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Avaliação de resíduos agroindustriais como substratos para a produção de biosurfatantes por Bacillus

Introdução

Os surfatantes constituem uma
classe importante de compostos quí-
micos amplamente utilizados em di-
versos setores industriais. Estima-se
que a produção mundial de surfatan-
tes exceda 3 milhões de toneladas
por ano (Banat, 2000), sendo utiliza-
dos principalmente como matéria-
prima na fabricação de detergentes
de uso doméstico.

A grande maioria dos surfatan-
tes disponíveis comercialmente é
sintetizada a partir de derivados de
petróleo. Entretanto, o crescimento
da preocupação ambiental dos con-
sumidores combinado com novas
legislações de controle do meio am-
biente levaram os cientistas a
pesquisar surfatantes biológicos
como alternativa para os produtos
existentes.

Os biosurfatantes produzidos
por microrganismos vêm, nos últi-
mos anos, despertando considerá-
vel interesse devido à sua natureza
biodegradável, baixa toxicidade e
diversidade de aplicações. Entre as
aplicações comerciais dos biosurfa-
tantes destacam-se a recuperação
do petróleo, biorremediação de
poluentes, formulação de lubrifican-
tes, além de diferentes utilizações
na indústria têxtil, cosmética, ali-
mentícia e farmacêutica.

Atualmente, os biosurfatantes
ainda não são amplamente utilizados
pela indústria, devido ao seu alto
custo de produção, associado a mé-
todos ineficientes de recuperação do
produto e ao uso de substratos caros.

Porém, o problema econômico da
produção de biosurfatantes pode ser
significativamente reduzido por meio
do uso de fontes alternativas de nu-
trientes facilmente disponíveis e de
baixo custo.

Uma possível alternativa para
a produção de biosurfatantes seria
o uso de subprodutos agrícolas ou
de processamento industrial. Atual-
mente, o aproveitamento de resí-
duos vem sendo incentivado por
contribuir para a redução da polui-
ção ambiental, bem como por per-
mitir a valorização econômica dos
resíduos que seriam simplesmente
descartados.

O que são biosurfatantes?

Os biosurfatantes possuem uma
estrutura comum: uma porção
lipofílica, usualmente composta por
cadeia hidrocarbonada de um ou mais
ácidos graxos, que podem ser
saturados, insaturados, hidroxilados
ou ramificados, ligados a uma porção
hidrofílica, que pode ser um éster,
um grupo hidróxi, fosfato, carboxilato
ou carbohidrato (Cameotra & Makkar,
1998; Bognolo, 1999).  Os microrga-
nismos produtores distribuem-se em
diversos gêneros, sendo a maioria
produzida por bactérias.  As princi-
pais classes  de biosurfatantes inclu-
em glicolipídios, lipopeptídios e
lipoproteínas; fosfolipídios e ácidos
graxos; surfatantes poliméricos e sur-
fatantes particulados (Desai &
Desai,1993).

Em relação aos surfatantes con-
vencionais, os biosurfatantes apre-
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sentam vantagens como (Bognolo,
1999):

• elevada atividade superficial e
interfacial, o que os torna com-
paráveis ou superiores aos sinté-
ticos (detergentes aniônicos
sulfatados) em termos de
efetividade e eficiência;

• maior tolerância a  pH, tem-
peratura e força iônica;

• biodegradabilidade;

• baixa toxicidade.

Os biosurfatantes  apresentam
ainda a vantagem de poder ser sin-
tetizados a partir de substratos
renováveis e de possuir grande di-
versidade química, possibilitando
aplicações específicas para cada caso
particular (Desai & Banat, 1997).
Outra vantagem dos biosurfatantes
reside no fato de não serem com-
postos derivados de petróleo, fator
importante à medida que os preços
do petróleo aumentam. Além disso,
a estrutura química e as proprieda-
des físicas dos biosurfatantes po-
dem ser modificadas através de ma-
nipulações genéticas, biológicas ou
químicas, permitindo o desenvolvi-
mento de novos produtos para ne-
cessidades específicas.

Substratos não convencionais

O sucesso da produção indus-
trial de biosurfatantes depende do
desenvolvimento de processos mais
baratos e do uso de matérias-primas
de baixo custo, uma vez que estas
representam entre 10% a 30% do
custo total (Cameotra & Makkar,
1998). Apesar disso, poucos traba-
lhos têm sido publicados com vistas
a produzir biosurfatantes a partir de
resíduos (Tabela 1). A dificuldade

na seleção de um resíduo está em
encontrar a composição adequada
de nutrientes que permita o cresci-
mento celular e o acúmulo do pro-
duto de interesse. Em geral, substra-
tos agroindustriais que contenham
altos níveis de carbohidratos ou de
lipídeos suprem a necessidade de
fonte de carbono para a produção
de biosurfatantes. O estabelecimen-
to de um processo biotecnológico a
partir desses substratos alternativos
também  apresenta  outra dificulda-
de, que é a padronização devido às
variações naturais de composição,
bem como os custos de transporte ,
armazenagem e tratamento prévio
necessários.  Entretanto, a utilização
de resíduos pode diminuir os custos
de produção para níveis competiti-
vos em relação aos similares obtidos
por via petroquímica e, ao mesmo
tempo, reduzir os problemas ambi-
entais relativos ao descarte e aos
custos do tratamento (Mercade &
Manresa, 1994; Makkar & Cameotra,
1999a; Makkar & Cameotra, 2002).
Finalmente, deve-se considerar que
o Brasil é um país essencialmente
agrícola e que, portanto, a quantida-
de e a facilidade de acesso aos
subprodutos agroindustriais é bas-
tante significativa.

Biosurfatantes produzidos por

Bacillus

Algumas bactérias do gênero
Bacillus produzem diversos lipo-
peptídeos que demonstram ativida-
de tensoativa ( Rosenberg & Ron,
1999). As culturas de Bacillus

subtilis produzem um lipopeptídeo
cíclico conhecido como surfactina
ou subtilisina (Arima et al., 1968),
considerado um dos mais potentes
biosurfatantes conhecidos (Figura
1). A surfactina também demons-
trou atividade anticoagulante, anti-
tumoral, antimicrobiana, e, mais re-
centemente, estudos comprovaram
atividade antiviral e antimicoplas-
ma (Vollenbroich et al, 1997a,
1997b).

O objetivo deste estudo foi veri-
ficar a potencialidade do uso de subs-
tratos alternativos para a produção
de biosurfatante por isolados de
Bacillus.

Materiais e Métodos

Foram utilizados cinco isola-
dos de Bacillus sp. produtores de
biosurfatante pertencentes à cole-
ção de culturas do Laboratório de
Bioquímica de Alimentos. Para a

Figura 1.  Estrutura da surfactina produzida por Bacillus subtilis.
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produção de biosurfatante foram
utilizados:

• melaço (3% v/v sólidos solú-
veis) pH 6,0;

• manipueira (resíduo líquido
proveniente da fabricação de fa-
rinha de mandioca) pH 5,8-5,9;

• soro de leite (fabricação de
queijo mussarela) pH 6,4 ;
• meio sintético proposto por
Cooper et al. (1981) pH 6,8-6,9.

A manipueira foi tratada previa-
mente com aquecimento a 100°C,
por 3 minutos e centrifugação  a
10.000 rpm, por 20 minutos, para
remoção de sólidos. O pH dos resí-
duos não foi ajustado.  Os meios
foram esterilizados em autoclave a
121°C, por 20 minutos.

Uma alçada das culturas mantidas
a 4°C  foi transferida para erlenmeyer de
50 mL,  com 20 mL de caldo nutriente e
incubada em agitador rotatório a 120
rpm,  30°C, por 24 horas. Após, 1 mL de
cada cultura a ser testada foi inoculado
em frascos erlenmeyers de 50 mL con-
tendo 15 mL dos respectivos meios,
que foram  incubados em agitador
rotativo tipo shaker  a 30°C e 150 rpm,

por 72 horas.  Os meios foram centrifu-
gados a 10.000 rpm, por 15 minutos, e
o sobrenadante, livre de células, utiliza-
do para determinações analíticas.

A tensão superficial foi determi-
nada em tensiômetro Krüss, modelo
K12,  utilizando o método da placa. O
biosurfatante foi isolado do meio de
cultivo por precipitação ácida a pH
2,0, seguida de extração com cloro-
fórmio/metanol (65:15), segundo
Makkar & Cameotra (1999b). A ativi-
dade emulsificante (E

24
) foi realizada

em tubos  com tampa rosca contendo
4 mL de solução aquosa, 1mg/mL de
biosurfatante (obtido em manipueira)
adicionados de 6 mL de hidrocarbo-
netos, sendo que  cada tubo foi sub-
metido  a vortex máximo por 2 minu-
tos e deixado em repouso por 24
horas. O índice E

24
 foi determinado

medindo-se a altura da camada emul-
sionada (cm)  dividindo-a pela altura
total de líquido x 100. A remoção de
petróleo de areia contaminada foi
testada através da saturação de 60g de
areia com 5 mL de petróleo. Porções
de 20g da areia contaminada foram

colocadas em erlenmeyer de 250 mL,

adicionando-se-lhe  20 mL de água
(frasco controle) e 20 mL de solução
aquosa 1mg/mL de biosurfatante ob-
tido (frasco teste). Os frascos foram
agitados  a 150 rpm,  por 12 horas em
temperatura ambiente.  Retirou-se
deles o líquido da primeira lavagem e
procedeu-se a uma segunda adição de
20 mL de água e biosurfatante, incu-
bando-os nas mesmas condições aci-
ma. O líquido da segunda lavagem foi
removido e a areia foi retirada do
frasco sendo  colocada em estufa  a
50°C até a secagem.

Resultados e Discussão

Os resultados obtidos nos en-
saios de produção de biosurfatante em
diferentes substratos alternativos são
mostrados na Figura 2.  Nota-se que
todos os isolados testados demonstra-
ram capacidade de  produzir biosurfa-
tante e, conseqüentemente, de reduzir
a tensão superficial dos meios testa-
dos, sendo que a manipueira forneceu
as maiores percentagens de redução ,
na ordem de 42% , para  todos os
isolados testados; entretanto, o soro de
leite apresentou uma redução média

Figura 2. Percentagem de redução na tensão superficial obtida por isolados de Bacillus

sp. em diferentes substratos.

Figura 3.  Atividade emulsificante (E
24
) de solução de biosurfatante  frente à    diferentes

hidrocarbonetos.  (1) Hexano,  (2) Tolueno,  (3) Heptano,  (4)  Decano, (5) Querosene,
(6) Tetradecano, (7) Hexadecano, (8) Óleo de soja, (9) Gordura de côco.
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de 10% , ressaltando que o isolado
LB5a não produziu surfatante nesse
resíduo. O melaço também demons-
trou boa potencialidade como substra-
to para produção de biosurfatante pe-
los microrganismos testados e apre-
sentou redução média de, aproxima-
damente, 33%. O meio sintético utili-
zado como padrão foi definido por
Cooper et al. (1981), para a produção
de surfactina por Bacillus subtilis ATCC
21332 e vem sendo utilizado, desde
então, como uma referência para a
produção de biosurfatantes de Bacillus.
Nota-se que, apesar de permitir a pro-
dução de biosurfatante por todos os
isolados, esse meio mostrou resulta-
dos inferiores (com redução média de
21,5%)  aos da manipueira e do mela-
ço, sugerindo que estes dois resíduos
possuem uma composição de nutrien-
tes adequada para a produção de bio-
surfatantes.

Embora a composição química
varie de acordo com  a época do ano e
com o tipo de cultivar de mandioca, a
manipueira possui em sua composição
uma grande quantidade de carbohidra-
tos (40-60 g/L ) destacando-se ainda a
presença de frutose, glicose e sacarose,
além de nitrogênio (1-2 g/L) e  mine-

rais como P, K, Mg, Mn, S, Fe, Cu, Zn,
Ca (Cereda, 1994). Segundo Cooper et

al. (1981), os sais minerais, principal-
mente Fe e Mn, são fatores nutricionais
importantes para a produção de surfa-
tantes por linhagens de Bacillus. A
presença desses minerais, além de
fontes de carbono e nitrogênio, seja,

provavelmente, o principal motivo de
haver maior produção de biosurfatan-
tes nesse  resíduo.

Em adição à tensão superficial,
a estabilização de emulsões  é freqüen-
temente utilizada como um indicador
da atividade superficial (Abu-Ruwaida

et al, 1991).  A capacidade emulsificante
do biosurfatante obtido em manipueira
pelo isolado LB5a foi avaliada através
do índice E

24  
com diferentes hidrocar-

bonetos (Tabela 2). Os índices obtidos
(60%-80%)  revelam alta especificida-
de do biosurfatante contra  todos os
hidrocarbonetos testados,  formando
emulsões estáveis do tipo A/O (Figura
3). O composto obtido possui potenci-
al para uso na biorremediação, recupe-
ração de petróleo  e emulsificação de
óleos e gorduras.

Com vistas a  avaliar a capacida-
de do biosurfatante produzido em

Figura  5 .  Águas de lavagem da areia impregnada com petróleo.
A1-A2: água; BS1-BS2: solução biosurfatante 1mg/mL.

Figura 4.  Capacidade de remoção de petróleo de amostra de areia utilizando solução de biosurfactante.
(1) Biosurfatantes, (2) controle, (3) água.
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manipueira pelo isolado LB5a em re-
mover petróleo de areia contamina-
da, procedeu-se a um experimento
ilustrado nas Figuras 4 e 5, onde se
observa que a areia tratada com solu-
ção de biosurfatante apresenta aspec-
to mais claro e as respectivas águas de
lavagem demonstram maior capaci-
dade de recuperação do petróleo em
relação ao tratamento sem tensoativo.

Conclusões

Entre os resíduos agroindustriais
testados, a manipueira foi que de-
monstrou a maior potencialidade para
uso como substrato alternativo na
produção de  biosurfatantes por isola-
dos de Bacillus, sendo que o compos-
to obtido apresentou capacidade para
uso em biorremediação de poluentes
e em recuperação de petróleo.
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