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MASSI, Juliana Barion. Farelo de soja e casca de arroz para a produção de 
lipopetideos por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b 2014. 131f. Dissertação de 
Mestrado - Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR

RESUMO 

Resíduos agroindustriais como bagaços, farelos, cascas entre outros podem ser 
matéria prima e fonte de energia para a obtenção de diversos produtos com alto 
valor agregado. Entre eles os biossurfactantes, metabólitos microbianos de grande 
interesse industrial por suas inúmeras aplicações e pelas vantagens ambientais de 
baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, mas com utilização limitada pelo alto 
custo de produção. O objetivo deste estudo foi avaliar a produção de lipopetídeos, 
uma classe de biossurfactantes, por fermentação em estado sólido (FES), utilizando
Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. As fermentações foram desenvolvidas a partir de
misturas dos substratos em diferentes proporções, com 80 % de umidade. Os
frascos inoculados (200 μL de suspensão de células) foram incubados em BOD a 
temperaturas de 28 a 37 ± 2 °C por até 48 horas. A interrupção dos cultivos foi pela 
adição de água, a mistura homogeneizada (180 rpm por 30 min.) e centrifugada 
(10.000 rpm por 20 min, 4 °C). Os lipopeptídeos foram precipitados no sobrenadante 
obtido pela adição de HCl 6M, (pH 2 a 4 °C); seguido de nova centrifugação o 
precipitado então foi ressuspenso em água, neutralizado (NaOH 0,5 M, pH 7,0) e 
liofilizado. Soluções do liofilizado foram preparadas para as determinações: Indice de
Emulsificação (IE24); Tensão Superficial (TS); Infravermelho com Transformada de 
Fourrier (IV-FT); Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN de 1H e 
13C) e Espectrometria de Massa. Os substratos selecionados para a produção 
foram o farelo de soja (47 % de proteínas) 4 g e a casca de arroz utilizada 
comobulking agent 3,75 g. A avaliação individual dos parâmetros de cultivo com os 
seguintes resultados, umidade 80 %; solução umedecedora MSM-1; fonte de 
nitrogênio extrato de levedura 1,75 g; fonte de carbono glicerol 1,50 g; pH inicial 6. O 
farelo de soja, extrato de levedura e glicerol, foram os pontos centrais de um 
planejamento fatorial Box-ehnken 33, onde a condição ótima de produção de 
lipopeptídeos foi 44,072 mg/g.s.s, em farelo de soja (3,25 g), glicerol (1,50 g), extrato 
de levedura (1,75 g) a 37 ± 2 °C , e 36 h de incubação. As análises de IV-FT
apresentaram espectro semelhante ao da surfactina padrão, sugerindo a presença 
deste biossurfactante, que é produzido pelo B. amyloliquefaciens MO.04b em 
fermentação submersa. Quanto as determinações de RMN e espectrometria de 
massa não foram conclusivas, provavelmente pela complexidade da amostra e a 
necessidade de purificação da mesma. 

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens MO.04b, Biossurfactantes, Fermentação 
em Estado Sólido
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MASSI, Juliana Barion. Soybean meal and rice husk to produce lipopetideos by 
Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. 2014. 131f. Dissertação de Mestrado -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR

ABSTRACT 

Agroindustrial residues as bagasse, bran, hulls and other raw materials, can be an 
energy source for obtaining various products with high added value. Among them 
biosurfactants microbial metabolites, of great industrial interest for numerous 
applications, and the environmental advantages of low toxicity and high 
biodegradability, but limited by the high cost of production. The goal of this study was 
to evaluate the production of lipopetídeos, a class of biosurfactants, by solid state 
fermentation (SSF) using Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. Fermentations were 
developed from mixtures of substrates in different proportions, with 80 % humidity.
The inoculated flasks (200 μl cell suspension) were incubated in a temperature 
chamber at 28-37 ± 2 ° C for 48 hours. The interruption of the cultures was the 
addition of water, the homogenized mixture (180 rpm for 30 min.) centrifuged (10,000 
rpm for 20 min, 4 ° C). The lipopeptides were precipitated in the obtained supernatant 
by adding 6M HCl ( pH 2 at 4 ° C); followed by further centrifugation the precipitate 
was then resuspended in water, neutralized (0.5 M NaOH , pH 7.0) and lyophilized. 
Solutions were prepared for determination: Emulsification Index (IE24) ; Surface 
Tension (TS) ; Fourier Transform Infrared (FT-IR); Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy (1H NMR and 13C NMR), and mass spectrometry. Selected to 
produce substrates were soybean meal (47 % protein), 4 g, rice husk bulking agent 
3.75 g. The evaluation of individual cultivation parameters with the following results, 
80 % humidity; solution MSM- 1; nitrogen sources yeast extract 1.75 g; carbon 
source glycerol 1.50 g; initial pH 6. Soybean meal , yeast extract and glycerol , were 
the focal points of a factorial design Box Behnken 33 , where the optimum condition 
for the production of lipopeptides was 44.072 mg/gds in soybean meal (3.25 g),
glycerol (1.50 g) , yeast extract (1.75 g) at 37 ± 2 ° C and 36 h incubation . The FT-IR 
analysis showed a similar pattern to that of surfactin spectrum indicating the 
presence of this biosurfactant, which is produced by B. amyloliquefaciens MO.04b in 
submerged fermentation. Regarding the determination of NMR and mass 
spectrometry were not conclusive, probably due to the complexity of the sample and 
the need for purification thereof. 

Key words: Bacillus amyloliquefaciens, Biosurfactant, Solid State Fermentation 
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INTRODUÇÃO 

Os microrganismos produzem alguns compostos anfifílicos 

denominados biossurfactantes, com propriedades de emulsificação, umedecimento, 

solubilização, detergência, lubrificação, capacidade molhante, capacidade 

espumante e dispersão de fases (MULLINGAN, YOUNG, GIBBS, 2001). Quando 

comparados com os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes possuem vantagens 

consideráveis, tais como baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, sendo ativos em 

extremos de temperatura, pH e salinidade, assim como o fato de poderem ser 

produzidos a partir de recursos renováveis. A reunião destas vantagens demonstra 

que os biossurfactantes podem ser utilizados em diversos setores industriais, como 

a indústria de petróleo, alimentícia e farmacêutica.  

Dentre os biossurfactantes mais eficientes, encontram-se os 

lipopetídeos, que são compostos peptídicos, com estrutura cíclica e carga neutra, 

ligados a ácidos graxos (MAIER, 2003). As espécies de Bacillus produzem os 

lipopetídeos melhor caracterizados. Bacillus amyloliquefaciens MO.04b é uma 

bactéria Gram-positiva, com tamanhos que variam de 0,7 a 3,0 μm, não 

patogênicos. Seus metabólitos podem ter várias aplicações, tais como terapêuticas, 

biorremediação, extração de petróleo entre outras, o que aumenta o interesse por 

essa bactéria. 

A utilização de substratos sólidos com baixo conteúdo de água, por 

fermentação em estado sólido, é uma alternativa viável para produção de 

lipopetídeos, pois possibilita a utilização de resíduos sólidos abundantes no Brasil.

Estes substratos de baixo custo apresentam vantagem econômica o que viabiliza a 

produção de tais tensoativos, além disto, o uso de FES evita a formação de espuma 

durante o processo de fermentação o que evita a saída e perda de nutrientes, 

produtos e biomassa. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a produção de lipopeptídeos por Bacillus amyloliquefaciens 

MO.04b cultivado em substratos lignocelulósicos. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

� Determinar a composição centesimal dos substratos;

� Avaliar o crescimento da bactéria nos substratos lignocelulósicos por diluições

seriadas e contagem das UFC/g.s.s. e verificar a colonização através de

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e pelo consumo dos açúcares 

totais, redutores e proteínas solúveis residuais; 

� Padronizar a condição de fermentação em estado sólido com relação ao 

parâmetro umidade e selecionar o substrato ou mistura de substratos para 

produção de lipopeptídeoS

� Avaliar e selecionar os parâmetros de cultivo para a fermentação em estado 

sólido: solução umedecedora; fonte de carbono; fonte de nitrogênio; pH;   

� Otimizar a produção do biossurfactante/lipopetídeo por planejamento fatorial e 

análise por metodologia de superfície de resposta;

� Caracterizar o lipopeptídeo produzido, na condição otimizada, por: IV-Infra 

Vermelho, Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de Massa. 



���
�

3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1. PANORAMA DO SETOR AGROINDUSTRIAL NO BRASIL

A agroindústria é caracterizada por ser um sistema complexo, 

constituído pelo agrupamento de macro segmentos. Segundo Batalha (1999), a 

divisão ocorre da seguinte forma, o primeiro é o segmento rural, que compreende as 

atividades agropecuárias, o segundo, a produção industrial, que se divide em 

empresas de primeira e segunda transformação. As empresas de primeira 

transformação são caracterizadas como responsáveis pelos primeiros processos de 

fragmentação da matéria prima agropecuária. Os produtos desta primeira 

transformação são fornecidos as indústrias de segunda transformação, que 

promovem a produção de produtos mais elaborados. Assim o último macro 

segmento é a comercialização, onde são efetuadas atividades atacadistas e 

varejistas.  

Um sistema agroindustrial bem gerenciado torna-se eficaz e eficiente 

na sustentabilidade do setor, quando diminui progressivamente os resíduos 

provenientes da disponibilização aos consumidores dos produtos que atendem as 

suas necessidades. Para isto é necessário propor tecnologias inovadoras no sentido 

de minimizar a geração de resíduos quando há beneficiamento de produtos que não 

são consumidos (BATALHA; SCARPELLI, 2002) 

A extensão territorial brasileira é de 8.547.403 km2, é o maior país 

do continente sul americano, apresenta um potencial de 152,5 milhões de hectares 

disponíveis para agricultura. O agronegócio, que possui participação expressiva na 

economia do País, cresceu 0,4 % no primeiro semestre de 2013, ritmo superior ao 

observado nos seis primeiros meses de 2012 de - 4,0 %, mas abaixo do registrado 

pela indústria geral em 2013 com 1,9 % (IBGE, 2013).  

A previsão para a safra brasileira de grãos em 2013 segundo o 

Levantamento Sistemático da Produção Agrícola (LSPA) é atingir o recorde de 185,7 

milhões de toneladas, resultado 14,7 % superior à safra de 2012 (161,9 milhões de 

toneladas).  

O Paraná destaca-se no panorama nacional por ocupar a terceira 

posição nas exportações brasileiras do agronegócio, sua participação expressiva de 
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14,3 %, com crescimento de 3 % sobre o ano de 2011. A participação paranaense 

no total brasileiro é de 7,3 %. As exportações de 2012 baseiam-se em cinco 

principais agregados: o complexo da soja, as carnes, o sucro energético, os 

produtos florestais e as exportações de milho, somando 90 % do total paranaense. 

A produção acelerada traz consigo a geração de resíduos 

agroindustriais, que podem prejudicar o meio ambiente por conta do seu 

armazenamento ou descarte inadequado. O agravamento dos problemas ambientais 

tem provocado na sociedade a demanda por novas tecnologias como forma de 

solucionar a problemática dos resíduos gerados nos processos de produção 

industrial.  

O grande desafio é manter o equilíbrio entre a produção de bens e 

serviços e o crescimento econômico, igualdade social e sustentabilidade ambiental 

(PINTO, 2005).  

3.1.1. Aproveitamento de Resíduos Agroindustriais: Potencial Biotecnológico 

Segundo Demajorovic (1996) resíduos sólidos e lixo diferenciam-se 

porque, enquanto o lixo não possui nenhum tipo de valor, sendo considerado aquilo 

que deve ser descartado, os resíduos possuem valor econômico agregado, por 

possibilitarem reaproveitamento no próprio processo produtivo. Para Timofiecsyk e 

Pawlowsky (2000), o termo resíduo é utilizado em sentido amplo, englobando não 

somente sólidos como também os efluentes líquidos e os materiais presentes nas 

emissões atmosféricas. 

Sem uma correta utilização, os resíduos são capazes de criar 

potenciais problemas ambientais, representam perdas de matéria-prima e energia, 

exigindo investimentos significativos em tratamentos para controlar a poluição. 

Muitos dos tratamentos de efluentes não eliminam realmente os resíduos gerados, 

apenas os transferem para outro meio que não os esperava (TIMOFIECSYK; 

PAWLOWSKY, 2000).  Segundo Laufenberg, Kunz e Nystroem (2003), os resíduos 

são ricos em substâncias de alto valor. O emprego de tecnologia adequada converte 

este material em produtos comerciais ou matéria-prima para processos secundários. 

Na agroindústria, resíduos sólidos como bagaços, tortas, cascas,

restos de frutas e hortaliças e etc são produzidos por usinas, matadouros e 

indústrias do processamento de carnes, frutas e hortaliças, indústria de celulose e 
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papel, curtumes entre outros. Os resíduos do cultivo agrícola são constituídos pelos 

restos de plantas não aproveitados comercialmente. O Paraná destaca-se pela 

produção das culturas de soja, milho, trigo, mandioca e cana de açúcar, que 

apresentam as maiores áreas de cultivo, totalizando 8.877.518 ha na safra 11/12 

(SEAB, 2012) sendo, portanto um estado também gerador de resíduos. 

A importância econômica destas culturas está na diversidade de 

utilização. São utilizadas para a alimentação animal, humana e também na indústria 

de alta tecnologia. Ao contrário do que acontecia no passado, quando os resíduos 

eram dispostos em aterros sanitários ou empregados sem nenhum tratamento para 

ração animal ou adubo, conceitos de minimização, recuperação, aproveitamento de 

subprodutos e bioconversão de resíduos são cada vez mais difundidos e 

necessários para as cadeias agroindustriais, pois produzem uma série de resíduos 

de alto valor de agregado (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003).

A utilização de resíduos agroindustriais fornece substratos 

alternativos a baixo custo, minimiza problemas ambientais causados pelo descarte 

no meio ambiente, transformando um resíduo poluente em um subproduto estável de 

alto valor comercial. Desta maneira diferentes produtos com maior valor agregado 

têm sido produzidos com o uso de matérias primas provenientes da natureza 

(PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). 

Materiais lignocelulósicos são fontes abundantes de carboidratos, 

por serem o resultado do processo contínuo de reabastecimento destes nutrientes 

pela fotossíntese através do dióxido de carbono e da energia solar (FAN; 

GHARPURAY; LEE, 1987). Apresentam características de matéria-prima promissora 

na produção de energia, alimentos, produtos químicos, entre outros (WU; LEE, 

1997).  

Para considerar o desenvolvimento de um processo biotecnológico, 

é necessário avaliar o custo de produção. Produzir novos produtos por processos 

fermentativos em larga escala, depende do desenvolvimento de processos de baixo 

custo, especialmente das matérias primas utilizadas, que representam até 30 % do 

custo de produção (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004). A redução dos custos é fator 

importante no desenvolvimento de uma produção em larga escala Aliado a esta 

premissa, tem-se a geração de inúmeros resíduos agroindustriais, de diferentes 

fontes, que geram um problema ambiental, quando relacionado ao descarte ou custo 

de tratamento do mesmo. Estas duas prerrogativas têm motivado estudos que aliam 
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a obtenção de produtos a partir de processos fermentativos com a utilização de 

resíduos lignocelulósicos, o que gera produtos de alto valor agregado (BANAT, 

2000).

Subprodutos da agroindústria como farelos, cascas, bagaços entre 

outros são materiais que têm a composição adequada para permitir o crescimento 

celular e o acúmulo do produto de interesse. Os substratos agroindustriais que 

contêm altos teores de carboidratos ou proteínas suprem as necessidades de cultivo 

para uso como fonte de carbono e nitrogênio na produção de diferentes produtos 

(MERCADE et al., 1997; RUTZ et al., 2008) 

3.2. FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO COMO ESTRATÉGIA BIOTECNOLÓGICA PARA A 

OBTENÇÃO DE PRODUTOS

A fermentação em estado sólido (FES) é um processo comumente 

empregado em países orientais visando à elaboração de alimentos mas que tem 

ganhado adeptos em sua utilização entre pesquisadores da Europa e Continente 

Americano. É uma técnica de crescimento de microrganismos sobre e no interior de 

partículas porosas úmidas (suporte ou matriz sólida), onde a quantidade de líquido 

contido nesta matriz deve se manter a um nível correspondente a atividade da água, 

como a quantidade de água é limitada, diferente do processo submerso, o controle 

da umidade é essencial para o processo (SOCCOL, VANDENBERGHE, 2003). A 

Tabela 1 apresenta as vantagens da FES em relação à fermentação submersa. 

A FES utiliza sólidos na ausência ou quase ausência de água livre 

nos espaços entre as partículas. As partículas do substrato devem conter umidade 

suficiente para permitir o crescimento e metabolismo do microrganismo. Metabólitos 

específicos podem ser produzidos devido à restrita disponibilidade de água, assim 

como aumento da produtividade e do rendimento quando comparado à fermentação 

submersa (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

O substrato ou matriz sólida deve possuir algumas características 

que aumentem o rendimento do processo. A granulometria que o material apresenta, 

deve permitir a circulação de ar por entre a massa e a dissipação de gases e calor 

produzidos, fatores que podem prejudicar o rendimento do processo. Quanto menor 

o tamanho do material, maior a área superficial, o que permite um maior acesso pelo 
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microrganismo, deve-se ter cuidado, no entanto, com a compactação do material, o 

que dificulta o crescimento celular. A porosidade permite que o substrato retenha 

água, facilitando o transporte de enzimas e metabólitos entre o meio e o 

microrganismo. Verificado estes parâmetros, a escolha do tamanho da partícula e do 

tipo do substrato deve ser feita para cada fermentação em particular (LIMA et al., 

2001 PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens da fermentação em estado sólido e 
fermentação submersa 
Fermentação em estado sólido Fermentação submersa
Meio de cultura não flui livremente Meio de cultura sempre flui livremente
Profundidade do meio limitado Profundidade do meio variável com o 

biorreator
Consumo limitado de água, baixa aw, sem 
efluentes

Consumo de água e descarte de efluentes

Baixa capacidade de transferência de 
calor

Fácil controle de temperatura

Fácil aeração e grande área de contato 
ar/substrato

Aeração requer fluxo elevado

Substrato tampão Fácil controle de pH
Necessita projetos para o design de novos 
equipamentos

Equipamentos industriais já disponíveis

Inoculação de esporos, batelada Fácil inoculação, processo contínuo
Risco de contaminação por fungos Risco de contaminação por uma única célula 

bacteriana
Baixo consumo de energia Elevado consumo energético
Pequenos volumes e baixos custos de 
equipamentos

Grandes volumes e elevado custo tecnológico

Fonte: Adaptado de ROUSSOS et al., 1993; HӦLKER et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006  

A FES tem como vantagem a obtenção de extratos mais 

concentrados, o que facilita o processo de purificação do metabólito de interesse, 

além da possibilidade de uso de resíduos agroindustriais como substratos, o que 

diminui os custos do processo produtivo (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006; 

SATO; SHIGETOSHI, 1999; MOO-YOUNG; MOREIRA; TENGERDY, 1983). A 

Tabela 2 apresenta exemplos de substratos lignocelulósicos e os diversos produtos 

provenientes do seu processamento por FES. 
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Tabela 2 - Uso de substratos lignocelulósicos por FES em diversas áreas 
SUBSTRATOS PRODUTOS

Palha de trigo

Enriquecimento protéico
Degradação de lignina para ruminantes
Rações
Cultivo de Cogumelos

Farelo de trigo

Produção de enzimas
Produção de hormônios de crescimento de plantas
Produção de drogas imunossupressoras (Ciclosporina A)
Produção de aromas

Bagaço de cana de 
Açúcar

Enriquecimento protéico
Produção de antibiótico (Penicilina)
Produção de ácido lático

Torta de girassol Produção de antibióticos (Cefamicina C)

Melaço de beterraba Enriquecimento protéico para rações

Farelo de soja
Produção de enzimas
Produção de Biossurfactantes

Polpa de café Produção de pectinase

Farelo amiláceo de arroz
Produção de aroma
Produção de proteases
Produção de pigmentos

Bagaço de mandioca Produção de aromas

Sementes de soja Produção de alimentos fermentados

Resíduos de maçã Produção de etanol e goma xantana

Casa de Kiwi Produção de ácido cítrico

Semente de amaranto Produção de compostos voláteis
Fonte: Adaptado de COUTO; SANROMAN, 2006 

Segundo Mitchell, Krieger e Berovic (2006), grãos de arroz, raízes 

de mandioca, soja, farelo de arroz, farelo de trigo, fubá, casca de arroz, casca de 

trigo, entre outros subprodutos, produtos processados ou produtos agrícolas 

propriamente ditos podem ser utilizados como substratos para fermentação em 

estado sólido. Para Pandey, Soccol e Mitchell (2000), a utilização de resíduos 

sólidos agroindustriais de baixo custo e potencialmente poluidores no processo é

vantagem econômica. 
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3.3. AGENTES TENSOATIVOS: SURFACTANTES SINTÉTICOS E BIOSSURFACTANTES

3.3.1. Surfactantes Sintéticos  

Surfactante é uma palavra que vem da expressão “surface active 

agent”, que significa “agente de atividade superficial” ou simplesmente tensoativo 

(SABATINI et al., 2006). Segundo Martins e Kalil (2008), são moléculas anfipáticas, 

que possuem uma fração apolar ou hidrofóbica e uma fração polar ou hidrofílica 

(Figura 1). Tendem a separação preferencialmente na interface em fases fluídas 

com diferentes graus de polaridade e ligações de hidrogênio, tais como interfaces 

(limite entre duas fases imiscíveis) óleo/água, sólido-líquido ou ar/água (OLIVEIRA; 

MEI, 2009; ANTUNES et al., 2006).  

Figura 1 - Demonstração das forças intermoleculares na superfície (a) e no interior 
do líquido (b) (a cor verde simboliza o líquido e a cor vermelha a molécula) 

 Fonte: a própria autora, 2014 

Os surfactantes sintéticos constituem uma classe importante de 

compostos químicos (Tabela 3) amplamente utilizados em diversos setores 

industriais (NITSCHKE; PASTORE, 2002).  
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Tabela 3 - Quadro surfactantes sintéticos

Fonte: Adaptado Brandão, 1999 

Estima-se que o mercado mundial de surfactantes movimenta 

anualmente, cerca de 9,4 bilhões de dólares, com estimativa de crescimento de 35 

% ao ano (KIM et al., 2000), durante a última década, sua utilização aumentou 

aproximadamente 300 % na indústria química americana (CASTIGLIOLI; 

BERTOLIN; COSTA, 2009),  está projetado para atingir 2,3 milhões de toneladas em 

2015, aplicados em áreas da indústria petrolífera, na produção de petróleo e óleos 
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lubrificantes e também na biorremediação e dispersão do derramamento de óleos, 

entre outros setores industriais (NITSCHKE, PASTORE, 2002).  

A eficácia de um surfactante é determinada por sua habilidade de 

diminuir a tensão superficial da água, com a interação entre as moléculas de água e 

do tensoativo, diminuindo o trabalho requerido para trazer uma molécula à superfície 

e reduzindo assim a tensão superficial. Um surfactante eficaz pode diminuir a tensão 

superficial da água de 72 mN.m-1 para 35 mN.m-1 (NITSCHKE, PASTORE, 2002).

Há muitas pesquisas para identificar e isolar novos tensoativos como 

os de origem natural, (CHANDRAN; DAS, 2011; LIU et al., 2010; ANANDARAJ; 

THIVAKARAN, 2010; PORSUNTHORNTAWEE et al., 2008; MONTEIRO et al., 2007; 

BONILLA et al., 2005; TAHZIBI; KAMAL; ASSADI, 2004), em substituição aos 

surfactantes sintéticos, esta tendência tem aumentado nos últimos anos, devido à 

diversidade de biossurfactantes e suas potenciais aplicações nas indústrias de 

alimentos, farmacêutica, cerâmica, papel, metal, cosméticos, tratamento de efluentes 

entre outras (LANG, 2002), sendo a aplicação mais promissora a limpeza de óleos 

em tanques de navios e biorremediação em derramamento de óleos e petróleo 

(FROST; SULLIVAN, 2002). 

Esta tendência move-se pela necessidade de produtos mais 

brandos, ou de substituição de compostos não biodegradáveis (alquil benzenos 

ramificados) e pelo aumento da especificidade dos produtos (NISTCHEKE; 

PASTORE, 2002).  

3.3.2. Biossurfactantes  

Tem-se por definição que os biossurfactantes são compostos de 

origem microbiana, que exibem propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensão 

superficial da água e possuem alta capacidade emulsificante entre dois líquidos 

imiscíveis. Considerados sabões biológicos biodegradáveis, são subprodutos 

(metabólitos secundários), estruturalmente diversos, produzidos por bactérias, 

fungos filamentosos e leveduras (REDDY, CHINTHAMREDDY, 2000).  

A utilização de biossurfactantes data da década de 50, quando 

Jarvis e Johnson em 1949 detectaram atividades antibióticas e hemolíticas de um 

ramnolipídeo, alguns anos mais tarde, Arima e colaboradores descobriram a 

surfactina, um biossurfactante da classe dos lipopeptídeos, que é produzido por 
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bactérias do gênero Bacillus, com várias aplicações industriais (BARROS et al., 

2007, THANIYAVARN et al., 2003). 

Os microrganismos produzem as moléculas de biossurfactantes 

utilizando vários substratos incluindo açúcares, hidrocarbonetos e resíduos 

agroindustriais (MESQUITA, 2004; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Para Bognolo 

(1999), são produzidos, principalmente, pelo crescimento aeróbio de 

microrganismos, quando excretados no meio de cultivo, durante o crescimento, 

auxiliam no transporte e translocação de substratos insolúveis através da membrana 

celular.  

Os biossurfactantes apresentam características comuns aos 

surfactantes sintéticos (Figura 2), são moléculas anfifílicas, com uma porção 

hidrofílica e uma porção hidrofóbica. Além disso os biossurfactantes o fato de 

possuirem um ou mais grupos lipofílicos e hidrofílicos, fornece a eles maior 

habilidade de reduzir as tensões superficiais em misturas como óleo/água quando 

comparados aos surfactantes sintéticos.  

A fração hidrofílica dos biossurfactantes é constituída por 

carboidratos, aminoácidos, peptídeos cíclicos, fosfato, ácidos carboxílicos, alcoóis, 

ésteres entre outros (PARRA; GUINEA; MANRESA, 1989) e a fração hidrofóbica é 

geralmente constituída por longas cadeias de ácidos graxos, hidroxilados ou não, e 

seus derivados como ácido α-alquil-β-hidroxi-graxos (LANG, 2002; PARRA; 

GUINEA; MANRESA, 1989), capazes de formar diversas estruturas como micelas, 

vesículas esféricas ou irregulares e estruturas lamelares (CHAMPION et al., 1995). 

A função fisiológica dos biossurfactantes pode estar associada a 

entrada de compostos pela membrana celular ou para aumentar a biodisponibilidade 

de determinados substratos presentes no meio. Também existem situações onde a 

produção de biossurfactantes está associada à interação das células com 

superfícies sólidas (MESQUITA, 2004). 
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Figura 2 - Representação das porções hidrofílica e hidrofóbica de um surfactante 

Fonte: a própria autora, 2014 

Segundo Lin (1996), os biossurfactantes conseguem reduzir tensão 

superficial da água de 72 mN.m-1 para valores menores do que 30 mN.m-1. Logo, 

são exigidas menores quantidades de biossurfactantes para que os monômeros 

dessas moléculas se aglomerem formando as primeiras micelas, tendo influência 

nas forças atrativas do líquido, assim como em sua polaridade, o que desarranja sua 

superfície permitindo a diminuição da tensão superficial. Biodegrabilidade, baixa 

toxicidade e solubilização de compostos hidrofóbicos são características dos 

biossurfactantes que recebem especial atenção do setor industrial (SHALIGRAM; 

SINGHAL, 2010). 

Inoh et al. (2003), afirmam que compostos de superfície ativa são 

produzidos por microrganismos capazes de crescerem em substratos insolúveis em 

água, apresentando diversas propriedades biológicas, além de serem intracelulares, 

extracelulares ou ainda constituintes da parede celular (BERTRAND et al., 1994). 

Ao contrário dos surfactantes sintéticos que têm sua classificação 

baseada no grupamento polar, os biossurfactantes são classificados conforme a sua 

natureza bioquímica de sua estrutura ou com a espécie microbiana produtora 

(Tabela 4). O potencial de produção dos biossurfactantes é determinado pela 

genética dos microrganismos, embora as condições ambientais do substrato 

também devam ser consideradas (RAHMAN et al., 2002; BOGNOLO, 1999).  
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Tabela 4- Classificação dos biossurfactantes de acordo com a massa molecular, 
natureza química e microrganismos produtores

Classificação Biossurfactante Microrganismo Fonte

B
a

ix
o 

p
es

o
 m

o
le

cu
la

r

G
lic

o
lip

íd
e

os

Ramnolipídeos Pseudomonas aeruginosa

BENICASA et al., 2004
MANEERAT, 2005
SÓBERON-CHAVEZ et al., 2005
COSTA et al., 2010
REISA et al., 2010

Trealolípideos
A. paraffineus, Rhodococus 
enthropolis

UCHIDA et al., 1989

Soforolípideos
Candida lypolitica, T. bombicola, 
Candida Lombicola, Candida apícola

HOMMEL et al., 1994
RAU et al., 2001
du et al., 2003
MANEERAT, 2005

Flavolipídeos
Rhodococus erythropolis, 
Flavobacterium sp MTN11 UCHIDA et al., 1989

L
ip

o
pe

p
tid

e
os

 e
 L

ip
o

p
ro

te
ín

as

Gramicidina S B. brevis AZUMA; DEMAIN, 1996

Polimixina B. polymyxa FALAGAS et al., 2003

Viscosina P. fluorescens NEU et al., 1990

Peptídeo-lipídeo B. lichenifomis YAKIMOV et al., 1998

Surfactina B. subtilis, B. pumilus

DAVIS et al., 1999
CAMILIOS et al., 2003
MANEERAT, 2005
BARROS et al., 2007

Ácidos graxos Corynebacterium lepus MAKKAR; CAMEOTRA, 2002

Á
ci

d
os

 g
ra

xo
s,

 
lip

íd
e

o
s 

e
 

fo
sf

ol
ip

íd
e

os

Lipídeos neutros Nocardia erythropolis MAKKAR; CAMEOTRA, 2002

Fosfolípideos Thiobacillus thicoxidans LEMKE et al., 2005

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus ROSEMBERG, 1993

A
lto

 P
es

o
 M

o
le

cu
la

r

S
u

rf
a

ct
a

n
te

 p
o

lim
é

ri
co

s

Biodspersan Acinetobacter calcoaceticus ROSEMBEBERG,1988

Liposan Candida lipolytica CIRIGLIANO; CARMAN, 1984

Monoproteína Saccharomyces cerevisiae caval et al., 1988

Alasan Acinetobacter redioresistens NAVON-VENEZIA et al., 1995

S
u

rf
a

ct
a

n
te

 
p

a
rt

ic
u

la
d

o

Vesículas
Acinetobacter calcoaceticus DESAI; BANAT, 1997

Fonte: ROSEMBERG; RON, 1999 
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3.3.2.1. Propriedades gerais dos biossurfactantes  

Os tensoativos naturais possuem algumas propriedades como: 

emulsificação e solubilização de hidrocarbonetos ou compostos insolúveis em água; 

transporte de hidrocarbonetos (CHUANG et al., 2010; NITSCHKE; PASTORE, 

2002); aderência-liberação da célula a superfícies (ROSENBERG; RON, 1999); 

atividade antibiótica (LIN, 1996), alta biodegradabilidade ( LIU et al., 2010), baixa 

toxicidade (EDWARDS et al., 2003), compatíveis com o meio ambiente (SRIRAM et 

al., 2011) que faz com que sejam bastante competitivos com os surfactantes de

origem sintética. Como vantagens destaca-se que: os biossurfactantes apresentam 

alta atividade superficial e interfacial (COOPER; PADOCK, 1980), tolerância a 

temperatura, pH e força iônica, baixa ou nenhuma toxicidade e alta 

biodegradabilidade (MULLIGAN; GIBBS, 1993).  

Segundo Cameotra e Makkar (2004), a concentração micelar crítica 

dos biossurfactantes varia entre 1 -2000 mg.L-1, enquanto que a tensão interfacial 

(óleo/água) e superficial fica em torno de 1 e 30 mN.m-1 (Tabela 5). Assim há um 

crescente interesse pelos biossurfactantes, pela capacidade fisiológica que eles 

possuem ao atuar na interface das micelas apresentando diferentes polaridades. 

Ainda que este mecanismo de atuação não esteja bem elucidado, é provável que as 

propriedades de superfície de membrana representem um importante papel.  

Tabela 5 - Tensão superficial e concentração micelar crítica (CMC) de 
biossurfactantes e surfactantes 

Natureza 
do

surfactante

Microrganismo produtor Biossurfactante
Tensão 

Superficial 
(mN.m-1)

CMC
(mg.L-1)

B
io

ló
g

ic
o

s Rhodococus ruber Glicolípideo 26,8 54

Rhodococus erythropolis
Trealose 
dicorinomicolato

36 4

Rhodococus erythropolis Trealose tetra éster 26 15
Pseudomonas aeruginosa Ramnolípideo 29 50-200
Candida bombicola Soforolípideo 33 82
Bacillus subtillis Surfactina 27 23

S
in

té
tic

o
s Dodecil sulfonato de sódio (SDS) 37 2120

Brometo de cetriltrimetilamônio 30 130
Tween 20 30 600
n-alquil benzeno sulfonato 47 590
Triton X-100 35 268

Fonte: adaptado MULLIGAN, 2005; CHRISTOFI; IVSHINA, 2002 
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Esse processo dinâmico baseia-se na habilidade que possuem em 

reduzir a tensão superficial através do remanejamento molecular, através do 

acúmulo na superfície de compostos insolúveis, influenciando as ligações de 

hidrogênio e outras interações hidrofóbicas e/ou hidrofílicas, aumentando assim a 

área superficial, isto gera um aumento da biodisponibilidade e por conseqüência da 

biodegradabilidade (ANNA et al., 2002). 

3.3.3. Classificação dos Biossurfactantes  

Segundo Nitschke e Pastore (2002), os biossurfactantes constituem 

uma das principais classes de surfactantes naturais, são classificados de acordo 

com a sua composição química e sua origem microbiana. As principais classes 

incluem glicolipídios, lipopeptídios e lipoproteínas, fosfolipídios e ácidos graxos, 

surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (LANG, 2002; DESAI; DESAI, 

1993).  

3.3.3.1. Grupo dos glicolípideos: ramnolípideos, trealolípideos, 

soforolípideos 

Os glicolípideos são produzidos por várias estirpes de Pseudomonas 

aeruginosa, bactéria Gram-negativa não esporulada. Este microrganismo é o mais 

estudado na literatura (COSTA, 2010), utilizando diversos substratos, que podem 

conter hidrocarbonetos ou carboidratos como única fonte de carbono. O grau de 

polaridade desses compostos depende dos hidrocarbonetos utilizados como 

substratos, os mais conhecidos são formados por carboidratos (glicose, manose, 

galactose ou ramnose) e ácidos graxos de cadeia longa (HOLMBERG, 2001).  

Camilios-Neto et al. (2008) relatou a produção de ramnolípidios por 

fermentação em estado sólido e otimizou sua produção por Pseudomonas 

aeruginosa UFPEDA 614, utilizando uma mistura de substratos composta por 50 % 

de bagaço de cana de açúcar e 50 % de farinha de semente de girassol. Após 288 h 

de cultivo obteve uma produção de 172g.kgSS-1 (grama por kilograma de substrato 

seco) de ramnolípideos. 



���
�

Segundo Rosenberg e Ron (1999), os ramnolípideos são formados 

pela ligação de uma molécula de ramnose e duas moléculas de ácido β-

hidroxidecanóico. São classificados como mono-ramnolipídios (Figura 3a) e di-

raminolipídios (Figura 3b). Para Costa (2010), uma das moléculas do ácido β-

hidroxidecanóico liga-se à unidade de ramnose através de uma ligação glicosídica, 

enquanto o grupo hidroxilo do outro ácido forma uma ligação éster. Segundo 

Hisatsuka et al., (1971), esta classe de surfactantes reduz a tensão superficial para 

valores de 30 a 25 mNm-1, atuando como emulsificantes de alcanos (DEZIEL et al., 

1999), emulsifica hidrocarbonetos e estimula o crescimento de Pseudomonas 

aeruginosa em n-hexadecano. 

Figura 3 - Estrutura geral de um mono-ramnolípidio (A); estrutura geral de um di-
ramnolípidio (B) 

Fonte: KRONEMBERGER, 2007

Os trealolipídios (Figura 4) são constituídos pelo dissacarídeo 

trealose ligado ao C-6 e C-6´de ácidos micólicos (DESAI; BANAT, 1997). 

Dependendo do microrganismo produtor, diferem no tamanho e estrutura do ácido 

micólico, assim como no número de átomos de carbono e no grau de insaturação 

(ASSELINEAU; ASSELINEAU, 1978). Estes glicolipídios quando purificados são 

capazes de reduzir a tensão superficial da água de 72 mN.m-1 para valores inferiores 

a 26 mN.m-1 (LANG; PHILIP, 1998). Para Ortiz et al. (2009), a melhor utilização 

desta classe de biossurfactantes é a de agente terapêutico.  
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Figura 4 - Estrutura de trealolípidio produzido por Rhodococcus erythropolis

 Fonte: DESAI, BANAT, 1997 

Os soforolipídios têm como principal estirpe produtora a Candida 

bombicola que utiliza óleos vegetais (ZHOU et al., 1996), ácido oléico (RAU et al., 

1996) e alcanos (DAVILA; MARCHAL; VANDECASTEELE , 1997) como fontes de 

carbono. Apresenta propriedades de reduzir a tensão superficial da água de 72 

mN.m-1 para 35 mN.m-1 (KUMAR; MODY, JHA, 2007). Estas propriedades são 

mantidas em condições extremas de pH, NaCl e temperatura (COOPER; 

PADDOCK, 1993). Segundo Lang (2002), esta classe é formada pela ligação do 

carboidrato dímero soforose a uma cadeia longa de ácidos graxos (geralmente 16 a 

18 carbonos). Apresentam duas estruturas: aberta, cujo grupo carboxílico do ácido 

se encontra livre (Figura 5a), ou fechada com a ligação entre o grupo carboxílico do 

ácido e uma hidroxila da soforose ao dímero de açúcar (Figura 5b). Segundo Casas, 

Garcia-Ochoa (1999) apresentam ação antimicrobiana. 

Figura 5 - Estrutura de um soforolípidio estrutura fechada (a) e estrutura livre (b)

Fonte: RAU et al., 1996 

���� ����
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3.3.3.2. Grupo dos lipopeptídeos ou lipoproteínas 

Segundo Barros et al. (2007), a classe dos lipopeptidicos é bastante 

estudada e caracterizada, devido as suas propriedades antibióticas, constituem um 

grupo de moléculas como a surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina, 

bacilomicina.  

Os lipopetídeos são formados pela ligação de um grupo protéico

contendo de 7 a 17 aminoácidos em estrutura cíclica neutra ou aniônica e um ácido 

graxo com 8 a 9 grupos metil saturados ou insaturados (MAIER, 2003; ZAWAWI, 

2005).

Barros, Quadros e Pastore (2008) demonstraram que os 

lipopeptídeos apresentam excelente capacidade tensoativa, reduzem a tensão da 

água de 72,31 para 27,01 mN.m-1. Sendo estável a temperatura de 100 ºC por 140 

minutos e a 121 ºC por até 60 minutos, frente as concentrações de NaCl entre 2,5 -

20 % e pH variando na faixa de 6 a 10.  

A surfactina principal representante da classe foi descoberta por 

Arima e colaboradores em 1968, que descreveram um novo composto 

biologicamente ativo, produzido por Bacillus subtilis, ao qual denominaram 

surfactina, devido a sua grande atividade superficial. Várias espécies do gênero 

Bacillus são produtoras deste composto, durante a fase estacionária, quando há 

limitação de nutrientes (WALENCKA et al., 2008).

A família da surfactina compreende 7 isoformas: bamilocina A, 

esperina, liquensina, pumilacidina e as surfactinas A, B e C. A surfactina é um 

lipopepitídeo cíclico de sete aminoácidos ligados a uma cadeia de ácido graxo, que 

pode variar de 12 a 16 átomos de carbono, sendo o ácido 3-hidróxi-13-metil-

tetradecanóico seu principal componente (KAKINUMA et al., 1969). A principal 

isoforma a surfactina A (Figura 6) é constituída por um anel peptídico de sete 

aminoácidos (L-glutamina, L-leucina, D-leucina, L-valina, L-asparagina, D-leucina, L-

leucina), acoplado a uma cadeia de ácidos graxos de treze a quinze átomos de 

carbono (BARROS et al., 2007; DAVIS; LYNCH, 1999). As isoformas da surfactina 

A, B e C variam na posição do sétimo aminoácido.  

É produzida naturalmente como uma mistura de vários peptídeos 

com diferentes comprimentos de cadeia alifática (WALENCKA et al., 2008; BARROS 

et al., 2007). Sua classificação mínima na escala HMIS (Hazardous Materials 
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Identification System) em todos os parâmetros: saúde, inflamabilidade e reatividade, 

podendo ser utilizada em sistemas biológicos (Sigma - Aldrich, 2011). Com relação a 

sua atividade tensoativa, promove diminuição da tensão superficial da água de 72 

mN.m-1 para 27 mN.m-1 (PRIYA; USHARANI, 2009; BARROS et al., 2007; COLLA; 

COSTA, 2003), e a tensão interfacial do sistema água/hexadecano de 43 mN.m-1

para valores menores que 1 mN.m-1 (BARROS et al., 2007). 

Por ser muito versátil, a surfactina é aplicada em biorremediação de 

poluentes, pois aumenta a disponibilidade de compostos hidrofóbicos como óleo, 

hidrocarbonetos poliaromáticos, pesticidas e por conseqüência seu potencial para 

degradação por microrganismos. Possui também propriedades antitumoral, 

antibacteriana e antiviral (WALENCKA et al., 2008; VOLLENBROICH et al., 1997).  

Figura 6 - Estrutura da principal isoforma da surfactina

Fonte: BARROS et al., 2007 

3.3.3.3. Grupo dos fosfolipídeos, ácidos graxos e lipídeos neutros 

São moléculas integrantes da estrutura celular, comuns a muitos 

microrganismos, podem apresentar atividade de superfície ativa e estarem ligadas 

aos biossurfactantes (MAIER, 2003). Os lipídios neutros (Figura 7), como os 

triacilgliceróis e seus ácidos graxos, mostram algum grau de atividade tensoativa. 

São formados por misturas de ácidos graxos α e β-hidroxilados ligados a cadeias 

carbônicas longas.
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Figura 7 -Estrutura de um fosfatidilglicerol

Fonte: BEEBE, UMBREIT, 1971 

3.3.3.4. Grupo dos biossurfactantes poliméricos e particulados 

Na classe dos biossurfactantes poliméricos  destaca-se o emulsan, 

produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (ROSENBERG; RON, 1999). 

Segundo Desai e Banat (1997) é classificado como heteropolissacarídeo composto 

de ácidos graxos ligados covalentemente a polissacarídeos através de uma ligação 

orto-éster.  

Segundo Maier (2003), são constituídos de carboidratos, proteínas, 

lipídios, bem como uma mistura destes compostos. Acinetobacter calcoaceticus 

RAG-1 produz um potente bioemulsificador utilizado em escala comercial com o 

nome de EMULSAN (Figura 8), com importante uso na degradação do petróleo 

(BUENO, 2008; SHABTAI; GUTNICK, 1986). O emulsan apresenta uma massa 

molecular média de aproximadamente 1000 KDa e sua porção hidrofílica é composta 

por carboidratos, enquanto que sua porção hidrofóbica apresenta ácidos graxos 

(KIM; OH; KIM, 1997). 

�
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Figura 8- Estrutura do Emulsan produzido por Acinetobacter calcoaceticus

Fonte: DESAI; BANAT, 1997 

Os biossurfactantes particulados são caracterizados como células 

microbianas e vesículas extracelulares com atividade tensoativas. Possuem elevada 

hidrofobicidade superficial, assim são considerados biossurfactante os 

microrganismos que degradam hidrocarbonetos (NITSCHKE; PASTORE, 2002).  

3.3.4. Biossurfactantes Produzidos por Fermentação em Estado Sólido 

A grande maioria dos biossurfactantes relatados são produzidos por 

fermentação submersa (FS) sob agitação constante, aeração, pH e meio de cultivo 

adequado ao microrganismo utilizado. A produção e eficiência dos biotensoativos é 

medida por alguns parâmetros indiretos como: determinação da tensão superficial, 

índice de emulsificação (E24), determinação da atividade emulsificante e 

concentração micelar crítica (MONTEIRO et al., 2007; PHETRONG; H-KITTIKUN; 

MANEERAT, 2008; PINTO; MARTINS; COSTA, 2009; SILVA et al., 2009;

TECHAOEI et al., 2011). 
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Entretanto há um interesse crescente para a produção de 

biossurfactantes por FES (Tabela 6). Ohno, Ano e Shoda (1995) estudaram a 

produção de biossurfactantes utilizando como substrato o resíduo fermentado de 

soja (“Okara”) por linhagens de Bacillus subtilis geneticamente modificadas. A 

produção de surfactina, foi de 2,0 g.kgSS-1 (grama por kilograma de substrato seco). 

Veenanadig, Gowthaman e Karanth (2000) estudaram a produção de 

biossurfactante por Bacillus subtilis FE-2 em biorreator de FES utilizando farelo de 

trigo como substrato. O extrato obtido reduziu a tensão superficial de 54 mN.m-1 para

24 mN.m-1 em 54 h de fermentação, porém não chegaram a determinar o

biossurfactante produzido.  

Das e Sen (2006) compararam a produção de biossurfactante por 

duas cepas de Bacillus subtilis em FS e FES, utilizando cascas de batata como 

substrato. A quantidade de biossurfactante produzido foi similar em ambos os 

sistemas, com produções de 102 e 92 g.kgSS-1 na FS e FES respectivamente, 

entretatanto o biossurfactante não foi identificado. 

Slivinski et al., (2012), produziram 3,3 g/kgSS de surfactina por FES, 

utilizando okara e bagaço de cana de açúcar como agente de bulking, com Bacillus 

pumillus UFPEDA 448. 

Zhu et al., (2012), produziram 50,01 mg/gss de lipopeptídeos de 

Bacillus amyloliquefaciens XZ-173, em fermentação estado sólido, utilizando farinha 

de soja e palha de arroz como substrato.  
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Tabela 6 - Produção de biossurfactantes, classe dos lipopetídeos, por fermentação 
em estado sólido 

Microrganismo
Substrato

Lipopetideo
Produzido

Referência

Bacillus subtilis RB 14 CS
Okara

Iturina A
Mizumoto, Hirai e Shoda 

(2006)
Bacillus subtilis RB 14 CS

Okara
Iturina A

Mizumoto e Shoda 
(2007)

Bacillus subtilis DM-03 e DM-04
Casca de batata

Não identificado
Das e Mukherjee (2007)

Bacillus subtilis S3
Farelo de trigo e Farelo de arroz

Iturina A
Shih et al. (2008)

Bacillus subtilis B6-1
Resíduo de soja e Batata doce

Fengicina
Wang et al. (2008)

Bacillus pumilus UFPEDA 48
Okara + espuma

Surfactina A
Bugay et al. (2009)

Bacillus subtilis RB 14CS
Okara

Iturina A
Ano et al. (2009)

Bacillus pumillus UFPEDA 448 
Okara e bagaço de cana de açúcar

Surfactina
Slivinski et al. (2012)

Bacillus amyloliquefaciens XZ-173
Farelo de soja e casca de arroz

Surfactina
Zhu et al. (2012)

Fonte: própria autora.

3.3.4.1. Fatores que afetam a fermentação em estado sólido (FES) 

As condições ambientais e nutricionais são fatores importantes para 

a produção de biossurfactantes por fermentação utilizando microrganismos. Os 

fatores que influenciam o crescimento microbiano afetam diretamente a produção do 

biossurfactante (DESAI, BANAT, 1997; MUKHERJEE, DAS, SEN, 2006).

Temperatura, pH e disponibilidade de oxigênio afetam a produção, pois tem efeito 

sobre o crescimento e também sobre as atividades celulares (DESAI; BANAT, 1997).

A produção também pode ser afetada por variáveis como fontes e concentrações de 

carbono (CAMEOTRA, MAKKAR, 1998; NITSCHKE et al., 2005), de nitrogênio ( 

ILORI; AMOBI; ODOCHA, 2005; ABOUSEOUD et al., 2008; CAMEOTRA; MAKKAR, 

2010) e de micronutrientes como ferro (WEI; LAI; CHANG, 2007) e manganês 

(COOPER; PADDOCK, 1980).  
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3.4. POTENCIAIS APLICAÇÕES INDUSTRIAIS DOS BIOSSURFACTANTES

As pesquisas na área de produtos biotecnológicos e sua utilização 

vêem merecendo atenção e ganhando cada vez mais espaço entre as indústrias 

química, farmacêutica, alimentícia, petroquímica, entre outras (SOUMEN; 

PALASHPRIYA; RAMKRISHNA, 2006; PATTANATHU; EDWARD, 2008), por 

possuírem alto potencial de aplicação, seja no pré-tratamento de matérias primas, 

modificações de produtos, gestão de resíduos ou reciclagem e conservação de 

energia (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). Sua aplicação esta diretamente 

relacionada com as propriedades físico-químicas que cada composto apresenta 

(KOSARIC; CAIRNS; GRAY, 1984). O principal mercado é a indústria petrolífera, 

onde podem ser utilizados para a produção de petróleo ou adicionados a 

formulações de lubrificantes (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).  

Nesta perspectiva de crescimento, os biossurfactantes são produtos 

biotecnológicos de interesse comercial, por possuírem ampla faixa de aplicações 

industriais. Apesar da diversidade que os biossurfactantes apresentam, ainda não 

são amplamente utilizados devido aos elevados custos de produção assoc11iados a 

métodos ineficientes de recuperação dos produtos, assim como a utilização de 

substratos caros. Contudo, este problema econômico pode ser reduzido através da 

utilização de fontes alternativas de substratos facilmente disponíveis que 

apresentam baixo custo. (VOLLBRECHT, RAU, LANG, 1999; DELEU; PAQUOT, 

2004).

Os biossurfactantes possuem potencial uso e aplicações por serem 

biodegradáveis e uma forma alternativa aos surfactantes sintéticos. Para Benicasa et 

al. (2004) o grande interesse nestes produtos advém das propriedades que eles 

exibem, como baixa toxicidade e propriedades terapêuticas, assim como 

propriedades biológicas utilizadas no campo biomédico (MAKKAR; CAMEOTRA, 

2002).  

Entre estes compostos destacam-se os lipopeptídeos, devido a sua alta 

atividade de superfície, podendo atuar como agentes antimicrobianos, antitumorais, 

antivirais, imunomoduladores, inibidores específicos de enzimas e toxinas 

(RODRIGUES et al, 2006).  
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3.5. Bacillus amyloliquefaciens MO.04b 

O gênero Bacillus compreende espécies de bastonetes moveis 

Gram-positivos cuja extremidade é reta ou arredondada apresentam diversos 

tamanhos (0,5 x 1,2μm a 2,5 x 10 μm), formam endósporos e são aeróbios estritos 

ou facultativos. Cerca de 70 espécies são encontradas no solo, água, ar, matérias 

primas e alimentos processados (Gomes. 2012).  

O gênero também apresenta elevada taxa de crescimento e grande 

capacidade de secretar proteínas para um meio extracelular, algumas espécies  

apresentam estado de GRAS (Generally Recognized As Safe), exigido pelo FDA 

(Food and Drug Administration) para aplicação na área de alimentos (SCHALLMEY, 

SINGH, WARD, 2004). Essas bactérias apresentam elevado potencial biotecnológico 

(SHAFFER et al., 2002; GORLACH-LIRA et al., 2010). Possuem ampla versatilidade 

metabólica, está presente na diversidade bacteriana de vários ambientes naturais e 

antropogênicos (LEE, TIN, KELLEY, 2002; CHANTAWANNAKUL et al., 2002). 

Por ser um gênero bastante heterogêneo tanto geneticamente como 

fenotipicamente (tipo respiratório, metabolismo de carboidratos, composição da 

parede), a maioria é saprófita, não transmitem doenças para os animais, sendo o 

Bacillus anthracis a espécie mais patogência para humanos (GOMES, 2012). 

Diversas espécies do gênero Bacillus possuem alto potencial na 

produção de biossurfactantes, apresentando condições suficientes para competir 

com seus congêneres sintéticos. Bacillus subtilis, encontrada no solo, produz 

surfactina, lipopepítideo cíclico que além de possuir elevada atividade, apresenta 

extensa atividade biológica, afetando o crescimento de tumores, bactéria, fungos, 

vírus e micoplasmas. Outra espécie pertencente a esse grupo são os Bacillus 

licheniformis (JAVALHERI et al., 1985; VOLLENBROICH et al., 1997; CHRISTOFI; 

IVSHINA, 2002).

O Bacillus amyloliquefaciens MO.04b foi isolado e identificado por 

Granzotto e colaboradores (2012) a partir de solo contaminado com petróleo 

coletado nas proximidades da Refinaria Getúlio Vargas-PR. Investigaram a 

diversidade microbiana deste solo com o objetivo de selecionar agentes de 

biorremediação em potencial.  

Pedro (2012) avaliou a capacidade emulsificante de extratos obtidos 

do cultivo de Bacillus amyloliquefaciens MO.04b nos resíduos agroindustriais, 
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bagaço de cana de açúcar, casca de arroz, torta de soja e torta de milho visando à 

utilização destes como substratos para estudos de produção de biossurfactantes. 

Nesta avaliação determinou o Índice de Emulsificação (IE24) nos extratos obtidos dos 

cultivos em torta de soja, torta de milho e bagaço de cana, nos extratos dos cultivos 

em casca de arroz não foi determinada capacidade emulsificante. 

Santos (2012) determinou o perfil das enzimas extracelulares, 

protease, amilase, celulase e lípase, produzidas por Bacillus amyloliquefaciens

MO.04b sob condição de fermentação em estado sólido (FES) nos mesmos 

substratos estudados por Pedro (2013). O melhor substrato para a produção de 

enzimas foi a torta de soja, onde foram determinadas atividade proteolítica de 180 

U/mL e atividade amilolítica 7 U/mL; neste estudo foram também avaliadas as 

atividades celulolítica e lipolítica porém para essas enzimas a atividade encontrada 

foi muito baixa. 

Papi (2013) produziu, otimizou a produção e fez a caracterização 

molecular de surfactina produzida por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b por 

fermentação submersa, um biossurfactante da classe dos lipopeptídeos que

apresenta muitas aplicações, mas, ainda não é produzido em escala industrial. As 

condições ótimas de cultivo foram 36,8 ºC (temperatura); 8,2 (pH); 3,4 % (m/V) 

(salinidade); 1,02 % (m/V) concentração de glucose. A solução do extrato bruto 

deste biossurfactante provocou um abaixamento da tensão superficial da água de 

69,82 mN/m-1 para 29,52 mN/m-1, sendo a CMC de 220 mg de surfactina/L. E a 

caracterização molecular determinou que este extrato continha uma mistura de 

isoformas de surfactina, estando presentes: Anteiso-C15, Anteiso-C15 [Val 7] e Iso-

C14 [Val 7], Anteiso C15 [Leu 7]-O-metil ester ou Anteiso-C16 [Leu 7], e que a Anteiso-

C15 se encontrava-se em maior proporção. 

�
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. SUBSTRATOS LIGNOCELULÓSICOS 

Foram utilizados os seguintes substratos lignocelulósicos para os 

estudos de fermentação em estado sólido (FES): bagaço de cana de açúcar (BC) 

(armazenado no estoque do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia) lavado e 

pulverizado com gramatura de aproximadamente 28 mesh, farelo de milho (FM) 

(armazenado no estoque do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia) sem 

nenhum processamento prévio, casca de arroz (CA), sem processamento prévio, 

(adquiridada beneficiadora Máquina de Arroz Yara-Londrina/PR) e o farelo de soja 

(FS), sem processamento prévio, foi gentilmente cedido pela empresa Granosul 

Agroindustrial-Cambé/PR. Os substratos sólidos foram utilizados da forma como 

foram obtidos sem nenhum tipo de processamento prévio.  

4.2. DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DOS SUBSTRATOS 

LIGNOCELULÓSICOS

A composição centesimal dos substratos, bagaço de cana de 

açúcar, casca de arroz, farelo de milho e farelo de soja foi determinada de acordo 

com métodos oficiais da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e  

Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz (1985) e incluiu a determinação do teor de 

umidade, proteínas, lipídeos totais, cinzas e carboidratos totais. Todas as 

determinações foram realizadas em duplicata. As técnicas e metodologias estão 

detalhadamente descritas no ANEXO 1.  

4.3. MICRORGANISMO E MANUTENÇÃO DA CEPA

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens MO.04b foi isolada por Granzotto 

(2009) a partir de solo contaminado por petróleo coletado nas proximidades da 

Refinaria Getúlio Vargas (REPAR-PR). Esta cepa foi identificada (Granzotto et al., 

2012) e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. André Luiz Martinez de Oliveira 
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(Departamento de Bioquímica e Biotecnologia-Universidade Estadual de Londrina 

(UEL). O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo meio sólido 

inclinado de Dyg’s, a culturac foi recoberta com óleo mineral autoclavado e desta 

forma mantida em freezer (-4 °C); repiques foram feitos a cada seis meses. 

4.4. MEIOS DE CULTIVO

4.4.1. Meio de Manutenção (Dyg’s) 

O meio de Dyg’s foi utilizado como meio de manutenção para o 

microrganismo e foi preparado como descrito na Tabela 7.  

Tabela 7- Composição do meio de Dyg´s 

Composição g.L-1

Extrato de levedura 2,0 
Fosfato monoácido de potássio 0,5
Glicose 0,2 
Peptona 1,5
Sulfato de magnésio 0,5 

Os reagentes foram dissolvidos em água destilada, e o volume foi 

completado para 1000 mL. Para o preparo do meio sólido, foram adicionadas 15 

gramas de ágar. 

4.4.2. Meio de Sais Minerais-1 (MSM-1)

O meio de sais minerais (MSM-1) (Tabela 8) foi utilizado para o 

preparo do inóculo dos cultivos de FES; como solução umedecedora dos substratos 

lignocelulósicos e preparado segundo Camilios-Neto et al., (2008).

Tabela 8- Composição do meio de sais minerais  

Composição g.L-1

KH2PO4 3,0 
K2HPO4 7,0 
MgSO4.7H2O 0,2 
(NH4)2SO4 1,0 
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Os reagentes foram dissolvidos em água destilada e o volume foi 

completado para 1000 mL. Como fonte de carbono foi adicionada glicose 

separadamente autoclavada de forma a obter uma solução final com a concentração 

0,2 % (m/v).  

4.4.3. Meio de Sais Minerais-2 (MSM-2)

O meio de sais minerais (MSM-2) (Tabela 9) foi utilizado como solução 

umedecedora dos substratos lignocelulósicos e preparado segundo ZHU et al. 

(2012).  

�
Tabela 9 – Composição do meio de sais minerais (MSM-2)

Composição g.L-1

KH2PO4 1
MgSO4.7H2O 0,5
KCl 0,5 
MnSO4 5.10-3

CuSO4 0,16.10-3

FeSO4 0,15.10-3

L-fenilalanina 2.10-3

4.5. CULTIVOS DE FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO

4.5.1. Preparo do Inóculo 

A bacteria inicialmente foi cultivada em Erlenmeyers de 50 mL 

contendo 10 mL de meio de sais (MSM-1), acrescida de 2 % de glucose, esses 

frascos foram inoculados pela transferência de uma alçada de células provenientes 

de tubos estoque, contendo meio sólido Dyg´s e então incubados a 37± 2 ºC sob 

agitação de 180 rpm em shaker orbital, por 24 horas. Após este período 200 μL da 

suspenção de células obtida foi utilizada como inóculo, e este volume continha 

aproximadamente 4.107 UFC/mL. 
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4.5.2. Ensaios Preliminares para a Avaliação do Crescimento do Bacillus 

amyloliquefaciens MO.04b nos Substratos Bagaço de Cana de Açúcar, 

Farelo de Soja, Farelo de Milho e Casca de Arroz  

Para os cultivos preliminares de fermentação em estado sólido (FES) 

foram utilizados quatro resíduos agroindustriais, bagaço de cana (BC),farelo de soja 

(FS), farelo de milho (FM) e casca de arroz (CA). Os cultivos foram desenvolvidos 

em Erlenmeyers de 50 mL, contendo separadamente 1,5 g dos materiais 

lignocelulósicos umedecidos com diferentes volumes de solução de sais (MSM-1) 

que variaram entre 4 e 10 mL de acordo com o material. Nesses ensaios foram 

também realizados os estudos de padronização da umidade para a FES onde a 

solução umedecedora foi adicionada progressivamente aos substratos sólidos para 

atingir a umidade de 80 %. Os frascos foram incubados com 200 μL de suspensão  

de células (descrita em 4.5.1.) e mantidos em incubadora BOD 28 � 2 �C, durante 4 

dias. Todos os experimentos foram desenvolvidos em quadruplicatas. 

4.5.2.1. Verificação do crescimento por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) 

Amostras dos substratos fermentados e dos substratos in natura 

foram utilizadas para a obtenção de imagens de microscopia eletrônica de varredura. 

O processamento das amostras foi realizado no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica da UEL. As imagens foram geradas no microscópio eletrônico Modelo 

Quanta 200 da FEI Philips com capacidade máxima de aproximação de 50.000 

vezes.  

As amostras coletadas dos fracos de cultivo foram submetidas a 

duas técnicas de preparo, segundo Dominguez-Manzano et al. (2012) e Setta et al. 

(2012). As amostras foram secas, fixadas e desidratadas antes de serem conduzidas 

ao microscópio eletrônico de varredura. 
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4.5.2.2. Avaliação do crescimento do microrganismo por plaqueamento e 

contagem de unidades formadoras de colônias  

O crescimento do B. amyloliquefaciens MO.04b foi determinado pela 

contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) nos cultivos de FES contendo 

1,5 g dos resíduos BC, FM, FS e CA. Os cultivos foram interrompidos pela adição de 

solução salina estéril 0,85 %. Em seguida os frascos de Erlenmeyer foram agitados 

por 30 minutos em shaker orbital; a partir da suspensão obtida foram feitas diluições 

decimais em série, de 10-1 a 10-8. Em seguida alíquotas de 200 μL das diluições 10-6,

10-7, 10-8, foram transferidas pelo método “pour plate” para placas de Petri contendo 

meio de cultura sólido de Dyg´s. As placas foram incubadas em estufa BOD, com 

temperatura de 28 ± 2 ºC, por 24 horas. Após este período de incubação o número 

de unidades formadoras colônias foi contado e expresso em UFC por grama de 

substrato seco (UFC/gss) de acordo com Zhu et al. (2012). Todos os procedimentos 

foram desenvolvidos em quadruplicatas.

4.5.3. Interrupção dos Cultivos e Obtenção do Extrato Livre de Células (ELC) 

A interrupção dos cultivos foi realizada pela adição de água 

destilada, de 10 a 15 mL nos frascos dependendo da capacidade de absorção do 

resíduo estudado. Após esta adição o conteúdo dos frascos foi homogeneizado em 

Shaker durante 30 minutos a 180 rpm e logo após o conteúdo foi transferido para 

tubos de centrífuga e submetidos à centrifugação a 9.000 rpm, a 4 ± 2°C, 20 minutos.

Os respectivos extratos livres de células (ECL) foram coletados e armazenados até a 

realização das determinações analíticas. 

4.5.4. Perfil de Crescimento e Produção de Lipopeptídeos nas Misturas Farelo 

de Soja mais Casca de Arroz e Farelo de Milho mais Casca de Arroz 

Estes cultivos foram desenvolvidos em erlenmeyers de 250 mL, 

contendo farelo de soja e casca de arroz, separados e em misturas proporcionais. 

Estes substratos foram umedecidos com MSM, KH2PO4. (3,0 g.L-1), K2HPO4 (7,0 g. 

L-1) MgSO4.7H2O (0,2 g. L-1) e (NH4)2SO4 (1,0 g. L-1), alcançando 80 % de umidade,



���
�

e esterilizados 2 vezes. Em seguida foram inoculados assepticamente e incubados, 

por 36 horas, em estufa a 37 ºC. Para interrupção dos cultivos foram adicionados 50 

mL de agua destilada e os frascos foram submetidos a agitação por 30 minutos, 37 

ºC e 200 rpm. Os substratos foram então retirados com auxilio de filtragem a vácuo 

para extração de todo líquido. O filtrado foi então centrifugado a 9.000 g por 20 

minutos para obtenção do extrato livre de células (ELC).

4.6. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE CULTIVO PARA A PRODUÇÃO DE LIPOPEPTÍDEOS 

NA MISTURA FARELO DE SOJA E CASCA DE ARROZ

Para avaliação dos parâmetros de cultivo, foram desenvolvidas 

fermentações em erlenmeyers de 50 mL, contendo solução umedecedora, suficiente 

para se obter 80 % de umidade, inoculados com 200 μL de suspensão de células e 

mantidos em BOD a 37 °C por 36 horas. Todos os estudos e determinações 

analíticas foram realizados em triplicata.  

4.6.1. Avaliação da Solução Umedecedora para Fermentação em Estado Sólido 

Foi avaliado o efeito de duas soluções umedecedoras (Tabela 10) 

em FES, para produção de lipopetídeos.  

Tabela 10 – Composição de diferentes soluções umedecedoras utilizadas em 
ensaios preliminares para avaliação dos parâmetros de cultivo

Composição Solução A (g.L-1) Solução B (g.L-1)
KH2PO4 3,0 1
K2HPO4 7,0 --

MgSO4.7H2O 0,2 0,5 
(NH4)2SO4 1,0 --

KCl -- 0,5 
MnSO4 -- 5.10-3

CuSO4 -- 0,16.10-3

FeSO4 -- 0,15.10-3

L-fenilalanina -- 2.10-3

A – Camilios-Neto et al.(2008); B – Zhu et al. (2012) 
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4.6.2. Seleção de Fontes de Nitrogênio e Fontes de Carbono  

Foram testadas diferentes fontes de nitrogênio adicionais: uréia, 

extrato de levedura, sulfato de amônio e peptona na concentração 0,15 g, e 

diferentes fontes de carbono adicionais: glicose, sacarose, amido e glicerol, na 

concentração de 0,15 g, na produção de lipopetídeos. 

4.6.3. Seleção do pH inicial 

Foi avaliada a influência do  pH inicial da solução umedecedora, com 

auxilio de potenciômetro, os pH avaliados foram 6,7 e 8, na produção de 

lipopetídeos.  

�
4.7. ANÁLISE EXPLORATÓRIA UTILIZANDO PLANEJAMENTO FATORIAL E ANÁLISE POR 

METODOLOGIA DE SUPERFÍCIE DE RESPOSTA NA PRODUÇÃO DE LIPOPETÍDEO

Para avaliar os parâmetros da FES com Bacillus amyloliquefaciens

MO.04b para produção de lipopetídeos foi utilizado planejamentos fatoriais e análise 

por metodologia de superfície de resposta, ferramenta estatística, matemática 

utilizada para avaliar o efeito que variáveis independentes têm sobre a variável 

resposta desejada. O planejamento fatorial de Box-Behnken é um planejamento 

experimental utilizado para procedimentos de otimização e o modelo consiste na 

repetição do ponto central, para medir a variabilidade experimental, mais um 

conjunto de pontos fatoriais ancorados no ponto central definindo a região de 

interesse (BOX; BEHNKEN, 1960). A variável resposta utilizada foi a produção de

lipopetídeos em mg/gss. Os dados foram tabulados e os gráficos construídos pelo 

programa Statistica 10.0. 

Todos os ensaios do planejamento tiveram como resposta a 

quantificação de lipopeptídeos, a medida de pH final do extrato livre de células e a 

medida da tensão superficial pelo do método do ane de Du Nouy. 

Todas as análises foram feitas em duplicata. 
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4.7.1. Planejamento Fatorial Box-Behnken 34 para Otimização da Produção de 

Lipopetideos por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b (Primeira Rodada 

de Experimentos) 

Na primeira rodada de experimentos foi aplicado um planejamento 

fatorial Box-Behnken 34, com quatro variáveis, três níveis e 5 repetições do ponto 

central (Tabelas 11 e 12). As variáveis independentes (x1, x2, x3 e x4) e as variáveis 

decodificadas (X1 = farelo de soja, X2 = casca de arroz, X3 = extrato de levedura, X4

= glicerol) estão apresentadas na Tabela 12. As condições de cultivo foram 

estabelecidas em 37 ºC e 36 horas de incubação.

Tabela 11 - Variáveis independentes e níveis de variação no planejamento fatorial  
Box-Behnken 34

Variáveis Níveis
-1 0 1

X1 = Farelo de soja (g) 2,50 5,00 7,50
X2 = Casca de arroz (g) 0 2,50 5,00
X3 = Extrato de levedura (g) 0,00 0,15 0,30
X4 = Glicerol (g) 0,00 0,15 0,30

Tabela 12 – Box-Behnken 34 para fermentação em estado sólido com Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b para produção de lipopetídeos 

Variaveis Codificadas Variáveis Decodificadas

x1 x2 x3 x4 X1 X2 X3 X4

Farelo 
soja

Casca 
Arroz

Extrato 
levedura

Glicerol Farelo 
soja

Casca 
Arroz

Extrato 
levedura

Glicerol

1 -1 -1 0 0 2,50 0,00 0,15 0,15
2 1 -1 0 0 7,50 0,00 0,15 0,15
3 -1 1 0 0 2,50 5,00 0,15 0,15
4 1 1 0 0 7,50 5,00 0,15 0,15
5 0 0 -1 -1 5,00 2,50 0,00 0,00
6 0 0 1 -1 5,00 2,50 0,30 0,00
7 0 0 -1 1 5,00 2,50 0,00 0,30
8 0 0 1 1 5,00 2,50 0,15 0,30
9 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
10 -1 0 0 -1 2,50 2,50 0,15 0,00
11 1 0 0 -1 7,50 2,50 0,15 0,00
12 -1 0 0 1 2,50 2,50 0,15 0,30
13 1 0 0 1 7,50 2,50 0,15 0,30
14 0 -1 -1 0 5,00 0,00 0,00 0,15
15 0 1 -1 0 5,00 5,00 0,00 0,15
16 0 -1 1 0 5,00 0,00 0,30 0,15
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17 0 1 1 0 5,00 5,00 0,30 0,15
18 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
19 -1 0 -1 0 2,50 2,50 0,00 0,15
20 1 0 -1 0 7,50 2,50 0,00 0,15
21 -1 0 1 0 2,50 2,50 0,30 0,15
22 1 0 1 0 7,50 2,50 0,30 0,15
23 0 -1 0 -1 5,00 0,00 0,15 0,00
24 0 1 0 -1 5,00 5,00 0,15 0,00
25 0 -1 0 1 5,00 0,00 0,15 0,30
26 0 1 0 1 5,00 5,00 0,15 0,30
27 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
28 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
29 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
30 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
31 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
32 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15
33 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15

*os experimentos foram aleatorizados 

4.7.2. Planejamento Fatorial Box-Behnken 33 para Otimização da Produção de 

Lipopetideos por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b (Segunda Rodada 

de Experimentos) 

A segunda rodada de experimentos foi elaborada para avaliar a 

produção de lipopeptídeos utilizando planejamento fatorial Box-Behnken 33, com três 

variáveis, três níveis e 5 repetições do ponto central (Tabelas 13 e 14). As variáveis 

independentes (x1, x2, x3) e as variáveis decodificadas (X1 = farelo de soja, X2 =

casca de arroz, X3 = extrato de levedura, X4 = glicerol) estão apresentadas na 

Tabela 14. As condições de cultivo foram estabelecidas em 37º C e 36 horas de

incubação.

Tabela 13 - Variáveis independentes e níveis de variação no planejamento fatorial 
Box-Behnken 33

Variáveis Níveis
-1 0 1

X1 = Farelo de soja (g) 5,00 7,50 10,00
X3 = Extrato de levedura (g) 1,50 1,75 2,00
X4 = Glicerol (g) 1,50 1,75 2,00
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Tabela 14 - Box-Behnken 33 para fermentação em estado sólido com Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b para produção de lipopetídeos 

Variaveis Codificadas Variaveis decodificadas
x1 x2 x3 X1 X2 X3

Farelo
De soja

Extrato de
Levedura

Glicerol
Farelo

De soja
Extrato de
Levedura

Glicerol

1 -1 -1 0 5,00 1,50 1,75
2 1 -1 0 10,00 1,50 1,75
3 -1 1 0 5,00 2,00 1,75
4 1 1 0 10,00 2,00 1,75
5 -1 0 -1 5,00 1,75 1,50
6 1 0 -1 10,00 1,75 1,50
7 -1 0 1 5,00 1,75 2,00
8 1 0 1 10,00 1,75 2,00
9 0 -1 -1 7,50 1,50 1,50
10 0 1 -1 7,50 2,00 1,50
11 0 -1 1 7,50 1,50 2,00
12 0 1 1 7,50 2,00 2,00
13 0 0 0 7,50 1,75 1,75
14 0 0 0 7,50 1,75 1,75
15 0 0 0 7,50 1,75 1,75
16 0 0 0 7,50 1,75 1,75
17 0 0 0 7,50 1,75 1,75

*os experimentos foram aleatorizados 

�
�
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4.7.3. Planejamento Fatorial Box-Behnken 33 para Otimização da Produção de 

Lipopetideos por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b (Terceira Rodada 

de Experimentos) 

A terceira rodada de experimentos foi elaborada para avaliar a 

produção de lipopeptídeos utilizando planejamento fatorial Box-Behnken 33, com três 

variáveis, três níveis e 5 repetições do ponto central (Tabelas 15 e 16). As variáveis 

independentes (x1, x2, x3) e as variáveis decodificadas (X1 = farelo de soja, X2 =

casca de arroz, X3 = extrato de levedura, X4 = glicerol) estão apresentadas na 

Tabela 16. As condições de cultivo foram estabelecidas em 37º C e 36 horas de

incubação.
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Tabela 15 - Variáveis independentes e níveis de variação no planejamento fatorial 
Box-Behnken 33

Variáveis Níveis
-1 0 1

X1 = Farelo de soja (g) 4,00 5,00 6,00
X3 = Extrato de levedura (g) 1,50 1,75 2,00
X4 = Glicerol (g) 1,50 1,75 2,00

Tabela 16 - Box-Behnken 33 para fermentação em estado sólido com Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b para produção de lipopetídeos 

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas

x1 x2 x3 X1 X2 X3

Farelo de 
Soja

Extrato de
Levedura

Glicerol
Farelo de 

Soja
Extrato de
Levedura

Glicerol

1 -1 -1 0 4,00 1,50 1,750
2 1 -1 0 6,00 1,50 1,750
3 -1 1 0 4,00 2,00 1,750
4 1 1 0 6,00 2,00 1,750
5 -1 0 -1 4,00 1,75 1,500
6 1 0 -1 6,00 1,75 1,500
7 -1 0 1 4,00 1,75 2,000
8 1 0 1 6,00 1,75 2,000
9 0 -1 -1 5,00 1,50 1,500
10 0 1 -1 5,00 2,00 1,500
11 0 -1 1 5,00 1,50 2,000
12 0 1 1 5,00 2,00 2,000
13 0 0 0 5,00 1,75 1,750
14 0 0 0 5,00 1,75 1,750
15 0 0 0 5,00 1,75 1,750
16 0 0 0 5,00 1,75 1,750
17 0 0 0 5,00 1,75 1,750

*os experimentos foram aleatorizados 

4.7.4. Planejamento Fatorial Box-Behnken 33 para Otimização da Produção de 

Lipopetideos por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b (Quarta Rodada de 

Experimentos) 

A quarta rodada de experimentos foi elaborada para avaliar a 

produção de lipopeptídeos utilizando planejamento fatorial Box-Behnken 33, com três 

variáveis, três níveis e 5 repetições do ponto central (Tabelas 17 e 18). As variáveis 
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independentes (x1, x2, x3) e as variáveis decodificadas (X1 = farelo de soja, X2 =

casca de arroz, X3 = extrato de levedura, X4 = glicerol) estão apresentadas na

Tabela 18. As condições de cultivo foram estabelecidas em 37º C e 36 horas de

incubação.

Tabela 17 - Variáveis independentes e níveis de variação no planejamento fatorial 
Box-Behnken 33.

Variáveis Níveis
-1 0 1

X1 = Farelo de soja 2,50 4,00 5,50
X2 = Extrato de levedura 1,25 1,50 1,75
X3 = Glicerol 1,50 1,75 2,00

�
�
Tabela 18 – Box-Behnken 33 para fermentação em estado sólido com Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b para produção de lipopetídeos 

Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas
x1 x2 x3 X1 X2 X3

Ensaios Farelo de
Soja

Extrato de
Levedura

Glicerol Farelo de
Soja

Extrato de
Levedura

Glicerol

1 -1 -1 0 2,50 1,25 1,75
2 1 -1 0 5,50 1,25 1,75
3 -1 1 0 2,50 1,75 1,75
4 1 1 0 5,50 1,75 1,75
5 -1 0 -1 2,50 1,50 1,50
6 1 0 -1 5,50 1,50 1,50
7 -1 0 1 2,50 1,50 2,00
8 1 0 1 5,50 1,50 2,00
9 0 -1 -1 4,00 1,25 1,50

10 0 1 -1 4,00 1,75 1,50
11 0 -1 1 4,00 1,25 2,00
12 0 1 1 4,00 1,75 2,00
13 0 0 0 4,00 1,50 1,75
14 0 0 0 4,00 1,50 1,75
15 0 0 0 4,00 1,50 1,75
16 0 0 0 4,00 1,50 1,75
17 0 0 0 4,00 1,50 1,75

*os experimentos foram aleatorizados 
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4.8. DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS

4.8.1. Determinação dos Açúcares Totais 

Para a determinação quantitativa dos açúcares totais utilizou-se o 

método fenol-ácido sulfúrico de Dubois et al. (1956). A curva de calibração foi 

realizada com padrão de glucose 1 mg/mL, realizada na faixa de sensibilidade de 0 

a 100 μg/mL as leituras espectrofotométricas realizadas 490 nm. 

4.8.2. Determinação dos Açúcares Redutores 

Para a determinação quantitativa dos açúcares redutores foi utilizado 

o método de Somogyi (1945) e Nelson (1944). A curva de calibração foi realizada 

com padrão de glucose 1 mg/mL, realizada na faixa de sensibilidade de 10 a 60 

μg/mL as leituras espectrofotométricas realizadas 540 nm. 

4.8.3. Determinação das Proteínas Totais 

Para a determinação quantitativa das proteínas totais foi utilizado o 

método de Hartre (1972). A curva de calibração foi realizada com padrão de sora 

albumina bovina 1 mg/mL, realizada na faixa de sensibilidade de 0 a 200 μg/mL as 

leituras espectrofotométricas realizadas 650 nm. 

4.8.4. Determinação da Tensão Superficial 

Para determinação da tensão superficial (TS) foi utilizado 

tensiometro Krüss analógico, segundo metodologia de Du Nouy, disponível no 

departamento de Bioquímica da UEL. A amostra foi colocada em recipiente do 

próprio aparelho, com o anel de platina inicialmente submerso. Uma força adicional é 

exercida sobre o anel, e no momento em que a lâmina do líquido se rompe, a TS é 

determinada (KRÜSS, 1994).  

As condições de ensaio foram padronizadas com volume médio de 

15 mL de amostra na temperatura ambiente. A calibração do aparelho se deu com a 

medida da TS da água destilada, cujo valor está em torno de 72 mN/m.  
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4.8.5. Medida do Índice de Emulsificação 

O índice de emulsificação (IE) foi determinado conforme a

metodologia de Cooper e Goldenberg (1987) adaptada. Em um tubo de ensaio foram 

colocados 3 mL de querosene e em seguida  3 mL dos sobrenadantes das culturas.

Cada tubo foi agitado em vórtex por 2 minutos e deixado em repouso por 24 horas. 

A percentagem de emulsificação foi determinada pela Equação (01). A medida foi 

realizada em 24 horas de repouso. 

�

�

4.8.6. Extração de Lipopetídeos de Bacillus amyloliquefaciens MO.04b em FES 

O fluoxograma para extração e obtenção dos lipopetídeos de B. 

amyloliquefaciens MO.04b esta descrito na Figura 9. Após cultivo, o pH do extrato 

livre de células obtido foi ajustado para 2,0 (HCl 6 mol.L-1), este sobrenadante 

acidificado foi mantido a 4 ºC por 12 horas para precipitação dos lipopetídeos, Ao 

acidificar a solução contendo lipopetídeos para pH igual a 2 ocorre uma elevação da 

tensão superficial para 62 mN.m-1, que volta para 27   mN.m-1 com a neutralização, 

mostrando a dependência das propriedades surfactantes do lipopetídeo ao pH 

(COOPER; PADOCK, 1980). Esta dependência se deve ao fato de que em meio 

ácido os lipopetideos precipitam devido à perda de solubilidade causada por 

protonação. Quando o pH do meio retorna ao valor original, o surfactante sofre 

desprotonação tornando-se novamente solúvel (COOPER; PADOCK, 1980; COSTA, 

2006).  O precipitado foi então separado por centrifugação a 9.000 g por 20 minutos. 

Este precipitado foi submetido a extração com CH2Cl2, onde o solvente da fase 

orgânica foi solubilizado. O solvente orgânico foi evaporado a 40 ºC em evaporador 

rotatório, sob pressão reduzida obtendo-se uma fração residual, a qual foi 

adicionada 10 mL de água destilada e o pH foi novamente ajustado para 7,0 com 

solução de NaOH 1mol.L-1 (GHOJAVAND et al., 2008). Ao final, o extrato foi 

submetido a determinação da tensão superficial e liofilizados para a quantificação 

�����������
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dos lipopetídeos e caracterização molecular por FTIR, RMN e espectrometria de 

massa. 

Figura 9 - Obtenção dos lipopeptídeos produzidos por Bacillus amyloliquefaciens
MO.04b em fermentação em estado sólido em diferentes substratos 
�

FONTE: a própria autora 2014 
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4.9. CARACTERIZAÇÃO DO LIPOPETÍDEO PRODUZIDO POR Bacillus amyloliquafaciens

MO.04b EM FES 

4.9.1. Análise por Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF)

A espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier 

(IV-TF) foi realizada utilizando o espectrômetro pertencente ao departamento de 

Química da Universidade Estadual de Londrina. Uma pequena quantidade da 

amostra seca liofilizada, foi misturada e macerada junto a brometo de potássio (KBr) 

após este processo o material foi prensada, tornando-se uma pastilha fina e 

consistente, o espectro foi então gerado na faixa de comprimento de onda de 400 –

4000 cm-1.

4.9.2. Análise por Ressonância Magnética Nuclear (RMN de 1H e 13C) 

As análises de RMN de 1H e 13C do material extraído foi realizada em 

espectrômetro Avance III (Bruker), com sonda BBI de 5 mm. O solvente utilizado foi 

o dimetilsulfóxido deuterado, à temperatura de 303 K. As análises de 1H foram 

realizadas a 400,13 MHz e de 13C a 100,62 MHz. Todas as análises foram 

realizadas seguindo as sequências de pulso descritas por Braun, Kalinowski e 

Berger (2006). 

4.9.3. Espectrometria de Massa  

Uma pequena massa do material extraído e solubilizado em uma 

solução MeOH:H2O (1:1), sendo em seguida realizada a tomada de dados em um 

espectômetro de massas microTOF II – ESI-TOF Mass Spectometer (Bruker 

Daltonics). A injeção da amostra no espectômetro foi feita por bomba de infusão, 

sendo o fluxo de 300 μL/h. O espectro foi gerado tanto no modo positivo de detecção 

quanto no modo negativo de detecção. 



���
�

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DOS RESÍDUOS BAGAÇO DE CANA (BC), FARELO DE 

SOJA (FS), FARELO DE MILHO (FM) E CASCA DE ARROZ (CA)

As composições centesimais dos resíduos BC, FS, FM e CA foram 

determinadas e os resultados estão apresentados na Tabela 19. Os teores de 

carboidratos obtidos no BC (61 %) e FM (42 %) mostram que estes substratos são 

os melhores fornecedores de fonte de carbono.  O teor de proteínas do FS (47 %) 

apresenta este substrato como o melhor fornecedor de fonte de nitrogênio. Resíduos 

agroindustriais são fontes de macro e micronutrientes essenciais, para o crescimento 

microbiano nestes substratos é fundamental o conhecimento da relação carbono–

nitrogênio (C/N), o carbono é utilizado como fonte de energia para que ocorra 

assimilação do nitrogênio, pois se houver esgotamento desta fonte a população de 

microbiana não terá como crescer, já que este elemento é requerido em grande 

quantidade para a síntese proteica. (MATOS, 2005). Existe uma influência 

significativa na utilização desses elementos pelo microrganismo, que reflete na sua 

capacidade de crescimento e de produção de metabólitos específicos.  

A partir dessas informações podem-se criar misturas de resíduos 

que forneçam a nutrição necessária para microrganismos cultivados em fermentação 

em estado sólido. E também foi possível determinar aproximadamente as relações 

C/N (total) para o farelo de soja FS 1:3; farelo de milho FM 3,5:1; casca de arroz CA 

19:1 e bagaço de cana de açúcar BC 30:1. 

Tabela 19 - Composição centesimal dos resíduos agroindustriais 

Umidade Cinzas Lípideos Proteínas Carboidratos
Bagaço de cana 22% 2% 7% 2% 61%
Farelo de soja 24% 4% 5% 47% 14%
Farelo de milho 26% 2% 12% 12% 42%
Casca de arroz 22% 14% 12% 2% 39%

Fonte: a própria autora 2014 

O farelo de soja que contêm 47 % de proteínas (Tabela 19) é um 

substrato adequado para a produção de lipopeptídeos, pois a diversidade de 

aminoácidos presentes pode ser incorporada diretamente na porção peptídica 
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(PEYPOUX; MICHEL, 1992; BESSON; MICHEL, 1998; PEYPOUX; BONMATIN; 

WALLACH, 1999). O FS que é utilizado para formulação de ração animal, também 

pode ser substrato de baixo custo para FES.  

5.2. AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO DO Bacillus amyloliquefaciens MO.04b NOS 

RESÍDUOS FARELO DE SOJA (FS), FARELO DE MILHO (FM), CASCA DE ARROZ (CA)

E BAGAÇO DE CANA (BC) 

O aspecto dos cultivos do Bacillus amyloliquefaciens MO.04b nos 

diferentes substratos lignocelulósicos (1,5 g de substrato, 4 dias de fermentação, 28 

� 2 �C) é mostrado na Figura 10, que compara o frasco controle (sem inóculo) com o 

frasco cultivo de cada um dos resíduos. Pode se notar claramente o crescimento do 

microrganismo na superfície do FS (A) e em FM (B) e também é possível notar que o 

substrato após o desenvolvimento da bactéria escurece em comparação ao controle. 

Figura 10 - Aspecto dos cultivos preliminares em FES de Bacillus amyloliquefaciens

MO.04b cultivado nos resíduos FS (A), CA (B), FM (C) e BC (D), após 4 dias a 28 �

2 �C 

Fonte: a própria autora 2014 
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Nos cultivos com os resíduos CA (B) e BC (D) não foi possível 

visualizar o crescimento do microrganismo. Provavelmente a quantidade de 

proteínas presentes no FS 47 % (Tabela 19) no FM 12 % (Tabela 19) tenha sido 

fundamental para o seu desenvolvimento e os carboidratos presentes na CA 39 % 

(Tabela 19) no BC 61 % (Tabela 19) não estavam acessíveis e a quantidade de 

proteínas 2 % (Tabela 19) não tenha sido suficiente para o desenvolvimento 

microbiano. 

O gênero Bacillus é relatado com produtor de diferentes lipopeptídos 

a partir da utilização de diversos substratos lignocelulósicos (Mizumoto, Hirai e 

Shoda, 2006; Mizumoto e Shoda, 2007; Das e Mukherjee, 2007; Wang et al., 2008, 

Shih et al., 2008; Ano et al., 2009; Bugay et al., 2009;  Zhu et al., 2012; Slivinski et 

al., 2012), o que confirma a importância deste estudo. 

A confirmação do crescimento do Bacillus amyloliquefaciens MO.04b

nos referidos substratos foi determinada através de MEV. Para a obtenção das 

micrografias eletrônicas (MEV) foram recolhidos diretamente dos frascos de cultivo 

pequenas porções dos substratos fermentados. A Figura 10 apresenta as imagens 

com aumento de 12.000 X e é possível verificar que o microrganismo cresceu em 

todos os resíduos estudados, sendo que a maior concentração de células é 

visualizada em farelo de soja (10A). Provavelmente o alto teor de proteínas 47 % do 

FS (Tabela 19) tenha contribuído para o maior crescimento. É também interessante 

verificar que o formato das células em FS, FM e CA são semelhantes e contrastam 

com as imagens, obtidas em BC. 

Ao compararmos a avaliação do crescimento apresentado na Figura 

9 foi possível verificar que mesmo sem visualização do crescimento aparente nos 

resíduos, CA (C) e BC (D) o microrganismo foi capaz de se desenvolver nesses 

substratos como confirmado na CA (C) e BC (D) na Figura 11 embora de forma 

muito menos intensa. 
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Figura 11 - Eletromicrografias de Bacillus amyloliquefaciens MO.04b cultivado nos 
substratos: FS (A); FM (B); CA (C) e BC (D) com aumento 12.000X 

Fonte: a própria autora 2014 

A colonização dos substratos por B. amyloliquefaciens MO.04b foi 

determinada pela contagem do número de células viáveis (UFC/gss) foram 

plaqueadas as diluições decimais 10-6, 10-7, 10-8 os resultados determinados após 

24 horas de incubação a 28 ± 2 ºC. 

De acordo com a Tabela 20 foi possível determinar 1.108 UFC/g.s.s. 

nos substratos FS, FM e CA; em BC não houve desenvolvimento de células viáveis 

nas diluições avaliadas. 

Nos extratos livres de células (ELC) destes cultivos foram também 

avaliados alguns parâmetros relacionados à capacidade de acesso do 

microrganismo aos substratos como: a concentração de açúcares totais solúveis 

B

C D

A
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residuais, a concentração de açúcares redutores solúveis residuais e a concentração 

proteínas totais solúveis residuais (Tabela 20). 

Tabela 20 – Avaliação plaqueamento, açúcares totais, açúcares redutores e 
proteínas totais

Resíduos
UFC/gss

Açúcar Total
g %

Açúcar Redutor
g %

Proteína Total
g %

Controle Cultivo Controle Cultivo Controle Cultivo Controle Cultivo
FS s/cres 1.108 3,5 0,3 0,1 0,09 8,4 31,4
FM s/cres 1.108 13,2 26,1 0,7 3,8 1,2 2,6
CA s/cres 1.108 0,02 0,01 0,07 0,05 1,4 1,4
BC s/cres ND 2,8 2,7 0,3 0,2 1,4 1,2

Fonte: a própria autora 2014 
FS-farelo de soja; FM-farelo de milho; CA-casca de arroz; BC-bagaço de cana; 
s/cres - sem crescimento 

Embora o número de células viáveis observados, (1.108 UFC/gss),

tenha sido o mesmo nos resíduos FS, FM e CA ao avaliarmos os parâmetros AT, AR 

e PT constatamos que o Bacillus amyloliquefaciens MO.04b acessou de maneira 

bastante diferente os substratos. 

No FS a concentração de AT e de AR apresentaram o mesmo 

comportamento no início do cultivo as concentrações desses açúcares era 3,5 e 0,1 

g % respectivamente e após o período de incubação a concentração diminuiu para 

0,3 e 0,09 g % respectivamente, mostrando o consumo desses açúcares. De 

maneira contrária a concentração de PT inicial era de 8,4 g % e no final do cultivo de 

31,4 g % mostrando que o microrganismo foi capaz de promover o aumento das 

proteínas totais solúveis provavelmente pela liberação dessas do substrato farelo de 

soja. 

No FM as concentrações de AT, AR e PT aumentaram para todos 

estes parâmetros que no início do cultivo eram 13,7; 0,7 e 1,2 g % e no final o cultivo 

as concentrações aumentaram para 26,1; 3,8 e 2,6 g % respectivamente. 

Na CA as concentrações de AT e AR aumentaram para estes 

parâmetros que no início do cultivo eram 0,02 e 0,07 g % e no final o cultivo essas 

concentrações diminuíram para 0,01 e 0,05 g % respectivamente. A concentração de 

PT permaneceu inalterada, 1,4 g %. 

No BC as concentrações dos parâmetros AT, AR e PT 

permaneceram quase que inalteradas iniciando com 2,8; 0,3 e 1,4 g % e finalizando 

com 2,7; 0,3 e 1,2 g % respectivamente, esses valores juntamente com a ausência 



���
�

de crescimento mostra que este substrato não foi adequado para o cultivo do 

Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. Desta forma o BC excluído para os próximos 

experimentos.  

Alguns substratos utilizados em cultivos de FES têm a tendência de 

compactar-se interferindo na transferência de calor e massa do sistema. Para 

aumentar a escala do processo, devem-se levar em conta as características que o 

substrato apresenta. Para processos de grande escala, é comum utilizar a aeração 

forçada, onde há um favorecimento do fornecimento de oxigênio e a subsequente 

remoção do calor metabólico. Para facilitar a passagem do ar, o substrato deve 

apresentar uma boa porosidade e não deve compactar durante o processo 

(MITCHELL; VON MEIEN; MITCHELL, 2003).  

Segundo Ooijkaas (2000), alguns suportes inertes são sugeridos 

para serem utilizados como bulking agent, tais como vermiculita, perlita, amberlite, 

poliestireno, casca de arroz, argila, cânhamo e bagaço de cana. A utilização de um 

suporte inerte auxilia a diminuir a compactação que os substratos apresentam em 

fermentação em estado sólido, aumentando a transferência de massa e calor, assim 

como o crescimento do microrganismo e o consequente aumento da produção de 

biosurfactante.  

Zhu et al., (2012) obteve bons resultados para a produção de 

biosurfactante lipopetídeo por Bacillus amyloliquefaciens XZ-173 em fermentação 

em estado sólido, com adição de casca de arroz como suporte inerte ao meio sólido 

baseado em farinha de soja.  

Considerando-se os resultados obtidos, concluiu-se que FS e FM 

foram os melhores substratos para o cultivo de B. amyloliquefaciens MO.04b. Neste 

ponto do trabalho, optou-se pela utilização de misturas de substratos sólidos, o que 

promove condições necessárias para futuras produções de biossurfactantes em 

escala piloto, pois a utilização de FS e FM puros promovem a compactação do leito 

de fermentação, o que diminui a aeração do sistema e prejudica o crescimento 

microbiano. Assim, para os próximos experimentos, optou-se pela utilização de 

misturas entre FS + CA e FM + CA para avaliar o perfil de crescimento, tensão 

superficial, índice de emulsificação dos ELC dos cultivos de Bacillus 

amyloliquefaciens MO.04b. 
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5.3. PERFIL DE CRESCIMENTO DE Bacillus amyloliquefaciens MO.04B E PRODUÇÃO DE 

LIPOPEPTÍDEOS  NAS MISTURAS FARELO DE SOJA MAIS CASCA DE ARROZ E 

FARELO DE MILHO MAIS CASCA DE ARROZ

A Figura 12 é apresenta o perfil de crescimento do Bacillus 

amyloliquefaciens MO.04b nas misturas FS e FM adicionados de casca de arroz, 

foram determinados pela contagem UFC/g.s.s. entre 0 e 48 horas com intervalos de 

6 horas de fermentação. Neste período foi possível verificar um pico de crescimento 

de  1.108 UFC/gss em 12 horas e a partir deste tempo, o desenvolvimento manteve-

se relativamente constante até 48 horas. 

Figura 12 - Crescimento do Bacillus amyloliquefaciens MO.04b nas misturas farelo 
de soja mais casca de arroz (FS + CA) e farelo de milho mais casca de arroz (FM + 
CA), FES, 37° C 

Fonte: a própria autora 2014 
FS = farelo de soja, CA = casca de arroz, FM = farelo de milho 

Nos extratos livres de células (ELC) dos cultivos obtidos do perfil de 

crescimento foram também efetuadas medidas da tensão superficial (TS). Esta 

medida é utilizada como critério primário para selecionar microrganismos produtores 

de biossurfactantes (YOUSSEF et al., 2004). O abaixamento da TS foi determinado 

pela comparação com o valor da tensão superficial da água que é de 
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aproximadamente 72 mN.m-1 a tensão superficial é uma importante propriedade 

apresentada pelos biossurfactantes (NITSCHKE et al., 2004; YOUSSEF et al., 

2004). Também foram determinados os índices de emulsificação (IE24) propriedade 

que os biossurfactantes apresentam de emulsionar substratos insolúveis em meio 

aquoso e estabilizar a emulsão (TULEVA, IVANOV, CHRISTOVA, 2002).  

Na Figura 13A, observa-se que a tensão superficial das amostras 

cultivadas em FS + CA iniciou seu abaixamento de TS a partir de 12 horas e valores 

entre 30 mN.m-1 e 40 mN.m-1 foram observados. O abaixamento mais pronunciado 

para a mistura de FS + CA foi em 30 horas com 30 mN.m-1. Faria (2010) quando 

estudou a produção de biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis em glicerina 

residual também determinou o abaixamento da tensão superficial da água de 72 

mN.m-1 para 33,4 mN.m-1 com o lipopetideo surfactina C14 [Leu 7] e Barros e 

colaboradores (2002) relataram uma redução da TS da água de 72 mN.m-1 para 27 

mN.m-1, quando estudaram a produção de biossurfactantes produzidos por Bacillus 

substilis em resíduo de manipueira. Ainda é importante salientar que ao analisar os 

valores de TS na amostra do tempo 0 há um abaixamento da TS (50 mN.m-1) em 

comparação com a água, porém este não é tão pronunciado. Os resultados da TS 

nas amostras correspondentes à mistura FM + CA apresentaram uma discreta 

diminuição da tensão superficial (Figura 13A) em comparação com a TS da água 72 

mN.m-1 e comparando-se o valor da amostra no tempo 0 (65 mN.m-1), com o valor 

que foi encontrado em 36 h (47 mN.m-1), observa-se que houve uma pequena 

diferença o que reflete a um abaixamento relacionado à presença de 

biossurfactantes no meio. 

O IE24 dos extratos obtidos nos cultivos de FS + CA e FM + CA não 

apresentaram resultados conclusivos e como pode ser visualizado na Figura 13B, no 

tempo 0, encontrou-se um valor de (61,32 %) para FS + CA e (60%) para FM + CA e 

a média das porcentagens obtidas é igual (66,13 %) para FS + CA e (59,07%) para 

FM + CA. O resultado obtido para FS + CA é superior ao obtido na amostra controle, 

mas isto pode evidenciar que interferentes com capacidade de emulsificação 

possam estar presentes no farelo de soja, pois, segundo Pedro (2012), quando o 

crescimento do Bacillus amyloliquefaciens MO.04b foi avaliado em CA o ELC deste 

cutlivo não apresentou capacidade emulsificante. 
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Figura 13 - Determinação da tensão superficial-TS (A) e do índice de emulsificação-
IE24 dos ELC dos cultivos de Bacillus amyloliquefaciens MO.04b nas misturas FS +
CA e FM + CA, FES, 37° C 

Fonte: a própria autora 2014 
FS = farelo de soja, CA = casca de arroz, FM = farelo de milho 

A Figura 14 apresenta os valores de pH finais nos tempos 

estudados, onde, na mistura FS + CA até 18 horas o pH se manteve constante em 

aproximadamente (6,66) quando comparado ao tempo 0 (6,53); e a partir de 24 

horas o perfil foi crescente até 48 horas (9,1). Papi (2013) utilizando o Bacillus 

amyloliquefaciens MO.04b, em fermentação submersa, para produção de 

biossurfactantes, observou que o pH ótimo para crescimento do microrganismo e 

consequente produção do lipopetídeo surfactina foi 8. Segundo Lima e Silva et al. 

(2010) o aumento de pH durante a fermentação apresenta um efeito positivo na 

redução da tensão superficial e na estabilidade da emulsão. 
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Em comparação ao avaliarmos os cultivos de Bacillus 

amyloliquefaciens MO.04b na mistura FM + CA (Figura 13) o perfil do pH final ficou 

praticamente inalterado (6,27) ao longo do tempo, embora o microrganismo seja 

capaz de crescer neste substrato. Provavelmente esta diferença ocorra, pois 

componentes da soja que são liberados durante o tempo de cultivo colaborem para 

o aumento do pH final do meio.  

Figura 14 - Determinação do pH nos ELC dos cultivos de Bacillus amyloliquefaciens
MO.04b nas misturas FS + CA e FM + CA, FES, 37° C 

Fonte: a própria autora 2014 
FS = farelo de soja, CA = casca de arroz, FM = farelo de milho 

Após a análise dos resultados, a mistura de FS + CA foi selecionado 

como melhor substrato para FES, e 36 horas como tempo de incubação mais 

adequado para a continuidade dos estudos de produção de lipopeptídeos pelo 

Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. 
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5.4. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE CULTIVO PARA A PRODUÇÃO DE LIPOPEPTÍDEOS 

NA MISTURA FARELO DE SOJA (FS) E CASCA DE ARROZ (CA) 

Definidos os resíduos mais importantes para a produção de 

lipopeptídeos FS e CA em gramas como buking agent foram avaliados e 

selecionados os parâmetros de cultivo: composição de sais da solução 

umedecedora, fontes de carbono e de nitrogênio presentes na solução umedecedora 

e pH inicial desta solução. Estes parâmetros podem ter influência significativa no 

rendimento final da produção de biossurfactantes/lipopeptídeos, pois, interferem 

diretamente no crescimento do microrganismo e na consequente produção de 

metabólitos.  

5.4.1. Avaliação e Seleção da Solução Umedecedora 

A Tabela 21 mostra o efeito das duas soluções umedecedoras 

(MSM-1 e MSM-2) na produção de lipopeptídeos através das respostas: produção 

de lipopetideos (mg/gss) e abaixamento da tensão superficial (mN.m-1); o pH final 

também foi determinado como resposta secundária.  

Tabela 21 – Efeito das Soluções Umedecedoras na Produção de Lipopeptídeos na 
Mistura Farelo de Soja e Casca de Arroz, FES, 36 horas, 37° C 

Substrato pH mg/g.s.s. TS (mN/m)
Casca de arroz + farelo de soja 
*MSM-1 Camilios-Neto (2010) 7,78 33 40,0
Casca de arroz + farelo de soja 
*MSM-2 Zhu et al., (2012) 8,91 32 44,5

Fonte: a própria autora 2014 
*MSM - meio de sais minerais 

Observou-se que o MSM-1 (CAMILIOS-NETO et al., 2008), 

promoveu o maior abaixamento da tensão superficial (40 mN/m), e a maior produção 

de lipopeptideos foi de 33 mg/gss após 36 horas de cultivo. Os resultados sugerem 

que as diferentes concentrações de produtos contidos no meio de sais minerais 

influenciaram na produtividade assim como o seu abaixamento da tensão superficial. 

O MSM-2 (ZHU et al., 2012) contendo sulfatos e aminoácidos, 

apresentou uma maior produção em relação ao MSM-1 (Figura 15). Entretanto com 
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o objetivo de diminuir o custo do processo bem como aumentar a produção de 

lipopetideos, o MSM-1 foi selecionado para experimentos posteriores como solução 

umedecedora.  

Figura 15 - Efeito das Soluções Umedecedoras MSM-1 e MSM-2 na Produção de 
Lipopeptídeos na Mistura FS e CA, FES, 36 horas, 37° C 
�
�
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Fonte: a própria autora 2014 

5.4.2. Avaliação das Fontes de Carbono e Nitrogênio 

O MSM-1 foi suplementado com diferentes fontes de nitrogênio,

extrato de levedura, peptona, uréia e sulfato de amônio (Figura 16). O sulfato de 

amônio (fonte inorgânica) apresentou o menor rendimento de lipopeptídeos 34,5 

mg/g.s.s., já as fontes orgânicas de nitrogênio, como a peptona (35,5 mg/g.s.s.), a 
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uréia (35 mg/g.s.s.) e o extrato de levedura (37,3 mg/g.s.s.), obtiveram melhores 

resultados de produção, assim como de um maior abaixamento da tensão superficial 

(Tabela 22), isso demonstra que as fontes de nitrogênio orgânicas foram mais 

eficientes e entre elas o extrato de levedura. Zhu, et al. (2012) avaliou as fontes de 

nitrogênio, peptona, extrato de levedura, sais de amônio (fosfatos, sulfatos, cloretos), 

nitratos e nitritos, e também encontrou o maior rendimento (49,90 mg/gss) para a 

produção de lipopeptídeos através do extrato de levedura. 

Figura 16 - Efeito de fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio para a produção 
de lipopeptídeos na mistura FS e CA, FES, 36 horas, 37° C 
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Fonte: a própria autora 2014 

Em nível de 5 % de significância (Tabela 22), o extrato de levedura 

mostrou diferenças significativas em relação às demais fontes de nitrogênio 

analisadas. Apesar de uréia e peptona, obterem resultados de produção e 

abaixamento da tensão superficial semelhante (Tabela 22), para resultados de 

produção, tanto a utilização de uréia, quanto de peptona não obtiveram diferenças 

significativas, portanto, para a otimização da produção, extrato de levedura foi 

escolhido como fonte de nitrogênio adicional.  
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Tabela 22 - Efeito da fonte de nitrogênio na solução umedecedorapara a produção 
de lipopeptídeos na mistura farelo de soja e casca de arroz, FES, 36 horas, 37° C 
Fonte de Nitrogênio pH mg/g.s.s. TS (mN/m-1)
Extrato de Levedura 7,71 37,3 a ± 0,58 40,0 ± 0,73
Peptona 7,29 35,5 b ± 0,50 41,3 ± 0,15
Uréia 7,49 35,0 b ± 0,77 41,3 ± 0,17
Sulfato de Amônio 7,60 34,5 b ± 0,50 44.0 ± 0,50

Fonte: a própria autora 2014 
Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenças significativas em nível 
de 5 % de significância (p<0,05). 

A fonte de carbono (Figura 17) é fator preponderante para o 

crescimento celular, e consequentemente um fator fundamental para a produção de 

biossurfactantes. A fim de se avaliar a influência de diferentes fontes de carbono que 

foram adicionadas na concentração de 0,15 g aos substratos sólidos e os cultivos 

incubados por 36 horas na temperatura de 37 ± 2 ºC. Os resultados referentes às 

fontes de carbono analisadas (Tabela 23), não se observou diferenças de 

rendimento entre glicose, sacarose e glicerol. A Tabela 23, no entanto mostra em 

nível de 5 % de significância diferenças no abaixamento da tensão superficial, onde 

o glicerol apresenta um abaixamento de tensão superficial de 35 mN/m.  

Tabela 23 – Efeito da fonte de carbono na solução umedecedora para a produção 
de lipopeptídeos na mistura farelo de soja e casca de arroz, FES, 36 horas, 37° C 

Fonte de Carbono pH mg/gss TS (mN/m-1)
Glicerol 7,31 40,5 ± 1,00 35,0 a  ± 0,28
Glicose 7,39 40,3 ± 0,58 36,4 a,b ± 0,75
Sacarose 7,76 31,0 ± 0,50 37,0 a,b ± 0,50
Amido 7,50 26,0 ± 0,86 37,7 b ± 0,29

Fonte: a própria autora 2014 
Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenças significativas em nível 
de 5% de significância (p<0,05). 

Os resultados da TS obtidos para influência de glicose, sacarose e 

glicerol na produção de lipopetídeos mostram diferenças significativas em relação ao 

glicerol, este reduziu a tensão superficial da água de 72 mN.m-1 para valores de 35 

mN.m-1. Então glicerol foi selecionado como fonte de carbono para próximos 

experimentos.  
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Figura 17 - Efeito de diferentes fontes de carbono para a produção de lipopeptídeos 
na mistura FS e CA, FES, 36 horas, 37° C 
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Fonte: a própria autora 2014 

5.4.3. Avaliação do pH inicial 

O pH da solução umedecedora suplementado com glicerol e extrato 

de levedura também foi avaliado.  A Figura 18 mostra que a variação de pH inicial da 

solução umedecedora não mostrou diferença significativa de produção para o 

lipopetídeo.Considerando isso, para continuação do trabalho, optou-se por utilizar o 

pH 6 para realização dos experimentos de otimização. 
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Figura 18 - Efeito do pH inicial para o meio MSM-1 para a produção de 
lipopeptídeos na mistura FS e CA, FES, 36 horas, 37° C 

6 7 8

pH inicial da Solução Umedecedora

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

T
e
n
sã

o 
S

u
pe

rf
ic

ia
l m

N
/m

Fonte: a própria autora 2014 

5.5. ANÁLISE EXPLORATÓRIA PARA A OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO LIPOPEPTÍDEOS POR 

PLANEJAMENTO FATORIAL E ANÁLISE POR METODOLOGIA DE SUPERFÍCIE DE 

RESPOSTA

Após a seleção e avaliação dos parâmetros de cultivos, foi 

elaborado um planejamento fatorial para verificar a interação que estes parâmetros 

apresentam na melhora e eficiência da produção, já que possuem influência 

significativa no crescimento celular e consequentemente na produção de metabólitos 

específicos (NAJAFI, et al., 2010, 2011). Então, a fim de otimizar o meio de cultivo 

para produção de lipopetideos por fermentação em estado sólido foram realizados 

planejamentos experimental do tipo Box-Behnken (1960).  
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5.5.1. Primeira Rodada de Experimentos: Planejamento Fatorial Box-Behnken 

34 

A análise de variância dos dados obtidos na primeira rodada de 

experimentos mostrou que o modelo proposto não foi significativo em nível de 5 %, 

apresentando um baixo valor de R2, que indica a explicação de somente 59,45 % da 

variância, logo este modelo não pode ser utilizado para fins preditivos. A otimização 

das variáveis dependentes e independentes mostra que há possibilidade de fixar a 

variável casca de arroz, e que as variáveis, farelo de soja, extrato de levedura e 

glicerol necessitam terem seus níves alterados. Para a próxima rodada de 

experimentos, a casca de arroz foi fixada no valor de 3,75 g, as outras variáveis 

independentes tiveram seus níveis alterados para 7,50 g de farelo de soja, 1,75 g de 

extrato de levedura e 1,75 g de glicerol. 

5.5.2.  Segunda Rodada de Experimentos: Planejamento Fatorial Box-Behnken 

33

A análise de variância para a segunda rodada de experimentos 

mostrou que o modelo proposto foi significativo em nível de 5 %, apresentando um 

alto valor de R2 que indica a explicação de 89,37 % da variância, logo este modelo 

pode ser utilizado para fins preditivos. A otimização das variáveis dependentes e 

independentes, no entanto mostra que a variável independente, farelo de soja deve 

aumentar sua concentração para encontrar que a variável dependente encontre sua 

região de ponto ótimo. Para a próxima rodada de experimentos o nível da variável 

independente farelo de soja foi alterada para 5,00 g, e as variáveis extrato de 

levedura e glicerol permaneceram em 1,75 g. 

5.5.3. Terceira Rodada de Experimentos: Planejamento Fatorial Box-Behnken 

33 

A análise de variância para a terceira rodada de experimentos 

mostrou que o modelo proposto é significativo em nível de 5 %, apresentando um 

baixo valor de R2 isto indica a explicação de 93,28 % da variância, logo este modelo 

pode ser utilizado para fins preditivos. A otimização das variáveis dependentes e 
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independentes, no entanto mostra que o farelo de soja, e o extrato de levedura 

devem diminuir suas concentrações para que a variável resposta encontre sua 

região de ponto ótimo. Para a próxima rodada de experimentos, a variável farelo 

desoja e extrato de levedura tiveram seus níveis alterados para 4,00 g, 1,50 g e 1,75 

g respectivamente. 

5.5.4. Quarta Rodada de Experimentos: Planejamento Fatorial Box-Behnken 33

Para a quarta rodada de experimentos foram investigadas o efeito 

de 3 variáveis independentes sobre a produção de lipopetídeos, para isso, utilizou-

se um planejamento fatorial 33, com 5 repetições no ponto central (Tabela 25) (Box e 

Behnken, 1960), as repetições no ponto central servem para estimar a variância do 

erro. As variáveis independentes estudadas (em 3 níveis) foram farelo de soja (X1), 

extrato de levedura (X3) e glicerol (X4) (Tabela 24).

Tabela 24 - Variáveis independentes e níveis utilizados no planejamento fatorial 
Box-Behnken 33

Variáveis Níveis
-1 0 1

X1 = Farelo de soja (g) 2,50 4,00 5,50
X2 = Extrato de levedura (g) 1,25 1,50 1,75
X3 = Glicerol (g) 1,50 1,75 2,00

Tabela 25 - Variáveis codificadas, decodificadas e resultados da produção de 
lipopetideos para o planejamento fatorial Box-Behnken 33 com 5 pontos centrais 

Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas
x1 x2 x3 X1 X2 X3 Variável 

Resposta
Ensaios Farelo de

Soja
Extrato de
Levedura

Glicerol Farelo de
Soja

Extrato de
Levedura

Glicerol Produção 
mg/g.s.s.

1 -1 -1 0 2,50 1,25 1,75 30
2 1 -1 0 5,50 1,25 1,75 35
3 -1 1 0 2,50 1,75 1,75 37
4 1 1 0 5,50 1,75 1,75 31
5 -1 0 -1 2,50 1,50 1,50 36
6 1 0 -1 5,50 1,50 1,50 34
7 -1 0 1 2,50 1,50 2,00 31
8 1 0 1 5,50 1,50 2,00 34
9 0 -1 -1 4,00 1,25 1,50 33
10 0 1 -1 4,00 1,75 1,50 43
11 0 -1 1 4,00 1,25 2,00 41
12 0 1 1 4,00 1,75 2,00 29

13 (C) 0 0 0 4,00 1,50 1,75 41
14 (C) 0 0 0 4,00 1,50 1,75 41
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15 (C) 0 0 0 4,00 1,50 1,75 41
16 (C) 0 0 0 4,00 1,50 1,75 44
17 (C) 0 0 0 4,00 1,50 1,75 45

Na equação canônica representada (2), ajustada aos dados 

experimentais, a variável dependente Ŷ representa a produção de lipopetídeos e x1,

x2 e x3, representam as variáveis independentes, [farelo de soja], [extrato de 

levedura], [glicerol], respectivamente. Os termos com asterisco são significativos em 

nível de 5 %. Em adição todos os termos significativos exceto as interações entre 

farelo de soja e extrato de levedura e extrato de levedura e glicerol, apresentam 

coeficientes positivos, indicando que eles influenciam positivamente a produção de 

lipopetídeos em fermentação em estado sólido. Os termos significativos 

apresentaram baixos valores de p variando de 0,01 % para o termo quadrático de 

farelo de soja (x1) até 1,10 % para o glicerol (x3) quadrático e para a interação 

binária entre farelo de soja e glicerol, indicando uma grande influência destes 

produtos na produção de lipopetideos por fermentação em estado sólido.  

Ŷ = 42,41935* – 0,16149x1 – 6,03729*x1
2 + 0,06090x2 – 3,19639*x2

2 - 1,35779x3

– 2,69071*x3
2 – 2,75432*x1x2 + 1,28054x1x3 – 5,53226*x2x3     (2) 

A análise de variância (Tabela 26) mostrou que o modelo proposto é 

significativo em nível de 5 %, apresentando um elevado valor de R2 ajustado, 

indicando que ele consegue explicar 95,8 % da variância e, além disso, o desvio da 

regressão, desconsiderando os termos de interação farelo de soja e glicerol, e os 

termos extrato de levedura e glicerol, foi de 86,5 %, indicando que o modelo pode 

ser utilizado para fins preditivos.  

Tabela 26 - Análise de variância dos dados obtidos pelo planejamento fatorial Box-
Behnken 33

GL SQ QM Fcalc. Ftab.
Modelo 9 423,3946 47,0438 11,9774 * 6,00
Falta de ajuste 3 2,8138 0,9379 0,2388 (NS) 6,59
Erro puro 4 15,7107 3,9277
Total 16 441,9191

* significativo para p < 0,05, Coeficiente de determinação (R2) = 0,95808, Falta de 
ajuste (p) = 0,865, (NS) não significativo 
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A região de combinação binária entre as variáveis “farelo de soja”, 

“glicerol” e “extrato de levedura” pode ser observada por meio da superfície de 

resposta (Figura 19) e das curvas de contorno apresentadas na Figura 20 (a,b,c) 

para a variável dependente “produção”. Os pontos que levam ao máximo do 

rendimento, 44,072 mg/gss, correspondem a uma concentração de 3,25 g de farelo 

de soja, e 1,75 g de extrato de levedura e 1,50g de glicerol, estando farelo de soja e 

extrato de levedura fora da faixa experimental das variáveis independentes. 

Figura 19 - Superfície de resposta da produção de lipopetideos por Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b em fermentação em estado sólido, fixando-se a 
concentração de extrato de levedura em 1,75 g. As variáveis independentes são o 
glicerol 1,75 g e o farelo de soja 4,00 g (nesta figura foram utilizados os valores 
originais das variáveis). A variável resposta é a produção de lipopetideos em 36 
horas de cultivo é expressa em mg/gss
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Figura 20 - Curvas de contorno para a resposta “produção de lipopetídeos” em 
função de (A) glicerol, (B) extrato de levedura e (C) farelo de soja. 

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

Farelo de Soja

1,4

1,5

1,6

1,7

1,8

1,9

2,0

2,1

Gli
ce

rol

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

Farelo de Soja

1,2

1,3

1,4

1,5

1,6

1,7

1,8

Ex
tra

to 
de

 Le
ve

du
ra

	�

�

1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

Extrato de Lev edura

1,4

1,5

1,6

1,7

1,8

1,9

2,0

2,1

Gl
ice

rol

��



���
�

A Figura 21 mostra a otimização da equação preditiva que 

representa a produção de lipopetídeos com utilização de farelo de soja como meio 

principal, extrato de levedura e glicerol como fontes de nitrogênio e carbono 

adicionais respectivamente. Pode-se observar que o valor de produção máximo 

pode ser obtido quando se usa 3,25 g de farelo de soja, 1,75 g de extrato de 

levedura e 1,50 g de glicerol.  

Figura 21 – Parâmetros de desejabilidade estimada na condição máxima de 
produção dos lipopetídeos utilizando o software statistica 10.0 
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Figura 22 - Gráfico de Pareto mostrando a significância das variáveis farelo de soja, 
extrato de levedura e glicerol 
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Os valores previstos versus os valores observados podem ser 

visualizados na Figura 23, confirmando que o modelo proposto descreve bem os 

dados experimentais, visto que os pontos caem próximos a linha reta.  
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Figura 23 - Valores preditivos versus valores observados 
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5.6. CARACTERIZAÇÃO DO LIPOPETIDEO PRODUZIDO POR Bacillus amyloliquafaciens

MO.04B

5.6.1. Análise por Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

Bandas de absorção puderam ser visualizadas no espectro de 

infravermelho produzido por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b (Figura 24) quando 

compactado em pastilhas de KBr. Foi possível observar a banda em 

aproximadamente 3435 cm-1, resultante do estiramento da ligação N-H presente nos 

peptídeos. A banda em aproximadamente 1643 cm-1 foi devido ao estiramento da 

ligação N-CO, e em aproximadamente 1552 cm-1, da deformação angular da ligação 

N-H combinado com o estiramento da ligação C-N. As bandas de absorção nas 



���
�

frequências de aproximadamente 2923 cm-1, 2856 cm-1, 1466 cm-1 e 1402 cm-1 são 

em decorrência do estiramento da ligação C-H, indicando a presença de uma cadeia 

alifática no biossurfactante extraído. A banda em 1730 cm-1 está associada á 

absorção do grupo carbonila presente na lactona (Tabela 26).  

As informações obtidas a partir da análise no infravermelho são 

indicativas da presença de um ou mais biossurfactantes com natureza lipopeptídica. 

Os surfactantes lipoprotéicos, incluindo surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, 

micosubtilisina e bacilomicina, produzidos por espécies de Bacillus são talvez os 

mais conhecidos por suas atividades antibióticas (MAIER, 2003; STELLER; 

VALTER, 2000). Esses compostos se caracterizam pela presença de peptídeos 

ligados a ácidos graxos com os aminoácidos dispostos em uma estrutura cíclica 

(MAIER, 2003).  

Estes resultados mostram que o biossurfactante possivelmente 

possui uma porção alifática e um grupo peptídico em sua estrutura química. Oliveira 

e colaboradores (2013) encontraram picos semelhantes para biossurfactante 

extraído de Bacillus subtilis LAMI005, sendo o espectro comparado com um padrão 

de surfactina (Sigma-Aldrich, 95 % de pureza). Os autores chegaram à conclusão 

que o biossurfactante extraído se tratava de surfactina. 

Tabela 27 - Representação das bandas obtidas no espectro de infravermelho 

1 3435 Estiramento N-H
2 2923 – 2856 Estiramento C-H
3 1730 Estiramento O-C=O (lactona)
4 1643 Estiramento N-CO
5 1552 Deformação angular N-H
6 1466; 1402 Estiramento C-H
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Figura 24 - Espectro infravermelho do lipopetideo produzido por Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b
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5.7. RMN e Espectrometria de Massa: caracterização do Lipopetideo 

Produzido por Bacillus amyloliquafaciens MO.04b

�
�

As análises de caracterização obtidas através do RMN e 

Espectrometria de Massa apresentaram resultados inconclusivos, isto pode ser 

devido ao fato de que as amostras necessitem ainda de uma purificação, pois a 

produção de biossurfactante/lipopetideo por fermentação em estado sólido 

apresenta a presença de alguns interferentes em seu extrato, avaliação que deve 

ser feita em próximos estudos. 
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6. CONCLUSÕES 

� Os melhores substratos para o crescimento do Bacillus amyloliquefaciens

MO.04b foram o farelo de soja e o farelo de milho onde foi possível visualizar 

a grande proliferação celular na superfície do meio; 

� Os substratos farelo de soja e farelo de milho foram também os substratos 

mais acessados pelo microrganismo de acordo com as concentrações de 

açúcares totais (AT) e das proteínas totais (PT) residuais solúveis 

determinadas nas amostras controle e cultivos. Em farelo de soja houve um 

aumento de 3,7 vezes do valor inicial (8,4 g% para 31,4 g%) nas proteínas 

totais e em farelo de milho um aumento de 2 vezes do valor inicial (13,2 g% 

para 26,1 g%) nos açúcares totais; 

� A mistura farelo de soja e casca de arroz foi selecionada para a produção de 

lipopeptídeos, pois, os extratos dos cultivos nessa mistura apresentaram os 

menores valores de tensão superficial 30 mN.m-1 ; 

� Os parâmetros de cultivo foram selecionados quanto a produção de 

lipopeptídeos foram: MSM-1 melhor solução umedecedora (33 mg/gss), 

extrato de levedura melhor fonte de nitrogênio (37,5 mg/gss), glicerol como 

melhor fonte de carbono (35 mg/gss) e pH inicial da solução umedecedora; 

� A otimização da produção de lipopeptídeos, 44 mg/gss, foi alcançada na 

quarta rodada de planejamentos fatoriais utilizando as seguintes condições 

3,25 g de farelo de soja, 3,75 g de casca de arroz, 1,75 g de extrato de 

levedura e 1,5 g de glicerol; 

� A caracterização dos lipopeptídeos produzidos por IV-TF sugeriu a presença 

de surfactina na amostra, pois, o perfil obtido dessa amostra foi bastante 

semelhante com o perfil do padrão de surfactina obtido por esta mesma 

metodologia; 
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� As análises de RMN e de Espectrometria de massa não foram conclusivas, 

provavelmente pela complexidade da amostra indicando a necessidade de 

estudos de purificação. 
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ANEXO 1  
Descrição detalhada da determinação da composição centesimal 
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Teor de Umidade 

O teor de umidade foi determinado pelo método de secagem em 

estufa com circulação de ar. Foram pesadas 5 g de cada substrato lignocelulósico 

em papel de filtro previamente pesado. Os materiais foram colocados em estufa a 

105° C, até que o peso fosse constante. Onde a % de umidade foi dada pela 

equação 3  abaixo:  

onde: 

N = Perda de peso em gramas [(cápsula + amostra úmida) - (cápsula + amostra 

seca)] 

P = massa da amostra (g) 

Proteínas Totais 

Os valores para proteína foram calculados a partir dos teores de 

nitrogênio total, usando os fatores de conversão recomendado por Jones (1931). O 

fator geral de 6,25 foi usado para calcular as proteínas nos itens que não possuíam 

um fator de conversão específico. Este método envolve três etapas 

consecutivas(digestão, destilação e titulação) cujo objetivo é liberar o nitrogênio da 

amostra e em seguida transformá-lo em amônia.  

Na determinação de proteínas, pesou-se 1 grama da amostra em 

papel manteiga (pela ausência de nitrogênio). Transferiu-se para um tubo de 

Kjeldahl, juntamente com 4,0 mL de H2SO4, 1,0g de uma mistura catalítica (K2SO4 e

Se, numa proporção de 2:1).

Os tubos de Kjeldahl foram colocados em bloco digestor, até a 

solução se tornar clara (aproximadamente 2 horas), resfriada em seguida; logo após 

foi acrescentado com cuidado, 2 mL de água destilada e 1 mL do indicador 

fenolftaleína. Adaptou-se o tubo ao conjunto de destilação, mergulhando a 

extremidade afilada do condensador em 40 mL de ácido clorídrico (0,02 mol.L-1), 

contendo (não seria contido) em Erlenmeyer de 250 mL e 3 gotas do indicador misto 

de Patterson composto de vermelho de metila e azul de metileno na proporção de 
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5:1.Titulou-se o excesso de HCl (0,02 mol.L-1) com solução de NaOH (0,02 mol L-1). 

A porcentagem do nitrogênio total (% N) foi expressa pela equação 4 abaixo: 

V = diferença entre o volume de HCl (0,02 mol L-1) adicionado e o volume NaOH 
(0,02 mol L-1) gastos na titulação da amostra em mL; 

0,028 = Miliequivalente grama do N versus a concentração da solução versus a 
percentagem;  
P = massa da amostra em gramas. 

A porcentagem de proteína (% P) foi determinada utilizando-se a equação 5 a

seguir; 

% P = % N x 6,25 

onde: 

N = teor de nitrogênio total 

6,25 = fator de conversão  

Lípideos Totais 

Os lipídios totais foram determinados pelo método de extração em 

Soxhlet. A extração da fração lipídica foi realizada com o solvente éter de petróleo 

sob aquecimento a 65 °C, em chapa elétrica, por 6 horas. Após este período, o 

excesso de solvente foi extraído por rotaevaporação, os balões foram então 

transferidos para estufa 105 °C, onde foi mantido por cerca de 1 hora (até a 

eliminação total do solvente). Em seguida, os balões foram resfriados até 

temperatura ambiente em dessecador, logo após foram pesados para a 

quantificação dos lipídeos totais segundo a equação abaixo:  

í
í
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Cinzas 
O teor de cinzas foi determinado por incineração em mufla, foram 

pesados 5 g de amostra em cadinho de porcelana, estas amostras foram queimadas 

com bico de bunsen, após isso, foram levadas a mufla na temperatura de 550° C por 

24 horas. Em seguida, baixou-se a temperatura da mufla para 80° C para iniciar o 

resfriamento. Onde a % de cinzas é dada pela equação 7 abaixo:  

onde: 

N = Massa em gramas de cinzas [(cadinho + cinzas) – cadinho inicial] 

P = massa da amostra (g) 

Carboidratos Totais  

O teor de carboidratos foi estimado pela diferença entre 100 % e a 

soma das porcentagens de umidade, proteínas, lipídeos totais e cinzas. 
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ANEXO 2  
Análise exploratória: Resultados das rodadas 1,2 e 3 dos experimentos 
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Primeira Rodada de Experimentos 

Tabela 1 - Variáveis Codificadas, Decodificadas e Resultados da Produção de 
Lipopetideos para o Planejamento Fatorial Box-Behnken 34 com 5 Pontos centrais 

Ensaios Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas

x1 x2 x3 x4 X1 X2 X3 X4 Produção

FS CA EL G FS CA EL G mg/gss

1 -1 -1 0 0 2,50 0 0,15 0,15 28

2 1 -1 0 0 7,50 0 0,15 0,15 31

3 -1 1 0 0 2,50 5,00 0,15 0,15 31

4 1 1 0 0 7,50 5,00 0,15 0,15 36

5 0 0 -1 -1 5,00 2,50 0 0 41

6 0 0 1 -1 5,00 2,50 0,30 0 54

7 0 0 -1 1 5,00 2,50 0 0,30 49

8 0 0 1 1 5,00 2,50 0,15 0,30 64

9 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 42

10 -1 0 0 -1 2,50 2,50 0,15 0 24

11 1 0 0 -1 7,50 2,50 0,15 0 31

12 -1 0 0 1 2,50 2,50 0,15 0,30 27

13 1 0 0 1 7,50 2,50 0,15 0,30 64

14 0 -1 -1 0 5,00 0 0 0,15 32

15 0 1 -1 0 5,00 5,00 0 0,15 38

16 0 -1 1 0 5,00 0 0,30 0,15 35

17 0 1 1 0 5,00 5,00 0,30 0,15 48

18 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 45

19 -1 0 -1 0 2,50 2,50 0,00 0,15 36

20 1 0 -1 0 7,50 2,50 0,00 0,15 50

21 -1 0 1 0 2,50 2,50 0,30 0,15 7

22 1 0 1 0 7,50 2,50 0,30 0,15 37

23 0 -1 0 -1 5,00 0 0,15 0 27

24 0 1 0 -1 5,00 5,00 0,15 0 40

25 0 -1 0 1 5,00 0 0,15 0,30 26

26 0 1 0 1 5,00 5,00 0,15 0,30 37

27 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 59

28 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 33

29 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 39

30 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 56

31 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 42

32 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 50

33 (C) 0 0 0 0 5,00 2,50 0,15 0,15 62
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Segunda Rodada de Experimentos 

Tabela 2 - Variáveis Codificadas, Decodificadas e Resultados da Produção de 
Lipopetideos para o Planejamento Fatorial Box-Behnken 33 com 5 Pontos centrais 
FS = farelo de soja; EL = extrato de levedura; G = glicerol 

Ensaios Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas Produção

x1 x2 x3 X1 X2 X3 mg/gss

FS EL G FS EL G

1 -1 -1 0 5,00 1,50 1,75 30

2 1 -1 0 10 1,50 1,75 23

3 -1 1 0 5,00 2,00 1,75 30

4 1 1 0 10 2,00 1,75 21

5 -1 0 -1 5,00 1,75 1,50 31

6 1 0 -1 10 1,75 1,50 24

7 -1 0 1 5,00 1,75 2,00 30

8 1 0 1 10 1,75 2,00 21

9 0 -1 -1 7,50 1,50 1,50 23

10 0 1 -1 7,50 2,00 1,50 25

11 0 -1 1 7,50 1,50 2,00 24

12 0 1 1 7,50 2,00 2,00 24

13 (C) 0 0 0 7,50 1,75 1,75 23

14 (C) 0 0 0 7,50 1,75 1,75 24

15 (C) 0 0 0 7,50 1,75 1,75 20

16 (C) 0 0 0 7,50 1,75 1,75 21

17 (C) 0 0 0 7,50 1,75 1,75 25
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Terceira Rodada de Experimentos 

Tabela 3 - Variáveis Codificadas, Decodificadas e Resultados da Produção de 
Lipopetideos para o Planejamento Fatorial Box-Behnken 33 com 5 Pontos centrais 
FS = farelo de soja; EL = extrato de levedura; G = glicerol 

Ensaios Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas Produção

x1 x2 x3 X1 X2 X3 mg/gss

FS EL G FS EL G

1 -1 -1 0 4,00 1,50 1,75 46

2 1 -1 0 6,00 1,50 1,75 33

3 -1 1 0 4,00 2,00 1,75 39

4 1 1 0 6,00 2,00 1,75 39

5 -1 0 -1 4,00 1,75 1,50 42

6 1 0 -1 6,00 1,75 1,50 32

7 -1 0 1 4,00 1,75 2,00 36

8 1 0 1 6,00 1,75 2,00 40

9 0 -1 -1 5,00 1,50 1,50 28

10 0 1 -1 5,00 2,00 1,50 38

11 0 -1 1 5,00 1,50 2,00 37

12 0 1 1 5,00 2,00 2,00 31

13 (C) 0 0 0 5,00 1,75 1,75 33

14 (C) 0 0 0 5,00 1,75 1,75 37

15 (C) 0 0 0 5,00 1,75 1,75 37

16 (C) 0 0 0 5,00 1,75 1,75 34

17 (C) 0 0 0 5,00 1,75 1,75 35
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Figura 1 - Superfície de resposta para a produção de lipopetideos por Bacillus 
amyloliquefaciens MO.04b em função da concentração de extrato de levedura e 
farelo de soja.
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ANEXO 3 
Primeira versão do artigo científico a ser submetido a revista Brazilian Journal 

of Microbiology 
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P�)�� �?�&() &�C� $!�!#� �.� I�)�&�C� �)�; "�� �&(� ,�<�)*�&#� ��<�,,#� �$��� A#)#� ��!� &#(� .)�'�

� �*+#' ,!)%��&(�� �!#*+&�"�<%�5#/�)!'#&!��.�!+#�$!�!#�=& >#), !%��.�?�&() &���$�" (�,!�!#�

.#)'#&!�! �&�A#)#��&(#)!�-#&� &����'?��)"#&'#%#)�."�,-,C�*�&!� & &<�����<��.�$0��)�����)�

4J��)�$��'� ,!#&#(�A !+�' &#)�"�,�"�! �&����' " �,1
#!�C������C����'?C���'?C���'?C����

'?C�)#,/#*! >#"%�.�)��//)�B '�!#"%����D�+�' ( !%���+#�."�,-,�A#)#� &*���!#(��!����R���S��.�)�

���+���+#�.#)'#&!�! �&�A�,� &!#))�/!#(�.�)��(( &<��.����'?�,�" &#�,�"�! �&�������<�D���&(�!+#�

' B!�)#�A�,�,! ))#(� &�,+�-#)�����)/'�.�)����' &�!#,��!�)��'�!#'/#)�!�)#���+#�,�,/#&, �&,�

��!� &#(�A#)#�'�(#�,#) �"�( "�! �&,��&(�!)�&,.#))#(��%�!+#�T/��)�/"�!#T�'#!+�(�!��I#!) �( ,+#,�

*�&!� & &<�5P8$�'#( �'���+#�/"�!#,�A#)#� &*���!#(��!����R���S��.�)����+�.�)�(#!#)' & &<�

�7=O'?�� 7)�'� !+#� ,�/#)&�!�&!� �.� !+#,#� *�"!�)#,� A#)#� (#!#)' &#(H� !�!�"� ,�"��"#� ,�<�),�

�5��� ,C� �����C� ,�"��"#� )#(�* &<� ,�<�),� �$�'�<% C� ����3� 
#",�&C� ������ �&(� !�!�"� ,�"��"#�

/)�!# &,� �J�)!)##C� ������� $�'/"#,� �.� .#)'#&!#(� ,��,!)�!#,� A#)#� /)�*#,,#(� �**�)( &<� !��

5�' &<�#;10�&;�&��#!��"����������&(�$#""��#!��"���������.�)�#>�"��! �&��%�$*�&& &<��"#*!)�&�

0 *)�,*�/%1$�0��@��&!������7�9�I+ " /,�.�)��/��//)��*+���C�����

I)#/�)�! �&��.�,�" (1,!�!#�.#)'#&!�! �&��&(�" /�/#/! (#,�� �,�).�*!�&!�/)�(�*! �&�

�+#� ,�" (� ,!�!#� .#)'#&!�! �&� A#)#� (#>#"�/#(�  &� ���� '?� �)"#&'#%#),� ."�,-,� *�&!� & &<� !+#�

,��,!)�!#,�,�%�#�&�'#�"������<�C�) *#�+�,-������<���&(�!+#�' &#)�"�,�"�! �&��0$����,#(� &�,##(�

*�"!�)#� ���' " �,1
#!�C� �����C� �)� !+#� ' &#)�"� ,�"�! �&�  &� �**�)( &<� L+�� #!� �"�� ������C�

*�&!� &#(� �<� ?1��C� G�"� ���3� 0&$
�� ���3� ��$
�� ���3� 7#$
�� ���C� #� ?1.#& "�"�& &#� ����� �+#�

' &#)�"�,�"�! �&�,#"#*!#(�A�,�,�//"#'#&!#(�A !+�( ..#)#&!�*�)��&�,��)*#,��<"%*#)�"C�<"�*�,#C�

,�*)�,#� �&(� ,!�)*+�� ���� �<� ?1��� �&(� & !)�<#&� ,��)*#� ��)#�C� %#�,!� #B!)�*!C� /#/!�&#� �&(�

�''�& �'�,�"/+�!#������<�?1����&(�/J���C����&(������+#�.#)'#&!�! �&�A�,�*�)) #(���!�A�!#)�

*�&!#&(����D��!����R���S��/�)����+���
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*#&!#)�/� &!�A�,�(#, <&#(�!��. &(�!+#��/! '�"�*�'/�, ! �&�.�)�" /�/#/! (#,�/)�(�*! �&��
&�!+#�

��, ,��.���/)#" ' &�)%� &>#,! <�! �&�!+#�*�&*#&!)�! �&��.�) *#�+�,-�A�,�. B#(� &������<��&(�!+#�
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#�*+�>�) ��"#�A#)#�< >#&� &����"#����

���"#���1�9&(#/#&(#&!,�>�) ��"#,��&(�"#>#",��,#(� &�#B/#) '#&!�"�(#, <&��

N�) ��"#,�9&(#/#&(#&!,� ?#>#,�
� 1�� �� ��
���V�$�%�#�&�'#�"��<��� ����� ����� �����
���V�P#�,!�#B!)�*!��<��� ����� ����� �����
���V�8"%*#)�"��<�� ����� ����� �����

�
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X��C� X��� #X���  &!#)�*! >#� *�#.. * #&!� #,! '�!#,�� �+#� �/! '�'� "#>#",� �.� >�) ��"#,� .�)�'�B '�"�

" /�/#! (#,� /)�(�*! �&� A#)#� ��!� &#(� �%� ,�"> &<� !+#� )#<)#,, �&� #���! �&� �&(� �&�"%, ,� !+#�

)#,/�&,#�,�).�*#�*�&!��)�/"�!,���+#�<)�/+,�A#)#�/"�!!#(��, &<�$!�! ,! *��������

�B!)�*! �&��&(�*+�)�*!#) ;�! �&��.�!+#�" /�/#/! (#,�� �,�).�*!�&!�

7�)� ,�"�! �&��&(����&! . *�! �&��.�" /�/#/! (#,C�!+#�.#)'#&!#(�,��,!)�!#,�A#)#�' B#(�A !+����

'?� ( ,! ""#(�A�!#)�� �+#� ,�'/"#,� A#)#�' B#(� !+�)��<+"%� �&(� ,+�-#&� �!� ���� )/'� .�)� �� +� �!�

)��'�!#'/#)�!�)#C�.�""�A#(��%�*#&!) .�< &<�!+#�A+�"#�*�&!#&!��!���C����)/'�.�)����' &��!���

S�� !�� )#'�>#� !+#�  &,�"��"#�'�!#) �",��$ B�'�"#,�/#)� " !#)��.�J�"�A�,� �((#(� !�� !+#�*#""1.)##�

,�/#)&�!�&!�!����. &�"�/J��.������&(�,!�)#(��!���º���>#)& <+!�.�)�/)#* / !�! �&��.�" /�/#/! (#,�

!+�!� A#)#� )#*�>#)#(� �%� *#&!) .�<�! �&� �!� �C���� )/'� .�)� ��� ' &� �&(� #B!)�*!#(� A !+�
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�
J���0��&(�"%�/+ " ;#(�!��/�A(#)�.�)'��

�+#�" /�/#/! (#,�)#*�>#)%�A�,�#B/)#,,#(��,��'��&!�  &�'<�/#)�<)�'��.� & ! �"�()%�,��,!)�!#,�

�'<�<15$�1�����+#�,�).�*#�!#&, �&�A�,�(#!#)' &#(��, &<���5�1
��%��#&, �'#!#)��G)�,,�G��C�

8#)'�&%�� �!� ��� S�C��, &<� !+#� ) &<� *�))#*! �&�'�(#��.� !+#�  &,!)�'#&!�� 7�194� ,/#*!)���.� !+#�

() #(� " /�/#/! (#,�A�,� )#*�)(#(��%�7�194O
94�$/#*!)�'#!#)� �I#)- &��"'#)���$�'/"#,�A#)#�

' ""#(�A !+�G�)� !�� .�)'���>#)%� . &#�/�A(#)���+#�/�A(#)�A�,� !+#&�*�'/)#,,#(�  &!�� �� !+ &�

/#""#!� !���#��&�"%;#(��%�7�194�,/#*!)��'#�,�)#'#&!�  &�A�>#�&�'�#),� )�&<#��.����� 1������

*'1����+#�'�// &<��.�94�,/#*!)��A�,�*�)) #(���!��%��, &<�0 *)�*�"�
) < &�����,�.!A�)#��

4#,�"!,��&(�( ,*�,, �&�

I)#1,*)##& &<��.�,��,!)�!#,��&(�' &#)�"�,�"�! �&�.�)�$$7��

Bacillus ,/#* #,��)#��.!#&��,#(�.�)�!+#�/)�(�*! �&��.�" /�/#/! (#,C��&(�!+#��,#��<)�1 &(�,!) �"�

�%/)�(�*!,� �,� ,��,!)�!#�  &� !+#�/)�(�*! �&��.� !+#,#�� �,�).�*!�&!,��%� ,�" (� ,!�!#� .#)'#&!�! �&�

�$$7��+�>#��##&�)#"�!#(��,��&#�/�,, �"#�,!)�!#<%�.�)�)#(�* &<�/)�(�*! �&�*�,!,��0 ;�'�!��#!�

�"�C�����3�0 ;�'�!���&(�$+�(�C�����3�5�,��&(�0�-+#)K##C�����3�Y�&<�#!��"�C�����C�$+ +�#!�

�"�C�����3�	&��#!��"�C�����3���<�%�#!��"�C�����3�L+��#!��"�C�����3�$" > &,- �#!��"�C��������

�+#�<)�A &<��. Bacillus amyloliquefaciens�0
������&�,�%�#�&�'#�"��$0�C�*�)&��)�&�����3�

) *#� +�,-� �4J�� �&(� ,�<�)*�&#� ��<�,,#� �$��� �)#� ,+�A&�  &� 7 <�)#� ��� $*�&& &<� #"#*!)�&�

' *)�,*�/%� �$�0�� �.� !+#� .#)'#&!#(� ,�" (� ,��,!)�!#� )#>#�"#(� ��*!#) �"� <)�A!+� �&� !+#� �""�

,��,!)�!#,� !+�!� *�&. )'#(� �� " !%� �. Bacillus amyloliquefaciens� 0
����� !�� $$7� A !+� !+#,#�

,��,!)�!#,��

7 <�)#���1��"#*!)�' *)�<)�/+,��.�Bacillus amyloliquefaciens�0
�����*�"! >�!#(��&�,��,!)�!,H�
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�+#�&�'�#)��.�> ��"#�*#"",�*�))#,/�&(,�!���7=�<15$1�� � �#�<1()%1,�" (,1����&��<)�1 &(�,!) �"�

,��,!)�!#,��.!#)� &�*�"�! �&��.�!+#�(#* '�"�( "� ! �&,� &�5P8$�'#( �'��&(� &*���! �&�.�)����

+��),� �!� ��� R� �� S�� A#)#� ,+�A&�  &� ���"#� ��� 9&� !+ ,� ,!�(%� A#)#� (#!#)' &�!#(� �",�� !+#� !�!�"�

,�<�),C�)#(�* &<�,�<�),��&(�!�!�"�/)�!# &,�*�&!#&(,�.)�'����&(����+�!+�!�)#."#*!�!+#�'#!���" *�

,!�!#� �L+�� #!� �"�C� ������� �.� !+#� Bacillus amyloliquefaciens� 0
����� �&(� !+#� )�!#,� �.�

*�&,�'/! �&C�!)�&,.�)'�! �&��&(��! " ;�! �&��.�!+#�,��,!)�!#,�����"#�����

���"#��1���*!#) �"�� �'�,,C� !�!�"�,�<�),C�)#(�* &<�,�<�),��&(�!�!�"�/)�!# &��#.�)#�<)�A!+��&�

�<)�1 &(�,!) �",� ,��,!)�!#,C� $01,�%�#�&� '#�"3� ��1*�)&� �)�&3� 4J1) *#� +�,-3� $�1,�<�)*�&#�

��<�,,#�

$��,!)�!#,
�7=�

<15$1�
��!�"�$�<�),

<�D
4#(�* &<�$�<�),

<�D
��!�"�I)�!# &

<�D
T0 T36 T0 T36 T0 T36 T0 T36

SM s/cres 1.108 3,5 0,3 0,1 0,09 8,4 31,4
CB s/cres 1.108 13,2 26,1 0,7 3,8 1,2 2,6
RH s/cres 1.108 0,02 0,01 0,07 0,05 1,4 1,4
SB s/cres <106 2,8 2,7 0,3 0,2 1,4 1,2

���V���+��.�*�"! >#3�����V����+��.�*�"! >#�
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�+#�A (#�)�&<#��.�,�" (�'�!#) �",��,#(� &�$$7�*�&��#�*"�,, . #(� &!��!A��<)#�!�*�!#<�) #,H� &#)!�

'�!#) �",C� A+ *+� �&"%� �*!� �,� �&� �!!�*+'#&!� /"�*#� .�)� !+#� ' *)��)<�& ,'� �&(� &�&1 &#)!�

'�!#) �",C�A+ *+�&�!��&"%� .�&*! �&��,��&��!!�*+'#&!�/"�*#���!��",��,�//"%� ,�'#�&�!) #&!,� !��

!+#� ' *)��)<�& ,',�� �+#� ,#"#*! �&� �.� �&� �(#���!#� ,�//�)!� .�)� /#).�)' &<� ,�" (� ,!�!#�

*�"! >�! �&� ,�#,,#&! �"C�, &*#�!+#�,�**#,,��.�!+#�/)�*#,,�(#/#&(,��&� !��4�()6<�#;1���!���&(�

$�&)�'�'��������	<) *�"!�)�"�A�,!#��)#�-&�A&�.�)�*�&!� & &<�+ <+� "#>#",��.�*�)��+%()�!#,�

�&(��.�" / (,���!+��.�A+ *+��)#�&#*#,,�)%�.�)�!+#�/)�(�*! �&��.�� �,�).�*!�&!,��	*�), & �#!��"�C�

��������+#�+ <+�&�!) ! �&�"�*�&!#&!��.�!+#,#�,��,!)�!#,C�!�<#!+#)�A !+�!+# )��>� "�� " !%��&(�"�A�

/) *#C� '�-#� !+#'� �,#� /)�(�*!,� !�� �#� �,#(� �,� *�"!�)#� '#( �'� �)� &�!) #&!� ,�//"#'#&!,� .�)�

' *)��)<�& ,',�  &� ( >#),#�  &(�,!) �"� .#)'#&!�! �&� /)�*#,,#,� �8�( Z�� #!� �"�C� ������� 9&�

�**�)( &<����"#���!+#�Bacillus amyloliquefaciens�0
�����<)�A&� &��""�,��,!)�!#,�#B*#/!��&�

$����

I�)�'#!#),��,�!#'/#)�!�)#C�/JC��#)�! �&C�A�!#)��*! > !%��&(�'� ,!�)#C��#(�/)�/#)! #,C�&�!�)#��.�

,�" (� ,��,!)�!#� �)#� .�*!�),� �..#*! &<� $$7� /)�*#,,#,� �$ &<�& �� #!� �"�C� ������� �+#� �B <#&�

" ' !�! �&�A !+ &�!+#�� �. "'� ,��&�>� (��"#C�#>#&�A+#&�!+#�
��*�&*#&!)�! �&� &�!+#�<�,�/+�,#�

�!�!+#�,�).�*#��.�!+#�� �. "'� ,�+ <+��
.�*��),#C�!+ ,�" ' !�! �&� ,� &!) &, *�!���""�$$7�/)�*#,,#,C�

)#<�)("#,,��.�� �)#�*!�)�!%/#��0 !*+#"�#!��"�C���������

�+#� ��"- &<� �<#&!,� �",�� *�""#(� !+#� ��"- &<� /�)! *"#,� �)#� >#)%� #..#*! >#� !�� *�&!)�"� !+#� � )�

,�//"%C�/JC�'� ,!�)#C���"-�(#&, !%��&(�*�)��&�!��& !)�<#&�)�! ���&(�( ..#)#&!���"- &<��<#&!,�

,�*+� �,� ) *#� �)�&C� ) *#� +�,-C� *�!!�&� A�,!#C� '� ;#� ,!)�AC� +�>#� �##&� )#"�!#(� ���!+�'� #!� �"�C�

������!��*�&!)�"�!+#��#)�! �&��$" > &,- C�#!��"�����������!� &#(�<��(�)#,�"!,�.�)�!+#�/)�(�*! �&�

�.� �� ,�).�*! &�� �%� Bacillus pumilus UFPEDA ����  &� ,�" (� ,!�!#� .#)'#&!�! �&� �&� �-�)�� �%�

�(( &<�,�<�)*�&#���<�,,#��,�����"- &<��<#&!��9&�!+#�,!�( #,��.�L+��#!��"���������,�%�#�&�."��)�
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