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APRESENTAÇÃO

A coleção “Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas” é uma obra composta 
por estudos de diferentes áreas das ciências biológicas e da saúde. A obra foi ampliada e 
recebeu mais 47 capítulos distribuídos em três volumes. Os e-books foram organizados 
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teóricos e vivências dos autores.

As ciências biológicas englobam áreas do conhecimento relacionadas às ciências 
da vida e incluem a biologia, a saúde humana e a saúde animal. Nesta obra, apresento 
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formação acadêmica 
ou na prática profissional. Os autores são filiados a diversos cursos de graduação e de 
pós-graduação em ciências biológicas, saúde, tecnologia e áreas afins. 

Em seus 15 capítulos o volume 3 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de 
pesquisas e revisões narrativas ou ensaios teóricos que transitam nos vários caminhos 
da atuação em ciências biológicas e áreas correlatas. Neste volume você encontra textos 
sobre biologia celular e molecular, microbiologia, meio ambiente e muito mais. 

Espero que as experiências compartilhadas neste volume contribuam para o 
enriquecimento de novas práticas profissionais com olhares multidisciplinares para as 
ciências biológicas e suas áreas afins. Agradeço aos autores que tornaram essa edição 
possível e desejo uma ótima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: Os biosurfatantes ou biotensoativos 
são moléculas anfipáticas produzidas por 
diferentes microrganismos. Apresentam 
como principal característica a capacidade de 
diminuir as tensões interfaciais e superficiais. 
Além disso, possuem algumas vantagens em 
relação aos surfatantes sintéticos, como: baixa 
toxicidade, alta biodegradabilidade, resistência 
a altas temperaturas, concentrações de sal e 
variações de pH. Levando em consideração o 
desenvolvimento tecnológico e a necessidade 
de redução de custos, o uso da polpa de abacate 
como substrato de origem renovável assegura 
o baixo custo na produção do biodetergente.  
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho 
foi produzir biotensoativo por Bacillus cereus, 



 
Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas 3 Capítulo 8 80

pelo processo de fermentação submersa utilizando como fonte de carbono a polpa de 
abacate. A fermentação foi realizada em modo batelada, a 30ºC e 200 rpm de agitação, 
sendo que as condições de pH e concentração da fonte de carbono variaram conforme 
planejamento fatorial completo 22, com as respostas expressas em termos de redução de 
tensão superficial. As análises físico-químicas da polpa de abacate in natura, da variedade 
breda apresentou 86,37±0,2% de umidade, 1,30±0,1% de acidez e pH de 6,82±0,2. Quanto 
a produção de biotensoativo, as menores tensões superficiais foram observadas após 24 
horas de fermentação (0,036 N/m). E as condições que melhor favoreceram a produção do 
biotensoativo foi 3,0% de substrato e pH 7,0. Portanto, os resultados mostraram que polpa 
de abacate é um potencial substrato na produção de biotensoativo utilizando Bacillus cereus.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentação submersa, Tensão superficial, método do peso da gota.

USE OF AVOCADO PULP IN THE PRODUCTION OF BIOTENSOACTIVE BY Bacillus 

cereus

ABSTRACT: Biosurfactants or biotensoactives are amphipathic molecules produced by 
different microorganisms. Their main feature is the ability to reduce interfacial and surface 
tensions. In addition, they have some advantages in relation to synthetic surfactants, such as: 
low toxicity, high biodegradability, resistance to high temperatures, salt concentrations and pH 
variations. Taking into account technological development and the need to reduce costs, the 
use of avocado pulp as a substrate of renewable origin ensures the low cost in the production 
of biodetergent. Thus, the objective of the present work was to produce biotensoactive by 
Bacillus cereus, by the process of submerged fermentation using avocado pulp as a carbon 
source. The fermentation was carried out in batch mode, at 30ºC and 200 rpm of agitation, 
and the conditions of pH and concentration of the carbon source varied according to complete 
factorial planning 22, with the responses expressed in terms of reduction of surface tension. 
The physicalchemical analyzes of the raw avocado pulp, of the breda variety, showed 86.37 ± 
0.2% moisture, 1.30 ± 0.1% acidity and pH of 6.82 ± 0.2. As for the production of biotensoactive, 
the lowest surface tensions were observed after 24 hours of fermentation (0.036 N/m). And 
the conditions that best favored the production of the biotensoactive were 3.0% of substrate 
and pH 7.0. Therefore, the results showed that avocado pulp is a potential substrate in the 
production of biotensoactive using Bacillus cereus.
KEYWORDS: Submerged fermentation, Surface tension, Drop weight method.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os tensoativos ou surfatantes são moléculas anfipáticas, ou seja, apresentam 
porções hidrofílicas e hidrofóbicas ao longo de sua estrutura. A porção polar pode ser 
constantemente anfotérica, iônica ou não-iônica, enquanto a porção apolar é formada por 
uma cadeia hidrocarbonada. Essas características permitem que essas moléculas atuem 
como agentes de superfície, diminuindo a tensão superficial e interfacial de duas fases 
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fluidas que não se misturam (ROVINA, EHRHARDT e TAMBOURGI, 2018; SANTOS et 
al., 2016).

Os biotensoativos são compostos produzidos por microrganismos, tais como: 
fungos, bactérias e leveduras. Além disso, os biotensoativos apresentam característica 
anfipática, com ação detergente, capacidade espumante, lubrificação, solubilização, 
dispersão de fases e emulsificantes (BUENO, SILVA e GARCIA-CRUZ, 2010; NITSCHKE 
e SILVA, 2018). Esses biocompostos possuem uma maior aceitação ecológica, pois são 
biodegradáveis, e apresentam baixa toxicidade. Além disso, podem ser produzidos a partir 
de matérias-primas renováveis e de baixo custo, o que os tornam excelentes substitutos 
em relação aos surfatantes sintéticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002; BUENO, SILVA e 
GARCIA-CRUZ, 2010).

Atualmente, os biotensoativos representam 10 % da produção mundial de surfatantes, 
o que equivale a aproximadamente 10 milhões de toneladas por ano. Em geral são utilizados 
em alimentos (produção de emulsificantes alimentícios, tratamento de superfícies, agentes 
antimicrobianos), em produtos farmacêuticos (formulação de medicamentos,  cremes), 
na agricultura (produção de fertilizantes, biocontrole de pragas), na engenharia civil 
(tratamento de restos materiais e esgoto) bem como em outras indústrias (NITSCHKE e 
SILVA, 2018; SANTOS et al., 2016).

No entanto, os biotensoativos ainda não conseguem competir economicamente 
no mercado com os compostos sintéticos químicos, devido aos elevados custos e 
baixos rendimentos de produção. Isso se deve a baixa eficiência da metodologia de 
bioprocessamento, baixa produtividade das cepas microbianas e da utilização de 
substratos de alto custo (ARAUJO, FREIRE e NITSCHKE, 2013; HABA, SPUNY e 
BUSQUETS, 2000). Estima-se que os substratos representem de 10 a 30% do custo total 
de grande parte dos processos biotecnológicos (MUTHUSAMY et al., 2008). A aplicação 
de substratos de baixo valor econômico é uma das formas de reduzir o custo final na 
produção desses metabólitos microbianos.

Os substratos são fontes de nutrientes importantes que influenciam significativamente 
na produção de biotensoativos, uma vez são ricos em carbono, nitrogênio, fosfatos, íons 
metálicos e outros componentes. Os mais adequados para o crescimento microbiano 
são aqueles ricos em carboidratos ou lipídios, com uma relação equilibrada de carbono 
e nitrogênio, e altas concentrações de micronutrientes importantes para o metabolismo 
microbiano (ROVINA, EHRHARDT e TAMBOURGI, 2018). 

O abacate (Persea americana Mill.) é um fruto climatério, ou seja, seu amadurecimento 
ocorre após a colheita (FIGUEIREDO NETO et al., 2015). Sua polpa, um potencial 
substrato na produção de biotensoativo, basicamente constituída por ácidos graxos não 
saturados e água é cremosa de sabor suave, e coloração verde-amarelada. Além disso, 
sua polpa apresenta notável qualidade nutricional, pois contém grande quantidade de 
vitaminas, minerais, proteínas e fibras, além de elevado teor de lipídios. Contém ainda 
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níveis elevados de compostos fitoquímicos bioativos, incluindo carotenoides, esteróis, 
compostos fenólicos, entre outros (DAIUTO et al., 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

Atualmente são conhecidos mais de 500 tipos de abacates, dentre eles destacam-
se as variedades: avocado (hass), breda, fortuna, reed, bacon, tropical, fucks, geada, 
margarida, ouro verde e quintal (CENTRO DE QUALIDADE EM HORTICULTURA- 
CEAGESP, 2015). Os principais produtores e exportadores de abacate distribuem-se 
entre os países da África e da América do Sul e Central, além de Israel, Espanha e 
Estados Unidos (DAIUTO et al., 2010). No Brasil, a produção mais expressiva encontra-
se na região sul e sudeste, especificamente nos estados de São Paulo, Minas Gerais e 
Paraná (FIGUEIREDO NETO et al., 2015). E a variedade mais popular é a breda, cultivar 
utilizada no presente trabalho. 

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi produzir biotensoativo, pelo processo 
de fermentação submersa utilizando o microrganismo Bacillus cereus, e como fonte de 
carbono a polpa de abacate.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Análises físico-químicas da polpa de abacate 

Os frutos selecionados como objeto deste estudo foram da variedade Breda, 
adquiridos no supermercado local da cidade de Barra do Bugres, Mato Grosso, Brasil. 
Os frutos foram adquiridos em estágio maduro e transportados para o Laboratório de 
matérias-primas para produção de biodiesel (LMPPB), onde foram selecionados e 
sanitizados em água corrente abundante para posterior avaliação da polpa e posterior 
utilização na produção de biotensoativos.

As análises físico-químicas de umidade, pH e acidez titulável foram determinadas 
seguindo as Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). 

2.2	Preparo e padronização do inóculo

Para o preparo da bactéria Bacillus cereus (CCCD-B001) foram utilizados 30 mL de 
meio aquoso contendo caldo triptona de soja (TSB) estéril em um erlenmeyer de 125 mL, 
e após resfriamento foi inserido, com o auxílio de uma alça de inoculação as bactérias 
que estavam em meio sólido, previamente preparado. O frasco permaneceu incubado em 
agitador automático, com controle de temperatura a 200 rpm e 30 ºC, durante 24 horas.

Para a padronização do inóculo, as bactérias do pré-inóculo foram diluídas em meio 
TSB estéril até absorbância 0,05, correspondendo a uma concentração inicial de inóculo 
de 2,35 x 1010, conforme curva padrão (y = 7.1010x - 2.1010 e R2 de 0,9708). A leitura da 
absorbância foi realizada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 650 nm.
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2.3	Produção de biotensoativo a partir da polpa de abacate

Foi realizado um estudo cinético para avaliar a produção de biotensoativo e 
consequente diminuição da tensão superficial do caldo fermentativo. As amostras foram 
retiradas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas. 

O meio base usado para a fermentação em g/L, foi adaptado de Bueno, Silva e 
Garcia-Cruz (2010), e apresenta a seguinte composição:  MgSO4.7H2O (0,5); KCl (0,1); 
KH2PO4 (0,5); CaCl2 (0,01); K2HPO4 (1,0); NaNO3 (7,0); FeSO4.7H2O (0,01); extrato de 
levedura e a fonte de carbono (polpa de abacate).

A concentração da fonte de carbono e o pH do meio de cultivo variou conforme 
condições estabelecidas no planejamento fatorial completo 22, com três pontos centrais, 
totalizando 7 experimentos. As variáveis independentes foram o pH e a concentração de 
substrato (Tabela 1) e a variável dependente (resposta) foi a redução tensão superficial, 
em relação ao valor inicial de tensão superficial do meio de cultivo, e será expressa em 
percentual.

Tabela 1: Planejamento fatorial completo 2², com três pontos centrais utilizado na produção de 
biotensoativo, empregando B. cereus e polpa de abacate.

2.4	Determinação da tensão superficial

A tensão superficial foi calculada utilizando o método do Peso da Gota baseado em 
Behring et al. (2004), que consiste em usar aparatos de baixo custo. No caso foi utilizado 
uma bureta (25 mL) fixa a um suporte universal e acoplada totalmente dentro do recipiente 
coletor (erlenmeyer), para evitar a influência de correntes de ar sobre a formação da gota. 
Para cada medida foi necessário coletar um volume de 5,0 mL do caldo fermentado, em 
seguida centrifugado a 2600 rpm, durante 20 minutos, para a remoção das células. Esse 
volume foi inserido na bureta e sua queda foi ajustada em intervalos de 1 minuto para 
determinar a massa e o raio da circunferência da gota. Posteriormente calculou-se a 
tensão superficial (ỵ) das amostras pelo peso das gotas e com isso foi possível comparar 
a tensão obtida com um referencial, a água (0,072 N/m a 25 ºC). 

A tensão superficial foi calculada por meio da medida da massa (m) de uma gota do 
líquido, pelo volume da gota (V) e a densidade (ρ) conforme a Equação 1. 
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Onde, m: média da massa de 10 gotas de amostra em gramas; g: aceleração da 
gravidade em m/s2; r: raio da bureta em metros; f: fator de correção (adimensional); ỵ: 
tensão superficial em N/m.

2.5	Análise estatística
Os experimentos foram realizados em no mínimo triplicata. Os dados do delineamento 

experimental foram submetidos à análise estatística empregando o software Statistic 7.0. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Análise físico-química do substrato 

A polpa do abacate, variedade breda, apresentou elevado teor de umidade, no valor 
de 86%. Esse valor foi superior ao trabalho de Daiuto et al. (2012), que analisaram a 
variedade hass e encontraram um teor de umidade de 61,75% e Silva et al. (2014) que 
encontraram uma umidade 77,57% para a variedade breda, a mesma do presente trabalho. 
No entanto, menores que o valor encontrado por Miranda, Reck e Clemente (2016), de 
88,66%, que analisou a variedade ouro verde, em estádio maduro. É importante ressaltar 
que a umidade no abacate pode diminuir com o estádio de maturação e, normalmente, 
são influenciadas pelas condições climáticas, sendo menores em épocas que apresentam 
menor intensidade de chuvas. Além disso, a umidade pode variar entre as diferentes 
cultivares (BLEINROTH e CASTRO, 1992). 

Alguns autores relatam sobre uma alta correlação entre o teor de umidade e lipídios 
presentes na polpa de abacate. Neste sentido, é possível destacar o trabalho realizado 
por Silva et al. (2014), no qual analisaram diferentes cultivares: fortuna (81,57%/10,4%); 
margarida (80,90%/ 11,9%); ouro verde (79,18%/ 12,3%); breda (77,57%/ 12,2%); 
quintal (73,18%/ 13,6%); hass (61,31%/ 20,9%) e fuerte (60%/ 24%), e verificaram um 
comportamento inverso entre o teor de umidade e lipídio, ou seja, quanto maior o teor de 
umidade, menor foi o teor de lipídios, valores destacados entre parênteses, respectivamente. 
Tango, Carvalho e Soares (2004), também verificaram este comportamento, em polpas 
frescas de 24 variedades de abacates.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram um elevado teor de umidade, 
e apesar de não ter sido analisado os teores de lipídios podemos inferir que de acordo 
com os estudos relatados acima, a quantidade de lipídios nas amostras indicaria um 
teor próximo de 10%. Esse parâmetro é extremamente importante para o crescimento 
microbiano e consequente produção de biotensoativo.
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Os valores de acidez e pH do presente trabalho, para a variedade breda, foram de 
1,30 % e 6,95, respectivamente. O pH foi menor que encontrado por Daiuto et al. (2012), 
que analisaram a polpa da variedade hass e encontraram valores de pH de 6,28, porém 
obtiveram uma maior acidez (2,10%). Figueiredo Neto et al. (2015) também encontraram 
um pH (6,57) menor e uma acidez maior (2,34%), para a variedade geada. No entanto, 
Chaves et al. (2013), relataram, para polpa de abacates da variedade margarida, pH um 
pouco superior (7,52) e acidez menor (0,93%) do que dos frutos avaliados neste trabalho.

De acordo com Vieites, Daiuto e Fumes (2012) o teor de acidez de abacates tende 
a aumentar quando se atinge o pico respiratório, com posterior decréscimo. Além disso, 
Figueiredo Neto et al. (2015), que avaliou a resistência dos frutos de abacate submetidos 
ao armazenamento, indicou que a acidez e o pH dependem da condição e do tempo em 
que os frutos são armazenados. Conforme o tempo de armazenamento aumenta, ocorre 
uma redução dos valores de pH e consequentemente um aumento de acidez.

3.2	Produção de biotensoativo a partir de polpa de abacate

A Figura 1 apresenta a cinética de produção de biotensoativo a partir da polpa 
de abacate. A condição que melhor favoreceu a produção de BT, foi aquela em que 
houve maior redução de tensão superficial. No caso essa condição foi alcançada em 
apenas 24 horas (0,036 N/m) de fermentação. Após esse período a tensão superficial 
voltou a subir significativamente ao longo das 96 horas analisadas. Esses resultados 
foram superiores aos obtidos por Pinto, Martins e Costa (2009) que obtiveram valores 
de tensão superficial variando de 0,042 a 0,057 N/m, após 72 horas de fermentação, 
para diferentes culturas de microrganismos (cultura pura de Corynebacterium aquaticum; 
cultura mista contendo  Corynebacterium aquaticum  e  Bacillus  sp.; cultura mista 
contendo  Corynebacterium  sp.,  Bacillus cereus  e  Bacillus mycoides  e cultura pura 
de Bacillus subtilis) empregando glicose como fonte de carbono.

Esses resultados podem ser considerados promissores, principalmente sob o ponto 
de vista de economia de tempo, quando comparado com estudos reportados na literatura 
científica. Bezerra et al. (2012) avaliou a produção de BT empregando manipueira como 
substrato para a fermentação submersa com Pseudomonas aeruginosa e apontam uma 
tensão superficial média de 0,033 N/m após 48 horas de fermentação. Raza, Khan e 
Khalid (2007) avaliaram diferentes fontes de carbono para a síntese de BT, utilizando 
Pseudomonas putida e obtiveram tensões superficiais de 0,035 N/m após 7 dias de cultivo. 
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Figura 1. Cinética de produção de biotensoativo por B. cereus, de 0 a 96 horas, empregando a polpa 
de abacate como substrato

O controle e a otimização das condições operacionais são fundamentais para o 
sucesso da ampliação de escala de produção de biossurfactantes, capazes de torná-
los economicamente competitivos em relação aos surfactantes químicos. Dessa forma, o 
efeito do pH e da concentração da fonte de carbono na produção de BS foram avaliados 
empregando um planejamento fatorial completo 22, com três pontos centrais (Tabela 2). 
Foram usados os dados de tensão superficial de 24 horas de cultivo, visto que nesse 
tempo de fermentação foram obtidos os menores valores de tensão superficial. Para a 
análise estatística os dados de tensão superficial foram convertidos em redução de tensão 
superficial (RTS), em relação a tensão superficial inicial, e expressos em percentual (%). 

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial completo 22, como três pontos centrais, para a produção 
de BT a partir da polpa de abacate, com as respostas expressas em termos de redução de tensão 

superficial

Pela Tabela 2 observa-se que a maior redução de tensão superficial (44,28%) 
ocorreu nas condições do ensaio 4, com pH 7,0 e 3,0% de substrato. No entanto, o ensaio 
1 apresentou uma redução de tensão superficial similar (43,92%), empregando 1,0% de 
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substrato e pH 5,0. Essa redução de tensão superficial em pHs diferentes podem estar 
relacionadas ao fato que o B. cereus tolera uma ampla faixa de pH, que vai de 4,9 até 9,3 
(BATISTA et al., 2018). 

Observa-se também que não há predominância de uma condição experimental entre 
os 2 ensaios que apresentaram a maior redução de tensão superficial. No entanto, os 
contrastes significativos na síntese de biotensoativo empregando polpa de abacate pode 
ser observado no diagrama Pareto mostrado na Figura 2. 

Pela Figura 2 observa-se que a ambos os contrastes estudados foram significativos, 
ao nível de probabilidade de 5% (p<0,05), na redução de tensão superficial, sendo que 
a concentração de substrato apresentou efeito positivo, enquanto que para o pH esse 
efeito foi negativo. O efeito negativo do pH significa que ao sair do nível inferior (-1) para 
o superior (1) haverá um decréscimo no efeito da resposta. Dessa forma, o aumento do 
pH de 5 para 7 pode resultar em uma redução de 21,78% na síntese de biotensoativo. O 
efeito positivo da concentração de substrato representa que o aumento da concentração 
da polpa de abacate de 3,0% pode acarretar em um aumento de 48,36% na síntese de 
biotensoativo

Figura 2. Diagrama de Pareto para a estimativa dos efeitos do pH e concentração de substrato na 
redução de tensão superficial, empregando polpa de abacate como substrato

Dessa forma, analisando o conjunto de resultados da Tabela 1 e o diagrama de 
Pareto, as condições experimentais do ensaio 4 (pH 7,0 e 3% de substrato) podem ser 
consideradas como as mais adequadas para a síntese de biotensoativo a partir de polpa de 
abacate e empregando B. cereus.  Khademolhosseini et al. (2019) avaliaram a produção 
de BT por P. aeruginosa e observaram que, quanto mais elevada a concentração da 
fonte de carbono, maior foi o rendimento do processo fermentativo para a síntese do 
biosurfatante do tipo glicolipídio. 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ARasoul Khademolhosseini
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ARasoul Khademolhosseini
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4 | 	CONCLUSÃO

A polpa de abacate apresentou elevada umidade, acidez baixa e pH próximo a 
neutralidade. Na fermentação submersa, a polpa de abacate mostrou-se um potencial 
fonte de carbono para ser utilizada na produção de biotensoativo, visto que reduziu 
a tensão superficial do meio de cultivo em 24 horas. Ambas as variáveis estudadas 
influenciaram na redução de tensão superficial, sendo que a concentração de substrato 
foi a que apresentou maior efeito. As condições experimentais que melhor favorecem a 
produção de biotensoativo foram pH 7,0 e concentração de substrato de 3%. Além disso, 
o abacate como substrato de origem renovável assegura o baixo custo na produção, 
sendo um fruto bastante cultivado no Brasil.
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