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RESUMO  

 A produção de biodiesel é responsável por gerar toneladas de um subproduto sem valor 
comercial que contém principalmente glicerol. O glicerol pode substituir carboidratos 
usualmente empregados como fonte de carbono no cultivo de alguns micro-organismos para 
obtenção de bioprodutos. A goma xantana é um biopolímero extracelular, produzido por 
Xanthomonas campestris pv campestris, constituído de glicose, manose e ácido glucurônico, 
sendo capaz de formar soluções aquosas de alta viscosidade.  Os biossurfatantes são 
compostos de origem microbiana, produzidos extracelularmente ou como parte da membrana 
da célula por diferentes micro-organismos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito 
da substituição, suplementação e a potencialidade do glicerol como fonte de carbono na 
produção de biopolimeros e biossurfatantes pela bactéria Xanthomonas campestris pv 
campestris.  Como fonte de carbono empregou-se glicose, glicerol e uma mistura de ambos. 
Preliminarmente as concentrações de glicose e glicerol isoladamente variaram de 15 a 40g/L 
e, quando se empregou ambos em mesma proporção mássica, a concentração variou de 10 a 
20 g/L para cada. Foi feito um planejamento experimental 22 com quatro condições 
experimentais e três pontos centrais, variando a concentração de glicose de 4 a 15 g/L e a de 
glicerol de 15 a 26 g/L, que avaliou como variáveis de resposta a produção de goma e o 
biossurfatante, que foi monitorado mediante a medida do índice de emulsificação (IE24) em 
querosene de aviação. O estudo demonstrou que a máxima produção de goma (6,48 g/L ) 
ocorreu ao se empregar uma mistura com 15 g/L de glicose e 15 g/L de glicerol. Quando o 
meio de produção teve um conteúdo baixo de glicose, a produção da goma diminuiu, 
entretanto, a formação de biossurfatante foi relativamente alta com maiores teores de glicerol, 
obtendo-se índice de emulsificação 50% para querosene de aviação. Com o meio de produção 
otimizado, foi realizado um planejamento experimental 22 com 4 condições experimentais e 3 
pontos centrais em um fermentador de bancada com capacidade de 2 L, contendo 1 L de meio 
de cultivo, avaliando a influencia da velocidade de agitação (600 a 800 min-1) e da 
concentração de nitrogênio no meio de produção (1 a 3 g de extrato de lêvedo/L). A maior 
produção de biossurfatante ocorreu nas menores concentrações de extrato de lêvedo e 
velocidade de agitação. No entanto, a produção da goma não teve influencia representativa 
pelo teor de extrato de lêvedo, mas foi afetada negativamente com o aumento da velocidade 
de agitação. Foram realizados testes para o ensaio do índice de emulsificação de diferentes 
matérias primas (biodiesel, hexano, óleo cru leve, querosene de aviação). Os resultados 
obtidos indicaram uma possível aplicação da bactéria na produção de bioprodutos utilizando o 
glicerol como fonte de carbono.  
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ABSTRACT 

 

Biodiesel production is responsable for generating tons of a byproduct of no commercial 
value containing mainly glycerol. Glycerol can replace carbohydrates usually employed as the 
carbon source for the cultivation of certain micro-organisms to obtain bioproducts. Xanthan 
gum is an extracellular biopolymer produced by Xanthomonas campestris pv campestris 
consisting of glucose, mannose and glucuronic acid, capable of forming aqueous solutions of 
high viscosity. The compounds are biosurfactants of microbial origin, produced 
extracellularly or as part of the cell membrane by different micro-organisms. This study 
aimed to evaluate the effect of substitution, supplementation and the potential of glycerol as a 
carbon source for the production of biopolymers and biosurfactants by the bacterium 
Xanthomonas campestris pv campestris. As the carbon source employed is glucose, glycerol 
and a mixture of both. Preliminarily concentrations of glucose and glycerol alone ranged from 
15 to 40 g / L, and when employed either in the same weight ratio, the concentration varied 
from 10 to 20 g / L each. 22 experimental design with four experimental conditions and three 
central points, changing the concentration of glucose from 4 to 15 g / L of glycerol and from 
15 to 26 g / l, evaluating response variables such as the production of starch was carried out 
and the biosurfactant, which was monitored by measuring the emulsification index (IE24) in 
jet fuel. The study showed that the maximum production of gum (6.48 g / L) occurred by 
employing a mixture with 15 g / L glucose and 15 g / l glycerol. When the production 
medium had a low content of glucose, the production of the gum decreased, however, the 
formation of biosurfactant was relatively high glycerol with higher concentrations yielding 
50% emulsifying index for jet fuel. With the optimized production medium was performed 
with an experimental design 22 with 4 experimental conditions and 3 central points on a bench 
fermenter with a capacity of 2 L, containing 1 L of the culture medium, evaluating the 
influence of stirring speed (600 800 min-1) and the nitrogen concentration in the production 
medium (1 to 3 g of yeast extract / L). The highest biosurfactant production occurred at low 
concentrations of yeast extract and stirring speed. However, the production of the gum did not 
influence the content of representative yeast extract, but was adversely affected with 
increasing agitation speed. Tests for testing the emulsification index of different raw materials 
(biodiesel, hexane, light crude oil, jet fuel) were performed. The results indicated a possible 
application of bacteria for the production of bioproducts using glycerol as a carbon source.  
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Capítulo 1 

Introdução 
É importante salientar que as preocupações com o aquecimento global têm feito 

crescer o interesse mundial pelos bicombustíveis em substituição aos combustíveis fósseis. O 

Brasil é um produtor mundial de biocombustíveis sendo um dos maiores produtores de etanol, 

com 33,2% da produção mundial.  

O biodiesel pode ser obtido a partir do processamento de diversos óleos vegetais tais 

como girassol, soja, pinhão manso, mamona e palma, ou óleos animais, usando diferentes 

técnicas tais como pirólise, micro-emulsificação e transesterificação. No entanto, a técnica 

mais aplicada para a produção de biodiesel é pela reação de transesterificação na presença de 

um álcool e um catalisador homogêneo (hidróxido de sódio, potássio, ácido sulfúrico ou 

clorídrico, etc.), ou catalisador heterogêneo (enzimas, compostos de metais alcalino terrosos, 

silicatos de titânio, etc). Após a transesterificação, o produto (biodiesel), apresenta diferentes 

contaminantes e subprodutos que têm que ser removidos antes que o combustível seja 

utilizado em motores. O glicerol é um subproduto com potencialidade de ser utilizado para 

formação de bioprodutos de interesse industrial. (ATADASHI et al., 2010- BASHA,2009). 

Na produção de biodiesel, é possível relacionar estequiometricamente que 10 % em 

peso de glicerina bruta é formada nesta reação. Esta glicerina bruta tem, em média, 30 % de 

glicerol, 50 % de metanol, 13 % de sabão, 2% de umidade, cerca de 2-3 % de sais 

(principalmente sódio e potássio), e 2-3 % de outras impurezas, o que impede a sua aplicação, 

havendo necessidade de um intenso tratamento. A purificação da glicerina bruta apresenta um 

custo elevado. Nos últimos anos, devido ao aumento dramático da indústria de biodiesel foi 

necessário buscar novas aplicações ambientalmente viáveis que precisem de alta oferta do 

glicerol, principal componente da glicerina bruta (FONSECA et al., 2007-TANG et al.,2011).  

O glicerol (C3H8O3) é um composto orgânico de baixa toxicidade, que consiste de três átomos 

de carbonos e um grupamento hidroxílico, tendo como nome sistemático, 1,2,3-propanotriol, 

é um liquido incolor, sem cheiro e muito viscoso. Pode ser derivado de matérias primas 

naturais ou da petroquímica. (PLAGUIARO et al.,2008) 
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O glicerol possui diversas aplicações como em indústrias de alimentos, na forma de 

aditivos, nas indústrias farmacêuticas e de comesticos, na produção de ácidos succínico e 

cítrico, assim como outros produtos para aplicações químicas básicas (Zacaria et al.,2013).   

Uma das possíveis rotas para o aproveitamento do glicerol é a sua utilização nos 

processos de microbiologia industrial. Diferentes micro-organismos são capazes de utilizar e 

metabolizar o glicerol como fonte de carbono e energia para o crescimento microbiano, 

podendo agregar um valor significativo para a produtividade na indústria de biodiesel 

(AMARAL et al.,2009). 

Uma possibilidade da utilização do glicerol em processos microbiológicos é a 

produção de biopolímeros plásticos ou polissacarídeos, assim como todo os polímeros 

possuem uma estrutura molecular composta por monômeros, que em conjunto apresentam 

uma estrutura e propriedades similares aos plásticos de origem fóssil. Outras matérias primas 

de origem renovável, como os açúcares procedentes de resíduos gerados em diferentes 

indústrias, podem ser utilizadas para formação desses produtos. Os polissacarídeos 

microbianos comumente produzidos são dextrana, xantana e gelana, embora outras gomas 

também apresentem importância industrial. (SILVEIRA et al.,2010). 

A goma xantana é um polissacarídeo cuja unidade básica repetitiva é um 

pentassacarídeo, constituído de duas unidades de glicose, duas de manose e uma de ácido 

glucurônico. É produzida pela bactéria Xanthomonas campestris, pertencente à família 

Pseudomonodaceae, reproduzindo-se por divisão binária, apresenta células em forma de 

bastonetes Gram negativas. A vantagem da goma xantana sobre outras gomas comerciais é 

sua estabilidade em relação ao pH e à temperatura. (LUVIELMO-SCAMPARANI.,2009) 

Outra possível aplicação do glicerol é a produção de biossurfatantes. Hoje em dia tem-

se aumentado o interesse de identificar novos micro-organismos produtores de surfatantes de 

alto valor agregado cujas propriedades biológicas apresentem excelentes características 

tensoativas, baixa concentração micelar, alta atividade de emulsificação, baixa toxicidade, 

dentre outras. Os biossurfatantes são constituídos por uma porção hidrofóbica e outra 

hidrofílica, sendo conhecidos também como substâncias anfifílicas, classificados de acordo 

com sua estrutura molecular, principalmente em glicolipídeos, lipossacarídeos, lipopeptídeos, 

fosfolipídios, e ácidos graxos/lipídeos, além de surfatantes poliméricos e surfatantes 

particulados. Uma aplicação de grande interesse de biossurfatantes é na recuperação avançada 

do petróleo, em formulações de óleos lubrificantes, na biorremediação de áreas contaminadas, 
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dispersão no derramamento de óleos, remoção de resíduos de óleo em tanques de estocagem, 

dentre outras. (CARDOZO et al.,2008). 

 Nesse contexto, associando a necessidade de novas aplicações para o glicerol e de 

soluções para a produção de bioprodutos, usando como fontes de carbono resíduos industriais, 

este trabalho disserta sobre a produção de bioprodutos a partir do glicerol durante o 

crescimento de Xanthomonas campestris pv campestis. 
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Capítulo 2 

Objetivos 
 
 

OBJETIVO GERAL 
 

Esta dissertação propõe avaliar a potencialidade do glicerol como principal fonte de 

carbono e energia para produção de bioprodutos, durante o crescimento de Xanthomonas 

campestris pv campestris. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

 Estudar comparativamente a produção de bioprodutos (biopolimeros e biossurfatantes) 

formados por Xanthomonas campestris pv campestris a partir de glicose e glicerol 

puros e misturados. 

 

 Avaliar a produção dos bioprodutos usando como substrato misturas de glicose e 

glicerol. 

  
 Estudar a influência de variáveis mais representativas na produção de bioprodutos 

(Biopolimero e Biossurfatantes) mediante planejamento de experimentos conduzidos 

em mesa agitadora. 

 
 Estudar a influência de variáveis mais representativas mediante planejamento de 

experimentos conduzidos em fermentador. 

 
 Avaliar os índices de emulsificação do biossurfatante para diferentes produtos.   
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Capítulo 3 

Revisão Bibliográfica 
Neste capitulo serão abordados os diferentes trabalhos científicos a respeito do tema 

de produção de biopolímeros, assim como de biossurfatantes, desde seu descobrimento ate os 

dias atuais, envolvendo desde matérias primas até aplicações.  Soma-se a esses fatores a 

alternativa de explorar de maneira estratégica a potencialidade do glicerol como fonte de 

carbono e energia na obtenção destes bioprodutos.  

 

3. 1 Glicerol  
 

O glicerol bruto é um subproduto da indústria de biodiesel, representando cerca de 

10% (v/v) após a reação de transesterificação do óleo (YAMBIN et al., 2011). Foi descoberto 

em 1779 pelo químico sueco Carl W.Scheele, sendo o primeiro pesquisador a isolar este 

composto, e paralelamente verificou que os óleos e as gorduras naturais contêm o que 

chamamos hoje em dia Glicerina (ARRUDA et al.,2007). 

O glicerol é um poliálcool, tendo como nome sistemático (IUPAC) 1,2,3 propanotriol, 

de formula química C3H8O3, apresentando-se na sua forma pura como um líquido viscoso, 

inodoro, incolor, higroscópico, com sabor doce, contendo 3 grupos hidroxílicos hidrófílos 

responsáveis pela solubilidade em água e álcool, sendo insolúvel em éter e clorofórmio. 

(QUISPE et al 2013) .A figura 1 apresenta a estrutura molecular do glicerol  

  

 
Figura 1. Estrutura do glicerol (ARRUDA et al.,2007) 
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O quadro 1 Apresenta algumas de propriedades do glicerol  
 

Quadro 1.. Propriedades físicas e químicas do glicerol (QUISPE et al.,2013) 

(MORRISON, 2003-PLAGIARO et al., 2006.-OECD SIDS, 2002). 

3.1.1 Produção de glicerol no mundo  
  

Devido ao aumento dos preços do petróleo, a produção mundial de biodiesel tem sido 

aumentada numa escala exponencial na última década.  O aumento na produção de biodiesel 

fez com que houvesse um excedente considerável de glicerol, e presume-se que haja um 

excesso no mercado mundial deste produto. (THOMPSON, 2006). 

 

Pode se observar na Figura 2 que a produção anual de glicerol teve um aumento 

considerável do ano 2002 ate o ano 2011, devido ao incremento na implantação de novas 

fábricas de biodiesel. No entanto, o valor da glicerina loira, como é chamada a glicerina 

proveniente da produção de biodiesel, está diminuindo com o passar do tempo, gerando a 

necessidade de desenvolver um processo adicional de refinação ou purificação de glicerina a 

fim de aumentar consideravelmente seu valor (QUISPE et al,.,2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROPIEDADES UNIDADES MORRISON PLAGIARO-ROSSI OECD SIDS  
Fórmula 
Química 

  C3H5(OH)3 C3H8O3 

Massa Molar g/mol 92.09 92.09382 92 
Densidade kg/m3 1260 1261 1260 

Viscosidade Pa s 1.41 1.5 1,41 
Ponto de fusão ºC 18 18,2 18 

Ponto de 
inflamação 

ºC 177 160 160 

Ponto de 
ebulição 

ºC 290 290 290 

Tensão 
superficial  

mN/m 63,4 64 63,4 
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Produção de glicerina Preço da glicerina refinada  Preço da glicerina loira 

 

3.1.2 Glicerol no Brasil  
 

O Brasil foi uns dos primeiro países que iniciou o uso de energia limpa apresentando 

redução na emissão de CO2 no ambiente. A emissão de gases na atmosfera está intimamente 

ligada ao processo de combustão de motores diesel, onde os principais agentes poluidores são 

SOx e NOx e material particulado, que podem contribuir para o desenvolvimento de câncer, 

induzir efeitos sobre a saúde cardiovascular e respiratória, promover polução do ar, da água e 

do solo, reduzir a visibilidade e alterar o clima global (ONER e ALTUN, 2009). Devido a 

isto, surgiu a necessidade do desenvolvimento e da aplicação de tecnologias limpas que 

agregam muitos benefícios, dentre eles o gerenciamento de resíduos e a redução das emissões 

de produtos nocivos (DOVI et al, 2009). Em 1973, devido ao primeiro choque do petróleo, o 

governo brasileiro substituiu a gasolina pelo álcool. Entretanto, em 1980 a maioria de carros 

produzidos no país foi adaptada para utilizar etanol como combustível. Dessa forma mais do 

que 80% de veículos com adequação aos mecanismos dos motores para o uso do etanol como 

combustível, foram vendidos no ano 2003. (SILVA et al.,2009) 

 

 No Brasil o programa de desenvolvimento de tecnologias para produção de biodiesel 

(PROBIODIESEL) foi criado para atingir a substituição gradual do diesel de petróleo com 

biodiesel (GONÇALVES et al., 2009). O governo federal do Brasil, no ano de 2004, 

programou a adição de biodiesel ao diesel de origem fóssil em diferentes porcentagens.  No 

ano de 2008, foi adicionado ao óleo diesel 3% de biodiesel e o combustível passou a ser 

Ano 

Figura 2. Projeção Global do glicerol: Produção e Preços.(QUISPE et al,.,2013). 
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designado de B3. Nos anos de 2009 e 2010 o teor de biodiesel foi aumentado para 4-5% (B4, 

B5) e  planeja-se que, para o ano 2020, o Brasil consiga fazer uma mistura de 20% de 

biodiesel e 80% de diesel fóssil B20 (POUSA et al., 2007).  

Devido ao fato da produção da glicerina bruta ser maior do que a demanda interna do 

país, o glicerol produzido é exportado para diferentes países sendo a China o principal cliente. 

Os valores da glicerina bruta variam dependendo das propriedades físicas e químicas do 

produto, estando na faixa de US$ 50 a 70/ tonelada. (RIVALDI et al., 2008). 

O valor da glicerina loira varia de acordo com o tipo de purificação, sendo evidente 

que, quando o glicerina bruta é purificada, o incremento do valor é praticamente dobro do 

valor da glicerina loira. A glicerina purificada (99,5%) que é usada para a indústria foi 

apresentada no mercado com um valor de US$ 1.470,00/tonelada. Devido a estes fatos, 

procuram-se alternativas em transformar este co-produto em produtos com alto valor 

agregado (BEATRIZ-ARAUJO.,2011). 

 

3.1.3 Produção de glicerol   
 

O glicerol é um dos principais componentes de óleos e gorduras. A glicerina natural 

pode ser formada como um co-produto da indústria de biodiesel ou obtido como subproduto 

na fabricação de sabão  pela saponificação dos óleos, gorduras ou sebos utilizando lixívias 

alcalinas. No entanto, esse processo não tem sido mais utilizado em nível industrial, devido à 

substituição do sabão por detergentes. A obtenção da glicerina sintética pode ser feita a partir 

de derivados do petróleo por cloração a altas temperaturas, mas devido à formação de 

subprodutos prejudiciais ao meio ambiente essa rota entrou em declínio. (CHOI WJ.,2008) 

            A seguir se descreve resumidamente os diferentes processos de produção da glicerina 

natural: 

a) Hidrólise  

A reação de hidrólise é similar à reação de saponificação. Na hidrólise o óleo ou 

gordura reagem com água para produzir um ácido graxo e glicerol (ISRAEL et al.,2008) 

Durante a reação de hidrólise para cada molécula de óleo ou de gordura usada na 

reação um mol de glicerol e 3 moléculas de ácido graxo são produzidas, assim 100 gramas de 

óleo ou de gordura e 6,1 gramas de água produz, 95,7 g de ácido graxo e 10.4 g de glicerol 

(Figura 3, GUSTONE et al.,2004).  
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Figura 3. Reação de hidrólise (GUSTONE et al.,2004) 

 

b) Saponificação  

A reação de saponificação é basicamente a hidrólise alcalina do triglicerídeo (óleo ou 

gordura) na presença de um éster que reage com uma base inorgânica (NaOH ou KOH), em 

meio aquoso, sob aquecimento, produzindo sais de ácido graxo (sabão) e o glicerol. Durante 

a reação de saponificação, três moléculas de sabão e uma molécula de glicerol são produzidas 

mediante a interação de uma molécula de triglicerídeo e três moléculas de base inorgânica. A 

base reage espontaneamente com o triglicerídeo e o sabão é formado imediatamente de 

acordo com as condições operacionais estabelecidas de temperatura e agitação. A reação de 

saponificação é mostrada na Figura 4 (ISRAEL et al., 2008). 

 

 
Figura 4.Reação de Saponificação (ISRAEL et al., 2008). 

c) Transesterificação  

 

A reação de transesterificação é uma reação química que pode ocorrer entre um éster e 

um álcool ou entre um éster e um ácido, ocorrendo sempre a formação de um novo éster. 

Devido a sua versatilidade, ela é utilizada em muitos processos industriais conhecidos e 

explorados há muitos anos, como, por exemplo, nos processos de obtenção do tereftalato de 

polietileno (PET) e de resinas alquídicas. (CANAKCI-SANLI.,2008). 

O biodiesel é normalmente produzido mediante a reação de transesterificação dos 

diferentes triglicerídeos os quais reagem com álcool, metanol ou etanol na presença de um 

catalisador para produzir o metil éster (biodiesel) e diferentes subprodutos, como glicerina, 

excesso de álcool e outras impurezas (WANG et al.,2009). Na Figura 5 pode-se observar essa 

reação. 
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Figura 5.Reação de Transesterificação para produção de biodiesel (WANG et al.,2009). 

 
O mecanismo da reação de transesterificação ocorre em três etapas consecutivas e 

reversíveis, nas quais são formados os ésteres desejados (biodiesel), e diacilglicerídeos e 

monoacilglicerídeos como intermediários. Na primeira etapa as moléculas dos triglicerídeos 

são atacadas per álcool, formando compostos conhecidos como FAME (sigla inglesa para 

ésteres metilados) de ácidos graxos. Na segunda etapa ocorre ataque das moléculas de 

diglicerídeos produzindo FAMES e monoglicerídeos, e na última etapa do processo, as 

moléculas de monoglicerídeos são atacadas pelo ânion proveniente do álcool e novamente 

forma-se FAME e glicerol.  A reação requer três mols do álcool para cada mol de 

triacilglicerídeo, a reversibilidade das reações faz com que seja necessário o uso de um 

excesso de álcool no meio de reação para promover um aumento no rendimento em ésteres. 

A maioria de processos industriais utilizam 6 mols de álcool por 1 mol de óleo com um 

excesso de 100 % de álcool (OLIVERA et al.,2008). 

  

A seguir a figura 6 apresenta um diagrama esquemático das etapas do processo da 

produção do biodiesel em uma planta industrial.  
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Figura 6.Processo de produção de biodiesel em escala industrial (google/imagens/ biodiesel production, 

05/11/2012) 

De uma forma geral, a primeira etapa do processo corresponde ao tratamento da 

matéria prima, extração do óleo e pré-tratamento ou refino. Dependendo das características 

físicas do óleo se faz necessária uma etapa de refino, com vistas à remoção de alguns 

componentes indesejáveis, como compostos que promovem coloração avermelhada, e outros 

componentes (tocoferois, metais pesados, esteróis) que pode afetar a qualidade do produto 

final. A reação de transesterificação é a segunda etapa do processo de produção de biodiesel, 

acontece em reatores que funcionam em temperaturas que variam numa faixa ente 60 e 250 ºC 

e sob pressão de 0,1 a 10 Mpa (ELLIS et al.,2008) 

Na etapa final do processo de transesterificação são necessárias reações de 

neutralização do catalisador e posterior separação da mistura, bem como da separação do 

álcool e do glicerol que foi formado, empregando-se colunas de destilação. Os principais 

resíduos presentes na formação de produto final são: água, álcool, traços de ácidos graxos 

livres e do catalisador. Estes mesmos resíduos também são encontrados no glicerol que 

dependendo da sua utilização poderá ou não ser purificado, por meio de processos/operações 

que incluem destilação, evaporação ajuste de pH, dentre outros.  
A composição da glicerina bruta derivado dos diferentes processos de 

transesterificação, saponificação e, hidrolises é apresentado no quadro 2.  
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COMPONENTE TRANSESTERIFICAÇÃO % SAPONIFICAÇÃO % HIDROLISES % 

Glicerol 75 83-94 88-90 
Cinzas 10 8,5-9,5 0,7-1,0 
Água 10 6-7 8-9 

Matéria orgânica 
(exceto glicerol) 

5 3-4 0,7-1,0 

Trimetilenoglicol 1 0,1 0,2 
Quadro 2.Composição da glicerina bruta derivada dos diferentes processos de obtenção (THOMPSON et 

al., 2006) 

A produção de biodiesel gera milhões de toneladas de glicerina loira por ano, 

tendendo a incrementar este valor, mas sua aplicação é fortemente limitada devido à presença 

de diferentes contaminantes. Desta forma é necessário fazer uma etapa de purificação para 

converter o glicerol loiro a um estado de glicerol utilizável que cumpra com os requisitos de 

pureza para usos existentes ou emergentes. (MARCHETTI, J.M. et al 2008).  

3.1.4 Purificação da glicerina 
 

De uma forma geral, existem três processos para a refinação da glicerina, 

dependendo das características finais do produto desejado, estes processos podem ser 

baseados em sua pureza e em seu uso comercial, conforme pode ser visto na Figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

3.1.5 Alternativas para o uso da glicerina  
 

De acordo com as propriedades físicas e químicas da glicerina, este produto 

apresenta uma ampla gama de aplicações na indústria, existindo mais de 1500 produtos que 

usam a glicerina em seu processo. No entanto, a maioria usa baixas quantidades de glicerol, 

sendo que as indústrias de barras energéticas, e selantes para navios utilizam quantidades 

maiores. Os principais usos da glicerina refinada são para preparo de produtos alimentícios, 

Glicerina loira 

Subproduto da 
produção de biodiesel 

Glicerina Técnica 

Purificação  

Sustentável para 
diferentes aplicações 

na indústria 

Glicerina Refinada 

(USP) (FCC) 

Usada em aplicações 
cosméticas 

farmacêuticas e 
alimentícias 

Figura 7. Tipos de glicerina (SRS Engineering Corporation http://www.srsbiodiesel. 
com/GlycerinSpecifications.aspx〉, (Accessed 10 January 2014 ) 
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produtos de cuidados pessoais, e fármacos, que compõem cerca de 65% do consumo total de 

glicerol (GUSTONE-2001). A Figura 8 apresenta as principais aplicações do produto. 

 

 
Figura 8.Mercado do glicerol (KATRYNIOK et al.,2010) 

 

A glicerina loira formada na indústria de biodiesel apresenta um valor baixo na 

economia, já que tem diferentes porcentagens de impurezas e resíduos da produção de 

biodiesel. Caso fosse aproveitada para a produção de derivados de glicerol, em diferentes 

indústrias, seria um subproduto de maior valor agregado e ao mesmo tempo ajudaria a 

melhorar a viabilidade econômica na indústria de biodiesel. É por isso que novas 

oportunidades têm surgido nos últimos anos para converter o glicerol num produto com uma 

viabilidade comercial maior. 

Diferentes alternativas têm sido pesquisadas nos últimos anos a fim de encontrar 

novas aplicações para esta matéria prima, diferentes processos vêm sendo desenvolvidos 

(oxidação, hidrogenólise seletiva, desidratação catalítica, pirólise, gaseificação, 

transesterificação e esterificação do glicerol) com o intuito de buscar soluções em longo prazo 

visando custos de operação baixos. (PLAGIARIO et al.,2007).  

3.1.6 O glicerol como fonte de carbono  
 

O aproveitamento de glicerol, proveniente da síntese de biodiesel, em bioprocessos é 

uma alternativa a ser considerada. Diferentes esforços de pesquisas têm-se dedicado ao estudo 

de glicerol como fonte de carbono e é conhecido que diferentes micro-organismos são capazes 

de utilizar o glicerol como única fonte de carbono e energia. 
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As vias do metabolismo microbiano do glicerol já são conhecidas e diversos 

produtos conseguem ser sintetizados tanto em meio aeróbio como anaeróbio. Da mesma 

forma, diferentes micro-organismos como bactérias, leveduras, fungos, algas e alguns 

protozoários são mencionados em diferentes pesquisas como micro-organismos capazes de 

utilizar o glicerol e produzir compostos de interesse industrial (BARBIRATO et al.,1997).  

 

O quadro 3 apresenta alguns desses compostos. 

MICRO-ORGANISMO PRODUTO REFERÊNCIA 

Bacillus circulans Biossurfatante Das et al 2009 

Lactobacillus sp. Ácido propanóico Claisse et al 2007 

Enterobacter aerogenes Bioetanol Ito el al 2005 

Lactobacillus sp. Ácido láctico Garai et al 2007 

Klebsiella planticola Biogás Manios 2009 

Yarrowia lipolytica Ácido Cítrico Levinso et al 2007 

Clostridium butyrcum 1,3 propanodiol Himmi et al 1998 

Quadro 3.Principais Produtos da fermentação do glicerol (BARBIRATO et al.,1997). 

A produção biotecnológica dos diferentes produtos depende do micro-organismo 

selecionado; por exemplo, para a produção de 1,3 propanodiol têm sido pesquisados 

diferentes micro-organismos, tais como Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchnerii, 

Bacillus welchii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurianum, Clostridium butyricum e 

Enterobacter agglomerans.  O 1,3 propanodiol é utilizado para fabricação de bioplásticos, 

como poliésteres, poliéter e poliuretanos, com excelentes propriedades plásticas (YANG et 

al.,2007). Homman e colaboradores (1990) estudaram o crescimento de C. butyricum na 

fermentação do glicerol, obtendo como produto 1,3 propanodiol e produtos secundários tais 

como ácido butírico, e ácido acético. Chatzifragkou e colaboradores (2011) obtiveram uma 

concentração de 1.3 propanodiol de 31-48 g/L, com uma conversão 0,55 g/g, utilizando uma 

linhagem de C. butyricum.  

Nakas e colaboradores (1983) avaliaram o gênero Bacillus como uma bactéria para a 

produção de etanol, obtendo uma produção de 7-9,6 g/l a partir de uma mistura de algas com 

glicerol.  Dharmadi e colaboradores (2006) demostraram que a bactéria E. coli  foi capaz de 

produzir 86% de etanol e 7 % de ácido succínico depois de 84 h de fermentação consumindo 

10g/L de glicerol.  
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Os polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres biodegradáveis e biocompatíveis 

produzidos por diferentes grupos de bactérias. Os PHA apresentam diferentes aplicações 

podendo ser utilizados em medicina, agricultura, fibras, entre outras. (Solaiman, D.K. Y, et al 

2006)  

Ashby e colaboradores (2004), verificaram que tanto Pseudomonas corrugata como 

Pseudomonas oleovorans nas mesmas condições de fermentação e de crescimento utilizando 

5% (v/v) de glicerol como fonte de carbono, foram capazes produzir PHB 

(polihidroxibutirato) e PHA . 

Como já descrito, o glicerol pode ser utilizado como fonte de carbono para o 

crescimento de diferentes bactérias que são capazes de converter este substrato em 

biopolímeros e biossurfatantes utilizados amplamente em diferentes indústrias e neste 

trabalho procurou-se estudar a aplicação do glicerol na formação destes bioprodutos.  

 

3.2  Biossurfatante 
 

 Os biossurfatantes são compostos de origem microbiana, produzidos 

extracelularmente ou como parte da membrana da célula por diferentes micro-organismos tais 

como bactérias, fungos, leveduras, utilizando diferentes substratos incluindo açúcares, óleos, 

alcanos, entre outros (MULLIGAN, 2005).  

Foram descobertos na década dos anos 60 como compostos anfifílicos em pesquisas de 

fermentações de hidrocarbonetos. Os biossurfatantes têm sido alvo de pesquisas, há menos de 

meio século, direcionados para a produção de antibióticos observando-se um comportamento 

tensoativo ao final do processo de crescimento (BOGNOLO, 1999). 

Existe uma grande diversidade de composição química e propriedades entre os 

biossurfatantes; diferentes características são comuns na maioria deles, características como a 

baixa toxicidade permite a aplicação em alimentos, cosméticos e produtos farmacêuticos. 

(FLASZ et al, 1998). Além disso,  esses compostos são facilmente degradáveis na água e no 

solo, sendo aplicados em processos de biorremediação. Eles também apresentam elevada 

estabilidade térmica e em presença de elevada salinidade são estáveis. (BOGNOLO 1999. 

COOPER e PADDOCK et al., 1984 ).  
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3.2.1 Micro-organismos na produção de biossurfatantes  
 

 Os micro-organismos que produzem biossurfatantes são aeróbios e poucos são 

anaeróbios. A maior produção de biossurfatantes é feita por micro-organismos aeróbios, em 

meio aquoso contendo uma fonte de carbono (carboidratos, hidrocarbonetos, resíduos  

industriais, óleos vegetais) que podem ser consumida durante a etapa exponencial de 

crescimento. (GRISHCHENKOV et al, 2000). 

As bactérias produtoras mais reportadas são Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., 

Bacillus sp. e Arthrobacter, (SHEPERD et al 1995). O quadro 4 apresenta alguns 

biossurfatantes e respectivos micro-organismos produtores de biossurfatante. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 4.Biossurfatantes produzidos por diferentes micro-organismos (SHEPERD et al 1995). 
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As maiorias de bactérias utilizadas na produção de biossurfatantes têm produzido 

surfatantes microbianos do tipo ramnolipídeos, e lipopeptídeos.  

Rooney e colaboradores (2009) estudaram e caracterizaram bactérias produtoras de 

ramnolipídeos em uma unidade de produção de biodiesel. As bactérias isoladas de solos da 

planta produtora foram cultivadas em meio contendo glicerol como fonte de carbono, 

produzindo principalmente mono e di-ramnolipídeos. Os micro-organismos identificados 

foram: Acinotobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, 

Pantoe stewartii.  

3.2.2 Classificação dos biossurfatantes  
 

De acordo com Nischke e colaboradores (2002) os biossurfatantes podem ser 

classificados de acordo a sua composição via química (sintéticos) e também pela sua origem 

microbiana (Naturais). O quadro 5 apresenta os principais biossurfatantes de origem sintética 

e natural.  

 

SINTÉTICOS OU QUIMICAMENTE 

PRODUZIDOS 

NATURAIS 

Alcanolaminas Alquil poliglocosideos 

Alquil aril sulfatos Amidas de ácidos graxos 

Alquil aril éter sulfatos Aminas de ácidos graxos 

Alquil etoxilados Glucamidas 

Alquil sulonados Lecitinas 

Alquil fenol etoxilados Derivados de proteínas 

Aminoóxidos Saponinas 

Cp-polimeros de óxido de etil propileno Ésteres de sacarose 

Quadro 5.Principais grupos de biossurfatantes de origem sintética e natural (NISCHKE et al .,2002) 

 

Os biossurfatantes de baixa massa molar são geralmente glicolipídeos e lipopeptídeos, 

sendo muito efetivos na redução das tensões superficial e interfacial. No entanto os 

biossurfatantes de alto peso molecular são normalmente polissacarídeos anfifílicos, 

lipoproteínas e polissacarídeos, caracterizando-se como importantes formadores de emulsões 

(SINGH et al.,2006) .  
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3.2.3 Função  e propriedades dos biossurfatantes   
 

Cada biossurfatante que é produzido por diferentes micro-organismos apresentam 

características estruturais e propriedades físicas distintas. Os biossurfatantes, por não serem 

derivados do petróleo são ambientalmente mais corretos e, assim, apresentam diferentes 

vantagens em relação à degradabilidade, composição química, bem como outras 

características que são mencionadas a seguir (REIS; SERVULO et DE FRANÇA. 2004)  

 

a) Temperatura e pH: Devido à elevada estabilidade, os biossurfatantes podem ser  

utilizados em ambientes com condições mais drásticas.   

b) Atividade superficial e interfacial: produzem menores tensões superficiais em 

menores concentrações de biossurfatantes  

c) Biodegradabilidade: são facilmente degradados na água e no solo e podem ser 

aplicados para biorremediação e tratamento de resíduos. 

d) Baixa toxicidade: Permite seu uso em indústrias de cosméticos produtos 

farmacêuticos e alimentícios.  

 

3.2.4 Fatores que afetam a produção de biossurfatantes 
 

Diversas barreiras para a produção de biossurfatantes devem ser consideradas, tais 

como baixos rendimentos e alto custo na produção em grande escala, problemas no controle 

do processo como a formação de espuma, ocorrências de contaminação, problemas de 

recuperação e purificação do produto final.  

A economia de produção de biossurfatante segundo Murkherjee e colaboradores 

(2006) é basicamente definida, pelos seguintes critérios: 

 

- Valor da matéria prima 

- Disponibilidade de procedimentos adequados e econômicos para a produção global  

- Eficiência e rendimento do produto.  

 

De qualquer forma, é bom lembrar que para que os biossurfatantes cheguem a ser 

comercializados com sucesso será necessário utilizar estratégias adequadas para tornar o custo 

de produção competitivo.  Estratégias tais como o uso de substratos de fontes mais baratas 

que cumpram com as condições de crescimento dos diferentes micro-organismos, 
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desenvolvimento de processos mais eficientes, considerando as operações de produção, 

recuperação e purificação do produto final. 

 Ao mesmo tempo é importante ressaltar que diferentes fatores podem interferir na 

produção de biossurfatantes, comentados a seguir. 

 

a) Micro-organismo  

 

 Uma estratégia que os micro-organismos utilizam para sobreviver e crescer no meio 

são sua habilidade em colonizar um nicho ecológico onde possam se multiplicar. O principal 

elemento nesta estratégia são as estruturas da superfície celular, responsáveis pela aderência, 

às superfícies dos materiais. Da mesma forma os micro-organismos podem utilizar surfatantes 

microbianos ligados à parede para regular a superfície celular, visando aderir ou se desligar de 

um determinado local de acordo com sua necessidade. (ROSENBERG et al.,1999), 

A primeira etapa para realizar um processo fermentativo, começa com a escolha do 

micro-organismo.  Este deve apresentar elevada capacidade de utilização de substrato, assim 

como, elevada eficiência na conversão, para assim, conseguir elevada concentração do 

metabólito no caldo fermentativo. 

Os micro-organismos não devem exigir condições de processo muito complexas, eles 

devem encontrar condições ótimas e adequadas que se adaptem ao tipo de meio que se 

pretende empregar, já que são meios de crescimento com substratos mais baratos.   

 

b) Fonte de carbono  

 

Matérias primas naturais, especialmente os resíduos gerados por diferentes indústrias, 

efluentes provenientes da extração de óleo de oliva, gordura animal, melaço, soro de leite,  

agroindustriais, como semente de soja, açúcar de beterraba, batata doce e batata inglesa, farelo 

e palha de trigo, bagaço de cana entre outros, têm sido utilizados como fonte de carbono para 

produção de biossurfatantes. (PROMMACHAN 2002) 

  No quadro 3 são citadas algumas matérias primas utilizadas em processo de produção 

de biossurfatante como fonte de carbono. 
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Matéria prima Biossurfatante Micro-organismo Rendimentos g/L 

Óleo de babaçu Soforolipídeo Cândida lipolityca --- 

Manipueira  Lipopeptídeo Bacilus subtilis 2,2-3,0 

Òleo de soja  Ramnolipídeo Pseudomnonas 

aeruginosa 

3,0-4,5 

Óleo de girassol  Lipopeptídeo Serratia marcenses 

Pseudomonas sp 

--- 

Efluente de 

processamento da 

batata 

Lipopetídeo Bacillus subitilis --- 

Óleo de fritura Ramnolipídeo Pseudomnonas 

aeruginosa 

2,7 

Resíduos de 

refinaria de óleo 

Glicolipídeo Candida antartica 

Candida apicola 

---- 

Quadro 6.Matérias primas de baixo custo usados como fonte de carbono (MUKHERJEE et al.,2006) 

A escolha da fonte de carbono deve ser ditada não só pelo seu custo, disponibilidade, e 

pelas exigencias nutricionais do agente fermentativo, assim como também, pelo tipo de 

aplicação que se deseja do produto final. Alguns exemplos são encontrados na literatura com 

o uso de diferentes fontes de carbono, com o fim de demonstrar que a matéria prima depende 

diretamente da espécie microbiana e inclusive da linhagem empregada no processo 

fermentativo.  

Rufino e colaboradores (2005) estudaram a produção de biossurfatante usando 

Candida lipolityca com resíduos de refino de óleos vegetais, e observaram uma redução na 

tensão superficial do meio de 50 mN/m para 26mN/m depois de 72h de crescimento. 

Yun Hong Wei e colaboradores (2005) testaram a produção de biossurfatante usando 

como meio glicose, glicerol, óleo de oliva, óleo de girassol e semente de uva, obtendo altos 

teores de ramnolipídeos. Eles concluíram que o maior rendimento foi obtido quando o óleo de 

oliva foi utilizado, apresentando redução da tensão superficial da água de 31mN/m. 

Na produção de ramnolipídeos por Pseudomonas aeruginosa, Sim e colaboradores 

(1997) fizeram o estudo comparativo a partir de glicose, etanol, glicerol, e diferentes óleos 

vegetais, como fonte de carbono, na concentração de 6%(v/v) de cada, e definiram como 

melhor fonte de carbono o óleo de canola apresentando uma produção de 23,9 g/L , seguido 

pelo óleo de soja com 22,4 g/L de ramnolipídeos depois de 13 dias de crescimento.  
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Morita e colaboradores (2007) avaliaram a produção de glicolipídeos pela levedura 

Pseudozyma antarctica com glicerol como fonte de carbono, produzindo 16,3 g/L de 

biossurfatante após 7 dias de cultivo. Nesse mesmo estudo a biossíntese de soforolipídeo por 

Candida bombicola foi também realizada utilizando 40% de glicerol como fonte de carbono, 

produzindo 60g/L de soforolipídeo.  

O glicerol foi uma das fontes de carbono estudada por Costa e colaboradores (2009) 

para a produção de ramnolipídeos e polihidroxialcanoatos utilizando varias cepas de 

Pseudomonas aeruginosa. A caracterização do bioproduto final foi feita mediante HPLC e 

cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotômetro de massas. A linhagem foi capaz de 

produzir 22 g/L a partir de 2% v/v de glicerol.  

No estudo feito por Freitas e colaboradores (2009) foi caracterizado um polissacarídeo 

produzido por Pseudomonas oleovorans utilizando glicerol como fonte de carbono. Os 

autores observaram que o exopolissacarideo era composto principalmente por galactose, com 

quantidades pequenas de manose, glicose e ramnose. A solução aquosa possuía propriedades 

elásticas similares à goma guar, além de um caráter poli eletrolítico. Adicionalmente, o 

exopolissacarideo demonstrou boa floculação e propriedades emulsificantes. 

Santa Anna e colaboradores (2002), utilizaram diferentes fontes de carbono (n-

hexadecano, óleo parafínico, glicerol e óleo de babaçu) e diferentes fontes de nitrogênio 

(NaNO3, (NH4)2SO4, CH4N2O) para a produção de biossurfatantes com Pseudomonas 

aeruginosa. O glicerol foi considerado a melhor fonte de carbono de acordo com os testes 

realizados, em uma razão C/N=60/1 utilizando nitrato de sódio como fonte de nitrogênio.  

 Assim como a produção de biotensoativos dependerem da fonte de carbono e dos 

micro-organismos utilizados, outros fatores nutricionais como as fontes de nitrogênio e 

fosfato, a presença de íons metálicos e outros aditivos, podem afetar sua produção.  

 

c) Fonte de nitrogênio  

 

Na produção de biossurfatante, a fonte de nitrogênio é essencial para o crescimento 

celular. Diferentes compostos nitrogenados têm sido empregados para a síntese deste 

metabólito tais como peptona, extrato de levedura, sulfato de amônio, nitrato de amônio, 

nitrato de sódio, extrato de carne, farelo de soja, extrato de malte, entre outros. Adicionar 

aminoácidos ou hidrolisados de proteína favorece o crescimento da maioria dos micro-

organismos mais é bom considerar o custo, a disponibilidade e os problemas de impurezas 

que acompanham estas fontes de nitrogênio.  A fonte de nitrogênio mais utilizada para a 
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produção de biossurfatantes é o extrato de levedura, sua concentração varia de acordo com o 

micro-organismo e meio de produção. (MATA SANDOVAL et al., 2001).   

Cooper e colaboradores (1984) estudaram o efeito de diferentes fontes de nitrogênio, 

sulfato de amônio, extrato de levedura, cloreto de amônio, nitrato de sódio, utilizando 

Torulopsis bombicolla como micro-organismo. Os autores observaram que ó nitrato de 

amônio não foi uma boa fonte de nitrogênio, pois apresentou redução na produção de 

biomassa. No entanto, ao usar o extrato de levedura na concentração de 5 g/L houve melhor 

produção de biossurfatante. A substituição do extrato de levedura pela peptona apresentou 

redução na concentração produzida de biossurfatante, e quando esta fonte nitrogenada foi 

substituída por uréia a produção foi ainda muito mais baixa. 

Para aperfeiçoar o meio de produção de biossurfatantes Casas e Ochoa (2000) 

avaliaram diferentes teores de extrato de levedura (1-20g/L) como fonte de nitrogênio, 

utilizando uma linhagem de Candida bombicola. Os autores observaram que, em baixas 

concentrações de extrato de levedura (1 g/L),  a produção neste caso de soforolipídeos foi 

favorecida. Segundo os autores, com concentrações altas de extrato de levedura, a produção 

de biossurfatantes diminuiu, devido à exaustão da fonte de carbono, que poderia ser 

influenciada pelo grande crescimento da biomassa. 

Vance e colaboradores (1999) estudaram o efeito de sulfato de amônio (0,1%), 

juntamente com uréia (0,1%) para a produção de biossurfatantes, usando uma linhagem de 

Candida lipolytica obtendo alta atividade de emulsificação en quesosene de aviação 70%.  

 Lukondeh e colaboradores (2003) nos experimentos para a produção de surfatante 

microbiano utilizando como fonte de nitrogênio extrato de levedura (2 g/L)  e sulfato de 

amônio (5g/L), conseguiram um bioemulsificante com alta atividade de emulsificação, 76% 

da fase emulsionada em querosene de aviação, apos 90 dias de crescimento utilizando 

Kluyveromyces marxianus FII 510700.  

No caso da linhagem de Nocardia erythropolis a produção de biossurfatante foi 

melhorada pela adição de 0,02% de extrato de levedura.  Esta fonte de nitrogênio também 

teve influencia positiva na produção de biossurfatante por Arthrobacter paraffines, nas 

concentrações de 0,2-0,4% ( LANG et al., 1987).    

No estudo realizado por Duvnjak e colaboradores (1983) concluiu-se que a natureza 

da fonte de nitrogênio tem ação efetiva na produção de biossurfatante. Os autores avaliaram a 

influência da utilização de substâncias nitrogenadas, orgânicas e inorgânicas, como íons de 

amônio e nitrato, uréia e extrato de levedura, assim como, diferentes aminoácidos, tais como 

asparagina, ácido aspártico e acido glutâmico, para o crescimento de Arthrobacter 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mata-Sandoval%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11297354
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paraffineus. Nesse estudo houve utilização preferencial dos sais amonicais quando as sais 

inorgânicas foram utilizadas como fonte de nitrogênio. Ao suplementar o meio mineral com 

aspargina foi suficiente para o crescimento do micro-organismo, porém, a adição de extrato de 

levedura proporcionou uma quantidade de biossurfatante seis vezes maior do que as outras 

fontes de nitrogênio utilizadas.  

 De Roubien e colaboradores (1989), estudando o efeito de 4 g/L de nitrato de amônio 

como fonte de nitrogênio e 40g/L de glicose como fonte de carbono, verificaram que este 

meio de cultura foi apropriado tanto para o crescimento como para a produção de surfactina 

utilizando uma linhagem de Bacillus subtilis.   

Santa Anna e colaboradores (2002) avaliaram a produção de biossurfatante pela 

linhagem de Pseudomonas aeurigonosa PA1 utilizando diferentes fontes de carbono e 

nitrogênio. O nitrato de sódio apresentou um rendimento de 0,8g/g, sendo assim, mas efetivo 

do que o sulfato de amônio e a uréia que apresentaram respectivamente rendimentos de 0,4 -

0,5 g/g.  

 

Além das fontes de carbono, de nitrogênio e a composição do meio, as diferentes 

condições operacionais são variáveis importantes que podem influenciar a produção de 

biossurfatante. As condições de cultivo, tais como temperatura, pH, estão diretamente 

relacionadas à atividade metabólica dos micro-organismos e portanto podem influenciar 

acentuadamente a produção do bioproduto. 

 

d) Temperatura e pH 

 

A temperatura, assim como o pH, são variáveis de grande importância na produção 

de qualquer tipo de bioproduto. Diferentes micro-organismos têm a capacidade de crescer em 

uma ampla faixa de temperatura. A maioria das fermentações realizadas para produção de 

biossurfatante ocorre em uma faixa de temperatura de 25 a 30 °C ( DUVNJK et al 1985).  

Casas e Ochoa (1999) mostraram que as quantidades de soforolipídeo produzidas 

por Candida bombicola em uma faixa de 25 e 30 ºC foram próximas. A fermentação realizada 

a 25 ºC apresentou menor crescimento e maior taxa de consumo de glicose em comparação à 

fermentação realizada a 30 ºC. 
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Guerra-Santos e colaboradores (1986) avaliaram a produção de biotensoativos 

utilizando Pseudomona aeurigonosa variando a temperatura de 28-39°C, verificando que a 

temperatura ótima para a produção do bioproduto ocorreu entre 31-34 °C. 

Persson e colaboradores (1988) utilizando uma linhagem de Pseudomonas 

fluorescens em pH 8,0, obtiveram maiores concentrações cerca de 378 mg/L. Robert e 

colaboradores (1989) determinaram que a faixa de pH ótima de crescimento foi  de 5,5-7,5 

para a produção de biossurfatante utilizando Pseudomona aeuriginosa.   

 

e) Agitação e Areação  

 

A produção de biossurfatante visando um processo a grande escala, vem sendo 

realizada em biorreatores agitados, operando em sistema de batelada convencional, 

alimentada, semi continuo, ou com recirculação de células. Uma das características da 

agitação é promover melhor aeração, favorecendo assim o crescimento dos micro-organismos, 

ajudando na homogeneização do meio. 

Para a produção de ramnolipídeos utilizando Pseudomonas aeruginosa, Bezerra 

(2006) concluiu que, ao aumentar a agitação de 200 a 250 min-1, ocorreu uma diminuição na 

tensão superficial e apresentou menor quantidade de células no caldo fermentado.  

Gautiam e colaboradores (2006) observaram que a produção de biossurfatante por 

leveduras aumentou em condições de agitação e aeração baixas, entretanto, valores elevados 

desses parâmetros apresenta o inconveniente de formação de espuma.  

Os riscos de formação de espumas podem ser minimizados pelo uso de um sistema 

de controle.  O mais comumente utilizado é adição de um agente químico (antiespumante). 

Irvine (1990) concluiu que a adição de antiespumante ao meio pode afetar o crescimento de 

micro-organismos.  Entretanto, Linhard e colaboradores (1989), estudando a produção de 

ramnolipídeos com Pseudomonas sp. com adição de antiespumante ao meio, obtiveram bons 

resultados e não observaram nenhuma interferência na produção do bioproduto.  

 Outro sistema para evitar a formação de espuma, é trabalhar com menor quantidade 

de volume de meio de cultivo.  Person e colaboradores (1981), trabalharam em um biorreator 

com capacidade de 7L utilizando 2,1L de meio, com agitação de 1000 min-1 e areação 

0,5vvm. Nesse caso, a espuma gerada não interferiu no resultado final.  
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3.3 Biopolímeros 
 

Os biopolímeros são polissacarídeos de origem microbiana, sintetizados por bactérias 

fungos e leveduras, freqüentemente produzidos por microalgas. Estes micro-organismos se 

destacam como agentes promissores na produção de biopolímeros, devido a sua grande 

diversidade metabólica, rápido crescimento, e versatilidade nutricional.  Os polissacarídeos 

podem ser definidos como materiais poliméricos naturais, de natureza orgânica, de alta massa 

molar, sendo também conhecidos como gomas, devido a sua capacidade de formar soluções 

viscosas e géis em meio aquoso (SILVA et al.,2011). 

Esses biopolímeros podem ser encontrados intracelularmente, ou seja, na parede 

celular, ou extracelularmente. Os polímeros extracelulares estão localizados fora da parede 

celular ou, algumas vezes estão ligados às células, entretanto, outros são excretados pelas 

células na etapa de crescimento. Este tipo de biopolímeros foram os primeiros a serem 

explorados já que o processo de purificação é menos dispendioso comparado com os outros 

tipos de polissacarídeos (SANDFORD, 1979). 

Os polissacarídeos estão presentes em quase todos os seres vivos desempenhando 

varias funções. São formados pela união de varias unidades monossacaridicas ou de açúcares 

aminados, ácidos urônicos e outros, mediante ligações glicosídicas. Os biopolímeros naturais 

em sua maioria contem de 80 a 100 unidades monossacarídicas, podendo aumentar 300 

unidades por cadeia polimérica (GLAZER et al., 1995). 

Os biopolímeros segundo Kay e colaboradores (1993), são compostos 

biodegradáveis, atóxicos, não patogênicos, produzidos extracelularmente por micro-

organismos, por processos em batelada simples, continua ou alimentada, em meio liquido, e 

em condições ideais de concentrações de substrato, temperatura, pH, aeração e agitação.   

Na produção de biopolímeros é importante ressaltar que sua estrutura pode ser 

modificada em função ao micro-organismo produtor assim como das condições de cultivo já 

seja tanto nutricionais, como ambientais, tendo em conta as condições físicas de processo.  

Industrialmente os polímeros podem ser classificados em três grandes grupos: 

naturais, obtidos por fermentações de substratos naturais, semi-sinteticos e sintéticos. No 

quadro 7 estão exemplificados alguns desses produtos, onde é verificado que a goma xantana 

é classificada como polímero natural. 
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TIPO ORIGEM POLÍMERO 

NATURAIS Exsudatos de plantas terrestres 

Extratos de plantas terrestres 

Sementes 

Algas marinas 

Amido de tubérculos 

Gomas microbianas ou sintéticas 

Arábica, alcatira, caraíba 

Pectina 

Guar,Alfarroba,Tamarindo 

Agar, Alguinatos 

Tapioca 

Dextrana, Xantana, Gelana, 

Puluana, entre outras  

SEMI-SINTETICAS Celulose 

Amido 

Extrato de origem animal  

Carboximetilcelulose 

Metilcelulose 

Hidroxietilcelulose 

SINTÉTICAS Derivadas da indústria petroquímica  Álcool polivinilico 

Sais do acido poliacrilico 

Polivinilpirrolidona 

Policarboxivinil 

Polímeros de oxido de etileno  

Quadro 7.Classificação dos polímeros (GLICSKMAN 1979. FENTANES 1985). 

 

3.3.1 Polissacarídeos de origem microbiana  
 

A dextrana foi o primeiro polissacarídeo microbiano produzido por fermentação em 

grande escala, sendo constituída por uma unidade de α-D-glicose unidas por ligações 

glicosídicas do tipo α-1-6, sintetizada  por Leuconostoc mesenteroides, por processo 

descontinuo utilizando como substrato a sacarose. (PADILHA, 1997).  

O segundo polissacarídeo de origem microbiano, descoberto em 1977, foi a goma 

gelana produzida pelo micro-organismo Pseudomonas elodea.  Foi aprovada pela FDA (Food 

and Drug Administration) em 1992, sendo comercializada e distribuída pela empresa Kelco 

CO de EEUU. A gelana atua como agente gelificante firme, resistente, transparente e 

brilhante. É constituída pelas gomas welana e ransana cujas estruturas estão constituídas de 

esqueletos poliméricos idênticos formados por unidades de glicose, ácido glucurônico, e 

ramnose.  

A pululana é constituída principalmente por unidades de maltrotiose e maltotreaose, 

e três unidades de glicose ligadas entre si. É solúvel em água, apresenta caráter iônico neutro, 

atua como um excelente adesivo, espessante, estabilizante e é utilizada como agente de 

revestimentos para diferentes aplicações farmacêuticas e produtos alimentícios (fabricação de 
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filmes de resistência mecânica para embalagens) (PICTON et al.,1995). No quadro 8 

encontra-se especificadas algumas gomas microbianas. 
T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2 Goma Xantana 
 

A xantana é um biopolímero extracelular sintetizado pela bactéria Gram negativa, 

Xanthomonas campestris pv campestris da família Pseudomonaceae, cujas colônias 

apresentam coloração amarela. A bactéria Xanthomonas pv. infecta diversas variedades de 

plantas, tais como algodão, berinjela, brócolis, couve, couve-flor sendo uma das mais sérias 

bacterioses de cultivos vegetais, conhecida como podridão negra. (HOLT et al 1995). Na 

figura 10 pode-se ver o aspecto de crescimento da bactéria.  

 

 

 

 

 

 
   
 

GOMA MICRO-

ORGANISMO 

COMPOSIÇÃO APLICAÇÕES 

Pululana Aureobasidium  

pullulans 

α-D-glicose 

maltotriose 

Material plástico 

Xantana Xanthomonas campestris Β-D-glicose manose 

e ácido glucurônico 

Espessante, 

emulsificante, 

estabilizante. 

Esqueroglucana  Sclerotium glutanicum Β-D-glicose  Recuperação do 

petróleo  

Dextrana Acetobacter sp 

Leuconostoc 

mesenteroide 

Streptococcus mutans 

Α-D-glicose Expanso sanguíneo  

Gelana Sphingomonas elodea D-glicose, ramnose 

e ácido glucurônico  

Agente gelificante 

Curdlana Alacalagenis Faecalis Β-D-glicose Agente gelificante  

Quadro 8.Gomas Microbianas (PICTON et al.,1995) 

Figura 9.Aspecto do crescimento de Xanthomonas campestris (google/Imagens/Xanthomonas Campestris 
(10/12/2013) 
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3.3.3 Produção de goma xantana  por fermentação 
 

A produção de goma xantana por Xanthomonas pv. tem melhorado nas ultimas 

décadas, a primeira pesquisa que produziu o polissacarídeo extracelular com propriedades 

reológicas foi no ano 1961, no laboratório de pesquisa do Departamento de Agricultura dos 

EUA, a partir de repolho roxo (LETISSE et al ., 2003) 

A maioria dos processos de produção de goma xantana estão diretamente 

relacionados a diversos parâmetros operacionais, tais com pH, temperatura, agitação, aeração, 

e tipo do fermentador. Normalmente na produção de goma xantana os micro-organismos 

isolados são cultivados em meio composto de uma fonte de nitrogênio, uma fonte de carbono 

e sais minerais. Depois de certo tempo de crescimento, dependendo da linhagem selecionada, 

a goma xantana é precipitada em solvente (Etanol, iso-propanol, acetona, entre outros), 

separada, secada, purificada, moída, e por ultimo embalada e distribuída (GARCIA 

OCHOAet al., 2000). 

As condições de produção influenciam a etapa de crescimento do micro-organismo, a 

produção de goma xantana, a estrutura e características reológicas do bioproduto final. Por 

isso é importante a otimização das condições de fermentação a escala de bancada antes da 

produção com fermentadores de maior capacidade.   

 

a) Influencia da concentração inicial do inóculo na produção de goma xantana  

    

O estudo da concentração e idade do inóculo é uma etapa fundamental na produção 

de qualquer bioprocesso, devendo-se utilizar células na fase exponencial de crescimento.  O 

volume de inóculo é de, aproximadamente, 5-10% em relação ao total do meio de produção. 

(GARCIA OCHOA et al., 2000). 

Pan e colaboradores (2000) estudaram a influência de diferentes volumes inicias de 

inoculo na produção da goma xantana utilizando uma cepa de Xanthomonas campestris pv 

pruni em meio Yeast Malt. Observaram que o número de células iniciais teve influência na 

produção e qualidade do polímero sintetizado. Em menores concentrações iniciais de células, 

menores produções de goma foram apresentaram. 
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b) Influência dos meios de cultivo para a produção de goma xantana 

 

Como regra geral, para fornecer os nutrientes necessários ao crescimento e produção 

de biopolímeros, é necessário que o meio seja constituído por uma relação ótima 

carbono/nitrogênio C/N. Diferentes trabalhos da literatura pesquisaram a influência da 

composição do meio de crescimento, primordialmente na fonte de nitrogênio, carbono, íons e 

sais, na produção de polissacarídeos extracelular. 

A glicose e a sacarose são as fontes de carbono mais freqüentemente utilizadas na 

produção de goma xantana. Funahashi e colaboradores (1987) estudaram o efeito de 

diferentes concentrações de glicose como fonte de carbono utilizando a bactéria Xanthomonas 

campestrirs ATCC-1395. Segundo os autores, a faixa de 30-40 g/L foi apresentada como a 

faixa ótima de crescimento e produção da goma.  Assim como também estudaram a 

possibilidade de adição intermitente de glicose para manter o teor no meio desta faixa ótima 

quando esta seja sendo consumida.  Deste modo 43mg/g de goma xantana foi obtida num 

tempo de crescimento de 96 horas.  

Rogovin e colaboradores (1961) testaram concentrações iniciais de glicose de 1-10% 

e observaram uma redução do rendimento do polímero de acordo a o aumento da 

concentração inicial de glicose no meio. A maior produção de goma foi obtida para 

concentrações baixas de glicose 1%. Entretanto a formação de polímero no meio ocorreu ate 

4% de glicose.  

No entanto, Norton e colaboradores (1984) concluíram que fermentações com teores 

iniciais de glicose acima de 2% são complicadas por problemas de alta viscosidade no meio 

de produção, reduzindo a conversão, e aumentando o tempo de processo.  

Vieria e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da substituição ou suplementação 

da fonte de carbono convencional glicose pelo glicerol, no crescimento e produção de goma 

xantana pela bactéria Xanthomonas campestris. As fermentações foram conduzidas em 

erlenmeyer de 3L contendo um litro de meio, com uma velocidade orbital de agitação de 320 

min-1 a 28°C. A concentração de glicose e glicerol, tanto isoladamente como em mistura, 

variou de 0-2%.  Os resultados obtidos apresentaram uma produção de goma de 1.0 g/L 

quando o glicerol foi utilizado isoladamente (2%) como fonte de carbono. Entretanto, para a 

mistura de glicose e glicerol (1,0-1,0%) a concentração final de goma xantana foi de 6,0 g/L, 

e a concentração final de goma usando glicose isoladamente (2%) como fonte de carbono foi 

de 7.0 g/L.  
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Zhan and Chen (2010) estudaram a produção de goma xantana utilizando como fonte 

de carbono uma mistura de glicose e xilose, concluindo que a glicose foi a primeira fonte de 

carbono consumida pelo micro-organismo sendo a xilose consumida em baixa proporções. A 

concentração da fonte de carbono afeta a eficiência da conversão em polissacarídeos. 

 É relatado na literatura que concentrações de glicose entre 1– 4% levam ao melhor 

rendimento, enquanto que em mais altas concentrações de glicose, decresce o rendimento do 

produto (Papagianni et al., 2001). O quadro 9 Apresenta o efeito de diferentes substratos na 

produção do polímero. 

 

FONTE DE CARBONO GOMA XANTANA g/l 

Glicose 14,7 

Sacarose 13,23 

Maltose 12,32 

Frutose 5,23 

Xilose 5,53 

Arabinose 10,95 

Galactose 7,12 

lactose 1,0 

Quadro 9.Efeito da fonte de carbono na produção de goma xantana (LEELA-SHARMA.,2000) 

 
Em seu estudo García Ochoa e colaboradores (1992) mostraram que as fontes de 

nitrogênio, fósforo, e magnésio influenciam o crescimento da bactéria e a produção da goma 

xantana. A melhor produção foi obtida com 40 g/L de sacarose, em presença de ácido cítrico, 

nitrato de amônio, fosfato de potássio, cloreto de magnésio, sulfato de sódio, cloreto de ferro. 

O pH foi mantido em 7.0, pela adição de NaOH.  

 

c) Influência da temperatura e pH na produção de goma xantana  

 

O efeito da temperatura e o pH tem sido estudado por diferentes autores; 

temperaturas utilizadas para a produção de goma xantana estão em uma faixa de 25-34°C, 

sendo uma temperatura ótima de crescimento no intervalo de 28-30°C (CASAS  et al. 1999).  

O quadro 10 mostra a produção da goma em função de diferentes temperaturas. 
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TEMPERATURA (°C) CONCENTRAÇÃO DE 

GOMA XANTANA (g/L) 

25 18 

28 22 

31 9,2 

34 7 

Quadro 10.Efeito da temperatura na produção de goma xantana (CASAS  et al. 1999) 

Psomas e colaboradores (2007) observaram que altos rendimentos de goma xantana 

foram obtidos quando a temperatura foi diminuída de 30°C para 25 °C. Eles concluíram em 

seu estudo que a temperatura ótima de crescimento e produção de goma xantana foi de 28°C. 

Entretanto, Cadmus e colaboradores (1985) afirmaram que altas temperaturas de crescimento 

incrementam a produção de goma, mas o conteúdo de piruvato continua sendo baixo. Uma 

ótima temperatura de crescimento do micro-organismo para a produção da goma depende do 

meio utilizado (SHU-YANG, 1991)   

 

No processo fermentativo os valores de pH diminuem durante seu curso, devido à 

formação de ácidos orgânicos e de radicais ácidos presentes na estrutura da goma.  Diferentes 

estudos observaram que valores de pH inferiores a 5.0 afetam a produção da goma, 

diminuindo o rendimento do processo. Normalmente o pH deve ser mantido próximo à 

neutralidade (7,0-8,0) pela adição de ácido ou base.  A produção da goma cessa na fase de 

crescimento estacionária independente do controle de pH (PAPAGIANNI et al., 2001).  

 

d) Influência da agitação e aeração na produção de goma xantana  

 

Grande parte da literatura tem pesquisado diferentes taxas de aeração, e diferentes 

variações na velocidade de agitação, sendo estes parâmetros necessários para a efetiva 

condução do processo, evitando a limitação de transferência de oxigênio, ou condições de 

stress hidrodinâmico (SUTHERLAND, 1993. CASAS. SANTOS. GARCÍA-OCHOA, 2000). 

Diversos autores avaliaram a relação entre a taxa de aeração, velocidade de agitação 

com o crescimento celular, composição química e produção da goma. Cadmus e 

colaboradores (1978) estudaram o a influência da taxa de aeração, na viscosidade e no 

conteúdo de piruvato da xantana. Para esses autores os maiores resultados foram alcançados 

quando a aeração foi de 0,75 e 1,5 vvm. 
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Moreira (2002) em seu estudo utilizou duas combinações de velocidade de agitação e 

taxa de aeração 250 min-1 -1,5vvm, 350 min-1 -2vvm, concluindo que a maior produção da 

goma foi em condições de maior aeração, diferente do que ocorreu com a viscosidade, já que 

as melhores condições foram alcançadas quanto se teve baixas taxas de aeração. 

Peters e colaboradores (1989) trabalharam com a produção de goma xantana usando 

diferentes velocidades de agitação de 200 a 800 min -1, utilizando uma aeração constante de 

0,33 vvm. A maior produção de goma xantana (16,4 g/L) foi alcançada com uma agitação de 

800 min-1. No caso de velocidades de agitação baixas (200 min-1) a produção de goma 

xantana foi diminuída, (6,3 g/L) devido à limitação de oxigênio. 

Autores como Casas, Santos e Garcia Ochoa (2000) estudaram a produção da goma 

xantana utilizando diferentes velocidades de agitação (100-800 min-1), mantendo aeração 

constante de 1.0 vvm. Eles concluíram que para alcançar um máximo na produção de goma 

xantana a agitação tem que ser maior a 500 min-1. Entretanto, velocidades de 800 min-1  

apresentam produções baixas de goma, devido ao dano provocado pelas palhetas do agitador e 

pelo estresse hidrodinâmico. 

As condições operacionais aplicadas durante o processo de fermentação poderiam 

causar variações na composição química da xantana, especificamente no conteúdo de 

piruvato, e ácido acético, por exemplo. Cadmus e colaboradores (1978) estudaram a 

influência da taxa de aeração numa faixa de 0,25-1,5 vvm e temperatura de 20 e 30°C, 

concluindo que o conteúdo máximo de piruvato foi alcançado, quando quantidades maiores de 

aeração foram utilizadas. No caso da temperatura, a goma produzida a 20°C apresentou maior 

conteúdo de piruvato. 

A velocidade de agitação segundo Casas, Santos e Garcia Ochoa (2000) também tem 

relação com a quantidade de piruvato e ácido acético presentes na goma xantana. Os 

resultados mostraram que ao aumentar a velocidade de agitação valor máximo de 500 min-1  a 

concentração de ácido acético aumentou, porém, a concentração de piruvato não foi afeitada 

pela variação na velocidade de agitação  

 

3.3.4 Recuperação da goma  
 

As principais etapas para a recuperação da goma xantana consistem na desativação 

microbiana, precipitação do polímero, lavagens, purificação e secagem. Diferentes métodos 

têm sido utilizados para a remoção das células presentes no meio, como tratamentos químicos 
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(álcali, hipoclorito, enzimas), mecânicos, ou térmicos, estes métodos vão depender do tipo de 

polissacarídeo o do grau de pureza desejado (SMITH et al., 1982). 

Hoje em dia, a precipitação do polímero é realizada por diminuição de solubilidade 

do colóide dissolvido, ou seja, pela adição de sais, solventes miscíveis em água, ou solventes 

orgânicos tais como etanol, isopropanol (MOREIRA et al., 2004).  

Solventes orgânicos (metanol, etanol, ou isoporpoanol) podem ser adicionados ao 

meio fermentativo, tanto para remoção de grande parte das impurezas (sais inorgânicos, e 

pigmentos) assim como também, para diminuir a solubilidade do exopolissacarídeo. A 

quantidade necessária para a precipitação da goma depende da natureza do reagente. No caso 

de etanol a quantidade necessária para a precipitação da goma é três vezes o volume do caldo 

fermentativo (GARCIA-OCHOA 2000). 

Apos a precipitação do biopolímero, a goma é removida por equipamentos 

tradicionais como filtros ou centrifugas.  Os sólidos obtidos nesta etapa são lavados, com 

solução etanol/água (três vezes), a fim de fazer uma remoção total de impurezas. 

Posteriormente, a goma é secada a vácuo ou pela passagem de ar quente ou gás inerte, 

evitando degradação química, mudanças na solubilidade do produto, ou coloração excessiva. 

A goma xantana depois da moagem pode passar por peneiras para selecionar a granulométrica 

predeterminada.  Finalmente, já que a goma é um produto higroscópico a embalagem deve ser 

a prova de água (MARGARITIS et al.,1985). 

 

3.3.5 Aplicações da goma xantana  
 

 Devido às suas excelentes propriedades reológicas, a goma xantana é utilizada na 

indústria do petróleo, onde é habitualmente usada em processos de perfurações para a 

recuperação avançada do petróleo (EOR).  

 A goma xantana foi liberada pela FDA permitindo o uso na produção de alimentos, já 

que apresenta propriedades espessastes e dispersantes, sendo utilizada como estabilizadora de 

emulsões. 
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Capítulo 4 

Materiais e Métodos 
Este capítulo apresenta de forma sistemática e seqüencial a metodologia empregada na 

realização deste projeto, bem como são descritos o micro-organismo, o modo de preservação 

e cultivo, fonte de carbono e a matéria prima empregada no processo. Além disso, relata os 

testes preliminares efetuados, descreve os planejamentos experimentais e suas variáveis, em 

que se basearam os experimentos, com o objetivo de identificar as melhores condições do 

processo. Da mesma forma relaciona os reagentes e equipamentos necessários ao longo do 

desenvolvimento experimental. 

4.1 Meio de Cultivo   
 

 Neste trabalho, foi utilizada a bactéria Xanthomonas campestris pv campestris 

fornecida pelo laboratório de Microbiologia Aplicada a Indústria do Petróleo da Escola de 

Química/UFRJ. A bactéria foi cultivada em meio de manutenção, composto em g/L de: 

extrato de carne 3,0, Peptona universal 5,0 Agar 15,0, extrato de levedura 3,0. Ajustando-se o 

pH a 6,8. O meio foi distribuído em tubos de ensaio fechados e esterilizados, usando uma 

autoclave vertical modelo Phoenix, a 110°C e 0,5 atm, por 20 minutos. Após a inoculação os 

cultivos foram colocados em estufa a 30±1°C por 48 horas, para crescimento do micro-

organismo. A manutenção dos cultivos foi realizada a 5±1°C em geladeira.  

Na Figura 10 pode-se observar ao aspecto do crescimento do micro-organismo em 

gelose inclinada. 
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Figura 10.Aspecto do crescimento de Xanthomonas campestris pv campestris em meio nutriente 

 

4.2 Fonte de carbono  
 

Os experimentos foram conduzidos utilizando diferentes teores de D(+) glucose 

anidros P.A (dextrose: C6H12O6), marca VETEC, e glicerol P.A, (C3H5(OH)3) marca VETEC 

como fontes de carbono. 

4.3 Composições dos meios de produção  
 

 Para a condução dos experimentos os meios de produção foram constituídos em (g/L): 

teores variáveis de C6H12O6  e/ou  C3H5(OH)3, NH4NO3 1,0. MgSO47H2O 0,20. Ácido cítrico 

3,0. Na2HPO4 2,50, KH2PO4  2,50, Na2SO4 1,12. Extrato de levedura 3,0 g/L. Solução de sais, 

15g/L, constituída em (g/L) de: EDTA 9,3. CaCl2 1,46. FeSO4 1,39. ZnSO4 0,574. CuSO4 

0,25. MnSO4 0,169. Na2MoO4 0,121. CoSO4 0,056. Ajustando o pH a 6,8. O meio foi 

esterilizado em autoclave a 1 atm com glicerol e 0,5 atm com glicose  por 20 minutos. Depois 

da esterilização os meios foram deixados em repouso até equilíbrio com a temperatura 

ambiente (DENIS et al., 2012).  

4.4 Reagentes 
 

 Os reagentes utilizados ao longo dos experimentos foram adquiridos no laboratório 

VETEC QUIMI com grau analítico PA.  
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4.5 Preparação do inoculo  
 

A cultura ativada foi transferida para o meio de produção. Os inóculos foram 

preparados em frascos cônicos, com capacidade para 500 ml, contendo 100 ml de meio com 

diferentes concentrações de glicose e glicerol, dependendo dos experimentos a executar. Após 

inoculação os frascos foram incubados em mesa agitadora modelo Tecnal TE-420 a 180 min-1  

e 28°C±1°C por 48 horas. As células presentes no meio foram analisadas quanto à pureza em 

microscópio ótico após coloração pelo método de Gram. Na Figura 11 pode-se observar a 

seqüência da técnica empregada.  

 

 

 

 

 

 
 

 

4.6 Testes preliminares  
 

 Os testes preliminares tiveram como objetivo avaliar o crescimento de Xanthomonas 

campestris pv campestris em diferentes concentrações de glicose (15 -40 g/L) e glicerol (15 - 

40 g/L) e suas respectivas combinações (glicose/glicerol 10,15,20 g/L de cada uma) como 

fonte de carbono por 96 horas. As concentrações de glicose e glicerol e suas respetivas 

combinações foram estabelecidas de acordo com os dados e os resultados obtidos na revisão 

bibliográfica.  A tabela 1 apresenta os ensaios realizados na etapa preliminar. 

  

A etapa posterior consistiu no delineamento de projetos experimentais visando à 

minimização dos ensaios e proporcionando maior confiabilidade nos resultados obtidos para 

que a análise estatística fosse executada com sucesso. 

 

 

 

Gram + 

Gram - 

Cultura ativada Incubação  Teste colorimétrico 

Figura 11. Seqüência das etapas adotadas no preparo do inoculo 
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Tabela 1.Testes preliminares (variações na concentração de glicose e glicerol como fonte de carbono) 

Ensaios Concentração de 

glicose (g/L) 

Concentração de 

glicerol (g/L) 

1 15 0 

2 20 0 

3 30 0 

4 40 0 

5 0 15 

6 0 20 

7 0 30 

8 0 40 

9 10 10 

10 15 15 

11 20 20 

 

4.7 Ensaios do planejamento experimental em mesa agitadora  
  

Para a identificação das variáveis importantes nas condições experimentalmente 

estabelecidas foi utilizado um planejamento fatorial 22 em triplicata, que representou quatro 

combinações com duas variáveis (concentração inicial de glicerol 15-26 g/L, e concentração 

inicial de glicose 4-15 g/L) e três pontos centrais (0). As concentrações de substrato foram 

estabelecidas de acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares. Todo a tratamento 

estatístico desta etapa foi realizado através da análise dos dados no pacote computacional 

Desing-Expert ® versão 8,0 para Windows®, produzido pela Stat-Easy Inc. Como variáveis 

respostas foram adotadas a produção da goma (g/L) e o índice de emulsificação em querosene 

de aviação (IE %) depois de 48 horas de crescimento onde foi reportado segundo os testes 

premilimanres a maior produção de bioprodutos. 

Os experimentos foram conduzidos em frascos cônicos com capacidade de 500 ml 

contendo 100 ml de meio de produção adicionado de diferentes concentrações de glicose e 

glicerol como única fonte de carbono e energia, logo após inoculação, os frascos foram 

incubados sob agitação controlada, em mesa agitadora modelo Tecnal® TE-420 a 180 min-1 e 

temperatura de 28°C±1ºC por um período de 96 h.  
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A tabela 2 apresenta os teores de glicose e glicerol (g/L) utilizados no planejamento  

Tabela 2.Experimentos realizados segundo o planejamento fatorial 22 

Experimentos Concentração 

de glicose 

(g/L) 

Concentração 

de glicerol 

(g/L) 

1 4 (-1) 15 (-1) 

2 4 (-1) 15 (-1) 

3 15 (+1) 15 (-1) 

4 15 (+1) 15 (-1) 

5 4 (-1) 26 (+1) 

6 4 (-1) 26 (+1) 

7 15 (+1)  26 (+1) 

8 15 (+1)  26 (+1) 

9 9,5 (0) 20,5 (0) 

10 9,5 (0) 20,5 (0) 

11 9,5 (0) 20,5 (0) 

 

Ao término de cada 24 horas de fermentação,  foi tomada uma alíquota diretamente do 

meio fermentado para determinação do peso seco do biopolímero, dosagem de glicose e 

glicerol, determinação do índice de emulsificação, e controle da pureza dos cultivos, mediante 

observações microscópicas de preparações coradas pelo método colorimétrico de Gram. Na 

figura 12 se apresenta a etapa seqüencial dos experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dosagem de Substrato (glicose e 
glicerol) 

- Determinação do peso seco  

- Determinação índice de 
emulsificação  

- Controle da pureza do meio   
Inoculo 

Meio de 
produção 

Controle 
cada 24 h 

Figura 12. Esquema utilizado para execução dos experimentos. 
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Os tratamentos estatísticos dos dados revelaram uma composição ótima de fonte de 

carbono para o meio de produção, tendo em conta os resultados obtidos de produção de 

biopolímero, como a produção de biossurfatante.  O 2º planejamento de experimentos fatorial 

22 surgiu com o objetivo de estimar a influência da concentração de nitrogênio (extrato de 

levedura) e a variação da velocidade de agitação (600-800 min-1), na produção dos 

bioprodutos utilizando uma concentração fixa de fonte de carbono.   

4.8 Ensaios do planejamento experimental no fermentador  
 

Com base nos resultados alcançados no planejamento experimental em mesa 

agitadora, a etapa posterior consistiu no desenho do segundo planejamento de experimentos 

no biofermentador.  O planejamento de experimentos consistiu em quatro combinações com 

duas variáveis, concentração do extrato de levedura (1-3 g/L) como fonte de nitrogênio, e 

agitação (600-800 min-1) por 72 horas. Como variáveis resposta foram adotadas a produção da 

goma (g/L) e o índice de emulsificação em querosene de aviação (IE%).        

Os experimentos foram conduzidos em fermentador com capacidade para 2L modelo 

BioFlo-Celliguen 115 marca New Brunswick Scientific, contendo 1L de meio. Utilizou-se 

como inoculo 10 %(v/v) de um cultivo crescido sob agitação 180 min-1 em mesa agitadora, a 

temperatura 28°C por 48 horas. Na figura13 observa-se o biorreator em funcionamento. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.Fermentador usado no experimento, capacidade 3L modelo Bio Fio-Celling 115, New 
Brunskwick Scientific (New Jersey, EUA). 

 
A diferença do primeiro planejamento onde se apresentavam variações nas 

concentrações de substrato; O planejamento no fermentador foi conduzido com teores fixos 

de fonte de carbono (mistura de 15 g/L de glicose e 15 g/L glicerol), e com variações no teor 



Correa, P.C. | 41 
 

de extrato de levedura. Na tabela 3 são apresentadas as condições experimentais enquanto ao 

meio de produção. 

Tabela 3.Composição dos meios de produção utilizados no fermentador 

Reagentes  Meio A (g/L) Meio B (g/L) Meio C (g/L) 

Glicose 15 15 15 

Glicerol  15 15 15 

NH4NO3 1,0 1,0 1,0 

MgSO47H2O 0,20 0,20 0,20 

Ácido cítrico 3,0 3,0 3,0 

Na2HPO4 2,5 2,5 2,5 

KH2PO4 2,5 2,5 2,5 

Na2SO4 1,12 1,12 1,12 

Extrato de levedura 3,0 2.0 1,0 

Solução de sais 15 ml 15 ml 15 ml 

 

Durante os experimentos no fermentador, a temperatura foi de (28°C±1)°C. O valor 

do pH foi mantido constante no decorrer da fermentação (7,0) pela adição de soluções ácidas 

e básicas NaOH 30% m/v e H2SO4 0,2 mol/L.  A aeração foi mantida em 1 vvm. Ao longo 

das fermentações foram feitas observações microscópicas usando preparações coradas pelo 

método de Gram, visando pesquisar a presença de prováveis contaminantes. A tabela 4 

apresenta o planejamento experimental conduzido em fermentador. 

Tabela 4.Planejamento de experimentos no fermentador 

Ensaio Concentração de Extrato de levedura 

(g/L) 

Velocidade  

de agitação 

(min-1) 

1 1,0 (-1) 600(-1) 

2 1,0 (-1) 800(+1) 

3 3,0 (+1) 600(-1) 

4 3,0 (+1) 800(+1) 

5 2,0 (0) 700 (0) 

6 2,0 (0) 700 (0) 

7 2,0 (0) 700 (0) 
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4.9 Recuperações do biopolímero  
 

O exopolissacarídeo produzido foi extraído do caldo fermentado através de 

precipitação com etanol 95 % v/v na proporção 1:3. Para 10 ml do mosto fermentado 

adicionou-se 30 ml de álcool etílico 95 % marca Vetec. (RAMIREZ et al., 1988). O 

precipitado formado foi separado por filtrado a vácuo, usando um funil de vidro de 

borosilicato xx1004730 Millipore, com filtros de membranas AA em éster de celulose 

(Millipore) com porosidade de 0,8µm. A secagem do produto foi realizada em placas de petri 

mantidas em dessecador, sob vácuo, a temperatura ambiente até completa secagem (24 horas) 

(CHI &ZHAO, 2003). O aspecto da goma obtida é mostrado na figura 14 

 

 

 

  

 

 

  

 

4.10 Determinações analíticas  
 

As determinações analíticas foram realizadas em meio de cultivo livre de células 

obtido pela centrifugação do meio fermentado durante 20 minutos em centrifuga FANEM® 

modelo 206. 

4.10.1  Dosagem de glicose 
 

Utilizou-se um método colorimétrico amplamente usado para medir açúcares com 

propriedades redutoras através do ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) que é um composto 

aromático.  A técnica consiste na oxidação simultânea de um grupo funcional de açúcar. O 

grupo aldeído de glicose converte o ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) para ácido 3-amino-5-

nitrossalicilico cor vermelho que é a forma reduzida de DNS. A formação de ácido 3-amino-

Figura 14. Precipitação da goma com etanol  95% 
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5-nitrossalicílicos apresenta mudança na quantidade de luz absorvida num comprimento de 

onda de 540 nm. A leitura da absorbância é diretamente proporcional à quantidade de 

açúcares redutores (TEIXERA et al ., 2012).  

Os experimentos de dosagem foram conduzidos utilizando: 

 Eppendorf de 2 ml 

 Reagente DNS  

 Amostras dos caldos fermentados 

  Banho Maria 100°C 

 Curva Padrão de glicose:  

A curva-padrão corresponde à relação gráfica entre os valores de absorbância e os de 

concentração de glicose. Com base na gráfica é possível verificar a linearidade da reação e 

calcular um fator de conversão, de valores de absorbância em função da concentração de 

açúcar na mostra. Diferentes concentrações de glicose (0,1 ate 1,0 g/L) foram feitos para o 

desenvolvimento da curva padrão. Os resultados  são  apresentados na figura 15. 

Diluição 
g/L Absorbância à 540nm Média 
0,1 0,0060 0,0057 0,0055 0,0057 
0,2 0,0353 0,0337 0,0363 0,0351 
0,4 0,156 0,1357 0,1615 0,1511 
0,6 0,3418 0,3373 0,3389 0,3393 
0,8 0,5194 0,548 0,5262 0,5312 
1,0 0,6771 0,6700 0,6995 0,6822 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15.Curva padrão para o dosagem de glicose 
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 A partir da equação da reta (equação 1) se calcula a concentração de açúcar redutor na 

amostra.  Nos cálculos se considerou as diluições efetuadas na amostra, multiplicando o 

resultado por esse fator. 

 

(Equação 1) 

  

300 µL de DNS foram adicionados ao eppendorf, junto com uma alíquota de 100 µL 

de meio. Depois de agitar, o eppendorf foi aquecido em banho Maria a 100°C por 5 minutos a 

uma temperatura de 100°C. Apos a culminação desta etapa, 1.5 ml de água destilada foi 

adicionada ate completar o volumem final (2ml). A leitura da absorbância no 

espectrofotômetro foi feita utilizando uma longitude de onda de 540 nm. 

4.10.2 Dosagem de glicerol  
 

O método utilizado para a determinação de glicerol foi adaptado do método 

enzimático para determinação dos triglicerídeos em soro ou plasma, utilizando o kit 

enzimático TG COLOR GPO/PAP AA, Wiener lab. Os triglicerídeos presentes na amostra 

são hidrolisados. A figura 16 apresenta as reações envolvidas na dosagem de glicerol 

utilizando o kit enzimático 

 

Triglicérides +2H2O       Lipase           Glicerol +Ácidos Graxos 

Glicerol + ATP        Glicerol quinase    Glicerol- 3- P +ADP 

Glicerol- 3- P +ADP + O2     G-3-P- oxidase    Dihidroxiacetona - P + H2O2 

2 H2O2+4-Aminoantipirina + Clorofenol      Peroxidasse       Quinonaimina + 4H2O  

 

Para a determinação dos triglicerídeos utilizou-se: 

 Eppendorf de 2 ml  

 Reagente A ( reagente do kit enzimático) 

 Padrão S ( Reagente do kit enzimático) 

 Amostras do meio fermentado: 

Figura 16. Reações involucrados na dosagem de glicerol utilizando método enzimático 
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Foram adicionados os diferentes reagentes nas proporções indicadas pelo kit 

enzimático (TG COLOR  GPO/PAP AA Wiener lab.). Cada experimento foi feito em 

triplicata com o fim de garantir a reprodutibilidade dos resultados.  

Na tabela 15 se apresenta as quantidades utilizadas de cada reagente na dosagem de 

glicerol utilizando o kit enzimático ( teores fixos pelo método). 

Tabela 5..Determinação dos triglicerídeos por método enzimático 

Reagentes Branco  Teste Padrão 

Amostra  10µL  

Padrão S   10 µL 

Reagente A 1 ml 1 ml 1 ml 

Água 1 ml  1 ml 1 ml 

 

Depois de adicionar todos os reagentes, as amostras são homogeneizadas e incubadas 

durante 5 minutos a 37°C±1°C. A quantificação de triglicerídeos pode ser feita deixando os 

eppendorf à temperatura ambiente (18-25°C) com um maior tempo de reação (20 minutos). A 

leitura no espectrofotômetro deve ser numa longitude de onde de 505 nm, zerando o 

espectrofotômetro com água destilada. 

 Os cálculos dos resultados correspondem à quantificação dos triglicerídeos e são 

representados pela equação 2 e 3:  

                                             TG (g/L)= D x FATOR (F)                                          (Equação 2) 

                                                                                                                (Equação 3) 

Onde: 

 P é a media das absorbâncias do padrão  

 D é a media das absorbâncias das amostras.  

Deve-se considerar nos cálculos as diluições efetuadas na amostra, multiplicando o 

resultado por esse fator.  

Devido que o resultado obtido utilizando o método enzimático corresponde a uma 

quantificação dos triglicerídeos presentes no meio, é necessário fazer uma conversão tendo 
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em conta que a solução padrão do kit esta composta de 2.26 mmol/L (equivalente a 2 g/L de 

trioleína)    

Massa molar do glicerol: 92.02 g 

0.0026 mol glicerol x 92.02 gr de glicerol = 0.208 g/L de glicerol   

2 g/l trioleína / 0.208 g/l glicerol = 9.61 g/l de triglicerídeo  

1 triglicerídeo = 9.61 g/L TG  

1 g/L de glicerol = 0.1040 g/L glicerol  

A concentração de glicerol, em g/L, é calculada pela equação 4  

  Glicerol = TG ( valor obtido do kit enzimático)* 0.1040                         (Equação 4) 

Onde 

TG é a concentração de triglicerídeos 

4.10.3 Índice de emulsificação  
 

 A atividade emulsificante foi avaliada de acordo com o método adaptado e descrito 

por Copper e Goldenberg (1987). Neste caso o mosto fermentado livre de células foi colocado 

em um tubo de ensaio com querosene comercial de aviação, 5 ml de meio para 5 ml de 

querosene comercial. A mistura foi homogeneizada e agitada vigorosamente utilizando um 

vortex marca Phoenix® modelo AP56 com agitação continua por 2 minutos a temperatura 

ambiente 25ºC±1°C. A leitura foi realizada através da medição da altura da emulsão formada 

apos 24 horas de repouso.  

 

O índice de emulsificação (IE %) foi calculado através da equação 5: 

 

                                               (Equação 5) 

 

Onde: 

HEM é a altura da camada emulsionada após 24 horas 

 HT é a altura total do líquido  
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Com o objetivo de avaliar a estabilidade da emulsão formada em diferentes tempos da 

fermentação, o índice de emulsificação também foi verificado para o tempo de 24, 48, 72, 96 

horas de processo. Da mesma forma foram testados diferentes produtos tais como biodiesel, 

hexano, óleo cru leve, para o produto formado nos experimentos conduzidos em fermentador.  

4.10.4  Peso da goma em base seca 
 

  A produção da goma foi avaliada utilizando o método de peso de matéria seca, ou seja, 

a parte que resta do peso de um material após a perda de toda água que é possível extrair 

através de aquecimento já seja em forno, estufa ou condições de vácuo. O procedimento 

consistiu em pesar inicialmente (Po) a membrana utilizada na filtração para a recuperação do 

polímero. Uma vez pesada à membrana foi deixada no dessecador a temperatura ambiente por 

24 horas, sob vácuo. Apos a secagem inicial da membrana, foi feita a precipitação da goma de 

acordo as condições descritas anteriormente. Em seguida a membrana com a goma precipitada 

foi colocada novamente no dessecador à temperatura ambiente por 24 horas, sob vácuo. Apos 

24 horas de secagem a membrana foi pesada (Pf). A diferença do peso final com o peso inicial 

resultou no teor do produto formado, calculado pela equação 6. 

 

                                   Produção da goma g/L= Pf - Po                                  (Equação 6) 
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Capítulo 5 

Resultados e Discussão 
 

Neste capitulo são apresentados e discutidos os principais resultados experimentais 

obtidos ao longo deste trabalho. São apresentados dados relacionados à produção da goma e o 

biossurfatante em frascos agitados e fermentador com variações na concentração de fonte de 

carbono e nitrogênio, assim, como também os resultados dos planejamentos, com suas 

respectivas análises.   

5.1 Testes preliminares  
 

5.1.1 Efeito da glicose como fonte de carbono na produção de biopolímero. 
 

Com o objetivo de conhecer o comportamento característico de crescimento do 

micro-organismo, os primeiros experimentos foram realizados, utilizando diferentes 

concentrações de glicose (fonte de carbono freqüentemente utilizada para a produção de goma 

xantana). Os experimentos foram executados em triplicata utilizando erlenmeyers de 500 ml 

com 100 ml de meio e 96 horas de crescimento. 

 

Pode se observar na figura 17 o efeito de diferentes concentrações de glicose a partir 

de 15-20-30 e 40 g/L. No tempo zero quantidades de goma correspondentes à produção de 

goma pelo inóculo foi detectado. Com 24 horas de fermentação observou-se um incremento 

na produção da goma, alcançando o máximo de produção com 48 horas de processo. A partir 

deste tempo, considerando os desvios das médias, não ocorreram variações significativas de 

produção. 
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Figura 17.Efeito da variação no teor de glicose (15, 20, 30  40 g/L)  como fonte de carbono na produção de 

goma xantana (g/L). 
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Figura 18.Efeito da variação no teor de glicerol como fonte de carbono (15, 20, 30 e 40 g/L) na produção 

da goma xantana (g/L) 

 
Rogovin et al.,(1961) obtiveram o máximo de goma quando trabalharam com 1% de 

glicose. Norton et al., (1984) enfatizaram que o processo conduzido com teores de glicose 

acima de 2% é complicado, devido às altas viscosidades do meio de fermentação.  
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5.1.2 Efeito do glicerol como fonte de carbono na produção de biopolímero  
 

Diferentes concentrações de glicerol foram adicionadas ao meio de produção (15-20-

30-40 g/L), com o objetivo de verificar  se o micro-organismo era capaz de utilizar o glicerol 

como fonte de carbono. Os enasaios foram realizados usando 100 ml de meio de produção nas 

mesmas condições dos experimentos com glicose. Cada condição experimental foi realizada 

em triplicata. 

 

É possível observar na figura 18 que o micro-organismo foi capaz de utilizar glicerol 

como fonte de carbono, não obstante, apresentou menor produção da goma, comparada com a 

formação a partir de glicose. A produção da goma utilizando 15-40 g/L de glicerol foram 

similares a partir de 48 horas de processo, não apresentando diferenças significativas. 

 
Convém ressaltar, segundo os resultados obtidos que o rendimento na produção de 

biopolímero foi superior quando a glicose foi utilizada. No caso de glicerol, pode-se salientar 

a possível formação de outros compostos de interesse biotecnológico ao utilizar este 

composto como fonte de carbono. Assim investigou-se o processo de fermentação utilizando 

misturas de glicose e glicerol no meio.  

 

5.1.3 Efeito na produção de biopolímero a partir de misturas de glicose/glicerol como fontes 
de carbono  
 

O objetivo destes experimentos foi investigar o efeito de diferentes misturas de 

glicose/glicerol na produção da goma. Os experimentos foram executados em triplicata 

utilizando erlenmeyers de 500 ml com 100 ml de meio de produção e 96 horas de 

crescimento. Os meios com as diferentes concentrações estabelecidas de glicose/glicerol  

foram inoculados com 10 ml de inoculo. Cada 24 horas uma alíquota de 5 ml foi tomada do 

meio para a precipitação da goma.  

Segundo a figura 19, pode-se observar que o micro-organismo foi capaz de crescer 

utilizando a mistura de glicose e glicerol como fonte de carbono. Note-se que no tempo zero 

corresponde à etapa de inoculação, segundo os resultados a mesma quantidade de células foi 

adicionada ao meio para as diferentes concentrações de fonte de carbono. Com 24 horas de 

fermentação observou-se a produção do polímero, cujos teores permaneceram estáveis até 96 
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horas de processo. A figura 19 mostra que a utilização das misturas de fonte de carbono não 

apresentaram diferenças significativas em relação a produção da goma.  

A avaliação das diferentes concentrações nas misturas de glicose-glicerol revelou 

que para os próximos ensaios pode-se selecionar o ponto intermediário de concentração das 

misturas de glicose/glicerol (15g/L de glicose-15 g/L de glicerol, ou seja 30 g/l total de fonte 

de carbono).   

 
Figura 19. Efeito da mistura de glicose-glicerol em diferentes concentrações na produção de biopolímero 

A figura 20 permite visualizar melhor o comportamento das fontes de carbono 

isoladamente e em mistura. 
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Figura 20.Efeito da mistura de glicose/glicerol comparado com glicose e glicerol isoladamente no meio, na 

produção da goma 

Pode-se observar que a adição de glicerol ao meio com glicose não apresentou efeito 

na produção da goma ao se comparar com o meio que só tem glicose como fonte de carbono. 

Os resultados indicaram que as duas fontes de carbono foram utilizadas pelo micro-organismo 

e que possivelmente o glicerol esteja sendo metabolizado também por outra via.  
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Para comparação deste raciocínio foram verificados os respectivos consumos ao longo 

do processo e produção do biopolímero em diferentes situações (Figura 21). 

Visando os resultados preliminares se realizou a quantificação dos substratos no meio: 

na mistura de 15 g/L glicose-15 g/L glicerol e 15 g/L glicose e 15 g/L glicerol isoladamente 

determinando a influência de cada substrato presente no meio, na produção de biopolímero. 

Os resultados apresentados na figura 21 permitiram fazer um análise da evolução dos 

valores de concentração dos componentes do sistema de cultivo, em função do tempo de 

fermentação. O conhecimento dos valores de concentração de glicose, concentração de 

glicerol, concentração da goma definem os perfis das curvas, para a adequada compreensão 

do processo. Pode-se observar que nas primeiras 12 horas de crescimento não ocorreu 

diminuição no conteúdo de substrato. Foram necessárias 24 horas de fermentação para o 

ínicio de consumo das respectivas fontes de carbono e conversão no bioproduto.  

Na figura 21 A, pode se observar que a bactéria foi capaz de consumir praticamente 

toda a glicose com 96 horas de processo (0,59 g/L).  Note-se na figura 21 B que o micro-

organismo consumiu parcialmente o teor de glicerol restando 7,6 g/L.  Os micro-organismos 

consumiram 96,06% de glicose (figura 21A) e 48.8% de glicerol (figura 21B) produzindo 6,5 

g/L e 2,5 g/L de goma, respectivamente. 

Na figura 21 C, evidenciou-se que, tanto o glicerol como a glicose, são consumidos 

simultaneamente no transcurso da fermentação, mas a capacidade do micro-organismo de 

consumir cada substrato foi diferente. Quando se utilizou a mistura, os consumos de glicose e 

glicerol foram 95,06%  e 66,4%, respectivamente, ocorrendo um incremento na 

metabolização do glicerol em relação aos experimentos utilizando os compostos 

separadamente. Entretanto o teor de goma formado foi semelhante quando se utilizou a 

glicose separadamente. Este resultado indica que, provavelmente, quando se utilizou a mistura 

o glicerol foi metabolizado por outra via 
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Figura 21.Consumo de substrato na mistura glicose/glicerol, comparado com o consumo de glicose e 
glicerol isoladamente durante o crescimento da Xanthomonas campestris pv campestris (A) 15 g/L de 

glicose (B) 15 g/L de glicerol,(C) 15g/L glicose-15 g/L glicerol. 
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Estes resultados indicaram que a glicose foi a principal fonte de carbono para a 

produção de goma xantana, nas condições experimentais empregadas.  

O índice de emulsificação IE% e uma ferramenta simples e barata para a avaliação da 

produção de surfatantes.  Para determinação deste índice de emulsificação uma alíquota do 

meio fermentado com a mistura de fonte de carbono foi centrifugada por 20 min a 7000xg, 

com o fim de obter um caldo livre de células. Então, o teste foi realizado usando o meio com 

celulas e sem celulas. O índice foi realizado usando querosene de aviação na proporção de 1 

para 1 de meio   

Os resultados obtidos foram para meio com células (IE 45%) e meio sem células (IE 

50%). Os melhores resultados tendem a ocorrer quando o meio está livre de células, indicando 

que o biossurfatante produzido não se encontra na parede celular do micro-organismo. Assim, 

pode-se concluir que os índices de emulsificação nos seguintes testes foram conduzidos com 

meio livre de células numa proporção de 1:1 (meio: querosene). 

Segundo a hipótese levantada no início destes ensaios, Provavelmente o micro-

organismo está consumindo o glicerol como fonte de carbono para produzir um biossurfatante 

com capacidade emulsificante. No processo de fermentação o micro-organismo é capaz de 

produzir simultaneamente dois bioprodutos, tanto a goma, com uma produção de 6,45 g/L, e 

um biossurfatante com uma capacidade emulsificante de 50% depois de 96 horas de 

crescimento 

Diferentes são as metodologias para a determinação do índice de emulsificação, a 

literatura relata o uso de diferentes proporções de matérias primas (querosene de aviação, 

hexano, biodiesel, óleos entre outros). Silva et al (2010) investigaram a produção de 

biossurfatante por Pseudomonas aeruginosa UCP0992 utilizando glicerol como fonte de 

carbono e verificaram  o índice de emulsificação para o óleo de soja, óleo de semente de 

algodão, benzeno, hexadecano, óleo de motor e petróleo. Os autores relataram que para este 

ultimo houve uma emulsificação de 100% utilizando o caldo fermentado livre de células. 

 No estudo de produção de biossurfatantes a partir de Nocardiopsis sp (KHOPADE et 

al 2012)  o índice de emulsificação foi determinado mediante a adição de 2ml de médio livre 

de células e 2 ml de querosene de aviação QAV obtendo um IE de 80%. No trabalho de 

Santos et al, 2011 foram testadas proporções de 1:1  (meio com células e querosene de 

aviação), para o biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa utilizando glicerol 

como fonte de carbono, sendo os resultados  de IE de 50 %. Isto significa que para cada tipo 
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de processo fermentativo a avaliação do índice de emulsificação depende do tipo do micro-

organismo e das características finais do  bioproduto formado. 

 

5.2 Comprovação do comportamento da variação de misturas (teores de glicose e 
glicerol) através de planejamento experimental.  
 

Quando se trabalha com processos fermentativos deve se considerar um caminho 

científico para planejar experimentos que sejam capazes de fornecer exatamente o tipo de 

informação que se procura. Através do desenho estatístico dos experimentos, os dados são 

coletados e analisados por métodos estatísticos resultando em conclusões objetivas e válidas 

(MONTGOMERY, 2003).  

 

Com o planejamento experimental verificou-se a influência das variáveis 

independentes (misturas de glicerol (15-26 g/L)- glicose (4-15 g/L) sobre os valores do índice 

de emulsificação e a produção da goma. O planejamento experimental foi constituído de 5 

ensaios e 3 pontos centrais. Os valores mínimos e máximos das variáveis independentes 

foram selecionados de acordo a os testes preliminares.  

 

Pode-se observar na tabela 6 que os experimentos 5 e 3 quando comparados 

forneceram a menor e a maior quantidade de produção da goma. Para o índice de 

emulsificação os experimentos que apresentaram menor e maior valor foram os ensaios 7 e 4. 

Note-se que enquanto se tem maior presença de glicerol no meio o índice de emulsificação 

tende a ser incrementado independentemente da quantidade da glicose presente no meio.  Ao 

mesmo tempo, quando se tem maior quantidade de glicose, a produção da goma é maior, 

independente da quantidade de glicerol presente no meio. As concentrações de glicose e 

glicerol não apresentaram interação uma com outra, e as respostas obtidas foram 

independentes. 
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Tabela 6. Efeito de diferentes misturas de glicose-glicerol na produção da goma e no índice de 
emulsificação de querosene de aviação 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Os dados do planejamento experimental foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), pelo qual se descreve o modelo, e se verificam as variáveis que apresentam 

significância. 

5.2.1 Análises ANOVA para a produção da goma  
 

Antes de realizar a análise de variância, é necessário verificar a figura de perturbação 

(Figura 22), a qual indica o que acontece com os parâmetros em relação à resposta. Quanto 

mais inclinada for à reta, mais influente e a variável independente, mostrando que a 

concentração inicial de glicose foi a mais influente para a produção da goma. 

 

 
Figura 22. Diagrama de perturbação para a produção da goma A: Glicose B: Glicerol 

Ensaio Conc 
Glicose g/L 

Conc 
glicerol g/L 

Produção da 
goma g/L 

IE24 
% 

1 4 15 3,03 49 
2 4 15 3,08 49 
3 15 15 6,48 50 
4 15 15 6,5 50 
5 4 26 3,0 55 
6 4 26 3,04 55 
7 15 26 6,44 56 
8 15 26 6,5 55 
9 9,5 20,5 4,28 52 
10 9,5 20,5 4,25 52 
11 9,5 20,5 4,3 52 
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Outra ferramenta que também pode ser empregada para interpretação de dados é o 

diagrama de Pareto (Figura 23) apresentando os efeitos negativos e os efeitos positivos ao 

nível de confiança de 95%. Verificou-se que o parâmetro que foi mais influente na produção 

da goma foi a concentração inicial de glicose (A) sendo este um efeito positivo. A interação 

concentração de glicose/concentração de glicerol (AB) e concentração inicial de glicerol (B) 

não apresentaram nenhum efeito representativo na produção de biopolímero.  

 
Figura 23.Diagrama de Pareto para a produção do biopolímero A: glicose B: glicerol AB: interação 

glicose-glicerol 

 
Valores de p inferiores a 0,05 indicam que o modelo e os termos são significativos e 

valores superiores a este, não são. Nota-se pela tabela 7 que a curvatura possuía um valor de p 

inferior a 0,05, o que a tornou significativa. Isto quer dizer que a resposta e melhor descrita 

por um modelo não-linear, ou seja, há evidências de que deve existir termos quadráticos no 

modelo. Isto significa que para esta resposta e necessário a existência de pontos axiais e o 

simples planejamento experimental de dois níveis com pontos centrais, não pode descrever 

um modelo quadrático, já que possui apenas um grau de liberdade. Apesar disto, a resposta 

pode ser descrita por um modelo linear já que o valor de F de 195,31 fez com que o modelo 

apresentasse significância. Se houverem muitos termos insignificantes no modelo (não 

contando os exigidos para apoiar a hierarquia), pode-se reduzir os termos, por isso retirou-se 

B e AB do modelo.  
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 Tabela 7,Analises ANOVA para a produção da goma g/L 

 

R2 0,979926131 

R2 Ajustado 0,977695701 
R2 Predito 0,973390523 

 

O valor de R2  para o modelo estatístico foi próximo de 1, isto  indica um alto grau de 

correlação entre os valores observados e previstos da mesma forma indica que apenas o  2,1% 

do total das variações não são explicadas pelo modelo. O valor do R2 ajustado indica uma alta 

significância do modelo.  

O modelo matemático linear codificado para a produção da goma é dado pela Equação 

7: 

Produção de goma = +1,62966 + 0,31477 * Glicose                  (Equação 7)  

 

As superfícies de resposta foram usadas para estudar os efeitos de sinergia e 

antagonismo das variáveis de entrada sobre a produção da goma. Na figura 24 verifica-se que 

a concentração de glicerol não apresentou mudanças na cor à medida que a concentração 

deste substrato aumentava. No caso da concentração de glicose, os melhores resultados 

tendem a ocorrer quando se tem maiores proporções deste substrato (aproximadamente entre 

14-15 g/L de glicose). Não obstante, com base nos resultados preliminares e no relatado pela 

literatura, existe um limite para o aumento da concentração inicial de fonte de carbono já que 

concentrações superiores a 4.0 % pode inibir o crescimento do micro-organismo gerando um 

decrescimento de produção do bioproduto.    

  Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Medias dos 
quadrados 

Valor de F Valor de p  
Prob > F 

Modelo 23,977925 2 11,9889625 195,3096777 < 0.0001 
  A-glicose 23,9778125 1 23,9778125 390,6175228 < 0.0001 
  B-glicerol 0,0001125 1 0,0001125 0,001832714 0.9669 
Pure Error 0,004516667 6 0,000752778     
Cor Total 24,469 10       
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Figura 24. Superfície de resposta para a produção da goma no planejamento experimental 

5.2.2 Análises ANOVA para o índice de emulsificação IE24 %  
 

Segundo os resultados obtidos, pode se observar no diagrama de perturbação (figura 

25A) que para a resposta de índice de emulsificação a concentração inicial de glicerol (B) foi  

mais influente do que a concentração inicial de glicose (A),  sendo a reta B bem mais 

inclinada do que a reta A 

O diagrama de Pareto apresenta os efeitos negativos e os efeitos positivos ao nível de 

confiança de 95%, (figura 25B). Convém enfatizar que a variável com maior influência  

correspondeu à concentração inicial de glicerol sendo este mesmo a variável com o efeito 

positivo. A concentração de glicose mostrou uma ação menos significativa sobre o processo, 

enquanto que o efeito da interação de glicose/glicerol foi claramente insignificante. 

 

 A 
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Valores de p inferiores a 0,05 indicam que o modelo e os termos são significativos e 

valores inferiores a este, não são. Notou-se pela tabela 8 que a resposta pode ser descrita por 

um modelo linear já que o valor de F de 288,68 fez com que o modelo apresentasse 

significância. Se houverem muitos termos insignificantes no modelo (não contando os 

exigidos para apoiar a hierarquia), pode-se reduzir os termos, por isso retirou-se A e AB já 

que segundo o diagrama de Pareto e o diagrama de perturbação são variáveis que não 

apresentaram influencia significativa na resposta.  

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8 .Analises ANOVA para o índice de emulsificação 

  Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Medias dos 
quadrados 

Valor de F Valor de p  
Prob > F 

Modelo 67,25 2 33,625 288,6829268 < 0.0001 
  A-glicose 1,125 1 1,125 9,658536585 0.0145 
  B-glicerol 66,125 1 66,125 567,7073171 < 0.0001 
Pure Error 0,5 6 0,083333333     
Cor Total 68,18181818 10       

R2 0,986333333 
R2 Ajustado 0,982916667 
R2predito 0,972112929 

Figura 25. (A) Diagrama de perturbação para o índice de emulsificação%,  
(B) Diagrama de Pareto para o índice de emulsificação % 
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O valor de R2  para o modelo estatístico foi próximo de 1, isto  indica um alto grau de 

correlação entre os valores observados e previstos da mesma forma indica que apenas o  1,4% 

do total das variações não são explicadas pelo modelo. O valor do R2 ajustado indica uma alta 

significância do modelo. O modelo matemático linear codificado para o índice de 

emulsificação   foi dado pela Equação 8: 

 

             Índice de emulsificação % = +41,55682 + 0,52273 * Glicerol                  (Equação 8) 
 

As superfícies de resposta foram usadas para estudar os efeitos de sinergia e 

antagonismo das variáveis de entrada sobre o índice de emulsificação. Na figura 26 verifica-

se que a concentração de glicose não apresentou mudanças na cor à medida que a 

concentração deste substrato aumentava. No caso da concentração de glicerol os melhores 

resultados tendem a ocorrer  quando se tem maiores proporções deste substrato 

(aproximadamente entre 23-26 g/L de glicerol). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Diversos autores estudaram o efeito da quantidade inicial de glicerol no meio para 

produção de bioprodutos. Segundo Faria et al (2009) o maior rendimento alcançado (0,6 em 

relação à produção da goma e o substrato consumido) pela bactéria Xanthomonas campestris 

pv campestris foi atingido utilizando 25 g/L de  sacarose como substrato. Zhiguo Zhang & 

Figura 26.Superfície de resposta para a índice de emulsificação no  planejamento experimental 
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Hongzhang Chen (2009) em seu estudo avaliaram a capacidade da Xanthomonas campestris 

na produção de goma xantana utilizando diferentes misturas de glicose/xilose como substrato, 

ao final da fermentação eles concluíram que para uma concentração de 75% de glicose e 25% 

de xilose o rendimento obtido foi de 0,37 em relação à goma produzida e o substrato 

consumido.    

 

Lima e colaboradores (2013), estudando a fermentação de glicerol por Yarrowia 

lipolytica utilizando diferentes concentrações de glicerol bruto como substrato (4,5,6,7,8%), 

verificaram que o máximo valor atingido de índice de emulsificação em querosene de aviação 

foi de 78% quando o meio de produção apresentava menor quantidade de substrato (4% de 

glicerol). Não obstante, no trabalho de Silva et al (2010), quando avaliava a produção de 

biossurfatante por Pseudomona aeruginosa UCPO992 utilizando glicerol como substrato, 

observou-se  que a concentração de 3% de glicerol no meio de produção foi a mais favorável 

em términos de índice de emulsificação (100% em óleo cru). Ressalte-se que a produção de 

biossurfatante pode depender de diferentes parâmetros tais como as condições de 

fermentação, o tipo de micro-organismo, condições operacionais e tipo de substrato utilizado. 

 

Os resultados obtidos nesta fase experimental dão uma visão geral do potencial da 

bactéria Xanthomona campestri pv campestri na produção de bioprodutos (biopolímero e 

biossurfatante). É evidente que os dois substratos em mistura (glicose/glicerol) são 

consumidos pela bactéria,  mas não apresentam interação entre eles. A maior produção de 

goma atingiu quando se teve maiores quantidades de glicose, e o maior valor de índice de 

emulsificação foi obtido quando se utilizou maior teor de glicerol no meio. É por isso que 

para continuar com a seguinte etapa de experimentos selecionou-se um ponto meio de 

glicose/glicerol (15gr glicose/15 gr/L de glicerol) tendo em conta os bioprodutos formados. 

 

Na figura 27 apresenta-se o consumo de substrato da mistura de 15 g/L glicose/15 g/L 

glicerol para a produção da goma e o índice de emulsificação durante o processo.  
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Figura 27. Efeito do consumo do substrato (glicose/glicerol) na produção de goma e no índice de 
emulsificação 

 

Pode se observar na figura 24 que, nas primeiras 12 horas de crescimento não se 

verificou produção de biossurfatante assim como de goma, já que o micro-organismo não tem 

consumido o substrato suficiente para a produção dos bioprodutos. O índice de emulsificação 

alcançado foi de 50 % com 48 h de crescimento e a produção da goma foi de 6,48 g/L. 

  O aspecto do indice de emulsificação da mistura 15 g/L glicose/15g/L glicerol  em 

querose de aviação, é apresentado na figura 28. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.Aspecto do Indice de emulsificação para a mistura glicose/glicerol em querose de aviação 

 

12 h 0 h 24 h 
30 h 48 h 
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5.3 Experimentos em fermentador 
  

Aplicando as melhores condições obtidas no primeiro planejamento conduzido em 

agitador, estudou-se as variáveis tais como agitação, e % de nitrogênio no meio, para a 

produção da goma e o biossurfatante. 

 

De acordo com o relatado na revisão bibliográfica, diferentes parâmetros podem ser 

avaliados para otimizar tanto a produção da goma como a produção de biossurfatante, uma 

das variáveis avaliadas foi a agitação, já que promove uma melhor aeração e homogeneização 

do meio. Porém, se for muito intensa pode provocar cisalhamento na parede celular, 

influenciando consideravelmente o crescimento do micro-organismo e, ainda, causar 

formação de espuma. A agitação para os diferentes ensaios foi avaliada numa faixa de 600-

800 rpm sendo o ponto central de 700 rpm. 

 

Para a produção de biossurfatante a fonte de nitrogênio é essencial para o crescimento 

celular, sendo a fonte de nitrogênio mais utilizada para a produção de biossurfatantes o extrato 

de levedura. Como relatado na revisão bibliográfica, concentrações baixas de extrato de 

levedura promovem maior produção de biossurfatantes. Assim o extrato de levedura foi 

avaliado numa faixa de 1-3 g/L sendo o ponto central 2 g/L.   

 

Na tabela 9 estão os resultados obtidos quando se utilizou as mesmas quantidades dos 

respectivos substratos prefazendo um total de 30g/L. Como pode ser observado, algumas 

considerações relacionadas à influência destas variáveis nas respostas foram relevantes. Os 

ensaios, 1 e 2 forneceram o maior e o menor valor na produção da goma, enquanto que para o 

biossurfatante  os ensaios 1 e 4 forneceram o menor e o maior valor para o índice de 

emulsificação respectivamente. Verificou-se que variando a velocidade de agitação e fixando-

se os teores de extrato de levedura a produção da goma variou consideravelmente, no entanto, 

neste caso a variação de fonte de nitrogênio não apresentou variações significativas na 

produção da goma.  
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Tabela 9.Resultado do planejamento de experimentos no fermentador com meio contendo 
15 -15g/L glicose/glicerol e aeração 0,5 vvm 

 
 
 

Os melhores resultados para a produção de exopolisacarideos a partir de glicose por 

Ehizobium tropici, segundo Chavez (2000) foram obtidas utilizando temperatura de 28ºC 

aeração de 1vvm e agitação igual a 800 min-1  , nessas condições a produção da goma foi de 

6,1 g/L. Papagianni et al (2001) estudaram o efeito de diferentes velocidades de agitação 

(100-600 rpm) reportando que na maior velocidade de agitação da Xanthomonas campestris 

produziu  maior  teor de goma.  

Os resultados apresentados na tabela 23 apresentam diminuição considerável na 

produção da goma quando se trabalhou com velocidades maiores de 600 rpm. Segundo o 

relatado por Casas, Santos e Garcia Ochoa (2000), que avaliaram a produção de goma xantana 

utilizando 1vvm e 28°C e diferentes velocidades de agitação, na velocidade de agitação de 

800 rpm a produção de xantana  foi reduzida provavelmente devido ao dano provocado às 

células pelo estresse hidrodinâmico. 

O extrato de levedura pode aumentar os custo do processo,  por isso  é necessário 

determinar a concentração ideal desta fonte de nitrogênio para otimizar o processo.  

 No trabalho de Lo et al (1998) foi observado que diferentes concentrações de extrato 

de levedura (0,2-0,3-0,4%) com 50 g/L de glicose, utilizando Xanthomona campestris, a 

maior produção de goma (28 g/L) aconteceu quando o meio de produção tinha uma 

concentração de extrato de levedura de 0,3 %. Utilizando valores baixos de extrato de 

levedura a produção diminuiu para 19,96 g/L.  

5.3.1 Análise ANOVA para a produção da goma no planejamento experimental em 
fermentador 

 

Em relação à produção da goma, antes de realizar a analises de variância e necessário 

verificar o gráfico de perturbação (Figura 29), que relaciona os parâmetros em relação às 

respostas. Quanto mais inclinada for reta, mais influente é a variável independente, mostrando 

Ensaio  Agitação 
rpm 

Extrato de 
Levedura g/L 

Produção da goma  
g/L 

IE24 % 

1 600 3,0 11,8 65 
2 800 3,0 6,99 57 
3 800 1,0 7,25 63,5 
4 600 1,0 11,3 69,8 
5 700 2,0 8,16 63 
6 700 2,0 8,02 63 
7 700 2,0 8,00 62,8 
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que a velocidade de agitação teve efeito significativo na produção da goma. A linha de teor de 

extrato de levedura apresenta uma leve inclinação já que nos resultados obtidos pode se 

observar uma leve diferença na goma produzida, embora, não e uma variável representativa 

para o modelo. 

 
Figura 29.Diagrama de perturbação para a produção da goma A: Agitação B: Extrato de levedura 

 

Verificou-se pelo diagrama de Pareto, com um nível de confiança de 95%, (figura 30), 

que o parâmetro mais influente na produção da goma foi à velocidade de agitação (A). A 

interação agitação/Teor extrato de levedura (AB) e o teor de extrato de levedura (B) não 

apresentaram nenhum efeito representativo na produção de biopolímero. 
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Figura 30.Diagrama de Pareto para produção de goma A: Agitação B: Extrato de levedura 

 

Valores de p inferiores a 0,05 indicam que o modelo e os termos são significativos e 

valores superiores a este, não são. Notou-se pela tabela 10 que a resposta pode ser descrita por 

um modelo linear já que o valor de F de 206,59 fez com que o modelo apresentasse 

significância. Se houverem muitos termos insignificantes no modelo (não contando os 

exigidos para apoiar a hierarquia), pode-se reduzir os termos, por isso retirou-se B e AB já 

que segundo o diagrama de Pareto e o diagrama de perturbação são variáveis que não 

apresentaram influência significativa na resposta.  

 

 

R2 0,979525729 
R2 Ajustado 0,975430874 
R2 predito 0,947289348 

 Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Medias dos 
quadrados 

Valor de F Valor de 
p  Prob 

> F 
Modelo 18,15145 2 9,075725 206,5934718 < 0.0001 

A Agitação 17,935225 1 17,935225 408,2649486 < 0.0001 
B-Nitrogênio 0,216225 1 0,216225 4,921995041 0.0908 
Pure Error 0,008466667 2 0,004233333   
Cor Total 18,32717143 6    

Tabela 10.Análise ANOVA para a produção da goma 
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O modelo matemático linear codificado para a produção da goma  foi dado 

pela Equação 9: 

            Produção da goma (g/L) = +24,01036 + 0,021125 * Agitação               (Equação 9) 

 

As superfícies de resposta foram usadas para estudar os efeitos de sinergia e 

antagonismo das variáveis de entrada sobre a velocidade de agitação. Na figura 31 verifica-se 

que a % de extrato de levedura não apresentou mudanças na cor à medida que a velocidade de 

agitação aumentava. No caso da velocidade de agitação os melhores resultados tendem a 

ocorrer aproximadamente entre 600-630 min-1.  

 

Figura 31.Superfície de resposta para a produção da goma no planejamento experimental do fermentador 

 

É evidente que o crescimento de células e a produção de goma xantana são 

influenciados pelas diferentes exigências nutricionais. A biossíntese de goma xantana é 

favorecida pela concentração de fonte de carbono, quando o nitrogênio é utilizado como 

nutriente limitante é necessário uma relação de C/N elevada para estimular a formação de 

goma xantana, embora, a produção de goma xantana pode diminuir se a concentração de 

nitrogênio presente no meio é muito alta. A concentração de goma xantana produzida é 

limitada pela concentração de substrato ao passo que a concentração de biomassa celular é 

principalmente limitada pela concentração de nitrogênio disponível (Yang Ming Lo et al,., 

1997). 
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O teor de nitrogênio no meio de produção é uma variável de maior importância na 

produção de biossurfatantes já que é um componente principal das proteínas que são 

essenciais para o crescimento de microbiano e para a produção de enzimas em  processo de 

fermentação.O extrato de levedura é a fonte de nitrogênio mais amplamente utilizado para a 

produção de bio-tensioativos, mas a concentração requerida depende da natureza do micro-

organismo e do meio de cultura a ser utilizado. A produção de biossurfatantes muitas vezes 

ocorre quando a fonte de nitrogênio é esgotada no meio de cultura, durante a fase estacionária 

de crescimento celular. 

Muitos micro-organismos como leveduras, Yarrowia lipolytica e diferentes bactérias 

como Pseudomonas aeruginosa são capazes de metabolizar o glicerol como fonte de carbono. 

Estudos têm mostrado que Yarrowia lipolytica é capaz de produzir alguns compostos de 

interesse a partir de glicerol bruto, tais como biossurfatante e ácidos orgânicos (Papanikolaou 

e Aggelis, 2003). 

 

5.3.2 Análise ANOVA para o índice de emulsificação no planejamento experimental em 
fermentador 

 

A figura de perturbação (Figura 32), indicou que tanto a velocidade de agitação como 

o teor de extrato de levedura  influenciaram no índice de emulsificação. Segundo o diagrama 

de perturbação é difícil diferenciar qual é a variável mais influente e qual é a variável 

independente,  ambas linhas apresentam uma pequena diferença de inclinação sendo um 

pouco mais representativa a velocidade de agitação.  
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Figura 32.Diagrama de Perturbação para o índice de emulsificação A: Agitação B: Extrato de levedura 

 

 

Verificou-se um diagrama de Pareto (Figura 33) com um nível de confiança de 95%. 

O parâmetro que apresentou maior influência no índice de emulsificação foi à velocidade de 

agitação 64,83 (A). O teor de extrato de levedura  (B) também for significativa (33,08 %) sob 

a resposta. 

 

Figura 33. Diagrama de pareto para o indice de emulsificação 

 

Notou-se pela tabela 11 que a resposta pode ser descrita por um modelo linear já que o 

valor de F de 93,84 fez com que o modelo apresentasse significância. Se houver muitos 

termos insignificantes no modelo (não contando os exigidos para apoiar a hierarquia), pode-se 
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reduzir os termos.  Por isso retirou-se AB já que segundo o diagrama de pareto é uma variável 

que não apresenta influencia significativa na resposta.  

 
 

 

 

 

 

O modelo matemático linear codificado para o índice de emulsificação foi dado pela 

Equação 10: 

 

Índice de emulsificação (%) = +92,75714 + 0,03550 * Agitação-25,00 * % nitrogênio  

(Equação 10) 

 

As superfícies de resposta foram usadas para estudar os efeitos de sinergia e 

antagonismo das variáveis de entrada sobre as respostas. Na figura 34 verifica-se que quando 

se tem baixos teores de extrato de levedura e velocidades de agitação baixas o índice de 

emulsificação foi maior (70%). Os melhores resultados tendem a ocorrer numa faixa de 1-1,5 

g/L de extrato de levedura e 600-650 min-1. 

Tabela 11.Analises ANOVA para o índice de emulsificação 

  Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Medias dos 
quadrados 

Valor de F Valor de p  
Prob > F 

Model 74 2 37 93,84057971 0.0004 
  A-Agitação 49 1 49 124,2753623 0.0004 

  B-Nitrogênio 25 1 25 63,4057971 0.0013 
Pure Error 0,027 2 0,013333333     
Cor Total 75,58 6       

R2 0,9791 
R2 Ajustado 0,9687 
R2 predito 0,8656 



Correa, P.C. | 72 
 

 

Figura 34.Superfície de resposta para o índice de emulsificação  no planejamento experimental do 
fermentador 

 
 

Os melhores resultados para o índice de emulsificação (70%) e para a produção da 

goma (11,8 g/L)  foram obtidos quando se utilizou concentrações baixas de extrato de 

levedura (1,0 g/L) e velocidades de agitação de 600 min-1. No estudo de Silva e colaboradores 

(2010)  para produção de biossurfatante a partir de Pseudomonas aeruginosa, utilizando 

glicerol como fonte de carbono, foram testadas diferentes velocidades de agitação (150 e 200 

min-1). Verificou-se que em maiores velocidades a produção de biossurfatante tende 

aumentar, obtendo-se índices de emulsificação 75-80% para hexadecano, depois de 72 horas 

de crescimento. O estudo de Cunha e colaboradores (2004) obteve melhores resultados a 

baixas velocidades de agitação (100 min-1) na produção de biossurfatante a partir de Serratia 

sp. SVVG16. 

Tem sido sugerido que a produção de biossurfatante pode aumentar a solubilidade de 

substratos hidrofóbicos em água e, conseqüentemente, facilitar o transporte de nutrientes para 

os micro-organismos. Portanto, uma tensão de cisalhamento maior pode induzir a uma maior 

produção de biossurfatante.No entanto, um aumento na velocidade de agitação pode resultar 

numa redução do rendimento de biotensioactivo, devido ao efeito de cisalhamento, fazendo 

com que células apresentam  estresse mecânico gerado pela hélice do agitador. 
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CIAPINA E et al (2006) estudaram a produção de biossurfatante com Rhodococcus 

erythropolis utilizando glicerol como fonte de carbono. O maior índice de emulsificação 

obtido correspondeu a 67% em querosene de aviação, indicando que o biossurfatante 

produzido tem propriedades emulsificante. 

Em resumo, a tabela 12 apresenta os resultados obtidos nas diversas situações 

experimentais, obtendo-se assim uma visão geral do processo. 

Tabela 12.Resumo dos resultados obtidos em diferentes condições experimentais 

CONDIÇÕES 
EXPERIMENTAIS  

RESULTADOS 

Estrato de 
levadura g/L 

Agitação rpm Carbono da 
mistura final 

g/L 

Goma 
Producida g/L 

*YP/C Índice de 
emulsificação  IE24 

3,0 600 2,43 11,8 4,85 65 
3,0 800 4,55 6,9 1,51 58 
1,0 600 2,14 11,4 5,31 70 
1,0 800 4,28 7,25 1,69 60 
2,0 700 4,19 8,01 1,9 63 
*YP/C: Coeficiente de produção da goma em relação ao carbono consumido. 

 
Analisando a tabela 12 observa-se que a Xanthomonas campestris pv campestris 

utilizou as duas fontes de carbono, se  enfatizou  que os maiores valores de índice de 

emulsificação para QAV e formação de goma ocorreram a 600 min-1, com a adição de  1,0 

g/L de extrato de levedura ao meio.  

Segundo os resultados obtidos no planejamento de experimentos no fermentador, a 

cinética do processo  nessas condições e os aspectos do índice de emulsificação em querosene 

de aviação são mostrados na figura 35, onde se pode observar o consumo de substrato a 

produção da goma e a produção de biossurfatante mediante o índice de emulsificação.  
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Figura 35.Efeito do consumo do substrato (15 g/L glicose/ 15 g/L glicerol) na produção de goma e no 
índicede emulsificação Va=600 rpm % Ext levedura=1% 

Na figura 36 se apresenta o aspecto do indice de emulsificação em querosene de 

aviação com as melhores condições dos ensaios feitos no fermentados (600 min-1 e 1 g/L de 

Extrato de levedura) utilizando uma mistura de fonte de carbono de 15g/L glicose/ 15g/L 

glicerol. 

 

Figura 36.Aspecto do índice de emulsificação com 600 min -1 e 1 g/L de extrato de levedura 

 

5.5.3 Determinação dos índices de emulsificação do biossurfatante produzido para diferentes 
produtos. 

  

Diferentes produtos foram testados para avaliar a efetividade de emulsificação do 

biossurfatante. Utilizou-se o produto formado dos experimentos conduzidos em fermentador. 

(15 g/L glicose- 15g/L de glicerol, 1,0 g/L extrato de levedura, 600 rpm). O índice de 

emulsificação segundo a metodologia descrita anteriormente foi realizado para biodiesel, óleo 

24 h 0 h 48h 72 h 48 h 
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cru leve, hexano, e querosene de aviação QAV respectivamente. Na figura 37 estão os 

resultados dos índices de emulsificação para biodiesel, óleo cru leve, hexano, e QAV.   

 

Figura 37.Índice de emulsificação %IE24 em QAV, biodiesel, hexano e óleo cru leve 

Foi verificado que, para óleo cru, não foi observada emulsificação sem possibilidade 

de quantificar o índice de emulsificação. Entretanto as variações importantes foram 

verificadas para o biodiesel e o querosene de aviação alcançado índices de emulsificação de 

60 e 71 % respectivamente. Para o hexano o índice de emulsificação foi de 58%. O 

biossurfatante apresentou estabilidade em 24, 48, e 72 h nas diferentes materias primas 

utilizadas. Estes valores são considerados boms, permitindo o uso principalmente no processo 

de biorremediação e áreas contaminadas. A figura 35 apresenta o aspecto dos índices de 

emulsificação dos produtos citados. 

 

Figura 35 . Emulsificação do Hexano(A), Querosene de aviação (B), Biodiesel (C) e Óleo cru leve (D) 

do produto formado com 72 horas de processo.  

 

A B C D 
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Capítulo 6 

Conclusões e sugestões 
6.1 Conclusões 
 

 A bactéria Xanthomonas campestris pv campestris foi capaz de consumir glicose e 
glicerol como fonte de carbono na produção de goma e biossurfatante. 
 

 Quando se trabalhou com glicose e glicerol isoladamente verificou-se que o glicerol 
pode ser usado como fonte de carbono no processo, mas, não foi utilizado 
eficientemente pelo micro-organismo na produção de goma, já que produziu menores 
quantidades deste bioproduto.    
 

 Quando se empregou uma mistura de fontes de fonte de carbono (glicose/glicerol), o 
micro-organismo foi capaz de consumir os dois substratos simultaneamente, sendo a 
glicose o substrato de maior preferência pela bactéria para produção de goma.  
 

 Os resultados indicaram que no processo de fermentação os dois bioprodutos foram 
produzidos simultaneamente utilizando diferente via metabólica. Provavelmente a 
bactéria utilizou a glicose como fonte de carbono para produção de goma, e o glicerol 
foi utilizado como substrato para produção de biossurfatante. As misturas destes dois 
substratos não apresentaram interação uma com outra, na produção de bioprodutos.   
 

 Em frascos agitados, o melhor ponto definido para as concentrações de substrato na 
mistura de glicose /glicerol correspondeu a 15 g/L glicose/15g/L glicerol. Nessas 
condições especificas os valores obtidos para as respostas foram  6,48 g/L de  goma e 
índice de emulsificação de 50% 
 

 As melhores condições para a produção da goma e o biossurfatante no fermentador 
foram velocidade de agitação de 600 rpm com teor de extrato de levedura de 1g/L 
utilizando a mistura 15g/L de glicose/ 15 g/L de glicerol. Nestas condições, em 
relação aos frascos agitados,  houve aumento na produção da goma de 11,8 g/L. e 70% 
de índice de emulsificação  
 

 O teor de nitrogênio foi uma variável de maior influência na produção de 
biossurfatante. Concentrações menores de extrato de levedura incrementaram a 
porcentagem de índice de emulsificação.  
 

 O biossurfatante produzido apresentou maior índice de emulsificação quando foi 
testado em querosene de aviação seguido de biodiesel e hexano. Os testes feitos no 
óleo cru leve não apresentaram emulsificação. 
 

 Os resultados apontam a possibilidade de se empregar o glicerol como uma matéria 
prima potencial para o processo estudado. 
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6.2 Sugestões 
 

 Para a continuidade deste estudo, propõe-se: 

 Realização de ensaios utilizando glicerol residual proveniente da indústria de biodiesel  
 

 Avaliação da concentração de oxigênio dissolvido coeficiente da transferência de 
massa de oxigênio, para a otimização do sistema aeração-agitação 
 

 Avaliação de fontes de nitrogênio de baixo custo 
 

 Avaliação de técnicas de separação e de purificação do biossurfatante produzido e sua 
influencia sobre as propriedades. 
 

 Caracterizar a goma sintetizada e o biossurfante produzido para identificar 
analiticamente os bioprodutos formados e compará-los com os industrialmente 
produzidos  
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