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RESUMO 

 

Tendo em vista a crescente busca por processos e produtos sustentáveis e que não 

afetem negativamente o meio ambiente, estudos que apresentem tecnologias que auxiliam 

neste tópico são desejadas. Esse crescimento está relacionado com a conscientização dos 

consumidores, fomentada pelas organizações reguladoras internacionais. Existe uma demanda 

por parte de diversos segmentos industriais, para o desenvolvimento de soluções verdes, em 

busca de produtos de uso final (100% biodegradáveis), com baixo custo. O potencial de 

aplicação de biossurfactantes produzidos a partir de microrganismos é baseado nas 

propriedades de emulsificação, separação, umedecimento, solubilização, emulsificação, 

inibição de corrosão, redução de viscosidade de líquidos e redução da tensão superficial, 

propriedades as quais podem ser exploradas para aplicação na indústria química, alimentícia, 

farmacêutica e processos de biorremediação de solos e águas contaminados com óleos e 

orgânicos persistentes.  

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de crescimento 

das cepas de P. fluorescens ATCC 13525 e P. aeruginosa ATCC9027 em substrato de melaço 

de cana-de-açúcar como única fonte de carbono para a produção de ramnolipídeos, e a 

aplicação deste biossurfactante para a dessorção de pesticidas de solos contaminados. Para 

isso, a influência do tempo de cultivo e da concentração de substrato (% m/v melaço) na 

produção de biossurfactante foram investigados.  

Os resultados mostraram que P. fluorescens obteve seu ponto máximo de produção de 

biossurfactantes em torno das 30 horas de fermentação, em que se verificou a menor tensão 

superficial do meio (46,54 ± 1,1 mN/m) e maior concentração de ramnose (243,95 ± 38,3 

mg/L) obtidos com substrato a 3% de melaço, enquanto a atividade emulsificante ficou em 

torno de 56%. No entanto, nos testes para detecção de ramnolipídeos, nenhum foi detectado, 

indicando produção de outro tipo de biossurfactante que não da classe de ramnolipídeos. Por 

este motivo, deu-se continuidade no estudo utilizando-se a cepa de P. aeruginosa. 

Na produção de biossurfactantes com P. aeruginosa, a cepa foi capaz de produzir 

758,04 mg/L de ramnolipídeos com 7% m/v de concentração de substrato em um tempo de 

cultivo de 120 h, reduzindo a tensão superficial do meio para 34,01 mN/m. O teste de 

confirmação de ramnolipídeos foi positivo. A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) revelou a presença de 62,3% mono- (RL1) e 37,6% di-ramnolipídeos (RL3). Os 

testes de estabilidade mostraram que o biossurfactante tem bom desempenho em condições 

extremas de temperatura, pH e concentração salina. O índice de emulsificação também foi 
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avaliado para diversos óleos e hidrocarbonetos, obtendo-se taxas de emulsificação de até 

84,9% para o óleo de motor queimado. Além disso, o ramnolipídeo apresentou boa 

capacidade de remover o óleo derramado da areia, removendo 58,51% do óleo de motor 

queimado e 70,09% do óleo de soja pós-fritura.  

Na aplicação do ramnolipídeo para dessorção dos pesticidas, os dados obtidos sugerem 

que a dessorção foi altamente influenciada pelo pH e pela concentração de biossurfactante 

utilizada. Os melhores resultados de dessorção dos herbicidas atrazina e 2,4-D foram obtidos 

com a concentração de 5 CMC (900 mg/L) do biossurfactante em pH neutro e alcalino, 

respectivamente, que dessorveram 25,67 mg de atrazina/kg solo e 13,17 mg 2,4-D/kg solo.  

Os resultados indicam que o melaço, resíduo agroindustrial abundante no Brasil, pode 

ser utilizado como única fonte de carbono para produção de ramnolipídeos de qualidade 

quando em condições otimizadas, apresentando-se, portanto, como uma opção de manejo 

deste resíduo e, ao mesmo tempo, proporcionando o produto de produção com alto valor 

agregado. Além disso, os ramnolipídeos são uma alternativa promissora para uso em 

Remediação Aprimorada com Surfactantes, onde ajustando o pH e a concentração do 

biossurfactante é possível otimizar este processo, contribuindo para a recuperação de solos 

contaminados. 

 

Palavras-chave: Ramnolipídeos; Melaço; Dessorção; 2,4-D; Atrazina. 
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ABSTRACT 

 

In view of the growing search for sustainable processes and products that do not 

negatively affect the environment, studies that present technologies that help in this topic are 

desired. This growth is related to consumer awareness, fostered by international regulatory 

organizations. There is a demand on the part of several industrial segments, for the 

development of green solutions, in search of final use products (100% biodegradable), with 

low cost. The application potential of biosurfactants produced from microorganisms is based 

on the properties of emulsification, separation, wetting, solubilization, emulsification, 

corrosion inhibition, reduction of liquid viscosity and reduction of surface tension, properties 

which can be exploited for application in chemical, food, pharmaceutical industry and 

bioremediation processes of contaminated soil and water with oils and persistent organics. 

In this sense, the present study aimed to evaluate the growth potential of strains of P. 

fluorescens ATCC 13525 and P. aeruginosa ATCC9027 on sugarcane molasses substrate as 

the only source of carbon for the production of rhamnolipids, and the application of this 

biosurfactant for the desorption of pesticides from contaminated soils. For this, the influence 

of cultivation time and substrate concentration (% w/v molasses) on biosurfactant production 

were investigated. 

The results showed that P. fluorescens reached its peak of biosurfactant production 

around 30 hours of fermentation, when the lowest surface tension of the medium (46.54 ± 1.1 

mN/m) and the highest concentration of rhamnose were observed. (243.95 ± 38.3 mg/L) 

obtained with substrate containing 3% molasses, while the emulsifying activity was around 

56%. However, in the tests for the detection of rhamnolipids, none was detected, indicating 

the production of another type of biosurfactant that does not belong to the rhamnolipid class. 

For this reason, the study was continued using the P. aeruginosa strain. 

In the production of biosurfactants with P. aeruginosa, the strain was able to produce 

758.04 mg/L of rhamnolipids with 7% m/v of substrate concentration in a cultivation time of 

120 h, reducing the surface tension of the medium to 34 .01 mN/m. The rhamnolipid 

confirmation test was positive. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) revealed 

the presence of 62.3% mono- (RL1) and 37.6% di-rhamnolipids (RL3). Stability tests showed 

that the biosurfactant performs well under extreme conditions of temperature, pH and saline 

concentration. The emulsification index was also evaluated for several oils and hydrocarbons, 

obtaining emulsification rates of up to 84.9% for burnt engine oil. In addition, rhamnolipid 
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showed good ability to remove spilled oil from sand, removing 58.51% of burnt engine oil 

and 70.09% of post-frying soybean oil. 

In the application of rhamnolipid for desorption of pesticides, the data obtained 

suggest that the desorption was highly influenced by the pH and the concentration of 

biosurfactant used. The best desorption results for atrazine and 2,4-D herbicides were 

obtained with a concentration of 5 CMC (900 mg/L) of the biosurfactant at neutral and 

alkaline pH, respectively, which desorbed 25.67 mg of atrazine/kg soil and 13.17 mg 2,4-

D/kg soil. 

The results indicate that molasses, an agroindustrial residue abundant in Brazil, can be 

used as the only source of carbon for the production of quality rhamnolipids when under 

optimized conditions, presenting itself, therefore, as an option for managing this residue and, 

at the same time, roviding the production product with high added value. In addition, 

rhamnolipids are a promising alternative for use in Surfactants Enhanced Remediation (SER), 

where adjusting the pH and concentration of the biosurfactant is possible to optimize this 

process, contributing to the recovery of contaminated soils. 

 

Keywords: Rhamnolipids; Molasses; Desorption; 2,4-D; Atrazine. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A preocupação com a poluição do meio ambiente e a busca por tecnologias de 

produção que proporcionem um desenvolvimento sustentável está cada vez mais intensa. Em 

contrapartida, o aumento do consumo por parte da sociedade aparece como um empecilho, 

resultando na destruição de diversos ecossistemas.   

O mercado mundial de biossurfactantes é avaliado em US$ 2.374 milhões e deverá 

atingir Taxa Composta de Crescimento Anual de 5,5% no período de 2022 a 2027 (Mordor 

Intelligence, 2022). Os biossurfactantes são compostos de propriedades tensoativas 

produzidos por microrganismos. Apresentam propriedades emulsificantes equivalentes aos 

sintéticos e possuem aplicação em diversas áreas como, indústria alimentícia, cosmética, 

farmacêutica, biorremediação de áreas contaminadas por derivados de petróleo, retirada de 

metais do solo, entre outras (Sana et al., 2017). Neste contexto, o surgimento de produtos 

biodegradáveis ganha destaque. 

No entanto, quando comparado aos surfactantes químicos convencionais, os 

biossurfactantes ainda apresentam um maior custo, principalmente devido ao processo de 

produção (Zhao et al., 2020). Esse fator tem causado restrição no seu uso pelo mercado global 

(Busines Wire, 2018).  

No que diz respeito a sua produção, a possibilidade de utilização de substratos 

renováveis em meio fermentativo é um atrativo (Kronemberger, 2007). No Brasil, o estado de 

São Paulo se destaca na produção agrícola de cana-de-açúcar. Na safra 2020/21, o Brasil foi 

responsável pela produção de 654,5 milhões de toneladas de cana-de-açúcar destinadas à 

produção de 41,2 milhões de toneladas de açúcar e 29,7 bilhões de litros de etanol (CONAB, 

2021). Entretanto, o processamento da cana-de-açúcar gera também subprodutos como o 

melaço, a vinhaça, a torta de filtro e o bagaço, os quais necessitam de opções para 

aproveitamento, haja vista a grande quantidade de cana processada. Sendo assim, a utilização 

de subprodutos agroindustriais na produção de biossurfactantes não só seria benéfica para a 

diminuição dos custos de produção destes compostos, os quais ainda são onerosos, mas 

também seria uma alternativa de manejo para estes resíduos. 

Diversos tipos de biossurfactantes podem ser obtidos a partir de diferentes substratos e 

microrganismos, cada qual com propriedades peculiares, as quais os permitem serem 

utilizados em ramos distintos. Uma das aplicações ambientais notável dos biossurfactantes é 

baseada em sua capacidade de interagir com contaminantes orgânicos persistentes pouco 

solúveis e auxiliar na transferência destes para a fase aquosa, o que pode melhorar a sua 
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remoção ou extração através de tratamento biológico (Li et al., 2015; Kumari et al., 2018). 

Com isso a produção e utilização destes compostos tornou-se uma alternativa bastante 

apreciada.   

Sabe-se que a atividade agroindustrial tem sido uma das principais responsáveis pela 

deterioração do meio ambiente, particularmente pelo lançamento indiscriminado de elevadas 

quantidades de herbicidas (FAO, 2019).  

Uma solução potencial para a remediação de águas e solo contaminado por herbicidas 

é o emprego de surfactantes, os quais solubilizam e dispersam os contaminantes, limpando o 

solo e retornando-o a seu estado original (Mulligan et al., 1999a, b; Asçi et al., 2010). 

A remediação aprimorada com surfactante (Enhanced Remediation with Surfactante- 

SER) tem sido extensivamente estudada e indicada como um método promissor para a 

remoção de contaminantes orgânicos (Yuan et al., 2010; Rivero Huguet e Marshall, 2011; 

Zhao et al., 2016). Os surfactantes químicos ainda são os mais usados, no entanto, esses 

surfactantes também são tóxicos e contaminantes ambientais (Yuan et al., 2010). Uma das 

soluções é o uso de biossurfactantes. Os biossurfactantes produzidos por microrganismos 

possuem Concentrações Micelares Críticas (CMC) mais baixas, capazes de diminuir 

consideravelmente a tensão superficial do meio e solubilizar compostos pouco solúveis, além 

de serem atóxicos e biodegradáveis (Rangarajan e Narayanan, 2018). 

 Em vista disso, a utilização de um biossurfactante se apresenta como uma alternativa 

sustentável e ecologicamente favorável, proporcionando a retirada dos contaminantes por 

meio de um processo com pequeno ou nenhum efeito sobre as características físico-químicas 

e microbiológicas do solo (Iturbe et al., 2008). 

 Destaca-se que, no levantamento bibliográfico realizado para os últimos 10 anos, 

existem estudos nos quais se avaliou a produção de biossurfactantes a partir de substratos de 

baixo valor comercial, bem como sua utilização para a descontaminação de solo, mas nenhum 

em que rhamnolipídeos produzidos por P. aeruginosa a partir de melaço fossem utilizados 

para aplicação na descontaminação de solos contaminados por 2,4-D e atrazina.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a produção otimizada de biossurfactante produzido por Pseudomonas 

utilizando fonte nutricional de baixo custo, bem como, avaliar a dessorção do pesticida 2,4-D 

e atrazina em latossolo vermelho-amarelo. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

A fim de alcançar o objetivo geral deste trabalho, os seguintes objetivos específicos 

foram propostos: 

 

• Avaliar o crescimento e a produção de biossurfactante do tipo ramnolipídeo por P. 

fluorescens ATCC 13525 e P. aeruginosa ATCC 9027em substrato com melaço de 

cana-de-açúcar como fonte única de carbono; 

• Avaliar a influência da concentração do melaço e do tempo de fermentação na 

produção do biossurfactante; 

• Identificar e confirmar a produção de biossurfactante do tipo ramnolipídeo, 

selecionando uma das duas linhagens produtoras; 

• Otimizar a produção do biossurfactante produzido pela linhagem bacteriana 

selecionada utilizando planejamento experimental fatorial completo; 

• Avaliar a estabilidade do biossurfactante frente à temperatura, pH e salinidade, bem 

como seu poder emulsificante; 

• Avaliar a remoção de óleo derramado em areia com a aplicação do biossurfactante 

produzido; 

• Avaliar a influência do pH e da concentração do biossurfactante na dessorção de 

pesticida 2,4-D e atrazina em latossolo vermelho-amarelo artificialmente 

contaminado. 

 

 

 

 



21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3 
 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Biossurfactantes: Propriedades e principais características 

 

Os surfactantes são produtos químicos empregados para limpeza em geral e 

extensivamente utilizados pelas indústrias produtoras de detergentes, resinas, tintas, 

pesticidas, lubrificantes, entre outras. Devido às suas características emulsificantes, 

proporcionadas por suas longas cadeias carbônicas apolares (hidrofóbicas) e extremidade 

polar (hidrofílica), conseguem interagir tanto com as substâncias polares como com as 

apolares (Hamza, Iorhemen & Tay, 2016). 

A presença de altas concentrações de surfactantes no meio líquido origina agregados 

moleculares que possuem partes hidrofílica e hidrofóbica. Esses agregados são 

microestruturas altamente organizadas, como as micelas, vesículas e bicamadas, os quais são 

provenientes de forças hidrofóbicas, van der Waals e ligações de hidrogênio (interações 

químicas fracas). Tais micelas se formam espontaneamente em solução aquosa a partir da 

chamada Concentração Micelar Crítica (CMC), as quais promovem a propriedade de 

emulsificação desta classe de compostos (Karlapudi et al., 2018). A tensão superficial está 

correlacionada com a CMC. Surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC, isto é, menor 

quantidade de surfactante é necessária para o decréscimo da tensão superficial (Shavandia et 

al., 2012). 

No entanto, quando os surfactantes são descartados no meio ambiente sem qualquer 

tratamento podem ser prejudiciais aos seres vivos ali presentes. Devido a sua estrutura 

anfifílica, os tensoativos se localizam na superfície do meio líquido, diminuem a tensão 

superficial da água e, consequentemente diminuem o oxigênio dissolvido disponível à biota 

ali presente, além de produzirem espumas, as quais dificultam o processo de aeração e 

transportam bactérias e impurezas a longas distâncias (Penteado et al., 2006). 

 Neste sentido destacam-se os biossurfactates, um grupo de compostos químicos 

produzidos por microrganismos (bactérias, fungos ou leveduras), o qual também apresenta 

estrutura anfifílica e propriedades emulsificantes. Os biossurfactantes, assim como os 

surfactantes sintéticos, apresentam-se na forma de miscelas acima da CMC e contam com 

vantagens por serem menos tóxicos, menos alergênicos e biodegradáveis, refletindo em um 

menor impacto ambiental (Schmidt et al, 2021). 

A maioria dos tensoativos naturais são excretados no meio de cultivo durante o 

crescimento do microrganismo, onde auxiliam o transporte e translocação de substratos 



23 

insolúveis através da membrana celular (Zheng et al., 2012). Entretanto, alguns 

microrganismos mantêm os biossurfactantes associados à parede celular, facilitando a 

penetração dos hidrocarbonetos no espaço periplasmático (Shavandia et al., 2011). 

Algumas vantagens dos biossurfactantes se destacam quando comparados aos 

surfactantes sintéticos (Schmidt et al, 2021): 

 

• Alguns biossurfactantes apresentam tolerância à temperatura e não tem sua atividade 

superficial afetada, mesmo quando submetidos a altas temperaturas (90ºC); 

• Possuem tolerância à força iônica e pH, não precipitando em soluções salinas de até 

10%, enquanto para desativar os surfactantes químicos soluções de 2-3% de sal são 

suficientes; 

• São facilmente degradados tanto na água quanto no solo; 

• Emulsões feitas com biossurfactantes podem ser facilmente quebradas por adição de 

enzimas, como por exemplo, a depolimerase, que pode quebrar a emulsão de 

hidrocarbonetos em óleo; 

• Possuem alta atividade tensoativa, o que atribui aos compostos desta classe 

propriedades de detergência, lubrificação, solubilização, capacidade espumante e 

molhante e dispersão de fases (Karlapudi et al., 2018). 

 

O potencial de aplicação de compostos de superfície ativa produzidos a partir de 

microrganismos é baseado nas propriedades de emulsificação, separação, umedecimento, 

solubilização, emulsificação, inibição de corrosão, redução de viscosidade de líquidos e 

redução da tensão superficial. A solubilidade é uma das propriedades mais importantes dos 

surfactantes, e está diretamente ligada ao tamanho do grupo hidrofóbico ou hidrofílico da 

molécula. Para um mesmo grupo hidrofílico, o aumento do grupo hidrofóbico causa o 

aumento da massa molecular do surfactante que, por sua vez, torna-se menos solúvel em água. 

Analogamente, quanto maior o grupo hidrofílico, para a mesma quantidade do grupo 

hidrofóbico, o surfactante torna-se mais solúvel em água (Hamza, Iorhemen & Tay, 2016). 

Outra característica muito aplicada é sua capacidade de detergência, a qual consiste 

num processo de remoção de uma substância indesejável de uma superfície sólida por meio da 

aplicação de uma força mecânica na presença do composto tensoativo (Nitschke & Pastore, 

2002; Gouveia et al., 2003).  
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Essas propriedades são aplicadas em campos diversos da agricultura, construção, nas 

indústrias alimentícias, de bebidas, papel, metal, têxtil, farmacêutica, cosmética e podem ser 

utilizados na formulação de xampus, géis de cabelos, desodorantes e loções pós-barba (Sana 

et al., 2017). 

 
3.2 Microrganismos produtores e tipos de biossurfactantes 

 

Muitas espécies de microrganismos têm sido descritas como produtoras de 

biossurfactantes, no entanto, as maiores responsáveis são as bactérias. A grande diversidade 

destes compostos está atribuída ao fato de que cada microrganismo é capaz de produzir um 

surfactante diferente com características específicas. Desta forma o tipo, quantidade e 

qualidade do tensoativo natural varia de acordo com o microrganismo produtor, com a 

natureza do substrato disponível, com a concentração de íons com nitrogênio, fósforo, 

magnésio, ferro e manganês no meio nutricional e demais condições de cultura, como pH, 

temperatura, agitação, oxigenação e taxa de diluição (Fardami et al., 2022).  

No que diz respeito à sua constituição química, na maioria das vezes a porção 

hidrofóbica é constituída por ácidos graxos de cadeia longa ou hidroxiácidos, enquanto a porção 

hidrofílica pode ser constituída de carboidratos, aminoácidos, peptídeo cíclico, fosfato, ácido 

carboxílico ou álcool (Abbasi et al., 2012). 

Os biossurfactantes são classificados de acordo com sua natureza bioquímica e origem 

microbiana, visto que cada família apresenta propriedades e funções fisiológicas diferentes. A 

Tabela 1 apresenta as principais classes de biossurfactantes e os respectivos microrganismos 

produtores.  

 

         Tabela 1- Classes de biossurfactantes e microrganismos produtores.  

 
BIOSSURFACTANTE 
 

 
MICRORGANISMO PRODUTOR 
 

 
Glicolipídios 
 
Raminolipídeos Pseudomonas aeruginosa 
Soforolipídios Torulopsis bombicola, T. apícola 
Trehalolipídios Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp. 
 
Lipopeptídios e Lipoproteínas 
 
peptídio-lipídio Bacillus licheniformis 
Viscosina Pseudomonas fluorescens 
Serrawetina Serratia marcescens 
Surfactina Bacillus subtilis 
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Subtilisina Bacillus subtilis 
Gramicidina Bacillus brevis 
Polimixina Bacillus polymyxa 
 
Ácidos Graxos, Lipídios Neutros e Fosfolipídios 
 
Ácidos graxos Corynebacterium 
Lipídios neutros Nocardia erythropolis 
Fosfolipídios Thiobacillus tiooxidans 
 
Surfactantes Poliméricos 
 
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus 
Liposan Candida lipolytica 
Carboidrato-lipídio-proteína Pseudomonas fluorescens 
Manana-lipídio-proteína Candida tropicalis 
 
Surfactantes Particulados 
 
Vesículas Acinetobacter calcoaceticus 
Células Várias bactérias 

Fonte: Pacwa-Płociniczak et al., 2011. 
 

 

O gênero Pseudomonas está ligado à conservação ambiental, considerando sua 

habilidade de degradação de compostos xenobióticos. São bactérias consideradas 

cosmopolitas, gram-negativas, aeróbicas, oportunistas que apresentam flagelos em sua 

morfologia e seu metabolismo possui uma vasta versatilidade (Ghssein, G., & Ezzeddine, Z., 

2022). Estudos realizados demonstraram o seu potencial na produção de biossurfactantes, 

especialmente ramnolipídeos, pertencentes ao grupo dos glicolipídeos (Bazsefidpar et al., 

2019). 

Esta classe de biossurfactantes pode conter uma ou duas unidades de L-ramnose 

ligadas a um ou dois β-hidroxi de ácidos graxos (Henkel et al., 2012). A ramnose é um açúcar 

deoxihexose (6-deoxihexose) extensamente encontrado em bactérias e plantas, sendo a L-

ramnose um componente comum da parede celular e de estruturas capsulares em bactérias 

gram-negativas e gram-positivas (Maki & Renkonen, 2004). 

O ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa é caracterizado pela mistura de 

homólogos de RL1 (Rha2C10C10), RL2 (RhaC10C10), RL3 (Rha2C10) e RL4 (RhaC10), e a 

razão destes homólogos é que determinam as propriedades do biossurfactante (Lang & 

Wagner, 1987). 
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Figura 1- Principais homólogos de ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas. 

 

Fonte: Adaptado de Lovaglio, 2023. 

 

Os raminolipídeos são conhecidos por serem capazes de formar micelas em 

concentrações acima da CMC, aumentando a mobilidade de contaminantes orgânicos e de 

metais em solos e sedimentos (Chen et al., 2017; Kumari et al., 2018 Rangarajan & 

Narayanan, 2018). A CMC é uma informação bastante relevante, pois determina a quantidade 

necessária do produto para modificar as propriedades físico-químicas de uma solução e atingir 

o objetivo desejado. 

 

3.3 Resíduos agroindustriais aplicados à produção de biossurfactantes 

 

Atualmente, os biossurfactantes ainda não são capazes de competir economicamente 

no mercado com os surfactantes químicos. Isto se deve aos altos custos despendidos nos 

processos de produção (baixos rendimentos), separação e purificação destes compostos (Zhao 

et al., 2020). A utilização de substratos de meios de cultura alternativos de baixo custo é uma 

forma de reduzir o custo final de produção desses metabólitos microbianos, que podem 

representar 30% dos gastos totais (Chen et al, 2018). A nova alternativa que vem sendo 

explorada nos últimos anos é a utilização de subprodutos ou resíduos agroindustriais como 

substratos para a produção de biossurfactantes, como milhocina, melaço, soro de leite e óleo 

de soja residual (Nitschke; Costa; Contiero, 2005; Banat et al., 2014; Gudiña et al., 2016; 

Zhao et al., 2020;). 
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Resíduos ricos em carboidratos ou lipídeos, com adequada relação carbono/nitrogênio 

e que apresentem altas concentrações de micronutrientes são os que se caracterizam como 

melhores substratos para o crescimento microbiano, bem como para a produção de 

biossurfactantes (Barros et al., 2008). 

Dentre os subprodutos agroindustriais, o melaço de cana-de-açúcar é uma ótima opção 

devido ao seu baixo custo e disponibilidade de nutrientes para processos biotecnológicos. No 

Brasil, o melaço é um subproduto abundante da indústria açucareira, sendo amplamente 

utilizado como substrato para a produção de etanol. Isso porque o melaço funciona como uma 

boa fonte de carbono para o metabolismo microbiano devido à presença de muitos açúcares 

redutores e parte da sacarose não cristalizada (Costa et al., 2020). Além disso, também estão 

presentes no melaço nitrogênio, fosfatos, cálcio e magnésio, além de nutrientes importantes 

para o metabolismo celular como zinco, manganês, cobre e ferro (Palmonari et al. 2020). 

Há anos trabalhos vêm sendo realizados no sentido de viabilizar a produção de 

biosurfactantes a partir da utilização de substratos de baixo custo. Patel e Desai (1997), 

Makkar e Camerota (2002) e Nitschke et al. (2004) utilizaram o melaço de cana-de-açúcar na 

produção de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa GS3, Bacillus subtilis MTCC e 

Bacillus subtilis LB5a, respectivamente. Patel e Desai obtiveram    0,24 g/L de ramnose em 

96 horas de cultivo. Nitschke et al (2004), mostraram uma comparação entre três diferentes 

substratos ricos em carboidratos: melaço de cana, soro de leite e manipueira, em que se 

constatou que a produção com a manipueira foi a que apresentou o biossurfactante o qual 

proporcionou os melhores valores de redução na tensão superficial.  

Câmara et al. (2019) avaliaram a produção de biossurfactantes produzidos por P. 

aeruginosa isolada de solo artificialmente contaminado com diesel utilizando glicerol (9,36 

v/v) como substrato. Os autores obtiveram 0,877 g/L de ramnolipídeos após 240 h de 

fermentação, o que reduziu a tensão superficial do meio de 72,02 mN/m para 35,26 mN/m. 

Valores maiores foram obtidos por Ray et al. (2021), que obtiveram 1,24 g/L e 1,8 g/L de 

biossurfactante utilizando Pseudomonas sp. cultivada em meio mineral suplementado com 

óleo cru. Kanna (2017), utilizando a mesma cepa (P. aeruginosa ATCC9027) em 84 h de 

teste com meio mineral suplementado com sacarose (20 g/L), obteve 1,2 g/L de 

biossurfactantes e reduziu a tensão superficial da água para 33 mN/ m. 

Um vasto campo de estudos para o desenvolvimento de tecnologias de produção 

nacional de biossurfactantes existe, o que permite que se alcance elevados rendimentos e 

produtividades no processo, além de produtos de baixo custo. Tendo em vista o crescimento 
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do setor sucro-alcooleiro no Brasil, a utilização de subprodutos do processamento da cana-de-

açúcar torna-se uma alternativa interessante a ser explorada. 

  

3.4 Contaminação de recursos naturais por pesticidas 

 
Uma determinada área é considerada contaminada quando, entre outros fatores, as 

concentrações de substâncias designadas pela legislação ambiental estão acima do limite 

estabelecido em lei. Acima desse limite, há um risco potencial de efeito deletério sobre a 

saúde humana, o que exige uma ação imediata na área (Zeitouni et al., 2007). 

O aumento da população mundial e a demanda crescente de alimentos têm motivado o 

uso de grandes quantidades de pesticidas nas plantações, a fim de prevenir ou combater 

pragas e também visar a maior produtividade. Devido ao aumento do plantio de monoculturas, 

o aparecimento de várias pragas e o crescimento da variedade de produtos aplicados na 

agricultura e na pecuária, se torna necessário o monitoramento de eventuais resíduos destes 

pesticidas no ambiente e nos alimentos (Amarante, 2002).   

Pela legislação brasileira, estes compostos são denominados de <agrotóxicos= e 

classificados como inseticidas, fungicidas e herbicidas. A denominação pesticida é dada à 

substância ou à mistura de substâncias destinadas a prevenir a ação ou destruir direta e 

indiretamente insetos, ácaros, roedores, ervas daninhas, bactérias e outras formas de vida 

animal ou vegetal prejudiciais à lavoura (Santisteban, 1999). Embora existam outros métodos 

de controle de pragas, os produtos químicos ainda são os mais utilizados atualmente (Reis et 

al., 2019). 

Os pesticidas clorofenoxiácidos constituem importante classe de herbicidas. Esses, 

normalmente apresentam longo tempo de atividade residual em solos e águas, persistindo por 

vários meses devido à sua baixa atividade microbiológica (Lewis et al., 2016). Os herbicidas 

da classe dos ácidos fenóxidos, com baixa persistência, permanecem no solo durante, 

aproximadamente, duas semanas após a aplicação. Os herbicidas dessa classe degradam-se 

facilmente em água, por ação da luz solar e de microorganismos. O ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 2), membro dessa classe, é altamente seletivo, sistêmico 

e pós-emergente no controle de plantas infestantes nas culturas de trigo, milho, soja, arroz 

(irrigado e de sequeiro), cana-de-açúcar e pastagens de braquiária. Este herbicida age como 

inibidor da ação da enzima acetilcolinesterase causando a morte de ervas daninhas de folhas 

largas, considerado um herbicida barato e bastante eficiente, mesmo em baixas concentrações 

(Xie et al., 2010). Ao ser aplicado no ambiente, este herbicida é disperso em solos, em 



29 

sedimentos e em águas. Devido ao seu uso difundido, sua persistência, natureza polar e 

solubilidade em água, o herbicida 2,4-D é espalhado e seus resíduos e produtos de 

transformação estão presentes em diversas matrizes, tais como, água, solo, cereais e outros 

vegetais (Ordaz-Guillén et al., 2014; Soloneski et al., 2016). Por este motivo, é muito 

recomendado o monitoramento constante desta substância e de seus produtos de degradação 

nas diferentes matrizes, justificando assim os estudos na área. 

 

Figura 2- Estrutura molecular do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). 

 

Fonte: Magnoli et al., 2020. 

 

O composto mais conhecido do grupo das triazinas é o herbicida Atrazina, sendo 

utilizado em grandes quantidades como herbicida pré-emergente. A Atrazina (2-cloro-

4etilamina-6-isopropilaminas-triazina) (Figura 3) é uma base fraca com características 

polares. Sua estabilidade pode ser explicada pela configuração eletrônica do anel 

heterocíclico, semelhante à do benzeno. Trata-se de herbicida pré-emergente, seletivo para o 

controle de ervas daninhas, utilizado principalmente em culturas de milho, cana-de-açúcar e 

sorgo. No meio ambiente sofre hidrólise, produzindo a 2-hidroxitriazina, sendo a dealquilação 

a principal reação de degradação biológica. Esse pesticida tem sido encontrado em águas 

subterrâneas, águas superficiais, chuvas e água de neblina (Nödler et al., 2013). A Atrazina 

tem sido associada a diversos problemas ambientais (contaminação do solo e de águas 

subterrâneas), incluindo plantas que se tornaram tóxicas pela concentração absorvida. Em 

sistemas anaeróbios e meios aquosos ou não, a substituição do cloro por um grupo hidroxila 

precede a clivagem do anel e a total degradação do composto. Sua meia-vida no solo tem sido 

observada no intervalo entre 1,5 até 5 anos. A atrazina é o herbicida mais frequentemente 

detectado em águas, com concentrações entre 0,03 a 1726 ng/L (Souza et al., 2020; Seibert et 

al., 2020).  

Quando aplicados diretamente no solo, os pesticidas podem ser degradados por vias 

químicas, fotólise ou ação de microrganismos. Entretanto, as moléculas com alta persistência 

(baixa taxa de degradação) podem permanecer no ambiente sem sofrer qualquer alteração. 

Essas moléculas podem ser adsorvidas nas partículas do solo, dessorvidas a partir dessas 
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mesmas partículas, sofrer lixiviação (lavagem do solo pela água da chuva) e atingir os lençóis 

subterrâneos ou, ainda, serem levadas para águas superficiais (Qurratu e Reehan, 2016).  

 

Figura 3- Estrutura molecular da 2-cloro-4etilamina-6-isopropilaminas-triazina (atrazina). 

 
Fonte: Kleinschmitt et al., 2007. 

 

3.5 Latossolo vermelho-amarelo brasileiro 

 

O solo pode ser definido como <uma coleção de corpos naturais, compostos por partes 

sólidas, líquidas e gasosas, tridimensionais, dinâmicos, formados por materiais minerais e 

orgânicos que ocupam a maior parte do manto superficial das extensões continentais do nosso 

planeta. Nesse sentido, contêm matéria viva e podem ser vegetados na natureza onde ocorrem 

e, eventualmente, terem sido modificados por interferências antrópicas= (EMBRAPA, 2018)  

No Brasil existem 13 grandes classes de solos amplamente distribuídos em toda a 

extensão do país (Figura 4). Cada classe possui suas particularidades, variando com o material 

de origem, processo de intemperismo, clima, microrganismos e relevo. As duas principais 

classes de solos predominantes no Brasil são o Latossolo e o Argissolo, ocupando 38,7 e 20% 

da área total do país, respectivamente (Coelho et al. 2002), sendo os solos brasileiros de 

regiões  tropicais,  em  geral,  de  elevada acidez e fertilidade natural baixa (Santos et al., 

2018). 
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Figura 4- Mapa de solos do Brasil (escala 1:5.000.000).  

 
Fonte: EMBRAPA, 2014. 

 

As características físico-químicas do solo, como, pH, textura, porosidade, entre outras, 

exercem grande influência na biodisponibilidade dos herbicidas para as plantas. Havendo o 

contato solo-herbicida, a molécula pode sofrer processos de sorção, transporte e 

transformação (Gavrilescu 2005), sendo a sorção, o principal processo que influencia o 

destino do herbicida no ambiente. Os principais mecanismos de adsorção na matriz solo-água 

são interação eletrostática, troca iônica, ligações de hidrogênio, ligações catiônicas e 

interações hidrofóbicas (Kah e Brown, 2006). A sorção é um fenômeno de superfície 

dependente da área de superfície do solo, tipo de interação e porosidade do adsorvente 

(Mironyuk et al., 2019; Sharma et al., 2017b). 

Quanto menor a sorção do herbicida no solo, maior é a chance de ele ser lixiviado, 

volatilizado e perdido por escorrimento superficial e, também, mais disponível pode estar para 

os microrganismos o degradarem, diminuindo sua persistência no solo (Caceres-Jensen et al. 

2019). 

De maneira geral, os herbicidas são menos persistentes em locais de clima tropical, 

quando comparado ao clima temperado, pois a temperatura é um fator principal. Nos climas 

tropicais, altas temperaturas e elevadas precipitações contribuem para o aumento da atividade 

microbiana no solo em função da maior disponibilidade de água e temperatura do solo, 
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resultando em maior degradação dos herbicidas. Além disso, o teor de matéria orgânica nos 

solos tropicais também tende a ser menor, influenciando na ocorrência de uma menor sorção e 

consequentemente, menor efeito residual. No entanto, com o crescente aumento da utilização 

de herbicidas aplicados, principalmente, como estratégias de manejar biótipos de plantas 

daninhas resistentes, o conhecimento da persistência dos herbicidas e do efeito residual é 

fundamental (Mendes et al., 2019).  

 

3.6 Descontaminação de solos com pesticidas utilizando-se biossurfactantes 

Para controlar a interação solo-herbicida no solo, a adsorção-dessorção é um processo 

eficaz (Lin et al., 2011). Os procedimentos de remediação atualmente mais populares, tanto 

para extrair poluentes orgânicos persistentes (POPs), quanto metais pesados, é a lavagem do 

solo. A lavagem do solo é um método que se fundamenta no princípio da transferência de um 

contaminante do solo para um sequestrador na fase líquida ou gasosa (Guedes et al., 2010). 

Água, com ou sem aditivos (ácidos, surfactantes, agentes quelantes, etc.), é empregada para 

solubilizar os contaminantes (Rivero, Huguet & Marshall, 2011). A técnica permite que os 

compostos microbianos interajam com os contaminantes pouco solúveis e a melhorem a sua 

transferência para a fase aquosa. Isto permite a mobilização de poluentes recalcitrantes que 

tenham sido incorporados na matriz do solo e a sua remoção subsequente, aumentando a 

eficiência da biodegradação (Lai, 2009).  

De acordo com Song et al. (2008), o aprimoramento da técnica de dessorção do solo e 

lavagem é uma tecnologia promissora para a remediação dos solos contaminados com 

potencial aplicabilidade e viabilidade econômica.  Neste contexto, a remediação com 

surfactante tem sido extensivamente estudada e indicada como um método promissor para a 

remoção de contaminantes orgânicos (Zhao et al., 2016). Apesar de os surfactantes químicos 

ainda serem os mais utilizados neste processo, estes também são tóxicos ao meio ambiente 

(Yuan et al., 2010). 

No processo de remediação de áreas contaminadas, a possibilidade do uso de agentes 

mobilizantes de poluentes mais biocompatíveis que os surfactantes químicos comerciais torna 

interessante o uso dos surfactantes produzidos por microrganismos (Berselli et al., 2006).  

Biossurfactantes como ramnolipídeos, surfactina, saponina e soforolipídios têm sido 

empregados (Mulligan et al., 2001; Mulligan & Wang, 2006; Juwarkar et al., 2007; Song et 

al., 2008; Asçi et al., 2010), destacando-se o uso dos raminolipídeos para retirada de 
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compostos persistentes do solo. Os ramnolipídeos possuem baixas CMC, capazes de diminuir 

significativamente a tensão superficial do meio e solubilizar compostos pouco solúveis 

(Rangarajan e Narayanan, 2018). Suas diferentes estruturas promovem comportamentos 

distintos, como a capacidade de complexar orgânicos catiônicos e tendências a formar micelas 

maiores, aumentando sua solubilidade (Chen et al., 2017). 

Diversos trabalhos foram realizados com o intuito de avaliar a descontaminação de 

águas e solos contaminados com estes compostos.  

Os pesticidas, DDT, 2,4-D, pentaclorofenol, bifenilas policloradas, entre outros, são 

exemplos de compostos aromáticos halogenados. A mineralização das bifenilas policloradas 

foi estudada após a adição de biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa a uma cultura 

aclimatada de Alcaligenes eutrophus. Após a adição de 4 g/L de biossurfactante, o 

contaminante foi mineralizado 213 vezes mais do que o controle. Outros experimentos em 

laboratório também demonstraram que a degradação das bifenilas policloradas em solo foi 

melhorada após a adição de raminolipídio (ROBINSON, 1996). 

Mata-Sandoval et al. (2000) compararam a capacidade de solubilizar os pesticidas 

trifluralin, coumafos e atrazina, através da mistura de raminolipídios com surfactante 

sintético. Na presença do biossurfactante, a capacidade de solubilização dos pesticidas 

aumentou duas vezes, em decorrência da ligação do biossurfactante com a molécula do 

pesticida, pela formação de micelas, com posterior liberação lenta do pesticida para a fase 

aquosa, auxiliando a biodegradação microbiana. 

Lima et al. (2011) avaliaram a remoção de metais e contaminantes orgânicos do solo. 

Os resultados demonstraram que os biossurfactantes podem ser utilizados com êxito para a 

remoção simultânea de íons de metais e de poluentes orgânicos. A aplicação de lipopeptídios 

obtidos a partir de diferentes espécies de bactérias aumentou notavelmente tanto a taxa de 

remoção de cádmio (99%), bem como a de fenantreno (88%). 

Visto isso, a utilização de biossurfactantes na descontaminação do solo com herbicidas 

é uma alternativa de uso interessante a ser explorado, já que se utilizará composto 

biodegradável para retirada de contaminante ambiental.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Fluxograma do estudo 

 

A Figura 5 apresenta o fluxograma de desenvolvimento deste estudo.  

 

Figura 5- Fluxograma de desenvolvimento do estudo. 
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4.2 Produção de biossurfactantes 

 

4.2.1 Microrganismo e meio de manutenção  

 

As cepas de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 e Pseudomonas aeruginosa 

ATCC9027 utilizadas neste estudo foram adquiridas do banco de culturas da Fundação André 

Tosello, Campinas/Brasil. Cada uma era mantida em ágar nutriente sob refrigeração a 4°C até 

que fossem utilizadas. A cada 2 meses, uma alçada era transferida para meio fresco de 

manutenção autoclavado (121ºC por 20 min), o qual continha 5 g/L de peptona bacteriológica 

(Biolog), 3 g/L de carne extrato (Kasvi) e 1 g/L de NaCl (Dinamica) em água destilada.  

 

4.2.2 Inóculo 

 

O inóculo foi preparado adicionando-se 5% v/v de P. fluorescens ou P. aeruginosa 

(Kaskatepe et al., 2015) em caldo nutriente autoclavado (121°C por 20 min), mesmo meio 

utilizado para manutenção do microrganismo. Após o preparo, o inóculo foi incubado por 18 

horas a 30°C sob agitação orbital (100 rpm). A padronização foi realizada pela densidade 

óptica da solução, na qual o caldo contendo as células foi ajustado em espectrofotômetro UV‒

Vis (Nanocolor Macherey-Nagel) com faixa de absorbância de 0,8 a 0,9 a 600 nm. 

 

4.2.3 Caracterização química básica do melaço 

 

Uma caracterização prévia foi realizada antecedendo a sua utilização, com intuito de 

avaliar a concentração de açúcares (glicose, frutose e sacarose), Carbono e Nitrogênio Total e 

micronutrientes (K, P, Ca, Mg, Mn, Al, Cu, Zn, Cd, Cr, Ni e Fe), para determinar a 

necessidade de adição de fonte de carbono ou nitrogênio extras.  

As quantificações de glicose, frutose e sacarose foram realizadas em Cromatógrafo 

Líquido de Alta Eficiência (CLAE), de acordo com o descrito no item 4.4 deste estudo. 

Carbono e Nitrogênio Total foram medidos em Analisador Elementar de Carbono, Nitrogênio, 

Hidrogênio e Enxofre da marca Elementar. As temperaturas utilizadas foram de 1150 °C no 

tubo de combustão, 850 °C no tubo de redução, 240 °C na coluna de CO2, 150 °C na coluna 

de H2O e 230 °C na coluna de SO2. 

Os macro e micronutrientes (K, Ca, Na, Fe, Cu, Mn, Ni, Al) foram quantificados em 

Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES). A 
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amostra foi aberta em solução régia HCl + HNO3 (3:1), filtrada em membrana PVDF 0,46 µm 

e injetada no equipamento.  

 

4.2.4 Meio para produção de biossurfactantes 

 

O meio de cultura utilizado para a produção do biossurfactante foi composto de 

melaço diluído em diferentes concentrações (3%, 4%, 5% e 7% m/v) em meio mineral, 

conforme metodologia proposta por Oliveira et al. (2013). O melaço foi gentilmente cedido 

pela Ipiranga Agroindustrial- Mococa/SP. O meio mineral consistiu em uma solução 

composta por 3 g/L de NaNO3, 0,4 g/L de MgSO4.7H2O, 1 g/L de KCl, 1 g/L de K2HPO4, 0,5 

g/L de KH2PO4 e 1 mL/L de solução estoque salina (0,01 g/100 mL EDTA, 0,3 g/100 mL 

MnSO4. H2O, 0,01 g/100 mL FeSO4.7H2O, 0,01 g/100 mL CaCl2, 0,01 g/100 mL CoCl2.6H2O 

e 0,01 g/100 mL ZnSO4.7H2O ). O pH foi ajustado para 6,8 utilizando-se HCl (2M) ou NaOH 

(1 M). 

 

4.2.5 Produção com P. fluorescens e P. aeruginosa 

 

As fermentações para produção dos biossurfactantes foram realizadas em frascos 

Duran® de 500 mL contendo 190 mL de meio de cultura previamente esterilizado a 121°C 

por 30 minutos. Os frascos foram inoculados com 10 mL de inóculo, e foram mantidos em 

incubadora shaker com agitação de 180 rpm a 37°C para P. aeruginosa e 30ºC para P. 

fluorescens. Diferentes concentrações de melaço e tempos de fermentação foram avaliados, e 

estão apresentados na Tabela 2. Tais valores foram selecionados de acordo com os dados da 

literatura (Joshi et al., 2008; Oliveira et al., 2013; Da Rosa et al., 2017; Bezerra et al., 2019; 

Jimenez et al., 2020) e testes preliminares realizados em laboratório (curvas de crescimento de 

cada uma das cepas e análise de ramnose). Após o cultivo, o caldo fermentado foi 

centrifugado por 15 minutos a 3700 rpm para retirada das células, conforme Oliveira et al., 

(2013) (Figura 6). Os experimentos foram conduzidos em triplicata e em ordem aleatória.  
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Figura 6- Esquema experimental dos testes para produção de biossurfactantes. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

Para a cepa com melhor desempenho na produção de ramnnolipídeos, a produção do 

biossurfactante foi otimizada por meio de Design experimental. Planejamento fatorial 

completo de três níveis (2³) foi utilizado para avaliar a eficácia da concentração de melaço e 

tempo de fermentação (variáveis independentes) na produção de biossurfactantes (variável de 

resposta). A análise estatística foi realizada por meio do software Statistica® 10.0 (Statsoft).  

 

Tabela 2- Concentrações de melaço e tempos de fermentação avaliados na produção de biossurfactantes por P. 

fluorescens e P. aeruginosa.  

  

Concentração de melaço (% m/v) 

 

 

Tempo de fermentação (h) 

P. fluorescens 3  4  5  24  30 48  

P. aeruginosa 3  5  7  72  96  120  

Fonte- Do autor, 2023. 
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4.2.6 Extração do biossurfactante 

 

O caldo livre de células foi acidificado a pH 2,0 (HCl 2 M) e mantido na geladeira por 

aproximadamente 20h (over-night). Após esse período, foi centrifugado a 3500 rpm por 10 

minutos e extraído com éter de petróleo (1:1 v/v) para recuperação do biossurfactante. O 

procedimento de extração foi repetido duas vezes (Figura 7). A fase hidrofílica foi descartada 

e a fase orgânica, que continha o biossurfactante, foi colocada em uma placa de aquecimento 

a 40°C até que todo o solvente orgânico fosse evaporado. Em seguida, o biossurfactante 

recuperado foi ressuspenso em água destilada (Oliveira et al., 2013). 

 

Figura 7- Procedimento para extração do biossurfactante obtido na fermentação com P. fluorescens e P 

aeruginosa em meio a base de melaço. 

 

Fonte: Do autor, 2023. 

 

4.2.7 Confirmação da produção de ramnolipídeo 

 

Com o objetivo de confirmar a presença do mono e di-ramnolipídeo mais comuns 

produzidos pelo gênero Pseudomonas nas amostras de biossurfactates, a técnica de 

Cromatografia em Camada Delgada foi utilizando primeiramente, para posterior quantificação 

destes por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE).  

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de sílica-gel, utilizando-

se como fase móvel uma mistura de clorofórmio/metanol/ácido acético (65:15:2); 12 μl dos 
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extratos obtidos a partir do caldo livre de células, além dos padrões de ramnolipídeos      

(Rha-C10-C10 e RhaRha-C10-C10), foram aplicados. O agente revelador era composto por 

anisaldeído, ácido acético acrescido e ácido sulfúrico (2:100:2). 

Para análise por CLAE, as amostras de extrato contendo os ramnolipídios (extração 

descrita no tópico 4.2.6) foi derivatizada de acordo com Schenk et al. (1995) para serem 

analisadas através de um detector UV. Para a derivatização, 90 µL da amostra extraída foram 

evaporados e ressuspensos em acetonitrila. A amostra foi misturada com 40 µL da Solução 1 

(brometo de 4-bromofenacil 40 mM em acetonitrila), 40 µL da Solução 2 (trietilamina 20 mM 

em acetonitrila) e 270 µL de acetonitrila. A derivatização foi realizada por 1,5 h a 60°C e 

1400 rpm em um termomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf AG). A análise foi realizada 

em equipamento de CLAE (Shimadzu) acoplado a um detector de UV, conforme descrito por 

Müller et al. (2010). Foi utilizada uma coluna de fase reversa (Nucleodur 100-5 C18 ec, 

Macherey Nagel – 150 mm X 0,46 mm, sílica gel 5 μm) a 30°C.  

As fases móveis foram 5% e 95% de metanol para as bombas A e B, respectivamente, 

diluídas em água ultrapura; 10 µL das amostras derivadas foram injetadas. Para a separação 

dos mono e di-ramnolipídeos foi estabelecido um gradiente de 80 a 100% da Solução B, 

conforme o seguinte protocolo: de T=0 a T=17 min → aumento da solução B de 80 a 100 %, 

preservando a 100% até 25 min. Em seguida, decréscimo para 80% em 5 min, totalizando 30 

min para que houvesse equilíbrio. A vazão utilizada foi de 0,4 mL/min, e os ramnolipídeos 

foram monitorados a 254 nm. Os tempos de retenção foram 22,8±0,1 min para RhaRha-C10-

C10 e 23,3±0,1 min para Rha-C10-C10. 

 

4.3 Tensão superficial e CMC 

 

A tensão superficial foi determinada pelo método <drop-weight” descrito por Berhring 

(2004). O caldo livre de células foi deixado em repouso até atingir a temperatura ambiente 

(25°C), e a tensão superficial foi medida. A Concentração Micelar Crítica (CMC) foi 

determinada pela medição da tensão superficial do sobrenadante livre de células, diluindo-o 

sucessivamente (volumes iguais de água) até que o valor da tensão se aproximasse do valor da 

tensão da água. O valor da CMC foi dado pelo ponto central da curva de inflexão no gráfico 

<Tensão superficial X Porcentagem do sobrenadante contendo o biossurfactante= (Bueno; 

Silva; Garcia Cruz, 2010). 

 

 



41 

4.4 Concentração de biomassa, ramnose e açúcares 

 

A biomassa foi quantificada pela densidade óptica do caldo de fermentação a 600 nm 

em um espectrofotômetro Nanocolor Macherey-Nagel e convertida em massa/volume 

utilizando-se uma curva padrão, de acordo com Kim et al. 2012. 

A concentração de ramnose foi determinada pelo método tioglicólico descrito por 

Rahman et al., 2002. As amostras de biossurfactantes extraídas foram submetidas à análise em 

duplicata, considerando a média entre elas, e o valor obtido foi multiplicado por 3,4, que 

relaciona os ramnolipídeos em termos de ramnose, segundo Raza et al. (2007). 

Os açúcares foram medidos por CLAE Shimadzu acoplado a um detector D-10A. Uma 

coluna RCM-Monosaccharide Ca2+ (8% de resina reticulada forma iônica de cálcio/estireno-

divinilbenzeno sulfonado; 300 × 7,8 mm; Phenomenex, EUA) foi utilizada para separação de 

sacarose, glicerol e frutose. Padrões externos destes açúcares foram preparados para 

construção de curva de calibração (1-10 g/L). Água ultrapura foi usada como fase móvel, a 

temperatura do forno da coluna foi de 65°C e 20 µl de cada amostra foram injetados. Os 

tempos de retenção para sacarose, glicose e frutose foram de 9,53 min, 11,44 min e 14,55 

min, respectivamente. A concentração total de açúcares foi calculada somando-se a 

concentração de glicose + frutose + sacarose. 

 

4.5 Cálculo de parâmetros cinéticos da fermentação 

 

Os parâmetros de cultivo de rendimento foram calculados a partir dos dados de 

produção de ramnolipídeos obtidos nos experimentos. As taxas volumétricas de produção de 

biomassa (Ā�; ýĀ21/21) e biossurfactante (ĀĀ; ýĀ21/21)  foram determinadas pelas equações 

1 e 2, respectivamente: 

 Ā� = �2 �0�                                                                  (1) 

 ĀĀ = Ā2 Ā0�                                                                  (2) 

 
onde  ÿ0 (ýĀ21) e ÿ (ýĀ21) são os valores inicial e máximo de concentração celular 

(biomassa), respectivamente; t é o tempo necessário para atingir X; ÿ0 (ýĀ21) and ÿ (ýĀ21)  



42 

são as concentrações inicial e máxima do biossurfactante, respectivamente; e t (h) é o tempo 

necessário para atingir P. 

Os rendimentos em biomassa (Ā�/ÿ; ýý21) e biossurfactante (ĀĀ/�; ĀĀ/ÿ; ýý21) foram 

determinados pelas equações 3, 4 e 5, respectivamente: Ā�/ÿ = 
�2 �0 ÿ02ÿ                                                           (3) 

 ĀĀ/� = 
Ā2 Ā0�2 �0                                                         (4) 

 ĀĀ/ÿ = 
Ā2 Ā0 ÿ02ÿ                                                          (5) 

onde �0 (ýĀ21) and � (ýĀ21) são os valores inicial e máximo de concentração de substrato, 

respectivamente; 

 

4.6 Avaliação da estabilidade do biossurfactante frente à temperatura, pH e 

salinidade 

 

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada utilizando-se o caldo livre de células 

obtido na condição otimizada do planejamento fatorial. O método foi baseado em Barros 

(2008). A avaliação foi feita medindo-se a tensão superficial do biossurfactante quando 

exposto a diferentes condições de pH (2, 4, 6, 8 e 12 obtidos adicionando-se HCl 0,1 M ou 

NaOH 0,1 M), concentração salina (NaCl 2,5%, 5,0%, 10,0% e 20,0% m/v nas proporções de 

1:1 e 1:2 NaCl/caldo livre de células)  e temperaturas (100°C por 20, 40, 60, 100 e 140 min e 

121°C por 40 e 60 min). 

 

4.7 Índice de emulsificação 

 

O índice de emulsificação (%) foi determinado pelo método de Cooper e Goldenberg 

(1987). Amostras de 6 mL de diferentes hidrocarbonetos (óleo de soja, óleo de motor 

queimado, tolueno e óleo mineral) foram adicionadas a tubos de ensaio com 4 mL do caldo 

livre de células e submetidas a agitação por 2 minutos utilizando-se um agitador vórtex. Após 

24h e 72h em local protegido da luz e em temperatura ambiente, as amostras foram lidas e os 

resultados expressos em porcentagem, calculados de acordo com a equação 6. 
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IE (%) = 
�ý�Ā x 100                                                        (6) 

 

em que, 

AE = altura da emulsão (cm) 

AT = altura total (cm) 

 
4.8 Remoção de óleo derramado em areia 

 
A ação dos ramnolipídeos na remoção de óleos derramados na areia foi avaliada de 

acordo com Luna et al., 2011. O teste foi realizado com óleo de soja residual (óleo pós-fritura) 

e óleo motor queimado residual, gentilmente cedidos por um restaurante e uma oficina 

mecânica, respectivamente. Areia de rio (10 g) foi impregnada com 1,0 mL de óleo (óleo de 

soja pós-fritura ou óleo motor), a qual foi transferida para um Erlenmeyer de 125 mL, e 30 

mL de caldo livre de células contendo biossurfactante foram adicionados. O caldo livre de 

células utilizado no teste correspondeu ao caldo otimizado para ramnolipídeos. A areia foi 

mantida em contato com a solução de biossurfactante por 24 h sob agitação a 130 rpm e 

temperatura de 30°C em incubadora shaker, e posteriormente separada por centrifugação a 

3500 rpm por 10 min. A quantidade de óleo residual na areia após a ação do biossurfactante 

foi determinada gravimetricamente como a quantidade de material extraído da areia por 

hexano. 

 
Figura 8- Esquema para teste de recuperação de óleo derramado em areia sob ação biossurfactante. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 
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4.9 Dessorção de 2,4-D e atrazina em latossolo vermelho-amarelo 

 
4.9.1 Caracterização do latossolo 

 

O solo utilizado nos testes de sorção de herbicida foi o latossolo tropical vermelho-

amarelo, coletado em uma propriedade rural no município de São José do Rio Pardo-SP. A 

amostragem foi realizada aleatoriamente. A escolha do latossolo vermelho-amarelo deu-se 

pelo fato de ser um dos solos brasileiros mais abundantes e representativo da região sudeste, 

maior produtora de cana-de-açúcar e grande produtora de milho. 

Análise da caracterização química e física do solo foram realizadas. Matéria orgânica 

(MO), pH, fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg), acidez livre (H+) e alumínio 

(Al), além de textura e CTC (capacidade de troca catiônica) foram medidos, tudo conforme 

Andrade et al. (2001). Antes de ser utilizado, o solo foi esterilizado em autoclave por 30 

minutos por 3 vezes para eliminar os possíveis microrganismos presentes e seco em estufa por 

24 horas. 

 

4.9.2 Contaminação artificial do latossolo 

 

A sorção de dois pesticidas, 2,4-D e atrazina, foram avaliadas neste trabalho. 

Latossolo vermelho‒amarelo foi contaminado artificialmente com soluções padrão Sigma de 

2,4-D 50 mg/L e atrazina 50 mg/L, com base na metodologia de Rocha et al., (2013). Para 

isso, foram utilizados frascos Duran® de 500 ml contendo 50 g de solo e 250 ml de solução 

de herbicida (2,4-D ou atrazina), os quais foram incubados em agitador a 130 rpm e 30°C por 

24 horas. As soluções de agrotóxicos foram preparadas em CaCl 0,01 M. Decorrido o tempo, 

o sistema foi filtrado em filtro de papel xarope e o solo colocado em estufa para secagem, 

enquanto o sobrenadante foi utilizado para quantificar a adsorção do 2,4-D e da atrazina. A 

porcentagem foi calculada pela diferença na concentração do herbicida na solução 

contaminante e no sobrenadante do teste. 

 

O coeficiente linear de adsorção (Kd) foi obtido através da equação 7: 

 ÿý =  ����                                                                   (7) 
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em que, 

 

Kd = coeficiente de sorção linear (mL/g) 

Cs = concentração de herbicida no solo (ug/mL) 

Ce = concentração do herbicida na solução de equilíbrio (ug/mL). 

 

O coeficiente de sorção linear normalizado para o teor de carbono orgânico do solo 

(Koc) foi calculado pela equação 8 (Vieira et al., 1999): 

 ÿÿ� = ( �ý�ÿ ) x 100                                                       (8) 

 

em que, 

 

Koc = coeficiente de sorção linear normalizado para carbono orgânico (mL/g); 

CO = carbono orgânico do solo (g/kg) = MOS/1,72 

MOS = matéria orgânica do solo (g/dm³) 

 

4.9.3 Dessorção dos herbicidas 

 

A avaliação da atividade ramnolipídica na recuperação de 2,4-D e atrazina do solo 

contaminado foi realizada em <frascos de antibiótico= de 30 mL contendo 2 g de solo seco 

artificialmente contaminado com os herbicidas e 6 mL de solução ramnolipídica. Diferentes 

concentrações de ramnolipídeos (0,5 CMC, 1 CMC e 5 CMC) e pH (3, 7 e 9) foram avaliados 

na dessorção dos herbicidas do solo. Os valores de pH das soluções biossurfactantes foram 

ajustados com HCl 0,1M ou NaOH 0,1M. Além disso, foi utilizada água destilada como 

controle, que também teve seu pH ajustado para as 3 condições avaliadas. Os frascos foram 

incubados em agitador a 30°C e 130 rpm por 24 h (Pierangeli et al., 2005).  
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Figura 9- Esquema para teste de avaliação da dessorção de herbicidas em solo sob ação biossurfactante. 

 

 

 

O teste foi realizado em triplicata, e os dados foram avaliados estatisticamente por 

meio da Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey utilizando-se o programa Origin 

2021. 

A capacidade de dessorção no equilíbrio (qe, mg/g) foi determinada pela equação 9, 

onde Ce é a concentração do herbicida no equilíbrio (mg/L). 

 �þ =  �02 ��ÿ  � �                                                      (9) 

 

As isotermas de dessorção foram analisadas utilizando-se os modelos de Langmuir 

(Langmuir, 1918), Freundlich (Freundlich, 1906) e Gunary (Gunary, 1970). O modelo de 

isoterma de Langmuir é representado pela equação 10, onde qmáx (mg/g) é a capacidade 

máxima de dessorção correspondente à sorção em monocamada na superfície e kL (L/g) é a 

constante de Langmuir, que indica a afinidade do herbicida para o solo. 

 �þ =  ��á� ����1+ ����                                                          (10) 

 

A isoterma de Freundlich é mostrada pela equação 11, onde kF (mg/g) e n 

(adimensional) são constantes isotérmicas de Freundlich, indicando a capacidade de dessorção 
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e intensidade de dessorção, respectivamente, além da favorabilidade do processo de 

dessorção. 

 �þ =  �þ�þ1/Ā                                                       (11) 

 

A isoterma de Gunary é representada pela equação 12, onde kG1, kG2 e kG3 são os 

coeficientes de sorção de Gunary. 

 �þ =  
����1+ ��2.��+ ��3��0.5                                               (12) 

 

O ajuste das isotermas e o cálculo dos parâmetros de sorção foram realizados no 

programa Origin 2021 utilizando-se regressão não linear. 

 

4.9.4 Quantificação dos pesticidas em CLAE 

 

Atrazina e 2,4-D foram quantificados em um CLAE Agilent 1220 Infinity LC  

acoplado com um detector UV‒Vis e uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150 mm, 5 

µm). Para a separação da atrazina, as fases móveis utilizadas foram ácido fórmico 0,05% e 

acetonitrila para as bombas A e B, respectivamente. O protocolo gradiente foi aplicado de 

acordo com 0 min → 95% A; 2 min → 80% A e 20% B; 4 min → 60% A e 40% B; 6 min → 

20% A e 80% B; 11 min → 95% A e 5% B, utilizando-se uma taxa de fluxo de 1 mL/min e 

injeção de 30 µL. 

Para 2,4-D, foi utilizada solução aquosa de ácido fórmico a 0,1% na bomba A e 

solução de ácido fórmico a 0,1% em ACN na bomba B, com volume de injeção de 30 µL, 

vazão de 0,8 mL/min, T = 30°C e comprimento de onda de 230 nm. O gradiente foi realizado 

de acordo com o protocolo t=0 → 75% A e 25% B; t=4 para t=12 → 40% A e 60% B; t=12 

para t=13 40% A e 60% B; t=13 para t=14 → 75% A e 25% B. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do substrato  

 

A tabela 3 apresenta a caracterização do melaço utilizado como substrato nas 

fermentações, e confirma a disponibilidade de açúcares de fácil assimilação microbiana, além 

da presença de alguns micronutrientes essenciais ao processo fermentativo. 

 

Tabela 3- Caracterização química do melaço utilizado como substrato na produção de biossurfactantes por P. 

fluorescens ATCC 13525 e P. aeruginosa ATCC 9027. 

 
Parâmetro 

  

 
Concentração  

 
Desvio 

Sacarose (g/L) 655,0759 10,3584 

Glicose (g/L) 34,55115 0,0037 

Frutose (g/L) 34,31825 0,0045 

C (%) 48,295 0,155 

N (%) 0,29 0,01 

Na (mg/g) 0,113 0,012 

Ca (mg/g) 0,998 0,110 

K (mg/g) 8,42 0,92 

Al (mg/g) 0,0278 0,0030 

Cu (mg/g) 0,018 0,0032 

Fe (mg/g) 0,0414 0,0050 

Mn (mg/g) <0,01 --- 

Ni (mg/g) <0,0045 --- 

Fonte: Do autor, 2023. 
 

Alta concentração de sacarose, glicose e frutose foram obtidas, evidenciando-se a 

disponibilidade de nutrientes para o crescimento microbiano. Por outro lado, concentrações 

muito altas de açúcares podem inibir a produção de biossurfctantes por excesso de substrato 

(Joshi et al., 2008; Jimenez et al., 2020), fato que deixou clara a necessidade de diluição do 

melaço, de maneira a torná-lo apto para o objetivo em questão. Estudos sugerem que 

concentrações em torno de 20 a 70 g/L (o equivalente a 2% m/v - 7% m/v) de melaço 

oferecem boa fonte nutritiva para produção dos biotensoativos sem causar inibição (Joshi et 

al., 2008; Oliveira et al., 2013). 

Tratando-se do Nitrogênio, baixa concentração de N total foi obtida (0,29% m/m), 

proporcionando razão C/N de 15:1. De acordo com a literatura, razões C/N na faixa de 13 a 

20 são ótimas para produção de biossurfactantes pelo gênero Pseudomonas. Hrůzová et al, 

(2020) obtiveram a condição otimizada de produção de biossurfcatantes por P. aeruginosa em 
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substrato a base de biomassa florestal com razão C/N de 13,5. Ma et al, (2016) avaliaram a 

produção de biossurfactantes por P. aeruginosa em óleo de palma e a razão C/N de 20 foi a 

que proporcionou o melhor desempenho de produção. Sendo assim, o melaço apresentou-se 

como uma ótima alternativa para uso em substrato fermentativo, visto que, além de possuir 

fonte de C e razão C/N ótimas para a produção dos biossurfcatantes, também contém outros 

macro e micronutrientes importantes para o processo, como Na, Ca, K, Fe e Cu. 

 

5.2 Produção de biossurfactantes com P. fluorescens 

 

A tabela 4 e figura 10 apresentam os dados obtidos na produção dos biossurfactantes. 

Nota-se que P. fluorescens obteve seu ponto máximo de produção em torno das 30 horas de 

fermentação, em que se verificou a menor tensão superficial do meio (46,54 ± 1,1 mN/m) e 

maior concentração de ramnose (243,95 ± 38,3 mg/L) obtidos com substrato a 3% de melaço.   

 

Tabela 4- Concentração de ramnose na produção de biossurfactantes por P. fluorescens ATCC 13525 em 

substrato a base de melaço. 

 

Corridas 

 

Tempo de cultivo 

(h) 

Concentração de melaço 

(%) 

 

Ramnose (mg/L) 

1 48 3 28,39 ± 3,7 

2 48 4 21,29 ± 5,9 

3 48 5 17,80 ± 5,0 

4 30 3 243,95 ± 38,3 

5 30 4 189,60 ± 26,8 

6 30 5 120,81± 4,5 

7 24 3 7,65 ± 0,2 

8 24 4 11,79 ± 5,0 

9 24 5 9,55 ± 2,0 

Fonte: Do autor, 2023. 
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Figura 10- Variação da tensão superficial na produção de biossurfactantes por P. fluorescens ATCC 13525 em 

substrato a base de melaço. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

O resultado obtido neste estudo é similar a outros encontrados na literatura para o 

gênero Pseudomonas. Patel e Desai (1997) utilizaram o melaço de cana-de-açúcar na 

produção de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa GS3 e obtiveram 0,24 g/L de 

ramnose em 96 horas de cultivo.  

Lima et al., (2010) avaliaram a produção de biossurfactantes por P. fluorescens 

UCP1514 em meio a base de óleo de semente de girassol (pós-fritura), óleo queimado de 

motor e milhocina. Tensões superficiais de 31,68 e 33,72 mN/m foram obtidos nas condições 

dos meios contendo, respectivamente (5% de milhocina e 5% de óleo queimado de motor) e 

(10% milhocina e 5% óleo de girassol pós-fritura). 

Lima et al., (2010) obtiveram biossurfactante produzido por P. fluorescens em meio 

contendo caldo de abacaxi e óleo de girassol. O tensoativo foi capaz de reduzir a tensão 

superficial da água de 72,0 mN/m para 27,5 mN/m. Os índices de emulsificação em óleo de 

girassol chegaram a 61,54%.  

Abuseoud et al., (2008) avaliaram a produção de biossurfactante por P. fluorescens. A 

tensão superficial foi reduzida para menos de 32 mN/m e índice de emulsificação E24 de 65% 

foi obtido em 36 a 48h. O biossurfactante foi investigado e o teste para ramnose foi positivo, 

assim como o biossurfctante obtido neste estudo, o que sugere que também possa ser um 

ramnolipídeo.  
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Com relação ao Índice de emulsificação (IE 24h), feito com a mistura do caldo livre de 

células das 30h de fermentação, obteve-se neste estudo índices de 48% ± 16% para a condição 

de melaço 3% m/v, 56% ± 3,5 para a condição de melaço 4% m/v e 54% ± 5,3 para a 

condição de melaço a 5% m/v.  

Nota-se que, independentemente da quantidade de biossurfactantes presentes no meio, 

expressos pela tensão superficial e concentração de ramnose, os IE 24h ficaram todos na faixa 

de 48-56%. Isso sugere que mesmo em baixas concentrações do biossurfactante, uma boa 

atividade emulsificante pode ser obtida, característica interessante para procedimentos de 

recuperação de óleo derramado e solubilização de compostos hidrofóbicos. 

Entretanto, mesmo com os bons resultados de emulsificação obtidos, os resultados de 

tensão superficial dos biossurfactantes produzidos pela P. fluorescens não foram satisfatórios 

para a aplicação proposta neste estudo, levando à escolha da cepa de P. aeruginosa para 

produção do biossurfactante utilizado no decorrer do trabalho.  

 

5.3 Produção de biossurfactantes com P. aeruginosa 

 

Para avaliar a influência do tempo de cultivo e da concentração de melaço na produção 

de ramnolipídeos, um planejamento experimental fatorial completo 2³ foi realizado. Conforme 

mostrado na Tabela 5, os resultados revelaram que P. aeruginosa ATCC9027 foi capaz de 

produzir o biossurfactante durante seu crescimento em meio contendo melaço como única 

fonte de carbono. A produção de ramnolipídeos variou de 285,83 ± 7,6 (corrida 7) a 758,04 ± 

37,4 mg/L (corrida 3). Pode-se notar que, ao fixar o tempo de fermentação, o aumento da 

concentração de melaço aumentou diretamente a produção de ramnolipídeos. Este resultado 

está de acordo com outros achados na literatura, que mostram a mesma tendência; quanto 

maior a concentração de glicose, maior o crescimento e produção de ramnolipídeos devido à 

crescente disponibilidade de carbono para o crescimento e produção de ramnolipídeos pela 

bactéria (Goswami et al., 2015). 
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Tabela 5- Produção de ramnolipídeos de acordo com Planejamento Fatorial Completo 3² utilizando P. 

aeruginosa ATCC9027. 

 

Corridas 

Valores reais (valores codificados) 
Produção de ramnolipídeos (Y) 

(mg L-1) Tempo de cultivo (X1) (h) 
Concentração de melaço (X2) 

(%) 

1 120 (+1) 3 (-1) 435,33 ± 0,9 

2 120 (+1) 5 (0) 559,39 ± 62,9 

3 120 (+1) 7 (+1) 758,04 ± 37,4 

4 96 (0) 3 (-1) 349,90 ± 15,5 

5 96 (0) 5 (0) 461,96 ± 6,0 

6 96 (0) 7 (+1) 560,84 ± 59,4 

7 72 (-1) 3 (-1) 285,83 ± 7,6 

8 72 (-1) 5 (0) 332,64 ± 35,7 

9 72 (-1) 7 (+1) 406,37 ± 41,5 

Fonte: Do autor, 2023. 

 

A análise do diagrama de Pareto (Figura 11) indica que, tanto a concentração de 

melaço, quanto o tempo de fermentação, foram significativos para a produção de 

ramnolipídios (nível de confiança de 95%), e o gráfico da superfície de resposta (Figura 12) 

indica que a produção aumentou junto com a concentração de melaço e o tempo. De fato, ao 

analisar a superfície de resposta gerada na otimização, foi sugerido que mais ramnolipídeos 

poderiam ser produzidos se a fermentação fosse realizada por mais tempo. 

 

Figura 11- Diagrama de Pareto para o Planejamento Fatorial completo 3² utilizando P. aeruginosa ATCC9027. 

 

Fonte: Do autor, 2023. 
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Figura 12- Superfície de resposta para a produção de ramnolipídeos por P. aeruginosa ATCC 9027 segundo 

Planejamento Fatorial Completo 3². 

 

Fonte: Do autor, 2023. 
 

Os resultados obtidos pela análise de variância (ANOVA) aplicada à produção de 

ramnolipídeos são apresentados na Tabela 6 e revelam que o modelo não apresentou falta de 

ajuste. Os dados experimentais podem ser representados pelo modelo polinomial linear 

usando valores codificados, descritos na Equação 9, com ajuste de 70,88%. 

 
Y=229,54+225,40 X1 +201,94 X2                                          (9) 

 
onde Y é a produção de ramnolipídeos (mg/L), X1 é o tempo de cultivo (h) e X2 é a 

concentração de melaço (%). 

 

Tabela 6- ANOVA para produção de biossurfactantes por P. aeruginosa  

 SS df MS F p-valor 

Cultivation time (ÿ1) 229590,1 2 114795,1 11,96274 0,000496 

Molasses concentration (ÿ2) 183675,4 2 91837,7 9,57036 0,001475 

Interaction 1 by 2 (ÿ1. ÿ2) 16807,6 1 16807,6 1,75151 0,202252 

Lack of fit 3899,8 3 1299,9 0,13547 0,937592 

Pure error 172729,0 18 9596,1   

Total SS 606701,9 26    

Fonte: Do autor, 2023. 
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O modelo indicou que o valor ótimo previsto de produção de ramnolipídeos (704,17 

mg/L) pode ser obtido com 7% de melaço e 120 h de fermentação, e foi validado por meio da 

realização de novos testes nas condições otimizadas, que obtiveram 940 mg/L de 

ramnolipídeos, correspondendo a 133,5% do valor previsto pelo modelo de delineamento 

experimental, ou seja, o modelo apresentou boa reprodutibilidade. 

Com relação à fonte de carbono utilizada como substrato na fermentação, esta parece 

afetar a quantidade de ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa. Câmara et al. (2019) 

avaliaram a produção de biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa isolada de solo 

artificialmente contaminado com diesel utilizando glicerol (9,36 v/v) como substrato. Os 

autores obtiveram 0,877 g/L de ramnolipídeos após 240 h de fermentação, o que reduziu a 

tensão superficial do meio de 72,02 mN/m para 35,26 mN/m. Valores maiores foram obtidos 

por Ray et al. (2021), que obtiveram 1,24 g/L e 1,8 g/L de biossurfactante utilizando 

Pseudomonas sp. cultivada em meio mineral suplementado com óleo cru. Kanna (2017), 

utilizando a mesma cepa do presente estudo (P. aeruginosa ATCC9027) em 84 h de teste com 

meio mineral suplementado com sacarose (20 g/L), obteve 1,2 g/L de biossurfactantes e 

reduziu a tensão superficial da água para 33 mN/ m. 

De acordo com relatos da literatura, a produção de ramnolipídeos pela cepa de P. 

aeruginosa a partir de uma fonte de carbono hidrofóbica é geralmente maior do que a 

produção usando uma fonte de carbono hidrofílica, como por exemplo, o melaço. Uma 

hipótese é que uma fonte hidrofílica como substrato já esteja disponível para o 

microrganismo, enquanto uma fonte hidrofóbica requer emulsificação das cadeias lipídicas, 

exigindo a produção de biossurfactantes pela célula. 

Quanto à tensão superficial do meio durante os ensaios, o gráfico (Figura 13) mostra a 

variação dos valores de acordo com as diferentes concentrações de melaço e tempos 

avaliados. Para identificar qualquer microrganismo como produtor de biossurfactante, a 

redução da tensão superficial deve ser superior a 8 mN/m em comparação com a água (Haba 

et al., 2000). Os ramnolipídeos podem reduzir a tensão superficial da água de 72 para menos 

de 30 mN/m. Os resultados de menor tensão superficial apresentados pelos ramnolipídeos 

produzidos a partir do melaço neste estudo (melaço 7%; 120h) demonstraram a grande 

atividade superficial exibida por este biossurfactante, que reduziu a tensão superficial de 72 

mN/m para 34 mN/m, mesmo em baixas concentrações de ramnolipídeos.  

 

 



56 

Figura 13- Variação da tensão superficial do meio de melaço ao longo da fermentação com                    

P. aeruginosa. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

Phulpoto et al. (2021) encontraram valores de tensão superficial semelhantes de 33,05 

± 0,1 mN/m para biossurfactantes produzidos por Pseudomonas sp. S2 WE utilizando glicerol 

e uréia como fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, para o cultivo. 

 
5.4 Identificação de ramnolipídeos 

 

O poder surfactante e as características físico-químicas dos biossurfactantes dependem 

de sua composição homóloga, que pode variar de acordo com a fonte de carbono utilizada, 

tempo de fermentação, cepa e condições do processo (Ji et al., 2016). A análise por CLAE do 

biossurfactante produzido em condições otimizadas confirmou a presença de ramnolipídeos 

na produção com P. aeruginosa, entretanto na produção com P. fluorescens não foi detectada 

a presença de ramnolipídeo, como mostra a figura 14.  

Possivelmente, outra classe de biossurfactante ou metabólito foi produzido pela cepa, 

o qual foi responsável pela redução da tensão superficial do meio e atividade emulsificante, 

como a viscosina ou alginatos. A produção de ramnolipídeos está ligada à presença ou não de 

gene específico para ligação da cadeia lipídica à unidade de ramnose, gene este que pode não 

estar ativado ou contido nesta cepa (P. fluorescens ATCC 13525), justificando a não produção 

específica do biossurfactante desejado (Germer et al., 2020). 
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Figura 14- Cromatografia em camada delgada para detecção de mono e di-ramnolipídeos produzidos 

durante fermentação em meio de melaço com P. aeruginosa e P. fluorescens. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

No que se refere à produção de biossurfactante por P. aeruginosa ATCC 9027, a 

presença dos mono-ramnolipídeos RL 1 (Rha-C10-C10) foi predominante em relação aos di-

ramnolipídeos RL 3 (Rha-Rha-C10-C10), detectando-se as proporções de 62,3% e 37,6%, 

respectivamente. Em CLAE, os picos para RL 1 e RL 3 foram obtidos em 23,31 e 22,82 min, 

respectivamente, como exposto na figura 15 e tabela 7. Segundo Abdel-Mawgoud et al. 

(2010), RL1 e RL3 são as espécies mais abundantes de ramnolipídeos produzidos por P. 

aeruginosa.  

 

Figura 15- Cromatografia Líquida de Alta Eficiência para confirmação da presença de mono e di-

ramnolipídeos produzidos durante fermentação em meio de melaço com P. aeruginosa. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 



58 

 
Tabela 7- Tempos de retenção dos picos de mono e di-ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa em meio de 

melaço 7% m/v e 120h de fermentação. 

Pico Tempo retenção 
(min) 

Área (mV*min) 

1 11.674 520045 
2 13.454 666262 
3 13.829 473938 
4 14.851 2018377 
5 16.276 732760 
6 17.187 127592 
7 18.165 76739 
8 18.856 131303 
9 20.205 106777 
10 21.361 204612 
11 22.817 234435 
12 23.316 238115 
13 25.562 1373855 
14 27.217 305123 
15 31.350 712057 

Fonte: Do autor, 2023. 

 

Thio et al., 2022 avaliaram a produção de ramnolipídeos por Pseudomonas sp. LM19 

utilizando destilado de óleo de palma como substrato, e a análise de CLAE demonstrou que 

90,82% da fração mono-ramnolipídica e 89,58% da fração di-ramnolipídica eram compostas 

por cadeia lipídica C10-C10. Zhao et al., (2019) e Rocha et al. (2020) avaliaram a influência 

da proporção de mono e di-ramnolipídeos na recuperação de óleo. Os resultados de ambos os 

autores demostraram que os mono-ramnolipídeos se destacaram em relação aos di-

ramnolipídeos, e que possuem melhor mecanismo de incorporação de óleo em micelas, isto 

devido às suas características físico-químicas tensoativas mais eficazes. Estas conclusões 

estão de acordo com o resultado obtido neste trabalho. A mistura ramnolipídica obtida, a qual 

continha maior proporção de mono-ramnolipídeos, promoveu excelentes taxas de 

emulsificação e recuperação de óleo na areia. 

 

5.5 Concentração Micelar Crítica (CMC) 

 

A capacidade de um surfactante reduzir a tensão superficial do meio está diretamente 

ligada à sua concentração micelar crítica (CMC), que corresponde à concentração mínima 

necessária para a formação de micelas e à tensão máxima de redução na superfície do líquido 

(RAMNANI et al., 2005). Os ramnolipídeos produzidos pelo gênero Pseudomonas possuem 

uma ampla gama de CMCs, com valores variando de 13 mg/L (KASKATEPE et al., 2015) a 

600 mg/L (SILVA et al., 2017). Neste trabalho, em condições otimizadas, os ramnolipídeos 

RhaRha-C10-C10

Rha-C10-C10
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produzidos por P. aeruginosa ATCC9027 em meio de melaço apresentaram tensão superficial 

de 34,01 ± 8 mN/m. A figura 16 mostra o perfil da tensão superficial em diferentes 

concentrações de biossurfactante, atingindo um CMC próximo a 180 mg/L. 

 

Figura 16- Concentração Micelar Crítica (CMC) do biossurfactante produzido por P. aeruginosa em 

120h de fermentação e meio melaço 7% m/v  

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

5.6 Parâmetros cinéticos da fermentação 

 

Nas condições ótimas, produziu-se 2,16 g/L de biomassa e a concentração de açúcar 

após 120 h de fermentação foi de 23,61 g/L, a qual provavelmente seria consumida se a 

fermentação tivesse sido realizada por mais tempo. Com base nesses resultados, foi possível 

determinar os rendimentos e a produtividade da produção de ramnolipídeos. A produtividade 

de biomassa e ramnolipídeos foram QX = 0,016 g/L.h e QP = 0,006 g/L.h, respectivamente. 

Em termos de rendimento, obteve-se Ā�/ÿ= 0,071 g de biomassa por g de melaço, ĀĀ/�= 0,369 

g de ramnolipídios por g de biomassa e ĀĀ/ÿ = 0,026 g de ramnolipídios por g de melaço. 

O gráfico (Figura 17) apresenta a variação da concentração de substrato (açúcares = 

glicose + frutose + sacarose), biomassa e ramnolipídeos durante a fermentação.  
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Figura 17- Variação da concentração de açúcares, biomassa e biossurfactante ao longo das 120h de 

fermentação com P. aeruginosa em meio melaço 7% m/v. 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

A produtividade volumétrica máxima foi observada em 0,016 g/L/h, próxima à obtida 

por Patel & Desai (1997), que obtiveram 0,0161 g/L.h com P. aeruginosa GS3 em melaço de 

milho. Ao avaliar a conversão de substrato em rendimento de biossurfactante,  ĀĀ/ÿ  
semelhantes foram obtidos na literatura quando comparados com o rendimento obtido neste 

estudo (ĀĀ/ÿ = 0.026 g de ramnolipídeos por g de melaço). Radzuan et al. (2017) avaliaram a 

cinética da produção de ramnolipídeos usando glicose como fonte de carbono para P. 

aeruginosa PAO1 e observaram um valor de ĀĀ/ÿ de 0,017 g/g com 20 g/L de glicose. 

Ramírez et al. (2016) avaliaram a produção de ramnolipídeos de Pseudomonas aeruginosa e 

obtiveram ĀĀ/ÿ  = 0,013 g/g, ĀĀ/ÿ = 0,018 g/ge ĀĀ/ÿ = 0,058 g/g utilizando-se 20,50 e 100 g/L 

de substrato à base de resíduo de azeitonas, respectivamente. Chen et al. (2018) encontraram ĀĀ/ÿ = 0,073 g/g usando melaço como fonte de carbono para cultivo de P. aeruginosa.  

Com relação a ĀĀ/�, quando se compara o valor obtido neste estudo (ĀĀ/�= 0,369 g de 

ramnolipídeos por g de biomassa), que utilizou melaço como substrato, com outros na 

literatura, valores maiores foram obtidos por Kumar et al. (2015) ( ĀĀ/� = 1,02 g/g), Sana et 

al. (2017) ĀĀ/�= 7,5 g/g) e Pacheco et al. (2012) ĀĀ/�= 4,9 g/g), que utilizaram substratos 

hidrofóbicos, serragem, gordura de peixe e glicerol, respectivamente. No entanto, um 

rendimento menor de ĀĀ/�= 0,2 g/g foi obtido por Radzuan, 2017, utilizando glicose como 

substrato. 
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5.7 Testes de estabilidade 

 

A fim de avaliar a estabilidade da atividade de superfície dos ramnolipídeos 

produzidos por P. aeruginosa ATCC9027, estes foram submetidos a testes de estabilidade 

frente à temperatura, pH e concentração salina. Em geral, os ramnolipídeos apresentaram boa 

estabilidade de tensão superficial frente às mudanças avaliadas.  

A figura 18a mostra a influência da temperatura na tensão superficial dos 

ramnolipídeos. A 100°C, a tensão superficial diminuiu ao longo do tempo até 40 minutos, de 

37,66 para 35,3 ± 0,15 mN/m. Após esse tempo, esta permaneceu constante por um período 

máximo de 140 minutos. Já a 121°C, a tensão superficial aumentou com o tempo (até 40 

minutos) e após, permaneceu constante, por até 60 minutos, no mesmo valor, indicando que 

após os 40 minutos de incubação, a tensão permaneceu constante, independentemente da 

variação de temperatura. Em relação ao pH, observou-se (Figura 18b) que, em valores 

extremos de pH (pH 2, 4 e 12), a tensão superficial da solução de ramnolipídeos aumentou e 

atingiu o valor de 46,4 mN/m. No entanto, em valores de pH próximos à neutralidade (pH 6), 

o valor da tensão voltou ao inicial (34 mN/m), sugerindo que, em pH extremo os 

ramnolipídeos apenas precipitam, sem alterar sua estrutura. Isso é uma vantagem, pois, 

mesmo quando expostos a valores extremos de pH, o biossurfactante mantém sua estrutura 

química original. Com relação a estabilidade frente à concentração salina, a tensão superficial 

utilizando duas diferentes razões NaCl/biossurfactante (1:1 e 1:2) também foi avaliada (Figura 

18c). Para ambas as relações, o aumento da concentração salina em até 10% m/v aumentou a 

tensão superficial para 46 mN/m, que permaneceu constante em 20% m/v. 

 

Figura 18- Estabilidade do ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa (melaço 7% m/v e 120h) frente à 

temperatura (a), pH (b) e força iônica ( c). 

a) 
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                                                                    b) 

 

 

c) 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

Os resultados obtidos mostraram que, embora a tensão superficial aumentasse para 46 

mN/m em valores extremos de pH e concentrações de sal acima de 10%, ela ainda estava 

muito abaixo da tensão da água de 73 mN/m, o que torna os ramnolipídeos estáveis, 

termoestáveis e tolerantes à força iônica. Zhao et al. (2020) também avaliaram a influência da 

temperatura, pH e concentrações de NaCl na tensão superficial de ramnolipídeos produzidos 

por P. aeruginosa. Os autores obtiveram resultados semelhantes, pois valores extremos de pH 

e concentrações mais altas de NaCl aumentaram a tensão superficial até uma média de 40 

mN/m. 

 

 

 



63 

5.8 Índice de emulsificação 

 

Outra forma de analisar a aplicação prática de um tensoativo é a capacidade de 

produzir emulsões, ou seja, transformar líquidos imiscíveis em emulsões estáveis. Foram 

avaliadas as atividades emulsificantes dos ramnolipídeos frente a diferentes óleos (óleo de 

soja, mineral e de motor queimado) e um solvente orgânico (hexano). A figura 19ab mostra os 

resultados do índice de emulsificação após 24 h (EI24) e 72 h (EI72), respectivamente. O EI24 

variou de 22 ± 2 a 84,9% ± 3 e o EI72 variou de 21 ± 1 a 84,1% ± 2 para todos os óleos e 

solventes estudados, indicando que o aumento no tempo não influenciou na atividade 

emulsificante do biossurfactante. Os resultados mostram que os ramnolipídeos produzidos a 

partir do melaço possuem maior atividade emulsificante em óleos, principalmente em óleo de 

motor queimado, que apresentou maior índice de emulsificação (84,9% ± 3), característica 

que demonstra que este ramnolipídeo tem potencial para ser utilizado na recuperação de óleos 

em solos contaminados. 

 

Figura 19- Índice de emulsificação do ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa (melaço 7% m/v e 120h) após 

24h (a) e 72h (b). 

                                                           a) 
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                                                           b) 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

5.9 Remoção de óleo derramado em areia 

 

A emulsificação de compostos oleosos pode ser obtida por meio da atividade 

surfactante, que diminui a tensão superficial média e aumenta o deslocamento de substâncias 

oleosas na areia (AMANI et al., 2013). A recuperação avançada de óleo (Enhanced oil 

recovery -EOR) tem sido utilizada como um processo alternativo quando os tratamentos 

primários e secundários não são mais capazes de recuperar o óleo (VARJANI E UPASANI, 

2016a). 

Neste estudo, os ramnolipídeos presentes no caldo livre de células apresentaram bom 

desempenho na remoção do óleo da areia. Mesmo não purificado, o biossurfactante removeu 

58,51% ± 0,93 do óleo do motor e 70,09% ± 1,3 do óleo residual de soja, enquanto o controle 

removeu apenas 19,75% ± 6 e 18,80% ± 7,9, respectivamente. 

Silva et al., (2017) obtiveram 76% de remoção de óleo de motor em areia de 

granulometria semelhante a este trabalho utilizando ramnolipídeo produzido por 

Pseudomonas cepacia CCT6659, cultivada em meio mineral suplementado com 0,2% de 

NaNO3, 2% de óleo de soja pós-fritura e 3% de milhocina. Sharma et al. (2017) avaliaram a 

ação do ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa PBS na recuperação de petróleo bruto da 

areia e obtiveram 56,18 ± 1,59% de recuperação em um teste de laboratório de coluna do tipo 

sand-pack utilizando o caldo livre de células, o qual continha o biossurfactante. Nesse 

contexto, o ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa ATCC 9027 apresenta-se como uma 

potencial alternativa para aplicação em processos de recuperação avançada de óleo. 
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5.10 Dessorção de 2,4-D e atrazina em latossolo vermelho-amarelo 

 
5.10.1 Caracterização do solo 

 

A tabela 8 apresenta os resultados da caracterização do latossolo vermelho-amarelo 

utilizado neste trabalho.  

 

      Tabela 8- Caracterização físico-química do latossolo vermelho-amarelo utilizado neste estudo.  

 
Caracterização química 

 

 
Caracterização física (g/kg) 

pH (in CaCl2) 4,4 Argila (<0.002 mm) 453 
M.O. (g/dm³) 11 Silte (0.053-0.002 mm) 217 
P (mg/dm³) 2 Areia grossa (2-0.21 mm) 170 
K (mmol/dm³) 0,5 Areia fina (0.21-0.053) 160 
Ca (mmol/dm³) 9 Areia Total 330 
Mg (mmol/dm³) 7   
H+Al (mmol/dm³) 20   
Al (mmol/dm³) 2   
Soma de bases (mmol/dm³) 17   
Capacidade de Troca Catiônica 
(CTC) (mmol/dm³) 

37   

Saturação de bases (V%) 45   
Saturação de Al (m%) 11   

Fonte: Do autor, 2023. 

 

Observando os resultados da caracterização, nota-se de imediato que o solo em 

questão é ácido (pH = 4,4) e classificado como argiloso (45,3% argila), segundo a 

EMBRAPA, 2006. Em relação à Capacidade de Troca Catiônica (CTC), uma baixa valor é 

observado (< 50 mmolc/dm³). A CTC indica a quantidade de cargas negativas no solo 

provenientes dos ânions da Matéria Orgânica (MO) e do húmus, entre outros; ou seja, quanto 

maior a CTC, maior a quantidade de cátions que o solo pode reter (Christoffoleti et al., 2008). 

Era de se esperar que para o solo deste estudo fosse encontrado um valor de CTC 

maior por ser predominantemente argiloso. Entretanto, vale ressaltar que a CTC é 

influenciada pelo pH, e valores baixos de pH diminuem a CTC, o que pode explicar o baixo 

valor obtido. 

Além disso, há uma quantidade muito baixa de matéria orgânica presente (<15 g/dm³), o 

que também pode ter contribuído para a baixa CTC, já que um dos principais responsáveis 

pela carga negativa do solo é a matéria orgânica (Christoffoleti e outros, 2008). 
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5.10.2 Contaminação artificial do latossolo vermelho- amarelo com 2,4-D e atrazina 

 

A tabela 9 apresenta os resultados de adsorção da atrazina e do 2,4-D no teste de 

contaminação artificial do solo. O coeficiente de adsorção (Kd) foi calculado pela razão entre 

a quantidade de herbicida adsorvida no solo e a quantidade de herbicida na solução de 

equilíbrio. Considerando que a fração de matéria orgânica do solo é o principal fator 

responsável pela adsorção, também é possível calcular o Koc através da relação entre Kd e % 

de carbono orgânico presente, indicando a tendência do herbicida de particionar da fase 

líquida à matéria orgânica do solo (Vieira et al., 1999). 

 

      Tabela 9- Resultados da contaminação artificial do latossolo com atrazina e 2,4-D. 

 Atrazina 2,4-D 

Concentração inicial no sobrenadante (mg/L) 58.63 49.57 

Concentração final no sobrenadante (mg/L) 50.26 6.67 

pH inicial 6.7 5.05 

pH final 3.7 4.44 

% Adsorvida 14.27 86.54 

Kd (mL /g) 0.83 19,82 

Koc (mL/g) 13,04 310,67 

Fonte: Do autor, 2023. 

 

Pelas características apresentadas pelo solo em estudo, era esperado que os compostos 

aniônicos fossem melhor adsorvidos por ele, enquanto os compostos catiônicos teriam uma 

adsorção mais difícil, visto que a CTC e o pH obtidos foram baixos. E esse comportamento 

foi observado no teste de contaminação artificial do solo pelos herbicidas atrazina e 2,4-D. 

Levando em consideração que a contaminação artificial do solo ocorreu em pH próximo ao 

neutro, sendo a atrazina um herbicida de caráter básico com pka de 1,7, sua forma 

predominante era a molecular, enquanto o 2,4-D, um herbicida de caráter ácido (pka = 2,6), 

era encontrado predominantemente na forma de ânions, facilitando a sorção pelo solo. 

Fatores como a natureza do grupo funcional da molécula (carboxila, carbonila, 

hidroxila e amino) podem influenciar significativamente na carga de agrotóxicos, uma das 

principais propriedades que regem a adsorção de compostos no solo. Compostos contendo o 

grupo amino podem protonar, dependendo de seu pKa, e adsorver ao solo como cátions. A 

carga pode ser fraca, resultante de uma distribuição desigual de elétrons produzindo 

polaridade na molécula, ou pode ser forte, resultando em dissociação (Grey et al., 1997). O 
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pH, por sua vez, é outro fator importante e rege a ionização e a dissociação da maioria das 

moléculas orgânicas. Pesticidas ácidos são doadores de prótons e, em pH alcalino, tornam-se 

ânions (Sadegh-Zadeh, 2017). 

Outro fator que corrobora com a hipótese de baixa afinidade desse solo com o 

herbicida atrazina e maior afinidade pelo 2,4-D são os valores de Koc obtidos. Valores de Koc 

abaixo de 15 mL/g indicam baixa afinidade do herbicida pelo solo, como é o caso da atrazina 

(Koc = 13,04 mL/g), enquanto valores entre 75 e 500 mL/g indicam afinidade moderada. 

Quanto menor o Koc, mais móvel tende a ser o contaminante no solo e mais facilmente lixivia 

(Schwarzenbachet al., 1993). 

Outros autores obtiveram resultados semelhantes ao deste estudo. Ben-Hur et al. 

(2003) estudaram os efeitos da MO na afinidade do solo pela atrazina, e os resultados 

indicaram que solos com alto teor de MO apresentaram maior afinidade pelo herbicida. Em 

contraste, para os compostos 2,4-D, naftaleno e cloropirifóis, a absorção foi 

significativamente reduzida com o aumento do teor de MO (Li et al., 2005). Portanto, fica 

clara a influência das características físico-químicas do solo e dos herbicidas na sorção deste 

último. 

 

5.10.3 Dessorção de 2,4-D e atrazina em latossolo vermelho-amarelo utilizando 

biossurfactante 

 

A figura 20 mostra a comparação dos resultados da dessorção em diferentes valores de 

pH e concentrações de biossurfactante avaliadas (0,5 CMC-90 mg/L ramnolipídeos, 1 CMC-

180 mg/L ramnolipídeos, 5 CMC-900 mg/L ramnolipídeos e Controle) para atrazina e 2 ,4-D. 
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Figura 20- Comparação entre os tratamentos aplicados na dessorção da (a) 2,4-D e (b) atrazina em latossolo 

vermelho-amarelo em diferentes pHs (3, 7 e 9) e concentrações de ramnolipídeos (0- rosa; 0,5 CMC- verde; 1 

CMC- lilás; 5CMC- amarelo). 

a) 

 

b) 

 
Fonte: Do autor, 2023. 

 

Moléculas hidrofóbicas polares, como atrazina e 2,4-D, por exemplo, possuem 

estruturas moleculares não uniformes e grupos hidrofílicos, levando-as a apresentar 

comportamentos diferentes e variados dentro de um sistema solo-surfactante. Há uma melhora 

na dessorção do herbicida 2,4-D quando o tratamento com o biossurfactante é aplicado no 

solo, principalmente em pH alcalino e na concentração de 900 mg/L. Para o controle, sem 

aplicação de ramnolipídeo, obteve-se dessorção do herbicida de até 5,64 mg/kg de solo, 

enquanto para as concentrações de 90 mg/L (0,5 CMC), 180 mg/L (1 CMC) e 900 mg/L (5 
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CMC) de ramnolipídeos, a dessorção de 2,4-D atingiu 8,10, 7,35 e 13,17 mg/kgsolo, 

respectivamente, todos em pH 9. Em um estudo realizado para avaliar a atividade de 

ramnolipídeos juntamente com ácidos orgânicos na dessorção de fenantreno, os autores 

também obtiveram as maiores dessorções em pH alcalino, 7,61 a 12,19 mg/kgsolo (An et al., 

2011). 

Para atrazina, a dessorção foi estimulada em pH ácido e neutro, obtendo 20,13; 19,54; 

19,83 e 25,66 mg/kgsolo dessorvido nas lavagens com água, 0,5 CMC, 1 CMC e 5 CMC das 

soluções biossurfactantes, respectivamente, em pH 7. An et al., (2011) estudaram a dessorção 

de fenantreno no solo sob a ação de ramnolipídeos e ácidos orgânicos. Diferentes 

concentrações de biossurfactantes foram utilizadas. Os autores obtiveram 8,76 mg/kgsolo de 

dessorção do contaminante no solo usando uma solução de 50 mg/L de ramnolipídeos. Para as 

soluções de 100 e 200 mg/L de ramnolipídeos, a dessorção de fenantreno foi ainda maior, de 

12,05 e 13,12 mg/kg, respectivamente. Wu et al., (2020) obtiveram dessorção crescente de 

fenantreno até uma concentração de ramnolipídeos de 1 g/L; quando sua concentração 

aumentou para 3 g/L, a remoção aumentou lentamente, indicando que atingiu um platô com 

42% de eficiência. As tabelas 10 e 11 apresentam os dados obtidos no teste de Tukey com 

95% de confiança na dessorção dos herbicidas atrazina e 2,4-D sob ação de diferentes 

concentrações de biossurfactante e diferentes valores de pH, bem como a interação entre eles. 

 

Tabela 10- Análise de Tukey para avaliação da significância da concentração de ramnolipídeos e pH na 

dessorção da atrazina e 2,4-D em latossolo vermelho-amarelo. 

 
Dessorção de atrazina (%) 

 

Conc. ramnolipídeo Significância Grupos pH Significância Grupos 

Controle 50,3023  b  9 51,3415 a   

0,5 CMC 48,6162  b  7 50,9045 a b  

1 CMC 47,6117  b  3 48,2883  b  

5 CMC 54,1822 a        

 
Dessorção de 2,4-D (%) 

 
Conc. ramnolipídeo Significância Grupos pH Significância Grupos 

Control 2,7032   c 9 4,0054 a    

0,5 CMC 3,1148  b  7 3,6735   b  

1 CMC 3,0223  b  3 3,2547     c 

5 CMC 5,7378 a         

* Grupos que não possuem a mesma letra são estatisticamente diferentes. 
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Tabela 11- Análise de Tukey para avaliação da significânia entre a Interação Ramnolipídeo X pH na dessorção 

de atrazina e 2,4-D de latossolo vermelho-amarelo.  

 
Dessorção de atrazina (%) 

 
Tratamento pH = 3 pH = 7 pH = 9 

Controle 46,13 ± 0,02 c,d 48,13 ± 0,20 b,c,d 56,65 ± 1,18 a 
0,5 CMC 44,73 ± 0,29 d 46,72 ± 1,53 b,c,d 54,40 ± 0,50 a,b 
1 CMC 48,11 ± 0,09 b,c,d 47,42 ± 3,42 b,c,d 47,31 ± 0,54 b,c,d 
5 CMC 54,18 ± 1,13 a,b,c 61,36 ± 2,63 a 47,01 ± 1,21 b,c,d 

 
Dessorção de 2,4-D (%) 

 
Tratamento pH = 3 pH = 7 pH = 9 

Controle 2,64 ± 0,00 e,f 2,78 ± 0,01 e,f 2,70 ± 0,03 e,f 
0,5 CMC 2,30 ± 0,02 f 3,36 ± 0,04 c,d 3,69 ± 0,16 c 
1 CMC 2,79 ± 0,06 e,f 2,94 ± 0,03 d,e 3,35 ± 0,17 c, d 
5 CMC 5,30 ± 0,2 b 5,62 ± 0,15 b 6,30 ± 0,04 a 

* Grupos que não possuem a mesma letra são estatisticamente diferentes. 

 
De acordo com a ANOVA, tanto a concentração de biossurfactantes quanto o pH e a 

interação entre esses dois fatores mostrou diferença estatisticamente significativa na 

dessorção de atrazina no solo (p-valor < 0,05). O teste de Tukey (Tabela 3) indicou que as 

dessorções realizadas em pH alcalino diferiram daquelas realizadas em pH neutro e ácido, 

sendo os dois últimos estatisticamente iguais. Ao utilizar solução de biossurfactante, as 

melhores eficiências de dessorção de atrazina ocorreram em pH neutro e ácido, enquanto em 

pH alcalino, o uso do ramnolipídeo prejudicou o processo de sorção, apresentando eficiências 

inferiores às obtidas pelo controle nas mesmas condições. Esse comportamento pode ser 

explicado pelo fato de que, quanto mais ácido o meio, maior a concentração de atrazina na 

forma catiônica; por outro lado, o solo com pH baixo tem sua CTC reduzida, portanto, menor 

capacidade de retenção desses cátions, o que facilita o processo de dessorção do herbicida 

(Christoffoleti et al., 2008). Os ramnolipídeos, por sua vez, em meio ácido tendem a protonar 

seus carboxilatos, comportando-se, neste caso, como um tensoativo não iônico (Abbasi et al., 

2013). 

Ao comparar a dessorção da atrazina com a solução controle (somente água), para as 

condições a 0,5 CMC e 1 CMC, não houve diferença estatisticamente significativa nos valores 

de pH 3 e 7 pelo teste de Tukey (Tabela 4); ou seja, lavando o solo com água ou soluções 

biossurfactante 0,5 CMC e 1 CMC, o resultado de sorção obtido foi o mesmo nessas 

condições. É aceito que os monômeros de surfactantes presentes no solo em concentrações 

abaixo da CMC sejam responsáveis pela maior interação surfactante-solo, podendo até 

aumentar sua capacidade de sorver poluentes orgânicos. As soluções de surfactantes do solo 
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só serão capazes de solubilizar os poluentes sorvidos quando a fase micelar atingir o 

equilíbrio de sorção com o solo (Chin et al., 1996). Mata-sandoval et al. (2002) obtiveram 

resultados semelhantes em estudo que avaliou o efeito de uma mistura de ramnolipídeos de P. 

aeruginosa UG2 na dessorção de atrazina, que não apresentou boa resposta na dessorção do 

herbicida no solo em concentrações de ramnolipídeos abaixo da CMC. 

Ao utilizar solução de biossurfactante a 5 CMC (900 mg/L ramnolipídio) em pH ácido 

e neutro, as eficiências de dessorção obtidas foram estatisticamente significativas e superiores 

quando comparadas ao controle nesses valores de pH (+17,4% e +27,5%, respectivamente); 

porém, em pH alcalino, foi inferior ao obtido pelo controle (-17,0%). Quanto aos valores de 

pH (3, 7 e 9), estes diferiram entre si pelo teste de Tukey quando aplicado à lavagem do solo. 

Com relação ao 2,4-D, todos os fatores avaliados também foram relevantes no 

processo de dessorção no latossolo. Tanto a concentração do biossurfactante quanto o pH e a 

interação entre eles foram significativos (p-valor < 0,05), ou seja, interferiram na dessorção 

do herbicida no solo. Os ramnolipídeos são fortemente dependentes do pH, pois sua 

morfologia e agregação são governadas pelo pH (Baccile et al, 2012). Este fato foi 

evidenciado neste estudo, que mostrou eficiências de dessorção significativamente diferentes 

nos diferentes valores de pH avaliados (Tabela 4). Analisando-se a eficiência de dessorção do 

tratamento que utilizou ramnolipídeo a 5 CMC (900 mg/L), em pH 9, o valor obtido foi 32% 

superior ao obtido para pH 3. Em pH ácido, no tratamento do solo com 2,4 -D utilizando 

solução de biossurfactante 0,5 CMC, houve ainda perda na eficiência de dessorção, obtendo-

se uma eficiência 12,8% inferior à obtida com o controle nas mesmas condições. 

Embora os ramnolipídeos, em geral, tenham sua atividade tensoativa afetada por 

valores extremos de pH (pH < 4 e pH > 8) (Raza et al., 2010), neste estudo, as melhores 

recuperações de 2,4-D do solo ocorreram em pH alcalino, com ganhos em relação ao controle 

de 133,5% para 900 mg/L ramnolipídios, 24,12% para 180 mg/L ramnolipídios e 36,8% para 

90 mg/L ramnolipídeos. Wu et al., (2020) avaliaram o efeito do pH na dessorção de 

fenantreno e chumbo (Pb) do solo e obtiveram resultados semelhantes. A dessorção de 

compostos foi maximizada para 66,1% e 17,4%, respectivamente, quando o pH foi aumentado 

de 4 para 6. 

Tal comportamento pode ser explicado pelo fato de que, em pH alcalino, a CTC do 

solo aumenta (Christoffoleti et al., 2008), levando a uma maior formação de cargas aniônicas 

e consequente repulsão do 2,4-D, que é encontrado principalmente na forma de ácido aniônico 

quando pH do solo > pka 2,4-D (pka ~2,6), apresentando maiores chances de dessorção e 

transporte. Por outro lado, o solo carregado negativamente tende a absorver minimamente os 
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ramnolipídeos, que são encontrados principalmente na forma aniônica nessa faixa de pH 

(Abbasi et al., 2013). Grupos de ramnolipídeos tornam-se mais carregados negativamente 

com o aumento do pH, e um tamanho de cabeça maior é formado devido ao aumento da 

repulsão de carga, o que facilita a mudança na morfologia de lamelas para micelas (Baccile et 

al, 2012). Tratando-se das concentrações de ramnolipídeos utilizados na dessorção do 2,4-D 

(0,5 CMC; 1 CMC e 5 CMC), igualmente à atrazina, as melhores dessorções ocorreram com o 

tratamento de 5 CMC, enquanto o desempenho da dessorção com o uso das soluções de 0,5 

CMC e 1 CMC foram estatisticamente iguais, de acordo com o teste de Tukey. Semelhante a 

este estudo, outros autores obtiveram resultados os quais demostraram que a quantidade 

dessorvida de contaminantes do solo (orgânicos persistentes, hidrocarbonetos, etc.) aumentou 

proporcionalmente com o aumento da concentração dos ramnolipídeos (An et al., 2011; Chul-

Hwan Kim et al., 2019; Wu et al., 2020); no entanto, essa concentração deve ser avaliada com 

base na finalidade do processo, eficiência e requisitos econômicos. 

 
5.10.4 Isotermas de sorção 

 

A tabela 12 e figura 21 apresentam os dados experimentais e dados ajustados aos 

modelos de Freundlich, Langmuir e Gunary para a dessorção dos herbicidas 2,4-D e atrazina 

no latossolo vermelho-amarelo. 

 

Tabela 12- Parâmetros para as isotermas de sorção de 2,4-D e atrazina em latossolo vermelho-amarelo segundo 

modelos de Freundlich, Langmuir e Gunary. 

2,4-D Atrazina 

Freundlich pH 3 pH 7 pH 9 Freundlich pH 3 pH 7 pH 9 

Kf 0,2193 0,2200 0,2204 Kf 0,1403 0,2082 0,1635 

1/n -0,0382 -0,0407 -0,0430 N -0,9830 -1,1901 -1,0623 

R² 0,9952 0,9932 0,9832 R² 0,9976 0,9993 0,9992 

Langmuir       Langmuir       

Kl -10,790 -9,4268 -8,8961 Kl -0,2955 -0,2480 -0,2726 

q máx 0,2037 0,2026 0,2020 q máx 0,01065 0,00858 0,0097 

R² 0,9764 0,9694 0,9265 R² 0,9899 0,9962 0,9971 

Gunary       Gunary       

k1g 1,1894 1,4882 1,6696 k1g 2089,9072 2930,9673 3066,7198 

k2g 5,5541 5,6631 5,7431 k2g 445,1744 570,7659 583,6954 

k3g -2,0803 -2,4460 -2,6890 k3g -1840,6050 -2490,6409 -2576,7234 

R² 0,9999 0,9999 0,9999 R² 0,9999 0,9999 0,9999 
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Figura 21- Isotermas de sorção para 2,4-D e atrazine obtidas experimentalmente (     ) e segundo modelos de 

Freundlich (---), Langmuir (---) e Gunary (---). a) 2,4-D em pH 3; b) 2,4-D em pH 7; c) 2,4-D em pH 9; d) atrazina 
em pH 3; e) atrazina em pH 7; f) atrazina em pH 9. 
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Fonte: Do autor, 2023. 
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As isotermas de sorção ajudam a determinar informações relevantes sobre o processo, 

como a natureza da sorção e a capacidade máxima. Os resultados obtidos para o processo de 

dessorção do 2,4-D mostram que os melhores ajustes foram obtidos com o modelo de Gunary, 

que apresentou valores de coeficiente de correlação maiores que 0,9999, e o modelo de 

Freundlich (R² médio de 0,9914), enquanto para o modelo de Lagmuir, o R² médio foi de 

0,9627, indicando que multicamadas do herbicida são dessorvidas na superfície do solo, 

conforme proposto nos modelos de Gunary e Freundlich (Hernández-Flores et al., 2018; 

Martinez-Iglesias et al, 2015), e não monocamadas com sorção homogênea, hipótese sugerida 

pelo modelo de Langmuir (Martinez-Iglesias et al, 2015). O mesmo comportamento é 

observado para a dessorção da atrazina, ajustando-se mais aos modelos de Gunary e 

Freundlich.  

Os valores de 1/n obtidos pelo modelo de Freundlich (0 < 1/n < 1) (Tabela 11) indicam 

que o processo de dessorção foi favorável para o 2,4-D em todos os valores de pH analisados, 

enquanto para atrazina, em pH básico, o processo foi desfavorável (1/n > 1). Com relação aos 

valores de Qmax obtidos pelo modelo de Langmuir, observa-se que o modelo subestimou a 

dessorção, pois os valores experimentais de qe foram maiores. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Os resultados mostraram que a utilização de um substrato renovável à base de melaço 

como única fonte de carbono foi bem-sucedida para a produção de ramnolioídeos por 

P. aeruginosa ATCC 9027, sendo este substrato de baixo custo e alto valor 

nutricional; 

 

• Não foi verificada produção de ramnolipídeos por P. fluorescens no substrato à base 

de melaço. Possivelmente outro biossurfactante foi produzido, haja vista a redução da 

tensão superficial e atividade emulsificante, no entanto, não da classe dos 

ramnolipídeos; 

 

• A maior produção de biossurfactantes foi atingida com melaço 7% e 120h de 

fermentação para P. aeruginosa (758,04 ± 37,4 mg/L) promovendo redução da tensão 

superficial para 34,01 ± 8 mN/m. Já a produção máxima de biossurfactantes com P. 

fluorescens foi alcançada com melaço 3% em 30h de fermentação, que promoveu a 

redução da tensão superficial para 46,53 mN/m; 

 

• As análises cromatográficas confirmaram a produção de ramnolipídeos por P. 

aeruginosa em meio à base de melaço, identificando-se os 2 principais homólogos 

produzidos pela espécie, de acordo com a literatura, mono-ramnolipídeos (62,3%) e 

di-ramnolipídeos (37,6%); 

 

• O ramnolipídio produzido por P. aeruginosa ATCC9027 apresentou boa estabilidade 

frente a condições adversas de temperatura (tensão superficial do meio permaneceu 

em 35 mN/m), sais e pH (aumento da tensão superficial do meio de 35 mN/m para 46 

mN/m); 

 

• A produtividade de biomassa e ramnolipídeos foi de QX = 0,016 g/L.h e QP = 0,006 

g/L.h, respectivamente, valores próximos aos encontrados na literatura para produção 

de biossurfactantes com fontes de carbono hidrofílicas; 

 



77 

• Boa atividade emulsificante do ramnolipídeo foi verificada, especialmente no óleo de 

soja (IE 24h = 57,5 ± 2%) e no óleo de motor queimado (IE 24h = 84,9 ± 3%). Tais 

características indicam seu potencial para uso na indústria e na biorremediação; 

 

• Boa recuperação de óleo em areia sob ação do caldo livre de células contendo o 

ramnolipídeo produzido (58,51 % ± 0,93 de óleo motor queimado e 70,09 % ± 1,31 de 

óleo de soja pós-fritura); 

 

• A recuperação de herbicidas do solo está intimamente ligada ao tipo de solo em que o 

composto foi sorvido, às características do solo e do contaminante, bem como ao seu 

pH; 

 

• Os ramnolipídeos e herbicidas avaliados neste estudo são fortemente dependentes do 

pH. Os melhores resultados de dessorção dos herbicidas atrazina e 2,4-D em latossolo 

vermelho‒amarelo foram obtidos com a concentração de 5 CMC (900 mg/L) do 

biossurfactante em pH neutro e alcalino, respectivamente, que dessorveram 25,67 mg 

de atrazina /kgsolo e 13,17 mg de 2,4-D/kgsolo.  

 

• O melhor ajuste dos dados de sorção para ambos os herbicidas foi obtido com o 

Modelo de Gunary, o qual apresentou coeficiente de ajuste de R² = 0,9999; 

 

• Os resultados obtidos na dessorção indicam o potencial dos ramnolipídeos para 

aplicação em Processos de Remediação com Surfactantes (SER- Surfactant Enhanced 

Remediation), podendo ter sua eficiência otimizada pelo ajuste de pH e concentração 

do biossurfactante.  
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Avaliação da produção de ramnolipídeos por P. aeruginosa em melaço 7% por mais 

de 120h de fermentação; 

 

• Avaliação da produção de ramnolipídeos por P. aeruginosa em substrato de melaço 

7% acrescido de uma fonte de carbono hidrofóbica, como óleo de soja residual, por 

exemplo, a fim de alcançar um melhor rendimento de substrato em produto; 

 

• Estudo da dessorção de 2,4-D e atrazina em solo sob ação do biossurfactante, 

avaliando-se a influência da concentração de matéria orgânica no processo; 

 

• Estudo da dessorção de outras classes de herbicidas e outros tipos de solos sob ação de 

ramnolipídeos;  
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ABSTRACT 

 

The present study aims to evaluate the growth potential of the P. aeruginosa ATCC9027 

strain with molasses as the sole carbon source to produce rhamnolipids. The influence of the 

cultivation time and substrate concentration on biosurfactant production was investigated by 

using a complete 3-level factorial design, with the rhamnolipid concentration as the variable 

response. The strain was able to produce the biosurfactant in all design conditions tested, 

producing 758.04 mg/L rhamnolipids with 7% v/v substrate concentration in a cultivation 

time of 120 h. The substrate concentration used in the cultivation step directly influenced the 

biosurfactant production, and, even with the decrease in biomass growth, the biosurfactant 

production continued to increase. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

revealed the presence of 62.3% mono- (RL1) and 37.6% di-rhamnolipids (RL3). The stability 

tests showed that the biosurfactant has good performance in extreme conditions of 

temperature, pH and saline concentration. The emulsification index was also evaluated for 

several oils and hydrocarbons, obtaining emulsification rates of up to 84.9% for the burnt 

motor oil. In addition, rhamnolipid showed a good ability to remove spilled oil from the sand, 

removing 58.51% of burnt motor oil and 70.09% of post-frying soybean oil. The results 

indicate that molasses, an agro-industrial residue abundant in Brazil, can be used as the only 

carbon source for quality rhamnolipid production when under optimized conditions, therefore 

presenting itself as a management option for this residue and, at the same time, providing the 

production product with high added value. 

 

Keywords: Agro-industrial subproduct. Biosurfactant. Molasses. Pseudomonas aeruginosa. 

Rhamnolipids 
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ABSTRACT 

 

The present work investigate the performance of the rhamnolipid biosurfactant in the removal 

of the pesticides atrazine and 2,4 D from an artificially contaminated tropical soil. The 

rhamnolipid was produced by Pseudomonas aeruginosa using molasses 7 % m/v as carbon 

source. A red‒yellow latosol, a tropical soil, was characterized as chemical and physical 

properties and then was artificially contaminated with the herbicides. The Kd value of 19.82 

mL/g indicated high affinity to 2,4 D to the latosol, contrary to atrazine with Kd = 0.83 mL/g. 

The desorption tests in contaminated soil indicated that the presence of the biosurfactant 

enhance pesticides removal, and was strongly influenced by the pH and biosurfactant 

concentrations. Both pesticides attained higher values of desorption at higher biosurfactant 

concentration 5 CMC (900 mg/L), but at different pHs. From atrazine, higher value of 

desorption 25.66 mg/kg soil was attained in pH 7.0 while desorption of 2,4 D was 13.17 

mg/kg at pH 9.0. The Gunary model was the best model fitted to the experimental data for 

both pesticides, indicating a multilayer desorption. The results indicate that rhamnolipids are a 

promising alternative for use in Surfactant Enhanced Remediation (SER) contributing to the 

recovery of pesticide-contaminated soils. 

 

Keywords: Atrazine; 2,4-D; Desorption; Biosurfactant; Rhamnolipids. 
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RESUMO 

 

O presente estudo teve como objetivo a produção de biossurfactantes por Pseudomonas 

fluorescens ATCC 13525, utilizando-se como única fonte de Carbono um resíduo da indústria 

canavieira, o melaço. Diferentes concentrações de melaço e tempos de fermentação foram 

avaliados. A produção de biossurfactantes foi monitorada por meio da tensão superficial, 

concentração de ramnose e índice de emulsificação (IE 24h). Os resultados mostraram a 

produção máxima de biossurfactantes ocorreu em 30h de fermentação, obtendo-se redução da 

tensão superficial do meio para 46,54 ± 1,1 mN/m e concentração de ramnose (243,95 ± 38,3 

mg/L) com substrato a 3% de melaço. A análise positiva de ramnose sugere que o 

biossurfcatante produzido pode ser do tipo Ramnolipídeo, um glicolipídeo comumente 

produzido pelo gênero Pseudomonas. Os índices de emulsificação em óleo de soja mostraram 

que, mesmo em baixas concentrações de biossurfcatante, uma boa atividade emulsificante 

pôde ser notada (IE 24h de até 56%).  

 

Palavras-chave: Biossurfactantes; Pseudomonas fluorescens; Melaço; Resíduos 

agroindustriais.  

 

ABSTRACT 

 

The present study aimed to produce biosurfactants by Pseudomonas fluorescens ATCC 

13525, using molasses as the sole carbon source. Different molasses concentrations and 

fermentation times were evaluated. The biosurfactants production was monitored by means of 

the surface tension, rhamnose concentration and emulsification index (IE 24h). The results 

demonstred that the maximum biosurfactants production occurred in 30h of fermentation, 

resulting in a reduction in the surface tension of the medium to 46.54 ± 1.1 mN/m and 

rhamnose concentration (243.95 ± 38.3 mg/L), obtained with substrate at 3% molasses. The 

positive analysis of rhamnose suggests that the biosurfactant produced may be of the 

Rhamnolipid type, a glycolipid commonly produced by the genus Pseudomonas. The 

emulsification in soybean oil showed that, even at low concentrations of biosurfactant, a good 

emulsifying activity could be noticed (IE 24h up to 56%). 

 

Keywords: Biosurfactants; Pseudomonas fluorescens; Molasses; Agro-industrial byproduct. 

 


