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Os biossurfactantes são produzidos naturalmente por microrganismos e podem ser sintetizados a partir de 

substratos renováveis. Possuem alta biodegradabilidade e baixa toxidade, porém a produção de 

biossurfactante tem sido limitada devido aos altos custos de produção e purificação. O presente trabalho teve 

como objetivo a produção de biossurfactante por Bacillus subtilis em meio de fermentação a base de resíduos 

do processamento da casca da laranja nas diluições de 60 % e 40 %, a 37°C durante 24 horas. Foram 

realizados testes de tensão superficial e índice de emulsão para comprovação da ação tensoativa do 

biossurfactante produzido. A partir do método do peso da gota, a fermentação realizada com substrato diluído 

em 40%, obteve uma redução da tensão superficial de 25 %, após 24 horas de fermentação e foi observado o 

maior índice de emulsificação após 7 horas de fermentação, chegando a 29 % quando utilizado o querosene 

e 11% com o óleo de soja. Portanto, os resultados mostraram que os resíduos do processamento da casca da 

laranja é um potencial substrato na produção de biossurfactantes utilizando o Bacillus subtilis. 
Palavras-chave: Biossurfactante, produção de biossurfactantes, Bacillus subtilis. 

 

The biosurfactants are naturally produced by microorganisms and can be synthesized from renewable 

substrates. They have high biodegradability and low toxicity, however the biosurfactants production has been 

limited due to high costs of production and purification. This study aimed to produce biosurfactant by 

Bacillus subtilis at 37°C for 24 hours, using the residue from processing of in orange peel in the dilutions of 

60 % and 40 %. Tests were performed of surface tension and index of emulsion for attesting the action 

tensioactive of the biosurfactant produced. From the drop weight method, the fermentation held 40 % diluted 

in substrate, obtained a reduction of surface tension of 25 % after 24 hours of fermentation. This fermentation 

obtained the highest percentage of emulsification after 7 hours of fermentation, reaching 29 % when used 

kerosene and 11% with soybean oil. Therefore, the results showed that the waste from the processing of 

orange peel is a potential substrate for the production of biosurfactants using Bacillus subtilis. 
Keywords:Biosurfactant, biosurfactants production, Bacillus subtilis. 

1. INTRODUÇÃO 

Surfactantes e biossurfactantes são moléculas anfipáticas que possuem propriedades hidrofílicas 

e hidrofóbicas. A porção hidrofílica pode ser iônica, não-iônica ou anfotérica, enquanto que a 

extremidade hidrofóbica é frequentemente constituída por uma cadeia hidrocarbonada [1]. Em 

função da estrutura molecular, os surfactantes tendem a alterar as propriedades interfaciais e 

superficiais dos fluidos ocasionando a capacidade de detergência, emulsificação, lubrificação, 

capacidade espumante e solubilização [2]. 

Dentre as aplicações dos biossurfactantes se destacam a redução da tensão superficial, o poder 

emulsificante, transporte de hidrocarbonetos e aderência/liberação da célula de superfícies pela 

excreção de biossurfactantes, atividade antibiótica e biorremediação de solos contaminados [3]. 

Além disso, os biossurfactantes possuem baixa toxidade, podendo ser aplicado nas indústrias de 

alimentos, cosméticos e fármacos [4,5]; sendo classificados em glicolipídeos, lipossacarídeos, 

lipopeptídeos/lipoproteínas, fosfolipídeos e ácidos graxos/lipídeos neutros, além de surfactantes 

poliméricos e surfactantes particulados [6]. Entre os lipopeptídeos e lipoproteínas, estão a 

surfactina, polimixina, octapeptinas, fengicinas e iturinas, as quais possuem efeitos antibióticos e 

alta capacidade na redução da tensão superficial [7,8].  

http://www.scientiaplena.org.br/
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 A surfactina produzida pelo Bacillus subtilis, está entre os mais efetivos biossurfactantes devido 

a sua atividade antibiótica e excepcional atividade superficial, reduzindo a tensão superficial da 

água (20 °C) de 72 para 35 mN/m [2,9]. Os métodos mais empregados para detectar a produção de 

biossurfactantes são o índice de emulsão e a medição da tensão superficial [10]. O índice de 

emulsão é analisado pela altura da emulsão em comparação com a altura total da mistura de 

biossurfactante e óleo, após 24h de repouso [2,11]. Enquanto que, a tensão superficial surge nos 

líquidos como resultado do desequilíbrio entre as forças que agem sobre as moléculas da superfície 

em relação àquelas que se encontram no interior da solução, a mensuração da tensão superficial 

pode ser realizada utilizando os tensiômetros, que calculam a razão entre a força aplicada pelo 

líquido observado e a área utilizada para transportar a molécula à superfície [10,12]. Outro método 

satisfatório e simples empregado para medir a tensão superficial é o peso da gota [12]. 

Quando comparados com os surfactantes sintéticos, os compostos de origem microbiana 

possuem as vantagens de possuírem baixa toxicidade, melhor degradabilidade, e tolerância à altas 

temperaturas e de pH [13]. No entanto, a eficiência na produção do biossurfactante está relacionada 

ao desenvolvimento de um processo que utilize materiais de baixo custo, forneça alto rendimento 

e seja apropriado para ser utilizado industrialmente [2,10]. Para a ampliação das possibilidades de 

aplicação do biossurfactante, o uso de resíduos industriais ou orgânicos como meio de cultivo é 

uma alternativa viável, uma vez que a matéria-prima representa cerca de 30% de custos totais em 

um processo biotecnológico [2,14]. 

Barros et al. (2008) [2] produziram biossurfactante utilizando a linhagem LB5a de Bacillus 

subtilis, cultivado em manipueira. Os resultados mostraram que o biossurfactante exibiu uma 

excelente atividade tensoativa, reduzindo a tensão superficial para 27,01 mN/m e obtiveram 

elevados índices de emulsão durante o período de 24 horas, em torno de 76,4 % utilizando o diesel 

e demonstraram a importância do biossurfactante possuir um alto grau de pureza para potenciais 

aplicações em diversos ramos industriais, tais como cosméticos e alimentos.  

As variações entre os rendimentos da produção de surfactina se deve principalmente às 

condições de processo e/ou nutricionais [3,6]. Os fatores de crescimento para os microrganismos 

geralmente não são conhecidos e por isso microbiologistas adicionam compostos complexos como 

extrato de levedura e peptona para garantir tais suprimentos [15]. 

Diversos estudos estão voltados para a otimização das condições de cultivo, como a proporção 

e tempo de incubação do inóculo, temperatura, agitação ou a combinação desses fatores [2,16,17]. 

Os substratos utilizados como fonte de nutrientes que alteram a produção de biossurfactantes 

incluem carbono, nitrogênio, fosfatos, íons metálicos e outros componentes [3]. Os melhores 

substratos para o crescimento microbiano são os resíduos ricos em carboidratos ou lipídeos, com 

adequada relação carbono/nitrogênio e que apresentem altas concentrações de micronutrientes 

importantes para o metabolismo microbiano [9]. 

Alguns resíduos já foram testados como substrato, dentre eles estão as cascas de frutas, como 

abacaxi, caju e maçã, o melaço, manipueira, soro de leite e rejeitos do processamento de óleos 

[1,3,7,14,18,19]. A produção de laranja ultrapassa 80 milhões de toneladas/ano, em média 34 % da 

produção é transformada em suco, mas em grandes países produtores como o Brasil e Estados 

Unidos, esta percentagem chega a 90%, o que gera grande quantidade de resíduos [20]. Os resíduos 

sólidos da laranja que são representados pela casca, polpa e os resíduos líquidos, são ricos em óleos 

essenciais, pectina, açúcares, ácidos orgânicos e sais [21]. Alguns estudos destacam os resíduos da 

laranja, em especial a sua casca, como um promissor substrato para o desenvolvimento de 

microrganismos [22, 23]. 

Ahmed et al. (2016) [22] utilizaram resíduos da casca da laranja como fonte de carbono no 

processo fermentativo para a produção da enzima com Aspergillus niger. Após a análise físico-

química detectaram alguns compostos presentes na casca da laranja, 7 % de pectina, 6,4 % de 

lignina, 14,08 % de açúcares totais e 3,7 % de açucares não redutores e obtiveram resultados 

satisfatórios para a produção de enzimas. 

Tessaro et al. (2010) [23] estudaram a fabricação de vinagre a partir da fermentação da 

Saccharomyces cerevisiae utilizando como substrato a laranja pera com diferentes correções de 

açucares do suco obtido. Os resultados mostraram que a laranja, pode ser empregada nos processos 

fermentativos, sendo que o suco com correção do Brix de 22 % apresentou as melhores condições 

fermentativas. 
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Sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais de laranja, torna a produção de 

biossurfactante viável tanto pela redução do custo de produção como pela redução dos resíduos. 

Portanto, o objetivo deste trabalho consiste na produção de biossurfactante por Bacillus subtilis, 

utilizando o resíduo do processamento da casca da laranja pera, Citrus sinensis (L.) Osbeck, como 

meio de cultivo.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Microrganismo 

A cepa de Bacillus subtilis utilizada neste trabalho é proveniente do núcleo de cultura do 

CPQBA- Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas.  

Foram preparados 10 tubos de repique do Bacillus subtilis com ágar nutriente, autoclavados por 

15 minutos e deixados em repouso até esfriar. O repique foi realizado com auxílio da alça de platina 

e bico de Bunsen. Os tubos repicados ficaram incubados por 24 horas e mantidos refrigerados 

[15,17]. 

As cepas do Bacillus subtilis foram preservadas a 4°C com o objetivo de diminuir o metabolismo 

celular e garantir o controle microbiano [15,17]. Para que houvesse a manutenção e a conservação 

dos microrganismos, a cultura do Bacillus subtilis foi repicada a cada 30 dias. 

 
2.2. Produção de Biossurfactante 

O Bacillus subtilis, normalmente, produz a surfactina em temperaturas de 25 °C a 37° C 

[2,3,15,17]. De acordo com Sen e Swaminathan [17], a temperatura ideal para a produção de 

surfactina por Bacillus subtilis é 37,4 °C. Neste trabalho, o processo de fermentação para produção 

de biossurfactante foi realizado com auxílio de um shaker, de agitação pré-fixada, a temperatura 

constante de 37 °C. 

 
2.2.1. Preparo do Inóculo 

O preparo do pré-inóculo foi baseado na metodologia de Ehrhardt, 2015 [18]. 

Inicialmente, foi preparado o pré-inóculo contendo uma solução aquosa de 15mL com peptona, 

cloreto de sódio, extrato de levedura e glicose, foi preparada em um Erlenmeyer de 125 mL, em 

seguida, autoclavada e resfriada para o meio de cultura ser inoculado. O Erlenmeyer foi colocado 

em um shaker, com agitação constante e temperatura de 37 °C, durante 6 horas.  

Após o período de 6 horas descrito, uma porção de 10 mL do pré-inóculo, já adaptado ao meio 

de crescimento, foi transferida para uma solução de 100 mL contendo peptona, cloreto de sódio, 

extrato de levedura e glicose e mantida em shaker, com agitação constante de 150 rpm e temperatura 

de 37 °C, durante 24 horas, para garantir o desenvolvimento do microrganismo no meio. 

A padronização do inóculo foi realizada utilizando 100 mL do mesmo meio nutriente ajustado 

em espectrofotômetro em uma faixa de absorbância de 0,08 a 0,1, com comprimento de onda de 

660nm. Foram mantidas em todas as fermentações as mesmas concentrações contendo (p/v) de 

peptona, 0,76 %, cloreto de sódio, 0,06 %, levedura 1 % e glicose, 5 %, (p/v), que são consideradas 

por diversos estudos como ótimas para o desenvolvimento do Bacillus subtilis. 

 
2.2.2. Preparo do Meio de Cultura 

Em seis frascos de 250 mL foram adicionados cerca de 80 mL de caldo proveniente da 

centrifugação das cascas de laranja, variando as diluições em 60 % e 40 % de água após alguns 

testes. Os frascos contendo o substrato foram previamente autoclavados a 121 °C, por 10 minutos. 

As condições de esterilização foram definidas de acordo com a metodologia de Ehrhardt, 2015 [18]. 
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2.2.3. Fermentação  

As fermentações foram realizadas em seis frascos de 250 mL, contendo o substrato 

anteriormente descrito. Em cada frasco foram adicionados 8 mL do inóculo (10 %), devidamente 

fechados com tampas de gaze e algodão, para evitar contaminação e mantidos sob agitação 

constante, à 37 °C por 24 horas [17].  

Durante este período, foram retiradas 7 amostras, uma inicial, uma segunda após 1 hora de 

fermentação, as 4 seguintes em intervalos de 2 horas e a última amostra após 24 horas de 

fermentação. A amostra do ponto inicial de fermentação foi utilizada como controle, ou seja, um 

ponto de comparação em relação às amostras retiradas durante o processo fermentativo.  

As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e submetidas à determinação de 

tensão superficial e índice de emulsificação [18]. As fermentações foram realizadas em duplicata, 

para cada diluição do substrato testado, ou seja, 60% e 40% em água. 

 
2.3. Medida da Tensão Superficial 

A tensão superficial foi medida utilizando a metodologia do Peso da Gota baseado em Behring 

(2004) [12]. 

O método do Peso da Gota consiste no preparo de uma bureta fixada a um suporte universal e 

acoplada a um Erlenmeyer, de forma que a parte inferior à torneira fique toda dentro do recipiente 

coletor, evitando a influência de correntes de ar sobre a formação da gota. A queda da gota foi 

ajustada em intervalos de 1 minuto para determinar a massa e o raio da circunferência da gota e 

posteriormente calcular a tensão superficial, com isso foi possível comparar a tensão das amostras 

com a da água igual a 72 mN/m a 25ºC. Os experimentos foram realizados em duplicata.  

 
2.4. Ïndice de Emulsão (E24) 

O índice de emulsão foi medido através da proporção óleo/biossurfactante, de acordo com a 

metodologia proposta por Cooper e Goldenberg (1987) [16].  

Foram testados o óleo de soja e querose. Em cada tubo de ensaio foram adicionados 1 mL de 

óleo e, em seguida, 1mL do biossurfactante produzido em tubos graduados. Os tubos foram 

agitados em vortéx por um minuto e deixados em repouso por 24 horas. Após 24 horas foi realizada 

a análise do índice de emulsão através da relação entre a altura da camada emulsificada com a 

camada total, conforme a seguinte equação: 
 

%(𝐸24) =
𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑎 𝐸𝑚𝑢𝑙𝑠ã𝑜

𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Tensão Superficial 

A análise da tensão superficial é um dos indicativos da produção de biossurfactantes. A partir da 

técnica do peso da gota, foi obtida a redução da tensão superficial ao longo do tempo das 

fermentações e da quantidade de nutrientes fornecido ao microrganismo. A análise realizada 

utilizando 5% de glicose no preparo do pré-inóculo, alcançou resultados expressivos quanto a 

redução da tensão superficial ao longo do tempo das fermentações.  

Na primeira fermentação, a amostra no tempo inicial apresentou uma tensão superficial de 58,11 

mN/m, o qual foi diminuindo ao longo do tempo até que se alcançou o valor de 48,65 mN/m após 

24 horas de fermentação, o que gerou uma redução de 16,29 % da tensão superficial, conforme 

mostrado na Figura 1. 
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Figura 1: Análise da tensão superficial ao longo do tempo, com substrato diluído em 60%. 

A baixa redução da tensão superficial ao longo do tempo pode ser explicada pelo substrato 

utilizado nesta fermentação estar diluído em 60 % de água o que implicou em uma baixa tensão 

superficial no meio de cultivo estéril (tempo zero) e, portanto, os resultados ao longo das 24 horas 

de fermentação passaram a não ser significativos. Em geral, o aumento da concentração dos 

substratos com altos níveis de carboidratos, nitrogênio ou lipídeos suprem a necessidade de fonte 

de carbono dos biossurfactantes [9,19]. 

Rane et al. (2017) [24] investigaram o potencial do Bacillus subtilis, crescer em diferentes fontes 

de carbono. O biossurfactante produzido em meio contendo glicose como única fonte de carbono 

obteve a concentração de açúcar total de 0,207 g/l e o mesmo com melaço como fonte de carbono 

foi de 0,241 g/l. Entre os extratos de resíduos agrícolas, a casca de laranja obteve a quantidade de 

açúcar total de 0,089 g/l, resultado superior ao encontrado nas cascas de banana, que obteve 0,049 

g/l. 

Foram realizadas novas fermentações com o substrato diluído em 40 % de água, obtendo uma 

maior redução da tensão superficial, 25,22 %, de 65,83 mN/m para 49,23 mN/m após 24 horas de 

fermentação.  Os resultados obtidos após 24 horas de fermentação são mostrados na Figura 2.  

 

 
Figura 2: Análise da tensão superficial ao longo do tempo, com substrato diluído em 40%. 

A alta redução da tensão superficial nas primeiras 7 horas de fermentação e a estabilização da 

redução desse parâmetro ao longo do tempo pode ser devido ao consumo dos nutrientes imediato 
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pelo microrganismo, resultando no desenvolvimento do microrganismo nas primeiras horas de 

fermentação. Alguns estudos indicam que a tensão superficial tem que ser reduzida em valores 

maiores de 20% para que o biossurfactante seja considerado ativo [24]. Testes utilizando a 

suplementação com glicerol e sacarose demonstraram a capacidade de diminuição da tensão 

superficial alcançando valores de 27 mN/m [7]. 

Bezerra (2012) [19], produziu biossurfactante a partir de Pseudomonas aeruginosa utilizando 

como substrato a manipueira. Para efeito comparativo, o meio diluído em (1:1) obteve 25 % de 

redução da tensão superficial e o meio suplementado com nutrientes reduziu 30 % após 24 horas 

de fermentação.  

Rane et al. (2017) [24] otimizaram a produção de biossurfactantes por Bacillus subtilis utilizando 

cascas de laranja e obtiveram máximo rendimento do tensoativo de 0,513 g/l em meio contendo 

melaço a 4% e a mais adequada fonte de nitrogênio foi o citrato de amônio férrico. Enquanto, Bueno 

(2008) [25] testou diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose, manitol, frutose e caldo de cana) 

nas concentrações 1, 2, 3, 4 e 5 % para a produção de biossurfactante por Bacillus subtilis. Os 

resultados obtidos mostraram que o meio de cultivo rico em sacarose e glicose obtiveram maiores 

reduções superficiais. 

Apesar de um aumento na redução da tensão superficial, a adição de sais comerciais, fontes de 

nitrogênio e carbono ao substrato poderia afetar o custo do processo e também anular a utilização 

de resíduos orgânicos como fonte de nutrientes.  

3.2. Índice de Emulsão 

Devido a característica anfifílica, os biossurfactantes apresentam a capacidade de formar 

emulsões e estabilizá-las. O óleo de soja e o querosene foram avaliados neste estudo. A tabela 1 

apresenta o índice de emulsão do biossurfactante produzido utilizando o substrato diluído em 40 

%. 

Tabela 1: Índice de emulsão de acordo com a proporção óleo/ biossurfactante 

                                        Índice de Emulsão 

Amostra Tempo (h) Óleo de Soja (%) Querosene (%) 

1 1 - 10,53 

2 3 5,00 10,53 

3 5 5,26 16,67 

4 7 10,53 29,41 

5 9 10,53 23,53 

6 24 5,56 10,53 

 

A partir do teste de índice de emulsão, verificou que houve a formação de emulsão, no entanto, 

foram obtidos valores inferiores a 30 %, utilizando tanto óleo de soja como o querosene. O baixo 

índice de emulsão pode estar relacionado com o tempo de agitação, a quantidade ou a 

suplementação de nutrientes no preparo da cultura, os óleos testados e a função fisiológica dos 

emulsionantes microbianos. 

Soares et al. (2014) [1] estudaram a produção de biossurfactante a partir do Bacillus subtilis 

utilizando suco de caju clarificado como fonte de nutriente. Os resultados mostraram que o 

biossurfactante produzido apresentou índice de emulsão superior a 50 % e concentração micelar 

crítica de 17,3 mg/L. Enquanto, Pereira et al. (2013) [26] utilizaram diferentes fontes de carbono e 

nitrogênio como meio de cultivo para a produção de biossurfactantes a partir de três variações do 

Bacillus subtilis. Entre as fontes de carbono avaliadas, acetato de sódio, citrato de sódio, frutose, 

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

leveduras, a sacarose e a glicose obtiveram os maiores índices de emulsão para os três isolados, 

cerca de 39 %. 

Sobrinho et al. (2008) [27] obtiveram os índices de emulsão, utilizando biossurfactante 

produzido a partir de Streptomyces sp, de 47, 41, 36 e 30 % para óleo de milho, óleo de soja, óleo 

de canola e óleo de girassol, respectivamente. De acordo com Sobrinho et al. (2008) [27], os 
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microrganismos produtores de tensoativos podem ser divididos em dois grupos: o primeiro que 

produz biossurfactante com baixo peso molecular, mas usualmente não são capazes de formar 

emulsões estáveis e o segundo grupo que produz polímeros que primariamente atuam como 

estabilizantes de emulsões, mas não afetam a tensão superficial.  

Portanto, o biossurfactante produzido neste trabalho foi capaz de reduzir a tensão superficial a 

níveis aceitáveis, mas quanto a capacidade emulsificante obteve valores abaixo do esperado, o que 

pode ser devido a não utilização de suplementação nutricional do substrato ou a características 

morfológicas do microrganismo utilizado. 

4. CONCLUSÃO 

A utilização de substratos renováveis para a produção de biossurfactantes é uma alternativa 

viável, além de uma destinação aos resíduos orgânicos, contribui para a diminuição do custo de 

produção, visto que o uso de matéria prima de baixo custo representa cerca de 30% do custo total 

do processo.   

A partir dos dados obtidos experimentalmente, foi observado que o houve a produção de 

biossurfactantes por Bacillus subtilis, utilizando os resíduos da casca da laranja, e que este se 

mostrou efetivo na redução da tensão superficial.   

Os testes de índice de emulsão não se apresentaram favoráveis tanto utilizando óleo de soja como 

querosene, porém estudos apontam que o baixo índice de emulsificação pode estar ligado a 

linhagem do microrganismo, função fisiológica e que possíveis suplementações ao substrato 

poderiam aumentar o poder emulsificante deste tensoativo. 

Portanto, este trabalho evidenciou a capacidade da produção de biossurfactantes por Bacillus 

subtilis utilizando o resíduo do processamento da casca da laranja, mas torna- se necessário 

aprimorar a produção do biossurfactante para obter maiores reduções na tensão superficial e realizar 

novos testes de emulsão. 
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