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Produção de Surfactina por B. subtilis Empregando 
Mix de Borra Oleosa como Substrato

Surfactin Production by B. Subtilis Using Oil Lee Mix as Substrate

Márcio Costa Pinto da Silva,a,*  Edna dos Santos Almeida,a  Erika Durão Vieira,a Jeancarlo 
Pereira dos Anjos,a,b  Ana Verena Pimentelc

Biosurfactants have similar characteristics to surfactants, being synthesized by microorganisms and have 
a great ability to reduce the surface tension of liquids, having low toxicity and high biodegradability. The 
objective of this work was to evaluate the production of the biosurfactant surfactin produced from Bacillus 
subtilis having as substrate the residual oily sludge from the manufacture of soybean and cottonseed oils. 
The use of this oily sludge mixture has not yet been reported in research for this purpose. For this, an 
experimental design was carried out, using the factorial design of the central compound using different 
concentrations of glucose and oily sludge as a substrate in the fermentation by Bacillus subtilis, keeping 
other variables, such as: temperature, agitation and pH at constant values. After the surfactin fermentation 
and purification process, analyzes were performed to determine the surfactin by high-performance 
liquid chromatography (HPLC), as well as the biomass and substrate conversion factors into surfactin. 
It is noteworthy that in the substrate containing 3% (m/v) of glucose and 6% (m/v) of oily sludge, there 
was a higher production of surfactin (126.80 mg.L-1), in the fermented broth, on average. The results 
obtained can demonstrate that the oily sludge can be a suitable substrate for the production of surfactin 
by Bacillus subtilis.

Keywords: Oily sludge; substrate; surfactin; Bacillus subtilis; HPLC; factorial design.

1. Introdução

Os surfactantes são compostos presentes, normalmente, em detergentes. Essas moléculas têm 
um caráter anfipático, contendo uma parte hidrofílica e outra hidrofóbica.1 Os biossurfactantes 
tem características semelhantes aos surfactantes, sendo de origem biológica, sintetizadas por 
micro-organismos. Suas moléculas são complexas e, semelhantes aos surfactantes, possuem uma 
porção hidrofóbica com pequena afinidade ao meio aquoso e um grupo hidrofílico, fortemente 
atraído pelo meio aquoso.2

Os biossurfactantes possuem alta biodegradabilidade, em relação aos surfactantes de 
origem petroquímica. Com produção baseada a partir de fontes renováveis, se destacam pela 
grande capacidade de reduzir a tensão superficial de líquidos com baixo valor de concentração 
micelar crítica (CMC) e capacidade de formar e estabilizar emulsões de óleos em água.3 
A capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial é uma função fundamental para 
as estruturas químicas que possuem moléculas anfifílicas, e é um requisito indispensável 
para formação de emulsões cineticamente estabilizadas. As moléculas de biossurfactantes 
adsorvem nas interfaces ar-líquido, líquido-líquido e sólido-líquido devido a sua natureza 
hidrofóbica-hidrofílica.4

Os biossurfactantes podem ser utilizados para melhorar a separação de fases na recuperação 
de solo contaminado. Eles são capazes de aumentar a taxa de remoção dos contaminantes por 
meio do aumento da biodisponibilidade e da redução da tensão superficial e da formação de 
micelas.5

Devido a vantagem de terem baixa toxicidade, quando comparados com os surfactantes 
de origem química, os biossurfactantes são mais apropriados para serem empregados em 
indústria de higiene oral, utilizando este produto associado à quitosana fúngica para promover 
a saúde bucal, conforme trabalho de atividade antifúngica de biosurfactante desenvolvido por 
Dibya et al.6 Na indústria alimentícia a viabilidade de utilização do biosurfactante como agente 
de bio controle, aplicados em brotos de melão.7

O tipo de biossurfactante mais comumente observado em diferentes cepas de B. subtilis, 
tanto das cepas produzidas em laboratório quanto das cepas selvagens, são lipopetídeos cíclicos 
denominados de surfactinas, inturinas e fengicinas.8
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A surfactina é um biossurfactante produzido por cepas 
do Bacillus subtilis e tem a capacidade de reduzir a tensão 
superficial da água de 72 para 27 mN m-1, em baixas 
concentrações.9,10 

A estrutura geral da surfactina é um peptídeo cíclico 
de sete aminoácidos ligados a uma cadeia de ácido graxo 
b-hidróxi, sendo que esta cadeia pode variar de 13 a 15 
átomos de carbono, permitindo a existência de diferentes 
compostos homólogos. Sua molécula possui isoformas A, B, 
C e seus homólogos, conforme a sequência de aminoácidos 
e o número de átomos de carbono do ácido graxo.11 

A surfactina é um dos tipos de biossurfactante mais 
eficientes devido a sua alta capacidade emulsificante, 
sendo utilizada em vários tipos de aplicações, tais como: 
indústrias de cosméticos e farmacêuticas;3 biorremediação; 
recuperação terciária do petróleo; remoção de resíduos de 
óleo em tanques de estocagem; formulações de herbicidas 
e pesticidas3. Diversos estudos relacionados a aplicabilidade 
da surfactina foram relatados na literatura científica. 
Yang et al.12 propuseram a produção de surfactina para ser 
utilizada como bio emulsificante para separação eficiente 
por meio de emulsificação de petróleo bruto residual. 
Bastrzyk et al.13 pesquisaram a utilização de surfactina 
como inibidor da formação de carbonato de cálcio em 
soluções aquosa.

A produção de biossurfactantes ainda é limitada devido 
ao seu alto custo, agregada a uma baixa produtividade 
e uso de substratos (meios de cultivo) com altos valores 
comerciais. O custo de produção de biossurfactante depende 
da disponibilidade da matéria prima que pode chegar a 
representar 50% do custo do processo de fermentação.14

Contudo os metabólitos produzidos a partir de 
substratos mais baratos, renováveis e através de processos 
economicamente viáveis têm potencial de diminuir os 
custos de produção, sendo vantajoso a produção de 
biossurfactantes por resíduos agroindustriais, possibilitando 
a diminuição de custos associados. O uso de tais resíduos 
gera menos carga ambiental, visto que elimina problemas 
relacionados ao armazenamento, tratamento e disposição 
final,15 principalmente quando este resíduo possui cadeias 
longas de carbono, tornando seu descarte difícil e de oneroso 
tratamento. Além disso, por possuir longas cadeias de 
carbono é um excelente metabólito para o crescimento de 
microrganismos.16 

Os resíduos agroindustriais com alto teor de lipídios e 
carboidratos atendem aos requisitos como substratos para 
produção de biossurfactante, adicionados a estes, macro 
e micronutrientes15. A literatura apresenta o uso de vários 
substratos de origem agroindustrial, dentre eles Nitschke17 
pesquisou isolados de Bacillus cultivados em diferentes 
resíduos da indústria de alimentos, tais como o melaço, 
manipueira, soro de leite e meio sintético, apresentaram 
capacidade de produzir biossurfactantes, sendo a manipueira 
o substrato com maior potencial de produção. Banat et al.18 
citam estudos de produção de biossurfactante utilizando 
como substrato: cascas de batata e soja; palha de trigo. 

Também é relevante os estudos com uso do licor de 
maceração de milho, água residual do processamento de 
cereais19, casca e farelo de arroz20, soro de leite e vinhaça21, 
água residual da produção de café e bagaço de cana de 
açúcar.22 

Sena et al.23 compararam outras fontes de carbono para 
produzir biossurfactantes: carboidratos, hidrocarbonetos, 
óleo de fritura residual e óleos vegetais. Porém estudos 
com uso de óleo de soja obtiveram os melhores resultados.

Lotfabad24 demonstrou o potencial do uso dos resíduos 
de óleo de soja como um substrato para produção de 
biossurfactantes. 

A produção de biossurfactantes empregando o resíduo da 
borra oleosa, oriunda do processo de refino de óleo vegetal, 
apresenta uma grande oportunidade de redução de custos 
da produção visto que o valor deste substrato é irrelevante.

Silva et al.25 fizeram uma ampla revisão de autores que 
pesquisou sobre produção de surfactina através de Bacillus 
subtilis. Foram encontrados oito artigos com aderência ao 
tema proposto: produção de biosurfactantes utilizando como 
substrato resíduos gerados no processo de refino de óleos 
vegetais, sendo que estes oito artigos citam resíduos de óleo 
de soja e ácidos graxos residuais, porém em nenhum deles 
há combinação de borra de óleo de soja e algodão.

Cabe destacar que o Brasil tem uma alta disponibilidade 
de borra oleosa. Segundo o boletim estatístico da ABIOVE,26 
o Brasil produziu, em de 2020, cerca de 9,6 MM do 
toneladas de óleo de soja, que representa 80% do total da 
produção de óleo vegetal do Brasil, seguido o de algodão, 
com representatividade de 10% do total27. A indústria de 
refino de óleos vegetais gera, aproximadamente, 8% em 
massa de borra oleosa, em relação ao óleo bruto produzido. 
Neste caso, em 2020 foi gerada cerca de 864 mil toneladas 
desta borra oleosa.26 

As triglicérides contidas na borra oleosa é um natural 
indutor para o Bacillus na produção da surfactina.23 Porém, 
o Bacillus subtilis requer uma fonte de energia de mais fácil 
absorção para promover sua multiplicação inicial, a exemplo 
a glicose. Este microrganismo cataboliza a glicose através da 
via glicolítica, que é a via metabólica que ocorre no citosol, 
responsável por quebrar as moléculas de glicose, podendo 
ocorrer aeróbica ou anaerobicamente.9 A fonte de carbono 
contido nos ácidos graxos da borra oleosa é consumida em 
seguida à glicose.

A borra oleosa e a glicose são variáveis que vão intervir 
na produção da surfactina. Desta forma, é importante 
avaliar, experimentalmente, a otimização desta produção, 
através destas variáveis. Uma das formas de realizar esta 
otimização é através de planejamento fatorial, a exemplo 
do planejamento composto central, para realizar a 
triagem e a otimização multivariada das variáveis que são 
estatisticamente independentes, mas que podem apresentar 
alguma interação entre si.28

O planejamento composto central (CCD) pode 
determinar uma função estabelecida entre a resposta analítica 
e as variáveis que são estatisticamente independentes. 
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Porém estas variáveis podem apresentar interação entre 
si, significativas do processo, possibilitando obter os 
valores que irão produzir a melhor resposta desejada. Na 
regressão múltipla, (linear ou não linear), a análise prévia 
da correlação entre as variáveis permite identificar eventuais 
variáveis que não irão contribuir para que a análise de 
regressão apresente bons resultados.28 Uma forma de resumir 
um modelo de regressão linear é usar a análise de variância, 
(ANOVA), através da soma dos quadrados para cada fonte 
de variação no modelo.28

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo 
avaliar a melhor performance de produção de surfactina 
pelo Bacillus subtilis, variando as concentrações, em 
massa, dos substratos borra oleosa e glicose, empregando 
o Planejamento Composto Central (CCD) na otimização 
destas concentrações. 

2. Metodologia

A metodologia foi dividida nas seguintes etapas: 
caracterização da borra oleosa; fermentação de 11 
amostras (variando proporção em massa da borra oleosa e 
glicose); extração e purificação da surfactina e análise, via 
cromatografia líquida de alto desempenho. 

2.1. Obtenção e caracterização da borra oleosa

Neste trabalho foi utilizado como substrato uma borra 
oleosa originada no resíduo do refino de uma mistura, na 
proporção em massa de 1:1 de óleo de soja e de algodão. 
O refino, realizado em uma indústria de óleos vegetais, 
consiste no aquecimento do óleo bruto a partir da temperatura 
ambiente (27 °C), até 50 °C, em trocador de calor. Após o 
aquecimento é feito uma mistura com a soda cáustica diluída, 
em concentração previamente preparada, que varia entre 10 
a 20% (m/v), dependendo da acidez do óleo. O óleo bruto 
aquecido e a soda cáustica são misturados em um misturador 
de linha e seguem para a torre de contato onde ocorre a reação 
de neutralização dos ácidos graxos livres. Após esta torre de 
contato, o óleo neutralizado e os resíduos são aquecidos a 
75 °C e seguem para 1ª centrífuga. Nesta centrífuga a borra 
oleosa sai pela parte superior a uma temperatura de 70 °C, 
variando de uma cor castanho claro a castanho escuro, 
dependendo da acidez inicial do óleo bruto, que varia entre 
1,0% a 3,0% (m/m). Na temperatura ambiente apresenta a 
forma pastosa, com odor ativo e cor escura. 

A borra oleosa, gentilmente cedida por uma indústria de 
produção e refino de óleos vegetais, contém triglicerídeos, 
material saponificável, sais de ácidos graxos, fosfatídeos não 
hidratáveis, água e sais de sódio.17 A caracterização da borra 
foi realizada através das análises físico químicas: óleo neutro 
(% m), pH, umidade, e teor de resíduos saponificáveis, 
conforme métodos descritos na American Oil Chemists’ 
Society.29 A análise de ácidos graxos também foi realizada 
conforme descrito no próximo tópico. 

2.2. Análise de ácidos graxos em borra de óleos vegetais

A análise dos ácidos graxos foi adaptada da metodologia 
descrita em Volkmann.30 Os ésteres de ácidos graxos foram 
analisados em um cromatógrafo gasoso acoplado a um 
espectrômetro de massa, modelo GCMS – QP2010SE 
GC‑2010 Plus, fabricante: Shimadzu, utilizando uma coluna 
capilar HP – 05 MS (NST) CB (30 m × 0,25 mm × 0,25 μm). O 
fluxo do gás de arraste (Hélio) utilizado foi de 1,2 mLmin-1. 
A rampa de aquecimento da coluna foi programada para 
iniciar a 60 °C durante 1 minuto. Em seguida, a temperatura 
foi elevada para 210 °C a uma taxa de 10 °C por minuto, 
permanecendo nesta temperatura por 1 minuto. Por fim, a 
temperatura foi elevada até 300 °C a uma taxa de 5 °C por 
minuto, permanecendo nesta temperatura por 1 minuto e 
40 segundos. As temperaturas do injetor e detector foram 
de 260 e 280 °C, respectivamente. Foram injetados 1 μL 
das amostras esterificadas. 

A quantificação foi realizada por normalização das áreas 
dos picos, e a identificação dos picos por comparação dos 
tempos de retenção das amostras com o padrão de ésteres 
metílicos de ácidos graxos FAME CRM 18.918, da marca 
Supelco Analytical Products – Sigma Aldrich, EUA.

Foram analisados os ácidos graxos presentes na borra, 
sendo os destacados com maiores percentuais: ácido 
palmítico, ácido oleico, ácido linoleico e o linolênico. 

2.3. Preparo do meio crescimento e fermentação 

O meio de crescimento foi distribuído, equitativamente, 
80 mL em cada um dos 11 erlenmeyers, previamente 
esterilizados, contendo quantidades diferentes de borra 
e glicose, somados à solução basal contendo: fosfato 
de potássio; sulfato de amônio, sulfato de magnésio 
heptahidratado e solução estoque contendo: EDTA; sulfato 
de manganês hidratado; sulfato de ferro heptahidratado; 
cloreto de cálcio; cloreto de cobalto hexahidratado e sulfato 
de zinco heptahidratado, conforme Hu.31 Em seguida, 
os erlenmeyers foram levados para a incubadora, para o 
processo de fermentação. As condições para a fermentação 
das 11 amostras foram: período de incubação de 24 horas, 
temperatura de 37,4 °C, pH 6,8 e rotação de 200 rpm. 
Estas condições foram mantidas inalteradas por serem 
condições ideais para fermentação do Bacillus subtilis, 
conforme Shaligram e Singhal.32 Vale ressaltar que as 
condições de pH, temperatura e agitação afetam a produção 
de biossurfactantes devido seu efeito sobre a fermentação.33 

Foram testadas a combinação das fontes de carbono 
utilizando diferentes proporções, em massa, de glicose (0,2, 
1, 3, 5 e 5,8%) e a borra oleosa na proporção em massa de 1:1 
de óleo de soja e de algodão (0,4, 2, 6, 10 e 11,6%), (Tabela 1), 
utilizando o planejamento composto central. Pela análise da 
regressão múltipla entende-se a correlação de dependência 
destas variáveis com a concentração da surfactina.

O planejamento composto central baliza oito pontos 
de experimento, um ponto central, com duas repetições do 
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ponto central, conforme a Tabela 2. O ponto de controle 
em branco, ou seja, sem a presença de borra e apenas com 
% de glicose foi escolhido, independente dos pontos do 
CCD, para obter o resultado de produção da surfactina na 
ausência da borra. 

Os 11 resultados obtidos de concentração de surfactina, 
através da fermentação do substrato contendo os 11 diferentes 
pares de percentuais de borra e glicose, foram analisados 
via modelo estatístico de regressão, apresentado no tópico 
de resultados e discussão.

As variáveis independentes, borra oleosa e glicose, 
foram estudadas em diferentes concentrações no processo 
fermentativo, para obter a surfactina, variável dependente. 
Desta forma, foi empregado ferramentas estatísticas para 
alcançar as melhores condições operacionais, obtendo o 
máximo de informação do sistema em estudo com um 
número mínimo de experimentos realizados.28

Foi utilizado a ANOVA, análise de variância, de forma a 
resumir um modelo de regressão linear múltipla, utilizando 
o método dos mínimos quadrados. Os resultados foram 
obtidos pelo uso do software Microsoft Excel. A comparação 
de variâncias foi realizada empregando um teste “F” para 
avaliar igualdade entre duas variâncias.28

2.4. Purificação da surfactina

A recuperação do biossurfactante (extração da 
surfactina) foi realizada em 5 etapas34: a) Recolhimento 
do sobrenadante (primeira centrifugação); b) Segunda 
centrifugação; c) Extração líquido-líquido; d) Terceira 
centrifugação; e) Roto evaporação e Ressuspensão. 

Após a 1ª centrifugação, o precipitado que continha 
Bacillus sp. mortos e outros resíduos foi descartado, sendo 
recolhido o sobrenadante, livre de células. 

 O sobrenadante foi submetido a uma precipitação ácida 
sendo o pH ajustado para 2,0 com HCl 3,0 mol L-1. Após 
o ajuste do pH, as amostras foram deixadas em repouso 
“overnight” no refrigerador a 4 °C. Posteriormente, foi 
realizada a 2ª centrifugação refrigerada e a ressuspensão 
dos precipitados em 5 ml de água destilada, com a correção 
para pH 7,0 com a solução de NaOH 1,0 mol L-1. Em 
seguida, a correção do pH, foi feita a extração líquido-
líquido, adicionando 5 mL de uma mistura clorofórmio: 
metanol (2:1, v/v), em cada um dos tubos contento o 
precipitado neutralizado. A solução de cada tubo agitada 
por 1 minuto em agitador de vórtex, em seguida, foi feita 
a 3ª centrifugação

Após a 3 ª centrifugação, a fase orgânica (fase inferior), 
foi retirada e transferida para tubos de vidro com tampa, 
e levados ao roto evaporador para ser concentrado a 
temperatura de 40 0 C. Posteriormente, o extrato foi 
ressuspendido com 5,0 mL de acrilonitrila: metanol 
(1:1, v/v).

Para quantificação da surfactina utilizando cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE), as amostras foram 
colocadas em “vials”, previamente filtrada com filtro 
PTFE, 0,2 μ, 13  mm e, posteriormente, submetidas às 
análises cromatográficas. Todo o processo de fermentação 
e purificação ocorreu em duplicata.

2.5. Determinação da surfactina utilizando CLAE-DAD

A análise para identificação e quantificação da surfactina 
nas amostras foi feita por meio da adaptação do método 
descrito por Wey.35 A concentração da surfactina foi 
determinada utilizando um cromatógrafo líquido de alta 
eficiência (Shimadzu Co. 20A, Japão), com detector de 
arranjo de diodos SPD-M20A, operando a 190 nm.

A separação cromatográfica foi realizada utilizando 
uma coluna de fase reversa Restek Roc C18 (150 × 4,6 mm, 
5 μm). A composição da fase móvel foi de 20% de ácido 
fórmico (0,2%) e 80% de acetonitrila de forma isocrática. 
O fluxo da fase móvel foi de 1 mL.min-1 a 28 °C e o volume 
de injeção das amostras foi de 20 μL. O tempo total das 
corridas foi de 22 minutos.

A determinação da surfactina nas amostras analisadas 
foi realizada por meio da comparação entre os tempos de 
retenção obtidos pela injeção de solução-padrão do analito 
diluído em 5,0 mL de acrilonitrila:metanol (1:1,  v/v) 
e os tempos de retenção dos picos das isoformas da 

Tabela 1. Relação dos parâmetros codificados CCD de glicose e borra (% massa) 

X (-√2) (-1) (0) (1) (+√2) Equação

Glicose(f1) 0,20 1 3 5 5,80 (f1)=2*X+3

Borra (f2) 0,40 2 6 10 11,60 (f2)=4*X+6

Fonte: Autoria própria (2022)

Tabela 2. Matriz do planejamento composto central das variáveis borra 
e glicose com valor (g)

Ensaio Glicose (g) Borra (g)

1 -1 (0,77) -1 (1,54)

2 1 (3,85) -1 (1,54)

3 -1 (0,77) 1 (7,70)

4 1 (3,85) 1 (7,70)

5 0 (2,31) 0 (4,62)

6 0 (2,31) 0 (4,62)

7 0 (2,31) 0 (4,62)

8 -√2 (0,15) 0 (4,62)

9 0 (2,31) -√2 (0,30)

10 +√2 (4,49) 0 (4,62)

11 0 (2,31) +√2 (8,93)

Fonte: Autoria própria (2022)
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surfactina obtidos nas amostras. Foram obtidos cinco picos 
cromatográficos com a solução-padrão de surfactina, os 
quais corresponderam às cinco isoformas desta substância. 
Os tempos de retenção dos picos das isoformas A, B e C 
e seus 2 homólogos, referentes à solução-padrão foram, 
respectivamente: 9,502; 10,548; 12,019; 12,437 e 13,462 
minutos (Figura 1).

Para as análises foi adquirido um padrão analítico da 
surfactina (Sigma-Aldrich), com pureza de 95% e feito 
sucessivas diluições em metanol.

Para a quantificação da surfactina, uma curva analítica 
foi construída por meio de diluições sucessivas da solução-
padrão de surfactina, sendo consideradas as seguintes 
concentrações: 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mg L-1. A 
construção da curva analítica foi realizada pela soma das 
médias das áreas dos picos das cinco isoformas presentes 
na solução-padrão. O limite de detecção (LD), calculado 
para esta curva, foi de 11 mg L-1 e o limite de quantificação 
(LQ) de 36 mg L-1. Como a menor concentração da curva 
foi de 75 mg L-1, para minimizar os erros de leitura na 
extrapolação da curva, foi considerado 75 mg L-1 o limite 
de quantificação (LQ).

2.6. Cálculo do fator de conversão de biomassa e 
substrato em surfactina

Complementando a análise quantitativa dos resultados, 
foram calculados os fatores de conversão, que possibilitam 
medir o rendimento da fermentação, conforme equações 
abaixo36.

•	 Fator de conversão de substrato em biomassa: 

onde Yx/s = fator de conversão de substrato em biomassa 
(g de biomassa seca obtida por g de substrato consumido), 
X = concentração de biomassa seca (g L-1) no tempo t de 
cultivo, X0 = concentração de biomassa seca (g L-1) no 

início do cultivo, S0 = concentração de substrato (g L-1) no 
início do cultivo e S = concentração do substrato (g L-1) no 
tempo t de cultivo.

•	 Fator de conversão de biomassa em produto:

onde Yp/x = fator de conversão de biomassa em produto 
(g de biomassa seca por mg de produto obtido), 
P = concentração de produto (mg L-1) no tempo t de cultivo, 
P0 = concentração de produto (mg L-1) no início do cultivo, 
X0 = concentração de biomassa seca (g L-1) no tempo t de 
cultivo e X0 = concentração de biomassa seca (g L-1) no 
início do cultivo.

•	 Fator de conversão de substrato em produto:

onde Yp/s = fator de conversão de substrato em produto (g de 
substrato por mg de produto obtido), P = concentração de 
produto (mg L-1) no tempo t de cultivo, P0 = concentração 
de produto (mg L-1) no início do cultivo, S0 = concentração 
de substrato (g L-1) no início do cultivo e S = concentração 
do substrato (g L-1) no tempo t de cultivo.

•	 A produtividade em produto que representa a velocidade 
média de formação de produto pelo tempo de cultivo

onde Pp = produtividade do produto (mg L-1 h-1). 
Pt =  concentração volumétrica de produto (mg L-1) no 
tempo t de cultivo, P0 = concentração volumétrica de produto 
(mg L-1) no início do cultivo e tf = tempo de cultivo (h).

O rendimento do produto é expresso pela quantidade 
de surfactina produzida (mg) pelo volume total do meio de 
crescimento e solução basal (L).37 

Figura 1. Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, da solução padrão de surfactina (125 mg L-1), contendo a 
identificação dos picos cromatográficos das cinco isoformas do analito. Eixo X o tempo de retenção em min. Eixo 

Y a altura do pico em mAU
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O método para quantificar a biomassa seca e determinação 
da concentração do substrato está descrito em Bezerra.38

3. Resultados e Discussão

3.1. Análise da Borra

A seguir os resultados das análises físico químicas da 
borra oleosa utilizada no experimento. Todas as análises 
foram feitas em triplicata.

Foram analisados o % de óleo neutro, pH, teor de 
resíduos saponificáveis e % de umidade. Os resultados 
apresentados na Tabela 3:

A Tabela 4 mostra os resultados da cromatografia 
gasosa para os ésteres dos ácidos graxos correspondentes 
analisados.

A Tabela 5 mostra um comparativo dos dados de 
literatura, Ramalho.39 Nas duas primeiras colunas são 
apresentados os dados obtidos por Ramalho39 e na terceira 
coluna os resultados apresentados neste estudo. Observa-
se nesta terceira coluna os resultados dos ésteres de ácidos 
graxos estão na faixa dos valores de referência dos graxos 
dos óleos de algodão e soja observada por Ramalho,39 em 
destaque para o ácido palmítico (cadeia C16, saturada), em 
faixa de maior % para o óleo de algodão e o ácido oleico 
(cadeia C18 simples insaturação) e o ácido linoléico (cadeia 
C18, dupla insaturação), presente em ambos os óleos.

Tabela 3. Resultados das análises físico químicas da borra oleosa

Parâmetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrão

% de Óleo Neutro 6,44 6,81 8,13 7,13 0,89

pH 9,29 9,36 9,35 9,33 0,10

Teor de Resíduos Saponificáveis (mg L-1) 33,56 31,5 31,85 32,3 1,10

% Umidade 53,04 52,5 52,19 52,57 3,81

Fonte: Autoria própria (2022)

Tabela 4. Resultados da análise cromatográfica da borra oleosa

Mz Composto RT % m Desv. Padr.

158 Octanoato de Metilo 5,827 0,00 0,00

186 Decanoato de Metilo 6,523 0,43 0,06

214 Laurato de Metilo 7,759 1,88 0,19

242 Tetradecanoato de Metilo 9,499 0,84 0,02

268 Palmitoleato de Metilo 12,260 0,44 0,17

270 Palmitato de Metilo 12,589 35,21 0,06

294 Linoleato de Metilo 15,864 45,08 0,02

292 Linolenato de Metilo 15,950 1,06 0,01

296 Cis-9-éster de Metilo Oléico 15,980 5,90 0,08

298 Octadecanoato de Metilo 16,447 6,67 0,02

326 Araquidato de Metilo 20,256 0,86 0,32

352 Erucato de Metilo 23,330 0,00 0,00

354 Docosanoato de Metilo 23,783 0,76 0,01

382 Lignocerato de Metilo 27,009 0,30 0,01

Fonte: Autoria própria (2022)

Tabela 5. Comparativo com resultado da análise cromatográfica da borra e dados da literatura

Ácidos graxos Estrutura
Óleo de algodão: 

valores de 
referência (%)

Óleo de soja: 
valores de 

referência (%)

Borra oleosa: 
Resultados da 

GC (%)

Ácido Palmítico C16:0 17,0 - 31,0 7,0 - 14,0 35,2

Ácido Palmitoleico C16:1 0,5 - 2,0 < 0,5 0,4

Ácido Esteárico C18:0 1,0 - 4,0 1,4 - 5,5 0,0

Ácido Oleico C18:1 13,0 - 44,0 19,0 - 30,0 5,9

Ácido Linoleico C18:2 33,0 - 59,0 44,0 - 62,0 45,1

Ácido Linolênico C18:3 0,1 - 2,1 4,0 - 11,0 1,1

Fonte: Ramalho,39 adaptado.
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Os resultados das análises físico-químicas e croma
tográfica mostram que a borra é um adequado substrato para 
fermentação pelo B. subtilis, principalmente por apresentar 
cadeias carbônicas de 16 e 18 átomos, presentes nos ácidos 
graxos.

3.2. Análise da surfactina via Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência

Os resultados de concentração de surfactina das 11 
amostras analisadas, em duplicata, via Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência, estão apresentados na Tabela 6.

A Tabela 6 está dividida em 3 sessões, correspondentes 
aos pontos do planejamento estrela onde existem os pontos 
do Planejamento Fatorial, em pontos equidistantes do 
Ponto Central, repetido duas vezes e os Pontos Axiais, 
que se situam nos extremos. Destaca-se que no substrato 
contendo 3% de glicose e 6% de borra oleosa, foi obtida 
maior produção de surfactina (128,52 mg L-1), no caldo 
fermentado. Observou-se ainda que as amostras que 
resultaram menor concentração de surfactina foram dos 

substratos que tinham menor concentração de borra oleosa 
em relação a glicose. 

A amostra 7 apresentou o seguinte resultado: 5 picos 
das isoformas A, B e C e seus 2 homólogos, nos tempos 
de retenção respectivos (min): 9,6; 10,5; 12,0; 12,5 e 13,5, 
referentes à surfactina produzida, na concentração de 
128,52 mg L-1

As outras amostras com melhores resultados foram, na 
seguinte ordem decrescente: 3, 6, 5, 4, 11, 8 e 10, com as 
concentrações, respectivamente: 128,15; 126,80; 125,08; 
110,77; 107,48; 83,23 e 82,76 mg L-1, todas apresentando 
maior percentual de borra que glicose.

A Figura 3 apresenta a concentração de surfactina, (em 
verde) nas 11 amostras, combinado com o percentual de 
borra (vermelho) e glicose (azul) de cada amostra. 

Na análise da correlação, observa-se o valor muito 
maior de correlação do % de borra que % de glicose com 
relação a concentração de surfactina. A interpretação é que 
a variável dependente, concentração de surfactina, está 
fortemente correlacionada com a variável borra e fracamente 
correlacionada com a variável glicose, conforme relação de 

Tabela 6. Resultados das Amostras analisadas via CLAE

# amostra Glicose (%) Borra(%) Conc. (mg L-1)

1 1 2 49,15

Planejamento fatorial
2 5 2 74,21

3 1 10 128,15

4 5 10 110,77

5 3 6 125,08 Ponto Central

6 3 6 126,80* Repetição 

7 3 6 128,52 Ponto Central

8 0,2 6 83,23

Pontos Axiais
9 3 0,4 41,58

10 5,8 6 82,76

11 3 11,6 107,48

Fonte: Autoria própria (2022)

Figura 2. Cromatograma da amostra 7, apresentando os 5 picos das isoformas A, B e C e seus 2 homólogos, 
referentes à surfactina produzida, na concentração de 128,52 mg L-1. Eixo X o tempo de retenção em min. Eixo Y a 

altura do pico em mAU
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correlação na Tabela 7. As correlações são positivas, o que 
significam que as variáveis estão positivamente relacionadas 
e caminham no mesmo sentido.

Na regressão linear múltipla com nível de confiança 
de 95% (Tabela 8), o coeficiente de determinação para 
o modelo foi igual a 0,7314, o que representa que as 
variáveis “% de borra” e “% de glicose” explicam 73,14% 
das alterações ou modificações ocorridas na concentração 
de surfactina. Os outros 26,86% podem estar relacionados 
com as demais variáveis aleatórias como a temperatura, 
pH, agitação, aeração e erros envolvidos, não consideradas 
na formulação do modelo. Um modelo mais realístico para 
explicar as diferentes concentrações obtidas de surfactina 
poderia incluir estas variáveis. Porém, foram fixadas estas 
variáveis para analisar no modelo apenas o comportamento 
das variáveis independentes, borra e glicose, com objetivo 
de melhor explicar e prever o comportamento da variável 
dependente (concentração de surfactina). 

Na correlação ANOVA, a estimativa da variável 
independente “borra” foi significativamente elevada 
(Tabela 9). O teste “F” rejeitou a hipótese de nenhum efeito 
provocado pela variável independente, e teve a evidência de 
que o fator correspondente teve influência sobre a variável 

dependente (concentração de surfactina).
A Tabela 9 apresenta o fator o valor-P para glicose que 

foi 0,9209 e maior que “α” (-9,5350). Deste modo, admite-
se que não existe regressão de concentração de surfactina 
com relação a variável “% de glicose”. O valor-P para 
borra foi de 0,0163 e menor que “α” (1,5780). Admite-
se que existe regressão de concentração da surfactina 
com relação a variável % de borra. O Valor P representa 
a verdadeira probabilidade à direita do t stat = 3,0320, 
dispensando a consulta à tabela t de Student para definir t 
stat crítico. Com 95% de confiança, o intervalo da interseção  
[9,8719:101,0630] contém o verdadeiro parâmetro 
populacional “α” referente a concentração da surfactina. 
Com 95% de confiança, o intervalo [–9,5350:10,4216] 
contém o verdadeiro parâmetro populacional % glicose, 
ou seja, existe a possibilidade de esse parâmetro assumir 
o valor zero, o que vem ao encontro do resultado do teste 
de existência de regressão da concentração sobre o % de 
glicose. Com 95% de confiança, o intervalo [1,5708:11,5491] 
contém o verdadeiro parâmetro populacional % de borra, ou 
seja, não existe a possibilidade de esse parâmetro assumir 
o valor zero, o que vem confirmar o resultado do teste de 

Figura 3. Comparativo da concentração de surfactina das 11 amostras

Tabela 7. Resultados da análise de correlação

%G %B mg L-1

%G 1 - -

%B 0 1 -

mg L-1 0,0247 0,7310 1

Fonte: Autoria própria (2022)

Tabela 8. Regressão linear múltipla com nível de confinação de 95%

Estatística de regressão

R múltiplo 0,7314

R-Quadrado 0,5349

R-quadrado ajustado 0,4187

Erro padrão 24,3550

Observações 11

Fonte: Autoria própria (2022)
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existência de regressão da concentração de surfactina sobre 
% de borra.

Como o verdadeiro parâmetro populacional, % de 
borra, comprova a existência de regressão da concentração 
de surfactina sobre este parâmetro, pode-se plotar o ajuste 
da linha de concentração de surfactina com o % de borra, 
conforme Figura 4.

3.3. Fatores de conversão e rendimento da surfactina.

Com os resultados de concentração de surfactina 
analisados, via CLAE, em que a amostra 6 apresentou 
o maior resultado de concentração de surfactina, foram 
simuladas as mesmas condições de fermentação desta 
amostra, para o cálculo dos fatores de conversão e 
rendimento.

No processo fermentativo as variáveis temperatura, 
pH e velocidade de rotação foram mantidas constante e os 
valores foram assumidos conforme trabalhos dos autores 
Sen e Swaminathan33 que identificaram a temperatura 
ótima de 37,4 °C para produção de surfactina utilizando 
B. subtilis. Estudos experimentais desenvolvidos por 

Shaligram e Singhal32, mostraram que o pH 6,8 produziu 
maior quantidade de surfactina. Os melhores rendimentos 
foram atingidos com velocidade de rotação entre 200 e 250 
rpm por 24 h, conforme apresentado em Yeh.40 Dessa forma, 
estas mesmas condições experimentais foram adotadas neste 
experimento. 

Ao final de um processo fermentativo é esperado a queda 
da concentração de biomassa, devido a queda de massa de 
substrato, sinalizando o final do processo com à escassez 
do substrato, conforme a Figura 5.

Tabela 9. Resultados da ANOVA

Coeficientes Erro padrão Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores

Interseção 55,4675 19,7725 2,8052 0,0230 9,8719 101,0630

%G 0,4433 4,3271 0,1024 0,9209 -9,5350 10,4216

%B 6,5599 2,1635 3,0320 0,0162 1,5708 11,5491

Figura 4. Gráfico do % de borra Versus concentração de surfactina

Figura 5. Curvas de crescimento da biomassa, consumo de substrato e produção de surfactina 
simulado para a amostra 7
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Fator de conversão de substrato em biomassa: 
Yx/s = (0,80 – 0,33)/(40,8 – 18,0)
Yx/s = 0,02 (g biomassa seca obtida por g de substrato 
consumido)

Fator de conversão de biomassa em produto:
Yp/x = (129-0)/(0,80-0,33)
Yp/x = 276,43 (mg de produto por g de biomassa seca).

Fator de conversão de substrato em produto:
Yp/s = (129-0)/(40,8-18,0)
Yp/s = 5,66 (mg de produto por g de substrato consumido).

Produtividade em produto: 
Pp = (129 – 0) / 24
Pp = 5,37 (mg L-1 h-1).

O maior valor de concentração de surfactina obtido na 
amostra 6 foi de 128,52 mg L-1 no caldo fermentado.

Não foi encontrado na literatura nenhum trabalho de 
produção de surfactina através de Bacillus subtilis, que 
utilizasse um substrato combinado da borra oleosa de soja 
e algodão. Deste modo, a comparação de resultados foi 
feita com trabalhos utilizando outros substratos, como: 
melaço de cana-de-açúcar, melaço de soja, suco de caju, 
que tiveram condições semelhantes de fermentação, ou seja: 
temperatura de 37,4 °C, pH 6,8, com rotação de 200 rpm e 
razão de aeração variando entre 0,4 a 0,5 do espaço vazio. 

Rocha34 obteve o melhor resultado experimental 
utilizando o melaço de cana-de-açúcar, e no seu experimento 
foi obtido concentração de surfactina de 199 mg L-1; 
produtividade de produto, Pp = 8,18 mg L-1 h-1 e fator de 
conversão de substrato em produto de Yp/s = 0,046 g g-1com 
esses resultados portanto, obteve um melhor resultado 
experimental. Lima42 utilizou melaço de soja, e obteve 
91 mg L-1 de concentração de surfactina e produtividade 
de produto, Pp = 3,79 mg L-1 h-1. Hu et al.12 utilizaram 
meio formulado com glicose, e obtiveram 250 mg L-1 de 
surfactina. Oliveira et al.43, a partir do substrato de suco de 
caju, observaram a concentração de 215 mg L-1 de surfactina. 
E Makkar e Cameotra16 utilizaram como substrato o meio 
mineral suplementado com melaço e obtiveram surfactina 
na concentração de 200 mg L-1.

4. Conclusão 

Com base nos experimentos realizados em escala 
laboratorial, verificou-se que há a possibilidade de utilização 
do resíduo da borra oleosa como substrato alternativo para 
produção da surfactina, tendo em vista que, mantendo as 
condições fixas de temperatura, agitação e pH, foi observado 
que as condições onde as concentrações da borra foram 
maiores que a glicose, houve maior produção de surfactina.

Destaca-se que no substrato contendo 3% de glicose e 
6% de borra oleosa foi obtida em média maior produção de 

surfactina (126,80 mg L-1) no caldo fermentado. Na análise 
de variância, a estimativa da variável independente, borra, 
foi significativamente elevada, sendo esta preponderante 
sobre a variável glicose nos resultados da concentração 
de surfactina (variável dependente). Observou-se que as 
amostras que resultaram menor concentração de surfactina 
foram dos substratos que tinham menor concentração de 
borra oleosa em relação a glicose.

Com relação ao fator de conversão de substrato em 
produto foi obtido um resultado de 5,66 (mg de produto 
por g de substrato consumido) e uma produtividade em 
produto de 5,37 (mg L-1 h-1). Estes resultados demonstram 
que a borra originada do resíduo do refino da mistura de óleo 
vegetal de soja e algodão pode ser um substrato adequado 
para produção de surfactina pelo Bacillus subtilis. 
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