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RESUMO

A producdo de biossurfactantes a partir de meios de cultivo contendo residuos agroindustrais
tem sido foco de varios estudos, dada a necessidade de redugdo do custo de producao destes
biocompostos. A aplicagdo dos biossurfactantes ocorre em inumeros setores industriais, e
também em processos de biorremediagdo, onde o composto permite a dessor¢ao e
consequente emulsdo do contaminante, facilitando, assim, a assimilacdo pelos
microrganismos autoctones, culminando na remediacdo do solo contaminado. O objetivo
deste estudo foi produzir biossurfactantes e utilizar estes biocompostos em processo de
biorremediacdo ex situ de solo contaminado com biodiesel. Os biossurfactantes foram
produzidos pelas bactérias Bacullus methylotrophicus e Bacillus pumilus, previamente
isoladas de solo contaminado com 6leo diesel. A producdo de biossurfactantes foi realizada
utilizando fermentagdo submersa em meio de cultivo compostos por soro de leite ou
permeado da ultrafiltracdo de soro de leite, suplementados por fontes de nitrogénio,
micronutrientes e indutores. Posteriormente, o biossurfactante obtido a partir dos meios de
fermentagdo foi utilizado em um planejamento experimental com o objetivo de avaliar a
influéncia da adi¢do de biossurfactantes na biorremediacdo de solo contaminado com
biodiesel. Os biossurfactantes produzidos mostraram-se adequados para a diminui¢do da
tensao superficial, sendo que o menor valor de tensdo superficial obtido foi para o tratamento
com adi¢do de sulfato de amoénio, na concentracao de 1,0%, com micronutrientes € como
indutor 6leo de soja, na concentragdo de 2,0%, para ambos os microrganismos. A tensao
superficial minima, para fermentagdo com soro de leite, foi obtida com Bacillus
methylotrophicus (27,51 mN/m) e na fermentacdo realizada utilizando o permeado de soro de leite a
partir de ultrafiltragdo a tensdo superficial foi de 26,02 mN/m, usando o Bacillus pumilus. Ambos os
microrganismos apresentaram estabilidade de comportamento, pois na repetigdo do
tratamento com maior reducdo da tensdo superficial obtiveram-se resultados muito proximos
aos alcancados na execugdo do planejamento. Os biossurfactantes produzidos demonstraram
potencial para aplicagdo em biorremediagao de solo contaminado com biodiesel, sendo que a
remocdo maxima, em torno de 57%, foi obtida nos ensaios realizados com biossurfactante
adicionados na concentragao de 0,5% e 1,0% em solo ndo esterilizado, ap6s 90 d de ensaio.
Com relacao aos tratamentos com o solo estéril, a remog¢ao do contaminante ficou em torno de
20%, indicando que o percentual de biossurfactante ndo influenciou. Esse percentual ocorre
devido a adesdo do contaminante na matriz do solo, ndo sendo possivel a remocao pelos
métodos e solventes utilizados. A liberacdo de CO», apresentou valores elevados de carbono
acumulado nos ensaios adicionados de biossurfactante, sendo o valor maximo de 6.474,41 mg
C-CO2/kg de solo, com adicao de 0,5% de biossurfactante. Desse modo, verificou-se que o
uso de biossurfactantes nas concentracdes de 0,1% a 1,0% auxiliaram na remog¢do do
biodiesel em solo, sem influéncia nos processos fisico-quimicos do contaminante no solo.

Palavras-chave: soro de leite, Bacillus sp., bioestimulagdo, surfactina.



ABSTRACT

The production of biosurfactants using agroindustrail wastes has been the focus of several
studies, given the need to reduce the cost of production of these biocompounds.
Biosurfactants can be can be applied in numerous industrial sectors, and in bioremediation
processes, wherein the compound permits desorption and the resulting contaminant emulsion,
thereby facilitating the assimilation by the indigenous microorganisms, resulting in the
remediation of the contaminated soil. The aim of this study was to produce biosurfactants and
use these biocompounds in bioremediation of ex situ soil contaminated with biodiesel. The
biosurfactants were produced by bacteria Bacillus methylotrophicus and Bacillus pumilus,
previously isolated from soil contaminated with diesel oil. The production of biosurfactants
was accomplished using submerged fermentation in a culture media added by whey or
permeate of whey ultrafiltration, supplemented with nitrogen sources, micronutrients and
inducers. After, biosurfactants was obtained from the fermentation media and used in an
experimental design with the aim of evaluate the influence of the addition of biosurfactants in
the bioremediation of a soil contaminated with biodiesel. The biosurfactant produced proved
suitable for the reduction of surface tension, with the lowest surface tension value obtained in
the media prepared with addition of ammonium sulfate at a concentration of 1.0% with
micronutrients and soybean oil as an inducer at a concentration of 2.0% for both
microorganisms. The minimal superficial tension, to fermentation with whey, was obtained
with Bacillus methylotrophicus (27.51 mN/m) and in the fermentation realized using the
permeate from ultrafiltration whey the superficial tension was 26.02 mN/m using the Bacillus
pumilus). Both microorganisms showed behavioral stability, because the re-treatment with
further reduction of tension superficial yielded very similar results to those achieved in the
implementation of the experimental desing. The biosurfactant produced showed potential for
use in bioremediation of soil contaminated with biodiesel, wherein the maximum removal of
about 57% was obtained in assays performed with biosurfactant added at a concentration of
0.5% and 1.0% in soil does not sterilized after 90 d test. Regarding treatments with sterile
soil, the removal of the contaminant was around 20%, indicating that the percentage of
biosurfactant not influenced. This percentage is due to the contaminant adhesion in the soil
matrix, it is not possible removal by methods and solvents. The release of CO», showed high
levels of carbon accumulated in the tests added biosurfactant, the maximum value of 6474.41
mg C-COy/kg soil, with 0.5% of biosurfactant. Thus, it was found that the use of
biosurfactants in concentrations of 0.1% to 1.0% assisted in the removal of soil biodiesel
without influence on the physico-chemical processes of the contaminant in the soil.

Keywords: whey, Bacillus sp, biostimulation, surfactin.
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1 INTRODUCAO

A industrializacdo e o desenvolvimento econdmico do Brasil exigiram grande
estruturacdo da cadeia energética e devido a isto ocorreu um aumento do uso de derivados de
petréleo e de biodiesel, o que resultou no acréscimo no numero e na frequéncia de acidentes
que ocasionam a contaminagdo do solo (CECCHIN et al., 2016), seja no transporte, em
vazamentos nos sistemas de tancagem ou em postos de combustiveis (MEYER et al., 2014;
SILVA etal., 2014).

As areas contaminadas com compostos oleosos devem ser tratadas, e dentre as
técnicas de remediagdo disponiveis, a biorremediacdo tem se destacado e apresentado
crescimento de aplicacdo (GARGHOURI et al., 2011), por ser fundamentada em métodos
naturais, menos agressivos e¢ adequados para a manutencdo do equilibrio ecolégico. No
entanto, a solubilidade reduzida do biodiesel dificulta o acesso dos microrganismos e a
consequente biodegradacao do poluente uma vez que esses compostos hidrofobicos se ligam
as particulas do solo (MUKHERIJEE et al., 2006; CHAPRAO, 2015).

Para o aumento da biodisponibilidade dos compostos oleosos ¢ o transporte da carga
poluente para a fase aquosa. Desse modo, a utilizagdo de compostos biossurfactantes surge
como uma alternativa para a possivel solucdo desse problema, pois aumentam as areas
superficiais dos compostos insoluveis que conduzem a um aumento da mobilidade e
biodisponibilidade dos compostos, além disso, a interagao com a superficie da célula aumenta
a hidrofobicidade, permitindo que substratos hidrofoébicos possam se associar mais facilmente
com células microbianas (BURGHOFF, 2012), e como consequéncia, melhoram a
biodegradacdo e remocdo dos compostos oleosos (NIEVAS et al., 2008; HAZRA et al.,
2012), presentes no solo contaminado.

A utilizagdo dos biossurfactantes em processos de biorremediacdo ainda ¢ limitada
pela competi¢do com os surfactantes de origem sintética, que apresentam menor custo de
produgdo. A producdo competitiva de biossurfactantes requer o balango correto dos
componentes utilizados no preparo dos meios de cultivo dos processos fermentativo, a
otimizagdo das condigdes operacionais como temperatura, pH, solubilidade de oxigénio e
agitacao, (BOGNOLO, 1999) e a utilizacdo de matéria-prima de baixo custo (CAMEOTRA;
MAKKAR, 1998; BARROS et al., 2007).

Considerando que o Brasil ¢ um pais essencialmente agricola, a facilidade de acesso

aos subprodutos e residuos agroindustriais ¢ bastante significativa, motivando as pesquisas
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nessa area (SILVA et al., 2014). Aliado a isso muitos efluentes gerados durante os processos
das industrias de alimentos apresentam dificuldade de tratamento, devido a elevada carga
organica que apresentam, estando incluido nesta situacdo o soro de leite, que ¢ um residuo
agroindustrial com elevadas concentragdes de nutrientes, tais como proteinas, lactose e sais.
As dificuldades enfrentadas pelas industrias para efetuarem seu tratamento devem-se a sua
alta carga organica (DOMINGUES et al., 1999; BRIAO; TAVARES, 2007; ALVES et al.,
2014). Esse fator dificulta a sua incorporacdo em processos de tratamento tradicional de
efluentes e o torna altamente poluente, dificultando a adequagdo as exigéncias dos 6rgdos de
fiscalizagdo ambiental (FRIGON et al., 2009).

A utilizagdo de soro na elaboracdo de compostos lacteos constitui-se numa forma
racional de aproveitamento desse produto secundario, porém a quantidade de soro gerada ¢
superior as necessidades do mercado, estima-se que somente 50% do soro € processado
(BALDASSO et al., 2011; MAGALHAES et al., 2011). Dessa forma, destinos diferentes
devem ser estudados para um melhor aproveitamento deste subproduto. Um dos métodos mais
utilizados para o processamento do soro de leite e separagdo das suas funcdes proteicas € a
ultrafiltracdo (AIRES, 2010). No entanto este processo gera enorme volume de permeado da
ultrafiltragdo, o qual constitui um problema, haja vista que este geralmente ¢ descartado em
efluentes e possui alto potencial poluente (FONTES et al., 2015; SARON, 2003).

Neste sentido, a utilizacdo desses residuos pode diminuir os custos de producdo de
biossurfactantes para niveis competitivos em relacdo aos similares obtidos por via
petroquimica e, a0 mesmo tempo, reduzir os problemas ambientais relativos ao descarte e aos
custos do tratamento.

O Programa de Poés-graduagdo em Engenharia Civil e Ambiental, em sua linha de
pesquisa Infraestrutura Sustentdvel, tem desenvolvido varios trabalhos envolvendo
biorremedia¢do de solos contaminados com compostos oleosos. Esta dissertacdo enquadra-se
na tematica de aplicacdo de biossurfactantes produzidos a partir de efluentes industriais para
remediar solo contaminado com biodiesel, expandindo o foco das pesquisas em
biorremedia¢do do Programa de Pds-Graduacao.

O objetivo geral foi produzir biossurfactantes e utilizar estes biocompostos em
processos de biorremediagdo ex Situ de solo contaminado com biodiesel. Os objetivos
especificos foram: a) Produzir biossurfactantes com microrganismos isolados de solo
contaminado com o6leo diesel, por fermentagdo submersa a partir de soro de leite e permeado
da ultrafiltracdo de soro de leite; b) Realizar a precipitagio e identificagdo dos

biossurfactantes produzidos; c) Utilizar os biossurfactantes produzidos em processo de
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biorremediacdo ex situ de solo contaminado com biodiesel; d) Avaliar a influéncia dos

biossurfactantes na reten¢ao do contaminante em solo estéril.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soro de leite

O soro lacteo representa a por¢ao aquosa do leite que se separa do coagulo durante a
fabricagdio do queijo ou na producdo de caseina (PAGNO et al., 2009). E um subproduto de
relevante importancia, principalmente quando usado na industria de alimentos, devido ao seu
alto valor nutricional e propriedades funcionais (CHAGAS et al., 2005). Possui em sua
composi¢ao de 93% a 95% de agua, 3,8% a 4,2% de lactose, 0,8% a 1% de proteinas e 0,7% a
0,8% de minerais (PAGNO et al., 2009). Em fun¢do do elevado teor de agua, o uso de soro
lacteo em produtos alimenticios convencionais tem sido bastante limitado, principalmente
pelo custo de secagem (BORGES et al., 2001). Apresenta também problemas de despejo,
devido a sua alta carga organica, sendo considerado aproximadamente 100 vezes mais
poluidor que o esgoto doméstico e, portanto, pode causar sérios problemas ambientais quando
descartado de forma indevida. Por apresentar alta concentracdo de matéria organica e
deficiéncia de nitrogénio, sua estabilizagdo por métodos convencionais de tratamento ¢
dificultada (BRAILE; CAVALCANTI, 1979; GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).

Para cada litro de soro desperdi¢cado perdem-se cerca de 50 g de lactose e 10 g de
proteina com elevado valor nutricional e funcional (DOMINGUES et al., 1999). Logo, propor
alternativas técnicas para um melhor aproveitamento do soro de leite ¢ um desafio para
melhorar a rentabilidade e competitividade da cadeia leiteira.

Outras op¢des podem ser vidveis para o soro de leite, tornando-o um subproduto de
valor na industria. A atual alternativa tem sido destinar este volume para a producao de soro
de leite em p6 e compostos lacteos, bem como sua utilizagdo como insumo para a produgao de
bebida lactea, constituindo cerca de 50% das formulagdes de bebidas lacteas comercializadas
(BALDASSO et al., 2011).

A utilizagdo de soro na elaboracdo destes produtos constitui-se numa forma racional
de aproveitamento desse produto secundario, porém a quantidade de soro gerada € superior as
necessidades do mercado, estima-se que somente 50% do soro ¢ processado (BALDASSO et
al, 2011). Dessa forma, destinos diferentes devem ser estudados para um melhor
aproveitamento deste importante subproduto.

A valoragdo do soro de leite envolve o uso da biotecnologia. O soro de leite, bem

como a corrente de sais e lactose, pode ser utilizado em processos fermentativos de producao
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de bioprodutos com elevado valor agregado, tais como enzimas, compostos antimicrobianos,
bioemulsificantes ¢ proteina de origem unicelular (single cell protein) (SISO, 1996; PESTA et
al., 2007; SPALATELU, 2012), devido a sua composicdo rica em nutrientes. Os processos
biotecnoldgicos tém contribuido de modo intenso para o uso de residuos gerados em
processos agroindustriais. Estes residuos constituem-se matérias primas importantes para a
composi¢cao de meios de cultivo em processos fermentativos, agregando valor a estes
residuos. Por outro lado, o uso destas matérias primas em substituicdo aos compostos
comumente utilizados nos bioprocessos como meios de cultivo, pode contribuir para a
diminui¢do dos custos de produgdo destes bioprodutos, tornando-os tecnologias mais
acessiveis. Os bioprodutos, por sua vez, por serem obtidos através de vias naturais,
encontrando aplicagdo mais bem aceita que aqueles similares obtidos através de processos de

sintese quimica.

2.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tensoativas, as quais
sdo subprodutos metabdlicos, principalmente de microrganismos. Eles apresentam pelo menos
uma por¢ao hidrofobica e outra hidrofilica e devido a isso se acumulam na interface 6leo-agua
e superficie (LANG, 2002; MYERS, 2006; BANAT et al., 2010; MARCHANT; BANAT,
2012).

Segundo Luna et al (2013) em sua estrutura, a por¢ao hidrofébica pode ser tanto um
acido graxo de cadeia longa, um hidroxi-acido graxo ou um a-alquil-  hidroxi acido graxo. A
por¢ao hidrofilica, por sua vez, pode ser um carboidrato, acido carboxilico, fosfato,
aminoacido, peptidio ou alcool. Devido a esta estrutura, ocorre a reducdo das forgas de
repuls@o entre diferentes fases na interface ou superficie o que permite que as duas fases se
misturem mais facilmente. Dessa forma, os biossurfactantes sao definidos como compostos
microbianos que exibem alta atividade surfactante e atividade emulsificante (MATSUURA,
2004; BANAT et al., 2010).

Os biossurfactantes classificam-se segundo sua composi¢do quimica, com base no seu
grupo funcional e quanto a origem microbiana (ACORSSINI, 2010; PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011), sendo que as principais classes de biossurfactantes incluem:
glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e 4acidos graxos, surfactantes

poliméricos e surfactantes particulados.
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A produgdo de biossurfactantes pode ser realizada por animais, plantas e
microrganismos. No entanto, devido ao curto tempo de geracdo dos microrganismos quando
comparados ao crescimento de animais e plantas, a producdo ¢ mais promissora € mais
utilizada com bactérias, fungos e leveduras (LANG, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; MARCHANT; BANAT, 2012). A maioria dos biossurfactantes ¢ liberada no meio de
cultura na fase exponencial de crescimento microbiano, sendo que em certos casos este
composto ¢ produzido durante uma parte do ciclo de crescimento e entao desativado ou
incorporado em outro metabolito (MATSUURA, 2004).

Os Dbiossurfactantes possuem propriedades fisico-quimicas similares as dos
surfactantes sintéticos, entretanto apresentam vantagens, como: sdo compostos biodegradaveis
e menos toxicos ao meio ambiente, podem ser sintetizados a partir de fontes renovaveis,
possuem maior seletividade e atividade especifica sob condi¢des extremas de pH, temperatura
e salinidade e ocorrem naturalmente no solo, o que os faz aceitaveis sob o ponto de vista
ambiental (KOSARIC, 1992; DAS; MUKHERIJEE, 2007, MULLIGAN, 2009)

Apesar das vantagens dos biossurfactantes com relagdo aos surfactantes sintéticos e do
conhecimento que se tem sobre as técnicas de produgdo, a comercializagdo de surfactantes
microbianos ndo foi totalmente alcancada, em grande parte devido aos custos de produgao.
Este alto custo pode ser tolerado quando o biossurfactante ¢ usado em pequenos volumes
como em cosméticos e medicamentos, mas quando sao necessarios grandes volumes como no
caso da biorremediag¢do, o custo fica incompativel com a sua aplicacdo (HENKEL et al.,
2012).

A reducao destes gastos pode ser realizada a partir de diferentes estratégias as quais
podem tornar o processo mais vidvel, incluindo, o desenvolvimento de bioprocessos mais
eficientes, com a otimiza¢do das condi¢des de fermentagdo e processos de recuperagdo,
desenvolvimento de cepas super produtoras e uso de substratos alternativos (KOSARIC,
1992; RAZA et al., 2009). Todas essas caracteristicas relevantes contribuem para uma elevada
aplicabilidade dos biossurfactantes, que atualmente sao utilizados em varios ramos industriais,
agricolas e principalmente ambientais (MARCHANT; BANAT, 2012; MUTHUSAMY et al.,
2008; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; KITAMOTO et al., 2002).

2.2.1 Microrganismos produtores de biossurfactantes

Existem varios tipos de microrganismos conhecidos que sdo capazes de produzir

biossurfactantes. No Quadro 1, adaptado de Soberon-Chavez e Maier (2011) estdo
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representados alguns dos principais tipos de biossurfactantes € os seus microrganismos

produtores.

Quadro 1 — Principais classes de biossurfactantes e os seus microrganismos produtores.

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

GLICOLIPIDIOS
Raminolipidios Pseudomonas aeruginosa
Soforolipidios Torulopsis bombicola, Torulopsis apicola
Trealolipidios Rhodococcus erythropolis

Mycobacterium sp.

LIPOPEPTIDIOS E LIPOPROTEINAS

Peptidio-lipidio

Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serrawetina Serratia marcescens

Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

ACIDOS GRAXOS, LIPIDIOS

NEUTROS E FOSFOLIPIDIOS

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Lipidios neutros

Nocardia erythropolis

Fosfolipidios

Thiobacillus thiooxidans

SURFACTANTES POLIMERICOS

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Carboidrato-lipidio-proteina

Pseudomonas fluorescens

Manana-lipidio-proteina

Candida tropicalis

SURFACTANTES PARTICULADOS
Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus
Células Virias bactérias

Fonte: Adaptado de Soberon-Chavez; Maier (2011).
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A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura sao de origem
bacteriana, sendo que as bactérias produtoras mais reportadas sdo dos géneros, Pseudomonas
sp., Bacillus sp., e Acinetobacter sp. (MULLIGAN, 2009).

As Pseudomonas sp. produzem biossurfactantes do tipo raminolipidio, os quais sdo
extensamente estudados. Consistem de uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou
duas cadeias de acido graxo, com 8 a 12 atomos de carbono, que podem ser saturados ou
insaturados (SIM et al., 1997). Os biossurfactantes produzidos podem reduzir a tensao
superficial a valores entre 25 mN/m e 30 mN/m (PARRA et al., 2006).

As bactérias do género Bacillus sdo amplamente encontradas no solo, devido a sua
capacidade de suportar variacdes das condi¢cdes ambientais, se adaptando facilmente a
diversos habitats, possuindo capacidade de produzir biossurfactantes do grupo dos
lipopeptidios, dentre os quais, o que mais se destaca ¢ a surfactina, um dos que possui maior
atividade superficial. Os surfactantes produzidos por diferentes linhagens de Bacillus, além de
serem obtidos por processos menos agressivos sob o ponto de vista ambiental, apresentam
efeitos significativos na biodegradacao de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos e remogao
de compostos oleosos de solo contaminado (BARROS, 2007).

Com relag@o aos microrganismos do género Acinetobacter, estes produzem compostos
de elevado peso molecular, denominados bioemulsificantes, os quais sdo polimeros anfifilicos
e polifilicos que sdo geralmente mais eficazes na estabilizagdo de emulsdes de 6leo em dgua
(SMYTH et al., 2010), contribuindo assim para os processos de biorremediagao.

No que diz respeito ao desenvolvimento de espécies mais produtoras, a manipulagdo
genética de espécies selecionadas permanece limitada. Embora manipulagdes com espécies de
Bacillus sp. e Acinetobacter sp. tém sido relatadas, a maioria dos estudos de manipulagao
genética tém sido realizados com P. aeruginosa, isso ocorre devido ao seu potencial
comercial e ao conhecimento mais detalhado do seu genoma (BANAT et al., 2010).

Tahzibi et al. (2004) fizeram um estudo utilizando N-metil-N'-nitrosoguanidina para a
mutagénese aleatoria em cepas de P. aeruginosa. Isto resultou no aumento da producdo de
raminolipidios em dez vezes em relagdo as espécies selvagens. A capacidade de desenvolver
uma espécie super produtora de P. aeruginosa, no entanto, ¢ uma tarefa dificil, devido a
complexidade da rede de regulagdo da transcricdo dos genes envolvidos na producdo de
raminolipidios, e isto ¢ ainda mais complicado pelo fato de os raminolipidios serem

produzidos por uma mistura de congéneres (CHA et al., 2008).
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A maior produgdo de biossurfactantes, através de cepas super produtoras pode ser
obtida uma vez que o mecanismo de regulacdo da producdo de biossurfactantes seja

totalmente conhecido (HSUEH et al., 2007).

2.2.2 Técnicas de producao de biossurfactantes

As técnicas biotecnologicas para producdo de metabolitos de microrganismos, entre os
quais estdo os biossurfactantes, relatadas na literatura sdao, basicamente, a fermentacao
submersa e a fermentagdo em estado solido. Estas duas técnicas diferem, sobretudo, no teor de
agua contido nos meios de cultivo. Enquanto na fermentagdo submersa a agua ¢ o solvente e
os substratos estao dissolvidos no meio, a fermentacdo em estado sélido utiliza substratos
solidos, nos quais a agua ¢ um dos componentes e esta presente em teores que variam de 30%
a 70% (MITCHELL et al., 2006).

A produgdo de biossurfactantes, tanto em laboratdrio como em processos industriais,
tem sido realizada principalmente por fermentagdo submersa, a qual ¢ geralmente
acompanhada pela determinacdo qualitativa da tensdo superficial do sobrenadante do cultivo
e, quantitativamente, pela determinagdo de acglicares no meio, no caso de raminolipidios, ou
ainda, por técnicas cromatograficas para a analise de lipopeptidios (SANTOS, 2001).

De acordo com Lima (2007) muitos substratos alternativos tém sido sugeridos para a
produgdo de biossurfactantes, especialmente residuos de aguas misciveis como, melago, soro
de leite e residuos destilados. A utilizagdo de produtos ou subprodutos industriais esta
relacionada principalmente a produtos puros como carboidratos e 6leos vegetais, € em menor
propor¢ao relacionada a residuos hidrofobicos como substratos gerados por frituras de
alimentos provenientes de 6leos vegetais, sendo que isto diminui significativamente os custos
de producao.

Viarios estudos foram desenvolvidos com relagdo a otimizagao das condi¢des dos
meios de cultivo. Zhou e Kosaric (1995), utilizando como fonte de carbono o6leo de canola e
lactose, presente no soro do processamento de queijo, para a producao de biotensoativos com
Candida bombicola, obtiveram rendimentos de 90-110 g/L. Os autores determinaram, ainda,
uma diminui¢do da tensdo superficial (interface ar/agua) de 72 para 33 mN/m e da tensdo
interfacial (interface 6leo/agua) de 40 para 1 mN/m.

Patel e Desai, (1997) utilizaram melaco de cana-de-agticar como fonte de carbono e
dgua de maceracdo de milho como fonte de nitrogénio, para producao de biossurfactantes por

Pseudomonas aeruginosa GS3. A linhagem mostrou-se perfeitamente capaz de utilizar essas
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fontes renovaveis e relativamente de baixo custo, para a produgdo de biossurfactantes, sem
adicao de nutrientes. Utilizando-se 7% (v/v) de melaco e 0,5% (v/v) de d4gua de maceragao de
milho, obteve-se 0,24 g/L. de ramnose ap6s 96 h de incubacdo. A tensdo interfacial contra
petroleo foi reduzida de 21 mN/m para 0,47 mN/m, e o teste de emulsificagdo apresentou
emulsdes estaveis para n-alcanos, aromaticos, petrdleo e 6leos vegetais.

Das e Mukherjee (2007) compararam a producao de biossurfactante por duas cepas de
Bacillus por fermentacdao submersa e fermentacdo em estado solido, utilizando cascas de
batata como substrato. A quantidade de biossurfactante produzido foi similar em ambos os
sistemas, com producdes de 102 g/L na fermentagdo submersa e 92 g/kg SS em fermentacao
em estado solido.

Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram a produtividade de B. subtilis usando melago
como fonte de carbono e obtiveram um rendimento de 1,12 g/L. Ohno et al. (1995), estudaram
a producdo de biossurfactantes utilizando como substrato o residuo fermentado de soja para
linhagens de B. subtilis geneticamente modificadas, que produziram a surfactina, na
quantidade de 2,0 g/kg SS (grama por quilograma de substrato seco).

Para estudos da produgdo de raminolipidios por fermentacdo, Camilios Neto et al.
(2008) relataram a otimizagdo da produgdo por P. aeruginosa UFPEDA 614. Neste caso,
utilizou-se uma mistura de substratos composta por 50% de bagago de cana-de-agticar e 50%
de farinha de semente de girassol, obtendo-se, apds 288 h de cultivo, uma produgdo de 172
g/kg SS.

Rodrigues et al. (2006) estudaram o uso de meio de cultivo alternativo, com soro de
leite ¢ melago, para produgdo de biossurfactante por Lactococcus lactis 53 e Streptococcus
thermophilus, sendo utilizado meio sintético como controle. Quando os meios sintéticos
foram substituidos por meios alternativos mais baratos, as fermentacdes foram conduzidas de
forma eficaz com altos rendimentos e produtividades de biossurfactantes. Houve um aumento
de 1,2 a 1,5 vezes da massa de biossurfactante produzido e 60% a 80% de redugao dos custos
dos meios de cultivo, para ambas as linhagens. Desse modo os autores concluiram que os
meios de cultivo alternativos, soro de leite e melaco, quando suplementados, podem ser
usados como alternativa relativamente barata.

Rodrigues e Teixeira (2008) avaliaram o uso de soro de leite como meio de cultivo
alternativo, comparado com o meio sintético convencional na fermentacdo de dois
microrganismos. Para o L. lactis, o meio de cultivo era composto por soro de leite com 50 g/L
de lactose, suplementado com 3 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona, sendo que a

massa produzida de biossurfactante por peso seco de células aumentou 1,2 vezes, com uma
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estimativa de diminuicao de 60% nos custos de preparacao do meio comparado com o meio
sintético. Foram obtidas conclusdes similares para o microrganismo S. thermophilus, em que a
utilizagdo do meio composto por soro de leite (50 g/L de lactose) suplementado com 3 g/L de
extrato de levedura e 5 g/L de peptona, resultou em um aumento do rendimento da produgado

de 1,5 vezes, com uma reducao de cerca de 60% nos custos.

2.2.3 Técnicas de recuperacao de biossurfactantes

O processo biotecnoldgico de produgdo de biossurfactantes esta estabelecido ha alguns
anos, no entanto, os processos de downstream tém impedido a ampla utilizagdo destes
compostos devido aos altos custos. Para muitos produtos biotecnologicos, os custos dos
processos de downstream representam 60% do valor total de producao (DESAI;, BANAT,
1997). Assim, um fator importante para determinar a viabilidade de um processo de produgao
em escala comercial ¢ a disponibilidade de técnicas de downstream adequadas e econdmicas
(MUKHERIJEE et al., 2006).

Na producédo de biossurfactantes, as técnicas de downstream envolvem a recuperagao,
concentragdo e purificacdo, sendo que o método adequado para o processamento depende do
tipo e natureza dos substratos, da técnica de fermentacdo e das propriedades fisico-quimicas
dos biossurfactantes excretados (SEN; SWAMINATHAN, 2005). Os biossurfactantes podem
ser intracelulares ou extracelulares. Os extracelulares deverdo ser extraidos do meio de cultivo
apos a separagdo das células, enquanto que os biossurfactantes intracelulares dependem do
rompimento das células associada a processos posteriores de recuperagdo, que podem incluir
precipitacdo com dacidos ou sais, extragdo com solvente, cristalizagdo, e centrifugagao
(DESAI; BANAT, 1997).

Dependendo da natureza da molécula, comumente os solventes utilizados sdo o acetato
de etila (YIN et al., 2009), acetona (ABOUSEOUD et al., 2008), diclorometano (JOSHI et al.,
2008), cloroformio-etanol (2:1) (LOTFABAD et al.,, 2009) e cloroformio-metanol (2:1)
(PANSIRIPAT et al., 2010). Apds a remocao do solvente por evaporacdo rotativa a 40 °C, o
produto pode ser purificado por coluna cromatografica e cristalizado (DUBEY; JUWARKAR,
2001). Quando recuperados por precipitacao, pode-se utilizar sais como o sulfato de aluminio
(SCHENK et al., 1995) e sulfato de amoénio (MUKHERIJEE et al., 2006), além de acidos
como HCl e o H2SO4 (SARIN; SARIN, 2008).

Essas técnicas ja se encontram bem estabelecidas para aplicagdes em escala

laboratorial, no entanto, um dos inconvenientes mais importantes destes métodos de
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recuperagdo convencionais ¢ que eles sdo demorados. Além disso, os solventes organicos
volateis e as substancias quimicas utilizadas para a extracdo de solvente, também sao
dispendiosos, poluentes do ar e toxicos para a saude. Assim, € necessario desenvolver técnicas
mais econdmicas e ambientalmente amigéaveis para recuperagdo de biossurfactantes (SEN;
SWAMINATHAN, 2005).

Alguns métodos ndo convencionais de recuperacdo estdo sendo estudados, os quais
levam em consideragdo a atividade superficial e a capacidade de formar micelas dos
biossurfactantes, sendo aplicaveis para a recuperacao de biossurfactantes extracelulares em
meios de cultivo. Alguns exemplos de tais estratégias de recuperagdo de biossurfactantes
incluem fracionamento de espuma, ultrafiltracdo, adsor¢do-dessor¢do com resinas de
poliestireno, adsor¢ao-dessorcao com carvao ativado a base de madeira e cromatografia de
permuta i6nica (MUKHERJEE et al., 2006). Uma das principais vantagens destes métodos ¢ a
sua capacidade para operar de um modo continuo e com elevado grau de pureza.

Sarachat et al. (2010) estudaram o fracionamento de espuma para a recuperacdo de
biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa SP4, a partir de um caldo nutritivo com 6leo de
palma como fonte de carbono. A técnica de fracionamento de espuma foi utilizada para a
recuperagdo do biotensoativo excretado a partir do meio de cultura livre de células. Esta
técnica baseia-se no fendomeno de adsor¢do das moléculas tensoativas na interface gas-liquido,
onde ¢ realizada a injecdo de gas pela base de uma coluna e a medida que as bolhas de gas
ascendem através da solucdo, moléculas s3o concentradas na interface gas-liquido e
transportadas para a fase espuma que se formarda quando as bolhas enriquecidas em
substancias tensoativas saem da fase liquida. A espuma gerada pode ser removida obtendo-se
uma solugdo enriquecida no soluto tensoativo (LUCENA; SANTANA, 2000). Os resultados
do referido estudo mostraram que as condigdes operacionais foram otimizadas
proporcionando uma recuperacdo de 97% do biossurfactante e uma razdo de enriquecimento
de 4.

Dimitrov et al. (2008) aplicaram processos de extracdo de membrana liquida para a
recuperagdo de surfactina. Este processo opera em sistemas de trés fases de liquido, sendo
duas solucdes aquosas, uma solu¢do de alimentagdo e uma solugdo receptora, separadas por
um liquido orgénico, que representa a "membrana de liquido", a qual € insoliivel em ambas as
solucdes aquosas. Os compostos biossurfactantes sdo transportados a partir da alimentagao
para a solugdo receptora através da membrana liquida organica, sendo separados (LI et al.,

2008). Neste estudo obteve-se 97% de eficiéncia de recuperagdo em condi¢des otimizadas.
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Chen e Juang, (2008), otimizaram a recuperacdo de surfactina de caldos de
fermentacdo de B. subtilis por diferentes métodos e alcangaram uma melhor pureza, por
adsor¢do e troca idnica, apos o caldo ter sido tratado por processo de ultrafiltragdo em duas
etapas.

Kuyukina et al. (2001) utilizaram éter metil-terc-butilico (MTBE) como solvente para
a extra¢ao de biossurfactantes de culturas bacterianas de Rhodococcus. Apds a comparagdo
com outros sistemas de solventes mais conhecidos utilizados para a extracdo destes
compostos verificou-se que o MTBE foi capaz de realizar extracdo com elevada recuperacao
do produto. Devido a certas caracteristicas de MTBE, tais como toxicidade relativamente
baixa, biodegradabilidade, baixa inflamabilidade e facil utilizagdo em técnica de downstream,
a utilizacao deste solvente como um agente de extragdo, em escala industrial de producao de
biossurfactantes ¢ viavel.

Reiling et al. (1986), estudaram a producdo de biossurfactante em planta piloto e o
processo do downstream adaptado a escala maior. A produgdo foi realizada em biorreator de
23 L utilizando glicose como fonte de carbono. Para o enriquecimento do biossurfactante, os
autores utilizaram o caldo fermentado livre de células, sendo este purificado em duas etapas.
A primeira etapa utilizou cromatografia de adsor¢do em uma resina de poliestireno, onde a
adsor¢do foi acompanhada através da tensdo superficial medida em cada amostra. Na segunda
etapa uma purificagdo adicional foi realizada com cromatografia de troca i6nica. O produto
obtido foi 90% puro, e a recuperagdo total do material ativo foi acima de 60% com o
processamento utilizado.

Muitas vezes, uma Unica técnica de processamento downstream nao ¢ suficiente para a
recuperagdo do produto e sua purificacao. Desse modo, a recuperacao pode ser realizada em
multiplas etapas, usando uma sequéncia de passos de purifica¢do e concentracdo (REILING et
al., 1986) o que faz com que as industrias produtoras de biossurfactantes possam produzir

biossurfactantes com uma ampla gama de aplicagdes.

2.3 Biorremediacao

Os processos biologicos sdao uma tecnologia promissora para a remocgdo de
contaminantes (SZULC et al., 2014) e sobressaem-se por serem fundamentados em métodos
naturais e relativamente simples, sendo menos agressivos e mais adequados para a

manuten¢do do equilibrio ecologico (ORTEGA-CALVO et al., 2013).
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O conceito de biorremediagdao pode sofrer algumas alteragdes de acordo com o autor,
no entanto, de uma forma geral, ¢ um processo que se baseia em reagdes quimicas realizadas
por microrganismos sobre contaminantes presentes no ambiente natural. Essa acdo microbiana
¢ capaz de modificar ou decompor o composto original em formas mais simples, menos
toxicas ou atoxicas (MHATRE; KUNDE, 2014), sendo a mineralizagdo do contaminante o
beneficio maximo alcancado nesse processo (DELLAGNEZZE et al., 2014). A meta final
para biorremediacao € a conversao de residuos organicos em biomassa e sub-produtos inertes
do metabolismo microbiano como o CO> e agua (CHIRWA; WANG, 2000).

A Dbiorremediagdo engloba uma série de tecnologias e técnicas distintas para
tratamento ndo s6 de solos, mas também de dguas contaminadas e outros residuos, que podem
ser classificadas em processos de tratamento in Situ ou ex Situ. Nos processos in situ, a
remediacdo bioldgica ¢ feita no proprio local de contaminagdo, sem a extragado do meio
contaminado. Ja os processos €x Situ, exigem a remocgdo e transporte do solo contaminado
para um local adequado (RAMIREZ et al., 2014). A utilizacdo dessa tecnologia, quando
comparada a tecnologia in situ, apresenta a vantagem da facilidade de manipulagdo dos
fatores ambientais que influenciam a biodegradacdo do contaminante tais como pH,
temperatura, concentracdo de nutrientes, umidade e aeracdo (ZOUBOULIS; MOUSSAS,
2011). Além disso, a area de disposicao do solo ¢ frequentemente impermeével reduzindo a
lixiviacdo do contaminante para o solo ndo contaminado evitando consequente contaminacao
das aguas subterraneas. Geralmente, os casos em que a biorremediac¢do ¢ realizada ex Situ
estdo relacionados com altas concentragdes de contaminantes, necessitando de estratégias
mais eficientes de recuperacao desses residuos (MOHAN et al., 2006). As técnicas de
biorremediacdo ex situ mais aplicadas sdo landfarming, biopilhas, compostagem e
biorreatores.

O processo da biorremediagdo pode ocorrer naturalmente pela agdo dos
microrganismos autdctones, processo denominado atenuacao natural. No entanto, em geral, os
solos apresentam limitagdes nutricionais que submetem os microrganismos a condigdes
entravantes, o que reduz a eficicia da biorremediacdo. Nesses casos o solo pode receber a
introducdo de nutrientes, que estimulardo o metabolismo microbiano e contribuirdo para o
aumento das chances de sucesso do tratamento. A estimulacdo dos microrganismos pela
introducao de fontes nutricionais ¢ denominada bioestimulacdo (DELLAGNEZZE et al.,

2014).
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2.3.1 Atenuacdo natural

A atenuag¢do natural inclui uma variedade de processos fisicos, quimicos e bioldgicos,
os quais, dentro de condi¢des favoraveis, permitem a reducdo de massa, toxicidade,
mobilidade, volume ou concentragdes de contaminantes no solo ou dgua subterranea sem
interven¢gdo humana (USEPA, 1999). Este processo ocorre naturalmente em qualquer area
contaminada, com variavel grau de eficiéncia, dependendo dos tipos e concentragdoes de
contaminantes presentes e dos processos caracteristicos do local.

A biorremediagdo de compostos oleosos por populagdes naturais de microrganismos
representa um dos mecanismos primarios pelo qual os compostos poluentes sdo eliminados no
meio ambiente (TAPAJOS et al., 2008). A capacidade de degradar esses compostos é
apresentada por diversos géneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras
(TRINDADE, 2002). Esses microrganismos podem ser encontrados no solo, em ambientes
marinhos e de dgua doce.

A remediagdo natural ndo ¢ uma alternativa de “nenhuma acdo de tratamento”, mas
uma forma de minimizar os riscos para o meio ambiente, através do monitoramento do
deslocamento da pluma, assegurando que pontos como pogos de abastecimento de agua, rios,
lagos, ndo sejam contaminados (CORSEUIL; MARINS, 1998). Contudo, este processo
natural pode ser limitado pela falta de nutrientes, elétrons receptores ou ambos. Em muitos
locais, o processo de biodegradacdo fica limitado as zonas periféricas da area contaminada,
pois a presenca de contaminante em elevadas concentragdes torna o ambiente extremamente

hostil a proliferacdo de microrganismos (RABUS; HEIDER, 1998).

2.3.2 Bioestimulacéo

A bioestimulagdo de populagdes de microrganismos autdctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradacdo ¢ frequentemente empregada em projetos de
biorremediacdo. O processo de bioestimulo ¢ uma das estratégias mais adotadas em
tratamentos de recuperacdo de areas impactadas. Esta técnica consiste na corre¢do das
condi¢gdes ambientais, tais como nutrientes, oxigénio ¢ umidade para aumentar a atividade da
populagdo microbiana existente nas areas contaminadas (MILLER, 2010).

Os microrganismos podem ou ndo, inicialmente, ter como alvo os hidrocarbonetos

como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos sdo, supostamente, degradados mais
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rapidamente do que no processo de degradacao natural, devido a elevacao da populagdo de
microrganismos, causada pelo implemento dos niveis de nutrientes (SARKAR et al., 2005).

A suplementacdo de nutrientes para a degradacdo de hidrocarbonetos tem sido,
tradicionalmente, focada na adicdo de fontes de N e P, tanto orgénicas quanto inorganicas
DELLAGNEZZE et al., 2014). Devido ao fato do carbono ser o principal constituinte de
compostos oleosos, a sua dosagem tem sido considerada como um indice para a determinagao
das quantidades de N e P que necessitam ser adicionadas para atingir a 6tima relagdo C:N:P
(RISER-ROBERTS et al., 1998). A relagdo C:N:P de 100:10:1 no solo a ser biorremediado
tem sido normalmente recomendada (RISER-ROBERTS, 1998; CHENG; MULLA, 1999).

No processo de bioestimulagio os microrganismos se nutrem dos multiplios
compostos organicos para o desenvolvimento de seu metabolismo de manutencdo e

reprodu¢do culminado na remog¢ao do contaminante (KANISSERY; SIMS, 2011).

2.3.3 Biorremediacao de compostos oleosos com uso de biossurfactantes

A utilizacao de biossurfactantes em processos de biorremediagcdo tem se tornado um
método promissor para melhorar a eficidcia do tratamento de ambientes contaminados
(NGUYEN et al., 2008). Comparados com os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes, em
geral, exibem forte compatibilidade ambiental, maior atividade superficial, toxicidade
reduzida e alta biodegradabilidade (MULLIGAN, 2009). Por essa razao, os biossurfactantes
sao fortes candidatos a utilizagdo na biorremediagdo de solos contaminados ¢ ambientes
aquaticos (MARCHANT; BANAT, 2012), além de poderem ser produzidos por fontes
renovaveis como a fermentacdo microbiana, apresentando, assim, vantagem quimica frente
aos similares sintéticos (CHAPRAO, 2015). Segundo Banat et al. (2010) misturas
microbianas e de biossurfactantes sdo comercializadas por algumas empresas para utilizagao
em biorremediacao.

Os biossurfactantes aumentam as areas da superficie dos compostos insolaveis que
conduzem a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, além disso,
a interagdo com a superficie da célula aumenta a hidrofobicidade da superficie, permitindo
que substratos hidrofobicos possam se associar mais facilmente com células bacterianas,
como consequéncia, melhoram a biodegradagdao e remog¢ao dos compostos oleosos. A adi¢ao
dos biossurfactantes aumenta a biodegradacdo dos hidrocarbonetos através dos mecanismos

de mobilizagao, solubilizagao ou emulsificagao (NIEVAS et al., 2008).
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O mecanismo de mobilizagdo ocorre em concentragdes abaixo da concentracao
micelar critica (CMC) do biotensioativo. Nessas concentragdes, os biossurfactantes reduzem a
tensdo superficial e interfacial entre os sistemas ar/dgua e solo/dgua, fazendo com que o
angulo de contato dos biossurfactantes com o sistema solo/6leo aumente, reduzindo a forga
capilar, fazendo com que o 6leo ¢ o solo fiquem proximos (URUM; PEKDEMIR, 2004).

Por sua vez, acima da CMC do biossurfactante, ocorre o processo de solubilizagdo.
Nessas concentragdes as moléculas de biossurfactantes associam-se para formar micelas, o
que aumenta muito a solubilidade do 6leo. As extremidades das moléculas hidrofobicas dos
biossurfactantes ligam-se no interior da micela enquanto que as extremidades hidrofilicas
estdo expostas a fase aquosa do exterior. Consequentemente, o interior da micela cria um
ambiente compativel para moléculas organicas hidrofobicas (URUM, PEKDEMIR, 2004).

A emulsificagdo, que também ocorre acima da CMC, ¢ um processo que forma uma
emulsdo, contendo goticulas muito pequenas de gordura ou 6leo em suspensdo em um liquido,
geralmente a agua. Os biossurfactantes de elevado peso molecular sdo agentes emulsionantes
eficazes e sdo muitas vezes aplicados como aditivos para estimular a biorremediacdao e a
remogdao de substancias de petroleo a partir de ambientes contaminados (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011).

Moldes et al. (2011) avaliaram a influéncia da adi¢do de biossurfactantes provenientes
de Lactobacillus pentosuson para a eficiéncia da biodegradagdo de octano no solo pela
microbiota autoctone. Apds 15 dias, a eficiéncia da biodegradacao atingiu 59% e 63% para o
solo contaminado com 700 mg/kg e 70000 mg/kg de octano, na presenga de biossurfactantes,
enquanto que na auséncia, a taxa de remocao foi de 1% e 24%, respectivamente. Os autores,
concluiram que a mobilizagdo das moléculas de octano e consequente aumento na sua
biodisponibilidade foram as principais causas das diferencas observadas.

Com relagdo a aplicagdo dos biossurfactantes em processos de biorremediagdo, as
moléculas podem ser adicionadas externamente, por meio de processos de pulverizagao,
injecdo ou podem ainda ser produzidos no local, o que tem sido bastante estudado e parece ser
uma técnica promissora no caso de tratamento in situ. Neste ultimo caso, a producdo de
biossurfactantes pode ser obtida por bioaumento com microrganismos adequados para
producdo de biossurfactantes, uma vez que os microrganismos autoctones raramente
apresentam eficiéncia satisfatoria (LAWNICZAK et al., 2013).

Um estudo feito in situ, no deserto no Kuwait, com areias contaminadas com petroleo
revelou que houve uma reducdo de 82,5% de hidrocarbonetos totais de petroleo e reducao de

90,5% de n-alcanos, em um periodo de 12 meses (AL-AWADHI et al., 1992).
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O derramamento de 6leo do navio Exxon Valdez perto de Prince William Sound em
marco de 1989 ¢ um exemplo de grande contaminacao, onde houve o vazamento de cerca de
40 mil toneladas de 6leo bruto. Consequentemente, a acdo de descontaminacdo foi uma das
mais caras para um derramamento de petroleo a partir de um navio, com mais de 10.000
trabalhadores atuando nas operagdes de limpeza. O custo de limpeza para o primeiro ano foi
mais de US$ 2 bilhdes. A empresa Exxon Mobil teria gasto em torno US$ 4,3 bilhdes, como
consequéncia do derramamento, incluindo os custos de limpeza e varios acordos judiciais
(ARROZ, et al., 1996).

Durante as fazes iniciais de vazamento foi realizada a lavagem fisica com jatos de
agua a alta pressdo, ensaios de queimadura experimental in-situ e a utilizagdo de um grande
numero de navios, no entanto, menos de 10% do volume de vazamento original foi
recuperado na superficie do mar. Subsequentemente, biossurfactantes foram aplicados nas
areas poluidas para acelerar o crescimento e a atividade dos microrganismos degradadores de
petréleo. Duas a trés semanas depois, as regides tratadas com os biossurfactantes estavam
significativamente mais limpas do que as areas controle. No entanto, foi dificil avaliar os
efeitos de tratamento devido a heterogeneidade da contaminacao (SATPUTE et al., 2010).

Shafeeq et al. (1989) relataram a producao de biosurfactants por P. aeruginosa S8, a
qual foi isolada a partir de 4gua do mar contaminada com o6leo, e a degradagdo de
hexadecano, heptadecano, octadecano e nonadecano, in situ, foi de 47%, 58%, 73% e 60%,
respectivamente.

Chhatre et al. (1996) descreveram a degradacdo de 70% de petroleo por 4
microrganismos isolados de petroleo bruto em um campo de petréleo em Bombaim. Além
disso, um dos microrganismos produziu biossurfactante do tipo raminolipidio que,
consequentemente, aumentou a biodegradagao do petroleo.

Li et al. (2002) estudaram a remediacdo de solo poluido por hidrocarbonetos de
petroleo através da técnica de biorremediagdo ex situ, biopilhas que receberam suplementagao
de nutrientes e palha de arroz como material para melhoria das caracteristicas do solo quanto
a aeracdo. Durante 53 dias de operacdo, 38% a 57% do total do 6leo presente no solo foi
biodegradado. Esses autores concluiram que o sistema de biopilhas apresentou-se como uma
tecnologia eficiente de biorremediacdo de baixo custo.

Mccarthy et al. (2004) realizaram a remediacdo de 3.600 m* de solo contaminado com
hidrocarbonetos de petroleo, durante 55 dias no Alasca com a técnica de biorremediacdo ex
situ, landfarming. A concentragcdo do contaminante antes ¢ apds o tratamento teve uma

variacao de 1400 mg/kg a 430 mg/kg, respectivamente.
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Um sistema de biopilha aerada foi utilizado para tratar 15.000 m* de solo contaminado
por compostos oleosos em Savitok Point, Canada. As concentragdes do contaminante foram

reduzidas de 7000 mg/kg para 800 mg/kg no periodo de dois anos (ESG, 2001).

2.3.4 Contaminante — Biodiesel

O aumento no consumo de combustivel, e as preocupacdes sobre a escassez de
petréleo, criaram a necessidade do uso de biocombustiveis (THOME, et al., 2014). Um
exemplo ¢ o biodiesel, o qual fornece uma fonte alternativa de energia para uso em motores a
diesel (HUANG et al. 2012), e contribui com a redugdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
poluicao ambiental e ¢ fonte estratégica de energia renovavel em substitui¢ao aos derivados
de petrdleo (NETO et al., 2005).

No Brasil, o uso de biodiesel adicionado ao diesel ¢ obrigatério nos termos da Lei
11.097/2005 (BRASIL, 2005). Em janeiro de 2008, 2% de biodiesel foi requerido para ser
adicionado ao 6leo diesel de acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo. Esta percentagem
subiu para 4% em 2009, 5% em 2010, 6% em julho e 7% em novembro de 2014. Em marco
2016 foi aprovado o indice da mistura de 8% até 2017, com o incremento de um ponto
percentual a cada 12 meses, ou seja, 9% até 2018; e 10% até 2019 (BRASIL, 2016).

As propriedades fisico-quimicas do biodiesel variam conforme a composi¢do de
acidos graxos do elemento empregado na sua producao (LIN et al., 2011). Quimicamente, os
Oleos e gorduras consistem em moléculas de triacilglicerideos, constituidas por trés acidos
graxos de cadeia longa ligados na forma de ésteres a uma molécula de glicerol.

Segundo Schiiller (2000) a obtencdo de biodiesel é realizada pela reagdo de
transesterificagdo de Oleos vegetais ou animais com um alcool (metanol ou etanol), na
presenca de um catalisador, usualmente NaOH ou KOH (PASQUALINO et al., 2006) e como
co-produto da reacao a glicerina.

A biodegradabilidade do biodiesel ¢ favorecida pela presenca de cadeias C16-C18
(acidos graxos), auséncia de moléculas aromaticas, propriedades higroscopicas e
disponibilidade de ligagdes éster de alta energia (PASSMAN; DOBRANIC, 2005). Porém,
apresenta também algumas vulnerabilidades, como a suscetibilidade a biodeterioracdo em
sistemas de estocagem e a liberagcdo de Oxidos de nitrogénio (NOx) durante sua combustio
(DEMIRBAS, 2009).

A adi¢do de biodiesel ao diesel pode promover efeitos simultaneos, contribuindo para

o aumento da biodegradabilidade dos hidrocarbonetos a medida que a sua concentragdo ¢
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aumentada na mistura, devido ao fenomeno do cometabolismo (PASQUALINO et al., 2006),
sendo relatado que a biodegradabilidade do biodiesel pode ser até cinco vezes mais rapida do
que do diesel, inclusive em solos (FERELLA et al., 2010).

Ainda muito pouco ¢ sabido sobre como se da a biodegradagdo das fracdes de
diesel/biodiesel no solo, devido ao fato de essa nova mistura de combustivel ter sido inserida
recentemente na matriz energética mundial. Devido a isso, vem se trabalhando em intimeras
pesquisas para entender o comportamento dessa mistura no solo, uma vez que vazamentos e

derrames acidentais durante o refino, o transporte e estocagem sdo uma problematica

(MEYER, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 1 apresenta as etapas da metodologia empregada para atingirem-se o0s

objetivos delineados.

Figura 1 — Esquema da metodologia experimental.

Soro de Leite . .
Caracterizagdo dos [> Analises: sais, gordura,
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Ultrafiltragdo do Soro de
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processos de contaminante e ,
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3.1 Caracterizacdo dos residuos agroindustriais

Foi realizada a caracterizagdo do soro de leite e do permeado da ultrafiltragao do soro
de leite através de analises fisico-quimicas de sais, gordura, proteina, lactose, solidos totais e
umidade. O teor de sais foi determinado por secagem em mufla a 500° (AOAC, 1995; MAPA,
2006), e o teor de gorduras por espectroscopia no infravermelho préoximo (FTIR) (MAPA,
2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2000). A determinagdo de proteinas foi realizada por
espectroscopia no infravermelho proximo (FTIR) e pelo método Kjehdal (AOAC, 2005;
MAPA, 2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2000), a lactose foi determinada por
espectroscopia no infravermelho préximo (FTIR) e pelo método de Lane-Eynon (MAPA,
2006). A umidade foi determinada através da secagem em estufa a 105°C (AOAC, 1995;
MAPA, 2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) e o teor de soélidos totais por
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espectroscopia no infravermelho proximo (FTIR) e secagem em estufa a 105°C (AOAC,

1995; MAPA, 2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

3.2 Producdo de biossurfactantes

3.2.1 Identificacdo dos microrganismos produtores de biossurfactantes

Os microrganismos foram isolados de solo contaminado pelo vazamento de o6leo
diesel, em um posto de combustivel, no municipio de Passo Fundo, RS, no ano de 2009. O
isolamento foi realizado a partir de uma amostra do solo contaminado realizando-se dilui¢des
seriadas e plaqueamento. As colonias foram sucessivamente isoladas, testadas e
posteriormente mantidas em tubos com 4gar inclinado em refrigerador a 4 °C (DECESARO
et. al., 2013).

A identificacdo dos microrganismos produtores de biossurfactantes foi realizada no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA), Divisao de
Recursos Microbianos (DRM), da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), sendo
realizada a identificagdo molecular da linhagem dos microrganismos utilizando
sequenciamento e analise filogenética do gene RNA ribossomal 16S.

As amostras foram repicadas em placa de Petri contendo meio de cultura apropriado.
Para extracdo do DNA gendémico, uma algada de cultura foi diluida em 5 pL de agua
deionizada estéril e aquecida a 95°C por 3 min em termociclador.

A metodologia consistiu na amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S pela técnica de
PCR (reacdao em cadeia da polimerase), utilizando como molde o DNA genomico extraido
diretamente das culturas. Os primers (oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a regdo da
PCR foram p10f e p1100r, complementares as extremidades conservadas do gene ribossomal
16S dos microrganismos. Os produtos de amplificagdo foram purificados e submetidos
diretamente ao sequenciamento usando um sequenciador automatico.

As sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os diferentes
primers foram montadas em uma sequéncia Unica combinando os diferentes fragmentos
obtidos e comparadas com a sequéncia de organismos representados na base de dados do
GenBank e do RDP (Ribosomal database Project). Foram entdo selecionadas sequencias de
microrganismos relacionado aos microrganismos a serem identificados para realizacdo da
andlise filogenética. As sequéncias de analise foram alinhadas utilizando o programa

CLUSTAL X (THOMPSON et al.,, 1997) e as andlises filogenéticas foram conduzidas
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utilizando o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 1997). A matriz de distancia evolutiva
foi calculada com o modelo de Kimura (1980) e a constru¢do da arvore filogenética foi feita
pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com valores de bootstrap
calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software incluido no programa

MEGA 6.0.

3.2.2 Microrganismos e manutencéo de cepas

Para a multiplicagdo das células, para dar inicio ao processo fermentativo, os indculos
dos microrganismos foram preparados em meio PC (Plate Count), composto por triptona (5
g/L), extrato de levedura (2,5 g/L) e glicose (lg/L), a partir de tubos contendo os
microrganismos isolados em meio PCA (Plate Count Agar). Em erlenmeyers de 250 mL foi
adicionado 50 mL do meio PC, o qual foi inoculado com 2 algadas de coldnias por

erlenmeyer, com posterior incubagdo em agitador orbital por 48 h a 30 °C.

3.2.3 Preparo do meio de cultivo, inoculagéo e controles

Inicialmente os residuos foram submetidos a um pré-tratamento, no qual o pH dos
mesmos foi ajustado para 4,0 com HCI (1,0 mol/L) com posterior ebulicdo durante 10 min.
Ap6s arrefecimento, o pH foi ajustado com NaOH (1,0 mol/L) para 7,0 e o precipitado foi
removido por filtragdo através de algodao e o sobrenadante autoclavado (JOSHI et al., 2008).
O pré-tratamento foi realizado com a finalidade de precipitar a proteina e hidrolisar a lactose,
ficando mais prontamente utilizavel para os microrganismos.

O meio de cultivo foi composto por 50 mL de residuo e a adigdo de fontes de
nitrogénio, indutores e micronutrientes foi realizada de acordo com o Planejamento Fatorial

Fracionario 2°!, resolucdo IV, em dois blocos, apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Planejamento Fatorial Fracionario 2°! utilizado para avaliagdo das variaveis

significativas sobre a produgdo de biossurfactantes.

Tipo da Conc. Adicao da Solucéo Tipo conc
Trat. Bloco Fonte de Fonte de de Indutor Indutc;r
Nitrogénio  Nitrogénio  Micronutrientes*
1 I U (-1) 0,5% (-1) N (-1) OS(-1) 1% (-1)
2 I SA (+1) 1,0% (+1) N (-1) OS(-1) 1% (-1)
3 I U (-1) 0,5% (-1) S (+1) 0S (-1) 2% (+1)
4 I SA (+1) 1,0% (+1) S (+1) OS (-1) 2% (+1)
5 I SA (+1) 0,5% (-1) N (-1) B(+1) 2% (+1)
6 I U (-1) 1,0% (+1) N (-1) B(+1) 2% (+1)
7 I SA (+1) 0,5% (-1) S (+1) B(+1) 1% (-1)
8 I U (-1) 1,0% (+1) S (+1) B(1)  1%(-1)
9 il SA (+1) 0,5% (-1) N (-1) 0S (-1) 2% (+1)
10 II U (-1) 1,0% (+1) N (-1) OS (-1) 2% (+1)
11 11 SA (+1) 0,5% (-1) S (+1) OS (-1) 1% (-1)
12 11 U (-1) 1,0% (+1) S (+1) OS (-1) 1% (-1)
13 11 U (-1) 0,5% (-1) N (-1) B(+1)  1%(-1)
14 11 SA (+1) 1,0% (+1) N (-1) B(+l) 1%(-1)
15 11 U (-1) 0,5% (-1) S (+1) B(+1) 2% (+1)
16 11 SA (+1) 1,0% (+1) S (+1) B(+1) 2% (+1)

U: ureia; SA: sulfato de aménio; N: ndo; S:sim; OS: Oleo de Soja; B: Biodiesel. * A solugdo de micronutrientes
sera composta de Br: 0,026 g/L, Cu: 0,05 g/L, Mn: 0,05 g/L e Zn: 0,07 g/L, sendo adicionado 0,5 ml em 100 ml
de meio (PRAVEESH et al., 2011).

O planejamento descrito na Tabela 1 foi realizado 4 vezes, com dois microrganismos e
utilizando os dois residuos (soro de leite e permeado da ultrafiltragdo do soro de leite).

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio de
cultivo para realizacdo da fermentagdo. A inoculag¢do foi realizada com adi¢do de 2 mL de
in6culo preparado na etapa anterior, apresentando densidade otica maior ou igual a 1,0 a 660
nm. Os erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 30 °C durante 5 d, sendo retiradas
aliquotas no tempo inicial, 2 d e 5 d para a determinagdo da tensdo superficial do meio e da
concentragdo de biomassa.

ApoOs a constatacdo dos tratamentos que mais diminuiram a tensao superficial do meio,
tanto para soro de leite quanto para o permeado da ultrafiltracdo do soro de leite, repetiu-se a
fermentagdo, durante 5 d, para verificar se o comportamento de produg¢do dos agentes
tensoativos se mantinha, avaliando-se os cultivos através das determinacdes diarias de tensao
superficial e concentracdo de biomassa. Além disso, nos tempos inicial (0 d) e final (5 d)

foram realizadas as determinagdes de atividade emulsificante agua/dleo e 6leo/agua.
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3.2.4 Precipitagdo dos biossurfactantes

Ap0s o processo fermentativo, realizou-se a recuperacao do biossurfacante de acordo com
Dubey e Juwakar (2001). O caldo livre de células foi acidificado a pH 2 com HCI (1,0 mol/L),
seguido por incubagdo durante 12 h a 4 °C e depois centrifugado a 5000 min™' durante 10 min.
ApoOs a precipitacdo realizou-se a liofilizagdo (liofilizador marca Terroni) através da
desidratacao das amostras a frio sob vacuo, com acondicionamento a -70 °C até o momento do

uso.

3.2.5 ldentificacdo dos biossurfactantes produzidos

A identificacdo dos biossurfactantes produzidos para aplicacdo no ensaio de
biorremediacdo foi realizada por espectrometria de massas no Laboratério ThoMSon de
Espectrometria de Massas, da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

A amostra foi preparada dissolvendo 2 pg do biossurfactante em uma solugdo de
metanol/dgua (1:1 v/v). Para preparar a placa de MALDI, 1 pl do biosssurfactante foi
colocado sobre uma placa de 384 local (aco inoxidavel polido) e seco a temperatura ambiente.
A amostra seca foi entdo coberta com 1 pL de uma solu¢do de matriz DHB (30 mg/mL em
metanol). As analises foram realizadas por MALDI-MS num Bruker Autoflex III (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), que foi operada em modo refletor e equipado com um laser de
smart beam 337 nm. Cada espectro foi adquirido com 700 laser shots em um tnico disparo. A
regido de m/z sobre a qual os ions forma detectados foi de 1000 a 1600 m/z no modo ion
positivo. A faixa de poténcia do laser foi ajustada para 60% e as medicdes foram realizadas
nas seguintes condigdes: fonte de ions 1 = 19,0 kV, fonte de ions 2 = 16,6 kV, tensdo lente =
8,7 kV, tensdo refletor 1 = 21,0 kV, tensao refletor 2 = 9,70 kV, delay de extragdo dos ions =

1.1 ns, supressao = 500 Da.

3.3 Ensaio de biorremedia¢ao do solo contaminado

Para a realizagdo do experimento, foi utilizado um solo argiloso pertencente ao
campus experimental de Geotecnia da Universidade de Passo Fundo, sendo este coletado a 1,2
metros de profundidade (horizonte B) em uma trincheira aberta. As amostras de solo foram

coletadas em estado deformado.
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O solo utilizado para a realizagdo dos ensaios experimentais foi classificado
pedologicamente como um Latossolo Vermelho Distrofico Himico (STRECK et al. 2008). O
mesmo ¢ classificado geotecnicamente pela classificacdo unificada de solos como CH, ou
argila de alta plasticidade. A caracterizagdo geotécnica e fisica do solo estd apresentada na

Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizagdo geotécnica e fisica do solo utilizado.

Parametro Valor

Argila (%) 68,0
Silte (%) 5,0

Areia (%) 27,0

Limite de Liquidez (%) 53,0
Limite de Plasticidade (%) 42,0
Peso Real dos Graos (kN/m?) 26,7
Umidade Natural 34,0

Peso Especifico Natural (kN/m?) 16,3
Indice de Vazios 1,19

Grau de Saturacao (%) 75,7
Porosidade (%) 54,0
pH 5.4

Matéria Organica (%) <0,8

Condutividade Hidréaulica (cm/s) 1,39x107

Fonte: Prietto et al., 2010; Cecchin et al., 2016.

O solo apresenta pH acido, alto teor de argila, baixo teor de matéria organica e baixa
CTC, tipica de solos com predominancia do argilo-mineral caulinita (STRECK et al., 2008).
Os solos argilosos possuem baixa permeabilidade, porém em Latossolos, que apresentam uma
boa estruturacdo, a quantidade de macroporos ¢ suficiente para que haja uma permeabilidade
relativamente rapida de dgua e ar (REGINATTO, 2012).

O contaminante utilizado foi o biodiesel de soja puro (B100) adquirido junto a
empresa BSBIOS, localizada na BR 285, km 294, Distrito industrial de Passo Fundo, RS.

Os ensaios de biorremediacdao de solo contaminado foram realizados em biorreatores
hermeticamente fechados, com 300 g de solo, adicionado de 20% de biodiesel, e diferentes
concentracdoes de biossurfactantes (0,1%, 0,5%, 1,0%) em relagdo a concentracdo de
contaminante. A contaminacdo com 20% de biodiesel foi escolhida a fim de se realizar uma
simulagdo de contaminacdo extensiva com este tipo de combustivel, como por exemplo, as
que ocorrem em acidentes vidrios, uma vez que a maior parte da distribui¢do do biodiesel

ocorre via rede rodovidria. De acordo com Werneck e Rodrigues (2013), no ano de 2010,
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100% do biodiesel foi transportado por rodovias, devido principalmente, a falta de oferta de
outros modais que ndo o rodovidrio no territdrio nacional.

Os ensaios com adi¢do de biossurfactantes foram comparados com ensaios de
atenuag¢do natural, por um periodo de 90 d.

Adicionalmente, foram realizados ensaios nas mesmas condi¢gdes mencionadas
anteriormente, mas com o solo esterilizado, a fim de investigar a influéncia da presenga de
biossurfactantes e auséncia de microrganismos na reducao/dessor¢do do contaminante. Os
ensaios foram realizados em duplicata através do Delineamento Experimental apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3 — Planejamento Experimental dos ensaios de biorremediagao.

Trat. Técnica de Biorremediagao Contaminante Solo Esterilizado

1 Biossurfactante - 0,1% Biodiesel Nao
2 Biossurfactante - 0,5% Biodiesel Nao
3 Biossurfactante - 1,0% Biodiesel Nao
4 Atenuac¢ao Natural Biodiesel Nao
5 Controle - -

6 Biossurfactante - 0,1% Biodiesel Sim
7 Biossurfactante - 0,5% Biodiesel Sim
8 Biossurfactante - 1,0% Biodiesel Sim
9 Atenuacao Natural Biodiesel Sim

3.4 Determinagdes analiticas
3.4.1 Determinacéo da tensao superficial do meio

A tensdo superficial dos meios foi realizada na auséncia de células de acordo com o
método do anel (Du-Nuoy’s ring method), utilizando medidor de tensdo superficial, marca Sigma,
modelo 702, no tempo inicial, 2 d e 5 d de cultivo.

Foram determinados valores adimensionais de tensdo superficial (RTS), calculados
pela razao entre tensdo superficial inicial e tensdo superficial final, para os quatro primeiros
planejamentos. Assim, valores de RTS>1 indicam que houve reducao da tensao superficial e
RTS<I1 que houve aumento da tensdo superficial, sendo que este ultimo ndo ¢ de interesse do

referido estudo. Os valores de RTS foram tabelados e graficados e posteriormente analisados
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através de Analise de Variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95% (p < 0,05), para
comparacao dos tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999).

3.4.2 Determinacdo da concentracdo da biomassa seca durante a producdo de

biossurfactantes

A avaliagdo do crescimento dos microrganismos foi realizada pela determinacao da
concentracdo de biomassa no tempo inicial, 2 d e 5 d. Foram centrifugados 13 mL dos
cultivos em centrifuga (CT 5000 R), o sobrenadante foi removido e a biomassa foi adicionada
em capsulas de aluminio previamente taradas em estufa a 60 °C por 24 h. Através da Equacao

1, obteve-se a concentragdao da biomassa seca durante os cultivos.

(capsula+biomassa seca)— (capsula)

(1

Conc.de biomassa seca (mg/mL) = volume

Apos foram determinados valores adimensionais de concentracdo de biomassa (RCB),
calculados pela razdo entre concentracdo de biomassa final e concentracdo de biomassa
inicial, para os quatro primeiros planejamentos, sendo que RCB>I, indica que houve

crescimento microbiano.

3.4.3 Determinacéo da atividade emulsificante

A determinagdo da atividade emulsificante foi realizada no meio livre de células, apos a
centrifugacdo, no tempo inicial e final dos tratamentos que tiveram a maior reducdo da tensao
superficial. As atividades emulsificantes o0leo em agua (O/A) e agua em o6leo (A/O) foram
determinadas segundo metodologia proposta por Martins et al. (2006) com modificagdes em
relacdo ao 6leo utilizado. Foram utilizados 3,5 mL de extrato obtido do processo fermentativo e 2
mL de biodiesel. A mistura foi agitada em agitador Vortex a 700 rpm por 1 min. Apds 60 min de
repouso foi lida a absorbancia do meio emulsificado O/A em espectrofotometro a 610 nm. A
absorbancia da atividade emulsificante O/A foi obtida diminuindo-se a absorbancia da amostra da
absorbancia do branco conforme a Equacdo 2. Apos 24 h de repouso foi realizada a leitura em
paquimetro, da altura da emulsdo A/O formada e da altura total (altura da emulsdo mais altura da
camada remanescente de 6leo), gerando a atividade emulsificante A/O de acordo com a Equacao

3. Trés brancos foram realizados, utilizando extrato no lugar da amostra.
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AEO/A = (ABSamostra - ABSbranco) (2)

AEA/O = (Eamostra - Ebranco) (3)

Em que:
AEo/a: atividade emulsificante 6leo/agua (UE);
AEao: atividade emulsificante agua/dleo (UE);
ABS: absorbancia;

E: relagdo centesimal entre a altura da emulsdo dgua/dleo e a altura total;

3.4.4 Determinacéao do teor de umidade

As determinacdes de umidade dos ensaios de biorremediacao em solo foram realizadas
no tempo inicial, 30 d, 60 d, 45d e 90 d, através da Equagao 4, segundo NBR 6457 (ABNT,
1986).

(capsula+soloimido)— (capsula+soloseco) 100

Umidade(%) =

“4)

(capsula +soloseco)— (capsula)

Os valores obtidos nas analises de umidade foram utilizados para realizagdo do célculo

da remocao do contaminante, pois o mesmo foi realizado com relacao ao solo seco.

3.4.5 Determinacéo do COz: liberado

Para avalia¢do da producdo de CO> nos ensaios de biorremediagdo, foi utilizado a
metodologia de respirometria, adaptado do método respirométrico de Bartha descrito pela
NBR — 14.283. A mensuragao da geracao de CO, foi realizada somente nos ensaios em que o
solo utilizado nao foi esterilizado.

O volume da solugdo de HCI, gasto para atingir o pH capaz de mudar a coloragdo do
indicador fenolftaleina da cor rosea para a incolor, foi utilizado no calculo da quantidade de
CO»> produzido, comparando-se com o volume gasto para titular o branco (NaOH sem
presenca de solo no interior do frasco). Este calculo ¢ possivel, pois o CO; resultante da
biodegradacdo reage com o NaOH, no interior do frasco, formando Na;COs. Quando a
mistura de NaxCOs3 e excesso de NaOH ¢ adicionada a solu¢do de BaCl, ocorre reagdo do

Na,COs e do BaCl; formando o precipitado BaCOs, sequestrando o carbonato e garantindo
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que o HCI reaja apenas com o NaOH excedente (Equacdo 5 e 6), permitindo o célculo da
quantidade de CO; produzida (COSTA, 2005).

Nos frascos contendo os solos contaminados foi colocado um béquer de 50 mL com
30 mL de solugdo de NaOH (0,5 mol/L). A cada 2 dias foi retirado o béquer contendo NaOH,
dos quais foram retirada uma aliquota de 10 mL para um erlenmeyer (125 mL), ao qual foi
adicionado 10 mL de BaCl, (0,2 mol/L) e 2 gotas de indicador fenolftaleina. Esse precipitado
foi titulado com HCI padronizado (0,1 mol/L) para calculo da liberacdo de CO-
(determinagdes foram feitas em duplicata). Apos, lavou-se o béquer com agua destilada e

adicionou-se o NaOH (30 mL), para novas determinagdes.

2NaOH + C02— Na2C03 + H20 (5)
NaOH + HCl - NaCl + H20 (6)

Com o volume de HCI gasto na titulagdo foi possivel saber, por estequiometria, a
quantidade de CO» gerada pelos microrganismos do solo em cada um dos tempos

determinados, conforme Equagao 7.

C — CO2mgy= (B —V). M. f.6.(V1.V2) (7)

Em que:
B= Volume de HCI gasto no branco (mL);
V = Volume de HCI gasto na amostra (mol/L);
M = Concentragao real do HCI (mol/L);
6 = Massa atomica do C(12) dividido pelo nimero de mols de CO> que reagem com o NaOH
V1 = Volume de NaOH usado na captura de CO> (mL);
V2 = Volume de NaOH usado na titulagdo (mL);
F = fator de corre¢ao do HCI;

Como foram retiradas amostras de solo para a andlise de 6leos e graxas ao longo do
tempo, o calculo da liberagdo de CO, sempre foi corrigido para a massa de 1 kg de solo.

Os dados foram tabelados e graficados e posteriormente analisados através de Analise
de Variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95% (p < 0,05), para comparacao dos
tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999).
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3.4.6 Analise de 0leos e graxas

A andlise de 0leos e graxas foi realizada para determinar a remog¢do do contaminante
pelos microrganismos presentes no solo, nos tempos inicial, 30 d, 45 d, 60 d, e 90 d.

A andlise gravimétrica de 6leos e graxas foi realizada seguindo a metodologia de
extragdo por ultrassom da USEPA 3550B (1996). O ultrassom auxilia na remog¢do de
substancias volateis e semi-volateis do solo, podendo esta ser quantificada. O calculo do teor

residual e do percentual de degradacdo foi calculado através da Equagao 8.
Teor residual (%) = % .100 (8)
0

Em que:
Po: Quantidade de amostra de solo em peso seco utilizada na analise (g)
Pi: Peso do baldo de fundo chato (g)

P>: Peso do baldo de fundo chato mais a mistura B100 extraida do solo contaminado (g)

O resultado foi obtido em base seca, sendo que para obtencao do resultado na forma de

remocao foi utilizada a Equacao 9.

OGinicial— OGfinal 100 9)

OGinicial

Remocio(%) =

Em que:
OG inicial: concentragao inicial de 6leos e graxas

OG final: concentracdo final de 6leos e graxas

Os dados foram tabelados e graficados e posteriormente analisados através de Analise
de Variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95% (p < 0,05), para comparagdo dos
tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos nesta pesquisa bem como as
discussdes pertinentes aos mesmos. O capitulo estd divido em duas partes: produgdo de
biossurfactantes a partir de soro de leite e do permeado da ultrafiltracao de soro de leite ¢ o
uso dos biossurfactantes produzidos em ensaio de biorremediacdo, sendo inicialmente
apresentado os resultados de caracterizagdo dos residuos e de identificagio dos

microrganismos produtores de biossurfactantes.

4.1 Caracterizacdo dos residuos

A Tabela 4 apresenta os resultados das andlises realizadas no soro de leite e no
permeado da ultrafiltracdo do soro de leite, para verificagdo das caracteristicas de cada um dos
residuos. As principais diferengas nos valores obtidos para os seis pardmetros analisados estao
nos teores de sais, proteinas e solidos totais, isso se deve ao fato que na ultrafiltracdo os

solutos de maior peso molecular sdo retidos na membrana.

Tabela 4 — Caracterizagdo do soro de leite e do permeado da ultrafiltracdo do soro de leite.

Permeado da Ultrafiltragio

Analises/Residuos Soro de Leite _
do Soro de Leite

Sais (g/100g) 0,51 0,19
Gordura (g/100g) 0,14 0,06
Proteina (g/100g) 0,61 0,17
Lactose (g/100g) 4,21 4,21
Sélidos Totais (g/100g) 5,48 5,11
Umidade (g/100g) 94,52 94,90

Devido a sua rica composi¢ao o soro de leite ¢ um 6timo substrato para a fermentacao
industrial e tem contribuido para bom crescimento microbiano. O soro de leite pode ser
utilizado em processos fermentativos de producdo de bioprodutos com elevado valor
agregado, tais como bioemulsificantes (SPALATELU, 2012).

Segundo Fox e Bala (2000) os residuos de soro de leite sdo considerados como

substratos vidveis para a produgdo de biossurfactantes, em substituicao as fontes tradicionais,
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no entanto para utilizar eficazmente a lactose, o microrganismo escolhido deve ser capaz de

metabolizar a lactose e seus produtos de degradagdo, glicose e galactose.
4.2 ldentificacdo dos microrganismos produtores de biossurfactantes

A analise microscopica revelou que se tratam de duas bactérias, na forma de
bastonetes, com coloragao Gram positiva.
Para o Microrganismo 1 a arvore filogenética construida a partir das sequéncias

recuperadas da base de dados do GenBank e da amostra est4 apresentada na Figura 2.

Figura 2 — Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre a sequéncia parcial
do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 1 e sequéncias de linhagens de

microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank.

74| Microrganismo 1
94 I Bacillus methylotrophicus CBMB205" (EU194897)

Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535 T (AB006920)

sg | | Bacillus subtilis DSM10T (AJ276351)
89 L Bacillus tequilensis 10b T (HQ223107)
Saccharococcus thermophilus ATCC43125T (L09227)

ﬁacﬂlus mojavensis IFO15718" (AB021191)

0.01

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S obtida para a amostra do

Microrganismo 1 esta apresentada na Figura 3.

Figura 3 — Sequéncia parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada.

CTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAR
TACCGGATGGTTGTYTGAACCGCATGCTTCAGACATAAAAGGTGECTTCGGCTACCACT TACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTL
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCARTGGACGARAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGARGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCRAACCGGGGAGGGTCATTGGARACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT GGAATTCCACGTETAGCGGTGARR
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAARAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT CARAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTSG
TGC

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S do Microrganismo 1 apresentou

100% de similaridade com sequéncias de RNA ribossomal de varias linhagens de Bacillus

methylotrophicus e Bacillus amyloliquefaciens, além de varios isolados de Bacillus sp.,
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contidas na base de dados consultadas do GenBank e RDP. A andlise filogenética (Figura 2)
apresentou o Microrganismo 1 em um agrupamento juntamente com a linhagem tipo de
Bacillus methylotrophicus, confirmando os resultados da busca nas bases de dados e definindo
a identifica¢do do Microrganismo 1 em nivel de espécie.

Para o Microrganismo 2 a arvore filogenética construida a partir das sequéncias

recuperadas da base de dados do GenBank e da amostra est4 apresentada na Figura 4.

Figura 4 — Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre a sequéncia parcial
do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 2 e sequéncias de linhagens de

microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank.

Bacillus safensis FO-036b 7T (AF234854)
* Bacitius pumilus ATCC 7061 7 (AY875289)

99 Microrganismo 2

Baciflus altitudinis 41KF2b T (AJ831842)
77 5| Bacilius stratosphericus 41KF2a T (AJB31841)
Baciflus aerophilus 28K 7 (AJ831844)
Bacilius idriensis SMC 4352-2 T (AY904033)

Baciflus amyioliquefaciens ATCC 233507 (ABO06920)
100 |-— Bacilius valiismortis CIP 1047927 (AB021128)

Saccharococcus thermophitus CCM 35867 (L09227)

0.01

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S obtida para a amostra do

Microrganismo 2 esta apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Sequéncia parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada.

CAGAMGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCEGACGGGTGAGTARCACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGARA
CCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGT TCAAGGATGARAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGE
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCARGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACS
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGEGAATCTTCCGCAATGGACGARAGTC TGRCGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAARGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACRAGTGCGAGAGTAACTGE TCGCACCTTGACGGTACCTRAACCAGARAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCET TGTCCGGAATTAT TGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAARCTGGGARACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGRAATGCGTAGAGAT GTGEAGGAACACCAGTGGCGAAGGCCACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC TGAGGAGCGARAGCGTGGGG
RGCGARCAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAARCGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA
RCGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCARGACTGARACTCARAGGAAT TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATETS
GTTTAATTCGAAGCAACGCGARGAACCTTACCAGGTCTTG

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S do Microrganismo 2 apresentou

100% de similaridade com sequéncias de RNA ribossomal de varias linhagens de Bacillus
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pumilus e Bacillus safensis, contidas na base de dados consultadas do GenBank ¢ RDP. A
analise filogenética (Figura 4) recuperou o Microrganismo 2 em um agrupamento coeso,
suportado por alto valor de re-amostragem (96%), juntamente com as linhagens tipo de
Bacillus pumilus e Bacillus safensis, confirmando os resultados de busca na base de dados.
Neste caso o gene RNA ribossomal 16S ndo ofereceu resolucdo para discriminar essas
espécies de Bacillus, as quais sdo filogeneticamente muito proximas entre si e idénticas em
nivel de RNAr 16S. Estas bactérias sdo gram-positivas, anaerobicas facultativas e pertencem a
familia Bacillaceae. Estas espécies apresentam caracteristicas genotipicas muito semelhantes
e podem ser diferenciadas através de propriedades bioquimicas ou genes marcadores
especificos, como o gene da DNA girasse.

O Quadro 2 apresenta o resultado da identificacdo dos Microrganismos 1 e 2.

Quadro 2 — Resultado da identificagdo do Microrganismo 1 e 2.

Amostra Identificacéo
Microrganismo 1 Bacillus methylotrophicus, Madhaiyan et al., 2010
Microrganismo 2 Bacillus sp., Cohn, 1872

4.3 Producao de biossurfactantes

4.3.1 Experimentos utilizando soro de leite como componente do meio de cultivo

As Figuras 6, 7, 8 e 9 apresentam os resultados das medidas de tensdo superficial e
concentragdo de biomassa das fermentacdes com soro de leite para a Bacillus
methylotrophicus e Bacillus pumilus, para os experimentos dos Planejamentos Experimentais

realizados.




Figura 6 — Medidas de tensdo superficial obtida nos meios livres de células durante a
fermentag@o submersa, para a producdo de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a

partir de soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amoénio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amoénio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amodnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amdnio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.
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Figura 7 — Concentragdo de biomassa obtida durante a fermentacao submersa, para a

producdo de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amoénio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amodnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,

1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes,
oleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amdnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,

1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amdnio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.



Figura 8 — Medidas de tensao superficial obtida nos meios livres de células durante a
fermentagdo submersa, para a producdo de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de

soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de aménio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amonio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amodnio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amodnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, dleo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: wureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amodnio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.



Figura 9 — Concentracdo de biomassa obtida durante a fermentacao submersa, para a

producdo de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de aménio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amodnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amdnio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amdnio, 0,5%,
com micronutrientes, 0leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: wureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amodnio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.

Avaliando os resultados para Bacillus methylotrophicus (Figura 6) pode-se observar

que exceto os tratamentos T6 e T8, os demais apresentaram decréscimo da tensdo superficial
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no decorrer do tempo de fermentacao, indicando producao de compostos tensoativos no meio
de cultivo, sendo que o tratamento que apresentou menor tensdo superficial apos 5 d de
cultivo foi o T4, onde a tensdo superficial obtida foi de 27,51 mN/m, sendo considerada baixa
(DUBEY et al, 2012). Na maior parte dos tratamentos foi observado crescimento microbiano
(Figura 7). O tratamento que teve o maior concentracdo de biomassa foi o T6, 8,52 mg/mL,
apos 5 d de fermentagao.

Na fermentagdo com Bacillus pumilus na maioria dos tratamentos também houve
reducdo da tensdo superficial no decorrer do tempo (Figura §), no entanto a diminui¢do nao
foi acentuada. O tratamento que apresentou a menor tensdo superficial foi o T10, de 30,29
mN/m. Em todos os tratamentos houve aumento da concentracdo de biomassa, sendo que o
tratamento com maior aumento foi T1 (5,48 mg/mL) (Figura 9). Observa-se ainda grande
variacdo nos valores de tensdo superficial no tempo inicial, isso se deve as diferentes
composic¢des do meio de cultivo.

As relagdes entre as tensdes superficiais, inicial e final (RTS) e as concentragdes de
biomassa final e inicial (RCB) estdo apresentadas na Tabela 5. Quanto maior for o fator,
maior a reducdo da tensdo superficial € maior o crescimento microbiano, indicando maior
producdo de biossurfactantes.

O maior valor obtido de RTS para fermenta¢ao com Bacillus methylotrophicus (1,43)
foi para o T4, ja na fermentacdo com Bacillus pumilus o maior valor obtido (1,28) foi para o
T10. Para a concentracao de biomassa, os maiores valores obtidos de RCB para fermentagao
com Bacillus methylotrophicus foram para o T6 (2,29) ¢ T1 (2,28). Quanto a fermentagdo
com Bacillus pumilus o maior valor obtido (5,21) foi para o T1, sendo estes os tratamentos

onde houve o maior crescimento microabiano.
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Tabela 5 — Relagdo entre a tensdo superficial inicial e final e entre a concentragao de biomassa

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus.

Bacillus methylotrophicus Bacillus pumilus

Tratamento RTS RCB RTS RCB
TI 12340002 2.2840.01 1.0340.005 5.2140.17
T2 1.3840.003 0.93+0.03 0,990,000 2.6340.01
T3 1.2340.002 0.7740.02 1.0340.005 1.9140,09
T4 1.4340.005 1.58+0.02 0.9340.007 2.07+0.01
TS 10840001 1.0340.01 1,020,001 1.9140,02
T6 0.9340.001 2.29:40.00 0.8440.001 2.5940.17
T7 1,020,002 1.18+0,02 0.88+0,000 1.4340.13
T8 0.9740.000 1.07+0.00 0.8340.002 1.89+0.14
T9 1.3840.014 1.4140.03 1,170,007 1.47+0,00
T10 1.16£0.019 1.56+0.02 1.2840.013 1.62+0.03
T11 1.3940.010 0.73+0.01 1,030,008 1.16+0.12
T12 1.2240.003 1.56+0.09 1,040,011 1.89+0.01
T13 1.2240.011 1.40+0.20 1.0040.016 1.5540,06
T14 1.3040.002 0.58+0.03 0.8540.003 1.5320.09
T15 1.2340,022 0.56+0.03 1.0840,024 2.00+0.14
T16 1,140,005 0.89-0.07 0.9240.018 1.64+0.17

* Resultados de média + desvio padrdo; RTS: Relagdo entre a tensdo superficial inicial e final; RCB: Relagao
entre a biomassa final e inicial,

Levando em consideracdo a reducdo da tensdo superficial nos 16 tratamentos pode-se
observar que o maior crescimento dos microrganismos nao indicou maior reducdo da tensdo
superficial, pois os tratamentos em que se obteve maior reducdo da tensdo superficial foram
T4 ¢ T10, para Bacillus methylotrophicus ¢ Bacillus pumilus, respectivamente, ndo sendo
estes os tratamentos com maior crescimento microbiano.

Para melhor entendimento da influéncia das variaveis sobre a tensao superficial
realizou-se analise de variancia dos resultados através do médulo Experimental Design do
Software Statistica 8.0, utilizando os valores referentes a relacao da tensdo superficial inicial e
final. Para a concentra¢ao da biomassa nao se realizou a analise de variancia dos resultados
por nao ser esse o produto de interesse, mas sim a tensdo superficial, sendo que este
parametro foi analisado para verificar se haveria relagdo entre o crescimento microbiano e a
redu¢do da tensdo superficial.

A Tabela 6 apresenta os efeitos estimados das variaveis estudadas, (fonte de
nitrogénio, concentragao da fonte de nitrogénio, adi¢ao da solu¢ao de micronutrientes, tipo de
indutor e concentragdo de indutor), sobre a tensdo superficial, para fermentagdo com Bacillus
methylotrophicus. As variaveis significativas (p<0,05) na redugdo da tensao superficial foram
o tipo da fonte de nitrogénio e o tipo de indutor. A maior reducdo da tensdo superficial foi

observada para o nivel +1 da variavel tipo da fonte de nitrogénio, ou seja, o efeito principal
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foi positivo, na presenga de sulfato de amonio (Figura 10a). Ja para a variavel tipo de indutor,
a maior redu¢do da tensao superficial foi observada no nivel -1, com efeito principal negativo,

na presenga de dleo de soja (Figura 10b).

Tabela 6 — Efeitos estimados das variaveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentagao

submersa com soro de leite.

Fonte de Variacéo Efeitos Estimados p (nivel de significancia)
Média 1,2069 0,0000
Blocos 0,0970 0,0004
(1) Tipo da Fonte de Nitrogénio 0,1172 0,0000
(2) Conc. da Fonte de Nitrogénio -0,0304 0,2363
(3) Adicao Solucéo de Micronutrientes -0,0033 0,8963
(4) Tipo de Indutor -0,1916 0,0000
(5) Concentracéo de Indutor -0,0169 0,5068

Figura 10 — Efeito do tipo da fonte de nitrogénio (a) e do tipo de indutor (b) na redu¢do da
tensao superficial para a produgao de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir

de soro de leite.
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A Tabela 7 apresenta os efeitos estimados das variaveis estudadas, (fonte de
nitrogénio, concentracao da fonte de nitrogénio, adi¢do da solu¢do de micronutrientes, tipo de
indutor e concentragdo de indutor) sobre a tensdo superficial, para fermentacdo com Bacillus
pumilus. Todas as variaveis foram significativas para a reducdo da tensao superficial. Para as
variaveis: tipo da fonte de nitrogénio (Figura 11a), concentragdo da fonte de nitrogénio
(Figura 11b), adi¢do da solugdo de micronutrientes (Figura 11c) e tipo de indutor (Figura
11d), a maior redu¢do da tensdo superficial ocorreu no nivel -1, ou seja, os melhores

resultados foram obtidos quando utilizada com a ureia como fonte de nitrogénio, na
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concentracao de 0,5%, sem a adi¢do da solucao de micronutrientes € com o6leo de soja como
indutor. Ja para a variavel concentragao de indutor no nivel +1, o efeito principal foi positivo,

isto € na concentracao de 1% (Figura 11e).

Tabela 7 — Efeitos estimados das variaveis para fermenta¢ao com Bacillus pumilus, para

fermentacdo submersa com soro de leite.

Fonte de Variacao Efeitos Estimados p (nivel de significancia)
Média 0,9942 0,0000
Blocos 0,1042 0,0000
(1) Tipo da Fonte de Nitrogénio -0,0457 0,0085
(2) Conc. da Fonte de Nitrogénio -0,0724 0,0001
(3) Adicéo Solucéo de Micronutrientes -0,0554 0,0018
(4) Tipo de Indutor -0,1362 0,0000
(5) Concentracéo de Indutor 0,0775 0,0000

Figura 11 - Efeito da fonte de nitrogénio (a), da concentracao da fonte de nitrogénio (b), da
adicao da soluc¢ao de micronutrientes (c), do tipo de indutor (d) e da concentracao de indutor
(e) na redugdo da tensdo superficial para a producdo de biossurfactantes com Bacillus

pumilus, a partir de soro de leite.
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4.3.2 Experimentos utilizando permeado da ultrafiltracdo do soro de leite como

componente do meio de cultivo

As Figuras 12, 13, 14 e 15 apresentam os resultados das medidas de tensao superficial

e concentragdo de biomassa das fermentagdes com permeado da ultrafiltracao de soro de leite

para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus, para os experimentos dos Planejamentos

Experimentais realizados.
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Figura 12 — Medidas de tensdo superficial obtida nos meios livres de células durante a
fermentacdo submersa, para a producdo de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a

partir de permeado da ultrafiltragdo de soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de aménio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amdnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amdnio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amodnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, dleo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amonio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.
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Figura 13 — Concentragao de biomassa obtida durante a fermentacao submersa, para a

producdo de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de permeado da
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,

o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de aménio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amdnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,

1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amdnio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amodnio, 0,5%,

com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amodnio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.



Figura 14 — Medidas de tensdo superficial obtida nos meios livres de células durante a
fermentacdo submersa, para a producdo de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de

permeado da ultrafiltracdo de soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de aménio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amdnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amdnio, 0,5%, sem micronutrientes,
oleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amdnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amoénio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amonio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.
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Figura 15 — Concentragao de biomassa obtida durante a fermentacao submersa, para a
producdo de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de permeado da ultrafiltragdo de

soro de leite.
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T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes,
6leo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amoénio, 1,0%, com
micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6:
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amodnio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amonio, 0,5%, sem micronutrientes,
o6leo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, 6leo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amodnio, 0,5%,
com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, 6leo de soja, 1,0%; T13: ureia,
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amonio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel,
1,0%; T15: wureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amoénio, 1,0%, com
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.
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Avaliando os resultados para Bacillus methylotrophicus pode-se observar que na maior
parte dos tratamentos houve diminui¢do da tensdo superficial no tempo 2 d (Figura 12), no
entanto com o avang¢o do periodo de fermentacdo houve aumento, sendo que nos tratamentos
em que houve diminui¢do, a mesma ¢ considerada pequena, o que indica a pequena produgao
de compostos tensoativos no meio de cultivo. O tratamento que apresentou a menor reducao
da tensao superficial em 5 d de cultivo foi o T2, onde a tensdo superficial obtida foi de 35,07
mN/m. Quanto a concentragdo de biomassa no decorrer do tempo de fermentacao, todos os
tratamentos tiveram aumento (Figura 13), indicando que houve crescimento microbiano,
sendo que o tratamento em que se obteve a maior concentragdo foi o T4, onde a concentracao
de biomassa obtida foi 7,13 mg/mL.

Para a fermentacdo com Bacillus pumilus, na maior parte dos tratamentos houve
redugdo da tensdo superficial no decorrer do tempo, sendo que o tratamento que apresentou a
menor tensdo superficial foi T4, onde a tensdo superficial obtida foi de 26,02 mN/m (Figura
14), considerada baixa (DUBEY et al, 2012), o que indica a producdo de biossurfactantes no
meio de cultivo. Com relagdo a concentracdo de biomassa, todos os tratamentos tiveram
aumento no decorrer do tempo de fermentagdo, exceto o T13, indicando que houve o
crescimento microbiano. O maior valor foi para o T4, onde a concentracdo de 9,37 mg/mL
(Figura 15).

As relagdes entre as tensdes superficiais inicial e final (RTS) e concentragdo de
biomassa final e inicial estdo apresentado na Tabela 8. O maior valor obtido de RTS para
fermentacdo com Bacillus methylotrophicus (1,24) foi para o T2, ja na fermentagdo com
Bacillus pumilus, o maior valor obtido (1,58) foi para o T4, sendo estes os tratamentos onde
houve maior redugao da tensao superficial. Para a relagdo da concentracdo da biomassa para
os dois microrganismos, o maior valor obtido de RCB durante a fermentacdo foi com o T4,
sendo que para Bacillus methylotrophicus o valor foi de 10,24 e para a Bacillus pumilus foi de

11,83, sendo estes os tratamentos onde houve maior crescimento microbiano.
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Tabela 8 — Relagado entre a tensdo superficial inicial e final e entre a concentragdo de biomassa

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus.

Bacillus methylotrophicus Bacillus pumilus

Tratamentos

RTS RCB RTS RCB
Tl 0,99+0,001 5,06+0,14 1,10£0,018 6,66<1,10
T2 1,244+0,009 7,5740,61 1,020,004 9,35+0,21
T3 1,110,024 6,30+0,28 1,290,011 4,20+0,09
T4 1,03+0,006 10,2440,03 1,58+0,012 11,83+0,12
TS 1,010,011 5,12+0,09 1,190,011 4,67+0,24
T6 1,16+0,011 4,13+0,16 1,15+0,003 2.26+0,06
T7 0,9440,006 8,34+0,09 1,09+0,007 3,96+0,06
TS 0,910,005 3,26+0,15 1,03+0,001 2.,46+0,20
T9 0,980,004 4,20+0,25 1,010,015 4,3420,06
T10 0,970,005 5.43+0,13 1,010,003 2,95+0,19
TI1 1,13+0,008 6,76+0,18 1,200,011 1,49+0,04
T12 1,1340,018 3,01+0,22 1,14+0,043 1,86+0,01
T13 0,960,009 2,92+0,19 1,04+0,024 0,95+0,05
T14 0,930,008 4,01+0,09 1,000,007 2,04+0,01
T15 0,980,002 2.33+0,07 0,960,002 1,69+0,01
T16 0,94+0,008 5,99+0,07 0,94+0,011 2,30+0,05

* Resultados de média + desvio padrdo; RTS: Relagdo entre a tensdo superficial inicial e final; RCB: Relagao
entre a biomassa final e inicial,

Levando em consideracao a reducao da tensao superficial nos 16 tratamentos pode-se
observar que para Bacillus methylotrophicus o maior crescimento dos microrganismos nao
indicou maior redu¢do da tensdo superficial, pois o tratamento em que se obteve maior
reducdo da tensdo foi o T2. No entanto, para Bacillus pumilus, o tratamento em que se obteve
maior reducao da tensao superficial € 0 mesmo em que houve maior crescimento microbiano,
podendo ambos estarem interligados.

Para melhor entendimento da influéncia das varidveis sobre a tensdo superficial
realizou-se andlise de variancia dos resultados através do mddulo Experimental Design do
Software Statistica 8.0, utilizando os valores referentes a relagao da tensao superficial inicial e
final. Para a concentragdo de biomassa ndo se realizou a analise de variancia dos resultados
por ndo ser esse o produto de interesse, mas sim a tensdo superficial, sendo que este
parametro foi analisado para verificar se haveria relagdo entre o crescimento microbiano e a
redugdo da tensao superficial.

A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados das varidveis estudadas, (fonte de
nitrogénio, concentracdo da fonte de nitrogénio, adi¢do da solu¢do de micronutrientes, tipo de
indutor e concentragdo de indutor), sobre a tensdo superficial, para fermentagdo com Bacillus

methylotrophicus. A tnica variavel significativa para a reducdo da tensdo superficial foi tipo
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de indutor, sendo que a maior reducdo da tensdo superficial ocorreu no nivel -1, com efeito

principal negativo, na presenca de 6leo de soja (Figura 16).

Tabela 9 — Efeitos estimados das variaveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentagao

submersa com permeado da ultrafiltracao de soro de leite.

Fonte de Variacao Efeitos Estimados p (nivel de significancia)
Média 1,0258 0,0000
Blocos -0,0467 0,0651
(1) Tipo da Fonte de Nitrogénio -0,0039 0,8738
(2) Conc. da Fonte de Nitrogénio 0,0274 0,2723
(3) Adicéo Solucéo de Micronutrientes -0,0095 0,7032
(4) Tipo de Indutor -0,0913 0,0006
(5) Concentracdo de Indutor -0,0081 0,7457

Figura 16 — Efeito do tipo de indutor na reducdo da tensao superficial para a producao de

biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir do permeado de ultrafiltragao de soro

de leite.
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A Tabela 10 apresenta os efeitos estimados das varidveis estudadas, (fonte de

nitrogénio, concentracdo da fonte de nitrogénio, adi¢do da solu¢do de micronutrientes, tipo de

indutor e concentragdo de indutor), sobre a tensdo superficial, para fermentagdo com Bacillus

pumilus. As variaveis significativas sobre a redugdo da tensdo superficial foram adigdo da

solucdo de micronutrientes e o tipo de indutor, sendo que a maior redugdo da tensao

superficial ocorreu no nivel +1, com efeito principal positivo, para a varidvel adigdo da

solucdo de micronutrientes (Figura 17a), e no nivel -1, com efeito principal negativo, para a

variavel tipo de indutor (Figura 17b), na presenga de 6leo de soja.
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Tabela 10 — Efeitos estimados das variaveis para Bacillus pumilus, para fermenta¢ao com

permeado da ultrafiltraciao de soro de leite.

Fonte de Variacéo Efeitos Estimados p (nivel de significancia)
Média 1,1096 0,0000
Blocos -0,1455 0,0001
(1) Tipo da Fonte de Nitrogénio 0,0376 0,2689
(2) Conc. da Fonte de Nitrogénio -0,0007 0,9838
(3) Adicéo Solucéo de Micronutrientes 0,0906 0,0100
(4) Tipo de Indutor -0,1187 0,0010
(5) Concentracdo de Indutor 0,0652 0,0590

Figura 17 — Efeito da adi¢do da solu¢do de micronutrientes (a) e do tipo de indutor (b) na
redugdo da tensdo superficial para a produgdo de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a

partir do permeado de ultrafiltragao de soro de leite.
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4.3.3 Repeticao dos experimentos nas condigdes de ensaio com melhores resultados de

reducdo de tensdo superficial

Além das variaveis significativas citadas anteriormente, para a fermentagdo submersa
com soro de leite, independente do microrganismo utilizado, blocagem também apresentou
influéncia significativa (p<0,05). O mesmo ocorreu na fermentacao utilizando o permeado da
ultrafiltragdo de soro de leite com Bacillus pumilus. No entanto, a blocagem foi necessaria
porque ndo havia como realizar todos os ensaios de uma tnica vez, o que pode ter dificultado
a avaliacdo dos efeitos das variaveis sobre a tensdo superficial.

Em funcao disso, os experimentos com maior redugdo da tensdo superficial foram
replicados, a fim de confirmar os resultados obtidos durante a execucdo do planejamento.

Sendo que para ambos os residuos, soro de leite e permeado da ultrafiltracdo de soro de leite,
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o tratamento que teve destaque com relacdo a reducdo da tensdo superficial do meio, foi o
tratamento 4 (T4), o qual foi realizado com adi¢do de sulfato de amodnio, na concentragdo de
1,0%, com micronutrientes e como indutor 6leo de soja, na concentracao de 2,0%, sendo que
para soro de leite realizou-se a fermenta¢ao submersa com Bacillus methylotrophicus e para o
permeado da ultrafiltragdo de soro de leite com Bacillus pumilus. Os experimentos foram
realizados por 5 dias em duplicata.

A Figura 18 apresenta a redugdo da tensdo superficial (a) e a concentracdo de
biomassa (b) ao longo da fermentacdo para os experimentos replicados que apresentaram os

melhores resultados do planejamento.

Figura 18 — Variagao da tensao superficial (a) e da concentragao de biomassa (b) no decorrer

dos 5 d de fermentagao, para o tratamento 4 (T4)*.
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Para Bacillus methylotrophicus pode-se observar que apos 1 d de fermentagdo a tensdo
superficial tem uma queda acentuada, diminuindo aos poucos no decorrer dos demais dias de
fermentacdo. Ja para Bacillus pumilus, no inicio ocorre um pequeno aumento da tensdo
superficial, o que pode ser devido a utilizagdo dos componentes do meio por parte dos
microrganismos, apos isso, ocorre o inicio da redu¢do da tensdo superficial (Figura 18a). Para
ambos 0s microrganismos a tensao minima obtida foi de em torno de 27 mN/m, muito
proxima da obtida no primeiro planejamento e que foi de 27,51 mN/m para Bacillus
methylotrophicus e 26,02 mN/m para Bacillus pumilus. Isto demonstra a estabilidade do
microrganismo, o que ¢ um dos requerimentos desejaveis para microrganismos de uso

industrial (SCHMIDELL et al., 2001).
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Os microrganismos apresentaram comportamentos diferenciados também em relagao
ao crescimento (Figura 18b), no entanto ao final dos 5 d de fermentacdo, as concentragdes de
biomassa atingidas foram semelhantes (13,85 mg/mL e 13,36 mg/mL, respectivamente, para
Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus).

Para verificacdo da relagdo entre a reducdo da tensdo superficial com o crescimento
microbiano plotou-se as duas varidveis no mesmo grafico, como pode ser observado na Figura
19 para as bactérias Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus.

Figura 19 — Relagao entre a tensdo superficial ¢ a concentragdo de biomassa para Bacillus

methylotrophicus (a) e Bacillus pumilus (b).
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Através da Figura 19 pode-se observar que a maior reducdo da tensdo superficial
ocorreu com o maior crescimento microbiano, isso estd de acordo com o afirmado por Pinto et
al., (2009) que afirma que a maioria dos biossurfactantes sao liberados no meio de cultura na
fase exponencial ou na fase estacionaria do crescimento. Além das andlises didrias de tensdo
superficial e concentracdo de biomassa realizaram-se no tempo 0 d e 5 d as andlises de
atividade emulsificante O/A e A/O, sendo que os resultados podem ser observados nas

Figuras 20, respectivamente.
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Figura 20 — Atividades emulsificantes O/A (a) e A/O (b) para ambos 0os microrganismos.
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Através da Figura 20 pode-se observar que para ambos os microrganismos houve
aumento da AE O/A e A/O apos 5 d de fermentagdo. O aumento da atividade emulsificante se
deve a presenca de biossurfactantes no meio fermentado (DUBEY et al, 2012).

Com relagdo a AE O/A, para Bacillus methylotrophicus houve um aumento de 0,74
UE e para Bacillus pumilus, 0,46 UE, ao longo dos 5 d de fermentagdo. Para a AE A/O
verifica-se que houve maior atividade quando foi realizada a fermentagdo com Bacillus
methylotrophicus, aumento de 0,15 UE.

Para a fermentagdo com Bacillus methylotrophicus no qual o residuo da fermentagdo
foi soro de leite, pode-se verificar alta atividade emulsificante no tempo inicial, isso se deve
aos componentes emulsificantes presentes naturalmente no soro de leite. Segundo Borges
(2000) e Antunes (2003), as proteinas do soro sdo conhecidas por suas caracteristicas
funcionais, principalmente pelas propriedades emulsificantes.

As bactérias mais estudadas para a producdo de biossurfactantes em fermentacio
submersa sdo Pseudomonas e Bacillus (MULLIGAN, 2009), sendo que a seguir seguem
alguns estudos referentes a producao deste biocomposto com residuos semelhantes aos
utilizados neste estudo.

Dubey e Juwarkar (2001) realizaram o cultivo da estirpe Pseudomonas aeruginosa
BS2, com soro de leite objetivando a produgdo de biossurfactantes. Em 48 h de incubacao, o
rendimento de biotensoativo obtido foi de 0,92 g/L, sendo que a produ¢ao méxima ocorreu
apds a ocorréncia de condi¢des de limitacdo de nitrogénio. O biossurfactante produzido
possuia as propriedades tensoativas fortes, uma vez que reduziu eficazmente a tensdo
superficial da agua de 72 mN/m para 27 mN/m. Em nosso trabalho o valor minimo de tensao

superficial obtido foi muito préximo ao do trabalho citado (27,51 mN/m), o que pode ser
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devido ao detrimento de nitrogénio ao final do processo fermentativo longo (5 dias).
Verificou-se ainda que o soro de leite foi um dos melhores substratos para a producao de
biotensoativo porque nao foi necessaria nenhuma suplementacao adicional de qualquer tipo de
nutriente nestes residuos, devido ao soro de leite ¢ uma fonte rica de minerais como o calcio,
fosforo, potassio, sodio, cobre e ferro. E também uma boa fonte de vitaminas do complexo B,
riboflavina e acido pantoténico (NICKERSON, 1974). Resultados semelhantes foram obtidos
em meio sintético de glicose o que indicou que com a utiliza¢ao do residuo nao houve atraso
no inicio da producao de biossurfactante, e os componentes nutricionais foram utilizados de
forma eficiente para o crescimento da biomassa e a producdo de biossurfactante.

Com relacdo ao consumo de nitrogénio, houve maior consumo no soro de leite, devido
a presenga de proteinas ¢ aminoacidos facilmente utilizaveis pela Pseudomonas, o que
resultou em maior crescimento microbiano e maior reducdo da tensdo superficial (DUBEY;
JUWAKAR, 2011). Os principais acidos presentes no soro de leite, acido acético e acido
latico, foram consumidos, deixando a sacarose ¢ lactose sem serem utilizadas. A bactéria
Pseudomonas aeruginosa utiliza diferentes tipos de acidos tais como acetato, propioniato,
butirato e lactato e nao fermenta acgucares tais como lactose e sacarose (Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey, 1984). Por isso, os estudos mostraram que a
multiplicagdo de células e producdo do biossurfactante foi apenas a custa dos 4cidos totais, e
fosfato e nitrogénio, compostos que estavam presentes em abundancia no soro de leite.

Dubey et al. (2012) avaliaram o potencial de biossurfactantes produzidos a partir de
soro de leite por Pseudomonas aeruginosa e Kocuria turfanesis, através das analises de tensdo
superficial, concentracdo micelar critica e indice de emulsificagdo, em condigdes ambientais
extremas, pH variando de 2 a 11, salinidade de 5% a 20% e temperatura de 30°C a 121 °C. Os
resultados demonstraram que houve uma quantidade significativa de producdo de
biotensioativo pela bactéria P. aeruginosa, sendo que isto ficou evidente, pois houve a
redugdo da tensdo superficial do soro de leite fermentado da gama de 56 mN/m para 27
mN/m, indicando a producao de biotensioativo eficaz. A tensdo superficial obtida em nosso
estudo (27,51 mN/m) foi muito proxima a relatada na bibliografia, o que ¢ um indicativo da
producdo de biossurfactantes.

De acordo com a literatura, a bactéria P. aeruginosa ¢ o microrganismo mais
amplamente estudado para a producdo de biossurfactantes, sendo que a maioria dos
biossurfactantes produzidos por este microrganismo tém demonstrado a capacidade de
reducdo de tensdo superficial para cerca de 28 mN/m - 27 mN/m (GAUTAM; TYAGI, 2006;
BORDOLOI; KONWAR, 2007; SILVA et al., 2010; SHAVANDI et al., 2011.).
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Silva et al. (2014) realizaram um estudo com quatro espécies de Pseudomonas
(P.cepacia, P.acidovorans, P.picketti e P. fluorescens), as quais foram cultivadas em
diferentes substratos de baixos custo e comparados em relacdo a produgdo de biossurfactante.
A tensdo superficial foi usada como padrdo preliminar para avaliar o potencial de as bactérias
produzirem biossurfactantes. A fermentacao foi realizada em meio mineral suplementado com
2,0% de substrato de baixo custo (residuos de fritura de 6leo de canola, residuos de soro de
leite, residuos de fritura de 6leo de soja, agua de maceragdo de milho). A fermentacdo com
soro de leite como substrato ndo obteve redugdo eficaz da tensdo superficial, sendo que a
menor tensdo obtida foi de 45,59 mN/m para a bactéria P. fluorescens. Nosso estudo obteve
maior reducdo da tensdo superficial ao obtido na referida pesquisa, a diferenga do resultado
pode ser devido ao microrganismo nao ser o0 mesmo € o meio nao estar suplementado.

Devido a Pseudomonas aeruginosa ter dificuldade na assimila¢ao da lactose, Koch e
colaboradores (1988), desenvolveram uma estirpe de P. aeruginosa para utilizar soro de leite
para a produc¢do de ramnolipidios, com um gene da Escherichia coli. As bactérias cresceram
bem em meio a base de lactose, embora com taxas iniciais reduzidas em compara¢do com o
crescimento no meio a base de glicose. Os biossurfactantes foram produzidos durante a fase
estacionaria de crescimento em meio minimo a base de soro de leite, demonstrando que os
residuos podem ser eficazmente utilizados para importantes processos biotecnologicos.

Joshi et al. (2008), estudaram a produgdo de biossurfactantes por Bacillus
licheniformis K51, Bacillus subtilis 20B, Bacillus subtilis R1e estirpe de Bacillus HS3 usando
melago ou soro de leite como uma unica fonte de nutricdo. Os isolados foram capazes de
crescer e produzir biossurfactante sob agitacdo, bem como condic¢des estaticas. Com soro de
leite como substrato ocorreu a reducao da tensao superficial para 34 mN/m - 37 mN/m, para
os isolados K51, R1 e 20B. No entanto, o isolado HS3 ndo conseguiu reduzir a tensio
superficial para este nivel, quando cultivado em condi¢des semelhantes. Os valores de tensdo
superficial obtidos na referida pesquisa foram superiores aos observados em nosso estudo na
realizagdo da fermentagdo submersa com soro de leite e permeado da ultrafiltracdo de soro de
leite.

Como pode ser verificado, em nosso estudo, para o soro de leite o0 microrganismo que
obteve maior redugdo da tensao superficial foi a bactéria Bacillus methylotrophicus, ja para o
permeado da ultrafiltragdo de soro de leite o microrganismo que se destacou foi a bactéria
Bacillus pumilus, isso pode ser devido as diferengas metabolicas entre os microrganismos.

De acordo com Henckel (2012) a composicao ideal dos residuos/subprodutos para o

crescimento e produ¢do de biossurfactantes ¢ dependente das diferentes exigéncias
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metabolicas dos diferentes microrganismos. Para a producdo maxima de biossurfactantes o
meio para fermentagcdo deve ter concentragdes dtimas de carbono, nitrogénio, fosforo e ferro,

e as relagdes C: N, C: P e C: Fe devem ser adequadas.

4.3.4 Producéo de biossurfactantes para o ensaio de biorremediacéo e identificacéo do
biossurfactante produzido

Para a execu¢do do ensaio de biorremediacdo realizou-se a produgdao de
biossurfactante com Bacillus methylotrophicus e com soro de leite como residuo, nas
condi¢des onde houve a maior reducdo da tensao superficial (sulfato de aménio - 1,0%, com
micronutrientes e 6leo de soja - 2,0%). Para a obtengcdo da quantidade necessdria de
biossurfactantes (3,84 g) foi necessario realizar 3 bateladas de producdo. Realizou-se ainda
mais uma batelada de produga@o de biossurfactantes para encaminhar para a identificagao.

Apds cada batelada de produgdo, juntou-se o meio fermentado de todos os

erlenmeyers e realizou-se a analise de tensdo superficial (Tabela 11).

Tabela 11 — Analise da medida de tensdo superficial das bateladas para o ensaio de

biorremediacao.
Batelada Tens&o Superficial (mN/m)
1 — Biorremediagao 31,00+0,20
2 — Biorremediagao 30,17+0,38
3 — Biorremediagao 29,43+0,45
4 — Identificagao 30,13+0,42

Pode se verificar que houve pouca variagdo da tensdo superficial ao longo das diversas
producgdes, variando de 31 mN/m a 29 mN/m, e um decréscimo de em torno de 13 mN/m ao
longo dos 5 d de fermentagao, ja que a tensdo superficial no tempo inicial, era de 43 mN/m.

Com relacdo a identificacdo dos biossurfactantes produzidos a massa molecular de
lipopeptidios foi obtida utilizando MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization -
mass spectrometry). O perfil de lipopeptidios é caracterizado pelos ions com valores de m/z
1044, 1058 e 1074, que sdo identificados principalmente como moléculas de surfactinas e
fengicinas protonadas e na forma de adutos de soédio e potassio (Figura 21), as quais
representam as familias de biossurfactante produzidas por Bacillus sp. (DOMINGOS et. al.,
2015; KIM et. al., 2010).
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Figura 21 - Espectro de MALDI-MS de biossurfactantes produzidos por Bacillus

methylotrophicus com a detecgdo dos ions que caracterizagao as isoformas de lipopeptidios.
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Na Figura 21, tém-se os espectros de MALDI-MS com expansdo na regido de m/z
1000 a 1140, mostrando a caracterizacao da estrutura quimica do biossurfactante produzidos
pela bactéria. Os ions de m/z 1044, 1058 e 1074 sdo ions de moléculas homologas do
biossurfactante identificado como surfactina (TORRES et. al., 2015).

Considerando a sequéncia tipica de aminoacidos da estrutura da surfactina, t€ém-se
Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu conectadas por ligacdes peptidicas entre a porcao acido
carboxilico (-COOH) da Leu7 e a por¢ao amino (-NH2) da Glul (Pathak et al., 2014) (Figura
22).

Figura 22 - Esquema da estrutura primaria de uma surfactina.

1 2 3 4 5 6 7
CH;-(CH,)n-CH,-CH-CH,-CO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu

0
Adaptada de Pathak et al., 2014.

Com base na sequéncia de aminoacidos da surfactina (Figura 22), voltando para os
espectros de massas (Figura 23) onde se observam os ions de m/z 1044 ¢ 1074, estes ions
correspondem a série homologa de carbonos 14 e 16 e sequencia de aminoacidos [Val4 -Asp5

-Leu6 -Leu7 (OH)+H+Na]".

Figura 23: Espectro de MALDI-MS com ampliagdo da regido de m/z 1000 a 1140

caracterizando as isoformas da surfactina proveniente da bactéria Bacillus methylotrophicus.
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Na Tabela 12, tem-se o resumo dos ions caracterizados para cada amostra analisada.

Tabela 12 — Resumo dos ions caracterizados.

Amostra m/z Biossurfactante Referéncia
) 1030 Surfactina (C13)
Bacillus
) 1044 Surfactina (C14) Pathak et al., 2014
methylotrophicus
1058 1074 Surfactina (C15)

A surfactina € produzida por varias cepas de Bacillus (COSTA, 2005). O primeiro
relato sobre a produgdo de surfactina ocorreu em 1968 (ARIMA et al., 1968), com a
apresentacao de um novo composto biologicamente ativo presente no meio de cultivo de
Bacillus, o qual exibiu excelente atividade surfactante.

A estrutura quimica da surfactina foi posteriormente elucidada por Kakinuma et al.
(1969), como sendo a de um peptideo ciclico de sete aminoacidos ligados a uma cadeia de
acido graxo P-hidréxi, sendo que esta cadeia pode variar de 13 a 15 atomos de carbono,
permitindo a existéncia de diferentes compostos homoélogos e isomeros (LANG, 2002).

A surfactina ¢ conhecida por ter excepcional atividade superficial, podendo reduzir a
tensdo superficial da 4gua (20 °C) de 72 para 27 mN/m (LANG, 2002; WEI et al., 2002), além
de reduzir a tensdo interfacial do sistema agua/hexadecano de 43 para valores menores que 1
mN/m (BARROS et al., 2007). Os valores relatados para a CMC da surfactina encontram-se
em torno de 10 mg/L (DE OLIVEIRA et al., 2013), 12,4 mg/L (HUANG et al., 2015) e 20
mg/L (GUDINA et al., 2012; LIU et al. 2015). Além de propriedades surfactantes poderosas,
a surfactina exibe uma excelente estabilidade em varia¢cdes de pH, temperatura e forga idnica
e apresenta atividade hemolitica (DESAI; BANAT, 1997).

Quando ¢ comparada a outros biossurfactantes e a alguns surfactantes sintéticos, como
dodecilsulfato de so6dio (SDS) e brometo de trimetil amonio (BTA), possui maior capacidade
de reduzir a tensdo superficial e interfacial e apresenta menores valores de concentracdo

micelar critica (CMC) (KIM et al., 1997).
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4.4 Ensaio de biorremediacao

A Figura 24 apresenta a liberagdo de CO: durante o tempo do ensaio de

biorremediagao.

Figura 24 — Liberag¢ao de CO2 ao longo dos 90 dias de experimento.
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Através da Figura 24 pode-se observar que nos primeiros 12 dias de ensaio houve
pouca atividade respiratoria, isso se deve provavelmente a ocorréncia de uma fase de
adapta¢ao dos microrganismos ao tipo e a concentracdo do contaminante. Posteriormente
houve maior liberagdo de CO», indicando aumento da populacdo microbiana, o que ocorreu
devido a utilizacao das fontes de nutrientes presentes. Os maiores incrementos na liberagdo de
CO> ocorreram durante os primeiros 47 dias de experimento.

Para melhor entendimento da influéncia da variavel sobre a liberagdo de CO; realizou-
se analise de variancia dos resultados através do mdédulo ANOVA do Software Statistica 8.0,
utilizando os valores referentes a liberacdo de CO2 nos 90 d. A Tabela 13 apresenta a analise
de variancia dos dados de liberacdo de COz nos 90 d de ensaio em funcdo da varidvel, técnica

de biorremediacao.
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Tabela 13 — Analise de variancia dos dados de liberagao de COa..

Soma dos Graus de Quadrado

Fonte de Variacao F P
Quadrados  Liberdade Médio
Técnica de 47881330 4 11970332 13834,8 <0,001
Biorremediacao
Erro 4326 5 865

A Tabela 13 demonstrou que a varidvel técnica de biorremediagdo, teve efeito
significativo sobre a liberagdo de COz (p<0,05). A Figura 25 apresenta a interacdo e
comparacao das médias da liberacdo de CO, em fungao da técnica de biorremediacdo, com as

letras referentes ao teste de Tukey.

Figura 25 — Liberac¢ao de CO; total em funcao da técnica de biorremediagao.
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OBS: Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca estatistica ao
nivel de 95% de confianga.

Os tratamentos com a adi¢ao de biossurfactantes demonstraram um maior valor
acumulado de C-COz se comparado com os demais tratamentos, este efeito provavelmente se
deve a acdo dos biossurfactantes, os quais mesmo em baixas concentragdes agiram como
emulsificantes, deixando o contaminante mais disponivel para os microrganismos, resultando

em maior crescimento microbiano ¢ acréscimo na liberacao de CO..
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A adicao de biossurfactante na concentracdao de 0,5% obteve o valor acumulado de
6.474,41 mg C-CO»/ kg de solo, sendo superior ao valor obtido com a concentragdao de 1,0%
de biossurfactante (6.399,02 mg C-CO»/ kg de solo), seguido do tratamento com a inser¢ao de
0,1% (5.962,17 mg C-CO»/ kg de solo). No entanto, através do teste de Tukey verificou-se
que a adi¢do de biossurfactante nas concentragdes de 1,0% e 0,5% ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (p>0,05), diferindo das demais técnicas.

No tratamento com atenuagdo natural foi possivel verificar que apenas a populagao
microbiana foi capaz de se adaptar ao meio contaminado e apresentar taxas de respiragao
microbiana, sendo o valor acumulado de 5.307,63 mg C-CO»/ kg de solo. J& o experimento
controle caracterizou-se por ser o tratamento com menor liberagdo de CO> (664,51 mg C-
CO»/kg de solo), isso se deve a ndo se ter adicionado o contaminante e o biossurfactante, nao
havendo estimulo ao crescimento dos microrganismos presentes, sendo realizado com a
intencdo de verificar qual seria o CO: liberado no solo em condi¢des normais. Houve
diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados de liberagdo de CO> para os tratamentos
de atenuacao natural, controle e adi¢ao de 0,1% de biossurfactante.

Decesaro (2013) realizou um estudo, no qual o objetivo foi avaliar a capacidade de
biorremediacdo de solo contaminado com compostos oleosos, utilizando a técnica de
bioestimulagdo. Neste estudo, o solo foi contaminado com 4% de 6leo diesel ou biodiesel e
bioestimulado com ficocianina, biomassa inativa da S. platensis ou com sulfato de amonio. O
sulfato de amodnio e a biomassa inativa foram utilizados na propor¢ao de 1,5% em relacdo a
massa de solo e a ficocianina na porcentagem de 0,5%. A porcentagem do sulfato de amonio a
ser adicionada foi calculada através da relacdo C:N:P:K, a partir do C presente no
contaminante, para se alcangar a relagao 6tima. A liberacao de CO; nos ensaios contaminados
com biodiesel e adicionados do bioestimulante sulfato de amoénio, foi de 9.212,3 mg C-
CO2/kg solo, ja nos ensaios contaminados com 6leo diesel a liberagdo de CO; foi de 4.7333,0
mg C-CO2/kg solo. Em nosso estudo os valores de CO> liberado para o contaminante
biodiesel foram inferiores, no entanto com a adi¢do das concentragdes de biossurfactantes a
relacdo o6tima C:N:P:K ndo foi atendida, da mesma maneira acredita-se que o biocomposto
agiu como biossurfactante.

De acordo com Burghoff (2012), os biossurfactantes aumentam as areas da superficie
dos compostos insoluveis que conduzem a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade
dos compostos, além disso, a interacdo com a superficie da célula aumenta a hidrofobicidade
da superficie, permitindo que substratos hidrofébicos possam se associar mais facilmente com

células microbianas, como consequéncia, melhoram a biodegradacdo e remoc¢do dos
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compostos oleosos (NIEVAS et al.,, 2008; HAZRA et al., 2012), presentes no solo
contaminado.

A quantificagdo do COz liberado ¢ uma das formas de avaliar a atividade metabolica
microbiana nos solos em condigdes aerdbicas. A técnica proveé importante informagdo acerca
da biodegradagdo de compostos organicos, pois ¢ indicativa do grau de mineralizagdo dos
contaminantes presentes no substrato (HOREL; SCHIEWER, 2009), e, portanto, da completa
degradacao dos mesmos. No entanto, a quantidade de contaminante degradado pode ser
subestimada, caso parte da matéria organica degradada seja utilizada na producdo de
biomassa, ou superestimada, se o0 CO; produzido provir da degradacdo de uma fonte de
carbono disponivel no solo que ndo o contaminante (HOREL; SCHIEWER, 2009). Entao para
fornecer maior acuracia aos dados, a biodegradacdo do biodiesel foi também avaliada através

da andlise de 0leos e graxas — método 3050B, USEPA.

4.4.1 Remocéao do contaminante

A Figura 26 apresenta o percentual de remoc¢ao do contaminante ao longo do tempo.

Figura 26 — Remocgdo do contaminante em 90 d de experimento.
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Através da Figura 26 ¢ possivel observar que para os tratamentos com solo ndo estéril,

as maiores taxas de remo¢do do contaminante ocorreram nos primeiros 30 dias de
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experimento, e isso se deve a maior fase de crescimento dos microrganismos € como
consequéncia maior remog¢do. Observa-se ainda que nos tratamentos com a insercdo do
biossurfactante ocorreu maior remog¢ao do contaminante se comparados ao experimento com a
atenuacgao natural.

Nos tratamentos com solo estéril, a remo¢do do contaminante pode ser devido a
reten¢do na matriz do solo, pois ndo havia possibilidade de degradagdo microbiana. Nota-se
que no tempo inicial, j& se observam valores de em torno 10% de remocao. De acordo com
Cecchin et al. (2016) o processo mais acelerado de sor¢dao do contaminante no solo ocorre no
periodo de 0 a 15 dias, reduzindo sua taxa no periodo final do experimento. Associa-se este
resultado ao fato de que as interagdes mais rapidas entre a superficie mineral e o composto
existente no meio se dao em reacdes de superficie. Os processos de sor¢do subsequentes
acabam sendo associados a migragdo do contaminante para as sali€éncias microscopicas
existentes na particula mineral, resultando em uma redugdo complementar do contaminante
em um tempo posterior.

Segundo Weissenfels et al (1992), podem ser observados dois tipos de cinética de
adsor¢dao dos contaminantes organicos no solo. O processo inicial de sor¢ao ¢ classificado
como rapido, ocorrendo nos primeiros dias de contato solo/contaminante, refletindo os efeitos
de acelerada interacdo entre o composto hidrofobico e as areas externas e de facil acesso das
particulas organicas e minerais do solo. Apos esta etapa, tem-se um processo dito “lento”, no
qual ocorre a migracao dos contaminantes organicos para areas menos acessiveis na matriz do
solo (4reas internas).

Desta maneira, conforme aumenta o tempo de contato solo/contaminante, gera um
maior periodo para a migragao destes compostos para areas menos acessiveis do solo, sendo
encerrado este processo até a saturacdo completa dos sitios ativos presentes nas particulas.
Assim, tem-se que 0s compostos que migraram para tais compartimentos acabam tornando-se
a fragdo nao passivel de degradacao na contaminacao de solos (REID et al, 2000). Devido a
isso no tempo inicial do nosso experimento houve a retengdo de 6,0% a 8,0% do
contaminante, passando a aproximadamente 18% nos 15 d e aumentado de maneira lenta nos
demais 75 d de experimento, atingindo o valor maximo de remog¢do de em torno de 20% em
todos os experimentos em que o solo se encontrava estéril.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados e interagdo da variaveis, realizou-se
analise de variancia dos resultados através do modulo ANOVA do Software Statistica 8.0,
utilizando os valores referentes a remogdo do contaminante nos 90 dias. A Tabela 14

apresenta a analise de variancia dos dados de remoc¢do do contaminante em fungdo das
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variaveis, técnica de biorremediacdo (adi¢ao de biossurfactante e atenuacdo natural) e solo

(estéril e ndo estéril).

Tabela 14 — Analise de variancia dos dados de remocao do contaminante em fun¢ao das

variaveis.
) Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variagéo _ o F P
Quadrados  Liberdade Médio
Técnica de
. _ 170,88 3 56,96 318,6 <0,001
Biorremediacao
Esterilizacao 3961,46 1 3961,46 22156,5 <0,001
Técnica de
Biorremediagao X 168,23 3 56,08 313,6 <0,001
Esterilizagao
Erro 1,43 8 0,18

Na Tabela 14 verifica-se que as variaveis, técnica de biorremediacdo e esterilizacio
apresentaram valores de p<0,05, logo estas demonstraram um efeito significativo sobre a
remog¢ao do contaminante.

A Figura 27 apresenta os efeitos graficos da interagdo e comparagdo das médias da
remog¢ao do contaminante em fungdo da técnica de biorremediagdao, com as letras referentes

ao teste de Tukey.

Figura 27 — Remocao de biodiesel em solo esterilizado e nao esterilizado.
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A remogdao do contaminante para o tratamento com a adicdo de 0,5% de
biossurfactante foi de 57,25%, nao diferindo estatisticamente do valor de remocao do
tratamento com 1,0% de biossurfactante (56,75%), diferenciado do tratamento com 0,1% de
biossurfactante, com remocao de 53,23% e do tratamento com a técnica de atenuacao natural,
41,17% de remocao.

Se compararmos os valores obtidos nos tratamentos com a adi¢do de biossurfactante
nas concentragdes de 1,0% e 0,5%, com a técnica de atenuagao natural nota-se que houve um
acréscimo de 39% de remogdo, isto demonstra que o biocomposto influenciou nas taxas de
remocao do biodiesel, mesmo a concentragdo do biossurfactante estando abaixo da
concentragdo para a relagdo ideal de C:N:P. De acordo com Cheng e Mulla (1999), a relagao
recomendada para biorremediacao de solo ¢ C:N:P de 100:10:1, desse modo acredita-se que o
composto adicionado ao solo agiu como um biossurfactante.

Com relacdo aos tratamentos com o solo estéril, percebe-se que em todos os
tratamentos a remo¢do do contaminante ficou em torno de 20%, ndo havendo diferenca
significativa, indicando que o percentual de biossurfactante ndo influenciou, na auséncia dos
microrganismos. Esse percentual de remog¢do ocorre devido a adesdo do contaminante na
matriz do solo, ndo sendo possivel a remog¢ao pelos métodos e solventes utilizados.

Caso o objetivo do estudo fosse a bioestimulacdo em condi¢des nutricionais Otimas
terlamos que adicionar o composto em concentracdes mais elevadas, e isso poderia nos
reportar ao problema demonstrado por Cecchin et al. (2016) onde ele verificou que a
bioestimulagdo com adi¢do de nutrientes, visando acelerar os processos de biodegradacao de
compostos organicos toxicos acaba ocasionando menor interagdo entre o solo e o
contaminante. Deste modo, quando utilizado a técnica de bioestimula¢do in situ com
nitrogénio, fosforo e potéssio, proporciona-se uma maior lixiviagdo do contaminante, a qual
varia de acordo com a umidade do solo, ampliando a pluma de contaminacdo apresentando
uma falsa impressao de reducdo do composto organico no solo, potencializando os efeitos
nocivos da contaminagdo. Desse modo a inser¢do do biossurfactante deve ser estudada para
aplicagdo In situ.

No presente estudo o biossurfactante no solo agiu de duas formas principais,
aumentando a disponibilidade do contaminante para os microrganismos, € aumentando a
hidrofobicidade da superficie, permitindo que o contaminante hidrofobico se associasse mais
facilmente com as células bacterianas, o que também foi verificado por Pacwa-Plociniczak et
al. (2011), fazendo com que houvesse maior biorremediacdo do solo, pois segundo Harms e

Bosma, (1997) a biodisponibilidade limitada dos compostos oleosos em um ambiente terrestre
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devido a baixa solubilidade em agua ou interagdes com a matriz do solo frequentemente

geram uma inibi¢do nas taxas de degradacao dos contaminantes.
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5 CONCLUSOES

Apos a execucdo do planejamento experimental com a realizagdo da fermentacao
submersa com soro de leite e permeado da ultrafiltracdo de soro de leite para as bactérias
Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus, verificou-se que houve uma significativa
reducdo da tensdo superficial dos meios, indicando que ocorreu produgdo de biossurfactantes.

A maior reducdo da tensdo superficial para fermentacdo com ambos os residuos, soro
de leite e permeado da ultrafiltracao de soro de leite, foi com o tratamento suplementado com
sulfato de amoénio, na concentracao de 1,0%, com micronutrientes € com 6leo de soja como
indutor, na concentragdo de 2,0% (T4), sendo que com soro de leite a fermentacdo submersa
com Bacillus methylotrophicus obteve o valor de tensdo superficial de 27,51 mN/m ¢ o
permeado da ultrafiltragdo de soro de leite com Bacillus pumilus, o valor obtido foi de 26,02
mN/m. Ambos os microrganismos apresentaram estabilidade de comportamento, pois na
repeticdo do T4 obteve-se resultados muito proximos aos alcangados na execucdo do
planejamento, confirmando a reducdo da tensdo superficial.

Para a biorremediacdo utilizou-se o biossurfactante, produzido pela bactéria Bacillus
methylotrophicus, caracterizado como surfactina, o qual foi eficiente e apresentou potencial
de uso em processos de biorremediagdo de solos contaminados, pois elevou em torno 40% a
remocao de biodiesel, sendo que 20% deste valor consiste em adsor¢do do contaminante ao

solo, sem influéncia da presenca ou ndo de biossurfactantes nos processos fisico-quimicos.
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