pode envolver a injeção de nutrientes selecionados em um 

reservatório, para favorecer o crescimento de microrganismos produtores de biossurfactantes. 

 MEOR possui uma série de vantagens quando comparada a tecnologias EOR, como o 

menor consumo de energia e por não depender do custo do óleo bruto. Além disso, as 
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substâncias injetadas possuem baixa toxicidade, alta biodegrabilidade e são efetivas em uma 

larga escala de temperatura e pH (Fernandes et al., 2016). 

 Amani et al. (2010) realizaram um estudo comparativo de bactérias produtoras de 

biossurfactantes em aplicações MEOR. O estudo mostrou que o tensoativo produzido por 

Bacillus subtilis possui boas propriedades para o uso em recuperação de óleo, superior a 25%. 

2.5.4 Farmacêutico 

Na última década, as pesquisas por biossurfactantes pelas áreas médicas e 

farmacêuticas cresceram consideravelmente devido às propriedades físico-químicas e 

biológicas, a boa compatibilidade com a pele e a aceitação ecológica que essas moléculas 

possuem. 

 Uma aplicação em potencial de surfactantes naturais na área médica é uma adequada 

alternativa para substituir drogas e agentes terapêuticos sintéticos. Os biossurfactantes 

interagem com as moléculas das células de superfície, rompendo membranas através da 

emulsificação de lipídeos, lipoproteínas e fosfolipídeos. Ou ainda, tais compostos podem 

interagir com superfícies sólidas e afetar a adesão de células microbianas (Faria, 2010). 

 Além disso, alguns surfactantes naturais possuem uma vasta aplicação farmacêutica 

como a habilidade em inibir a formação de coágulos e possuir atividade antimicrobiana, 

antitumoral e antiviral (Nitschke e Pastore, 2002). 

 Tensoativos naturais também possuem um grande potencial como detergente, 

emulsificante, estabilizante, dispersantes e formadores de espumes, propriedades de grande 

utilidade para o desenvolvimento de medicamentos e cosméticos. 

 Atualmente, diversos compostos naturais e polímeros podem ser utilizados na 

reconstrução ou regeneração de tecidos e alguns metabólitos bioativos são destacados pela sua 

potencial aplicação dermatológica. Zouari et al. (2016) estudou a evolução da cura de uma 

ferida na derme e a eficiência de um anti-oxidante in vitro de um biossurfactante produzido 

Bacillus subtilis.O estudo mostrou que o gel a base de biossurfactante foi capaz de acelerar a 

cicatrização, além de serem considerados atraentes candidatos para um tratamento auspicioso 

de feriadas devidos suas propriedades anti-oxidantes, antifúngicas e antimirobianas.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Caracterização do Abacaxi 

O extrato de abacaxi foi obtido da casca do tipo Pérola. A casca, parte desprezada do 

fruto, foi processada em um processador de alimentos tradicional, filtrada com auxílio de gaze 

e, então, centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos a 25°C, para remoção das partículas 

insolúveis.  

A caracterização do processado de casca do abacaxi foi realizada através da análise da 

composição de açúcares, concentração de lipídios e proteínas e análise do pH. 

Após a caracterização, o extrato do resíduo do abacaxi foi utilizado como substrato 

para a produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis e essa produção avaliada através das 

análises de tensão superficial e índice de emulsão. 

3.1.1 Concentração de Açúcares 

  Para avaliação da composição de açúcares presentes no extrato foi realizada a 

quantificação de glicose, sacarose frutose através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 

(HPLC), utilizando o cromatógrafo 1260 Infinity HPLC Agilent Technologies com detector 

RID. 

 As soluções padrão para os açúcares foram preparadas na faixa de concentração de 

acordo com a tabela 1. Para realização da análise, foi utilizada a coluna Aminex HPX – 87P a 

85°C, com água como fase móvel. O fluxo da fase móvel foi de 0,6mL/ min e o volume de 

injeção das amostras foi de 20μL. Os compostos foram separados da fase estacionária e 

monitorados num tempo de corrida de 20 minutos.  

Tabela 1. Faixas de Concentração dos padrões de acúcares quantificados por Cromotografia 

Líquida de Alta Eficiência. 

Padrão Faixa de Concentração (g/L) 

Sacarose 0 – 20 g/L 

Glicose 0 – 20 g/L 

Frutose 0 – 20 g/L 
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 A concentração de cada componente foi obtida através da correlação entre os 

cromatogramas e as curvas padrão. 

3.1.2 Quantificação de Proteína 

Para a determinação da concentração de proteína presente no extrato da casca do 

abacaxi, foi utilizado o método de Bradford (1976), que se baseia na interação entre o corante 

Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma-Aldrich) e macromoléculas de proteínas que contém 

aminoácidos de cadeias laterais básicas ou aromáticas. 

Para quantificar as proteínas, realizou-se uma curva de calibração e, posteriormente, 

fez-se a leitura das amostras em espectrofotômetro a 595nm. As análises foram realizadas em 

triplicata.  

Trata-se de um método rápido no qual a reação de ligação com o corante é completada 

em cerca de dois minutos. Vale ressaltar também que neste ensaio há pouca ou nenhuma 

interferência de cátions ou carboidratos como, por exemplo, a sacarose (Coelho, 2012). 

3.1.3 Quantificação de Lipídios 

A quantificação de lipídios foi realizada baseada no Método e Bligh-Dayer (1959).  

Os lipídios apresentam propriedades físicas que refletem o caráter hidrofóbico dos 

compostos, sendo solúveis em solventes orgânicos. Desta forma, tais solventes são utilizados 

na determinação da gordura pelo processo de extração. 

A amostra foi tratada com uma mistura de metanol e clorofórmio e as camadas 

separadas por centrifugação. 

A quantidade de lipídios foi calculada através da diferença de peso utilizando um 

béquer previamente tarado, com base na equação (1), onde p representa o peso de lipídios (g) 

contido em 5 mL e g representa o peso da amostra. 

% 𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 = ௣ ௫ ସ ௚ 𝑥 100                              (1) 

A análise foi feita em duplicata e os resultados comparados com os dados obtidos na 

Tabela de Composição de Alimentos. 
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3.1.4 pH 

O pH dos extratos de casca de abacaxi foram medidos à 25°C, em duplicata,  antes de 

cada análise realizada.  

3.2 Produção de Biossurfactante 

3.2.1 Microrganismo 

 As fermentações foram realizadas utilizando a bactéria Bacillus subtilis obtida da 

Coleção Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Indústrias do Centro Pluridisciplinar de 

Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA). 

 O cultivo e preservação da bactéria em questão foram obtidos através de repiques 

mensais. Tal processo permite a conservação do Bacillus, prevenindo de contaminações e 

mutações e garantindo a viabilidade de uso. 

 Mensalmente, cinco tubos de repique foram preparados. Os tubos, contendo ágar 

nutriente foram autoclavados por 15 minutos e deixados em repouso até resfriar. O repique 

então foi realizado atrás da chama de bico de bunsen, em ambiente previamente esterilizado, 

com auxílio de alça de platina. Após esse processo, os tubos foram incubados por 24 horas e, 

posteriormente, mantidos sob refrigeração a 4ºC para desacelerar o metabolismo celular do 

Bacillus subtilis e estes serem utilizados posteriormente nas análises. 

3.2.2 Pré-Inóculo e Inóculo 

O biossurfactante foi produzido através de fermentações com auxílio de shaker com 

agitação constante de 150 rpm e temperatura ajustada em 37°C. Tais condições, de acordo 

com o presente em literaturas, são consideradas ótimas para o desenvolvimento da bactéria 

Bacillus subtilis. Inicialmente, foi preparado um pré-inóculo em um erlenmeyer contendo 

15mL de uma solução aquosa composta por peptona, cloreto de sódio e glicose (0,76%, 

0,06% e 5%, respectivamente). Tal solução foi autoclavada, por 15 minutos a 120°C e, após 

resfriada, a cultura de Bacillus subtilis foi inoculada utilizando alça de platina, com auxílio de 

bico de Bunsen, em um ambiente previamente limpo e esterilizado. O erlenmeyer foi então 

deixado em shaker por 6 horas sob as mesmas condições de agitação e temperatura 

previamente descritas. Tal procedimento permitiu a adaptação do microrganismo nas 

condições de meio impostas e, conseqüente, o início de seu crescimento.  
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Posteriormente, o inóculo foi preparado utilizando 100mL da mesma solução aquosa 

contendo peptona, cloreto de sódio e glicose. Então, 10mL do pré-inóculo já adaptado ao 

meio nutriente após 6 horas, foi transferido para o frasco do inóculo e este mantido em shaker 

sob as mesmas condições de temperatura e agitação, por uma noite, garantindo o crescimento 

da bactéria. 

A padronização do inóculo foi realizada em espectrofotômetro em uma faixa de 

absorbância de 0.08 a 0.1, em um comprimento de onda de 625nm. 

3.2.3 Processo de Fermentação 

As fermentações foram realizadas em erlenmeyers de 250mL, com auxílio shaker, por 

24 horas, mantendo as condições de temperatura e agitação utilizadas no preparo do inóculo 

(37°C e 150 rpm, respectivamente).  

Os meios utilizados nas fermentações variaram de acordo com as análises e 

necessidade de adaptação do processo, a fim de se obter o máximo rendimento. 

As fermentações foram nomeadas como Fermentação A, B, C e D, sendo que cada 

uma corresponde a uma etapa da pesquisa proposta. 

Todas utilizaram o resíduo de abacaxi processado para avaliar se a composição de 

açúcar presente no rejeito seria o suficiente para nutrir e garantir a energia necessária ao 

Bacillus subtilis para seu desenvolvimento e, conseqüentemente, produção de biossurfactante.  

Tal utilização garante uma redução no custo de produção, uma vez que seria 

empregado como substrato uma fonte renovável, proveniente dos rejeitos agro-industriais.  

Para as fermentações A, B e C foram analisados apenas os pontos inicial e final (ponto 

tempo zero e tempo 24 horas).  

3.2.3.1 Processo Fermentativo A 

Para a fermentação A, cinco tipos diferentes de meio foram testados, conforme 

composições apresentadas na tabela 2, todos contendo a mesma quantidade de resíduo de 

abacaxi, complementado com diferentes fontes de carbono e nitrogênio para contribuir no 

desenvolvimento do microrganismo e consequentemente, na produção de biossurfactante. 
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A quantidade de resíduo utilizada foi calculada baseada na análise de concentração de 

açucares realizada em substituição a 5% de glicose (quantidade utilizada em fermentações 

realizadas no projeto de mestrado).   

Tal fermentação foi realizada para confirmação da capacidade do resíduo do abacaxi 

em atuar com substrato de baixo custo. 

Tabela 2. Composição dos cinco meios avaliados na Fermentação A – quantidade de resíduo 

de abacaxi e fontes de carbono e nitrogênio. 

Meio 
Composição 

Resíduo de Abacaxi Fontes de Nitrogênio e 
Carbono 

I 55mL 0,76g peptona + 0,06g NaCl 

II 55mL 0,76g extrato de levedura + 
0,06g NaCl 

III 55mL 0,76g sulfato de amônia + 0,06g 
NaCl 

IV 55mL 0,76g citrato de amônia + 0,06g 
NaCl 

V 55mL 0,76 nitrato de amônia + 0,06g 
NaCl 

 

Após a fermentação A, a produção de biossurfactante foi avaliada através das análises 

de tensão superficial, índice de emulsão, colapso da gota e biomassa. 

Todas as análises foram realizadas em duplicata. 

3.2.3.2 Processo Fermentativo B 

Para desenvolvimento da fermentação B, primeiramente, foi avaliado qual dos cinco 

meios testados na fermentação A obteve melhor rendimento. A partir disso, foi realizado um 

planejamento experimental com três variáveis: concentração de inóculo, concentração de 

glicose e volume de resíduo de abacaxi.  

A tabela 3 apresenta a composição do meio avaliado e a tabela 4 as concentrações das 

variáveis avaliadas. 
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Tabela 3. Composição do substrato utilizado na fermentação B – Meio com maior 

rendimento. 

Meio Composição 

Fermentação B 
Resíduo de Abacaxi + Glicose + 0,76g de Peptona + 0,06g 

NaCl 

 

Tabela 4. Concentrações das variáveis: concentração de inóculo, glicose e volume de resíduo 

de abacaxi, para realização do planejamento experimental 1. 

Variáveis -1 0 +1 

Concentração Inóculo 10% 12% 15% 

Concentração Glicose 3% 5% 7% 

Volume Resíduo de Abacaxi 55mL 75mL 95mL 

 

Após a fermentação B, a produção de biossurfactante foi avaliada através da análise de 

tensão superficial. 

3.2.3.3 Processo Fermentativo C 

A fermentação C foi realizada após obtenção do resultado do planejamento 

experimental 1. 

Esta fermentação teve objetivo ajustar as condições da fermentação anterior, de acordo 

com o resultado obtido na análise estatística. Desta forma, um novo planejamento foi 

realizado utilizando uma nova composição de meio (tabela 5), mantendo os componentes 

presentes na fermentação B, porém agora sem a adição de glicose. 

Tabela 5. Concentrações das variáveis: concentração de inóculo e volume de resíduo de 

abacaxi, para realização do planejamento experimental 2. 

VARIÁVEIS -1 0 1 

Concentração Inóculo 10% 12% 15% 

Volume Resíduo de Abacaxi 55mL 75mL 95mL 

 

Após a fermentação C, a produção de biossurfactante foi avaliada através da análise de 

tensão superficial. 
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3.2.3.4 Processo Fermentativo D 
Com os resultados da fermentação C e análise estatística correspondente, a condição 

com melhor rendimento obtido foi avaliada separadamente. 

O processo fermentativo D foi realizado em três momentos. Em um primeiro momento 

a fermentação foi realizada com os seis erlenmeyers de 250 mL de acordo com a composição 

apresentada na tabela 6. Cada frasco foi devidamente fechado com tampas de gaze e algodão, 

revestidas por papel alumínio, para evitar contaminação. Foram, então, mantidos sob agitação 

constante, a 37 °C, por 24 horas. Neste período, foram retiradas sete amostras: uma inicial 

(tempo zero), uma segunda após 1 hora de fermentação, as 4 seguintes em intervalos de 2 

horas cada e uma última amostra após 24 horas de fermentação. A amostra do ponto inicial de 

fermentação retirada para análise foi utilizada como controle, ou seja, como ponto de 

comparação em relação às amostras retiradas durante o processo fermentativo. Tais amostras 

foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos e submetidas à determinação de tensão 

superficial e índice de emulsificação, biomassa e colapso da gota. Importante ressaltar que 

cada amostra foi retirada de um frasco diferente (com exceção da amostra tempo zero e da 

amostra após uma hora de fermentação), para evitar possíveis contaminações. 

Posteriormente, uma nova fermentação nas mesmas condições foi realizada tirando 

apenas os pontos iniciais e finais para análises de estabilidade, purificação e caracterização. E, 

em um terceiro e último momento, repetiu-se a mesma fermentação, apenas com os pontos 

inicial e final para realização de análises voltadas à aplicação do biossurfactante produzido. 

Para essas duas últimas fermentações, apenas a tensão superficial foi avaliada. 

Tabela 6. Composição do melhor meio de fermentação para análises de estabilidade, 

purificação, caracterização e aplicação do biossurfatcante - Processo fermentativo D. 

MEIO 
COMPOSIÇÃO 

Componente Quantidade 

Fermentação D 

Resíduo Abacaxi 95mL 

Peptona 0,76g 

NaCl 0,06g 

Inóculo 15% 
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3.3 Análises da Efetividade de Produção 

3.3.1 Tensão Superficial 

As análises de tensão superficial foram realizadas utilizando o tensiômetro da marca 

Kruss, modelo K12.  

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, à 25ºC e 3500 rpm e o sobrenadante 

retirado para leitura. 

3.3.2 Índice de Emulsão (E24) 

A emulsificação foi medida através da relação óleo/ biossurfactante, de acordo com a 

metodologia proposta por Cooper e Goldenberg (1987), utilizando óleo de soja.  

Em tubos graduados foram adicionados 1 mL de óleo e 1 mL do biossurfactante 

produzido. Os tubos foram agitados em vórtex por 1 minuto e mantidos em repouso por 24 

horas. Após esse período, o índice de emulsão foi analisado através de cada de emulsão 

formada e da camada total presente no tubo. O cálculo do índice de emulsão foi realizado de 

acordo com a equação (2):   

 % =  ௔௟௧௨௥௔ ௖௔௠௔ௗ௔ ௗ௘ ௘௠௨௟௦ã௢×ଵ଴଴௔௟௧௨௥௔ ௧௢௧௔௟                                                       (2) 

 

 

Para realização desse teste, a amostra foi submetida à centrifugação a 25°C, 3500 rpm 

por 10 minutos e o volume necessário para análise foi retirado do sobrenadante.  

3.3.3 Biomassa 

Para análise da biomassa, o caldo de fermentação foi centrifugado a 25°C, 3500rpm, 

por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o corpo de fundo ressuspendido com 5 mL 

de água destilada e , então, transferido para uma placa de Petri, previamente pesada. As placas 

foram deixadas em estufa a 100°C, por 24 horas. Após esse período, elas foram resfriadas e 

pesadas novamente. A biomassa foi então calculada pela diferença de peso.   
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3.3.4 Colapso da Gota  

A análise do colapso da gota foi realizada através do método de Bodour e Miller Maier 

(1998) modificado. Trata-se de um método qualitativo para observar a produção ou não de 

biossurfactante. 

Em placas de Petri foram adicionadas uma gota da amostra, pós-fermentação, 

centrifugada e sobre esta, adicionou-se uma gota de óleo de soja. O colapso da gota seria um 

indicativo da produção de biossurfactante. Os testes foram realizados em duplicata. 

3.4 Planejamentos Experimentais 

Dois planejamentos experimentais foram realizados com o objetivo de otimizar a 

produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis, utilizando resíduo do abacaxi como 

substrato, avaliando a influência de diferentes variáveis na composição do meio. 

As fermentações foram desenvolvidas utilizando o meio de melhor rendimento da 

Fermentação A, conforme descrito anteriormente. 

Primeiramente, desenvolveu-se um planejamento fatorial completo 23 com 4 pontos 

centrais, no qual as variáveis estudadas foram: concentração de inóculo, concentração de 

glicose e volume de resíduo de abacaxi, resultando em 12 ensaios. A tensão superficial foi 

realizada para cada ensaio e, então, avaliada a significância dos parâmetros variados. Em 

seguida, um novo planejamento 22 com 4 pontos centrais foi realizado para otimizar os 

parâmetros significativos das análises. 

Os planejamentos e análises estatísticas foram realizados através do software Statistica 

(v.10), utilizando as ferramentas de superfície de resposta, curvas de nível e gráficos de 

Pareto. 

3.5 Testes Estabilidade 

As análises de estabilidade foram realizadas baseadas em Barros (2008). Avaliou-se a 

capacidade do biossurfactante se manter ativo frente às alterações de pH, temperatura e 

concentrações salinas. 

Para desenvolvimentos dessas análises, as amostras retiradas após uma fermentação de 

24 horas foram centrifugadas à 25ºC, 3500 RPM, por 10 minutos. O sobrenadante foi 

submetido a uma leitura de tensão superficial inicial e, após os testes de estabilidade, a tensão 
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superficial foi novamente medida avaliando, portanto, a capacidade do biossurfactante em 

permanecer estável. 

3.5.1 Estabilidade Térmica 

A estabilidade térmica foi avaliada em duas diferentes temperaturas, por períodos 

diferentes de exposição, conforme apresentado na tabela 7.  

Após exposição térmica, os tubos foram resfriados e a leitura da tensão superficial 

realizada. 

Tabela 7. Condições de temperatura e tempo de exposição das amostras para teste de 

estabilidade térmica do biossurfactante produzido. 

Frasco Temperatura (°C) 
Tempo de Exposição 

(min) 

1 100 20 

2 100 40 

3 100 60 

4 100 80 

5 100 100 

6 100 120 

1 121 20 

2 121 40 

3 121 60 

 

As análises foram realizadas em duplicata. 
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3.5.2 Estabilidade frente a mudanças de pH 

Foi avaliada a estabilidade do biossurfactante produzido através da adição de solução 

tampão fosfato com pH 4, 5, 6, 7 e 8, em duas proporções 1:1 e 1:2 (solução tampão: 

amostra). As misturas foram agitadas em vórtex por 1 minuto e submetidas à leitura da tensão 

superficial.  

3.5.3 Estabilidade frente à força iônica 

Em tubos de ensaio contendo a amostra centrifugada, adicionaram-se soluções salinas em 

diferentes concentrações, nas proporções de 1:1 e 1:2 (solução salina: amostra). As 

concentrações de NaCl avaliadas foram: 2,5%, 5,0%, 10,% e 20,0%. 

Os tubos foram agitados em vórtex por 1 minuto e, posteriormente, foi medida da 

tensão superficial. 

3.6 Purificação e Caracterização Iônica 

3.6.1 Purificação 

A purificação do surfactante natural produzido foi realizada baseada na metodologia 

proposta por Silva et al. (2010). O processo permite a separação do biossurfacante presente no 

meio de fermentação, dos demais subprodutos gerados pelo microrganismo, garantindo que 

análises de identificação e aplicabilidade obterão resultados condizentes. 

Para purificação do biossurfactante produzido, o produto de fermentação foi 

centrifugado à 25ºC, 8.000 rcf, por 20 minutos e seu pH ajustado para 2, com a adição de HCl 

6,0M. 

Ao sobrenadante, foi adicionada uma mesma quantidade de solução 

Clorofórmio/Metanol (2:1) e agitou-se vigorosamente por 15 minutos. A mistura foi então 

deixada em repouso até a separação de fases e a fase orgânica removida. O processo foi 

repetido mais duas vezes, garantindo a total separação e remoção. 

O produto foi deixado em estufa à 50ºC até obtenção de um composto amarelo 

acastanhado. Por fim, adicionou-se metanol e o produto foi concentrado novamente em estufa 

à 50ºC até total evaporação do solvente. 
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3.6.2 Caracterização Iônica 

Como já apontado, os biossurfactantes são caracterizados por apresentarem duas 

coesões: uma hidrofóbica e outra hidrofílica.  Usualmente, a porção apolar é composta por 

hidrocarbonetos de cadeias alifáticas, grupos aromáticos ou policíclicos e sua a porção polar 

pode ser iônica (catiônica ou aniônica), não iônica ou anfotérica, como demonstrados nos 

exemplos da figura 5. 

Figura 5. Estruturas de surfactantes sintéticos A. Dodecil sulfato de sódio (aniônico); B. 

Cloreto de dodecilamônio (catiônico); C. N-dodecil-N, N-dimetilbetaína (anfótero). (Fonte: 

Barbosa, 2004). 

 

A carga iônica do biossurfactante foi realizada através da técnica de dupla difusão em 

ágar (Van Oss, 1968). Duas fileiras de poços, regularmente espaçadas, foram realizadas com 

ágar 1%. Os poços de uma fileira foram preenchidos com a solução do biossurfactante 

produzido e os poços da outra fileira foram preenchidos com compostos de carga iônica 

conhecida. O composto aniônico utilizado foi o Dodecilsulfato de Sódio (SDS) 20mM e o 

catiônico foi o cloreto de bário, 50mM. A análise foi observada por um período de 48 horas, à 

temperatura ambiente. O surgimento de linhas de precipitação entre os poços indicam a 

característica iônica do biossurfactante produzido. 

3.7 Aplicação 

Como já mencionado anteriormente, uma das vantagens dos biossurfactantes é sua 

vasta aplicação de acordo com as propriedades que este apresentar. 
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A atividade emulsificante (E24) foi avaliada com quatro diferentes hidrocarbonetos, a 

fim de se verificar a possibilidade de utilização do biossurfactante produzido. 

A análise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Cooper & 

Goldenberg (1987), adicionando 2mL do biossufactante produzido em um tubo de ensaio com 

tampa e mais 2mL do hidrocarboneto. Agitou-se por vórtex por 1 minuto e manteve-se em 

repouso por 24 horas. O índice (E24) foi determinado ao se dividir a altura da camada 

emulsificada pela altura total e multiplicando por 100. 

Os hidrocarbonetos testados foram: óleo de soja, óleo de milho, querosene e óleo de 

motor. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Caracterização do Abacaxi 

4.1.1 Concentração de açucares 

Para produção de biossurfactantes por bactérias faz-se necessária a presença de fontes 

de energia para o desenvolvimento do microrganismo e conseqüente produção. A quantidade 

de açúcar presente no substrato tem relação direta com a qualidade e quantidade do 

surfactante natural a ser produzido. 

Desta forma, é de grande valia saber a quantidade de açúcar presente no resíduo 

utilizado e avaliar a necessidade de enriquecer o meio. 

Como já mencionado, foram quantificados três tipos de açúcares presentes no resíduo 

do abacaxi: glicose, sacarose e frutose, através da técnica de HPLC. 

As figuras 6, 7 e 8 apresentam as curvas obtidas de concentração de cada açúcar 

avaliado. Os resultados apresentaram que o resíduo de abacaxi contém em sua composição 

uma média de 22,0g/L±0,36 de glicose, 42,3g/L±0,29 de sacarose e 26,8g/L±0,24 de frutose. 

Tais quantidades representam mais de 90g de açúcar por litro de resíduo, evidenciando um 

excelente potencial energético para utilização casca do abacaxi como substrato orgânico 

renovável na produção de biossurfactantes.  
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Figura 6. Curva para Quantificação de Frutose obtida através de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC). 

 

 

Figura 7. Curva para Quantificação de Glicose obtida através de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC). 
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Figura 8. Curva para quantificação de Sacarose obtida através de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC). 

 

 

Sepúlveda et al. (2018) avaliaram a quantidade de açucares redutores e açucares totais 

presente no resíduo do abacaxi obtido através da casca e caule, apresentando resultados de 

82% de açucares totais, incluindo 55% de açucares redutores e 27% de não redutores.  

A concentração de frutose, glicose e sacarose também foi estudada por Leonel et al. 

(2014) utilizando uma farinha proveniente da casca do abacaxi. Tal estudo apresentou 3,71% 

de frutose, 2,95% de glicose e 4,3% de sacarose. 

Jusoh et al.  (2014) reportaram resultados de 70% de açucares (na base seca), 

compostos principalmente por sacarose, glucose e frutose, quando obtidos através da 

fermentação do resíduo líquido do abacaxi. 

A variação da quantidade de açucares obtidas em diferentes estudos está relacionada 

ao tipo de abacaxi analisado, partes do resíduo utilizadas, técnicas analíticas para obtenção 

dos resultados, além das condições do solo de cultivo, condições climáticas regionais e épocas 

de colheita que interferem diretamente no estágio de maturação dos frutos.  

4.1.2 Quantificação de proteínas  

A quantificação de proteínas foi realizada para avaliar o teor protéico presente na 

casca do abacaxi, uma vez que a proteína é um componente de grande valor nutricional ao 

microrganismo, favorecendo a produção de biossurfactante. A partir da curva de calibração e 
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fazendo a leitura da amostra do resíduo do abacaxi processado, foi possível quantificar a 

proteína presente no caldo. 

Com a equação da reta obtida foi possível realizar o cálculo da quantidade de proteína 

presente na amostra, obtendo um resultado de 7,38mg/mL±0,06 de proteína no caldo de casca 

do abacaxi. 

Com base na Tabela Brasileira de Composição de Alimentos cada 100g de abacaxi cru 

possui em sua composição 0,9g de proteínas. Tal valor leva em consideração apenas a parte 

comestível da fruta e não o resíduo, como no presente estudo.  

Abílio et al. (2009) quantificou as proteínas presentes na casca do abacaxi, obtendo 

um resultado de 7,0mg/mL. Tal estudo comparou o teor protéico da casca com o presente na 

polpa do abacaxi, que apresentou apenas 3,8mg/mL, Desta forma, nota-se que a casca é uma 

melhor fonte de proteína do que a polpa, ressaltando a importância de utilização dos resíduos 

industriais de abacaxi que são, normalmente, descartados.  

Gondim et al. (2005) analisou a composição de diferentes cascas de frutas com o 

objetivo de incentivar o reaproveitamento de resíduos de alimentos e oferecer uma alternativa 

nutritiva e de baixo custo. Suas análises resultaram em teores de proteína de 1,45% quando 

analisado a casca do abacaxi, valores próximos aos obtidos por Bortolatto e Lora (2009), cujo 

trabalho avaliou a composição centesimal do abacaxi in natura, obtendo 1,47% ± 0,197 de 

proteínas. 

4.1.3 Quantificação de Lipídios 

Os lipídios representam um dos principais componentes presentes em produtos 

alimetícios. A tabela 8 apresenta os valores do peso das amostras inicial e seca, utilizados para 

o cálculo da quantidade de lipídios contida no resíduo do abacaxi. 

Tabela 8. Massas das amostras obtidas na análise de quantificação de lipídios presentes no 

resíduo de abacaxi. 

Ensaio Massa Amostra(g) Peso béquer vazio 
(g) 

Peso béquer com amostra 
seca (g) 

1 3,168 34,4214 34,4239 
2 3,074 35,1289 35,1321 
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Conforme equação (2), apresentada anteriormente, com os valores das massas obtidos 

foi possível calcular a porcentagem de lipídios totais presente no resíduo do abacaxi, obtendo 

uma média de 0,366%. ± 0,05 A Tabela Brasileira de Composição de Alimentos (TACO) 

aponta que a parte comestível do fruto possui cerca de 0,1g de lipídios, a cada 100g da parte 

comestível. Desta forma, é possível avaliar que o resíduo do abacaxi apresenta uma 

quantidade de lipídios compatível com o apresentado na tabela, além de evidenciar que a 

presença desses compostos é de grande valia para o desenvolvimento dos microrganismos e, 

consequentemente, para a produção de biossurfactantes. 

Um estudo realizado por Leonel et al. (2014) apresentou 0,38% de lipídios quando 

analisada uma farinha obtida com através da desidratação e processamento da casca do 

abacaxi. 

Miranda (2015) estudou a caractaterização físico-química da casca do abacaxi 

desidratado e obteve resultados próximos aos encontrados na TACO,com valores de 0,35% 

±0,01 de lípidos. 

4.1.4 pH 

As leituras do pH foram realizadas a fim de se observar possíveis alterações no 

resíduo. A constante faixa de pH é de grande importância uma vez que este é um fator crítico 

nos processos de fermentação. Alterações do pH do meio podem desfavorecer o 

desenvolvimento do microrganismo e, consequentemente, a produção de biossurfactantes. O 

Bacillus subtilis é considerada uma bactéria de fácil reprodução e adaptação, porém ao se 

trabalhar em condições ótimas e estáveis de temperatura, agitação e pH garante um melhor 

desempenho do microrganismo e maiores rendimentos. 

Tabela 9. Resultados das leituras de pH dos extratos de resíduos de abacaxi. 

 pH 

Ensaio 1ª 3,76 ± 0,02 

Ensaio 2b 3,94 ± 0,00 

Ensaio 3c 3,81 ± 0,01 
a Leituras realizadas com o extrato processado para análises de HPLC. 
b Leituras realizadas com o extrato processado para realização das análises de Bradford e lipídios. 
c Leituras realizadas com o extrato processado para realização da fermentação A. 
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4.2 Processo Fermentativo A 

4.2.1 Tensão Superficial 

Uma das principais análises indicativas da produção de biossurfactantes é a de tensão 

superficial. A diminuição da tensão ao longo da fermentação evidência o aumento da 

produção. As leituras da tensão foram realizadas com auxílio de tensiômetro, previamente 

calibrado, garantindo maior precisão nos resultados. Antes do início de todas as leituras, foi 

realizada uma leitura com água, ua vez que a tensão superficial da água é conhecida, a fim de 

certificar a efetividade da calibração.  

A tabela 10 e a figura 9 apresentam os resultados obtidos com a leitura da tensão 

superficial para os cinco diferentes meios testados.  Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. Os melhores resultados foram obtidos com os meios I contendo peptona, II 

contendo extrato de levedura e IV contendo citrato de amônia, com uma média de redução da  

tensão de 34,94% ± 1,1, 29,70% ± 0,9 e 27,87% ± 1,4, respectivamente. O meio I foi o que 

apresentou maior rendimento, com a tensão chegando a 32,56 mN/m. 

O meio III, contendo sulfato de amônia apresentou uma pequena queda na tensão 

chegando a uma redução de apenas 15,79% ±0,8. E o meio V, com nitrato de amônio não 

apontou resultados favoráveis, com uma mínima redução nas duas primeiras amostras 

avaliadas e última amostra testada não apresentou diferença na tensão superficial inicial para a 

tensão superficial final, o que denota a não produção de biossurfactante. 
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Tabela 10. Avaliação da produção de biossurfactante através da tensão superficial após 

fermentação de 24 horas com cinco diferentes meios como substrato. 

 Ensaio 
Tensão 

Superficial 
Inicial (mN/m) 

Tensão 
Superficial 24h 

(mN/m) 

Redução da 
Tensão (%) 

Meio I 
1 53,14 35,48 33,23 
2 57,10 47,13 34,97 
3 51,38 32,56 36,63 

Meio II 
1 52,72 37,11 29,61 
2 54,19 38,81 28,38 
3 49,07 33,80 31,12 

Meio III 
1 48,07 41,54 13,58 
2 47,75 39,45 17,38 
3 44,35 37,07 16,41 

Meio IV 
1 53,12 38,41 27,69 
2 54,26 39,66 26,90 
3 56,84 40,35 29,01 

Meio V 
1 43,73 40,69 6,95 
2 44,54 42,59 4,38 
3 ----- ----- ----- 

----- Não se observou produção de biossurfactante 

Meio I – peptona + NaCl 

Meio II – extrato de levedura  + NaCl 

Meio III – sulfato de amônia + NaCl 

Meio IV- citato de amônia + NaCl 

Meio V – nitrato de amônia + NaCl 

 

Figura 9. Média da Redução da Tensão Superficial como Índice de Avaliação da Produção de 

Biossurfactantes nos substratos testados. 

 

O Bacillus subtilis é um microrganismo bastante utilizado para produção de 

biossurfactantes devido sua alta capacidade de redução da tensão superficial. Dados em 

literatura apontam que a surfactina, surfactante natural produzido por este microrganismo, tem 
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a capacidade de diminuir a tensão superficial da água (72 mN/m) para valores entre 47 e 27 

mN/m (Silva et al., 2016). 

Estudos com substratos renováveis são considerados promissores quando se tem uma 

redução acima de 25%, havendo a necessidade de adaptação do meio e condições de 

fermentação, a fim de se obter melhores resultados, em busca de valores próximos aos obtidos 

com substratos comerciais e até mesmo com surfactantes sintéticos. 

A produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis também foi avaliada utilizando 

água residual de mandioca, obtida através da prensagem da raiz, como substrato. Os 

resultados mostraram uma redução da tensão superficial de 52 mN/m para 33 mN/m em 12 

horas de fermentação (Barros et al., 2008).  

Ehrhardt (2015) também avaliou a produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis 

utilizando o resíduo do abacaxi como substrato. Suas análises foram realizadas apenas com o 

caldo do abacaxi acrescido de diferentes concentrações de glicose e obteve uma redução 

máxima de 25% na tensão superficial quando adicionado 5% de glicose ao caldo do abacaxi. 

Outro estudo, realizado por Santos et al. (2015) buscou identificar o processo ótimo 

para produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando diferentes resíduos como 

susbtrato – glicerina, água de processamento de batatas, maceração de milho e óleo de fritura. 

Seus resultados reduziram a tensão superficial de 71 mN/m para 31 mN/m. 

Outro estudo avaliou a produção dos surfactantes naturais produzidos por Bacillus 

subtilis em substrato composto por casca de mamão obtendo 32,5% de redução na tensão 

superficial após 24 horas de fermentação (Soares et al., 2018). 

Ferrassoli (2019) avaliou a produção de biossurfactantes por Candida tropicalis 

utilizando talo de abacaxi enriquecido com diferentes concentrações de glicose e obteve uma 

tensão superficial de 28 mN/m na concentração de 4%. 

4.2.2 Índice de Emulsão 

 A capacidade de emulsificação dos biossurfactantes é bastante explorada uma vez que 

garante a esses compostos uma ampla aplicabilidade em diferentes áreas industriais. Como já 

mencionado, diferentes microrganismos em diferentes condições de fermentação resultam em 

biossurfactantes com características e quantidade distintas. Com isso, as propriedades desses 

compostos também variam. Um composto com uma boa atividade superficial e interfacial, por 
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exemplo, pode não apresentar rendimentos igualmente favoráveis de índice de emulsão, ou 

vice-versa. 

A análise de índice de emulsão foi realizada através da proporção óleo/biossurfactante, 

utilizando óleo de soja. Em tubos graduados foram adicionados 1mL de óleo e 1mL do 

biossurfactante produzido, agitado em vórtex por 1 minuto e deixado em repouso por 24 

horas. Os resultados, apresentados na tabela 11, indicaram bons índices para os meios I, II, III 

e IV. Não foi observada presença de camada de emulsão após análise com o meio V, 

demonstrando, assim como na análise de tensão superficial, que as condições impostas neste 

meio não foram favoráveis à produção de biossurfactante. O melhor resultado foi denotado 

pelo meio I, com um índice de 51,98%, seguido pelo meio III com 50,00%. 

Tabela 11. Avaliação da Produção de Biossurfactante através do Índice de Emulsão, de 

acordo com a proporção óleo/biossurfactante, em cinco diferentes meios testados. 

 Meio Índice Obtido após 24h de Repouso  
I 51,98% ± 0,03% 
II 44,83% ± 0,01% 
III 50,00% ± 0,01% 
IV 34,78% ± 0,02% 
V ----- 

----- Não houve emulsificação do meio 

Meio I – peptona + NaCl 

Meio II – extrato de levedura  + NaCl 

Meio III – sulfato de amônia + NaCl 

Meio IV- citato de amônia + NaCl 

Meio V – nitrato de amônia + NaCl 

 

Costa (2005) estudou a capacidade emulsificante do biossurfactante produzido por 

Bacillus subtilis utilizando Manipueira como substrato. Dos diferentes óleos testados, 

podemos destacar o índice de 74% obtido quando em presença de óleo de soja. 

A atividade emuslificante também foi avaliada por Ehrhardt (2015) após produção de 

biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando o resíduo do abacaxi como substrato. Em tal 

estudo foram avaliados dois óleos: óleo de soja e de motor. A pesquisa apresentou resultados 

semelhantes ao presente nesse trabalho com um índice de emulsão máximo de 52,9% com 

óleo de soja e 68% com óleo de motor. 

Sousa (2016) avaliou a produção de biossurfactantes por leveduras provenientes da 

Antártica e avaliou a capacidade emulsificante com óleo de soja, óleo de motor, querosene e 

óleo diesel. Os resultados foram bastante favoráveis para todos os óleos testados com índices 
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próximos a 100%. Porém, o mesmo trabalho avaliou a capacidade de redução da tensão 

superficial e obteve baixas porcentagens de redução. 

Diversos trabalhos, como o de Cai et al. (2014) avaliaram a capacidade de produção 

de biossurfactante através das análises de tensão superficial e índice de emulsão e 

confirmaram que a diminuição da tensão superficial e a propriedade emulsificante não são, 

necessariamente, correlacionadas, ou seja, um determinado biossurfactante pode apresentar 

excelentes resultados em sua atividade superficial e interfacial e não obter altos índices de 

emulsão, ou vice-versa.  

Rocha (2017) em seu estudo na produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis 

utilizando melaço de cana como substrato, obteve um índice de emulsão (%) de 59,03 ± 1,3 

em querosene. 

4.2.3 Biomassa e Colapso da Gota 

Para que haja produção de biossurfactante faz-se necessário o desenvolvimento e 

multiplicação do microrganismo no meio testado. Desta forma, a massa seca foi avaliada a 

fim de se comprovar o crescimento celular nos meios testados, conforme apresentado na 

tabela 12. Os valores indicam um maior crescimento nos meios I (contedo peptona), II (com 

extrato de levedura) e IV (contendo citrato de amônia), um crescimento menos expressivo no 

meio III, com sulfato de amônia, e um desenvolvimento mínimo no meio V, contendo nitrato 

de amônia. 

Tabela 12. Resultados para massa seca e colapso da gota para os cinco meios analisados. 

 Meio I Meio II Meio III Meio IV Meio V 
Massa seca 

(g/L) 2,0532 1,4505 0,3397 1,2880 0,0198 

Colapso da Gota 
 + - - + - 

+ ocorreu colapso da gota 

- não ocorreu colapso da gota 

 

A tabela acima também apresenta resultados do ensaio de colapso da gota. Trata-se de 

uma análise qualitativa indicativa da produção de biossurfactante. O resultado foi positivo 

apenas para os meios I e IV. 
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4.3 Processo Fermentativo B 

4.3.1 Planejamento Experimental I  

A escolha do substrato para desenvolvimento do microrganismo é de extrema 

importância quando se busca altos rendimentos na produção de biossurfactantes.  

A adição de compostos que elevem o teor nutricional do meio, normalmente, traz 

benefícios à produção. Saber escolher os aditivos nutricionais e suas quantidades irá interferir 

na qualidade e quantidade do biossufactante produzido. É importante considerar, entretanto, o 

valor econômico agregado a estes complementos, uma vez buscamos reduzir os custos de 

produção ao se utilizar de substratos renováveis para a produção. 

O ideal é encontrar um substrato renovável que contenha a maior quantidade de 

nutrientes necessários para o desenvolvimento do microrganismos resultando em um melhor 

rendimento, sem a necessidade de adicionar diferentes compostos e em altas quantidades. 

Desta forma, foi realizado um planejamento experimental 23 com 4 pontos centrais, 

adicionando glicose no meio com o objetivo de avaliar a necessidade de enriquecimento do 

meio. A resposta medida foi a tensão superficial e as figura de 10 a 17  representam os 

resultados obtidos através do software Statistica (v. 10). 

Em um primeiro momento, na figura 10, observando os efeitos significativos podemos 

avaliar o p-valor, obtido pelo nível de confiança de 95% e verificar que o fator concentração 

de glicose e as interações inóculo-glicose, glicose-abacaxi e inóculo-glicose-abacaxi foram 

considerados não signficativos, por apresentarem p-valor maior que 0,05. 
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Figura 10. Efeitos estimados obtidos no Planejamento Experimental 1, (Fonte: produzido pela 

autora utilizando software Statistica v.10) 

 

O gráfico de Pareto (figura 11) também evidencia a concentração de glicose e as 

interações a ela relacionada como fatores não significativos, podendo estes serem eliminados 

em experimentos futuros. 

Figura 11. Pareto dos Efeitos com limiar de significância de 0,05 obtido no planejamento 

experimental 1 (Fonte: produzido pela autora utilizando software Statistica v.10) 

 

Avaliando os efeitos dois a dois através das superfícies de resposta e gráficos lineares, 

os resultados que tornam a concentração de glicose um fator não significativo tornam-se mais 

evidentes. Ao observarmos as figuras 12 e 13 da correlação entre concentração de glicose e 

concentração de inóculo, podemos verificar que valores altos de glicose, porém com a menor 

concentração de inóculo não há uma grande redução da tensão superficial e o aumento de 

glicose, junto com o aumento da quantidade de inóculo resulta em maiores reduções da 

tensão. 

Figura 12. Superfície de Resposta - Concentração Glicose x Concentração Inóculo – obtida no 

planejamento experimental 1. 
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Figura 13. Superfície de Resposta - Concentração Glicose x Concentração Inóculo – obtida no 

planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). 

 

 

Figura 14. Curvas de Nível - Concentração Glicose X Concentração de Inóculo – obtidas no 

Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). 

 

 

As figuras 14 e 15 representam a correlação entre a concentração de abacaxi e a 

concentração de inóculo. Nestas, é possível observar um aumento gradual da redução da 

tensão quando se aumenta tanto a concentração de inóculo quanto a concentração de resíduo 

de abacaxi, o que nos leva a concluir que o microrganismo está consumindo os nutrientes 

presentes no abacaxi para o seu desenvolvimento e quanto mais se aumenta a quantidade de 

inóculo no meio, mais resíduo é necessário para suprir o Bacillus. 
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Figura 15. Superfície de Resposta Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração Inóculo 

(Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). 

 

 

Figura 16. Curvas de Nível - Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração Inóculo – 

obtidas no Planejamento Experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software 

Statista v.10). 

 

 
Por fim, quando se observa as figuras 16 e 17 indicativas da relação entre a 

concentração de resíduo de abacaxi e a concentração de glicose, nota-se que em altas 

quantidades de resíduo, porém com a menor concentração de glicose, temos o melhor 

rendimento, evidenciando que os componentes presentes no resíduo de abacaxi são o 

suficiente para atender as necessidades nutricionais do Bacillus, produzindo biossurfactantes e 

reduzindo a tensão superficial. 
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Figura 17. Superfície de Resposta - Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração 

Glicose – obtida no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando 

software Statista v.10). 

 

Figura 18. Curvas de Nível - Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração Glicose – 

obtidas no planejamento experimental 1 (Fonte: produzida pela autora utilizando software 

Statista v.10). 

 
 

 

4.4 Processo Fermentativo C 

4.4.1 Planejamento Experimental II 

 

Ao eliminar os fatores não significativos anteriormente observados, realizou-se um 

segundo planejamento experimental 22 com 4 pontos centrais, agora apenas com a 



66 
 

 
 

concentração de inóculo e concentração de resíduo de abacaxi como variáveis (figuras 18 a 

21). 

A figura 18 apresenta os efeitos estimados, no qual se observa, através do p-valor que 

todos os fatores agora são considerados significativos, com um nível de confiança de 95%. Da 

mesma forma, o gráfico de Pareto (figura 19) aponta os dois fatores: concentração de inóculo 

e concentração de resíduo de abacaxi, assim como a interação inóculo-abacaxi, como 

significativos. 

Figura 19. Efeitos estimados - Planejamento Experimental 2 (Fonte: produzida pela autora 

utilizando software Statista v.10). 

 

 

Figura 20. Pareto dos Efeitos com limiar de significância de 0,05, obtido no planejamento 

experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software Statista v.10). 

 

Assim como no planejamento experimental 1, a superfície de resposta e as curvas de 

nível da interação entre a concentração de resíduo do abacaxi e a concentração de inóculo 

foram avaliadas e denotaram que o maior rendimento, ou seja, o melhor resultado na redução 

da tensão superficial foi quando se utilizou a maior concentração de resíduo e a maior 

concentração de inóculo.  
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Figura 21. Superfície de Resposta - Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração 

Inóculo – obtida no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando 

software Statista v.10). 

 

 
Os resultados menos favoráveis, com redução da tensão em torno de 20%, foram 

obtidos quando se trabalhou com baixa concentração de inóculo e baixa quantidade de 

resíduo. O consumo dos nutrientes da casca do abacaxi, portanto, foi aumentando conforme se 

aumentou a concentração de inóculo, o que demonstra que a composição de açucares e demais 

nutrientes presentes no resíduo são suficientes para guarnecer o Bacillus, garantir seu 

desenvolvimento e, consequentemente, produzir biossurfactantes. 

Figura 22. Curvas de Nível  - Concentração Resíduo de Abacaxi x Concentração Inóculo – 

obtidas no planejamento experimental 2 (Fonte: produzida pela autora utilizando software 

Statista v.10). 

 

Estudos realizados por Secato et al. (2016) mostraram a produção de biossurfactantes 

por Bacillus subtilis utilizando resíduos industriais como substrato e avaliaram três diferentes 
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concentrações de inóculo (5%, 7,5% e 10%). Os melhores resultados foram obtidos com a 

máxima concentração de inóculo, com uma redução de 70mN/m para 44mN/ m. As demais 

concentrações apresentaram resultados inferiores, com 14% de redução quando se utilizado 

5% de inóculo e 20% de redução para a fermentação com 7,5% de inóculo. 

Almeida (2015) realizou um estudo de otimização das condições de cultivo de 

Pantoea sp. para produção de biossurfactantes através de análises estatísticas e avaliação de 

superfícies de resposta. Foram avaliadas três variáveis: gordura vegetal, caldo da casca do 

abacaxi e milhocina. A condição ótima de produção foi obtida com o meio contendo 2% de 

gordura vegetal, 5% de milhocina e 25% de resíduo de abacaxi, com redução da tensão 

superficial em 56,93%. 

Outro trabalho, apresentado por Nagy (2018), avaliou diferentes fontes de carbono e 

nitrogênio para a produção de biossurfactante de baixo custo com resíduos agroindustriais, 

utilizando caldo de caju. Após planejamentos experimentais, obteve máximo rendimento com 

a composição de extrato de caju, extrato de levedura e citrato de amônio, com valor de tensão 

superficial de 54,87 mN/m. 

 

4.5 Processo Fermentativo D 

4.5.1 Tensão Superficial – ponto a ponto 

A avaliação de diferentes meios e, posteriormente, análises estatísticas com alteração 

nas concentrações de componentes presentes no melhor substrato, resultaram na obtenção de 

uma composição considerada ótima para o desenvolvimento do Bacillus subtilis. 

A tabela 13 apresenta a composição do meio ótimo e as condições de fermentação 

trabalhadas para a análise da tensão superficial ponto a ponto, testes de estabilidade e 

aplicação do biossufactante. 
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Tabela 13. Composição do meio ótimo e condições de fermentação para análises de tensão 

superficial, testes de estabilidade e aplicação do biossurfactante. 

Meio ótimo 

Composição Temperatura Agitação 
Tempo de 

Fermentação 

0,76g de peptona 

+ 0,06g NaCl + 

95mL de resíduo 

de abacaxi + 15% 

de inoculo 

37ºC 150 rpm 24 horas 

 

A primeira análise realizada foi a de tensão superficial, considerando a retirada de sete 

pontos durante um período de 24 horas para avaliação da queda da tensão superficial ao longo 

do tempo (figura 22). Observa-se uma redução gradual ao longo das sete primeiras horas de 

fermentação, após esse período a tensão estabilizou próximo à 40mN/m,  atingindo o máximo 

de redução após 9 horas (37,29mN/m), com uma redução total de 34,78%. 

Figura 23. Avaliação da Produção de Biossurfactante através da Redução da Tensão 

Superificial – Análise ponto a ponto, por 24 horas. 

 

 
Sousa et al. (2014) pesquisaram a produção de surfactantes naturais a partir de 

Bacillus subtilis quando fermentado em glicerol bruto oriundo do biodiesel. O processo 
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fermentativo de 72 horas, resultou em uma redução da tensão para 31,5mN/m, com valor 

inicial próximo à 50mN/m. 

 Como já mencionado, a mudança de substrato e condições de fermentação influenciam 

diretamente na produção do biossurfactante, mesmo que se utilizando o mesmo 

microrganismo para produção. Nitschke (2004) alcançou valores próximos a 45% de redução 

da tensão superficial quando avaliada a produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis 

utilizando manipueira como subtrato. 

4.5.2 Teste de Estabilidade 

Os estudos voltados à produção de biossurfactantes visam demonstrar sua capacidade 

em substituir os surfactantes sintéticos, uma vez que são compostos menos tóxicos e 

biodegradáveis. As inúmeras pesquisas realizadas estão voltadas a justificar o uso dos 

tensoativos naturais e assim torná-los competitivos no mercado. Uma das vantagens que os 

biossurfactantes apresentam é sua capacidade em se manter estável em condições extremas, o 

que é de grande valia para indústrias, principalmente para as que trabalham em circunstâncias 

adversas. 

É de conhecimento, entretanto, que os microrganismos produtores e suas diferentes 

linhagens tendem a apresentar comportamentos distintos quando impostos a alterações no 

meio, seja uma mudança na composição, como apresentado neste trabalho com os diferentes 

meios estudados, ou em uma mudança na temperatura ou pH. 

Quando se trata, portanto, do uso de biossurfactante em condições adversas, é 

importante, primeiramente, avaliar qual microrganismo é o mais adequado para a 

aplicabilidade desejada, estudar a melhor condição para que este tenha o melhor rendimento e 

investigar se este permanece estável frente às condições em que será utilizado, garantindo 

assim um comportamento eficaz constante. 

Sendo assim, o biossurfactante produzido neste trabalho foi submetido a três variações 

para avaliar sua estabilidade: temperatura, pH e salinidade do meio. 

Foi realizada uma fermentação no qual se mediu a tensão superficial inicial e final 

(tabela 14) e, após o período de 24 horas, as amostras para os testes de estabilidade foram 

coletadas.  
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Tabela 14. Valores de tensão superficial da amostra em tempo zero e após 24 horas de 

fermentação. 

Tensão Superficial Inicial Tensão Superficial após 24 horas 

54,18 mN/m 35,79 mN/m 

 

O processo fermentativo foi realizado na melhor condição estudada neste trabalho, 

como descrito anteriormente, contendo 95mL de resíduo de abacaxi, 15% de inóculo e 

enriquecido com peptona, à 37ºC e agitação constante de 150rpm. 

 

4.5.2.1 Estabilidade frente à temperatura 

 A primeira condição adversa avaliada foi a temperatura. Para produção do 

biossurfactante foi mantida uma temperatura de 37ºC, valor ótimo para o desenvolvimento do 

Bacillus subtilis, de acordo com o apresentado em literatura. Após produção, o biossurfactante 

produzido foi exposto, em um primeiro momento, a uma temperatura de 100ºC, por 140 

minutos. A cada 20 minutos, uma amostra foi retirada e a tensão superficial novamente 

medida, comparando o valor obtido com o da tensão após 24 horas de fermentação. A figura 

23 apresenta o comportamento do tensoativo ao longo do período. Observa-se que a tensão 

superficial manteve-se constante nos 60 minutos iniciais, tendo um pequeno aumento a partir 

de 80 minutos de exposição e aumentando consideravelmente após 100 minutos, chegando 

próximo ao seu valor inicial (no tempo zero – antes da fermentação) após 120 minutos.   
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Figura 24. Avaliação da Estabilidade através da Análise de Tensão Superficial após 

exposição, a uma temperatura de 100°C, do biossurfactante produzido. 

 

 
Fica claro, portanto, que o biossurfactante produzido consegue se manter estável por 

cerca de 1 hora, quando exposto à temperatura de 100ºC, perdendo essa sua capacidade após 

esse período. 

 Também foi avaliada a estabilidade térmica do surfactante natural quando submetido à 

temperatura de 121ºC, por 60 minutos. Neste estudo, uma amostra foi retirada a cada 20 

minutos e novamente avaliada de acordo com a tensão superficial (figura 24). 

 Diferentemente do observado à 100ºC, a tensão superficial começou a aumentar logo 

nos primeiros 20 minutos de exposição, chegando ao seu valor inicial após 60 minutos, 

denotando um comportamento instável à 121ºC. 
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Figura 25. Avaliação da Estabilidade através da Análise de Tensão Superficial após 

exposição, a uma temperatura de 121°C, do biossurfactante produzido. 

 

 
Costa (2005) reportou a estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis 

utilizando manipueira como substrato. Os resultados mostraram que o composto era estável a 

100°C por um período de 2 horas. Estudos semelhantes conduzidos por Ghojavand et al. 

(2008) demonstraram a estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus à 100ºC por 

120 minutos. 

 

4.5.2.2 Estabilidade frente ao pH 

O teste de estabilidade em diferentes pHs não apresentou resultados favoráveis para 

valores acima do pH 6 (tabela 15). Como visto anteriormente, o resíduo do abacaxi apresenta 

um pH em torno de 3, caracterizando-o como um meio ácido. O desenvolvimento do 

microrganismo nesse meio expressa uma tendência do Bacillus, dentro das demais condições 

impostas, em preferir substratos com pH mais baixo. Isso foi comprovado quando se 

investigou a estabilidade frente ao pH, adicionando ao biossurfactante diferentes soluções 

com pH variando de 4 à 8, em uma proporção 1:1. 
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Tabela 15. Avaliação da estabilidade do biossurfactante produzido, através da análise de 

tensão superficial, após adição de soluções com pH na faixa de 4.0 a 8.0. 

pH Tensão Superficial mN/m 

4.0 34,99  

5.0 38,21 

6.0 48,76 

7.0 54,21 

8.0 53,85 

 

Para análise utilizou-se amostras da fermentação anteriormente descrita, cuja tensão 

superficial, após 24 horas foi de 35,79 mN/m. Tendo em vista esse valor, os resultados 

apontam que partir do pH 5.0 já é possível notar um pequeno aumento da tensão, que se torna 

mais evidente com o pH 6.0, chegando próximo ao valor inicial de tensão (54,18 mN/m) 

quando em contato com as soluções de pH 7.0 e 8.0. 

Resultados semelhantes foram observados por Kim et al. (1997) e Ehrhardt (2015). 

Estudos sugerem que a instabilidade em meios alcalinos está relacionada com uma possível 

precipitação do biossurfactantes quando expostos ao pH básico. 

 
4.5.2.3 Estabilidade frente à força iônica 
 

O biossurfactante também foi avaliado em relação a sua estabilidade quando exposto a 

soluções salinas em diferentes concentrações. 

A figura 25 apresenta os resultados de tensão superficial obtidos após adição de NaCl 

nas proporções de 1:1, 1:2 e 1:3 (solução salina : biossurfactante), respectivamente. 
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Figura 26. Avaliação da Estabilidade do Biossurfactante produzido através da análise de 

Tensão Superficial após adição de solução de NaCl em diferentes concentrações. 

 

Pesquisas realizadas por Vaz et al. (2012) se mostraram favoráveis quanto à 

estabilidade do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis quando expostos à soluções 

salinas nas concentrações de 2 a 15%. Já Almeida (2015) avaliou a estabilidade do surfactante 

natural produzido por Pantoea sp. frente à soluções salinas com concentrações variando de 2-

50%. Os resultados mostraram que a tensão superficial se manteve constante até a 8% de 

NaCl, apresentando um pequeno aumento nas concentrações de 10, 15 e 20%. O 

biossurfactante não se manteve estável nas concentrações mais altas (30, 40 e 50%). 

4.5.3 Caracterização Iônica 

 Os biossurfactantes são classificados de acordo com sua estrutura química e origem 

microbiana (Faria, 2010). O mais comum produzido pelo gênero Bacillus é a surfactina. Trat-

se de um lipopeptídio formado pela ligação de um grupo proteico a uma cadeia de ácidos 

graxos, sendo que o primeiro pode estar na forma aniônica ou neutra e os aminoácidos estão 

normalmente arranjados em uma estrurtura cíclica (Maier, 2003). 

Na análise de caracterização iônica foi possível observar linhas de precipitação entre 

os poços contendo o biossurfactante e os contendo cloreto de bário (composto catiônico), 

enquanto não houve a formação de linhas entre o biossurfactante e o composto aniônico SDS.  
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Desta forma, a técnica de dupla difusão em ágar demonstrou o caráter aniônico do 

biossufactante produzido por Bacillus subtilis. 

 
 
4.5.4 Aplicação 

  A capacidade de formar emulsão foi avaliada testando-se quatro diferentes 

hidrocarbonetos. Os resultados apresentados, na tabela 16 e figura 26, indicam que o 

biossurfactante produzido por Bacillus subtilis apresenta, de modo geral, uma boa atividade 

emulsificante, com exceção do teste com a querosene que os valores obtidos foram abaixo de 

40%. Os índices obtidos para óleo de soja e óleo de milho são indicativos de uma potencial 

utilização do biossurfactante na indústria de alimentos e agente de limpeza. O melhor índice, 

obtido com o óleo de motor, sugere uma possível aplicação desses compostos em solos 

contaminados pelo vazamento desse tipo de óleo. 

Tabela 16. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido avaliando quatro diferentes 

hidrocarbonetos. 

Hidrocarboneto Índice de Emulsão 

Óleo de Soja 53,27% 

Óleo de Milho 58,94% 

Querosene 39,11% 

Óleo de Motor 76,23% 
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Figura 27. Atividade emulsificante do biossurfactante produzido, avaliando quatro 

hidrocarbonetos. 

 

Como já citado em diferentes momentos, a qualidade e quantidade do biossurfactante 

produzido irá depender das condições de fermentação, meio de cultivo e do microrganismo 

utilizado. As diferenças na produção resultam em surfactantes com estruturas diferentes. A 

estrutura do biossurfactante está diretamente relacionada com o tipo de emulsão que será 

formada, ou seja, a proporção entre as porções lipofílicas e hidrofílicas presentes na molécula, 

expressadas pelo balanço hidrofílico-lipofílico (HBL), indicarão se o composto irá formar 

uma emulsão do tipo óleo/água ou água/óleo (Desai e Banat, 1997). 

Banat (1993) estudou a capacidade de emulsificação de um surfactante natural 

produzido por uma cepa de Bacillus termofílica, quando fermentada em um meio nutriente. 

Os resultados mostraram que o biossurfactante foi capaz de emulsionar querosene 

eficientemente, com um índice de 95%.  

Outro estudo semelhante avaliou a atividade emulsificante de um biossurfactante 

produzido por Bacillus subtilis com substrato de manipueira. Foram testados 10 diferentes 

hidrocarbonetos, todos com valores acima de 65%, sendo que o índice obtido com óleo de 

soja foi de 74% e o com querosene de 70,4%. Este estudo não avaliou a capacidade 

emulsificante em óleo de motor e em óleo de milho (Nitschke, 2004). 

Abouseoud et al. (2007) pesquisaram biossurfactantes a partir de azeite de oliva por 

Pseudomonas fluorescens e avaliaram sua atividade emulsificante com óleo diesel, querosene 

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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heptano e óleo de girassol. Os resultados variaram de 45 a 55%, sendo o melhor para óleo 

diesel e o valor mais baixo para o óleo de girassol. 

Faria (2010) reportou a capacidade de emulsificação do biossurfactante produzido por 

Bacillus sp quando cultivado em glicerina destilada e obtve resultados próximos aos obtidos 

neste estudo quando se avaliado índice de emulsão com querosene, com o valor de 33%. O 

mesmo estudo foi realizado por Reis et al. (2004), que encontrou um índice de 40% para 

querosene quando se utilizado biossurfactante prozudido por Bacillus subtillis cultivado e 

glicerol. 

Maia (2017) estudou a produção de biossurfactantes por Bacillus através de 

fermentação submersa em manipueira e avaliou a capacidade de emulsificação com os óleos 

de soja, soja após fritura, milho, canola, óleo queimado de motor, azeite, querosene e diesel. 

Os resultados apresentaram valores na faixa de 50 a 65% para os óleos de soja, milho e 

canola. Com querosene o índice foi de 40% e os melhores resultados foram com azeite (90%) 

e óleo de motor queimado (95%). A análise não obserevou presença de emulsão com óleo 

diesel. 

Treze diferentes substratos orgânicos foram avaliados por Argentin (2016) na 

aplicabilidade através da capacidade emulsificante do biossurfactante produzido por uma 

linhagem termofílica de Bacillus, dos quais podemos descatar o dicloroetano e o tolueno, 

cujos índices chegaram próximos a 70% e o óleo de motor, com índice de 50%, valor abaixo 

do encontrado no presente estudo. 

Os diferentes estudos em relação à possibilidade de se utilizar biossurfatcantes como 

agentes emulsificantes indicam, novamente, que a capacidade de emulsão do composto 

produzido irá variar de acordo com o microrganismo produtor e as condições a ele impostas 

para desenvolvimento, havendo a necessidade de avaliar diferentes composições para 

obtenção da atividade ótima. 
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5 CONCLUSÃO 

O trabalho permitiu confirmar a possibilidade de produção de biossurfactantes por 

Bacillus subtilis utilizando resíduo do abacaxi como substrato, explanando as propriedades 

presentes no resíduo que permitem essa produção. Os altos teores de açucares presentes na 

casca da fruta, bem como outros componentes como lipídios, proteínas, ferro e fósforo 

comprovaram ser características favoráveis ao desenvolvimento do microrganismo. 

Ademais, as variações de composição do meio, com adição de mais fontes de carbono 

e nitrogênio, avaliando o desempenho da bactéria na produção de biossurfactantes, 

possibilitaram alcançar bons rendimentos e otimizar o substrato com o intuito de minimizar os 

custos e  viabilizar a produção. 

Com resultados superiores a 30% de redução da tensão superficial e a capacidade de 

emulsificar óleos e gorduras foi possível também avaliar possibilidades de aplicação, havendo 

a necessidade de desenvolver mais pesquisas voltadas as diferentes aplicabilidades do 

biossurfactante produzido.  

Os testes de estabilidade mostraram-se, em parte, favoráveis. Com essas análises é 

possível direcionar as áreas em que se é possível trabalhar com esse tipo de biossurfactante e, 

assim, trabalhar no desenvolvimento de técnicas para produção em maior escala. 

O estudo com surfactantes naturais é uma área promissora e com muitas vertentes a 

serem pesquisas em busca de encontrar espaço no mercado industrial para seu 

desenvolvimento, utilização e substituição dos tensoativos químicos que ainda são bastante 

aplicados. 
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6 SUGESTÕES DE TRABALHOS FUTUROS 

 Aprimorar a técnica de purificação. 

 Realizar a identificação do biossurfactante produzido através da técnica de infra-

vermelho. 

 Avaliar outras possibilidades de aplicação do biossurfactante produzido. 

 Avaliar a possibilidade de produção em maior escala, com a utilização de biorreatores. 

 Realizar análise econômica. 
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